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OZET

KEMOTERAPI AJANLARINA DIRENCLI HEPATOSELLULAR KARSINOMA
HUCRELERINDE OLASI BIYOISARETLERIN /N VITRO ARASTIRILMASI

Oguzhan KARAOSMANOGLU

Biyoloji Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2018

Damigman: Prof. Dr. Hiilya SIVAS

Hepatoselliilar karsinoma (HSK) kanser iliskili 6liimler siralamasinda diinyada
ikincidir. Epitel-mezenkimal gecis (EMT) metastaz baslamasi igin 6nemli bir programdir.
Buna ragmen, pek ¢ok kanser hiicresi biitiin epitel karakterleri tamamen kaybetmeden
yada biitin mezenkim karakterleri tamamen kazanmadan kismi EMT programiyla
metastaz yapabildigi de bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, tam ve kismi EMT nin
benzeyen ve ayrisan yonlerini tespit etmek i¢in EMT ile iligkili transkripsiyon faktorii
olan Slug’in iki farklit HSK hiicre hattinda asir1 ifadesi saglandi. Sonra hiicreler EMT
fenotipi, kemodiren¢ ve kok hiicre ozellikleri bakimindan analiz edildi. Asir1 Slug
ifadesinin HSK’da hem tam hem de kismi EMT’yi tetikledigi gosterildi. Tam EMT, E-
cadherin’in azalmasi, ZEB2 mRNA’sinin ise artmasi ile karakterize edildi. Kismi EMT
ise E-cadherin’in artmasi ve vimentin ve ZEB2 mRNA’sinin azalmasi ile karakterize
edildi. ABCB1 azalmasi ve ABCG2 artmasi ile ortaya ¢ikan Slug aracili kemodireng
gelisimi ilging bir sekilde hem tam hemde kismi EMT’de ortak olarak olarak gozlendi.
Buna ilave olarak kok hiicre karakteri olan CD133 mRNA’sinin artmasi her iki EMT ig¢in
ortak olan diger bir ozellikti. Bunlarin yaninda, kismi EMT fenotipi gosteren HSK
hiicrelerinden izole edilen kosullu medyumda, translasyon sonrasi degistirilmis
fibronektinl ve kollajen tip Il o 1 ile degistirilmemis fibrinojen gama zincirinin artmasi
tespit edildi. Boylece bu proteinlerin kemodireng ve kismi EMT biyoisaretleri olarak
kullanilabilecegi ileri siiriildii. Ayni sekilde kosullu medyumda, hsa-miR-296-3p, hsa-
miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p miRNA miktarlarinin artmasi tespit edildi. Boylece bu
mikroRNA’larin da HSK’da kemodiren¢ ve kismi EMT biyoisaretleri olarak
kullanilabilecegi ileri siirtildii.

Anahtar Sozciikler: Kemodireng, kismi EMT, girisimsel olmayan biyoisaretler,
ekzozom, miRNA



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF POSSIBLE BIOMARKERS OF
CHEMORESISTANT HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELLS

Oguzhan KARAOSMANOGLU

Department of Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, July 2018

Supervisor: Prof. Dr. Hiilya SIVAS

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second-leading cause of cancer-related
deaths worldwide. Complete EMT has long been considered as a crucial step for initiating
metastasis. However, it is now known that many carcinoma cells can metastasize with
incomplete loss of epithelial traits or incomplete gain of mesenchymal phenotype, which
is named as partial EMT. Here, in order to determine the similarities and differences
between complete and partial EMT phenotype in HCC, the EMT associated transcription
factor Slug was overexpressed in different HCC cell lines and the cells were compared
for their EMT phenotype, chemoresistance and stemness. Conditioned medium was also
collected from a HCC cell line overexpressing Slug and was analyzed for markers of
chemoresistance and partial EMT. We observed that Slug overexpression resulted in the
induction of both complete and partial EMT in different HSK cell lines. Complete EMT
was characterized by the down regulation of E-cadherin and up-regulation of ZEB2
mMRNA. Partial EMT was characterized by the up-regulation of E-cadherin and down-
regulation of vimentin and ZEB2 mRNA. Interestingly, Slug mediated chemoresistance
through the down-regulation of ABCB1 and up-regulation of ABCG2 mRNAs as well as
expression of CD133, a stemness marker was similar in both complete and partial EMT
phenotype. On the other hand, partial EMT was associated with enhanced secretion of
post translationally modified fibronectinl, collagen type Il alpha 1 and native fibrinogen
gamma chain upregulations in the conditioned medium of HSK cells. These proteins can
therefore be considered as potential biomarkers of chemoresistance and partial EMT in
HSK. Similarly, in the conditioned medium, hsa-miR-296-3p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-
885-5p, miRNAs were found to be up regulated respectively. It has been suggested that
these microRNAs can also be used as chemoresistance and partial EMT biomarkers in
HCC.

Keywords: Chemoresistance; partial EMT; non-invasive biomarkers; exosomes; miRNA
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1. GIRIS

Viicudun en biiyiik organi olan karaciger metabolik olarakta en faal organlarindan
biridir. Karaciger, kalpten bol oksijenli kan getiren karaciger atardamari ve ince
bagirsaktan gelen sindirim Uriinlerini igeren bu sebeple besin yoniinden zengin fakat
oksijen Oniinden fakir icerige sahip olan kapi toplardamari olmak iizere iki farkli kan
kaynagina sahiptir. Kap: toplardamarinin diisiik oksijen icerigi nedeniyle ¢ogu hepatik
hiicre, hipoksi sartlarinda yasar (Vidal-Vanaclocha 2011). Karaciger, sindirim sisteminin
tirtinleri olan besinler, toksinler ve bagirsak mikroorganizmalari ile bu mikroorganizma
metabolitlerinin karsilastigi ilk organdir. Bu nedenle karacigerin dort temel gorevi vardir:
1) Sindirim triinlerinin metabolizmasini saglayarak diger organlarin ihtiyaci kadar besin
maddesini kana vermek, 2) Ksenobiyotikleri detoksifiye ederek bertaraf etmek, 3)
Bagisiklik sisteminin patojenlerle olan miicadelesine katki saglamak ve 4) Cesitli

homeostatik iglevleri yerine getirmek (Haussinger 2014).

Ince bagirsaktan gelen glikozun fazlasi karacigerde glikojen olarak depolanirken,
galaktoz ve friikktoz glikoza karacigerde cevrilir. Ayrica, yag asitlerinin oksidasyonu,
kolesterol, lipoprotein ve fosfolipitlerin sentezi karacigerde gergeklestirildiginden yag
metabolizmasi i¢in 6nemli islevler burada yerine getirilir. Aminoasitlerin deaminasyonu
ile enerji kaynag olarak kullanilmasi siirecine katki saglar. Azotlu bilesiklerden iire
olusturarak amonyagin viicuttan atilmasi karaciger faaliyeti ile olur. A, D, B12
vitaminlerinin ve demirin depolanmasinda 6nemli rol oynar (Hall 2015). Besinlerle alinan
viicut i¢in zararli olabilecek ilag ve toksin gibi yabanci bilesiklerin (ksenobiyotikler)
bertaraf edilmesi olmazsa olmaz bir siiregtir ve bunlar karacigerde metabolize edilir.
Karacigerde iki temel siireg ile ksenobiyotiklerin metabolizmas: gergeklestirilir. Ugiincii
bir siirec ise bu bilesiklerin tasinmasini saglar. ilk siirecte, ksenobiyotiklerin suyu sevme
ozellikleri artirilarak bobrekten atimi kolaylastirilir. Bu amagla hedef molekiillere detoks
enzimleri de denilen sitokrom p450 enzimleri Kkatalizorliigiinde indirgenme ve
yiikseltgenme tepkimeleri araciligiyla hidroksil, amin veya siilfidril gruplar1 eklenir. ilk
asama reaksiyonlarinin yetersiz oldugu ve hedef molekiiliin hala reaktif oldugu
durumlarda {iridin difosfoglukoronosil transferaz, N-asetil transferaz, glutatyon S-
transferaz ve sulfotransferaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde  konjugasyon
reaksiyonlariyla biiyiikk polar bir grup eklenir. Boylece hedef molekiiliin ¢oziintirligii

artirtlir. Uglincii asamada ise karaciger epitel ve endotel hiicrelerinde yerlesmis ilag

1



tastyici proteinler rol oynayarak ilacin absorbsiyonu, dagilimi ve eliminasyonunu saglanir
(lwano ve ark. 2014, Woolbright ve ark. 2015). Karaciger karsinojenik ve diger toksik
kimyasallara maruz kaldiktan sonra yeniden iyilesebilen bir organdir. Fakat bu iyilesme
beraberinde kimyasallara kars1 edinilmis direng gelisimi ile sonuglanir. Pek ¢ok kanser
tiiriinde kemoterapi ilaglarina karsi direng gelisimi kemoterapi uygulamasindan sonra
meydana gelirken, karaciger kanserinde kanser gelisimi varsa zaten direngte vardir
seklinde bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumun klinikte gézlenen sonucu pek ¢ok
kemoterapi ilaglarinin hastanin yasam siiresine herhangi bir katkida bulunmamasidir
(Carr ve ark. 2016). Karaciger biitin bu ¢ok Onemli metabolik reaksiyonlar
gergeklestirmenin yaninda dogustan gelen immiin Sistemin dnemli bir bileseni olmak gibi
bir role de sahiptir. Karaciger, Kupffer hiicreleri ve dentritik hiicreler, T hiicreleri, B
hiicreleri ve dogal 6ldiiriicli hiicreleri barindirarak malignant, enfeksiyon ve otoimmiin
hastaliklara kars1 savunmay1 saglar (Nemeth ve ark. 2009). Karacigerin ayrica viicudun
asit-baz dengesi, glukoz dengesi, cogu plazma proteinlerinin sentezlenmesi, trigliserit ve
kolesterol metabolizmasinin saglanmasi, hormon islenmesi ve salgilanmasi gibi diger
homeostatik islevleri yerine getirmek gibi gérevleri de bulunmaktadir (Haussinger 2014).
Karaciger, viicut i¢in ¢ok dnemli islevleri yerine getirmesine karsin ne yazik ki kanser
gelistirme riskinin en yiiksek oldugu organlardan biridir. Karaciger kanserinin gelisimiyle
ilgili ileri siiriilen bir hipoteze gore, karacigerde viral enfeksiyonlar, alkol ve asiri
kimyasala maruz kalan hepatik hiicreler artan hiicre Oliimiine karsi yeni hiicreleri
olusturmak i¢in hiicre ¢ogalma siirecini baslatirlar. Bu hiicreler bir siire sonra ¢esitli
mekanizmalarla genom Kkararliliklarini yitirerek karaciger kanseri gelisimine giden siirece
dahil olmaktadir (Coleman 2003).

1.1. Hepatoselliiler Karsinom ve Molekiiler Mekanizmasi

Karacigerde en sik olusan primer malign tiimor hepatoselliiler karsinom (HSK)
olup en yaygin kanserler siralamasinda diinyada besinci sirada yer almaktadir (Ferlay ve
ark. 2015). Dogu Asya ve Afrika iilkeleri gibi karaciger kanserinin yiiksek siklikla
meydana geldigi bolgelerde 20-50 yas araligi risk grubunu olusturmaktayken, Amerika
ve ¢ogu Avrupa iilkelerinde bu risk grubu 75 yasin iistiindedir. Bat1 toplumlarinda HSK
siklig1 artan bir egilim gostermesine ragmen HSK cogunlukla 6nlenebilir bir hastaliktir.
HSK’nin erkeklerde kadinlardan daha c¢ok goriildiigii bir kitap boliimiinde ifade
edilmektedir (White ve ark. 2016). HSK’ya neden olan risk faktorleri hepatit B, hepatit
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C enfeksiyonu, aflatoksin, agir alkol tiiketimi, siroz ve obezite/diyabet olarak
bilinmektedir (McGlynn ve ark. 2011). HBV enfeksiyonunun diinya ¢apinda prevelansina
bakildiginda tilkemiz orta {stii siklikta (popiilasyonun %5-7’sinin enfekte oldugu) yer
almaktadir (Sekil 1.1). HCV enfeksiyonunun diinya ¢apinda dagilimina bakildiginda
tilkemiz orta siklikta (%2-2,9) HCV enfeksiyonu bulunan iilkeler arasindadir (Sekil 1.2).
Ulkemizde HSK yaygin olmasina ragmen HSK verilerinin elde edilebilecegi giivenilir bir
kaynak bulunmamaktadir. Buna ragmen az sayidaki ¢alisma HSK risk faktorlerinin
tilkemizdeki durumu hakkinda bilgi vermektedir. Bu ¢alismalardan ilkinde, HSK tanis1
almis 207 hastanin %56’st HBV, %23,2’si HCV, %]15,9’u ise asir1 alkol ile
iliskilendirilmistir (Uzunalimoglu ve ark. 2001). Ikincisi, HSK tanis1 almis 52 hastayla
gerceklestirilmis ve hastalardan %50’sinin p53 mutasyonu tasidigi gosterilmistir (Cengiz
ve ark. 2003). Baskent Universitesi Adana Egitim ve Arastirma hastanesinde 35 HSK
tanist almig hastalarla gergeklestirilen {iclincii bir ¢alismada, hastalarin ortalama 61
yasinda olduklari, erkek hastalarin kadinlardan 4 kat daha fazla oldugu, hastalarin
%65,7’sinin HBV, %28,6’sinin ise HCV ile enfekte oldugu gosterilmistir (Ozer ve ark.
2003). Ulkemizde bes farkli hastanede 221 HSK hastasiyla gerceklestirilen dordiincii bir
aragtirma hastalarin %44,4’iinde HBV, %?21,3’iinde HCV enfeksiyonu tespit edildigi
ifade etmektedir. Bu hastalarin %74,2’si siroz tanisi almis olup, hastalarin ortalama
yagsam stiresi 14 ay olarak bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada a-fetoprotein seviyesi normal
olan hastalarin yiiksek olan hastalara gére daha uzun bir yasam siiresine sahip olduklar1
da ileri stirtilmustiir (Alacacioglu ve ark. 2008). Besinci ¢alisma, HSK tanis1 almis 50 kisi
ile gergeklestirilmis olup bunlardan bir kiside p53 mutasyonu tespit edildigini bu nedenle
tilkemizde aflatoksinin azalmasina ragmen hala aflatoksin sebebiyle gelistigi bilinen p53
mutasyonuna bagli olarak HSK’nin ortaya ¢iktigi ifade edilmistir (Ozdemir ve ark. 2010).
Altinct ¢aligma 98 HSK tanis1 almis hasta ile yapilmis olup, %80,6’sinin erkek ve
ortalama yaglarinin 61 oldugu ifade edilmistir. Ayrica, hastalarin %60,2’sinin HBV,
%15,3’Uniin HCV ile enfekte oldugu, %15,3’liniin ise alkol bagimlis1 oldugu
raporlanmistir (Dogan ve ark. 2012). Tiirkiye’nin 13 sehrinden toplam 963 HSK tanisi
almig hastayla gergeklestirilen yedinci bir calismada hastalarin %79’unun erkek,
%57,6’sinin HBV %16,5’inin ise HCV ile enfekte oldugu %14,2’sinin ise alkol bagimlis1
oldugu ifade edilmistir (Can ve ark. 2014). Bu ¢alismalar birlikte degerlendirildiginde
HSK’nm tilkemizdeki en 6dnemli risk faktorleri 61 yas ortalamasi, erkek cinsiyet, HBV,

HCV enfeksiyonlari ile alkol bagimliligr olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Hepatoselliiler karsinom ¢ok sayida genetik ve epigenetik degisikligin birlikte
etkisiyle meydana gelir. Bu genetik degisikliklerden bazilari; kromozomlardan parca
kayb1 ve eklenmesi, nokta mutasyonu ve heterozigotlugun kaybidir. Epigenetik
degisikliklerden bazilar1 ise hiper/hipometilasyon ve maternal allelde impritlenmenin
kaybidir. Bu genetik ve epigenetik degisiklikler ¢ogunlukla tiimor baskilayici gen
trtinleri olan RB1, TP53 ve HNFla proteinlerinin islevlerinin ortadan kalkmast,
gelisimde rol alan WNT ve Hedgehog yolaklarinin yeniden faaliyete gegcmesi ve STAT
ve MAPK (mitojenlerle faaliyete gegen protein kinaz) yolaklarinda onkogenik

doniistimler ile sonuglanir (Shiraha ve ark. 2013).

Biiylime hormonlarinin olmadigi durumlarda RB1 proteini E2F transkripsiyon
faktoriine baglanarak onun DNA’ya baglanmasini engeller. Boylece hiicre dongiisiiniin
S-faziyla ilgili olan proteinlerin iiretimine ket vurularak hiicre biiylimesi engellenir. 13.
kromozomun q kolundaki bir par¢a kaybi RB1 geninin delesyonuyla sonuglanabilir. Bu
delesyon sonucunda RB1 proteini hedef transkripsiyon faktoriine baglanamaz ve biiyiime
hormonu yoklugunda bile hiicre bdliinmesinin 6niine gegilemediginden hiicre biiyiiyiip
cogalir. Pek cok HSK’da hiicre dongiisiiniin RB1 aracilifiyla diizenlenmesine zarar
verildigi gosterilmistir (Schulz 2005). Bir tiimor baskilayici protein olan TP53; DNA
tamiri, apoptoz ve anti-anjiyogenez bakimindan 6nemlidir (Bertheau ve ark. 2008). TP53
genetik hasar1 Li-Fraumeni sendromu veya kanser sikligin1 artirir (Srivastava ve ark.
1990). HSK’da kemoterapi i¢in kullanilan ii¢ ajanin (Mitoksantrone, Doxorubicin ve
Bleomicin) HepG2’lerde (HSK hiicre hatti) p53 ailesi proteinleri (p53, p63 ve p73)
araciligiyla hem proapoptotik (APAF1, BIM, RAD) hemde antiapoptotik (BCL-XL,
MDM2, FLIP, MCL-1) genlerin ifadesini artirdig ileri stirilmiistiir (Seitz ve ark. 2010).
Malignant kanser hiicrelerinin p53 araciligiyla apoptozu kanser terapisi i¢in istenilen bir
durumken, yine p53 araciligiyla hiicre dongiisiiniin tutuklanmast sonucu ilag direnci

gelisimi, terapi agisindan olumsuzluklar tasimaktadir (Hopker ve ark. 2013).

Hepatosit niikleer faktorleri (HNF), Karacigere 6zgii pek c¢ok genin ifadesini
diizenlemekle gorevlidir. HNF4a nin embriyonik gelisimde hepatosit farklilagsmasi igin
bir diizenleyici olarak ¢alistigi (Parviz ve ark. 2003), yetiskin karaciger hepositlerinde
asirt ifade edilerek epitel programi faaliyete gegirirken mezenkimal programi ise
baskiladig ileri siiriilmistiir (Santangelo ve ark. 2011). HNF1la tiimor baskilayict gen

olarak calisir ve HNF1a ifadesinin azalmas1 HSK gelisimine katki saglar (Bluteau ve ark.
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2002). Yavas gelisen HSK’ya sahip farelerde HNF4a ifadesinin artirilmasinin farklilasma
ve EMT inhibisyonu araciligiyla tiimor invazyonunu azalttigi gosterilmistir (Lazarevich
ve ark. 2004). Ailesel adenomlarin %84’iinde HNFla geninin mutasyon tasidigi
gosterilmistir (Bacq ve ark. 2003). Yeni bir ¢alisma ile HNFla’in HSK hiicrelerinde
Notch yolagi araciligiyla kok hiicre 6zelliklerinin artmasina yol agtig1 bulunmustur (Zhu
ve ark. 2017). Bir bagka ¢alismada ise HNF1B asir1 ifadesinin hastaligin seyrini tahmin

etmeyi zorlastirdig ileri stirtilmiistiir (Yu ve ark. 2015).

HSK olgularimin %50’sinde STAT yolagiin siirekli faaliyeti s6z konusu oldugu
ileri siiriilen bir bagka yolakta STAT yolagidir. STAT yolagi, IL6 ile tetiklenir ve bir kere
faaliyete gegtikten sonra sitokin olmasa da saatlerce faaliyetini yitirmez. SOCS1 gen
promotorunda hipermetilasyon ve 16p13°te heterozigotlugun kaybir sonucu STAT yolagi
uzun siire sinyal iletir ve apoptoza karsi daha kuvvetli diren¢ olusumuna yol acar
(Subramaniam ve ark. 2013). Hedgehog yolagi embriyonik donemde faal olup
farklilasma, cogalma, doku polaritesi, ve karsinogenezde etkilidir (Jia ve ark. 2015). Sekil
1.3 A’da goriildiigi gibi hiicre dis1 ortamda Hedgehog faktorlerinin (HhN) reseptorlere
baglanmasi sonucu faaliyete gegen Gli proteinleri ¢ekirdege geger ve f-CATENIN, FGF,
IGF2, EGF, BCI-2, CYCLIN D ve CYCLIN E genlerinin transkripsiyonunu baslatir
(McMillan ve ark. 2012). Hedgehog yolagmin HSK ile ilgisi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Fakat Wnt/B-catenin yolagi ile ¢apraz-etkilesim sonucu HSK
gelisimine yol agtig1 diigiiniilmektedir (Giakoustidis ve ark. 2015). Wnt/B-catenin yolagi
evrimsel olarak yiiksek seviyede korunmus olup embriyogenez sirasinda hiicre gogii,
polaritesi ve organogenezi diizenler (Komiya ve ark. 2008). Sekil 1.3 B’de sematize
edildigi gibi Wnt/B-catenin yolagi wnt faktorlerinin reseptore baglanmasiyla tetiklenir.
Bu baglanma sitoplazmada GSK-3B proteinlerini inhibe edilerek p-catenin’in
stabilizasyonuna yol agar. Bu durum, B-catenin’in ¢ekirdege yerlesmesini ve TCF proteini
ile birlikte C-MYC, CYCLIN D1, SURVIVIN, C-JUN, VEGF, MMP-7 ve CD44 genlerinin
transkripsiyonun agilmasini saglar (Kim ve ark. 2013). Wnt/B-catenin yolaginin siirekli
faaliyetinin ve onkogenik doniisiime yol actigi ileri siiriilmistiir (Chen ve ark. 2014,
Gedaly ve ark. 2014). Ayica Wnt yolaginin anormal olarak stirekli faaliyette bulunmasi,
hepatit C viriisii ile iliskili HSK’larda rapor edilmistir (Forner ve ark. 2012). HSK’da bir
baska faaliyete gegen yolak MAPK dir. Sekil 1.3 C’de goriildiigii gibi EGF, IGF, HGF

ve FGF gibi faktorler hiicre zarinda reseptor tirozin kinazlar veya G-protein eslesmis



reseptorlerle algilanarak kiigiik G-protein ailesinin bir tiyesi olan RAS proteinini tetikler.
Bu durum sirastyla RAF ve MEK1/2 ve ERK1/2 proteinlerini faaliyete gegmesini saglar
(Delire ve ark. 2015). ERK1/2 proteinleri araciligiyla tetiklenen HIFlo, g¢ekirdege
yerleserek VEGF, TWIST, MMP ve PDK-1 genlerinin transkripsiyonunun baglatilmasini
saglar (Sodhi ve ark. 2000, Liu ve ark. 2012). Diizenleyici bolgesinde mutasyon tasiyan
bir RAF proteini MAPK yolagin siirekli faaliyette tutulmasina neden olarak onkojenik
transformasyona yol agar. HSK’larin yaklasik %7°si KRAS onkogeninde mutasyon tasir
(Karnoub ve ark. 2008). Vinil klorit nedeniyle gelisen 18 HSK olgusunun %33’iinde

KRAS’1n mutant oldugu rapor edilmistir (Laurent-Puig ve ark. 2006).
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Sekil 1.3. HSK 'da faaliyete gecen Hedgehog, Wnt/S-catenin ve MAPK yolaklar:



1.2. Metastaz ve Epitel-Mezenkimal Gegis

Kanserin 6liimciil olmasinin ardinda yatan baslica sebep tiimor hiicrelerinin
viicudun diger organlarini istila etmesidir. Metastaz adi verilen bu olay karmasik ve ¢ok
asamadan olusan bir siiregtir. Primer timor hiicrelerinin ikincil bolgelere metastaz
yapabilmesi igin Sekil 1.4’te belirtilen ve asagida siralanan metastatik siireci

tamamlamalar1 gereklidir. Bunun igin tiimor hiicrelerinin;

1. Oncelikle iginde bulunduklar1 tiimdér dokusunda anjiyogenez ile damar
olusumunu saglamalari,

2. Sonra tiimor dokusunun i¢inde bulundugu bolgeden ayrilmalari,

3. Daha sonra kan veya lenf dolasimina katilarak viicudun farkli bolgelerine
ulasmalari,

4. Ardindan dolasim sisteminden ayrilmalar1 ve nihayet ulastiklari ikincil
bolgelerde cogalmalari gerekmektedir (Chaffer ve ark. 2011, Hanahan ve ark.
2011, Wirtz ve ark. 2011).

