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KISALTMALAR

AFP: Alfa Fetoprotein (Alpha-feto protein)

AP-1: Aktivator protein-1 (activator protein-1)

ASK-1: Apoptosis signal-regulating kinase 1

BSA: Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin)

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

CDK: Siklin Bagiml1 Kinaz (Cyclin Dependent Kinase)

ChoRE: Karbohidrat yant eleman (Carbohydrate response element)

ERK: Ekdgraselltler Olarak Duizenlenen Kinaz (Extracellular Regulated Kinase)
FAK: Fokal Adezyon Kinaz (Focal Adhesion Kinase)

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

FoxO1: Forkhead box O1

Grb2: Blytume Faktori Reseptort Bagli Protein 2 (Growth-factor Reseptor Binding Protein 2)
Gabl: Grb2 ileiligkili Baglanma Proteini 1 (Grb2-associated binding protein 1)
GLUT-2: Glucose transporter-2

HCC: Hepatoseltiler karsinom (Hepatocellular carcinoma)

HBV: Hepatit B virlsi

HCV: Hepatit C virtsi

HGF/SF: Hepatosit Blyime Faktorl/Sacilim Faktort (Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor)

HIF1la: Hipoksi ile uyarilabilir faktor 1 (Hypoxia inducible factor 1)

| GF: Insiilin-benzeri Bliyiime Faktorii (Insulin Like Growth Factor)

JNK: ¢c-Jun N-terminal kinase

MAPK: Mitojen Aktive Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)

MM P: Matriks Metalloproteinaz (Matrix-Metalloproteinase)

M-MuLV: Moleney Murine Leukemia Virus

NaF: Sodyum Florid (Sodium Floride)

NaCl: Sodyum Klorid (Sodium Chloride)

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PI13K: Fosfatidil-inositol 3 Kinaz (Phosphatidyl-inositol 3 kinase)



ROS: Reaktif oksijen turi (Reactive oxygen species)

SDS: Sodyum Dodesil Silfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

TGF: Transforme-edici Buyume Faktoru (Transforming Growth Factor)
TNF: Tumor Nekrozis Faktori (Tumour Necrosis Factor)

TSG: Tumadr baskilayici gen (Tumor supressor gene)

Na3VO04: Sodyum Orto-vanadat (Sodium Ortho-vanadate)

PM SF: Fenil-metil-stlfonil (Phenyl-methyl-sulphonyl)

PVDF: Poliviniliden Diflorid (Poly-vinylidene floride)

TERT: Telomerase Reverse Transcriptase

TG: Trigliserit (Triglyceride)

TRX: Tiyoredoksin (Thioredoxin)

TXNIP: Tiyoredoksin etkilesimli protein (Thioredoxin interacting protein)
VEGF: Vaskular Endotelyal Blyume Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor)
VLDL: Very low density lipoprotein (Cok dusuk yogunluklu lipoprotein)
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Bir sincap gibi mesela,

Y ani, yasamanin disinda ve 6tesinde hichir sey beklemeden,
Yani bittin isin glictin yasamak olacak
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Hem de yuzunu bile gdrmedigin insanlar igin,
Hem de hi¢ kimse seni buna zorlamamigken,
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Hepatoseltler karsinom gelisiminde Tiyoredoksin etkilesimli protein (TXNIP)'in rolt
Aysim Gozikizil, Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dals,
Inciralti-izmir, Tirkiye, a.gkizil@hotmail.com

OZET
Hepatoselller karsinom sirotik karaciger zemininde gelismektedir. Siregte oksidatif

stresin sebep oldugu hepatosit hasari, kronik inflamasyon ve hiicre 6lumu 6nemlidir. Bir ¢ok
blyuime faktorii ve sinyal ileti yolag: ise stres ortamina yanit olarak aktive olmakta ve
hiicrelerin daha hareketli, daha invazif karakter kazanmasini saglamaktadir.

Hepatositlerin buyime, cogalma ve farklilasmasinda dnemli rol oynayan HGF/cMET
sinyal ileti yolag: aktive olan yolaklardan bir tanesidir. Oksidatif stres hasarina karsi: koruyucu
roli de tammlanmigsti. HGF/CMET aktivasyonunda heparinin  6nemli  olabilecegi
dustinulmektedir. Heparin ¢cok sayida silfat gruplart igeren, karbohidrat yapida ve negatif
yuklt bir glikozaminoglikandir. Oksidatif stresin baskilanmasinda ve karaciger fibrozunun
Onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Heparinin HGF tarafindan uyarilan biyolojik yanitlar Gzerindeki etkisini tammlamaya
yonelik daha oOnceki calismalarimizda hicre proliferasyonunun, hareketliliginin - ve
invazyonunun baskilandigi belirlendi. Bu biyolojik yanitlarin dizenlenmesinde rol alan
genlerin anlasilabilmesi igin yapilan mikrodizin galigmasinda, hiicresel oksidatif stresin
duzenleyicisi TXNIP aday olarak belirlendi.

Calismamizda HGF ve/veya heparin uyarimimin TXNIP ekspresyonuna etkisinin hangi
mekanizma ile gergeklestigi arastirilmigtir. TXNIP ekpresyonunun, cMET sinyal yolag:
tarafindan dizenlenmesi ve heparin arasindaki iliski literatiirde daha 6nce hi¢ tanimlanmayan
bir veridir. Tek basina HGF uyarimi ile TXNIP ekpresyonu cMET fosforilasyonuna benzer
sekilde artmakta, CMET reseptorine spesifik bir inhibitor kullamldiginda ise
baskilanmaktadir. cMET'in inhibe olmas: ile at yonde bulunan ve hicre sag kalim ile
iliskilendirilen, p42, 44 MAPK sinyal ileti molekileri de baskilanmaktadir. Bu sonuglar,
HGF/cMET yolaginin aktive olmasimin, TXNIP ekpresyonundaki artisin saglanmasinda
Onemli oldugunu gostermistir.

Heparin tarafindan da TXNIP ekspresyonu artmaktadir. Heparin tarafindan cMET
fosforilasyonunun ve p42,44 MAPK fosforilasyonlarin arttiginin  gosterilmesi, heparin
araciliklt TXNIP ekpresyonu artisinin cMET aktivasyonu ile uyarilan p42, 44 MAPK yolag:
Uzerinden duzenlendigini dusundurmistir. Heparin ve HGF birlikte iken ise TXNIP
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ekpresyonu, cMET, p42, 44 MAPK fosforilasyonu baskilanmaktadir. Onceki verilerimizde
elde ettigimiz hicre proliferasyonunun, invazyonunun, ve hareketliliginin baskilanmasi bu
sebeple olabilir.

Ek olarak TXNIP ekpresiyonunun mezensimal fenotip gosteren HCC hiicre dizilerinde
daha ylUksek oldugu saptanmistir. Bu hiicre tiplerinin oksidatif strese direncli oldugu
bilinmektedir.

Tudm verilerimiz bir arada degerlendirildiginde TXNIP ekspresyonundaki artisin, HCC
hicrelerinin oksidatif strese direng kazanmasinda ve invazyon yeteneklerinin artmasinda

Onemli olabilecegi distinilmektedir.

Anahtar Sozcikler; TXNIP, Glukoz, Heparin, HGF, HCC
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The role of Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) in Hepatocellular carcinoma
development.

Aysim Gozukizil, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Dept. Of Medical biology
and Genetics, Inciralti-lzmir, Turkey, a.gkizil@hotmail.com

ABSTRACT
Hepatocellular carcinom is a liver tumour of increasing incidence that usually arises in

cirrhotic liver. Oxidative stres-induced hepatocyte injury triggers chronic inflammation and
hepatocyte apoptosis. Recent evidences suggests that common stress-activated signaling
pathways responsable for the induction of cell motility and invasion.