Primer tUmor Anjiyogenez Ayrilma Dolasima katiima
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Sekil 1.4. Metastatik siire¢ (Wirtz ve ark. 2011)

Biitiin bu metastatik siire¢ boyunca tiimor hiicreleri; immiin sistem elemanlari,
hormon, sitokin ve metabolit gibi ¢cok sayida biyolojik molekiil ve kimyasalin gesitli
etkilerine maruz kalirlar. Bu etkiler ¢ogu zaman tiimor hiicrelerinin 6liimiiyle
sonuglandig1 gibi bazen de (ne yazik ki) yasama, biiylime ve ¢cogalma konusunda daha

inatc1 bir fenotip gelistirmelerine yol acar. Metastaz yapmis bir tiimor hiicresi, dolasim
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sisteminde bulunan ve 6liimciil etkiye sahip olan ¢ok sayidaki biyolojik molekiilii (dogal
oldiiriicii hiicreler, sitotoksik T hiicreleri, TNF-iligkili apoptoz tetikleyen ligand (TRAIL),
kiiglik araya giren RNA (siRNA) gibi) ¢esitli mekanizmalarla atlatarak zaten var olan
kontrolsiiz ¢ogalma yeteneklerine birde 6liimii atlatma (direng) yetenegi ekler. Bu iki
ozelligi birlikte tasiyan tiimor hiicreleri artik bas edilmesi neredeyse mucizelere kalmig

birer istilaci hiicrelere doniisiir.

Belirli kanser tiplerinin dokuya 6zgii bir sekilde metastaz yaptig1 uzun zamandir
bilinmektedir. Ornegin; meme kanseri i¢in genellikle kemik, akciger, karaciger ve beyin
sekonder metastatik bolge iken, kolon ve pankreas kanserleri i¢in akciger ve karaciger,
prostat kanseri i¢in ise kemikler sekonder metastatik bolgedir (Nguyen ve ark. 2009).
Sekonder metastatik bolgelerin kanser tipine 6zgii olabilecegine dair ilk gdzlem iyi bir
cerrah olan Stephen Paget tarafindan 100 yil 6nce kayit edilmistir. Paget, 735 meme
kanseri vakasinda siklikla karacigerin metastaza ugradigini gozlemlemis bu gézlemini
“tohum-toprak”™ hipotezi ile agiklamistir. Tohum-toprak hipotezine gore bir tohumun
ancak uygun sartlarda bir toprak lizerinde yesermesi gibi, kanser hiicreleri de ancak uygun
bir organ tizerinde geliserek metastaz yapabilmektedir (Paget 1889). Tohum-toprak
hipotezi sadece meme kanseri ile sinirl kalmayip yukarida bahsedildigi gibi ¢ok sayida
kanser tipi i¢in genellesmistir. Su anki bilgilerimiz, kanser hiicrelerinin sekonder
organlara yayilmasini tetikleyen énemli unsurlardan birisinin pre-metastatik nis olusumu
oldugunu gostermektedir. Pre-metastatik nis, ikincil organlarda metastaz olusumuna
zemin hazirlayan ¢evre sartlarinin gelisimidir. Pre-metastatik nis olusumunun bilinen ilk
deneysel kanitlarindan biri, heniiz higbir kanser hiicresi bulunmayan sekonder tiimor
odaklarinda kemik iligi 6nciil hiicrelerinin kiimelenerek, burada tiimér hiicrelerinin
yerlesmesine yardimci olan integrin aspl (VLA-4) ve fibronektin proteinleri seviyesinin
artmasin1  saglamasidir (Kaplan ve ark. 2005). Sonraki yillarda, melanoma
ekzozomlarmin kemik iligi onciil hiicrelerinde reseptor tirozin kinaz tetiklenmesini
saglayarak bu hiicrelerin pre-metastatik nis olusumuna yardimci oldugu gosterilmistir
(Peinado ve ark. 2016). Ayrica, pankreas timor hiicreleri tarafindan salgilanan
ekzozomlarin dolayisiyla ekzozomlarda bulunan protein ve niikleik asitlerin karacigerde
metastatik nis olusumuna katki sagladigr ileri siiriilmiistiir (Costa-Silva ve ark. 2015).
Dahasi, fare ve insan akciger, karaciger ve beyin timor hiicrelerinden salgilanan

ekzozomlarin hedef organlarda yerlesmis hiicreler tarafindan secici olarak hiicre icine



alindigt ve bu hiicreler aracilifiyla pre-metastatik nis olusumuna katki sagladigi
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada ekzozomal integrinlerden olan asB1 Ve oePs’iin akciger
asPs’in ise karaciger metastazi ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Hoshino ve ark.

2015).

Epitel hiicreler, viicut ve organ yiizeylerini orterek organlarin dis diinyaya karsi
bir bariyer olusturmasini saglar. Epitel hiicrelerin organ bosluklarindaki koruyucu etkisi;
sindirim, solunum, iirogenital sistemlerinin i¢ bosluklarini da kaplamak suretiyle goriliir.
Salgi, emilim, duyu algilama gibi islevlere de sahip olan epitel hiicreler birbirlerine ¢ok
sik1 baglarla baglanmistir. Epitel hiicrelerde bazal, apikal ve lateral ylizey olarak bilinen
kutuplagsma da s6z konusudur. Epitel hiicrelerin polarite gosteren yiizeylerinden lateral
yiizey, hiicrelerin siki baglar, adheren baglar, desmozomlar ve gap baglantilariyla
birbirlerine baglandiklari yiizeyini olustururken, bazal yiizeyde hiicreler bazal membrana
fokal adezyonlarla baglanir. Apikal yilizey ise genellikle bosluklara bakan yiizeyi
olusturur (Pavelka ve ark. 2015). Epitel dokuda, travma ve mekanik yikim etkisiyle hiicre
olimi siklikla gergeklesir. Buna bagli olarak, hiicre yenilenmesi hizlanir boylece bu
hiicrelerde mitotik indeks diger doku hiicrelerine gore artar. Bu durum hiicre yenilenmesi
i¢in bir avantaj olmasina karsin, karsinom olusumu igin gerekli bir genetik program
hazirlar (Lurie 1969, Miller ve ark. 1988, Miliaras 1999, Ceccaroni ve ark. 2004, Wang
ve ark. 2010). Epitelden mezenkime gegis, gelisim sirasinda embriyonik epitel hiicrelerin
mezenkim hiicrelerine doniismesini saglayarak hiicrelere plastisite kazandirir (Kerosuo
ve ark. 2012, Nakaya 2014, Cheng ve ark. 2015). Epitel tiimorlerde, transforme
hiicrelerden bir kismi; parke tasi seklinde olan morfoloji, bazal-apikal polarite ve hiicre-
hiicre baglantilar1 gibi bir takim epitel karakterlerini kaybeder. Epitel karakterlerini
kaybeden hiicreler uzamis ig seklinde bir morfoloji ve hareketli (motile) bir fenotip
kazanarak mezenkimal 6zellikler gelistirir (Sekil 1.5). Epitelden mezenkime gegis (EMT)
olarak bilinen bu olay hiicrelerin primer timdr odagindan yayilmasinin temelini olusturur
(Ye ve ark. 2015). Epitelden mezenkime gegis tamamen hiicresel duruma bagli olan bir
stire¢ olup bazi tiimdr hiicreleri bu siireci tamamlayarak (tam EMT) metastaz yaparken
digerleri ise bu siirecin herhangi bir agsamasinda (kismi EMT) metastaz gergeklestirebilir
(Jordan ve ark. 2011). Tam EMT, E-cadherin gibi epitel isaretleri protein seviyesinin
azalmasi; Snail, Slug, Twistl, ZEB1 ve ZEB2 gibi EMT transkripsiyon faktorleri ile

vimentin gibi mezenkim isaretleri protein seviyelerinin artmasi ile karakterize edilir.
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(Samatov ve ark. 2013). Kismi EMT’de ise hiicreler epitel ve mezenkim o6zelliklerini
birlikte tasir. Bu sayede kismi EMT fenotipli hiicreler epitel karakterlerin kismi kayb1 ve
mezenkim karakterlerin kismi kazanci ile metastaz yapar (Christiansen ve ark. 2006). Bu
konudaki bilgiler 6zellikle kandan izole edilmis olan dolasan timdr hiicrelerinden
bazilarinin hiicre-hiicre adhezyon karakterleri bakimindan epitelyal, hiicre gocii
karakterleri bakimindan ise mezenkimal Gzellikler tasimasiyla tespit edilmistir (Yu ve
ark. 2013). Hem ortaklasa hiicre go¢ii hem de dolasim sisteminde kiimelenme
iistlinliikleri sayesinde, kismi EMT fenotipinde olan dolasan tiimor hiicrelerinin tek
basina go¢ eden dolasan tiimdr hiicrelerine gore apoptoza karsi daha direngli ve 50-kat

daha fazla metastaz yapma kabiliyetinde olduklar1 gosterilmistir (Aceto ve ark. 2014).

EMT transkripsiyon faktorleri olan Snail ve Slug, E-cadherin kodlayan gen
(CDH1) promotorunda E-kutusuna baglanarak gen ifadesini baskilar. Dahasi; vimentin,
fibronektinl ve metalloproteinaz gibi hiicre gogiline yardimcet olan proteinleri kodlayan
genlerin ifadesini artirir (Peinado ve ark. 2004). Slug veya Snail’in in vitro sartlarda asiri
ifadesinin hem normal epitel hiicrelerde (Bolos ve ark. 2003, Savagner ve ark. 2005) hem
de kanser hiicrelerinde (Sun ve ark. 2014, Zhao ve ark. 2015) EMT ’nin tetiklenmesine
yol actig1 gosterilmistir. Normal hiicrelerde gelisen EMT ile yara iyilesme siirecine katki
saglanirken kanserli hiicrelerde EMT nin tetiklenmesi daha ¢ok metastaz ile iliskilidir.
Slug-aracili gelisen EMT nin oral dil skuaméz hiicreli karsinomda tam (Zheng ve ark.
2015) veya bobrek hiicrelerinde kismi (Leroy ve ark. 2007) EMT olabilecegi

gosterilmistir.
Twist1, Snail, Slug, ZEB1/2 t
E x Kismi EMT
S i =3
1 z EMT
i ! R — =
" ‘g [ 2N — ‘Kﬂ. =
- Vo -~ >
Epitel hiicre Mezenkimal hiicre
Hucre-hucre adhezyonu Hiicre baglantilannin ortadan kalkmasi
Bazal-apikal polarite Mezenkimal isaretler (Vimentin)
Epitel igaretler (E-cadherin)

Sekil 1.5. Epitelden mezenkime gegis siireci (Kao ve ark. 2016)
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Hem in vivo hemde in vitro ¢alismalar invazyon yapan hiicrelerin ¢ok ¢esitli
morfolojilerde olabilecegini gostermistir. Timor hiicresinin bulundugu mikrogevre hiicre
morfolojisi ve hareket tipini belirlemede etkilidir (Joyce ve ark. 2009, Hernandez-Gea ve
ark. 2013). Malignant hiicrelerin sekonder organlara ulagmasi i¢in ti¢ farkli hareket
bilinmektedir. Bunlar fibroblast benzeri hareket, amip hareketi ve kollektif hiicre
gociidiir. Bu hareketler arasinda gecgiskenlikler de s6z konusudur. Tiiméor hiicreleri tek
hiicreler seklinde bag dokuyu gegebilecegi gibi, kolektif olarak hatta tek hiicre-kollektif
hiicre grubu arasinda geciskenlikler kurarak metastaz1 gerceklestirebilir (Friedl ve ark.
2003, Krakhmal ve ark. 2015). Malignant hiicreler EMT sonucu, epitel polaritelerini
kaybederek mekik seklide fibroblast benzeri kazandiklari i¢in bu hiicrelerin hareketi de
fibroblast benzeri hareket olarak adlandirilmistir (Friedl ve ark. 2003, van Zijl ve ark.
2011). HSK hiicrelerinin de dahil oldugu bazi tiimér hiicreleri, 16kositler ve dolasan timor
hiicreleri amip-benzeri hareket ile metastaz yapabilirler (Hou ve ark. 2012, Clark ve ark.
2015). Amip hareketin karakterizasyonu igin hiicre seklinin hiicrelerarasi matrikse hizli
ve kolay uyum saglayacak sekilde yuvarlak olmasi ve hiicre zarindan kabarciklanmalar
benzeri ¢ikintilar olusturulmasi kullanilir (Friedl ve ark. 2003, van Zijl ve ark. 2011, Clark
ve ark. 2015). Amip benzeri hareket sirasinda hiicre morfolojisiyle beraber ¢ekirdek sekli
ve yerlesimi de degismektedir (Krakhmal ve ark. 2015). Tiimor hiicreleri dar yerlerden
ve kiiclik porlardan ge¢mek zorunda oldugu icin, c¢ekirdek hiicre hareketini
kolaylagtirmak iizere hiicrenin On tarafina dogru ilerler. Amip benzeri hareketin
karakterizasyonu i¢in bir bagka kriter, hiicre-matriks etkilesiminin zayiflamasi ve fokal
baglantilarin ya tamamen ortadan kalkmasi veya zayiflamasidir (Krakhmal ve ark. 2015).
Hiicre mikrogevresinde meydana gelen degisikliklere adaptasyon i¢in tiimor hiicrelerinin
amip benzeri hareket ile fibroblast benzeri hareket arasinda gecis yapabilecekleri de rapor
edilmistir (Friedl ve ark. 2003, Krakhmal ve ark. 2015). Kollektif hiicre gé¢ii, birbirine
siki baglantili timor hiicrelerinin birlikte hareketini tanimlamak i¢in kullanilir ve kollektif
polarizasyonun kurulmasi, siirdiiriilmesi sonucu meydana gelir (Haeger ve ark. 2015).
Hiicre-hiicre adezyonuna sahip bir grup hiicrenin epitel hiicre tabakalar1 halinde hareket
etmesiyle kendisini gosteren kollektif hiicre gdciiniin karakterizasyonu i¢in li¢ temel
ayirdedici  6zellik kullanilir.  Bunlar; 1) hiicre hareketi boyunca hiicre-hiicre
baglantilarinin  korunmasi, 2) hiicre iskeletinin polarizasyonu ve 3) hiicrelerarasi
matriksin yeniden organizasyonudur (van Zijl ve ark. 2011, Krakhmal ve ark. 2015).

Metastatik hasta kanlarinda dolasan tiimor hiicreleri kiimeler halinde bulunabildigi (Hou
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ve ark. 2012) ve bu hiicre kiimelerinin kanser hiicrelerinin kanda biraraya gelmesinden
ziyade, kollektif olarak hareket etmeleriyle olustugu gosterilmistir (Hou ve ark. 2012,
Aceto ve ark. 2014). Bireysel hiicre goglinden kollektif hiicre gb¢iine gegis ile malignant
neoplazmlarin, invazyon ve metastaz potansiyelinin arttig1 ileri siiriilmektedir (Clark ve
ark. 2015, Haeger ve ark. 2015, Krakhmal ve ark. 2015). HSK’da kollektif hiicre go¢iiniin
onemiyle iliskili yayin oldukg¢a az olmakla birlikte, transforme edici biiyiime faktorii 3
(TGF- B)’nin hepatositler lizerindeki etkisini arastiran bir ¢alisma oldukga ilgi ¢ekicidir.
Bu ¢alismada, yiiksek seviyede farklilasmis immortalize bir hepatosit hiicre hatt1 olan
mhAT3F hiicrelerine TGF- B uygulandiginda hiicrelerin kiiltiir kab1 adezyonlarini ya
tamamen ya da kismen yitirerek kollektif hiicre gocii ile hareketlerini artirdiklar1 ifade
edilmektedir. Dahas1, TGF- B uygulamasinin hepatositlerde E-cadherin, Integrin asp1 ve
Fibronektin ifadelerini artirdigi gosterilmistir (Biname ve ark. 2008). Ayrica, ister
fibroblast-benzeri hareket ile isterse kollektif hiicre go¢iiyle dolasan tiiméor hiicrelerinin
HSK niiksetmesine katki sagladigini, bu sebeple kanser terapisi i¢in onemli birer hedef
olabilecekleri ifade edilmektedir (Li ve ark. 2013, Zhang ve ark. 2014). Yeni yapilan bir
baska c¢alismada ise HSK hiicrelerinde plektin azalmasi ve E-cadherin artmasinin,
kollektif hiicre gog¢iinii artirdigi gosterilmistir (Cheng ve ark. 2018). Bir homeobox
proteini olan goosecoidin HSK hiicre hatlarinda asir1 ifadesi, kollektif hiicre go¢linden
ziyade fibroblast-benzeri hareket araciligiyla hiicrelerin invazyon yetenegini artirdigi

gosterilmistir (Xue ve ark. 2014).
1.3. Hepatoselliiler Karsinom Biyoisaretleri

Klinikte kullanilmak {izerine yeni kanser biyoisaretlerini kesfetmek icin son
yillarda 6nemli ¢abalar sarf edilmektedir. Ancak, bir derlemede biyoisaret kesfine yonelik
caba ile klinikte uygulamaya giren isaret sayis1 arasinda g¢arpici bir tutarsizlik olduguna
vurgu yapilmaktadir (Fuzery ve ark. 2013). Dahasi giiniimiiz kliniklerinde kullanilan
biyoisaretlerin diisiik duyarlilikta ve 6zgiinliikte olmalarindan dolay1 gelistirilmeleri
gerektigi ¢ok yakin zamanda yazilmis bir bagka derleme ile agikga ifade edilmektedir (Ye
ve ark. 2018). Bu durum HSK i¢in de gegerli olup, HSK’da patologlarin kullanabilecegi
biyoisaret sayist oldukga siirlidir (Di Tommaso ve ark. 2017). Giiniimiizde HSK tanis1
icin kullanilabilen isaretler serum a-fetoprotein (AFP), AFP-Ls, des-gama-karboksi-
protrombini (DCP), osteopontin (OPN), golgi protein 73 ve glipican-3’tiir (Beale ve ark.
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2008, Forner ve ark. 2009, Mossad ve ark. 2014, Wan ve ark. 2014, Yang ve ark. 2015,
Johnson ve ark. 2016, Li ve ark. 2017).

AFP yetigskinlerde bulunan alblimin proteininin fetal protein analogudur.
Dogumdan sonra kaybolmasina ragmen HSK gibi patolojik sartlarda yeniden iiretilir.
HSK disinda kronik karaciger hastaligi gibi diger patolojik sartlarda da AFP iiretiminin
arttig1 rapor edildiginden AFP’nin tek basina HSK biyoisareti olarak kullanimi yeterli
olmamaktadir (Forner ve ark. 2009). Fotal karaciger tarafindan iiretilen bir glikoprotein
olan AFP-L3’lin yetiskinlerde iiretiminin artmasi 6zgiin olarak HSK tanisi koymak
bakimindan total AFP’den ¢ok daha kullaniglidir (Mossad ve ark. 2014). Olgunlagsmamis
prothrombin olan DCP’nin yiiksek konsantrasyonu (> 7,5 ng/ml) HSK riskinin bes kat
artmastyla iliskilendirilmis olup DCP diizeyinin HSK o6ncesinde artmaya
baslayabilecegine dair 6neriler bulunmaktadir (Beale ve ark. 2008, Gao ve ark. 2012).
Integrine baglanan bir glikofosfoprotein olan OPN, hepatit C viriisii tasryan HSK
hastalarinda AFP ile ya esit veya daha iyi tan1 etkinligi saglamasi bakimindan énemlidir
(Wan ve ark. 2014). Bir transmembran proteini olan golgi protein 73 patolojik sartlarda
hepatosit yiizeyinde ifade edilerek salgilanabilir. Serum golgi protein 73 ifadesinin, HSK
tanist icin AFP ile benzer perfomans gosterdigi rapor edilmistir (Yang ve ark. 2015).
Fakat sonraki yillarda golgi protein 73’{in siroz arka planinda gelismeyen HSK tanisi i¢in
uygun olmadigr gosterilmistir (Liu ve ark. 2017). Son yillarda, glikozil-fosfatidilinositol
¢ipasi ile hiicre zarina baglanan bir proteoglikan olan Glipikan-3’tin HSK tanisi igin bir
biyoisaret olabilecegi, OPN ile birlikte kullanmanin HSK’y1 6zgiin olarak tanimlamada

etkin olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Liu ve ark. 2014, Li ve ark. 2017).

Yukarida bahsedilen AFP, DCP, AFP-Ls, OPN, golgi protein 73 ve glipican-3 gibi
biyoisaretler giiniimiizde HSK tanisi i¢in kullanilmaktadir. Ancak kanser tedavisi sadece
tani ile sinirli olmayan zor bir siire¢ olup kemoterapi sebebiyle hastalar cogunlukla yan
etkilerden zarar gormektedir. Her bir hastaya Ozgii en iyi kemoterapi secenegini
uygulamak i¢in tan1 koyulduktan sonra miicadele edilmesi gereken tiimor 1yi karakterize
edilmeli, timor karakterini hedef alan ilaglar uygun miktarda kullanilmali, tedavi
sirasinda ilag direnci gelisimi olup olmadigi kontrol edilmeli ve tedavi sonrasinda
hastaligin niiksetmesini engellemek gereklidir. Ozellikle tedavi sirasinda ilag direnci
gelisimi olup olmadigmi saptamak igin klinik¢ilerin kullanabilecegi giivenilir bir

biyoisaretin bulunmadig1 ¢ok yeni yayinlanan bir derlemede énemle ifade edilmektedir
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(Gerhards ve ark. 2018). HSK 6zelinde konu ele alindiginda, HSK nin kemoterapiye karsi
diisiik duyarlilikta oldugu (Petraccia ve ark. 2003), ¢ok sayida mekanizma ile ¢oklu ilag
direncine sahip oldugu (Zhang ve ark. 2007, Luo ve ark. 2014) bilindigi i¢in kemodireng
biyoisaretlerine olan ihtiyag¢ HSK’da daha da kendini gostermektedir.

1.4. Hepatoselliiler Karsinom Terapisi

Giintimiizde HSK i¢in bazi tedavi opsiyonlart bulunmaktadir. Bunlar; cerrahi
operasyon, sistemik terapiler (kemoterapi, immiinoterapi, hormonalterapi, hiicre
dongiisiinlin biiyiime faktorleri veya antikorlarla kontrolii), karaciger nakli, ablasyon
tedavileri, transkateteryel hepatik arter tedavileri (transarteryal kemoterapi, transarteryal
embolizasyon, transarteryal kemoembolizasyon, °°Y mikrokiireleri (sirkiireler yada
terakiireler), **!I Lipiodol, ®®Ho, '®Re, Gen terapileri), eksternal lazer konformal

radyasyonu ve destekleyici palyatif tedavilerdir (Carr ve ark. 2016).

Cerrahi yontemler diger pek ¢cok kanserde oldugu gibi HSK i¢in de ana yontemdir.
Cerrahi yontemler sonucu hastalarin %60-80’inde 5 yil yasama siiresine ulagilmistir
(Llovet ve ark. 1999). Ablasyon genellikle timor dokusunun isitma, dondurma veya
kimyasal madde uygulamasiyla tahrip etme islemidir. Ablasyon cerrahi operasyonun
kisithi oldugu hallerde erken asamada yakalanan tiimorlerin tahrip edilmesi i¢in kullanilir

(Livraghi ve ark. 1993).

Sistemik terapilerden olan kemoterapi HSK terapisi i¢in siklikla kullanilmasina
ragmen tedaviye olumlu cevap veren hasta orani %30’dan fazla degildir. HSK’ nin,
kimyasallara direncli olmasi kemoterapiye olumlu yanit verme imkanini sinirlamaktadir.
Bazi ilag kombinasyonlarinin uygulandigi kemoterapi ise hasta yasam siiresini uzatmadan
tedaviye olumlu cevap veren birey sayisinda %20 artis saglamaktadir (Carr ve ark. 2016).
HSK terapisinde FDA’dan onay almis tek terapi ajani bir tirozin kinaz inhibitorii olan
Sorafenib/Nexavar’dir (Peek ve ark. 2008). Kuzey Amerika ve Avrupa’da yapilan
calismalar Sorafenib’in ilerlemis karsinomlarda uygulanmasinin yasam siiresini birkag ay
artirdigini, ancak diyare, hipertansiyon ve el-ayak deri rahatsizliklar1 gibi yan etkiler
olusturdugunu rapor etmektedir (Llovet ve ark. 2008, de Guevara 2012).

HSK terapisi i¢in az sayida da olsa ¢esitli immunoterapi uygulamalari test edilmis

ve tartismal1 bazi sonuclar elde edilmistir. Metastatik melanomalarda antitiimor faaliyeti
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gosteren interferon o’nin, HSK {iizerindeki etkisi ii¢ onemli ¢alismada arastirilmastir.
Bunlardan ilkinde, rekombinant interferon o2’nin doxorubucine gore daha az yan etkiyle
birlikte daha ¢ok tiimdr gerilemesini sagladig gosterilmistir (Lai ve ark. 1989). ikinci bir
calismada Cinli hastalar tizerinde interferon o’nin olumlu etkisi tespit edilirken (Lai ve
ark. 1993) iiciincii ¢aligma ise interferon 02 nin Avrupali hastalar tizerinde herhangi bir
olumlu etkiye sahip olmadigini ileri siirmektedir (LIovet ve ark. 2000). HSK’da CD8* T
hiicrelerinde bir immiin baskilayici yiizey reseptorii olan PD-1 ifadesinin arttig1 ve kupfer
hiicrelerinde PD-L1’in artigi gosterilmistir (Pardee ve ark. 2012). Bir PD-1 reseptorii
bloklayict antikoru olan Nivolumab’in HSK’de faz II ¢aligmalari tamamlanmis ve faz I11
calismalan yiriitilmektedir (Sangro ve ark. 2016). HSK terapisi i¢in antivaskular
endoteliyal biliylime faktorii olarak ¢alisan ve bir monoklonal antikor olan
Bevacizumab’in Erlotinib ile kombine edildiginde Asya toplumu i¢in diisiik yan etki ile

terapi saglayabilecegi gosterilmistir (Hsu ve ark. 2013).
1.5. Ekzozomlar ve Metastaz

Kanser tedavisindeki en 6nemli engellerden birisi tiimoér hiicrelerinin, immiin
hiicrelerin antitiimor faaliyetlerini baskilayarak hiicre 6liimiinden kagmalaridir (Taylor ve
ark. 2003, Whiteside 2006, Morrot ve ark. 2018). Gegtigimiz yillarda, kanser hastalari
seralarinin normal T hiicreleriyle kisa bir inkiibasyonunun (saglikli birey seralarinin
aksine) T hiicre fonksiyonlarinin ortadan kalkmasina yol actig1 gosterilmistir. Kanser
hastalarinin seralarinda bulunan bu baskilayici etkinin 50-100 nm arasinda boyutlara
sahip kiiglik zarl keseciklerden (ekzozom) kaynaklandigi ileri siiriilmistiir (Huber ve ark.
2005, Kim ve ark. 2005).

Hiicre dis1 salgr vesikiilleri gliniimiizde en az {i¢ kategori altinda incelenebilir.
Bunlar; apoptotik cisimcikler, mikrovesikiiller ve ekzozomlardir (Danielson ve ark.
2014). Bu salg1 vesikiillerinin farkli tiplerini birbirinden ayirmak i¢in diferansiyel
santrifiijleme kullanilir. Biiylik mikrovesikiiller (200-1000 nm ¢apli) 10.000-20.000g’de
¢okerken, ekzozomlar (30-150 nm gapli) 100,000g’de ¢oker (Xu ve ark. 2016). Viicuttaki
tiim hiicreler tarafindan siirekli olarak iiretilip salgilanan ekzozomlar, Sekil 1.6 A’da
belirtildigi gibi énemli islevleri oldugu diisiiniilen DNA (tek zincirli DNA, cift zincirli
DNA, mtDNA) ve RNA (mRNA, miRNA, IncRNA ve diger RNA’lar) molekiillerini tasir
(Thery ve ark. 2002). Ayrica, tetraspanin proteinleri (CD9, CD63, CD81), adhezyon

16



molekiilleri (integrinler), reseptorler (MHC-1I, MHC-I, CD86) hiicre iskeleti proteinleri
(aktin, tubulin), vesikiil trafigi proteinleri (Anneksin, TSGO1, Alix), 1s1 soku proteinleri
(Hsp70, Hsp90) ve enzimler gibi protein yapili molekiiller ekzozom igeriginde bulunur.
Dahas1 ekzozomlar kolesterol, sfingolipitler ve seramid gibi baz1 yag yapili molekiilleri
de barindirir (Braicu ve ark. 2015). Ekzozomlarin biyogenezinde, klasik endozomal
yolaklarin rol oynadigi gosterilmistir. Buna goére ge¢ endozomal zarlarin
tomurcuklanmasi ile meydana gelen vesikiil igerisinde ¢ok sayida ekzozom bulunan
cisimcikler olusur (Peinado ve ark. 2016). Bu cisimciklerin hiicre zar ile birlesmesi
sonucu ekzozomlar hiicre disi ortama salgilanir (Sekil 1.6 B). Salinan ekzozomlar hedef
hiicreye ulastiginda hiicrelerin icine girer ve icerdikleri biyolojik molekiiller araciligryla
hedef hiicrede hiicre adhezyonu ve ¢ogalmasi, immiin yanit ve apoptoz gibi fizyolojik

mekanizmalar tizerinde etkili olur (Braicu ve ark. 2015).

Kanser hiicreleri de ekzozom salgilayarak bulunduklar yakin ¢evreyi ve sekonder
metastaz bolgelerini siirekli olarak modifiye eder (Costa-Silva ve ark. 2015, Hoshino ve
ark. 2015, Peinado ve ark. 2016). Bu ozelliklerinden ve gesitli viicut sivilarindan
girisimsel olmayan (non-invasive) yontemlerle izole edilebildiklerinden dolayi,
ekzozomlarin kanser tanisi ve tedavi takibi igin 6nemli olan pek ¢ok biyomolekiile sahip
olabilecegi ileri stiriilmektedir (Li ve ark. 2015, Shao ve ark. 2016, Jia ve ark. 2017).
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'Ekzozomlarin dahil oldugu olaylar: Hiicre
adhezyonu ve gogalmasi, immiin yanit ve
a

Sekil 1.6. Ekzozom yap1, biyogenez ve fonksiyonu (a) Ekzozom yapist. (b) Ekzozom biyogenezi ve
fonksiyonu (Braicu ve ark. 2015)

Kanser hiicrelerinden kokenlenen ekzozomlarin, metastaz gelisiminin neredeyse
tiim asamasina katkida bulundugu gosterilmistir. Bu asamalar, primer dokudaki timor
hiicrelerini ¢evreleyen doku invazyonu, immun sistemden kacis ve pre-metastatik nis
olusumudur (Syn ve ark. 2016). EKkzozomlarin pre-metastatik nis olusumundaki rolii gok
cesitli olup, metabolik reprogramlamadan metastatik gelisimi kolaylastirmak icin gesitli

immiin ve stroma hiicrelerini ise dahil etmeye kadar uzanir. Bir ¢alismada, hipoksi
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sartlarinda miyeloma hiicrelerinin, ekzozomlarla taginan miR-135b ifadesini artirarak
aniiyogenezi tetikledigi rapor edilmistir. miR-135b’yi tasiyan ekzozomlarla muamele
edilen endoteliyal hiicrelerinde, miR-135b’nin faktér inhibe edici hipoksi ile
tetiklenebilen faktér-1 (FIH-1) mRNA’sinda 3’-UTR bélgeye baglanmasiyla, HIF-1 a
seviyesi artmistir. Ayni calismada, primer timdr c¢evresinde anjiyogenez igin
ekzozomlarin etkili oldugu gosterilmistir (Umezu ve ark. 2014). Dahasi, renal
karsinomlardan kokenlenen CD105* vesikiilleri HUVEC hiicrelerinin ¢ogalmasini

artirmistir (Grange ve ark. 2011).

Timor kaynakli ekzozomlar endotel hiicrelerinden bagka, mezenkimal kok
hiicreleri, fibroblastlar ve epiteliyal hiicreler gibi stromal hiicreler lizerinde de etkili
olarak metastazi kolaylastirmaktadir. Ornegin; insan kronik lenfosittik 16semi
hiicrelerinden kokenlenen ekzozomlarin in vitro sartlarda mezenkimal I6semi
hiicrelerinin i¢ine girdigi, sonucta mezenkimal kok hiicrelerinin ¢ogalmasini artirdigi ve
timor hiicrelerinin  ¢gogalmasini  saglayan sitokin salgilamalarimi  sagladigi ileri
stiriilmiisttir (Paggetti ve ark. 2015). TGF-B igeren ekzozomlarin fibroblastlardan FGF2,
VEGF, HGF ve MMP salgilamasini artirarak pro-anjiyogenik ve tiimor baslatici karakter
olusumuna yol agtigi bilinmektedir (Chowdhury ve ark. 2015). Timor kaynakli
ekzozomlarda bulunan kiigiik RNA’larin, pre-metastatik nis bolgelerinde bulunan
epiteliyal hiicrelerde Toll-benzeri reseptor (TLR3) ifadesini artirarak bu hiicrelerden
kemokin salgilanmasin1 uyardig1 ve sonug olarak, bu bolgelerde notrofil toplanmasini
saglayarak inflamasyonu artirdigi ve pre metastatik nig olusturdugu ileri stiriilmiistiir (El

Rayes ve ark. 2015, Liu ve ark. 2016).

Tiimor kaynakli ekzozomlarin immiin sistem {izerindeki etkileri de bilinmektedir.
Bir ¢alismada, kanserli hastalardan izole edilen ekzozomlarin immiin baskilayict bir etki
gosterdigi, CD8" T hiicrelerinde apoptoza yol agtigi, regiilator T hiicrelerinin (Treg)
artmasini sagladig1 ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin sitotoksisitesini azalttig tespit edilmistir
(Whiteside 2013). Bir diger ¢alismada, tiimor hiicrelerinden salgilanan ekzozomlarin,
tiimorleri tanitan antikorlara baglanarak bu antikorlarin timor hiicrelerine baglanmasini
etkin bir sekilde inhibe ettigi, bu sayede viicudun tiimore karsi antikor aracili
miicadelesini zayiflattigi belirtilmistir (Battke ve ark. 2011). Biitiin bunlarin stiine,
ekzozomal proteinlerin terapotik monoklonal antikorlara baglanarak terapi icin gerekli

olan antikor miktarinda artisa yol agtig1 ileri siiriilmiistiir (Aung ve ark. 2011).
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Ekzozomlarin HSK’da ila¢ direncine, metastaza ve niiksetmesine katki
sagladiklarina iligkin arastirmalar bulunmaktadir. Bunlardan birinde, HSK hiicrelerinden
kokenlenen ekzozomlarin in vitro ve in vivo ¢alismalarla sorafenib direncine yol agtigi
gosterilmistir (Qu ve ark. 2016). Ekzozomlarin HSK metastazi ile iliskili olduklar1 ve bu
sebeple yeni biyoisaretlerin kesfi icin dnem tasidiklart bir derleme ile ileri siirilmiistiir
(Qu ve ark. 2015). Son olarak karaciger transplantasyonundan sonra HSK niiksetmesi i¢in

ekzozomlarin kilit 6nemde olduklar1 gésterilmistir (Chen ve ark. 2016).
1.6. Kemodirencg

Giliniimiizde, kemoterapi kanser ilerlemesini durdurmak igin kullanilan baslica
tedavi yontemidir. Kemoterapi baslangicta iyi sonuglar vermesine ragmen belirsiz bir
zaman sonra timor hiicreleri kemoterapi ajanlarina karsi direng (kemodirenc)
gelistirmektedir. Kemodireng, kemoterapinin basarisiz olmasina yol acarak hastalarin
olimiiyle sonuglanmaktadir (Avila ve ark. 2006, Hombach-Klonisch ve ark. 2018, Kretz
ve ark. 2018).

Kemodireng, kompleks ve dinamik bir siireg olup ¢ok sayida mekanizma ile ortaya
cikmaktadir. Bu mekanizmalar Sekil 1.7°de goriildiigii gibi; iki farkli grup altinda
incelenebilir. 1) Aktif ilacin hiicre i¢i konsantrasyonunu etkileyen degisikler: ABC
transporter ifadesinin degisimi ve glutayon S-transferaz gibi bazi transferaz grubu
enzimlerinin gesitli metabolik faaliyetleri sonucu hiicre iginde ilag inaktiflesmesinin artisi
gibi degisiklikler bu grupta ele alinabilir. 2) Antitliimor ilaglarin etkinligini azaltan
degisiklikler: Apoptozun azalmasi, DNA tamirinin artis1 ve ilag hedef molekiiliiniin
degisimi olarak Ozetlenebilecek mekanizmalar bu grupta ele aliabilir (Marin ve ark.
2016). Bu mekanizmalarda kalsiyum-baglanma proteinleri, hiicre dongiisii ve kontrol
noktalar1 proteinleri, molekiiler saperonlar, DNA tamir proteinleri, ila¢ detoksifiye eden
proteinler, sinyal iletim proteinleri, hiicre iskeleti proteinleri, metabolik enzimler, protein

sentezi proteinleri ve redoks proteinlerinin ig goérdiigii derlenmistir (Zhang ve ark. 2007).
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Sekil 1.7. Kemodireng mekanizmalar: (Marin ve ark. 2016)

Cesitli kanser tiplerinde ekzozom aracili kemodireng gelisimini gosteren bazi
caligmalar bulunmaktadir. Ornegin, pankreatik duktal adenokarsinom tedavisi igin uzun
siire kullanilan Gemcitabin’e karsi, timor hiicrelerinin miR-155 ifadesini, ekzozom
iretimini ve anti-apoptotik faaliyeti artirdiklar1 tespit edilmistir (Mikamori ve ark. 2017).
Ayrica, renal hiicre karsinomu tedavisi i¢in kullanilan Sunitib’e kars1 gelisen direncin,
ekzozomlarla taginan IncARSR’nin mir-34/mir-449’lara baglanmasi sonrasinda kanser
hiicrelerinde AXL ve c-MET ifadesini artirdigi kanitlanmistir (Qu ve ark. 2016). Ilag
direnci gelisimini sagladigi bilinen ABCBI transporter proteinlerin ekzozomlarla
tasinarak Doxetaxel direnci gelisimini saglayabilecegi ileri siirtilmiistiir (Corcoran ve ark.
2012). Cisplatine direngli ovaryan kanseri hiicrelerinin, ekzozomlar araciligiyla duyarli
hiicrelere miR-21-3p aktarmasi sonucu bu hiicrelerinde cisplatine kars1 diren¢ kazandig:

gosterilmistir (Pink ve ark. 2015).
1.7. Hipotez

Bu calismada, hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde asirt Slug ifadesinin

kemodireng ve kok hiicre 6zelliklerini etkileyebilecegini ve bu hiicre ekzozomlarindan
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kemodireng ve kismi EMT ile iligkili biyoisaretlerin tespit edilebilecegi hipotezi

kurulmustur.

Yukarida genis bir sekilde ele alindig1 gibi kemodireng ¢ok sayida mekanizma ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle sadece bir mekanizmay1 hedef almanin yetersiz olacagi
goziikmektedir. Diger yandan, ayn1 anda ¢ok sayida mekanizmayr hedef almanin
karmagikligi, kimyasallara karsi diren¢ gelisimini ortadan kaldirmanin oldukg¢a zor
olacagin1 gostermektedir. Mademki kemoterapi goren hastalarin kemodireng ile
karsilagsmalar1 kemoterapinin dogal bir sonucudur o halde kemodireng gelisiminin kisa
zamanda etkin olarak belirlenebilecegi biyoisaretler kesfetmek giiniimiiz kemoterapisi
icin hayati 6neme sahiptir. Boylece bu biyoisaretler kullanilarak kanser tedavisinde
faydasiz, mesakkatli ve giderek agirlasan bir siirece girilmeden bagka bir tedaviye
gecilebilecektir. Fakat bunca bilgiye ve ihtiyaca ragmen heniiz karaciger kanserinde
kemodireng gelisimini serumdan belirleyebilmek icin klinikte kullanilabilecek etkin bir
biyoisaret bulunmamaktadir. Bu durumun baslica nedeni, ilag uygulamasiyla direngli hale
getirilen hiicrelerden belirgin (giliniimiiz proteomik teknikleriyle saptanabilir diizeyde)
sekilde biyoisaret salinimi gergeklesmemesi olarak disiiniilmektedir. Bu diisiinceyle
birlikte, kemodirengli hiicre fenotipini daha belirgin sekilde elde etmek igin yeni
yontemler kullanmanin gerekliligi sonucuna ortaya ¢ikmaktadir. Direng gelisimiyle ilgili
EMT transkripsiyon faktorlerinden Slug proteiniyle yapilan ¢aligmalar ilgi cekicidir.
Ornegin bir galismada, pankreas kanseri hiicrelerinde SLUG geninin “knockdown”
edilmesinin gemcitabine olan duyarlilig1 artirdigr gosterilmistir (Tsukasa ve ark. 2015).
Slug’n asir1 ifadesinin ise 16semi hiicrelerinde hem kemodirence (Mancini ve ark. 2010)
hem de radyodirence (Maier ve ark. 2009) neden oldugu bulunmustur. Bu tez
aragtirmasinda kullanilan karaciger hiicre hatlarindan HepG2’lerin siirekli ifade
promotorii (cytomegalovirus) kontrolii altinda SLUG geni tasiyan plazmitle
transfeksiyonu; CD133+ antijenini ifade etmelerine, ¢ogalmalarinin hizlanmasina ve
invazyonun artmasina neden oldugu gosterilmistir (Sun ve ark. 2014). Sun ve arkadaslari,
elde ettikleri SLUG transfekte HepG2 hattinin kemodirencli olup olmadigini test etmemis
olmasina ragmen, CD133+ ndroblastoma hiicrelerinin Doxorubisine (Vangipuram ve ark.
2012) ve CD133+ gastrik kanser hiicrelerinin 5-FU’ya (Xu ve ark. 2015) direngli
oldugunu ileri siliren caligmalar bulunmaktadir. Bu arastirmalarin  sonuglari

birlestirildiginde, EMT transkripsiyon faktorlerinden Slug’in HSK hiicre hatlarinda asir
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ifadesi saglanirsa kemodirengli hiicre fenotipi elde edilecegi ve transfekte hiicrelerden
izole edilen ekzozomlarindan biyoisaret olarak kullanilabilecek protein ve miRNA’larin
tanimlanabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Tanimlanan biyoisaretler kanser tedavisi takibinde

kullanilabilecegi gibi yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine de katki sunacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Hiicre hatlar

Calismada insan hepatoselliiler karsinom hiicreleri olan HepG2 (ATCC) ve Dr.
Mehmet OZTURK *ten hediye olarak temin edilen Huh7 hiicre hatlar1 kullanilmustur.

2.1.2. Hiicre kiiltiirii icin kullamilan materyaller

Fosfatla tamponlanmis tuz ¢6zeltisi: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPOg4, 1,8 mM KH2POg4, pH 7,4

Fosfatla tamponlanmigs EDTA’1 tuz ¢6zeltisi: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10
mM NazHPOq4, 1,8 mM KH2PO4, EDTA 1 mM, pH 7,4

Fetal s1gir serumu (Sigma)

DMEM, L-glutamin ve yiiksek glukoz igeren (Sigma)

Penisilin (10000 tinite)-Streptomisin (10 mg) (Sigma)

Tripsin/EDTA (Sigma): %0,5 Tripsin, %0,2 EDTA

Hidroklorik asit (Sigma)

KCI (Sigma)

NaCl (Sigma)

KH2PO4 (Sigma)

NazHPO4 (Sigma)

EDTA (Sigma)

Hiicre kiiltiirii flasklar1 25 ve 75 cm?’lik (Cell star)

Plakalar 6, 12, 24 ve 96 kuyulu (Cell star)

Petri kaplar1 8,5 cm?’lik (Orange scientific)

Otomatik mikropipetleyiciler ve uglar1 10, 100 ve 1000 pl’lik

Cam pipetler 1, 5 ve 10 mI’lik

Duran siseler 50, 100 ve 500 ml’lik

Santrifiyj tiipleri 15 ve 50 ml’lik

Mikrofij tiipleri 1.5 ve 2 mI’lik

Plastik pastor pipetleri

Metalik cam pipet kutular
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XS)

Metalik pastor pipeti kutulari

Hiicre sayim cihazinda kullanilan tek kullanimlik sayim lamlar (Roche, Cedex

Kryotiip, 2 ml’lik (Greinger)

Hiicre dondurma kab1 (Mr. Frosty)

Izopropil alkol (Sigma)

Filtreler, 0,22 ve 0,45 um por ¢apli (Whatman)

Zefiran (Zefirolum)

Parafilm (Parafilm M)

Eldiven (Aloe mate)

Seffaf bant (Scotch)

Biyolojik Giivenlik Kabini, Sinif I, Type A2 (Thermo, Herasafe KS 12)
Ters-faz mikroskop (Olympus, BX50)

Sogutmali masaiistii santrifiij cihaz1 (Thermo, Hereous Biofuge Stratos)

Hiicre sayici (Roche, Cedex XS)

2.1.3. Kalsiyum fosfat aracili ve katyonik lipid kullamim aracih transfeksiyon ve

monoklonal hiicre hatt1 olusturmak i¢in kullamlan materyaller

SlugMyc_pcDNAS3 plazmidi (Addgene, 1D 31698)

pcDNAS3.1 plazmidi (Dr. Sreeparna BANERJEE)

CaCly, 2,5 M (Sigma)

HEPES ile tamponlanmus tuz ¢ozeltisi, 2x’lik: 280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5

mM NaxHPOys, pH 7,05-7,12

2.14.