HGF/c-Met signaling is a pathway that is activated in hepatocarcinogenesis. It is
known that Heparan Sulphate Proteoglycans (HSPGs) works as a co-receptor for HGF/SF and
this interaction is important for signaling. Heparin is a member of the glycosaminoglycan
family of carbohydrates, a highly-sulfated and has the highest negative charge density of any
known biological molecule. Administration of heparin can be useful for the treatment and
prevention of hepatic fibrosis and oxidative stress.

We previously showed that heparin inhibits HGF induced cell proliferation, cell
invasion and cell motility and further microarray analysis was performed to determine
molecular mechanism behind heparin induced HGF-SF/c-Met signaling in HCC. TXNIP was
the one of the genes, regulator of oxidative stress, was degulated by heparin and HGF-SF
induction.

The aim of our study was understanding of the regulation mechanism of HGF and
heparin induced TXNIP expression. The relation between heparin induced cmet signalling
and TXNIP is described as first time in our study. We showed that TXNIP expression is
upregulated with HGF induction, a specific inhibitor to cMET receptor was reversed this
effect. Downstream signal transduction proteins such as p42, 44 MAPK which are regulated
by cMET, was inhibitted in the same pattern with TXNIP. Heparin induction also increased
TXNIP expression. The mechanism underlying heparin induction is the increase of cMET
phosphorilation. Also p42, 44 MAPK phosphorilation was incresed via heparin induction. Our
data let us to conclude that HGF/CMET signal pathway activation has critical role in
controlling TXNIP expression, and this activation increase TXNIP expression via p42, 44
MAPK.
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We founded that TXNIP expression was higher in cells having mesenchymal like
phenotype than cells having epihelial like phenotype. It is known that damages causing by

oxidative stress is also high in mezenchymal like cells.
In conclusion oxidative stress may result in activation of TXNIP and signal

transduction pathways like p42,44 MAPK, which is important for oxidative stress resistancy

and cell survival.

Key words, TXNIP, Glucose, Heparin, HGF, HCC
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatoselller karsinom (HCC) dunyadaki 5. en sik gorilen kanser olup, kanser ile
iliskili olimlerde ise 2. srrada gelmektedir'. Hepatokarsinogenez siirecinin tetiklenmesinde
oksidatif stres ve instilin direncinin sebep oldugu kronik karaciger hasar1 ve siroz kritik Gneme
sahiptir?. Antioksidan sistemdeki yetersizlik ile birlikte proteinlerin yiiksek glukozdan
kaynaklanan glikolizasyonu, serbest radikal miktarim arttirmakta ve hepatosit hasari
olusturmaktadir®. Oksidatif strese bagli olarak hepatik stellat hiicreleri aktive olmakta
hepatosit 6limi ve rejenerasyonu tekrarlayan donguler halinde kronik karaciger hasarina
sebep olmaktadir’. Bircok bilyiime faktorii ve sinyal ileti yolag: hepatokarsinogenez siirecinde
gelisen stres ortamina yanit olarak aktive olmaktadir. Sonug olarak hiicrelerin daha hareketli,
daha invazif bir karakter kazanmasini saglamaktadir®. Ancak hepatokarsinogenez siirecinde
oksidatif stresin gelisiminden sorumlu aday genler ile molekiler mekanizmalar1 Uzerine
yapilan galismalar yetersizdir.

HGF/SF-cMet sinyal ileti yolagi hepatokarsinogenez sirecinde aktive olan
yolaklardan bir tanesidir. Hepatosit biyume, ¢ogalma ve farklilasmasinda 6nemli roll olan
Hepatosit Buyume Faktéri (HGF/SF) ve tirozin kinaz aktivitesine sahip, reseptori (c-Met)
sinyal yolagimin asirt aktivasyonu tumor hicrelerindeki invazif, metastatik karakterlerle
iliskilendirilmektedir®. Ayni zamanda HGF/cMet aktivasyonunun oksidatif stres hasarina
kars1 koruyucu etkisi de bilinmektedir’.

HGF/cMet yolagimin aktivasyonunda heparan silfat proteoglikanlarin ve heparinin
onemli olabilecegi diisiinilmektedir®. Bazi calismalarda heparinin, cMET’ e baglanarak sinyal
ileti yolagini aktive edebildigi veya HGF ile birlikte bulunduklarinda HGF ye baglanarak
cMet ile etkilesimini engelledigi tanimlanmustir®. Heparin cok sayida silfat gruplar: iceren,
karbohidrat yapida ve negatif yiiklii bir glikozaminoglikandir'®. Uzun yillarca antikoagulan
ozelligi sebebi ile kanser tedavisinde kullanilmistir?. Son yillarda heparinin oksidatif strese
karsi koruyucu roli oldugu ve inflamasyon belirteglerinin baskilanmasinda rolt oldugu
belirlenmistir.'>. Kanser modelinde de metastaz ve proliferasyon baskilayict 6zelligi
tammlanmistir®, Ancak heparinin yer aldigi biyolojik siiregler ve HGF/CMET yolag ile
iliskisi tanmmlanmamustir. Farkli hiicre tiplerinde HGF nin varyantlarindan biri olan NK1'in
heparin yoklugunda cMET’ e baglanamadigi, baglandigi durumda hticre proliferasyonunun ile
hiicre hareketliliginin arttirdig: belirlenmistir™. Ancak bu etkinin hangi molekiiler mekanizma

ile gerceklestigi henliz bilinmemektedir. HGF ve heparinin karaciger rejenerasyonu ve
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karaciger fonksiyonlarindaki 6nemi dustinildiginde, hepatokarsinogenez sirecindeki
etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin hangi mekanizma ile gerceklestiginin belirlenmesi
Ozellikle dnemlidir. Bu konuya agiklik getirmek icin daha onceki calismalarimizda HCC
hiicre dizilerinde HGF ve Heparinin etkileri incelendi. Ayrica HGF ve heparin varliginda
gerceklesen gen ekspresyon degisimlerini incelemek icin bir HCC hiicre dizisi olan SKHepl
de mikrodizin analizi yapildi. Bu galismada mikrodizin verilerine gore heparin ve HGF nin
birlikte bulundugu kosulda sadece heparin bulunan kosula gore azaldigi belirlenen
Tiyoredoksin etkilesimli protein (TXNIP) in heparin ve HGF/cMet aracilikli sinyal
iletimindeki rolt incelendi.

TXNIP serum starvasyonu, radyasyon, 1s1 soku gibi stres kosullart altinda
uyariimaktadir. Birgok calismada tumor baskilayici bir gen (TSG) olarak tanimlanan
TXNIPin major roli antioksidan Tiyoredoksin’e aktif katalitik bolgesinden baglanarak
etkisini inhibe etmesidir. Dolayisi ile TXNIP ekpresyonundaki artis hiicreleri oksidatif strese
duyarl: hale getirmekte ve apoptotik yanitin olusmasina sebep olmaktadir™®. Literatiirde HCC
gelisiminde TXNIP in rolinl inceleyen bir adet calisma mevcuttur. TXNIP ekpresyonu
olmayan hayvanda HCC gelisiminin arttigim gosteren bu calismada TXNIPin HCC
gelisiminde rol oynayan bir TSG olabilecegine yonelik veriler elde edilmistir'®. Buna ek
olarak son vyillardaki bazi galismalar farkli kanser modellerinde TXNIP ekspresyonunun
hipoksik alanlarda ve cevresinde arttigini, gostermistir. Bu nedenle TXNIP ekspresyonunun
HIF1o tarafindan diizenlendigi diistinilmustar. .

Bu calismada mikrodizin ile belirlenen TXNIP ekspresyonundaki baskilanmamn RT-
PCR ile dogrulanmasi ve HGF velveya heparin uyarimimin TXNIP ekspresyonuna etkisinin
hangi sinyal ileti molekilleri araciligi ile gergeklestigi ve HCC gelisimindeki rolUnin
belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hepatoseluler karsinom

Amerikan kanser birliginin raporlarina gore, her yil yaklasik 700 bin yeni karaciger
kanseri olgusu tanimlanmaktadir. Hepatoseluler karsinom (HCC) Pankreatik duktal
adenokarsinom’dan sonra ikinci 6lumcul kanser tiri olup genellikle viral hepatit (HBV ve
HCV) kaynakli gelismektedir. Ayrica aflatoksin bulasi olan gidalarin tiketilmesi, siroz,
karaciger lipid ve glukoz metabolizmasinin bozulmasi, asir1 alkol tiketimi gibi risk faktorleri
de HCC gelisiminde rol oynamaktadir'®.

Viral kaynakli HCC gelisiminde hepatit B ve hepatit C virlsleri rol oynamaktadir.
HBV, hepadeniviridae sinifina ait ¢ift zincirli bir virGstir ve protein x (Hbx) gibi yasam
déngisii icin elzem olan birgok proteini kodlar*®. HBV'nin konak¢i genomuna entegre
olmas;, MAPK1, TERT gibi kanser ile iliskili genlerin mikrodelesyonuna sebep olur. Aym
zamanda SRC tirozin kinaz, Ras, Raf, ERK, JNK gibi genlerin ekspresyon diizeyleri degisir.
Hbx tarafindan, c-fos ve c-jun gibi onkogenlerin promotorlar: aktive edilmektedir®®. HBV’nin
konak igerisine girmesi ile T-hlcre aktivitesi baslatiimaktadir. Enflamasyonu takiben
hepatosit nekrozu ve rejenerasyonu siiregleri dongusel sekilde devam etmekte ve nihayetinde
kronik karaciger hasari olusmaktadir. Ayrica virasin konak endoplazmik retikulum ile
etkilesimi oksidatif stresin artis1 ile sonuglanmakta, hepatik stellat hiicreleri aktive olmaktadir.
Apoptoz, blyime, proliferasyon ve hiicre sag kalimi gibi biyolojik olaylar arasindaki denge
bozulurken, TGFP1 sinyal yolunun aktivasyonu ile fibrotik bir zemin hazirlanmaktadir®.
Hbx’in p53 proteinine baglanmasi ile hiicre proliferasyonu ve sag kalim arttiril maktadir®,

HCV ise flaviviridae ailesine ait tek iplikli bir RNA virtsidur, konak genomuna
entegre olmamaktadir. HBV’den daha yiksek olasilikla karaciger hasari ve siroz gelisimine
katkida bulunan HCV' nin ¢ekirdek proteinleri de p53 ile etkilesmekte, ayrica hepatik steatoz
gelisiminde rol oynamaktadir. Bununla birlikte Ras, Raf, MAPK, ERK, JNK gibi genler ile
etkilesime girmekte ve ekspresyon diizeylerini degistirmektedir®.

HCC gelisimi icin diger bir risk faktora kronik olarak alkol tuketilmesidir. Alkole
bagli karaciger hasar1 gelistiginde, monosit htcrelerinin aktivasyonu TNFo gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin salintmina sebep olmaktadir. Ayrica lipid peroksidasiyonu artmakta,
karacigerde yaglanma ve siroz gelismektedir®”.
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Aflatoksin B1l'e maruz kalma durumunda da p53 mutasyonlart ve HRAS gibi
onkogenik genlerin aktive olmaktadir. BUtin bu degisiklikler sonucunda ortaya cikan
hepatosit hasari, nekrozu, inflamasyon ve rejenerasyon donguleri sonrasinda kronik karaciger
hastalig1 gelisimine sebep olur. Karacigerde olusan bu hasar, sitolojik olarak anormal pre-
malign diplastik nodllerin olusumuna onderlik eder (Sekill).

Aflatoksin @
Bl
p3 Siroz .
mutasyonu l Inflamasyon
P53 inaktivasyonu Inflamasyon
Oksidatif Mikrogevre

Proliferasyon stres degisiklikleri
biyime
kontroltnin
kaybn v A
Nekroz
_ Nekroz Mutasyonlarin
Genetik - birikmesi :
degisiklikler Rejenerasyon Rejenerasyon
Genetik
P Genetik
l degisiklikler l degisiklikler

Sekil 1. Hepatoseltler karsinom gelisiminde rol oynayan etiyolojik faktorler

HCC Uzerinde yapilan molekiler calismalar, hiicresel onkogenlerin aktivasyonu,
tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve Wnt/p-katenin, p53, pRB, Ras, MAPK, JAK,
STAT, PI3K/Akt, HGF/cMET gibi sinyal ileti yolaklarindaki bozukluklarin dnemli oldugunu
gogermistir. Ornegin HCV, HBV ve aflatoksinB1 aracilikli p53 geninin kaybi genomik
instabilite ile sonuglanmaktadir. HCC'de p53 geni disinda Rb, APC ve p16™%*? gibi ttimor
baskilayici genlerin ekpresyon diizeyleri azalmistir. Ornegin p16™*® hipermetile olup
kapandig: bildirilen genlerden bir tanesidir®. E-kaderin gibi epitelyal fenotip icin belirteg olan
genlerinde promotor bolgelerinde metile alanlar gozlenmistir.  cMet proto-onkogeni ise
intrahepatik metastaz ve invazyon ile iliskilendirilmektedir 22°,
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Histolojik acidan degerlendirildiginde ise HCC de gdzlenen neoplastik evrim ¢ok
basamakl1 bir slirectir. Tekrarlanan hepatosit hasari, hepatositierin kontrolsiiz proliferasyonu
ve rejenerasyon donguleri kronik karaciger hasari olusumuna ve siroz gelisimine énderlik
eder. Siroz, oksidatif stres aracilikli kollajen birikimi sonucu olarak gelisir ve fibrotik
alanlardan olusan anormal karaciger nodulleri ile karakterizedir. Ayrica telomer kisalmasi da
gerceklesir. BOyle bir ortamda rejenerasyon sirecine giren hepatositlerin, sitolojik olarak
normal gorunen hiperplastik nodilleri HCC gelisiminde ilk basamag: teskil eder. Bu noduller
daha sonra sitolojik olarak normal olmayan pre-neoplastik nodillere donusir. Hucre
icerisinde ise glikojen ve lipid birikimine bagl olarak metabolik bir takim degisimler olur®’.
Kontrolstiz prolifere olan hepatositler enerji ve glukoz metabolizmasinda hasara sebep olarak
hipoksik alanlar olusturur.  Mitokondri ise bu hicrelerin gereksinimi olan ATP nin
karsilanmasinda yetersiz kalir. Damarlanmanin az oldugu bolgelerde besin ve oksijen sikintist
yasanmaktadir. BOyle bir ortamda hticreler gesitli adaptasyonlar gegirir. Glikolitik yolaklar
aktive olur ve hiicre sag kalimi gerceklestirilir®®. Sonuc olarak iyi diferansiyeden kétii
diferansiye hticre tipine kadar heterojen bir hiicre toplulugu olusmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. HCC' de histopatolojik ve molekiiler degisiklikler?’