Steril klonlama silindirleri (Milipore)
G418 (Sigma)
Turbofect (Thermo)

Kemodireng belirlemek i¢in kullanilan malzemeler

Doxorubicin (Sigma)

Cisplatin (cis-diammineplatinum(ll) dichloride) (Sigma)

Notral red (Sigma)

Notral red ekstraksiyon ¢ozeltisi: Glasiyal asetik asit/Etanol/Distile Su (1/50/49)
Absorbans okuyucu (Bio-tek, ELx808)

25



2.1.5. mRNA’larin gercek zamanh PCR ile kantifikasyonu i¢in kullamlan

malzemeler

Nucleospin RNA izolasyon kiti (MN)

ProtoScript 11 cDNA sentez kiti (NEB)

Primerler (Sentegen)

Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green PCR kiti (Agilent)
Agaroz (Sigma)

Yatay elektroforez sistemi (Thermo)

Gergek-zamanli PCR cihazi (Agilent, Mx3005)

2.1.6. Western Blotlama i¢in kullanilan malzemeler

RIPA tamponu (CST)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 11836170001)

Hiicre kaziyici

Mini Protean Dikey Elektroforez Seti (Biorad)

TGX Stain Free Fastcast Akrilamid Cozeltileri (Biorad)
Protein Ornek Tamponu (Licor)

Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder (Licor)
SDS-PAGE Tank tamponu: 25 mM Tris, 192 mM Gilisin, %0,1 SDS, pH 8,3
Trans Blot Turbo Transfer Sistemi (Biorad)

Nitroselliiloz membran (Licor)

Extra thick blot filter papers (Sigma)

Towbin tamponu: 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 Metanol
Skim milk powder (Sigma)

Anti-Slug (CST, 9585)

Anti-Vimentin (CST, 5741)

Anti-E cadherin (CST, 3195)

Anti-CD133 (Thermo, MA5-18323)

Anti-Beta aktin (CST, 3700)

TBS-T: 20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NacCl, %0,1 Tween-20
IRDye 800CW anti Rabbit (Licor, 925-32213)

IRDye 680CW anti Mouse (Licor, 925-68072)
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Infra-red yakini floresans western blot goriintiileme cihazi (Odyssey clx, Licor)

2.1.7. In cell Western deneyi i¢in kullanilan malzemeler

Paraformaldehit, %4’liik (Sigma)

Fosfatla tamponlanmis tuz ¢6zeltisi: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
NaxHPOg4, 1,8 mM KH2POq4, pH 7,4

Odyysey bloklama tamponu (Licor)

Glisin, 0,15 M (Sigma)

Triton X-100, %5 (Sigma)

CellTag 700 Stain ICW kit (926-41091)

Infra-red gériintiileme cihazi (Odyssey clx, Licor)
2.1.8. Ekzozom izolasyonu icin kullanilan materyaller

Type 45 Ti rotor ve tiipii (Beckman, 355623)

Type 90 Ti rotor ve tiipii (Beckman, 355645)

Total Exosome isolation reagent (Thermo, 4478359)
Ultrasantrifiij cihazi (Beckman, Optima LE80K)

Sogutmali masaiistii santrifiij cihazi (Thermo, Hereous Biofuge Stratos)
2.1.9. Ekzozomal proteomik ¢alismalar icin kullanilan materyaller

RIPA tamponu (CST)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 11836170001)

Mini Protean Dikey Elektroforez Seti (Biorad)

TGX Stain Free Fastcast Akrilamid Cozeltileri (Biorad)
Protein Ornek Tamponu (Licor)

Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder (Licor)
In-gel triptic digestion kit (Pierce)

ZipTipC18 (Milipore)

Maldi-tof/tof cihazi (AB SCIEX, TOF/TOF 5800)

2.1.10. ELISA testi icin kullanilan materyaller

Fibronectin simplestep Eliza kiti (Abcam, ab181419)
Kollagen tip Il o 1 Eliza kiti (Elabscience, E-EL-HO0777)
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Fibrinojen gama kiti (Aviva systems biology, OKEH00109)
Mikroplaka okuyucu (Bio-tek, Epoch2)

2.1.11. Kii¢iik-RNA dizileme i¢in kullanilan materyaller

Nucleospin miRNA izolasyon kiti (MN)
Sodyum asetat, 3 M, pH 5,5
NEBNext Small RNA Library prep Set for lllumina (NEB, E7330S)

Yeni nesil dizileme cihazi (Illumina, Hiseq)

2.1.12. miRNA’larin gercek zamanh PCR ile kantifikasyonu i¢in kullamlan

malzemeler

Nucleospin miRNA izolasyon kiti (MN)

M-MuLV ters transkriptaz (NEB, M0253S)

E.coli poli A polimerazi (NEB, M0276S)

E.coli poli A polimeraz tamponu (NEB, M0276S)
ATP (NEB, M0276S)

dNTP (NEB, M0253S)

RT primeri (Sentegen)

miRNA’ya 6zgii ileri primer (Oligomer)

miRNA’ya 6zgii geri primer (Oligomer)

Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green PCR kiti (Agilent)

miRprimer2 software

2.2. Metot
2.2.1. Deneysel tasarim

HepG2 ve Huh7 hiicreleri Slug plazmidi ile transfekte edildi. Her iki hiicre
tipinden, Asir1 Slug ifadesini gosteren iki farkli monoklonal hiicre hatlar1 olusturularak
HepG2-SI-Klonl, HepG2-SI-Klon2, Huh7-SI-Klonl ve Huh7-SI-Klon2 olarak
adlandirildi. pcDNA3.1/Neo bos vektoriinii stabil olarak ifade eden kontrol hiicreleri elde
edildi ve bunlar HepG2-BV ve Huh7-BV olarak adlandirildi. HepG2-SI-Klonl ve Huh7-
SI-Klon1 hiicrelerinde EMT, kemodireng ve kok hiicre fenotipleri karsilastirildi. Dahasi
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Huh7-SI-Klon1 hiicrelerinin kiiltiir medyumuna salgiladiklari protein ve miRNA tabanli
kemodireng ve kismi EMT biyoisaretleri arastirildi. Tespit edilen biyoisaretlerin kismi ve
tam EMT’de ifadesini arastirmak i¢cin HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde gegici olarak asiri
Slug ifadesi gergeklestirildi. Elde Edilen HepG2-S1 (G¢) ve Huh7-S1 (Gg) hiicrelerinde
biyoisaretlerin mRNA ve protein seviyeleri qPCR ve ELISA testi ile arastirildi.

2.2.2. Hiicre kiiltiira

ATCC’den (Middlesex, UK) HepG2 hiicreleri ve Dr. Mehmet Oztiirk’ten (Dokuz
Eyliil Universitesi) alnan Huh7 hiicreleri %10 fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) ve
penisilin (100 U/mL)-streptomycin (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich) igeren DMEM
medyumunda; %5 CO, ve 37 °C sartlarinda biiyiitiildii. Hiicre morfolojisi inverted
mikroskop (Olympus, BX 50, Center Valley, PA, ABD) ile gbzlemlendi.

2.2.3. Plazmit hazirhgi, kalic1 (stable) ve gecici (transient) transfeksiyonlar ve

monoklonal hiicre hatlarinin olusturulmasi

SlugMyc_pcDNA3 (Addgene ID 31698) plazmidi Dr. Paul WADE’den temin
edildi (Kajita ve ark. 2004). SlugMyc pcDNA3 ve bos pcDNA3.1 (Invitrogen)
vektorlerinin  kalict  transfeksiyonu kalsiyum-fosfat aracili  kimyasal yontemle
gerceklestirildi (Graham ve ark. 1973). Kisaca, 6-kuyulu plakanin her bir kuyusuna
150,000 hiicre ekildi. Bir gece gelistirildi. Transfeksiyondan iki saat 6nce hiicre medyumu
degistirildi. Bir tiipte 2x HeBS (50 mM Hepes, 280 mM NacCl, ve 1,5 mM NazHPOQ,) ile
DNA/CaCl, (20 png DNA/0,5 M CaCly) ¢ozeltisi karistirildi ve hemen vortekslenerek 20
dk bekletildi. Elde edilen ¢ozelti hiicre medyumuna esit olarak dagitildi. Sonra hiicreler
standart biiylime sartlarinda 48 saat biiyiitiildii. Plazmitleri alan hiicrelerin se¢imi i¢in tig-
dort hafta boyunca 500 ug/ml G418 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanildi.
Koloniler klonlama silindirleri (Milipore) ile alinarak 6nce 96 kuyulu plakaya daha sonra
6-kuyulu plakaya alindi. Huh7 ve HepG2 hiicrelerinin her birinden 40 monoklonal koloni

secilerek monoklonal hiicre hatlar1 olusturuldu ve stoklandi.

SlugMyc_pcDNA3 ve bos pcDNA3.1 (Invitrogen) vektorlerinin gegici
transfeksiyonu i¢in Turbofect (Thermo) katyonik lipit kullanimima dayali yontem

kullanildi.
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2.2.4. In cell western

Asirt Slug ifade eden hiicre hatlarint segmek icin her bir monoklonal hiicre hatti
Slug ifadesi bakimindan in cell western ile test edildi. Bu yontemi, immunofloresans
yonteminin 96 kuyulu plakalar iizerinde gergeklestirilebilen bir versiyonu olarak
degerlendirebiliriz. Slug ifadesinin kantitatif analizi i¢cin 50.000 hiicre 96-kuyulu plakaya
ekilerek 48 saat biiyiitiildii. Sonra hiicreler soguk-etanol ile 10 dk -20 °C’de fikse edildi.
Kuyular 200 ul PBS ile ii¢ kez yikanarak Odyssey bloklama tamponunda (Licor, Lincoln,
NE, ABD) oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Kuyular Slug antikoru (Cell Signaling
Technology (CST), Danvers, MD, ABD, Cat. No: C19G7, 1:100 diliisyon) ve %0,1
Tween-20 iceren tampon ile 4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular PBS-
T (%0,1 Tween-20 igeren PBS ¢ozeltisi) ile ii¢ kez yikandi. Yikama sonunda kuyular,
Infrared IRDye800CW secondary antibody (1:1000), Cell tag stain (1: 2000) ve %0,2
Tween-20 i¢eren Odyssey bloklama tamponu ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Siire sonunda kuyular yikama tamponuyla {i¢ kez yikandi. Yikama sonunda plaka infrard
tarayici cihazinda (Licor, Odyssey ClIx) 700 ve 800 nm dalgaboyu kanalli kullanilarak
okundu. Ham Slug ifadesi 800 nm’den gelen absorbansin 6lgiilmesiyle elde edilirken,
arka plan absorbansi ise hiicresiz kuyularin sadece sekonder antikor uygulamasiyla elde
edildi. Hiicre sayisiyla iliskili olan ve normalizasyon i¢in kullanilan absorbans ise 700
nm’den gelen absorbansin dl¢giilmesiyle elde edildi. Data ImageStudio software ile elde
edildi, Excel de analiz edildi. Asir1 Slug ifade eden monoklonal hiicre hatlar1 HepG2-SI-
Klonl, HepG2-SI-Klon2, Huh7-SlI-Klonl and Huh7-SI-Klon2 olarak adlandirilda.
Kontrol hiicreleri olan ve bos pcDNA3.1 vektorii ile transfekte edilen hiicreler ise HepG2-
BV ve Huh7-BV olarak adlandirildu.

2.2.5. Western blotlama

Kismi ve tam EMT fenotipindeki hiicrelerde CD133, E-cadherin, Slug ve
vimentin ifadesini belirlemek i¢in 75 cm?’lik flasklara 750.000 hiicre ekildi. Hiicreler
%80 doluluga ulasinca soguk PBS ile yikandi ve proteaz inhibitor kokteyli (cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, Roche Mannheim, Almanya) iceren RIPA tamponu ile
kazindi. Protein orneklerine -mercaptoethanol (%5 finalde) ve Laemmli tamponu ile
karistir1ldi ve 90 °C°de 5 dk kaynatildi. SDS-PAGE igin stain free jeller (TGX Stain-free,
Bio-Rad, Richmond, CA, ABD) kullanildi. Elektroforez sonrasinda jel ddkumantasyon
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sistemiyle (Gel Doc EZ, Bio-Rad) goriintilendi. Semi-dry elektrotransfer cihazi
(Transblot turbo, Bio-Rad) kullanimiyla proteinler nitroselliloz membrana (Licor,
Odyssey Clx, Lincoln, NE) transfer edildi. Membran, skim milk powder (Sigma-Aldrich)
ile oda sicakliginda 1 saat bloklandiktan sonra CD133 (Invitrogen, Cat. No: PA5-38014,
1:1000 dilusyon), E-cadherin (CST, Cat. No: 24E10, 1:1000 diliisyon), Slug (CST, Cat.
No: C19G7, 1:500 diliisyon) ve vimentin (CST, Cat. No: D21H3-XP, 1:100 dilusyon)
antikorlartyla 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Siire sonunda membranlar {li¢ kere TBS-T
(%0,1 Tween 20, 50 mM Tris, pH 7,5 ve 150 mM NaCl) ile yikandi. Sekonder antikor ile
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda membranlar ii¢ kere TBS-T ile
yikandi ve kemiluminesans goriintiileme sistemi (ChemiDoc MP, Bio-Rad) ile
goriintlilendi. Yiikleme kontrolii olarak b-aktin ifadesi kullanildi. Data imagelab software
ile kantifiye edildikten sonra b-aktin ifadesi ile normalize edildi. Asir1 Slug ifadesini
birka¢ pasajda kaybettiklerinden HepG2-Sl-Klonl ve HepG2-Sl-Klon2 hiicreleri harig

tim deneyler i¢in {i¢ bagimsiz tekrarlar ile gergeklestirildi.
2.2.6. qRT-PCR

HepG2-BV, HepG2-SlI-Klonl, Huh7-BV ve Huh7-SI-Klonl hiicrelerinde
ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5, ABCG2, CD133, COL2A1, FGG, FN1,
SLUG ve ZEB2; HepG2-S1 (Gg) ve Huh7-SI (Gg) hiicrelerinde ise COL2A1, FGG, FN1
ve SLUG mRNA ifadelerini belirlemek igin toplam RNA izolasyonu Nucleospin RNA
kit (Macherey-Nagel, Diiren, Almanya) kit yonlendirmesine gore gerceklestirildi. cDNA
sentezi igin Protoscript Il kiti (NEB, Ipswich, ABD) iiretici yonlendirmesine gore
kullanildi. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler Tablo 1’de bulunmaktadir. PCR
amplifikasyonu, Brilliant SYBR Green gPCR master mix (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, ABD) kullanilarak real-time PCR platformunda (Mx3005P, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, ABD) gergeklestirildi. Data, ACTB ifadesine gore
normalize edilerek daha Once belirtilen sekilde rolatif olarak kantifiye edildi (Pfaffl
2001).
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Tablo 2.1. qPCR i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Ad ileri Primer Geri Primer
(Aksesyon
Numarasi)
ABCB1 5’- 5’-
(NM_000927. | TGACATTTATTCAAAGTTAAAAG TAGACACTTTATGCAAACAT
4) CA-3’ TTCAA-3’
ABCC1 5’- 5’-
(NM_004996. | AGTGGAACCCCTCTCTGTTTAAG- | AACAGCAGCACGGTGTAGAA
3) 3’ -3’
ABCC2 5’- 5’-
(NM_000392. | TCCTTGCGCAGCTGGATTACAT-3’ | TCGCTGAAGTGAGAGTAGAT
4) TG-3’
ABCC3 5’-CAGAGAAGGTGCAGGTGACA- 5’-
(NM_003786. | 3’ CTAAAGCAGCATAGACGCCC
3) 3’
ABCC5 5’- 5’-
(NM_0013200 | AGAGGTGACCTTTGAGAACGCA- CTCCAGATAACTCCACCAGA
32.1) 3 CGG-3’
ABCG2 5’- 5’-
(NM_0013489 | CCGCGACAGCTTCCAATGACCT-3’ | GCCGAAGAGCTGCTGAGAAC
89.1) TGTA-3’
ACTB 5’-GAGCGCGGCTACAGCTT-3’ 5’-
(NM_001101. TCCTTAATGTCACGCACGATT
3) T-3°
CD133 5’-AGTCGGAAACTGGCAGATAGC- | 5°-
3’ GGTAGTGTTGTACTGGGCCA
(NM_0011458 AT-3’
47.1)
COL2A1 5’-AACCAGATTGAGAGCATCCG-3’ | 5°-
(NM_001844. AACGTTTGCTGGATTGGGGT-
4) 3’
FGG 5’-CAGGATGGATCTGGTTGGTGG- | 5°-
(NM_000509. | 3’ GGAGTAGATGCTTTTGAGTA
5) AGTGC-3’
FN1 5’-TGGGCAACTCTGTCAACGAA-3’ | 5°-
(NM_212474. CCACTCATCTCCAACGGCAT-
2) 3
SLUG 5’- 5°-
(NM_003068. | CGAACTGGACACACATACAGTG- CTGAGGATCTCTGGTTGTGGT
4) 3’ -3’
ZEB2 5’- 5’-

(NM_0011716
53.1)

ATCTGAAAGAACACCTGCGAAT-
3 E

TGTAGGAACCAGAATGGGAG
AA-3’
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2.2.7. Notral kirmzisi alima testi

EMT genellikle ilag direnci ile iliskili oldugu i¢in (Wang ve ark. 2016) kismi veya
tam EMT fenotipinde olan hiicrelerin sayisinda yarilanmaya yol agan cisplatin
konsantrasyonunu (ICso degeri) belirlemek ve karsilastirmak igin notral kirmizisi alim
testi daha once belirtildigi sekliyle uygulanmistir (Repetto ve ark. 2008). Kisaca HepG2-
SI-Klonl, HepG2-SI-Klon2, Huh7-SI-Klonl1, Huh7-SI-Klon2 test hiicreleri ile HepG2-
BV ve Huh7-BV kontrol hiicreleri 10,000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96-kuyulu plakalara
ekildi. Hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 24 saat bekletildi. Siire sonunda cisplatinin iki-
kat azalan konsantrasyonlari (100-1,5 uM) uygulandi ve 72 saat bekletildi. Siire sonunda
canlt hiicreler 50 pg/mL Notral Kirmizisi ile 3 saat inkube edilrek boyandi. Siire sonunda
kuyular PBS ile yikandi ve boya ekstraksiyon ¢ozeltisi (asetik asit-su-etanol 1:49:50)
eklenerek 15 dk inkiibe edildi. Siire sonunda kuyularin 540 nm absorbanslari, ELx 808
Ultra Microplate Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD) ile 6l¢iildii. Deney
ti¢ kez tekrarlandi. Monoklonal hiicre hatlarinin herbirinin cisplatin i¢in ICsp degeri tespit

edilerek karsilastirilmak suretiyle ilag direnci arastirildi.
2.2.8. Doxorubicin kiimelenme deneyi

Direngli hiicrelerin sitotoksik ilaglart daha az hiicre i¢inde tuttuklar: bilindiginden
doxorubicinin kismi ve tam EMT fenotipindeki hiicrelerde kiimelenme seviyesi
arastirildi. Bunun i¢in, HepG2-Sl-Klonl, HepG2-SlI-Klon2, Huh7-SI-Klonl, Huh7-SI-
Klon2 ile HepG2-BV ve Huh7-BV kontrol hiicreleri 350.000 hiicre/kuyu olacak sekilde,
35 mm steril lamel bulunan 6-kuyulu plakalara ekildi. Ardindan hiicreler 0,18 uM
Doxorubicin (Sigma-Aldrich) ile 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler %4’liik
paraformaldehit ile fikse edildikten sonra PBS ile ii¢ kez yikandi ve %1°lik Triton X-100
ile gegirgen hale getirildikten sonra yeniden yikanarak 0,05 pg/ml DAPI igeren ¢ozelti ile
5 dk bekletildi ve yikama isleminin ardindan lam {iizerinde kapatildi. Flouresans
mikroskobu (Olympus, BX 50, Center Valley, PA, ABD) ile fotograflandi. Deney ii¢ kez
tekrarlandi. Data ImageJ’de (NIH, Bethesda, MD, ABD) kantifiye edildi. Doxorubicin

sinyalinin normalizasyonu i¢in DAPI sinyalleri kullanildi.
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2.2.9. Yara iyilesme deneyi

Kismi EMT’nin hiicre motilitesi {izerindeki etkisi heniiz tam olarak
bilinmediginden kismi EMT fenotipi gdsteren hiicrelerin hareketlerini tespit etmek igin
yara iyilesme deneyi uygulandi. Bunun i¢in, Huh7-BV ve Huh7-SlI-Klon1 hiicreleri 6-
kuyulu plakaya ekilerek %100 doluluga ulasana kadar biiyiitiildii. Steril 200 pl’lik pipet
uglan ile dogrusal bir ¢izgi yapilarak yara olusturuldu. PBS ile yikamanin ardindan
hiicrelere serumsuz medyum uygulandi. Ters-faz mikroskop (Olympus, BX 50, Center
Valley, PA, ABD) ile 0,48 ve 96 saatlerde fotograflandi. Fotograflar Imagel ile kantifiye
edildi. Yara iyilesme orani, 0. saatteki yara genisligi ile 48. ve 96. saatlerdeki yara

genisliginin karsilastirilmasi sonucu hesaplandi.
2.2.10. Ekzozomal ve ekstraselliilar protein izolasyonu

Kismi EMT nin sekrotom protein profili izerindeki etkisini arastirmak i¢in Huh7-
BV ile Huh7-SI-Klon1 hiicrelerinden izole edilen ekzozomal ve ekstraselliilar protein
profilleri karsilastirildi. Ekzozom izolasyonu, daha 6nce belirtildigi sekliyle diferansiyel
ultrasantrifiijleme kullanilarak izole edildi (Thery ve ark. 2006). Kisaca, hiicreler 750.000
hiicre/75 cm? flask olacak sekilde ekildiler. %80 doluluga ulasinca serumsuz medyum
verilerek 24 saat bekletildi. Siire sonunda 90 ml kosullu medyum (KM) toplandi.
Toplanan KM seri olarak sirayla 300g’de 10 dk, 2000g°de 10 dk, 10.000g’de 30 dk ve
son olarak Beckman Optima LE 80 K ultrasantrifiijii ve Beckman Type 45 Ti rotor
kullanilarak 100.000g’de 70 dk ultrasantrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet Laemmli tamponunda (%0,02 Bromophenol blue, %4 SDS, %20 Glycerol, 120 mM
Tris-HCI, pH 6,8) ¢oziilerek standart SDS-PAGE protokolii sonrasinda Coomassie
Brilliant Blue G250 ile boyandi. Elde edilen jel, dokiimentasyon cihazi (Gel Doc EZ, Bio-
Rad Richmond, CA, ABD) ile goriintiilenerek protein profili belirlendi.

2.2.11. Ekzozomal ve ekstraselliiler proteinlerin MALDI-TOF/TOF
identifikasyonu

Protein profilinde ifadesi farklilasan proteinler jelden kesildi. Kesilen bantlarda
zip-tipleme ve MALDI TOF/TOF analizi daha once belirtildigi sekliyle hizmet alimi
olarak yaptirild1 (Akpinar ve ark. 2017).
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2.2.12. Fibronektinl, kolajen tip Il a 1 ve fibrinojen gama zinciri proteinleri icin
ELISA testleri

MALDI-TOF/TOF’dan elde edilen verilerin saglamasi i¢gin KM’de bulunan
Fibronektinl, Kolajen tip Il a 1 ve Fibrinojen gama zinciri proteinleri i¢in ELISA testi
uygulandi. Bunun igin kalic1 transfekte hiicreler, 750.000 hiicre/75 cm? flask olacak
sekilde ekildi, %80 doluluga ulasinca serumsuz medyum verilerek 24 saat bekletildi. Siire
sonunda 10 ml KM topland1. Gegici transfekte hiicrelerin transfeksiyonundan 72 saaat
sonra KM toplandi. Toplanan KM’ler 1000g’de 20 dk santrifiijlendi. KM’deki hedef
protein seviyelerini tespit etmek i¢in Fibronektinl (Abcam, Cambridge, UK), kolajen tip
Il o 1 (Elabscience, China) ve fibrinojen gamma zinciri (Aviva Systems Biology, San
Diego, CA,ABD) ELISA Kkitleri firetici firma yonlendirmesine goére kullanildi.
Kantifikasyon igin plakalar 490 nm dalga boyunda plaka okuyucu cihazinda (Epoch2,
BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD) okutulara absorbans degerleri elde edildi.