HCC gelisiminde bu degisikliklere ek olarak metabolik bozukluklar da gelismektedir.
Karaciger insilin ve glukoz metabolizmasinin major duzenleyicisidir ve olusacak
bozukluklar, insilin direnci ve serbest radikal hasarina sebebiyet vermektedir®. Hepatositler
apoptotik yamt olusturmakta ve rejenerasyon sireci baslatilmaktadir. Glikolitik yolaklarin
aktivasyonu ile glukoz tiketimi artar.
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Sonug olarak hepatokarsinogenez siirecinde damarlanmanin iyi oldugu bolgelere uzak
olan timdr hicreleri cevre hiicrelerden metabolizma olarak farklidir. Hicrelerin kontrolsiiz
blyimelerine bagli olarak gelisen serbest radikal hasari, glikolize gegis ve glukoz
tuketimindeki artig, hucrelerin sag kalim igin bir takim adaptasyonlar gegirmelerini
gerektirmektedir®.

2.2 Karacigerde hepatokar sinogenez siirecinde oksidatif stresin rolu

Oksidatif stres gen ekspresyonlarint degistirmesi, hticre proliferasyonunu saglamasi ve
DNA mutasyon sikliginm arttirarak genomik instabiliteye sebep olmasi gibi pro-tiimorijenik
etkileri dolayisi ile kanser gelisiminin 6nemli bir basamagidir. Cogu HCC'nin sirotik
zemininde gelistigi dustunulirse, hasar olusumunda, oksidatif stres aracilikli  kronik
inflamasyon ve hiicre 6limii énemli yer tutmaktadir™. HBV ve HCV enfeksiyonu, asir1 akol
tuketimi, obezite, diyabet gibi metabolizma bozukluklari, karaciger hasar1 oksidatif stres
gelisimine sebep olmakta ve kronik inflamasyonu tetiklemektedir. HCV' nin kodladigi HS5A
ve gekirdek proteini, endoplazmik retikulumdan salinan kalsiyumun mitokondriye gecisini
saglayarak hiicresel redoks dengesini bozmakta ve oksidatif stresi arttirmaktadir®.

— Mitokondri-ER

Mitokondri DNA hasan
HWC proteinleri

Ca*
| ER stresi | ©==> [Mitokondri DNA hasarn

ROS iiretimi l

A7 R

4 b |
Sag kalim Apoptoz

Sekil 3. HS5A protein aracilikli oksidatif stresin tetiklenmesi®
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HS5A ve cekirdek proteini ekprese eden hiicrelerde yanit olarak JNK, p38, AP-1 gibi
apoptoz tetikleyici sinyal ileti molekllleri aktive olmaktadir. Ayrica endoplazmik retikulum
stresi  tetiklenmekte sitokin  Oretimi  artmaktadir. Sonug olarak mitokondride lipid
peroksidasyonu artmakta, Gift zincir DNA kiriklar: olusmaktadir **(Sekil 4).

I Hilcre dlami ve
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Sekil 4. HCV enfeksiyonu ve oksidatif stres arasindaki iligki®

HBV'nin kodladigi Hbx proteinide mitokondri ile etkileserek STAT3 ve NfkB gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Nukleusa go¢ eden bu transkripsiyon faktorleri ise
ilgili genlerin aktivasyonun saglayarak oksidatif stresi arttirmaktadir®*. Kronik olarak alkol
tuketimi de oksidatif stresi tetiklemekte ve yag asitlerinin salinimim arttirarak stestoz
gelisimini saglamaktadir®,

Normal siregte saglikli hicrelerde artan oksidatif stres antioksidan molekiller
tarafindan noétralize edilmektedir. Ancak karsinogenez surecinde reaktif oksijen tdrleri ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulmustur. ROS lar hiicre igerisinde birikmektedir.

Glukoz metabolizmast bozukluklarida oksidatif stres gelisimi icin  6nemlidir.
Karacigerde gelisen normal slregte glukoz konsantrasyonundaki artis, instline yant ve
GLUT-2 gibi glukoz transporterlerinin aktivasyonu ile sonuclamir, sonugta glukoz hiicre
icerisine alinir*®(Sekil 5).
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Sekil 5. Normal siirecte kan glukozunun diizenlenmesi®®

Ayrica, endojen glukoz Uretimi  baskilanir, glukozun fazlasi yag molekiline
donustardldr, VLDL olarak disar1 salinir ve adipoz dokuda trigliserit (TG) olarak depolanir.
Aclikta veya glikoz kullamlmadiginda yag dokusunda bulunan TG’ ler serbest yag asitlerine
yikilirlar ve seruma gecerek karacigere ulasir, burada enerji igin kullanilmak Uzere keton
cisimlerine donusturtliirler®. Ancak karacigerde oksidatif stres aracilikli insiilin direnci
olusmasi durumunda glukoz alimi yapilamadigindan endojen glukoz Uretimi baskilanamaz.
Karaciger hicresine diyetle alinan veya yag dokusundan hidrolize olarak karacigere ulasan
serbest yag asitleri ile birlikte de-novo sentezlenen serbest yag asidlerinin fazlalig
yaglanmaya neden olur. insilin direnci ile artan serbest yag asitleri ve oksidatif stres,
hepatositlerde nekroz ve enflamasyonla sonuglanmakta, serbest yag asitlerinin okside olmasi
ile serbest radikal olusumu artmaktadir®.

Hepatik fibroz, kollajen 1 ve 4 gibi hicre dis1 matriks bilesenlerinin birikimi ile
karakterize, viral hepatit, etanol, demire maruz kalma gibi sebeplerle ortaya ¢ikan bir
yaralanma siirecidir. inflamasyon sireci ise monsit ve makrofajlardan hepatik stellat hiicre
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davranmigini tayin eden TNFa gibi inflamatuvar sitokinlerin salimmini ifade etmektedir. Ayrica
TGFB1 yolu olarak bilinen karacigerin Kupffer hticreleri oksidatif stres aracilikli apoptotik
yanit1 baslatir, fibroz ve inflamasyon slrecine katkida bulunur. Hepatosit hasarina bagli
olarak, hepatik stellat hiicreleri aktive olmakta, retinoid igeren yag damlaciklar: yerini hiicre
miyofibroblastlara ve fibroblastlara birakmaktadir. Hicreler prolifere olmakta, daha motil bir
fenotip kazanmaktadir. Ayrica stellat hiicreleri mezensimal hticre belirteci olan vimentin
ekprese etmektedir. Kontrol edilemeyen fibroz kaginilmaz olarak geri dontsimsiiz siroza
yonlenmektedir®. (Sekil 6).
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Sekil 6. Hepatosit hasar1 (Prodencio M. Et. All Nature Reviews Microbiology 4, 849-856’

den modifiye edilmistir.)

Oksidatif strese bagli olarak gelisen karaciger hasari, MAPK ailesinden olan JNK,
ERK1/2 ve p38 sinyal ileti molekullerinin aktivasyonu ile sonuglanir. Stresin arttigi
dénemlerde ise INK/c-Jun, p38 MAPK sinyal ileti molekill apoptotik yanmiti uyarirken, geg
donemde ERK1/2 MAPK sinyal ileti yolag: aktive olarak hicreleri korumaktadir. Bununla
birlikte, hiicre sag kaliminin arttirilmasinda ERK1/2 molekdllerinin INK/c-Jun inhibisyonu
yaptig1 da bildirilmistir®.

Sonug olarak HBV, HCV enfeksiyonu, kronik alkol tiketimi, glukoz ve lipid
metabolizmasindaki bozukluklar, oksidatif stresi tetiklemektedir. Ayrica oksidatif strese yant
olarak hucre sag kalimimin nasil saglandigir ayr1 bir sorudur. Ancak hepatokarsinogenez
surecinde oksidatif stresin gelisiminden sorumlu aday genler ve molekiler mekanizmalar: tam
bilinmemektedir. Ayrica bu aday genlerin oksidatif stres tarafindan duzenlendigi dustunilen
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apoptoz ve diferansiyasyon gibi biyolojik sireclerdeki rolini tammlayan calismalar
yetersizdir.

2.3 Oksidatif stresve Tiyoredoksin etkilesimli protein (TXNIP)

Karaciger, hepatik glukoz alimi ve sekresyonunu kontrol ederek glukoz dengesinin
saglanmasinda onemli rol Ustlenmektedir. Ornegin aglik siiresince karaciger, kan glukoz
duzeyinin yukseltilmesi i¢in glukoneogenez ve glukogenoliziz gibi siirecleri baslatir. Kontrol
primer olarak glukagon ve insilin, ayrica Foxol gibi transkripsiyon faktorleri ve ko-
aktivatorler ile saglanmaktadir®’. Normal siiregte glukoz konsantrasyonundaki artis, insiiline
yanit glukoz transporterlerinin aktivasyonu ile sonuclamir ve glukoz hicre icerisine alinir.
Ayrica birgok genin ekspresyonunda da ani bir degisim gerceklesir.

Genlerin promotor analizleri, artan glukoza yanitta karbonhidrat yanit elemanlarin
(ChoRE) isaret etmektedir®®. Mikrodizin calismalar: yiksek glukoz ile ekspresyonu en cok
artan genlerden bir tanesinin tiyoredoksin etkilesimli protein (TXNIP) oldugunu gostermistir.
Promotor bdlgesinde ChoRE iceren TXNIP' in major rol, antioksidan tiyoredoksin'e aktif
katalitik bolgesinden baglanarak, disiilfit rediiktaz aktivitesini inhibe etmesidir*®**. TXNIP
hiicresel glukoz dengesinin saglanmasinda rol oynamaktadir®®. Karacigerde ise roliinii
tammlayan yayinlar yetersizdir.

Oksidatif stres, 1s1 soku, serum starvasyonu gibi stres kosullari altinda uyarilan
TXNIP, glukozun hticre icerisine alinmasim engellemektedir. Artan glukoza yanit olarak
glukotoksisite ile birlikte pankresin beta hiicrelerinde &liim gelisir*® Ayni zamanda lipogenik
genlerde aktive olur. Ornegin yag dokusunda instilinin direnci, depo trigliseritlerin hidrolize
olmasina, kan plazmasinda serbest yag asitleri olarak miktarlarinin artmasina sebep olurken,
glukoz metabolizmasinin  maor duzenleyicisi karacigerde ise de-novo lipogenez ve
hepatositlerden dustk yogunluklu lipoprotein salintmimin azalmasi ile birlikte yaglanmaya
kadar varan bir etkiyi ifade etmektedir’’. insiiliin direncini takiben oksidatif stres
gelismektedir®®. DNA hasar1 yaratma 6zelliklerine ek olarak oksidatif stres bir cok sinyal
yolaginin aktivasyonunu saglamaktadir®®. Oksidatif stresin artmasi insiilin reseptdriinin
(IRS1-IRS2) serinlerinden fosforillenmesini ve aktivitesinin baskilanmasini  baslatir™.
Boylece instlinin baskiladig: trigliserit hidrolizinden sorumlu olan lipaz enzimi aktive olur.

Serbest yag asidi miktar: artar ve yaglanma gelisir™ >,
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Sekil 7. TXNIP in karaciger yaglanmasindaki rold.

Perrone ve arkadaslart hiperglisemiye bagli olarak artan TXNIPin asir1 ekprese
oldugu endotel hiicrelerinde inflamatuvar genlerin promotorlarinda H3K9 asetilasyonunun
arttig1 gosterilmistir>®. Karaciger kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile kemokin ve sitokinlerin
salinimi artmakta, lenfositler hasar goren karacigere sizmaktadir™. Siirecin bu sekilde devam
etmesi TXNIPin baslattigi glukotoksiste ve oksidatif stresin artmasindan kaynaklandigi
Onemli bir noktadir. Ayrica hipotetik olarak TXNIP, hepatik stellat hicrelerinin
aktivasyonundan da sorumlu olabilir. TXNIP'in asir1 aktivasyonu p38 MAPK sinyal ileti
yolagin aktive etmekte, hiicrelerin apoptoz yanit: gelistirmelerine sebep olmaktadir.

Hepatik steatoz benign bir durumdan, lipotoksiste ile uyarilan ve akole bagimli
olmayan steatohepatit (NASH) olarak bilinen steatohepatit slirecine gegis yapabilmektedir.
Insiilin direnci ile artan serbest yag asitleri ve oksidatif stres, hepatositlerde nekroz ve
enflamasyonla sonuclanmakta, serbest yag asitlerinin okside olmasi ile serbest radikal
olusumu artmaktadir™. Hiperglisemi ve oksidatif stres ile artan énemli bir sitokin olan TNF-a,
hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonu, hticre proliferasyonu ve tip 1, tip 4 kollajen, laminin,
baglayici doku buyume faktort ve fibronektin gibi ekstraselUler matriks bilesenlerinin
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sentezini  arttrmekta ve karacigerde fibroz sirecini  tetiklemektedir®™®. Karaciger
komplikasyonlarinin reaktif oksijen turleri ile olan iligkisini gosteren calismalarda, glikasyon,
enerji  metabolizmasindaki  degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin  antioksidan
savunma sistemini  degistirdigi  vurgulanmaktadir. Bu noktada TXNIP, antioksidan
tiyoredoksine aktif katalitik bdlgesinden baglanarak oksidatif stresi arttiriyor olabilir.

Fibroz strecinin tekiklenmesini takiben siroz gelisimekte, siiregte insilin direnci ile
hepatik glukoz alimmindaki azalma etkili olmaktadir®’. Aym zamanda karaciger hasari,
insllin salintmimin bozulmast ve artan glukoz dizeyleri hepatokarsinogenez sirecini
tetiklemektedir®®. Artan reaktif oksijen tiirleri, DNA, protein ve lipidleri oksidize ederek hasar
olusturmaktadir™. Béylece onkogenik mutasyonlarin birikmekte, cok basamakli karsinogenez
sirecinin baslamaktadir. Ornegin oksidatif stres artisi p53 kaybi, telomer kisalmas: ve
kromozomal instabilite icin 6nemli bir baglantidir. Normalde DNA hasar onarim enzimleri bu
noktada devreye girmektedir. Ancak serbest radikallerin asir1 Uretimi DNA hasar onarim
genlerinde mutasyonlar yaratmaktadir™.

Oksidatif stres hasarina karsin HGF/cMET, PI3K/Akt, Erk1/2 MAPK sinyal iletim
yolaklarimin aktivasyonu ile hicrelerin sag kalimimin saglandigi, bu sinyal yolaklarinin
TXNIP in diizenlenmesinde de roli olabilecegi 6ngdrulebilir.