Deney ii¢ kez tekrarlandi.
2.2.13. Ekzozomal miRNA izolasyonu

Kismi EMT’nin sekrotom miRNA profili iizerindeki etkisini belirlemek igin
Huh7-BV ile Huh7-SI-Klon1 hiicrelerinden izole edilen ekzozomal miRNA profilleri
karsilastirildi. Bunun i¢in dnce ekzozom izolasyonu gergeklestirildi, sonra izole edilen
ekzozomlar “small RNA-seq” ile dizilendi ve biyoinformatik analizi yapildi. Son olarak
ifadesi farklilasan miRNA’lardan bes tanesi, mMIRNA RT-gPCR ile dogrulandi.

Ekzozomal miRNA izolasyonu i¢in Total Ekzozom izolasyon kiti (Invitrogen) ve
Total Exosome RNA Protein Isolation Kiti (Thermo) iiretici firmanin yonlendirmesine

gore uygulandi.
2.2.14. Small RNA-seq ile ekzozomal miRNA’larin dizilenmesi

Izole edilen ekzozomal miRNA’lar yeni nesil dizileme teknolojisi kullamilarak
Fasteris (Isve¢) firmasinda hizmet alimi olarak dizilendi ve biyoinformatik analizi
yapildi. Firmaca gerceklestirilen islemler kisaca sunlardir. miRNA yapili biyoisaretleri
belirlemek i¢in ekzozomlardan izole edilen miRNA’lar yeni nesil dizileme cihazinda

(Hiseq 2000, Illumina) dizilenmistir. Bu amagla oncelikle, standart kiigiik-RNA
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kiitiiphanesi hazirlama protokoliine gore kiitliphane hazirlanmistir. Sonra yliksek ¢iktil,
1x50 bg¢’lik, 10 M eco-V4 kimyasinda “Run” gerceklestirilmistir. Datanin biyoinformatik
olarak analizi i¢in “smallRNA DESeq” standart analizi gergeklestirilmistir. Bu analizde
kisaca 3’ adaptorler uzaklastirilmig, biiylikliik profiline gore insert boyutu se¢ilmis,
referans genomda veya pre-mir miRNA veritabaninda haritalama gergeklestirilmistir.
Sonraki asamada miRNA veya pre-mir varligit BEDTOOLS ile belirlenmistir. Belirlenen
miRNA’larin kontrol grubuna goére ifadeleri bir tablo haline getirilerek ortaya

koyulmustur.

2.2.15. ifadesi farklilasan miRNA’lardan literatiir arastirmasi ile secilenlerin

MIiRNA RT-gPCR ile teyit edilmesi

hsa-miR-296-3p, hsa-miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p ifadelerindeki degisimini
bir kez de mMiIRNA RT-gPCR’1 ile tespit etmek i¢in hsa-miR-16-1-3p ve hsa-miR-1228-
3p miRNA’lar1 internal kontrol miRNA’lar1 olarak kullanildi.

miRNA’larin miRNA RT-gPCR ile ifadesini belirlemek daha once belirtildigi
sekliyle protokol uygulandi (Balcells ve ark. 2011). Buna gore, oncelikle izole edilen

miRNA’larin cDNA sentezi gerceklestirildi.

Tablo 2.2. cDNA sentezi icin gerekli bilesenler

Adi Ana stok Ara stok Hacim (ul) Final
konsantrasyonu

Toplam RNA - 100 ng
Poli A 10x - 1 1x
polimeraz
tamponu
ATP 10 mM 1mM 1 0,1 mM
RT primeri 100 uM 10 uM 1 1uM
dNTP 10 mM 1 mM 1 0,1 mM
MuMLV 200 tinite/ul 100 tinite/ul 1 100 tinite
enzimi
Poli A 5 tnite/ul 1 iinite/ul 1 1 {inite
polimeraz
Su Son hacim 10

ul

Ileri ve geri primerlerin tasarimi igin miRprimer2 software kullanildi. Tablo 3’te

bu primerler bulunmaktadir.
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Tablo 2.3. miRNA gPCR "1 i¢in kullanilan primer setleri

miRNA Ad1 ileri Primer (5-3’) Geri Primer (5°-3”)

(Aksesyon

numarasi)

hsa-miR-296-3p GGAGGGTTGGGTGGAG GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGGAGA
(MIMAT0004679)

hsa-miR-101-3p GCGCAGTACAGTACTGTG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCAGTT
(MIMATO0000099)

hsa-miR-885-5p GCGCAGTCCATTACACTAC AGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAGAG
(MIMAT0000764)

hsa-miR-16-1-3p CGCAGCCAGTATTAACTGT TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCAGCA
(MIMAT0004489)

hsa-miR-1228-3p GCAGTCACACCTGCCT GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGGG
(MIMAT0005583)

RT primeri CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCA

miRNA’larin PCR amplifikasyonu igin, Brilliant SYBR Green qPCR master mix
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ABD) kullanilarak real-time PCR platformunda
(Mx3005P, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ABD) gerg¢eklestirildi. Datanin

normalizasyonu i¢in hsa-miR-1228-3p ve hsa-miR-16-1-3p ifadeleri kullanildiktan sonra
daha 6nce belirtilen sekilde rolatif olarak kantifiye edildi (Pfaffl 2001).

2.2.16. istatistik analizi

Deneyler aksi belirtilmedikge ii¢ biyolojik tekrarli olarak gergeklestirildi. Istatistik

analiz i¢in GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, ABD) programinda one-way anova sonrasi

Dunnet post hoc testi veya Student-T testi kullanildi. p-degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu

durum istatistik bakimindan anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Asin Slug Ifadesinin HepG2 ve Huh7 Hiicrelerin Tam ve Kismi EMT Fenotipi
Uzerine Olan Etkisi

Transfeksiyon sonucu elde edilen monoklonal hiicre hatlarinda Slug’in, asiri
ifadesinin saglanip saglanmadigi in-cell western deneyi ile tarandi. In-cell western
deneyinden elde edilen sonuglar Sekil 3.1°de bulunmaktadir. Sekil 3.1°de bulunan 700
nm kanal1 hiicre sayisina bagli olarak elde edilen sinyaldir. 800 nm kanali ise Slug primer
antikoruna baglanan sekonder antikoruna bagli olarak elde edilen sinyaldir. 800 nm
kanalinin birinci sirasinda arka plani olusturan ve hiicresiz kuyulardan gelen sinyal
bulunmaktadir. ikinci sirada ise data analizi i¢in kullanilan kontrol ve test hiicreleri
bulunmaktadir. Slug ifadesi arttik¢a birlesik kanaldaki kuyu rengi turuncudan yesile
dogru yaklagsmaktadir. Bu sebeple, en yiiksek Slug ifadesi olan kuyu yesil olarak

goziikiirken en az Slug ifadesi olan kuyu ise turuncu olarak goziikmektedir.

Segilen monoklonal hiicre hatlarinda Slug asirt ifadesinin teyit edilmesi igin
western blotlama ve RT-gPCR deneyleri gergeklestirildi. Sekil 3.2°de gortildiigii gibi
HepG2-SI-Klon1 hiicrelerinin Slug protein ve mRNA’sint1 sirastyla 7 ve 12 kat arttirdigt
tespit edildi. Ayrica, Huh7-Sl-Klon1 hiicrelerinin Slug protein ve mRNA’sin1 sirasiyla 9
ve 17 kat arttirdigi tespit edildi. Daha sonra EMT markirlari olan E-cadherin ve vimentin
proteinlerinin seviyesi arastirildi. Slug’1 asir1 ifade eden HepG2 hiicrelerinin E-cadherini
3 kat arttif1 gozlendi. Vimentin sinyali ise HepG2 hiicrelerinde ilging bir sekilde elde
edilemedi. Bu sonuglar beklendigi gibi asirt Slug ifadesinin en azindan E-cadherin
seviyesini azaltarak tam EMT ye yol actigin1 gostermekteydi (Sekil 3.3). Diger taraftan,
Slug’1 agir1 ifade eden Huh7 hiicrelerinde E-cadherin 3 kat artarken vimentin seviyesi ise
20 kat azaldi. Bu durum Huh-7 hiicrelerinin kismi EMT fenotipinde olabilecegini
diisiindiirdii. Bu sebeple asir1 Slug ifade eden hiicrelerde ZEB2 mRNA’s1 seviyeleri

arastirildi.
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Sekil 3.1. Asir1 Slug ifade eden monoklonal hiicre hatlarinin in-cell western deneyi ile segimi
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Sekil 3.2. Slug ifadesinin HepG2-BV, HepG2-SI-Klonl, Huh7-BV ve Huh7-SI- Kilonl hiicrelerinde

western blotlama ve qPCR ile belirlenmesi
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Klonl hiicrelerinde western blotlama ile belirlenmesi
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Slug’1 asirt ifade eden HepG2 hiicrelerinin ZEB2 mRNA’s1 ifadesinin 132 kat
arttigi gézlendi. Diger taraftan, Slug’1 asir1 ifade eden Huh7 hiicrelerinde ZEB2 mRNA’s1
ifadesinin ise 33 kat azaldig: tespit edildi (Sekil 3.4). Bu bulgularla Asir1 Slug ifade eden
HepG?2 hiicrelerinin tam EMT, Huh7 hiicrelerinin ise kismi EMT fenotipi (Leroy ve ark.
2007) gosterdigi sonucuna ulagildi.
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Sekil 3.4. Zeb2 ifadesinin HepG2-BV, HepG2-SI-Klonl, Huh7-BV ve Huh7-SI-Klon1 hiicrelerinde gPCR

ile belirlenmesi
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Asirt Slug ifade eden HepG2 hiicrelerinde tam EMT fenotipini morfolojik olarak
degerlendirmek i¢in pcDNA3.1 ve SlugMyc_pcDNA3 plazmitleriyle gecici olarak
transfekte edilerek HepG2-BV (Gg) (Gorsel 3.1) ve HepG2-Sl-(Gg) (Gorsel 3.2) hiicreleri
elde edildi. HepG2-Sl-(Gg) hiicrelerinin Gorsel 3.2°de bulunan ok ile gosterildigi gibi
uzayarak fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklar: tespit edildi. Asir1 Slug ifade
eden Huh7 hiicrelerinde morfolojik olarak inceleme yapmak i¢in pcDNA3.1 ve
SlugMyc_pcDNAS3 plazmitleriyle gegici olarak transfekte edilerek Huh7-BV (Gg)
(Gorsel 3.3) ve Huh7-SI-(G¢) (Gorsel 3.4) hiicreleri elde edildi. Huh7-SI-(Gg)
hiicrelerinin Gorsel 3.4’te gortldigi gibi kontrol grubu hiicrelerinden belirgin bir
farkliliklarinin  bulunmadig1 tespit edildi. Tam fenotipinin hiicre-hiicre adhezyon
molekiillerinin kayb1 ile birlikte hiicre polaritesinin ortadan kalkmasi sonunda ilerlemis
hiicre gogiiyle iliskili olan ig benzeri morfolojiye dayandigi bilinmektedir (Ye ve ark.
2015). Fakat kismi EMT fenotipinde olan hiicrelerin invazyon yetenekleri hakkinda
detayli bir bilgi bulunmamaktadir. Bu sebeple, kismi EMT fenotipinde olan agir1 Slug
ifade eden Huh7 hiicrelerini hiicre gogii yetenekleri yara iyilesmesi deneyi ile arastirildi
(Sekil 3.5). Asirt Slug ifade eden Huh7 hiicrelerinin yara iyilestirme oraninin kontrol
grubuna gore anlamli 6l¢lide fazla oldugu sonucuna ulasildi. Bu durum kismi EMT
fenotipinde olan hiicrelerin go¢ yeteneklerinin arttigini gosterdi. Bu deney serumsuz
medyum ile yapildigindan hiicre ¢cogalmasinin yara iyilesmesine katkis1 asgari ol¢iide

tutuldu.

EMT programinin ilag direnci ile eslestigi bilindiginden (Zheng ve ark. 2015),
asir1 Slug ifadesinin cisplatin direnci ile olan iliskisi notral kirmizis1 alim testi ile
arastirildi. Buna gore, hiicre sayisinda yarilanmaya neden olan cisplatine konsantrasyonu
(ICs0 degerleri); HepG2-BV’de 11,2 uM iken, asirt Slug ifade eden HepG2-Sl-Klonl ve
HepG2-SI-Klon2 hiicrelerinde sirasiyla 27,16 uM ve 19,4 uM’a ulasti. Huh7-BV’de 11,8
uM iken, asir1 Slug ifade eden Huh7-SI-Klonl ve Huh7-SI-Klon2 hiicrelerinde sirasiyla
23,4 uM ve 15,65 uM’a ulasti1 (Sekil 3.6). ICso degerlerinde bu anlamli artiglar hem kismi

hem de tam EMT’de kemodireng¢ gelisiminin meydana geldigini gosterdi.
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HepG2-BV (Gg)

Gorsel 3.1. Bog vektor ifadesini gegici olarak gergeklestiren HepG2 hiicrelerinin morfolojisi

HepG2-S1 (Gg)

Gorsel 3.2. Asirt Slug ifadesini gegici olarak ger¢eklestiren HepG2 hiicrelerinin morfolojisi. Fibroblast-

benzeri gériiniim kazanmig bir HepG2 hiicresi ok ile gosterilmektedir
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Huh7-BV (Gg)

Gorsel 3.3. Bogs vektor ifadesini gegici olarak ger¢eklestiren Huh?7 hiicrelerinin morfolojisi

Huh7-SI (G¢)

Gorsel 3.4. Asirt Slug ifadesini gegici olarak gergeklestiren Huh7 hiicrelerinin morfolojisi
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Sekil 3.5. Huh7-SI-Klon1 hiicrelerinde yara iyilesme oraninin belirlenmesi



Asir1 Slug ifadesinin kemodireng ile iligkisini belirlemek i¢in ayrica doxorubicin
kiimelenme deneyi de yapildi. Bu deney, direngli hiicrelerin doxorubicini hiicreden
disartya atmasi sebebiyle hiicre i¢i doxorubicin seviyesini asgari diizeyde tutmasina bagl
olarak floresans mikroskobunda goriilebilen doxorubicin sinyallerinin azalmasi temeline
dayanir. Gergekten asir1 Slug ifade eden hiicrelerde doxorubicin kiimelenmesinin anlaml1
diizeyde azaldig tespit edildi (Sekil 3.7). Kemodireng mekanizmasini bulmak i¢in bir dizi
transporter gen ifadesi ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 ve ABCG2 gPCR
ile arastirildi. ABCC1, ABCC2, ABCC3 ve ABCCS ifadelerinin degismedigi tespit
edildi. Buna karsin ABCG2’nin HepG2-SI-Klonl ve Huh7-Sl-Klonl hiicrelerinde
sirasiyla 10 ve 7 Kkat arttig: tespit edildi. ilging olarak, ABCBI1 ifadesinin HepG2-Sl-
Klonl ve Huh7-SI-Klonl hiicrelerinde sirasiyla 7 ve 3 kat azaldigi beklenmedik bir
sekilde tespit edildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.6. Kismi ve tam EMT de notral kirmizisi alim testi ile belirlenen kemodireng deneyinin sonucu
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HepG2-BV

DAPI sinyali

Doxorubicin sinyali

Huh7-BV

DAPI sinyali

Doxorubicin sinyali

Sekil 3.7. Kismi ve tam EMT de doxorubi
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cin kiimelenmesi deneyi sonuglart
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Sekil 3.8. Kismi ve tam EMT’de ABCBI ve ABCG2 mRNA ifadesinin gPCR ile belirlenmesi. HepG2-SI-
Klon! hiicreleri birkag¢ pasajlamada aswrr Slug ifadesini yitirdikleri i¢in bu grubun deneyleri
bir kez yapudi. Huh7-SI-Klon! hiicreleriyle tiim deney ti¢ bagimsiz biyolojik tekrar ile yapild:
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3.2. Asin Slug ifadesinin Kok Hiicre Fenotipi (Stemness) Uzerine Olan EtKisi

Asirt Slug ifadesinin, ovaryum kanserde (Kurrey ve ark. 2009) ve hepatoselliilar
karsinom hiicrelerinde (Sun ve ark. 2014) kok hiicre fenotipi gelisimine yol actigi
bilinmektedir. Bu sebeple kismi ve tam EMT’de CD133 ifadesi arastirildi. CD133
proteininin HepG2-SI-Klonl ve Huh7-SI-Klonl hiicrelerinde sirasiyla 4 ve 5 kat arttigi,
dahas1 CD133 mRNA’sinin HepG2-SI-Klonl ve Huh7-SlI-Klonl hiicrelerinde sirasiyla
1,5 ve 6 kat arttig1 tespit edildi (Sekil 3.9). Bu bulgular kok hiicre fenotipinin Slug proteini
tarafindan diizenlendigi fikrini destekledi.
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Sekil 3.9. Asir Slug ifade eden hiicrelerde CD133 proteini seviyesi ve mRNA ifadesinin western blotlama
ve gPCR ile belirlenmesi. CD133 proteini ile Slug proteini western blotlamalar igin ayni

membran kullanilmistir
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3.3. HSK’da Kemodirenc¢ ve Kismi EMT i¢in Protein Yapih Biyoisaretler

Ekzozomlardan kaynaklanan ve girisimsel olmayan yontemlerle ulasilabilir olan
kemodiren¢ biyoisaretleri, kanser yonetimi ve niikks etme riskinin belirlenmesi
bakimindan 6nemlidir (Manne ve ark. 2016). Kismi EMT, tam EMT’ye gore daha az
calistlmis oldugu i¢in bu g¢alismada olasi kismi EMT biyoisaretleri hiicre kiiltiirii
stipernataninda ¢alisildi. Bunun i¢in, Huh7-SI-Klonl ve Huh7-BV hiicreleri kosullu
medyumdan ekzozomal proteinler izole edildi. Asir1 Slug ifade eden Huh7 hiicrelerinde
ekzozomal proteinlerden Ozellikle {i¢ proteinin ifadesinin oldukga arttig1 tespit edildi
(Gorsel 3.5). MALDI-TOF/TOF analizi ile bu proteinlerin molekiil agirligi 262 kDa’dan
biiyiik olan fibronektinl (FN1), molekiil agirligr 210 kDa olan kollajen tip 1l o 1
(COL2A1) ve molekiil agirligi 50 kDa olan fibrinojen gama zinciri (FGG) proteinleri
olduklar1 tespit edildi. Literatiirde FN1, COL2A1 ve FGG proteinlerinin beklenen
molekiiler agirliklart sirastyla 262, 141 ve 50 kDa oldugu i¢in kismi EMT’de FN1 ve
COL2AT1’in post translasyonel olarak modifiye edildikleri sonucuna ulasildi. FGG’nin

ise post translasyonel olarak herhangi bir modifikasyona ugramadig tespit edildi.

Asirt Slug ifadesini kalici olarak gerceklestiren ve kismi EMT fenotipinde olan
Huh7 hiicrelerinde qPCR sonuglart COL2A1 ve FGG mRNA’larinin sirastyla 2,8 ve 5,8
kat arttigini gosterdi. Fakat FN1 mRNA’simin 2 kat azaldig: tespit edildi (Sekil 3.10).
Asirt Slug ifadesini gegici olarak gergeklestiren ve tam EMT fenotipinde olan HepG2-SI
(Gg) ile kismi EMT fenotipinde olan Huh7-S1 (Gg¢) hiicrelerinin COL2A1, FGG ve FN1
ifadelerini tespit etmek igin gergeklestirilen qPCR sonuglarina gore, kismi EMT’de
COL2A1, FGG mRNA’larinin sirasiyla 15°er kat artmis FN1 mRNA’sin ise 11 kat
azalmig; tam EMT’de ise COL2A1 ve FGG mRNA’larinin ifadeleri stabil kalmis FN1
mRNA’s1ise 11 kat azalmistir. (Sekil 3.11).
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Gorsel 3.5. A) Markwr (M), Huh7-BV (BV) ve Huh7-SI-Klon? (Si) hiicreleri ekzozomal proteinlerinin
SDS-PAGE ile ayrilmasi. Ekzozomal protein ifadesinin karsilastirmali analizi igin kullanilan
jel fotografi. B) SDS-PAGE jelinde bos dikdortgenler, jelden kesilerek zip-tiplenen ve
MALDI-TOF/TOF analizi igin kullanilan protein bantlardir
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Sekil 3.10. Aswr1 Slug ifadesini kalici olarak gergeklestiren Huh7 hiicrelerinde COL2A1, FGG ve FN1
mRNA ifadelerinin qPCR ile belirlenmesi
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Sekil 3.11. Asirt Slug ifadesini gegici olarak ger¢eklestiren HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde COL2A1, FGG
ve FN1 mRNA ifadelerinin gPCR ile belirlenmesi
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ELISA testleriyle hiicre kiiltiirii siipernataninda COL2A1, FGG ve FN1 protein
ifadeleri arastirildiginda toplam (modifiye edilmis ve edilmemis) COL2A1 ve FNI1
proteinleri ifadelerinin kontrol hiicrelerinde sirasiyla 267 ve 1181 ng/ml iken asir1 Slug
ifadesini kalict olarak gercgeklestiren ve kismi EMT fenotipinde olan hiicrelerde bu
proteinlerin ifadeleri sirasiyla 359 ve 1656 ng/ml’ye ulasarak istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde arttig1 tespit edildi. Ne yazik ki, FGG seviyesi kit deteksiyon limitinin altinda
kaldig1 igin tespit edilemedi (Sekil 3.12).