24 TXNIP'in genel Ozellikleri
TXNIP geni, Tiyoredoksin etkilesimli protein olarak bilinmektedir. Tiyoredoksin

etkilesimli protein (TXNIP), ilk kez 1994 yilinda HL-60 hiicrelerinde 1,25 Dihihroksivitamin
D3 ile ekspresyonu artan bir gen olarak tammlanmstir®. 1995 yilinda fare modellerinde
surdirdlen calismalar karaciger kanser gelisimindeki rolini tanimlayan yeni acilimlar
saglamistir®™. 1999 yilinda antioksidan bir molekiil olan Tiyoredoksin ile etkilesime girdigi
ve hiicresel oksidatif stresin artisindan sorumlu oldugu tarimlanmistir®. 2001 ve 2002 yilinda
fare kromozomundaki yerlesimini belirleyen calismalar ise, kromozom 3 uUzerinde
hiperlipidemi ile iliskili bir bolgeyi tanimlamaktadir. Fare modellerinde hiperlipidemi
fenotipinden sorumlu gen olarak tammlanmistir®®. Daha sonraki calismalar TXNIP'in
glukoz ve lipid metabolizmasimn diizenlenmesinde 6nemli rol aldigim gostermistir. Ozellikle
metabolik rahatsizliklardan diyebette sikga yayin yapilmaktadir. EST01027, VDUP,
HHCPA78, THIF, TBP-2 olarak da adlandiriimaktadir. insan kromozomunun 1g21.1
bolgesinde yerlesim gostermektedir(Sekil 8).
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Sekil 8. TXNIP'in 1. kromozom tzerindeki yerlesimi

TXNIP sekiz ekzonu olan bir gendir ve tanimlanmis farkli molekul agirliklarindaki
ticli protein kodlayan, alt: transkript varyant: bulunmaktadir®.

Tiyoredoksin etkilesimli protein hiicresel redoks dengesinin saglanmasinda rol
oynamaktadir. Serum starvasyonu, 1s1 soku, H,O;, yiksek glukoz gibi stres kosullar: altinda
uyariimaktadir. TXNIP geninde olusabilecek bir mutasyon, lipid metabolizmasini, glukoz
metabolizmasini ve NADH/NAD" oranlarin: etkilemektedir®(Sekil 9).
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Sekil 9. TXNIP in yer aldig1 biyolojik stregler.

Ekspresyon diizeyi dokular arasinda farkliliklar gostermektedir. TXNIP' in kodladig:
50kD molekiler agirligindaki proteinin hiicre i¢i yerlesimi ve fonksiyonu hakkinda kesin bir
bilgi olmamakla birlikte, immunohistokimya ve konfokal mikroskobi ¢alismalar1 sitoplazma,
mitokondri ve niikleusta yerlesiminin oldugunu gostermistir®.

TXNIPin maor rolu Tiyoredoksin'e aktif katalitik bdlgesinden baglanmasidir.
Tiyoredoksin 105 aminoasit iceren 12kD buyukliginde antioksidan bir proteindir. Aktif
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katalitik bolgesindeki sistein rezidulerinde, ditiyol/disiilfit degisimleri ile hlcresel redoks
dengesinin saglanmasinda gorevlidir. Indirgenmis tiyoredoksin aktif bolgesinde ditiyol (-SH-
SH), yikseltgenmis tiyoredoksin ise disilfit baglar1 (-S-S) icerir. indirgenen Tiyoredoksin
hedef proteinin disilfit bagina bir H* transfer ederek indirgenmesini saglarken kendisi
yukseltgenir.  Tiyoredoksin  rediktaz enzimi  yikseltgenen tiyoredoksinin  tekrar

indirgenmesini saglar®®(Sekil 10).
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Sekil 10. Tiyoredoksin ve hiicresel redoks dengesinin kontroli®.

Tiyoredoksin bu mekanizmay: kullanarak ASK1, PTEN gibi alt sinyal iletim
molekulleri ile etkilesmektedir. TXNIP in ekspresyonunun arttigi durumlarda tiyoredoksinin
baskilandig: hiicrelerin oksidatif strese daha duyarl: oldugu ve INK/SAPK sinyal ileti yolagi

NANP

aracilikl1 olarak apoptozayonlendigi bildirilmistir®®(Sekil 11)
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Sekil 11. TXNIP ile apoptoz arasindaki iliski®
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TXNIP, lipid metabolizmas, glukoz metabolizmasi Uzerinde etkilidir ve
diyabetiklerde asiri-eksprese oldugu tammlanmustir®. Diyabete bagli olarak hiperglisemi
gelismektedir. Pankreatik beta hiuicre 6lumiinde hiperglisemi ile tetiklenen glukotoksisitenin
Onemi bildirilmistir. Tiyoredoksin etkilesimli proteinin stiregteki rolti ise, instline yanit olarak
hicre icerisine glukoz alimimini engellemesi ve glukotoksisite olusumuna yol agcmasi ile
aciklanmaktadir.  Minn ve arkadaslarimin™ yaptizi calisma hiperglisemi ile uyarilan
TXNIPin, glukoz toksisitesi ve beta hicre 6limu arasinda kritik bir baglant: oldugunu
gostermektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. TXNIP'in glukoz metabolizmasindaki rolii™*

Yapilan calismalar TXNIP ekspresyonunun artmasinda promotor bdlgesindeki
karbonhidrat yanit elemaninin 6nemli olabilecegini gostermistir (Sekil 13).
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Sekil 13. A. TXNIP promotorunda yerlesim gosteren iki E-kutusu karbohidrat yamt

eleman: B. Karbonhidrat yanit eleman birgok canl: tiiriinde korunmustur ™.
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Beta hiicre 6lumi igin TXNIP'in kritik oldugu bilgisinden sonra glukoz uyarimina
bagli olarak artan TXNIP transkripsiyonunun mekanizmas: anlasilabilmesi igin yapilan
calismalarda karbohidrat yamit elemarmina baglanan protein (ChREBP) tarmmlanmustir.
CHREBP'in karacigerde glikolitik ve lipogenik genlerin aktivasyonundan sorumlu oldugu
dustnulmektedir. Yiksek glukoza bagli olarak ChREBFPin nukleusa gocu ve ChoRE'ye
baglanmasi U¢ kat artarken, polimeraz 11 aktivitesi iki kat artmaktadir. ChREBP heterodimerik
bir protein olup MIx karbohidrat yamt elemamna baglanma partneridir. Birliktelikleri
molekulin tabilizasyonu saglamaktadir. ChREBP'in H4 ve H3 igin histon asetil transferaz
olan p300 ile etkilestigi bilinmektedir. Dolayisi ile ChREBP p300 aracilikli olarak H4
asetilasyonunu aktive etmekte, polimeraz I1'nin yardim ile TXNIP transkripsiyonunu
arttirmaktadir® (Sekil 14).
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Sekil 14. Glukoz uyarimina bagli olarak ChREBP ve MIX kompleksi TXNIPin
promotorundaki ChoRE’ye baglanmakta, histon asetil transferaz aktivitesi ile TXNIP ifadesi
artmaktadir .

TXNIP'in asir1 ekprese olmasi, hiicre dongisinin G1 asamasinda durdurulmasina
sebep olur. Bu konuda Han S ve arkadaglarimin yaptigi ¢calismada, TXNIP' in hiicre dongusu
ileiliskili moleklller Uzerinde transkripsiyonel represor gibi davrandig: gosterilmistir. Ayrica
promiyelotik 16semi ¢inko parmak (PLZF), Fanconi anemi ¢inko parmak motifi (FAZF) ve
histon deasetilazlar (HDAC) ile etkileserek hiicre dongusiinde rol alan molekillerden bir
tanesi olan siklinA’nin promotor aktivitesini baskilar”. Jeon H. Ve arkadaslarinin yaptig
farkli bir calisgmada ise TXNIP ekspresyonu olmayan fibroblast hiicrelerinde proliferasyonun
arttig1 gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin p27 siklin bagimlt kinaz inhibitori ekspresyonunun
dustk oldugu gozlenmistir. JABL'in p27 siklin bagimli kinaz inhibitoru ile etkilestigi ve
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stabilizasyonunu degistirdigi bilinmektedir. TXNIP ise JAB1 molekull ile etkilesmekte,
dolayist ile p27"“in nukleustan sitoplazmaya gocli engellenmekte ve stabilizasyonunu
saglanmaktadir. Sonug olarak hiicre déngiisii G1 basamaginda durmaktadir .

25 TXNIP'in kanser siirecindeki roli

TUmor gelisimi, hicresel onkogenler ve timér baskilayici genlerde olusan
mutasyonlarin birikmesi ile karakterizedir’. Farede 3. kromozomun 1g21 bbdlgesinde
yerlesim gosteren TXNIP geni, insan tumorlerinde yutksek siklikla genomik instabilite
gosteren bir bélgede yer almaktadir’”.

Karsinogenez boyunca ekpresyonu degisen genler, proliferasyon, apoptoz ve
diferasiyasyon gibi bircok biyolojik yaniti etkilerler. TXNIP e bu bakis acisi ile bakildiginda,
meme, akciger ve kolon gibi birgok tumor dokusunda ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir’®™.  TXNIP ekpresyonunundaki azalma DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonu gibi epigenetik mekanizmalara baglanmaktadir’®. Ornegin Khokan D. ve
arkadaslariin® yaptig1 bir calismada, renal kanser modelinde, TXNIP'in protein diizeyinde
ekpresyonunun, promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin hipermetile olmasi sebebi ile
azaldhg1 gosterilmistir.

HCC sirecinde ise, fare modellerinde yapilan deneyler ile, TXNIP yoluklugunda HCC
belirtegleri olan a-fetoprotein ve p5S3 diuzeylerinin arttigi ve timor gelisiminin tetiklendigi
gosterilmistir®™. Ayrica TXNIP timor ve metastaz baskilayici bir gen olarak bilinmektedir. Bu
bilgi bir gok arastirici tarafindan TXNIP in hiicre dongusini direkt olarak etkilemesi ile
desteklenmektedir. Mekanizma, timor gelisimi igin TXNIP'in yoklugu durumunda,
proliferasyonu uyaran diger molekdllerin aktive olmasina dayandirilmaktadir.

TXNIP in HCC gelisimindeki roltni ve fonksiyonel mekanizmasini anlamaya yonelik
calismalar sinirl: sayidadir. Yamaguchi F. ve arkadaslarinin® yaptig: bir calisma, HCC hiicre
dizilerinden iyi diferansiye Huh7 hicreleri yiksek glukoza maruz birakildiginda hticre
dongustinin G1 asamasinda durduruldugu bildirilmistir. Proliferasyon inhibisyonu gozlenen
hicrelerin ilging bir sekilde apoptoza yonlenmedigi de gosterilmektedir. Francesca T. ve
arkadaslarinin® yaptig: farkl: bir calismada ise meme kanseri hiicre dizisi olan MDA-MB-
231'de yuksek glukozun TXNIP ekspresyonunu arttirdigi, buna bagli olarak oksidatif stresin
arttig1 ve hicrelerin apoptotik yanit gelistirdigi gosterilmistir. Ancak timér bolgesinde artan

stres ortamina yanit olarak htcrelerin sag kalimlarim hangi mekanizma ile sagladiklar: farkl
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yayinlarda tartisilmis ve henliz anlasilamamistir. Hicre sag kaliminin  saglanmasinda
HGF/cMET ve PI3K/Akt gibi sinyal ileti yolaklarimn dnemi bildirilmistir. Bu veri TXNIP
aracilikl oksidatif stres hasarinin apoptoz, diferansiasyon ve hicre dongusi tzerinde farkl:
yanitlara sebep olabilecegini distindirmektedir.

Bu goriisti destekleyen ilk calisma 2006 yilinda Jan S. ve arkadaslari® tarafindan
yapilmistir. Calismada, timor hicrelerinin kétt prognoz ile iliskili oldugu bilinen hipoksik
alanlarinda ve cgevresinde TXNIP ekpresyonunun arttigi gosterilmistir. Daha sonra 2008
yilinda Baker A. ve arkadaslarinin® yaptig1 bir calismada, hipoksik stres ile ekpresyonu artan
TXNIP in HIF1a aracilikli olarak diizenlenebilecegi gosterilmistir.

Hepatokarsinogenez siirecinde reaktif oksijen turlerinin Uretimi artmistir. ' Yang ve
arkadaglari, ROS'leri ve matriks metalloproteinazlar (MMPs) arasindaki iliskiyi
tammlamistir. Hepatokarsinogenez sirecinde yuksek glukoza bagli olarak oksidatif hasar
gelismesi durumunda MMP-2 ve MMP-9 ekpresyonu artmaktadir. Diger taraftan bu ¢alisma
ile uyumlu olarak Lam ve arkadaslar1 fare modelinde serbest radikal turlerinin hiicre motilite
ve invazyonunu arttirdigini gostermislerdir. Hepatoseltler karsinom gelisiminde TXNIP' in
rolt ileilgili kisith yayin bulunmaktadir ve mekanizmasi heniiz anlasilamamustir.

2.6 HGF/cMET sinyal ileti yolag: ve oksidatif stres stirecindeki rolt

1980'li yillarin basinda onkogen olarak tammlanan cMET’in ilk dnce tirozin
kinaz domeynin, dimerizasyon domeyni ile birlesmesinden olusan formu tammlanmustir.
Daha sonra cMET protoonkogeninin tirozin kinaz reseptérii kodladigi tanimlanmustir®”.
Kanser gelisiminde rol alabilecegi fikri ise farkli arastiricilar tarafindan motilite, invazyon
ve proliferasyon gibi biyolojik slregleri etkileyen bir salg: proteini olmasi Uzerine 6nem
kazanmigtir. cMET reseptoriine baglanan ligandin ise bu biyolojik yanitlari uyaracak
yuksek afiniteli bir molekdl oldugu distntlmus, motilite faktort (SF: Scattering Factor)
ve mitojenik bir blyime faktori (HGF: Hepatocyte growth factor) olmak Uzere aday iki
molekill tammlanmustir®. Daha sonraki calismalar bu iki molekiliin ayn: oldugunu
gostermistir. Ve cMET reseptoriine baglanan ligand HGF/SF olarak adlandiril mustir®® .

MET tirozin kinaz, tek zincirli éncul bir molekilin proteolitik kesimi sonucunda
distlfit bagi ile bagli olgun heterodimer yapisim kazanmaktadir. Heterodimer yapi,

membran: bir kez gegen beta zinciri ve ekstraselller alfa zincirinden olugsmaktadir. Hiicre
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digindaki kisim 500 aminoasit iceren ve disuk afiniteli ligand baglanmast i¢in 6nemli olan
sema bolgesini icermektedir. Aym zamanda sisteinden zengin MET ile iliskili bolge
(MRS domain), immunglobulin benzeri bdlge (IPT domain) ve bir protein-protein
etkilesim bolgesi icermektedir. intrasdliler kisimda ise, Jukstamembran bolgeyi takip
eden bir katalitik bdlge ve C-terminal diizenleyici bélge bulunmaktadir.