Asir1 Slug ifadesini gegici olarak gerceklestiren ve tam EMT fenotipinde olan
HepG2-SI (Gg) ile kismi EMT fenotipinde olan Huh7-S1 (Gg¢) hiicrelerinin COL2A1,
FGG ve FN1 ifadelerini tespit etmek i¢in gergeklestirilen ELISA testi gergeklestirilmistir.
Buna gore, kontrol grubunda 752 ve 2205 ng/ml olan COL2A1 ve FNI proteinleri tam
EMT’de 1171 ve 2510 ng/ml seviyesine ulasarak anlamli dl¢lide artmistir. Yine kontrol
grubunda 18 ve 471 ng/ml olan COL2A1 ve FN1 proteinleri kismi EMT’de 404 ve 1115
ng/ml seviyesine ulasarak anlamli 6l¢iide artmistir. ELISA ¢alismalart COL2A1 proteini
ifadesinin dramatik bir sekilde arttigin1 gostermektedir. Bu nedenle COL2A1’in 6zellikle
kismi EMT i¢in 6zellesmis bir biyoisaret olma potansiyelini ortaya koymaktadir. FN1
ifadesindeki artis hem kismi hemde tam EMT’de gerceklestigi i¢cin FN1’in EMT
durumundan ziyade kemodireng i¢in kullanilabilecek bir biyoisaret oldugu ortaya
cikmustir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Asur1 Slug ifadesini kalict olarak ger¢eklestiven Huh7 hiicrelerinde COL2A1, FGG ve FNI

proteinlerinin ELISA testi ile ol¢iim sonu¢lar
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Sekil 3.13. Asirt Slug ifadesini gegici olarak ger¢eklestiren HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde COL2A41 ve
FN1 proteinlerinin ELISA testi ile 6lciim sonuclart

3.4 HSK’de Kemodireng ve Kismi EMT icin miRNA Yapih Biyoisaretler

miRNA yapili biyoisaretleri belirlemek i¢in ekzozomlardan izole edilen
miRNA’lar yeni nesil dizileme cihazinda (Hiseq 2000, Illumina) dizilenmistir. Dizilenen
ve kontrol grubuna gore ifadesi anlaml Glgiide farklilastigr i¢cin biyoisaret olabilecek

miRNA’lar Tablo 3.1’de bulunmaktadir.
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Tablo 3.1. Kontrol grubuna gore ifadesi anlamli 6l¢iide farklilasng i¢in biyoisaret olabilecek miRNA 'lar

Adi_Aksesyon Numarasi

Ad1_Aksesyon Numarasi

hsa-miR-101-3p_MIMAT0000099

hsa-miR-340-5p_MIMAT0004692

hsa-miR-125a-5p_MIMATO0000443

hsa-miR-3677-3p_MIMAT0018101

hsa-miR-1266-5p_ MIMAT0005920

hsa-miR-375_MIMAT0000728

hsa-miR-1269a_MIMATO0005923

hsa-miR-3928-3p_MIMAT0018205

hsa-miR-1273d_MIMAT0015090

hsa-miR-3944-3p_MIMAT0018360

hsa-miR-1273e_ MIMATO0018079

hsa-miR-4461_MIMAT0018983

hsa-miR-1296-5p_ MIMAT0005794

hsa-miR-4634_MIMAT0019691

hsa-miR-1303_MIMAT0005891

hsa-miR-4707-3p_MIMAT0019808

hsa-miR-1307-5p_ MIMAT0022727

hsa-miR-4739_MIMAT0019868

hsa-miR-145-5p_MIMAT0000437

hsa-miR-4745-5p_MIMAT0019878

hsa-miR-183-5p_MIMAT0000261

hsa-miR-4792_MIMAT0019964

hsa-miR-193b-5p_MIMAT0004767

hsa-miR-483-3p_MIMAT0002173

hsa-miR-19a-3p_ MIMATO0000073

hsa-miR-550a-5p_MIMAT0004800

hsa-miR-19b-3p_MIMAT0000074

hsa-miR-551a_ MIMAT0003214

hsa-miR-210-3p_MIMAT0000267

hsa-miR-561-5p_MIMAT0022706

hsa-miR-215-3p_MIMAT0026476

hsa-miR-589-3p_MIMAT0003256

hsa-miR-215-5p_MIMAT0000272

hsa-miR-615-5p_MIMAT0004804

hsa-miR-216a-3p_MIMAT0022844

hsa-miR-642a-3p_MIMAT0020924

hsa-miR-218-5p_MIMAT0000275

hsa-miR-6509-5p_MIMAT0025474

hsa-miR-25-3p_MIMATO0000081

hsa-miR-659-5p_MIMAT0022710

hsa-miR-25-5p_MIMAT0004498

hsa-miR-671-5p_MIMAT0003880

hsa-miR-296-3p_MIMAT0004679

hsa-miR-6723-5p_MIMAT0025855

hsa-miR-301b-3p_MIMAT0004958

hsa-miR-6858-5p_MIMAT0027616

hsa-miR-3150b-5p_MIMAT0019226

hsa-miR-7847-3p_MIMAT0030422

hsa-miR-339-5p_MIMAT0000764

hsa-miR-877-5p_MIMAT0004949

hsa-miR-33b-5p_MIMAT0003301

hsa-miR-885-5p_MIMAT0004947

Daha 6nce literatiirde kemodireng ile iligkili oldugu bilinen hsa-miR-296-3p, hsa-
miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p miRNA’larimnin ifadesi miRNA RT-qPCR’1 ile Huh7-SI-
Klon1 hiicreleri kosullu medyumda arastirtlmig sonugta bu miRNA’larin sirasiyla 5, 4 ve
4 kat artt181 tespit edilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Aswr1 Slug ifadesini kalici olarak gergeklestiren Huh7 hiicrelerinde miR-101-3p, miR-296-3p
ve miR-885-5p miRNA ifadelerinin miRNA RT-gPCR ile arastiriimasi
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4. TARTISMA

Hasta serumundan kemodireng arastirmak igin kullanilabilen ve girisimsel
olmayan biyoisaretlerin belirlenmesi, kemoterapi etkinligini biiyiik 6l¢iide artiracaktir.
Kemodireng, siklikla, ¢esitli kanser tiirlerinde EMT markir ve transkripsiyon faktorii
olan Slug'in asir1 ifadesi ve faaliyete gegmesi ile iligkilidir (Kurrey ve ark. 2009, Liang
ve ark. 2014, Tsukasa ve ark. 2015, Pan ve ark. 2017). Bu doktora tezinde Slug proteininin
iki farkli HSK hiicre hattinda asir1 ifadesi saglandi ve sonug¢ta HSK i¢in dort temel
durum ilk kez raporlandi. 1) Slug aracili tam ve kismi EMT’ nin HepG2 ve Huh7
hiicrelerinde sirasiyla tetiklenmesi. 2) Hem kismi hemde tam EMT’de kemodireng ve kok
hiicre 6zelliklerinin ortaya ¢iktiginin gosterilmesi. 3) Post translasyonel olarak modifiye
edilmis fibronektinl, kollajen tip Il a 1 ve dogal fibrinojen gama zinciri ifadelerindeki
artisin kemodireng ve kismi EMT biyoisaretleri olarak kullanilma potansiyellerinin
bulunmasi. 4) hsa-miR-296-3p, hsa-miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p miRNA’lar1
ifadelerindeki artisin kemodireng ve kismi EMT biyoisaretleri olarak kullanilma

potansiyellerinin bulunmas.
4.1. Kismi ve Tam EMT Siirecleri

Bu doktora tezinde HepG2’lerde asir1 Slug ifadesinin tam EMT’yi, buna karsin
Huh7’lerde asir1 Slug ifadesinin ise kismi EMT yi baglattigina dair kanitlar sunuldu. Tam
EMT fenotipi gosteren ve asir1 Slug ifade eden HepG2 hiicrelerinde, bir mezenkimal
markir olan ZEB2 mRNA’sinin artmast ile bir epitel markir olan E-cadherin proteininin
azalmasi, EMT nin tipik 6zelligi ile eslesir bir hal ortaya koydu. Bu bulgular 6nceki
raporla benzerlik gosteriyordu (Sun ve ark. 2014). Buna karsin kismi EMT fenotipi
gosteren ve asirt Slug ifade eden Huh7 hiicrelerinde, mezenkimal markirlar olan vimentin
proteini ve ZEB2 mRNA’sinin azalmasi ile bir epitel markir olan E-cadherin proteininin
artmasi, tam EMT programu ile ¢eliskili bir durum olusturuyordu. Bu durumu agiklamak
icin literatiir aragtirmasi yapildiginda birka¢ makalede; kismi EMT fenotipinde olan
hiicrelerde ayn1 zamanda E-cadherin ifadesinin de arttiginin ileri siiriildiig gézlendi. Bu
makalelerden birinde, kopekten alinmis normal bobrek epitel hiicrelerine (MDCK
hiicreleri) HGF uygulamasimin kismi EMT programi ile birlikte E-cadherin ifadesini
arttirdig1 gosteriliyordu ayni makalede Slug’in kismi EMT sirasinda hiicre hareketinden

ziyade hiicre yasami i¢in 6nemli bir transkripsiyon faktorii oldugu ileri siiriiliiyordu
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(Leroy ve ark. 2007). Ayrica, bazi ilerlemis karsinomlarda iyi farklilagmis epitel hiicre
ozellikleriyle birlikte mezenkimal o&zelliklerin de bulundugu bir derleme ile ileri
strilmistiir (Christiansen ve ark. 2006). Dahasi, kanser hiicrelerinin EMT programina
hi¢ ihtiyag duymadan ancak MEK ve MAPK yolaklarini siirekli faaliyette tutmak
suretiyle daha invasif ve metastatik bir fenotip gelistirebilecekleri gosterilmistir (Pinkas

ve ark. 2002).

E-cadherin ifadesinin azalmasiin Snail ailesi proteinlerce baslatildigi fakat ZEB
proteinleri tarafindan tamamlandig1 bilinmektedir (Garcia de Herreros ve ark. 2012).
Hatta EMT sirasinda pek ¢ok gen ifadesinde baskilamanin, EMT yi tetikleyen sinyalden
bagimsiz olarak ZEB ailesi proteinleri tarafindan saglandigi da ileri siiriilmektedir (Taube
ve ark. 2010). Bu ¢alismada HepG2 ve Huh7 hiicrelerinin asirt Slug ifadesi karsisinda
verdikleri cevaplarin farkli olmasimi saglayan en temel faktoriin ZEB2 ifadesindeki
farkliliktan kaynaklandigi distiniilmektedir. Huh7 hiicrelerinde Slug aracili olarak
gelisen ZEB2 azalmast kismi EMT ile sonuglanmig olabilir, ki bu durum EMT’nin
tamamlanmasinda ZEB’ nin vazgecilemez bir 6neme sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
Bu fikri destekleyen giincel bir ¢aligmada FOXO1 transkripsiyon faktoriiniin, HSK’de
EMT transkripsiyon faktorleri ifadelerini diizenleyerek EMT’yi geri ¢evirdigi
gosterilmistir. Hatta bu ¢alismada Huh7 hiicrelerinde FOXO1 asir1 ifadesinin ZEB2
ifadesini azalttigi, Slug ifadesini ise degistirmedigi gosterilmistir (Dong ve ark. 2017).
Dahas1 ZEB1 ve ZEB2 proteinleri HSK’de, MY C-iliskili ¢inko parmagi proteini (MAZ)
ile dlizenlenir. MAZ susturulmasinin hiicre ¢ogalmasini, invasyonunu ve gociinii inhibe
ettigi gosterilmistir (Luo ve ark. 2016). Bu durum ZEB2’nin EMT nin tamamlanmasini
saglayan bir rol {iistlendigi fikrini desteklemektedir. Son olarak literatiirde HepG2
hiicrelerinde asir1 ZEB2 ifadesinin hiicre gogiinii ve invasifligini arttirdigi gosterilmistir

(Yang ve ark. 2015).
4.2. Slug Aracih Gelisen Kemodireng

Kemoterapi hala pek ¢ok kanser tiirli i¢in temel tedavi unsuru olarak
kullanilmaktadir. Ne yazik ki, timor hiicreleri siklikla kemoterapiye karsi direng
kazanmaktadir. Kemoterapi karmasik ve dinamik bir prosediir oldugu i¢in anti-apoptoz
yolaklari, ABC transporter ifadeleri ve DNA tamir sistemleri gibi ¢cok sayida mekanizma

ile diizenlenir (Yang ve ark. 2015). Prostat (Martin ve ark. 2015) ve pankreas (Zheng ve
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ark. 2015) kanserinde kemodirencin EMT ile iliskili oldugunu ileri siiren yayinlar ortaya
cikmaya baglamistir. Fakat HSK’de kismi EMT ile kemodireng arasindaki iliski
neredeyse hi¢ calisiimamistir. HSK’de 6zellikle kismi EMT nin kemodirengle iliskili
oldugu ilk kez bu doktora tezinde ileri siiriilmektedir. Kemodirenci belirlemek i¢in kismi
ve tam EMT’de cisplatin ICso degerleri karsilastirilmis, doxorubicin kiimelenmesi ve

ABC transporter ifadeleri seviyesi aragtirilmistir.

Asir1 Slug ifadesinin cisplatin direncine, hiicre i¢i doxorubicin kiimelenmesinin
azalmasina yol agtigi bulunmustur. Hem kismi hemde tam EMT’de Doxorubicin
kiimelenmesinin azligmmin, ABCG2 transporter ifadesinde artis sayesinde oldugu
diistiniilmektedir. Bu bulgular 6ncekilerle uyum i¢indedir (Wu ve ark. 2016, Zhang ve
ark. 2016). Fakat diger taraftan hem kismi hemde tam EMT’de ABCBI ifadesinde
meydana gelen azalma Slug’in HSK’de kemodirenci ABCB1 ve ABCG2 transporterlari
ifadelerini birlikte diizenleyedigi fikrini diisiindiirmektedir. Asirt Slug ifadesinin farkli
kanser tiplerinde kemodirenci diizenledigine dair birka¢ yayin bulunmaktadir (Chang ve
ark. 2011, Haslehurst ve ark. 2012, Uygur ve ark. 2015). Buna karsin HSK hiicrelerinde
(MHSKLM3 and SMMC-7721) Slug inhibisyonunun ABCB1 ve ABCG2 artmasi ile
kemodirence yol actigini gosteren yayin da bulunmaktadir (Zhao ve ark. 2016). Tiim bu
yayinlar birlikte ele alindiginda, HSK’de EMT aracilifiyla gelisen heterojenlik ortaya
cikmaktadir. Ayn1 tiimor organindan kokenlenen iki farkli kanser hiicreleri aym etkiye
farkli cevap olusturabilmektedir. Bu durumda HSK’de ilag direncinin veya duyarliliginin
Slug ifadesindeki degisimine bagli oldugunu ileri siirmek miimkiin olmakla birlikte, bu
direncin veya duyarliligin ortaya g¢ikmasi tamamen hiicresel igerige bagli olan bir
durumdur. Bu sebeple, Slug-hedefli bir terapi uygulamadan once her timor 6zelinde 1yi
belirlenmis bir kemodireng profili olusturmak bir zorunluluk olarak karsimiza

¢ikmaktadir.
4.3. Slug Aracih Gelisen Kok Hiicre Fenotipi

CD133, HSK hiicrelerinden kok hiicre benzeri hiicre izolasyonu igin kullanilan
primer markirdir. CD133 pozitif olan kanser hiicrelerinin negatif olanlarina gore daha
yiiksek ¢ogalma kapasitesinde olduklari ileri siiriilmektedir (Suetsugi ve ark. 2006).
CD133 pozitif hiicreler ayrica soft agar iizerinde etkin bir koloni olusturma ve daha

yiiksek oranda in vivo timor olusturma potansiyeline de sahiptir (Ma ve ark. 2007).
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CD133 pozitif kanser hastalarinin hastaligin tekrar niiksii i¢in daha biiytik risk tagidiklari
da gosterilmistir (Song ve ark. 2008). Karacigerde inflamasyonlu bolge sebebiyle normal
karaciger kok hiicrelerinin, EMT pozitif metastatik kanser kok hiicrelerine
transformasyonu heniiz yeni raporlanmistir (Mitra ve ark. 2017). Fakat HSK’de tam ve
kismi EMT’de CD133 ifadesinin farklilagip farklilagsmadigi hakkinda heniiz bir yaym
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada ilk kez kismi EMT’de CD133 ifadesinin arttig1 bu
sebeple kismi EMT nin de kanser kok hiicresi gelisimiyle iligkili oldugu gosterilmistir.

4.4. Kemodiren¢ ve Kismi EMT Karakterizasyonu i¢in Kullanilabilecek Protein

Yapih Ekzozomal Biyoisaretler

Bu ¢aligmada potansiyel kemodireng ve kismi EMT ekstrasellular markirlarini
belirlemek i¢in asirt Slug ifade eden HSK hiicrelerinden ekzozom izolasyonu
gerceklestirilmis ve farklilasan bantlar MALDI-TOF/TOF ile tanimlanmistir. Sonunda
post translasyonel olarak modifiye edilmis fibronektinl (FN1) ve kollajen tip Il a 1 ile
dogal formunda bulunan fibrinojen gama =zincirinin kismi EMT’de arttig1 ilk kez
gosterildiginden bu proteinlerin kismi EMT i¢in biyoisaret olabilecegi sonucuna

ulasilmstir.

Asirt Slug ifadesini kalici ve gegici olarak gergeklestiren HepG2 ve Huh7
hiicrelerinde, FN1 mRNA’smin azaldig1 buna karsin toplam FN1 (modifiye edilmis ve
edilmemis) protein seviyesinin her iki hiicre grubunda da anlamli bir sekilde arttigi
bulunmustur. Bu durum FN1 proteininin hem kismi hem tam EMT’de biyoisaret olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica bu c¢alismada ilk kez HCC’de kemodirencin
kismi EMT ile iliskili oldugu da gosterildiginden, FN1’in HCC’de EMT durumundan
bagimsiz bir sekilde kemodireng biyoisareti olarak kullanilma potansiyelinin oldugunu
ortaya koymaktadir. Fibronektin’in primer rolii hiicre matriks tutunmasini saglamaktir
bundan bagka yara iyilesmesinde, fagositozda etkili oldugu bilinmektedir (Ruoslahti
1988). C-terminalinde bistilfit kopriisiiyle bir dimer olusturur. Bu dimerin herbir zinciri
yaklagik 2350 aminoasit uzunlugunda olan ve integrinler, sulfatlanmis proteoglikanlar,
fibrin ve denature kollajen formlari ile DNA’nin baglanabilecegi alti domenden olusur
(Hynes 1985). Insan FN’lerinde yedi potansiyel N-glikolizasyon bdlgesi bulunur ki bu
bolgeler FN molekiiliiniin biiylik karbonhidratlarini tagir (Tajiri ve ark. 2005). Bu glikan

bolgelerinin onkolojik degisimleri ve FN’nin asir1 ifadesiyle olusan hiicre ¢ogalmasinin
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artmast, hiicre gociiniin artmasi, kanser hiicrelerinin invasyonu raporlanmigtir (Kanaji ve
ark. 2017, Sundquist ve ark. 2017, Wang ve ark. 2017, Xia ve ark. 2017). Kismi EMT
fenotipinde olan hiicrelerde yara iyilesmesiyle gozlenen agresifligin en 6nemli
sebeplerinden biri FN1 ifadesindeki artis olabilir ¢iinkii FN1’in oligosakkarit kismi
jelatine karst cok ilgili olup, fibroblast adezyonu ve yayilmasma yardimct oldugu
bilinmektedir (Jones ve ark. 1986, Tajiri ve ark. 2005). Ayrica FN1 molekiiliine post
translasyonel olarak eklenen oligosakkaritlerin molekiil yikimini dnleyici etkisi (Tajiri ve
ark. 2005) sebebiyle toplam FN1 proteini miktarinin artmis, bu sayede FN1 mRNA’sinda

yartya diisiisten etkilenme asgari diizeyde tutulmus olabilir.

Kollajenler ekstraselliilar matriksin 6nemli bir yapisal bilesenidir. Tip 2 kollajen
diger bir ismiyle kartilaj kollajeni kondrositlerce sentezlenir. COL2A1’de onkolojik
degisimler bilinmektedir (Muller ve ark. 2005, Yoshida ve ark. 2013, Clarke ve ark.
2016). Bu doktora tezinde kismi EMT’de toplam ve post translasyonel olarak modifiye
COL2AL proteini ve mRNA’sinin dramatik bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Tam
EMT de de protein miktarinda bir miktar artis bulunmakla birlikte mRNA ifadesi duragan
kalmistir. Bu durum HCC’de COL2A1 protein ve mRNA’sinin asir1 artislarinin kismi
EMT i¢in bir biyoisaret olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Literatiirde translasyonu baslatict metiyonin tRNA’sinin stromal fibroblastlardan tip II
kollajeni artirarak tiimor biiylimesi ve anjiyogenisitesini artirdigi gosterilmistir (Clarke
ve ark. 2016). Ayrica tip II kollajen mezenkimal kondrosarkoma i¢in bir isaret olarak
tanimlanmistir (Muller ve ark. 2005). Dahast COL2A1’in ovaryum kanserinde tiimoriin
niiksetmesini 6n gormek amaclh kullanilabilecek bir molekiil oldugu ispatlanmigtir
(Ganapathi ve ark. 2016).

Bir plazma glikoproteini olarak karacigerden sentezlenen fibrinojenin temel
gorevi platelletlerin adezyonu ve kiimelenmesini saglamaktir. Fibrinojen yapisal olarak
a, beta ve gama olmak iizere li¢ farkli alt birimi vardir. Bu doktora tezinde ilk kez FGG
mRNA’sinin kismi EMT’de arttifi tam EMT’de ise duragan kaldigi gdosterilmistir.
Literatlirde bu 6nerinin dogru olabilecegini destekleyen bir arastirmada HSK hastalarinda

FGG ve fibrinojenin asir1 ifade edildiginin gosterilmis olmasidir (Zhu ve ark. 2009).
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4.5. Kemodiren¢ ve Kismi EMT Karakterizasyonu i¢in Kullanilabilecek miRNA
Yapih Ekzozomal Biyoisaretler

Asir1 Slug ifade eden Huh7 hiicrelerinden ekzozomal miRNA profillemesi sonucu
tic farkli miRNA’nin (hsa-miR-296-3p, hsa-miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p)
ifadelerindeki artis, bu miRNA’larin kismi EMT ve kemodireng i¢in bir biyoisaret olarak

kullanilabilecegi ilk kez bulunmustur.

Bunlardan, miR-296-3p’nin insan glioblastomalarinda (Bai ve ark. 2013), akciger
kanseri hiicrelerinde (Luo ve ark. 2016), kemodirenci diizenledigi gosterilmistir. miR-
101-3p’nin ise nazofarangiyal (list yutak) karsinomda radyodirenci diizenledigi
gosterilmistir (Wang ve ark. 2017). miR-885-5p’nin ise gemcitabine kars1 direngli akciger
kanseri hiicrelerinde arttigi gosterilmistir (Zhang ve ark. 2013).
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5. SONUC

Iki farkli HSK hiicre hatti olan HepG2 ve Huh7 hiicre hatlarinda asir1 Slug
ifadesinin saglanmasi sirasiyla tam ve kismi EMT programlar1 gelisimiyle
sonuglanmistir. Dahasi, asir1 Slug ifadesi her iki EMT fenotipinde de benzer sekilde
gozlenen kemodireng ve kok hiicre fenotipi gelisimine yol agmistir. Bunlara ilave olarak
translasyon sonrasi degistirilmis FN1 ve COL2A1 ile dogal formda bulunan FGG
proteinleri ve hsa-miR-296-3p, hsa-miR-101-3p ve hsa-miR-885-5p miRNA’lar1
ifadelerinin kismi EMT’de arttig1 tespit edilmistir.

Bu tezde kismi EMT ve kemodireng biyoisaretleri olarak one siiriilen protein ve
miRNA’larin hastalarda kullanilabilir 6zellikte oldugunun ispatlanmasi i¢in, kemodireng
ortaya ¢ikmis hasta serumlarinda bu protein ve miRNA miktarlarinin tayin edilecegi bir
caligma, gelecekte aragtirmaya deger giizel bir konu olarak ortaya ¢ikmistir. Umarim
boyle bir c¢alisma gergeklestirilir ve sonucunda, klinikgiler belirtilen protein ve
miRNAlar1 kullanilarak tedaviyi takip etme imkanina kavusur. Bdylece HSK
kemoterapisinde kemodiren¢ olusmasi ve hastaligin niiksetmesi gibi olumsuzluklarin

ortaya ¢ikma riski azaltilir.
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Abstract

Background Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second leading cause of cancer-related deaths worldwide. Complete epi-
thelial to mesenchymal transition (EMT) has long been considered as a crucial step for metastasis initiation. It has, however,
become apparent that many carcinoma cells can metastasize without complete loss of epithelial traits or with incomplete gain of
mesenchymal traits, i.e., partial EMT. Here, we aimed to determine the similarities and differences between complete and partial
EMT through over-expression of the EMT-associated transcription factor Slug in different HCC-derived cell lines.

Methods Slug over-expressing HCC-derived HepG2 and Huh7 cells were assessed for their EMT, chemo-resistance and
stemness features using Western blotting, qRT-PCR, neutral red uptake, doxorubicin accumulation and scratch wound healing
assays. We also collected conditioned media from Slug over-expressing HCC cells and analyzed its exosomal protein content for
the presence of chemo-resistance and partial EMT markers using MALDI-TOF/TOF and ELISA assays, respectively.

Results We found that Slug over-expression resulted in the induction of both complete and partial EMT in the different HCC-
derived cell lines tested. Complete EMT was characterized by downregulation of E-cadherin and upregulation of ZEB2. Partial
EMT was characterized by upregulation of E-cadherin and downregulation of vimentin and ZEB2. Interestingly, we found that
Slug induced chemo-resistance through downregulation of the ATP binding cassette (ABC) transporter ABCB1 and upregulation
of the ABC transporter ABCG2, as well as through expression of CD133, a stemness marker that exhibited a similar expression
pattern in cells with either a complete or a partial EMT phenotype. In addition, we found that Slug-mediated partial EMT was
associated with enhanced exosomal secretion of post-translationally modified fibronectin 1 (FN1), collagen type II alpha 1
(COL2A1) and native fibrinogen gamma chain (FGG).

Conclusions From our data we conclude that the exosomal proteins identified may be considered as potential non-invasive
biomarkers for chemo-resistance and partial EMT in HCC.

Keywords Hepatocellular carcinoma - Chemo-resistance - Partial EMT - Non-invasive biomarkers - Exosomes - Fibronectin 1
(FN1) - Collagen type [T alpha 1 (COL2A1) - Fibrinogen gamma chain (FGG)

1 Introduction worldwide [1]. For epithelial tumors to metastasize, a fraction
of' the transformed cells loses its epithelial traits and acquires a

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth-most common  mesenchymal phenotype, which is characterized by an elon-
cancer and the second leading cause of cancer-related deaths  gated spindle-like morphology, a motile phenotype, a loss of
adherens and tight junctions and attachment to the extracellu-
lar matrix via focal adhesions [2]. This process is known as
54 Oguzhan Karaosmanoglu epithelial to mesenchymal transition (EMT). The process of
oguzhankaraosmanoglu @windowslive.com EMT is characterized by a down-regulation of epithelial
markers such as E-cadherin, and an up-regulation of mesen-
chymal markers such as vimentin and EMT transcription fac-
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expression. In addition, these transcription factors can up-
regulate the expression of proteins that facilitate cell migration
such as vimentin, fibronectin 1 and matrix metalloproteases
[5]. It has been found that in vitro over-expression of Slug or
Snail is sufficient to induce EMT not only in normal epithelial
cells [6, 7], but also in cancer cells [8, 9]. There is, however,
accumulating evidence indicating that Slug-mediated EMT
can be either complete [10] and partial [11]. In case of partial
EMT, cells simultaneously express epithelial and mesenchy-
mal traits. Hence, they can initiate metastasis with incomplete
loss of epithelial traits and/or incomplete gain of mesenchy-
mal traits [12]. Circulating tumor cells (CTCs) usually exhibit
a partial EMT phenotype reminiscent of epithelial cells for
their cell-cell adhesion traits and mesenchymal cells for their
migratory traits [13]. Taking advantage of both collective mi-
gration [12, 14] and clustering in the bloodstream [15, 16], it
has been found that CTCs with a partial EMT phenotype may
be apoptosis resistant and can be up to 50 times more meta-
static than individually migrating CTCs [17]. Therefore,
CTCs exhibiting a partial EMT phenotype may pose a higher
metastatic risk for patients [18].

Extracellular vesicles (EVs) can be classified in at least
three subgroups including apoptotic bodies, micro-vesicles
and exosomes [19]. Exosomes that are 40—150 nm in diameter
are derived from endosomal pathways [20]. It has been sug-
gested that exosomes, as carriers of proteins, miRNAs and
part of the cellular secretome, may contribute to the EMT
process [21]. As exosomes are found in body fluids that can
be collected non-invasively, they represent a great potential
for diagnostic and therapeutic purposes [22, 23].

Here, we hypothesized that over-expression of the EMT
inducer Slug may affect the chemo-resistance and stemness
of HCC cells. To test this hypothesis, we investigated chemo-
resistance and EMT-associated biomarkers from exosomes
secreted by these cells. We found that fibronectin 1 (FN1)
[24-26], collagen type II alpha 1 (Col2Al) and fibrinogen
gamma chain (FGG) may serve as useful non-invasive bio-
markers for chemo-resistance and partial EMT in HCC.

2 Materials and methods
2.1 Cell lines and experimental design

HCC-derived HepG2 cells were obtained from the ATCC
(Middlesex, UK) and HCC-derived Huh7 cells were kindly
provided by Dr. Mehmet Oztiirk (Dokuz Eyliil University,
Turkey). Both cell lines were stably transfected with a Slug
plasmid (see below). From each cell line two different Slug
over-expressing clones were selected, called HepG2-SI-
Clonl, HepG2-SI-Clon2 and Huh7-Sl-Clonl and Huh7-SI-
Clon2. As controls HepG2 and Huh7 cells that were stably
transfected with a pcDNA3.1/Neo empty vector were used. In

@ Springer

addition, transient transfections were carried out and the
resulting cells were called HepG2-S1 (Tr) and Huh7-SI (Tr).
Control cells transiently transfected with a pcDNA3.1/Neo
empty vector were called HepG2-EV (Tr) and Huh7-EV
(Tr), respectively.

2.2 Cell culture conditions, morphological
observations and reagents

HepG2 and Huh7 cells were cultured in DMEM medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), penicillin (100 U/
ml) and streptomycin (100 pg/ml) (Sigma-Aldrich) at 37 °C in
a humidified atmosphere containing 5% CO,. Changes in cel-
lular morphologies were assessed using an inverted micro-
scope (Olympus, BX 50, Center Valley, PA, USA). Cisplatin
(Sigma-Aldrich) was dissolved in water and doxorubicin
(Sigma-Aldrich) was dissolved in DMSO. Both were stored
as stock solutions at —20 °C.

2.3 Stable and transient transfection assays

SlugMyc pcDNA3 (Addgene ID 31698) was a gift from Paul
Wade [27]. Stable transfections with SlugMyc pcDNA3 and
the empty pcDNA3.1/Neo (Invitrogen) plasmids were carried
out using a calcium phosphate-mediated chemical transfection
method [28]. Briefly, 150,000 cells per well were seeded into a
6-well plate and allowed to adhere overnight. Next, the culture
medium was replaced by fresh medium 2 h prior transfection.
To this end, 2x HeBS (Hepes buffered saline) and DNA/
CaCl, were mixed and immediately vortexed. After 20 min
the mixture was evenly distributed to the culture wells after
which the cells were incubated for 48 h under standard growth
conditions. Subsequent selections were carried out using
500 pg/ml G418 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for
3—4 weeks. Single colonies were picked using cloning cylin-
ders (Milipore) and transferred to individual wells of a 96-well
plate. Cells growing under selection pressure were subse-
quently transferred to 6-well plates. More than 40 colonies
from both Huh7 and HepG2 were generated in order to select
Slug over-expressing clonal cell lines. For each assay empty
vector transfected cells were used as controls.

Transient transfections were carried out using Turbofect
Reagent (Thermo Scientific, Germany) according to the man-
ufacturer’s protocol. Briefly, 350,000 HepG2 and 140,000
Huh7 cells per well were seeded in 2 ml DMEM in a 6-well
plate. After 24 h incubation 8 pg plasmid DNA was diluted in
400 pl serum-free DMEM after which 8 pl Turbofect trans-
fection reagent was added for the transfection of HepG2 cells.
For the transfection of Huh7 cells 4 ug plasmid DNA was
diluted in 400 pl serum-free DMEM after which 8 ul
Turbofect transfection reagent was added.
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2.4 In-cell Western assay

For the selection of Slug overexpressing cells, individual cells
were examined for Slug expression using an in-cell Western
method. For this, cells were seeded into each well of a 96-well
plate at a density of 50,000 cells/ml. After 48 h, the cells were
fixed in ice-cold methanol for 10 min at —20 °C. Next, the
wells were washed with 200 nl PBS three times (3 min each)
and subsequently blocked in Odyssey blocking buffer (Licor,
Lincoln, NE, USA) for 1 h at room temperature. The wells
were then incubated with an anti-Slug antibody (Cell
Signaling Technology CST, Danvers, MD, USA, Cat. No:
C19G7, 1:100 dilution) in 0.1% Tween 20 containing
Odyssey blocking buffer overnight at 4 °C with shaking.
Next, the wells were washed 3 times with PBS/0.1% Tween
20 (PBS-T) and incubated with an Infrared IRDyeS800CW
secondary antibody (1:1000) and a cell tag stain (1: 2000) in
Odyssey blocking buffer/0.2% Tween-200 for 1 h at room
temperature. After this incubation, the wells were washed with
PBS-T and imaged on an infrared scanner (Licor, Odyssey
Clx) using both 700 and 800 nm wavelength channels. The
expression of Slug was determined through absorbance at
800 nm. These signals were background-subtracted from
those of wells treated with only secondary antibody, and then
normalized to cell numbers through division by the 700 nm
signal. Data were acquired using the ImageStudio software
tool, exported and analyzed in Excel.

2.5 Western blotting

To determine protein expression, 750,000 cells were seeded in
75 cm? flasks. When the cells reached 80% confluency, they
were washed with ice-cold PBS and scraped off in RIPA buff-
er containing a protease inhibitor cocktail (cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, Roche Mannheim, Germany).
The extracted protein samples were subsequently mixed with
[3-mercaptoethanol and 4% protein sample loading buffer and
incubated at 90 °C for 5 min. Next, the samples were subject-
ed to SDS-PAGE in stain-free gels (TGX Stain-free, Bio-Rad,
Richmond, CA, USA) after which the proteins were visual-
ized using a gel documentation system (Gel Doc EZ, Bio-
Rad). These proteins were transferred to nitrocellulose mem-
branes (Licor, Odyssey Clx, Lincoln, NE) using a semi-dry
electro-transfer device (Transblot turbo, Bio-Rad) after which
the membranes were blocked in skim milk (Sigma-Aldrich)
and incubated with antibodies directed against Slug (CST,
Cat. No: C19G7, 1:500 dilution), CD133 (Invitrogen, Cat.
No: PA5-38014, 1:1000 dilution), E-cadherin (CST, Cat.
No: 24E10, 1:1000 dilution) and vimentin (CST, Cat. No:
D21H3-XP, 1:100 dilution) at 4 °C overnight. Next, the mem-
branes were washed 3 times in TBS-T buffer (50 mM Tris,
pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20) and incubated with a
secondary antibody for 1 h at room temperature. Finally, the

membranes were washed 3 times in TBS-T buffer after which
the proteins were visualized using a chemiluminescence de-
tection system (ChemiDoc MP, Bio-Rad). As a loading con-
trol (3-actin was used. The data were quantified using Image
Lab software and normalized to the expression 3-actin. Three
independent biological replicates were carried out for all ex-
periments, except for those with HepG2-S1-Clonl and
HepG2-SI-Clon2, as these cells lost their Slug over-
expression after a few passages.

2.6 qRT-PCR

In order to determine the mRNA expression levels of ABCBI,
ABCCI1, ABCC2, ABCC3, ABCC5, ABCG2, CD133,
COL2A1, FGG, FN1, SLUG and ZEB?2 in stably transfected
cells and the COL2A1, FGG, FN1 and SLUG mRNA expres-
sion levels in transiently transfected cells, total RNA was iso-
lated using a Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) according to the directions of the manufacturer.
Next, cDNA synthesis was carried out using a Protoscript 11
kit (NEB, Ipswich, USA) according to the manufacturer’s
protocol after which quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
amplification was carried out using a Brilliant SYBR Green
gPCR master mix (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) in conjunction with a real-time PCR platform
(Mx3005P, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). The
mRNA expression data were normalized to ACTB and ana-
lyzed using an efficiency corrected relative quantification
method as reported before [29]. The primers were obtained
from Sentegen (Ankara, Turkey) and their sequences are listed
in Table 1.

2.7 Neutral red uptake assay

EMT is generally considered to be associated with drug resis-
tance [30]. In in order to determine the concentration of cis-
platin required to kill 50% of the cells (ICs, values) undergo-
ing complete or partial EMT, a neutral red uptake assay was
carried out as reported before [31]. Briefly, HepG2-SI-Clonl,
HepG2-SI-Clon2, Huh7-S1-Clonl, Huh7-SI-Clon2, HepG2-
EV and Huh7-EV cells were seeded at densities of 10,000
cells/well in 96-well culture plates (Thermo Scientific,
Germany) in a total volume of 100 pl. The cells were allowed
to adhere overnight and subsequently treated with different
concentrations (1.5-100 uM) of cisplatin for 72 h. Next, the
media were removed after which 200 pl fresh medium con-
taining 50 pg/ml neutral red was added to each well and in-
cubated for an additional 3 h. The dye was then removed and
each well was washed rapidly with 200 pl phosphate buffer
saline (PBS) followed by the addition of 100 pl dye extraction
solution (acetic acid-water-ethanol 1:49:50). Next, the plates
were incubated for 15 min at room temperature with shaking
on a GFL 3012 shaker (Gesellschaft fir Labortechnik mbH,
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Table 1 Primer sequences used for qRT-PCR

Gene Name (Accession Number)

Forward Primer

Reverse Primer

ABCB1 (NM_000927.4)
ABCC1 (NM_004996.3)
ABCC2 (NM_000392.4)
ABCC3 (NM_003786.3)
ABCCS5 (NM_001320032.1)
ABCG2 (NM_001348989.1)
ACTB (NM_001101.3)
CD133 (NM_001145847.1)
COL2A1 (NM_001844.4)
FGG (NM_000509.5)

FN1 (NM_212474.2)

SLUG (NM_003068.4)
ZEB2 (NM._001171653.1)

5’-TGACATTTATTCAAAGTTAAAAGCA-3’
5’-AGTGGAACCCCTCTCTGTTTAAG-3'
5’-TCCTTGCGCAGCTGGATTACAT-3'
5’-CAGAGAAGGTGCAGGTGACA-3’
5’-AGAGGTGACCTTTGAGAACGCA-3’
5’-CCGCGACAGCTTCCAATGACCT-3’
5’-GAGCGCGGCTACAGCTT-3’
5’-AGTCGGAAACTGGCAGATAGC-3’
5’-AACCAGATTGAGAGCATCCG-3’
5’-CAGGATGGATCTGGTTGGTGG-3’
5’-TGGGCAACTCTGTCAACGAA-3’
5’-CGAACTGGACACACATACAGTG-3’
5’-ATCTGAAAGAACACCTGCGAAT-3’

-TAGACACTTTATGCAAACATTTCAA-3'
-AACAGCAGCACGGTGTAGAA-3'
>-TCGCTGAAGTGAGAGTAGATTG-3'
-CTAAAGCAGCATAGACGCCC-3’
-CTCCAGATAACTCCACCAGACGG-3’
-GCCGAAGAGCTGCTGAGAACTGTA-3’
»-TCCTTAATGTCACGCACGATTT-3’
-GGTAGTGTTGTACTGGGCCAAT-3’
5’-AACGTTTGCTGGATTGGGGT-3"
5’-GGAGTAGATGCTTTTGAGTAAGTGC-3’
5’-CCACTCATCTCCAACGGCAT-3’
5’-CTGAGGATCTCTGGTTGTGGT-3’
5’-TGTAGGAACCAGAATGGGAGAA-3’

(O O Y Y Y Y Y V|

Burgwedel, Germany) to extract the dye. Finally, the absor-
bance was measured using an ELx 808 Ultra Microplate
Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) equipped
with a 540 nm filter. Each assay was repeated at least three
times. Viability was evaluated through comparison with un-
treated cells. Drug resistance was evaluated by comparing the
ICsq values of control and Slug over-expressing cells.

2.8 Doxorubicin accumulation assay

To determine the accumulation of doxorubicin in Slug over-
expressing cells, HepG2-SI-Clonl, HepG2-SI-Clon2, Huh7-
SI-Clonl and Huh7-SI-Clon2 cells, along with control empty
vector transfected cells were seeded in each well of a 6-well
cell culture plate (3 x 10° cells per well) onto 35 mm sterile
coverslips (Thermo Scientific) and allowed to adhere over-
night. Subsequently, the cells were incubated with 0.18 pM
doxorubicin (Sigma-Aldrich) for 24 h, after which they were
fixed with 4% paraformaldehyde and washed with PBS. Next,
the cells were treated with 1% Triton X-100 solution to
permeabilize, washed with PBS, incubated with 0.05 pg/ml
DAPI solution and washed again with PBS. Subsequently, the
coverslips were removed from the wells and mounted on glass
slides with 50% glycerol, after which images were captured
using a fluorescence microscope (Olympus, BX 50, Center
Valley, PA, USA). Data were quantified using ImagelJ soft-
ware (NIH, Bethesda, MD, USA) and doxorubicin signals
were normalized to DAPI signals.

2.9 Scratch wound healing assay
To determine cell motility, a scratch wound healing assay was
carried out. For this, Huh7-EV and Huh7-SI-Clon1 cells were

seeded in 6-well cell culture plates (Thermo Scientific) and
cultured until 100% confluence. Next, scratches were made

@ Springer

with sterile 200 pl pipette tips after which the wounded mono-
layers were washed immediately twice with PBS and incubat-
ed in serum free medium. Wound healing rates were deter-
mined by comparing images captured after 48 and 96 h with
the those captured at 0 h using an inverted microscope
(Olympus, BX 50, Center Valley, PA, USA). The images were
quantified using Imagel software (NIH, Bethesda, MD,
USA).

2.10 Exosomal extracellular protein isolation

For secretome analyses of Slug over-expressing cells,
exosomal extracellular proteins were isolated. Exosome isola-
tions were carried out according to a differential ultracentrifu-
gation protocol as reported before [32]. Briefly, Huh7-EV and
Huh7-SI-Clonl cells were seeded at a density of 750,000 cells
in 75 cm? flasks. When the cells reached 70% confluence they
were serum starved for 24 h, after which 90 ml conditioned
medium (CM) was collected. The CM was serially centrifuged
at 300xg for 10 min, at 2000xg for 10 min, at 10, 000xg for
30 min and, finally, at 100,000xg for 70 min in a Beckman
Type 45 Ti rotor using a Beckman Optima LE 80 K ultracen-
trifuge. The supernatants were discarded and the exosome
pellets were dissolved in a Laemmli sample buffer (0.02%
Bromophenol blue, % 4 SDS, 20% Glycerol, 120 mM Tris-
HCI, pH 6.8) yielding extracellular proteins. The temperature
was maintained at 4 °C during all steps.

2.11 MALDI-TOF/TOF assay

The isolated exosomal extracellular proteins were subjected to
SDS-PAGE using standard protocols (see above). The gels
were stained with Coomassie Brilliant Blue G250 and docu-
mented using a Gel Doc EZ system (Bio-Rad Richmond, CA,
USA). Further analyses were carried out by the selection of
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differentially staining bands. These bands were excised from
the gels and subjected to zip-tip and MALDI TOF/TOF anal-
yses as previously reported [33].

2.12 ELISA assay

The upregulation of proteins (as shown by MALDI-TOF/
TOF) in the secretome of Slug over-expressing cells was con-
firmed by ELISA. In the stably transfected group, the culture
media of Huh7-SI-Clon1 and control cells grown to conflu-
ence were replaced with serum-free media after which the
respective cells were incubated for an additional 24 h and
collected. In the transiently transfected group, the culture me-
dia of HepG2-SI (Tr), Huh7-SI (Tr) and control cells were
collected after 72 h of transfection. The resulting conditioned
media (CM) were centrifuged at 1000xg for 20 min at 4 °C
after which the amounts of the proteins of interest were deter-
mined using ELISA kits according to the manufacturer’s in-
structions. Respective ELISA kits were used to determine fi-
bronectin 1 (FN1, Abcam, Cambridge, UK), collagen type 11
alpha 1 (COL2A1, Elabscience, China) and fibrinogen gam-
ma chain (FGG, Aviva Systems Biology, San Diego, CA,
USA). For quantification, the plates were read in a plate reader
(Epoch2, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA).

2.13 Bioinformatics and statistical analyses

Normalized expression data of E-GEOD-69667 were
downloaded from the Array Express Database (https://www.
ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-GEOD-69667/) as
TPM values. COL2A1, FN1 and FGG expression data were
extracted using R software version 4.4.3, and presented as fold
changes. Three independent biological replicates were carried
out, unless indicated otherwise. Statistical analyses and
graphing were performed using Graphpad (GraphPad Prism
6, San Diego, CA, USA). One-way ANOVA with Dunnet post
hoc test or Student t-test were used for differential analyses,
and p-values < 0.05 were considered to be statistically
significant.

3 Results

3.1 Slug over-expression results in complete EMT
in HepG2 cells and partial EMT in Huh7 cells

Based on the analysis of Slug over-expression in HepG2 and
Huh7 transfected cells using an in-cell Western assay (see
materials and methods), two clones from each cell line were
selected, i.e., HepG2-SI-Clon1, HepG2-SI-Clon2 and Huh7-
Sl-Clonl and Huh7-S1-Clon2, respectively (Fig. 1A). Slug
over-expression in the selected cell lines was confirmed by
Western blotting and qRT-PCR. The HepG2-S1-Clonl cells

showed a 7 and 12-fold upregulation of Slug protein and
mRNA, respectively, whereas the Huh7-SI-Clonl cells
showed a 9 and 17-fold upregulation of Slug protein and
mRNA, respectively (Fig. 1B). Next, the expressions of the
canonical EMT markers E-cadherin, vimentin and ZEB2 were
examined. We found that the E-cadherin protein expression
level was 3-fold downregulated and that the ZEB2 mRNA
expression level was 132-fold upregulated in Slug over-
expressing HepG2 cells, indicating a successful induction of
complete EMT in these cells. Interestingly, we could not de-
tect any vimentin expression in the HepG2 cells (Fig. 1C). In
Slug over-expressing Huh7 cells we observed a 3-fold upreg-
ulation of E-cadherin protein, a 33-fold downregulation of
ZEB2 mRNA and 20-fold downregulation vimentin protein
expression. Together, these data indicate that Slug over-
expression induces a complete EMT in HepG2 cells and a
partial EMT in Huh7 cells.

Since the Slug over-expressing Huh7 cells did not show the
classical signs of EMT induction, we decided to examine the
morphologies of the respective cells under an inverted micro-
scope. While Slug over-expressing HepG2 cells showed a
clear fibroblast-like morphology, none of the Slug over-
expressing Huh7 cells examined showed a classical spindle
shaped morphology characteristic of cells undergoing EMT
(Fig. 2). EMT is known to be associated with a loss of cell-
cell adhesion molecules, along with the acquisition of a spin-
dle-like morphology, which implies loss of cellular polarity
and eventually enhanced migration [2]. Since at present
limited data are available regarding the motility of cells
undergoing partial EMT, we set out to investigate the mo-
tility of the HCC cells undergoing partial EMT using a
scratch wound healing assay. The data obtained indicate
that the wound closure rate was relatively high in Slug
over-expressing Huh7 cells, suggesting that also partial
EMT results in an enhanced motility of these cells
(Fig. 3). As this experiment was carried out in serum-
reduced medium, the contribution of cell proliferation to
the wound closure rate was likely to be low.

3.2 Slug over-expression results in chemo-resistance
of cells undergoing complete or partial EMT

As the process of EMT is often accompanied by enhanced
drug resistance [34], we next set out to analyze the effect of
Slug over-expression on cisplatin resistance using a neutral
red uptake assay. ICso values were calculated by comparing
the viabilities of cells that were exposed to 2-fold serially
diluted cisplatin concentrations. While the ICs, of cisplatin
for HepG2-EV cells was found to be 11.2 uM, we found that
it was increased to 27.16 uM and 19.4 uM for HepG2-SI-
Clonl and HepG2-SI-Clon2 cells, respectively. In case of
Huh7 cells, we found that the I1Cs, of cisplatin for Huh7-EV
cells was 11.8 uM, and that it was increased to 23.4 uM and
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Fig. 1 Expression of EMT markers in Slug over-expressing cells. A
Selection of Slug over-expressing clonal cell lines by in-cell Western
analysis. The signals from the 700 nm channel indicate cell numbers
and the signals from the 800 nm channel indicate Slug primary
antibody binding to secondary antibody. The first lane was used for
background subtraction and the second lane was used for data analysis
in both channels. As the Slug expression increases the color in the merged
lane changes from orange to green. The Slug protein expression level was
significantly higher in SlugMyc pcDNA3 transfected Huh7 and HepG2
cells ICW: in-cell Western). The experiment was carried out using three
independent biological samples. B Relative protein expression of Slug,
vimentin and E-cadherin in HepG2-EV, HepG2-S1l-Clonl, Huh7-EV and
Huh7-S1-Clonl cells determined by Western blotting. Slug was
upregulated in HepG2-SI-Clonl cells and Huh7-SI-Clonl cells. E-

15.65 uM for Huh7-SI-Clonl and Huh7-SI-Clon2 cells, re-
spectively (Fig. 4). These increases in ICs, values suggest that
chemo-resistance was developed by HCC cells undergoing
both partial and complete EMT.

The impact of Slug over-expression on chemo-resistance
was also determined using a doxorubicin accumulation assay.
This assay is based on the premise that drug resistant cells
pump out doxorubicin, leading to less accumulation of doxo-
rubicin within the cells which can be monitored using fluores-
cence microscopy. We found that Slug over-expression result-
ed in a significantly decreased doxorubicin accumulation in
both Huh7 and HepG2 cells (Fig. 5).

Additionally, we investigated a putative mechanism of
chemo-resistance development by determining the expression
of a series of drug transporters, i.e., ABCB1, ABCCl,
ABCC2, ABCC3, ABCCS5 and ABCG2 using qRT-PCR.
We found that the expression of 4 of these transporters
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cadherin was downregulated in HepG2-S1-Clon1 cells and upregulated
in Huh7-S1-Clonl cells. Vimentin expression could not detected in
HepG2 cells and was downregulated in Huh7-SI-Clonl cells. C
Relative mRNA expression of SLUG and ZEB2 in HepG2-EV, HepG2-
S1-Clonl, Huh7-EV and Huh7-SI-Clon1 cells determined by qRT-PCR.
Slug was upregulated in HepG2-Sl-Clon1 cells and Huh7-S1-Clonl1 cells.
ZEB2 was upregulated in HepG2-SI-Clon1 cells and downregulated in
Huh7-S1-Clonl cells. Since the HepG2-S1-Clonl cells lost the
overexpression of Slug after passaging, the experiments were carried
out only once in this group. All experiments with Huh7-SI-Clon1 cells
were performed as three independent biological replicates. Statistical
comparisons were carried out using Student t-test or ANOVA followed
by Dunnet’s post hoc (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001)

(ABCCI1, ABCC2, ABCC3 and ABCCS5) was not significant-
ly affected (data not shown). In contrast, we found that the
expression of ABCG2 was 10 and 7-fold upregulated in
HepG2-SI-Clonl and Huh7-SI-Clonl cells, respectively.
Unexpectedly, we found that the expression of ABCB1 was
7 and 3-fold downregulated in HepG2-Sl- Clonl and Huh7-
SI- Clonl cells, respectively (Fig. 6).

3.3 Slug over-expression results in stemness in cells
undergoing complete or partial EMT

It has been reported that Slug over-expression may result in
stemness phenotypes in ovarian [35] and hepatocellular carci-
noma cells [9]. In addition, chemo-resistance has also been
reported to be associated with stemness phenotypes [35-37].
Based on these findings, we set out to investigate the expres-
sion of CD133, a stemness marker, in HCC cells undergoing
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Fig. 2 Morphology of transiently
transfected HepG2 and Huh?7
cells. Arrows indicate a
fibroblast-like morphology of
Slug over-expressing HepG2
cells. Similar spindle shaped
fibroblast-like morphologies were
not seen in any of the Slug over-
expressing Huh7 cells

Huh7-EV

0h

48 h

96 h

HepG2-EV (Tr)

Huh7-SI-Clon1

Wound Closure Rate(%)

150

100+

HepG2-SI (Tr)

Huh7-SI (Tr)

Fig. 3 Scratch wound healing of Huh7-SI-Clonl and Huh7-EV cells. Huh7-SI-Clonl cells were significantly more motile than Huh7-EV cells. The
experiments were carried out using three independent biological replicates. Statistical comparisons were carried out using Student t-test (***p < 0.001)
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Fig. 4 Chemo-resistance of cells undergoing complete and partial EMT.
Neutral-red uptake indicates an increase in IC50 value for cisplatin in all
Slug over-expressing cells lines. The experiments were conducted using
three independent biological replicates. Statistical comparisons were
carried out using ANOVA followed by Dunnet’s post hoc (**#p < 0.001)

complete and partial EMT. We found that CD133 protein was
upregulated 4 and 5-fold and that CD133 mRNA was upreg-
ulated 1.5 and 6-fold in HepG2-SI-Clon1 and Huh7-S1-Clon1
cells (Fig. 7A, B), respectively, indicating that stemness may
be induced by Slug regardless the acquisition of complete or
partial EMT.

HepG2-EV

HepG2-SI-Clonl

HepG2-SI-Clon2

DAPI channel

Doxorubicin channel

*k

3.4 FN1, COL2A1 and FGG as partial EMT biomarkers
in HCC

Non-invasive biomarkers that can act as signatures of chemo-
resistance may be of great importance for clinical cancer man-
agement and/or the prediction of recurrence [38]. Since so far
partial EMT has been less studied than complete EMT, we set
out to identify possible partial EMT biomarkers in HCC cell
culture supernatants. For this, we isolated exosome proteins
from conditioned media of Huh7-SI-Clonl and Huh7-EV
cells. Subsequent MALDI-TOF/TOF analysis of differentially
expressed exosome proteins revealed the presence of three
proteins that were highly enriched in Slug over-expressing
Huh?7 cells (Fig. 8A). These proteins were identified as fibro-
nectinl (FN1) with a molecular weight > 262 kDa, collagen
type Il alpha 1 (COL2A1) with a molecular weight of 210 kDa
and fibrinogen gamma chain (FGG) with a molecular weight
of 50 kDa (Fig. 8B). Since the predicted molecular weights of
FN1, COL2A1 and FGG are 262 and 141 and 50 kDa, respec-
tively, we assume that FN1 and COL2AT1 are post-
translationally modified and that the respective modified pro-
tein levels are elevated in the HCC cells undergoing partial
EMT. FGG did not appear to undergo any modification in
these cells. Subsequent QRT-PCR analyses revealed a 2.8
and 5.8-fold upregulation of respectively COL2A1 and FGG
mRNA in Huh7-SI-Clon]1 cells compared to its corresponding

Huh7-EV Huh7-SI-Clon1 Huh7-SI-Clon2
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Fig. 5 Doxorubucin accumulation in cells undergoing complete and
partial EMT. Intracellular doxorubucin levels were decreased in both
cell types indicating enhanced chemo-resistance in the different Slug
over-expressing cells. The experiments were done using three
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independent biological replicates. Statistical comparisons were carried
out using ANOVA followed by Dunnet’s post hoc (**p <0.01, ***p <
0.001)
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Fig. 6 qRT-PCR analysis of ABCB1 and ABCG2 mRNA levels in cells
undergoing complete and partial EMT. Since the HepG2-S1-Clon1 cells
lost Slug over-expression after passaging, the experiments were carried

empty vector transfected cells. In contrast, we observed a 2-
fold downregulation of FN1 mRNA (Fig. 8C). We also
assessed the proteins levels of these markers in the condi-
tioned media using ELISA. By doing so, we found that the
total (modified and unmodified) COL2A1 and FNI1 protein
levels were significantly upregulated in Slug over-expressing
Huh7-S1-Clonl cells compared to its corresponding empty
vector transfected cells. The FGG levels could not be deter-
mined in the conditioned media since they were below the
detection limit of the kit used (Fig. 8C).
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out only once in this group. All experiments with Huh7-SI-Clon1 cells
were performed as three independent biological replicates. Statistical
comparisons were carried out using Student t-test (*p < 0.05)

In order to additionally compare the expression levels of
COL2A1, FGG and FN1 in HCC cells undergoing both com-
plete and partial EMT, we transiently transfected HepG2 and
Huh7 cells with the Slug over-expression plasmid.
Subsequent ELISA analyses of the conditioned media from
these cells revealed a statistically significant upregulation of
the total (modified and unmodified) COL2A1 and FNI pro-
tein levels in both Slug over-expressing HepG2 and Huh7
cells compared to their corresponding empty vector
transfected cells (Fig. 9A). Similar to the stably Slug

B

Huh7-SI-Clon1

Relative CD133 mRNA expression
»

qRT-PCR. CD133 mRNA was upregulated in HepG2-SI-Clonl cells and
Huh7-SI-Clonl cells. Since the HepG2-SIl-Clonl cells lost Slug over-
expression after passaging, the experiments were carried out only once
in this group. All experiments with Huh7-SI-Clonl1 cells were performed
as three independent biological replicates. Statistical comparisons were
carried out using Student t-test (*p < 0.05, **p <0.01)
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Fig. 8 Biomarker screening for chemoresistance and partial EMT from
the secretome of Slug over-expressing cells. A SDS-PAGE analysis of
molecular weight marker (M), exosomal and extracellular proteins
isolated from Huh7-EV (EV) and Huh7-SI-Clonl (S1) cells. A
representative image of differentially expressed proteins is shown. B
Empty rectangles indicate the bands that were excised and subjected to
zip-tip and MALDI-TOF/TOF analyses. C ELISA of COL2A1, FGG and
FN1 from conditioned media. COL2A1 and FN1 protein expression were
increased in Huh7-SI-Clonl cells compared to control Huh7-EV cells.

transfected Huh7 cells, the FGG levels in both transiently Slug
over-expressing HepG2 and Huh7 cells could not be deter-
mined in the conditioned media as its level was below the
detection limit of the kit used. qRT-PCR analyses did not
reveal any changes in the expression of the COL2A1 and
FGG mRNAs, whereas a 10-fold downregulation of FN1
mRNA was observed in Slug transfected HepG2-Sl (Tr) cells.
In contrast, we observed a 15 and 14-fold upregulation of the
COL2A1 and FGG mRNAs, respectively, and a 10-fold
downregulation of the FNI mRNA in Slug transfected
Huh7-SI (Tr) cells compared to its corresponding empty vec-
tor transfected cells (Fig. 9B).

To further substantiate the roles of FN1, COL2A1 and/or
FGG in the induction of either partial or total EMT, we exam-
ined a publicly available RNA sequencing dataset
(GSE69667) [39]. In this study, the authors induced EMT in
A549 lung adenocarcinoma cells with TGFf3 in a time course
of 0-96 h, and they reported that within a timeframe of 12—
36 h the cells exhibited a partial epithelial/mesenchymal phe-
notype, whereas more epithelial and more mesenchymal char-
acteristics were apparent at the earlier and later time points,
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The FGG level could not be measured due to its low abundance. D
qRT-PCR analysis of COL2A1, FGG and FN1 mRNA. COL2A1 and
FGG mRNA expression were increased in Huh7-SI-Clonl cells
compared to control Huh7-EV cells. A decrease in FN1 mRNA was
observed in Huh7-SI-Clon1 cells compared to control Huh7-EV cells.
All experiments were carried out using three independent biological
replicates. Statistical comparisons were carried out using Student t-test
(*p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001)

respectively. Data for the 0, 36 and 72 h time points,
representing epithelial, partial epithelial/mesenchymal and
mesenchymal phenotypes, were extracted for analyses of our
genes of interest. By doing so, we found that the COL2A1
mRNA expression level was increased 3-fold in the cells
exhibiting a partial epithelial/mesenchymal phenotype com-
pared to those exhibiting epithelial and mesenchymal pheno-
types (Fig. 9C). Analysis of the same dataset revealed that
FNI1 was highly expressed at all time points, with a slight
increase in expression at the later time points (Fig. 9C). We
also found a decrease in the expression of FGG at all time
points (data not shown) indicating that, unlike in HCC, this
gene may not serve as an EMT biomarker in lung
adenocarcinoma.

4 Discussion

Chemo-resistance has frequently been associated with the
over-expression and activation of EMT markers such as the
transcription factor Slug in a variety of cancer types [35,
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Fig. 9 A ELISA analysis of FN1 and COL2A1 proteins in conditioned
media. COL2A1 and FN1 protein expression were increased in HepG2-Sl
(Tr) and Huh7-Sl1 (Tr) cells compared to the respective control cells. B
qRT-PCR analysis of COL2A1, FGG and FN1 mRNAs. Upregulated
COL2A1 and FGG and down regulated FN1 levels were observed in
Huh7-SI (Tr) derived media. HepG2-S1 (Tr) cells showed a stable
COL2A1 and FGG expression and a downregulated FN1 expression. C

40-42]. Here, we exogenously over-expressed Slug in two
different HCC-derived cell lines and report three primary
events: (1) induction of complete and partial EMT in
HepG2 and Huh7 cells, respectively, (2) induction of
chemo-resistance and stemness in HCC cells undergoing
both partial and complete EMT and (3) upregulation of post
translationally modified fibronectin 1, collagen type II al-
pha 1 and native fibrinogen gamma chain, proteins that may
be considered as potential biomarkers of chemo-resistance
and partial EMT in HCC.

In HepG2 cells undergoing complete EMT the mRNA ex-
pression level of the mesenchymal marker ZEB2 was mark-
edly upregulated whereas that of the epithelial marker E-
cadherin was downregulated, in conformity with a canonical
EMT program. These findings are consistent with a previous
report [9]. Surprisingly, however, we found that ZEB2 and
vimentin were downregulated while E-cadherin was upregu-
lated in Slug expressing Huh7 cells undergoing partial EMT.
Some literature reports have suggested an involvement of up-
regulated E-cadherin in EMT, and a transient upregulation of
E-cadherin during partial EMT in HGF-induced (non-
malignant) canine kidney MDCK cells has been noted [11].
In addition, it has been found that some advanced carcinomas
can adopt mesenchymal features while retaining characteris-
tics of well-differentiated epithelial cells [12]. It has also been
suggested that murine EpH4 mammary tumor cells may be
more aggressive and/or invasive without the involvement of
classical epithelial or mesenchymal markers such as vimentin
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Analysis of a publicly available RNA sequencing dataset (GSE69667)
revealed a higher COL2A1 expression in cells exhibiting a partial EMT
phenotype (36 h) compared to cells with either epithelial (0 h) or
mesenchymal (72 h) phenotypes. All experiments were performed
using three independent biological replicates. Statistical comparisons
were carried out using Student t-test (*p <0.05, **p <0.01, ***p <
0.001)

and E-cadherin [43]. In addition, it has been found that over-
expression of a matrix metalloprotease can promote the inva-
sion of MDCK cells in vivo, indicating that these non-
malignant epithelial cells may become invasive through a par-
tial EMT induction [44].

The repression of E-cadherin has been reported to be initi-
ated by members of the Snail family and completed by mem-
bers of the ZEB family of proteins [45]. Most other genes that
are repressed during EMT have, however, been found to be
inhibited by ZEB family members, irrespective of the EMT-
inducing signal [46]. In the current work, one of the main
differences between Slug-mediated complete and partial
EMT may result from differences in ZEB2 expression. We
found that Slug-mediated downregulation of ZEB2 in Huh7
cells results in partial EMT, suggesting that ZEB2 may be
indispensable for the completion of EMT. Very recently, it
has been reported that the transcription factor FOXO1 may
reverse EMT in HCC cells by regulating the expression of
EMT markers and transcriptional activators [47]. Over-
expression of FOXO1 was found to repress the expression
of ZEB2 without affecting the expression of Slug in Huh7
cells, again indicating a pivotal role of ZEB2 in partial EMT
induction. Moreover, ZEB1 and ZEB2 have been found to be
regulated by MYC-associated zinc finger protein (MAZ) in
HCC cells. Silencing of MAZ resulted in a significant inhibi-
tion of HCC cell proliferation, tumorigenesis, invasion and
migration [48], which further supports a role for ZEB2 in
the decision to complete the EMT program. It has been

@ Springer



Karaosmanoglu et al.

reported that ZEB2 over-expression may significantly en-
hance cell motility, invasiveness and vasculogenic mimicry
in hepatocellular carcinoma HepG2 cells through upregula-
tion of the expression of VE-cadherin, Flt-1 and Flk-1 and
activation of MMPs [49]. Based on these results, as well as
those from our current study, we suggest that ZEB2 may act as
a key regulator in the decision-making process for partial or
complete EMT after Slug-induced initiation.
Chemo-resistance is a complex and dynamic process that is
regulated through various mechanisms, including the activa-
tion of anti-apoptotic pathways, the expression of ABC trans-
porters that can pump drugs out of the cell and DNA repair
systems that can block the effects of DNA damage-inducing
therapeutic agents [50]. It has also been found that chemo-
resistance may be associated with EMT in pancreatic cancer
[34] and prostate cancer [51]. As yet, however, chemo-
resistance in the context of complete and partial EMT has been
poorly studied. Here, we show that chemo-resistance can oc-
cur in HCC cells undergoing both complete and partial EMT.
Chemo-resistance was evaluated by comparing the 1Csq
values of cisplatin, the accumulation of doxorubicin and the
expression of ABC transporters in cells that showed either
partial or complete EMT. Slug over-expression was found to
lead to the development of resistance to cisplatin in cells un-
dergoing both complete and partial EMT. The accumulation of
doxorubicin was found to be decreased, implying the presence
of more effective efflux pumps, which was corroborated by
the observation of a significant increase in the expression of
the ABC transporter ABCG2. These results are consistent
with previous findings indicating that EMT and chemo-
resistance are interrelated in HCC cells [52, 53]. Our data
indicate that both complete and partial EMT may lead to the
development of chemo-resistance, at least in part through up-
regulation of the ABCG?2 transporter in HCC cells. The ex-
pression of ABCB1 was found to be downregulated in cells
undergoing both complete and partial EMT, whereas the over-
all resistance to cisplatin was increased more than 2-fold in
cells undergoing both types of EMT. Therefore, it may be
suggested that Slug fine-tunes chemo-resistance by regulating
the expression of the ABCB1 and ABCG2 transporters in
HCC. Several other studies have reported similar data sug-
gesting that Slug over-expression may enhance chemo-
resistance in different cancer types [54-56]. Conversely, it
has been suggested that Slug inhibition may enhance multi-
drug resistance through the upregulation of ABCB1 and
ABCG?2 in HCC-derived MHCCLM3 and SMMC-7721 cells
[57]. Together, these results imply an EMT-mediated plasticity
and heterogeneity in HCC. Two cancer cell lines originating
from the same primary tumor site, but propagated in different
cellular contexts, may exhibit different responses to the same
effectors. Together with this notion, we can conclude that drug
resistance in HCC may be affected by altering the expression
of Slug. Up- or downregulation of Slug expression may result
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in enhanced or inhibited chemo-resistance depending on the
cellular context. Hence, a well-defined chemo-resistance pro-
file of a given tumor seems to be a prerequisite for considering
a possible Slug targeted therapy.

CD133 is a biomarker that is used to isolate HCC stem-like
cells. CD133 positive cancer cells have been reported to ex-
hibit higher proliferative, self-renewal and differentiation ca-
pacities compared to its negative counterparts [58]. CD133
positive cells may also exhibit an increased colony-forming
efficiency in soft agar in vitro and an increased ability to form
tumors in vivo [59]. It has been shown that liver cancer pa-
tients with high CD133 expression levels may exhibit
shorter overall survival and higher relapse rates than those
with low CD133 expression levels [60]. It has recently also
been reported that in inflammatory liver microenviron-
ments normal liver stem cells may transform to EMT-
positive metastatic cancer stem cells [61]. Here, we found
that CD133 upregulation was similar in cells undergoing
complete and partial EMT, increasing both the motility
and chemo-resistance of HCC cells.

We next aimed to identify potential chemo-resistance and
partial EMT biomarkers in conditioned media from Slug over-
expressing HCC cells using MALDI-TOF/TOF. The bio-
markers that we identified were: post-translationally modified
fibronectinl (FN1), collagen type II alpha 1 (COL2A1) and
native fibrinogen gamma chain (FGG). We conclude that
these three proteins may serve as potential biomarkers for
chemo-resistance and partial EMT in HCC. Interestingly, we
found that FN1 mRNA was downregulated in HepG2 cells
transiently over-expressing Slug and Huh7 cells stably and
transiently over-expressing Slug, whereas the total (native
and post-translationally modified) FN1 protein level was in-
creased in the conditioned media. We conclude that upregula-
tion of the FN1 protein may serve as a biomarker for both
partial and complete EMT in HCC, although the fold increase
in FN1 secretion in Huh7 cells undergoing partial EMT was
2.4 compared to a 1.1-fold increase in HepG2 cells undergo-
ing complete EMT. These observations were substantiated
using a publicly available RNA-sequencing dataset
(GSE69667) showing that the expression of FN1 was consis-
tently high in A549 lung adenocarcinoma cells, irrespective
their epithelial, partially epithelial/mesenchymal or mesen-
chymal status. Here, we show that chemo-resistance in HCC
cells may be associated with partial EMT, and that FN1 may
serve as a chemo-resistance biomarker regardless of EMT
status. Fibronectin is a large glycoprotein whose primary role
is to attach cells to the extracellular matrix [62]. It may form
dimers through disulfide bridge formation at the C-terminus.
Each chain is approximately 2350 amino acids long and con-
tains six domains harboring specific binding sites for
integrins, sulfated proteoglycans, fibrin, denatured forms of
collagen and DNA [63]. Human FN harbors seven potential
N-glycosylation sites [64]. Alterations in glycan structure and
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aberrant expression of FN are known to be involved in the
proliferation, migration and invasion of cancer cells [65-68].
FN1 may be implicated in increased invasiveness of cells
showing partial EMT since it is known that the oligosaccha-
ride part of FN1 markedly enhances its affinity to gelatin, and
promotes the adhesion and spread of fibroblasts [64, 69]. The
post-translational addition of oligosaccharides to FN1 may
also protect the molecule from proteolytic degradation, there-
by enhancing its half-life [64]. These FN1 modifications may
explain our contradictory findings of decreases in FN1 mRNA
levels at one hand, whereas on the other hand post-
translational modifications of the protein (such as glycosyla-
tion) may enhance its half-life as well as enhance its secretion
by cells undergoing both partial or complete EMT.

In the past, oncogenic alterations of COL2A1 have been
reported [70-72]. It has also been reported that the initiator
methionine tRNA may upregulate the secretion of type II col-
lagen from stromal fibroblasts to promote tumor growth and
angiogenesis [70]. Also, type II collagen has been defined as a
specific biomarker for mesenchymal chondrosarcomas [72].
Here we found that, while total and post-translationally mod-
ified COL2A1 protein and its mRNA levels were increased by
20 and 15-fold, respectively, in transiently Slug over-
expressing cells exhibiting partial EMT, only a 1.5-fold in-
crease in secreted Col2A1 protein and no change in its
mRNA level were noted in HepG2 cells undergoing complete
EMT. Based on these findings, we conclude that a dramatic
upregulation of COL2A1 mRNA and protein may serve as a
biomarker for partial EMT. This conclusion is substantiated
by our analysis of a publicly available RNA sequencing
dataset in A594 cells where a substantial increase in
COL2A1 expression was seen in cells undergoing partial
EMT compared to cells with epithelial or mesenchymal
phenotypes.

Fibrinogen is a plasma glycoprotein synthesized in the liver
that is composed of three structurally different subunits, i.e.,
alpha (FGA), beta (FGB) and gamma (FGG). Fibrinogen
gamma (FGG) and the plasma level of fibrinogen have been
reported to be abnormal in HCC patients and it has been
claimed that elevated plasma fibrinogen levels may serve as
useful predictors of disease progression [73]. Here, we found
that the FGG mRNA levels were significantly increased in
HCC cells undergoing partial EMT. Future studies are needed
to establish whether post-translationally modified FN1 and
COL2A1 protein levels and native FGG protein levels are also
elevated in sera of patients exhibiting partial EMT, thereby
firmly establishing the potential of these proteins to serve as
biomarkers of partial EMT and chemo-resistance in HCC.
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