MET tirozin kinaz icerdigi serin rezidululeri fosforile oldugunda reseptdr kinaz
aktivitesi baskilanmaktadir. 1003. tirozine ise CBL proto-onkogeni baglanmakta ve Met
degredasyonu ile sonuglanmaktadir. Jukstamembran bdlgesi iki tirozin icermektedir (Tyr
1234, 1235) ve enzim aktivitesinin kontrolinden sorumludur. Son olarak C terminal
kuyruguda iki tirozin (Tyr 1349, 1356) igcermektedir. Bu bolge forforillendigi zaman
fonksiyonel bir yanasma bolgesi sekillenmekte ve hiicre i¢i adaptdr molekillerin reseptor
ile etkilesimi saglanmaktadir *(Sekil 15).
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Sekil 15. MET tirozin kinaz

HGF/SF, plazminojen ailesine dahildir. Oncelikle tek zincirli inaktif formda neredeyse
her dokunun hiicre disi matrisinde bulunmaktadir. uPA, trombin gibi enzimler yardim ile
proteolitik olarak kesilerek aktif forma doniismektedir®. Bir sac tokas: yapisini takiben
molekdl ici distlfit baglar: ile stabilizasyonu saglanan dort tane kringle bolgesini ve
plazminojene benzer bir sekilde serin proteaz yapisina sahiptir®(Sekil 16).
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Sekil 16. HGF/SF yapisal gorinimii

728 amino asitlik tam-uzunluklu HGF protenine ilaveten, cesitli alternatif mMRNA
splayslarindan olusan iki HGF izoformu daha bulunur. Her iki izoform da N-terminal
domainini ve 1. kringle domaini igerdigi halde, izoformlarin biri NK1'de digeri ise NK2'de
sonlanir. Her iki izoform da c-Met’e baglanabildigi halde aktive ettikleri sinyal yollar1 ve
olusan biyolojik yanitlar farkli olmaktadir®“.

Aktif cMET’in ¢oklu yanasma bolgesine (Multi-docking site) yanasan alt yondei
sinyal ileti molekilleri arasinda Gabl, PI3K, Stat3, Src kinaz bulunmaktadir. Gabl HGF
tarafindan uyarilan hicresel yanitlarin dizenlenmesinde ana molekuldir. Huicresel
proliferasyon ve diferansiasyonun diizenlenmesinde mitojen ile aktive olan sinyal ileti yolag:
(MAPK) MET aktivasyonu ile saglanmaktadir (Sekil 17).
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Sekil 17. HGF/SF nin alt sinyal ileti molekiller ile etkilesimi (Patrick M. Et. All’British
Journal of Cancer, 2007’ den modifiye edilmistir.)
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Kronik karaciger hasarina bagli olarak oksidatif stres artmaktadir. Bu durumda
hepatositlerin stellat hicreleri aktive olmakta ve fibroz gelismektedir. Ayrica hepatositlerin
bir kismu TGBp1 aracilikli apoptotik yanit gosterirken diger bir kismi rejenerasyon strecine
girmekte, hicre sag kalimi ve proliferasyonunu uyarici biyume faktorleri ve sinyal
molekiilleri aktive olmaktadir®™. Hiicresel oksidatif stresin HGF/SF salimminu uyardig
tanimlanmustir. Ayrica ayni ¢alismada reaktif oksijen turlerinin hiicre motilite ve invazyonunu
arttirdig: tammlanmaktadir®™. Matriks metalloproteinazlar: ve hiicre adezyon molekiilleride
ROS ile uyarilmaktadir. HGF/CMET sinyal ileti yolag: aracilikli aktive olan PI3K/Akt ve
Erk1/2 MAPK sinyal ileti yolaklari ROS ile artmakta, hiicreleri oksidatif stres hasarina karsi
korumaktadir. Li H. ve arkadaslarimin® yaptig: bir calismada, yiksek glukoza bagli olarak
oksidatif stresin arttigi gosterilmis ve HGF muamelesi ile hasarin geri dondurdldigu
bildirilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. ROS larin hiicre sag kalimi ve apoptozu lizerine olan etki mekanizmalar:®’

2.7 Heparin ve oksidatif stresteki rolt

Proteoglikanlar, bir kor proteinine bagli glukozaminoglikan (GAG) zincirlerinden
olusan, lineer, sulfat yapida, negatif yukli proteinlerdir. Hiyaluronik asidin dahil oldugu
silfat yapida olmayan GAG' lar, kondroitin siilfat (CS), dermatan siilfat (DS), keratan silfat

36



(KS), heparan silfat (HS) ve heparinin dahil oldugu stlfat yapida olan GAG' lar grubu olmak
iizere iki ana gruba ayrilirlar®,

Heparan siilfat biitin hayvan tirlerinde bulunan lineer bir polisakkarittir. ki
veya U¢ HS zinciri seklinde proteoglikan yapisinda hticre yiizeyine veya hiicre disi martikse
cok yakin olarak bulunur. Proteoglikanlar, bir kor proteinine bagli glukozaminoglikan (GAG)
zincirlerinden olusan, lineer, sulfat yapida, negatif yiklii proteinlerdir®®. Bu yapida iken bir
cok protein liganda baglanmir ve gelisim, anjiyogenez, kan koagulasyonu ve tUmdr metastazi

gibi biyolojik sirecleri kontrol eder'®

. Glipikan ve transmembran sindekan iki major hticre
membran heparan sillfat proteoglikandir'®. Hiicre disi matrikste 6zellikle de bazal
membranda perlekan, agrin ve kollajen XVIII cekirdek proteinleri bulunmaktadir'®. Hiicre
yuzeyinde bulunan HSPG’lar blyume faktorl ve kemokin sinyal iletimini, koagulan faktor
aktivitesi gibi sireclerin diizenlenmesinde rol alir. Huicre disi matrikste bulunan HSPG' lar
ligandin aktif formda tutulmasim saglayarak biyolojik yanmtin gergeklestirilmesini saglarlar
(Sekil 19-A). Aym zamanda hicre igerisine alinan ligandin katabolik yollarla yikimida

HSPG' lar iizerinden olabilmektedir'®(Sekil 19-B).
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Sekil 19. A) HSPG'larin ligandi aktif konformasyonda tutuyor. Ligand reseptor
baglanmasi ile gergeklesen biyolojik yamti sagliyor. B) Hucre igerisine alinan ligandin
katabolik yolla yikimina aracilik ediyor'®.
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Heparan sulfat karbohidratlarin glukozaminoglikan ailesinin bir tGyesi olup heparin ile
yapisal olarak benzemektedir. Her ikisi de degisken siilfat gruplar: ve tekrarlayan disakkarit
Unitelerinden olusur. Heparan siilfat yapisinda en genel tekrarlayan disakkarit dnites
glukuronik asit bagli N-asetilglukozamindir. Heparin ile karsilastirildiginda, heparinin
yapisinda iduronik asit ve N siilfoglukozamin barindirmaktadir'®. Bir cok farkl: hiicre tipi HS
zincirlerini Uretebilmektedir. Siregte rol alan enzimler glukoziltransferaz, sulfotransferaz ve

epimerazdir. Heparin sentezinde de benzer siire¢ gozlenmektedir'®.

HSPG' lar gekirdek proteinine yakin bolgede bir cok HS zinciri igerir. Onciil HS, heparan
adi verilen a-bagli N-asetil(GlcA) veya N-sulfoglukozamin(GIcNSOg3) tekrar zincirlerinden
olusmaktadir. Keratan silfat disindaki birgok disakkarit tekrar zincirleri amino seker ve
uronik asit igeir. Biyosentez igin, her basamagin Urunu bir sonraki basamak igin substrat
gorevi gorur. HS baglangicta, direkt olarak bir ¢ekirdek proteini Gizerinde sentezlenmektedir.
Protein-glukozaminoglikan bagi ise GIcA-Gal-Gal-Xyl-Ser tetrasakkaridinin olusmasi ile
saglanir. Silfat yapida olmayan bu oncul heparan molekult cesitli enzimlerin yardimi ile
olgun HS proteoglikan yapisint alir. N-deasetilaz enzimi, ilk olarak GICNAc rezidilerindeki
N-asetil yapinin deasetilasyonu ve siilfat gruplarinin ekler. Sonraki basamaklar ise, GICNSOs’
"mn yakimnda bulunan GIcA’nin L-lduronik aside ve L-Iduronik asidin ise protein taninmasi
icin elzem olan N-sulfat yapisint kazanmast ile devam eder. Uronik asidin 2-O pozisyonu ve
glukozaminin 6-O ve 3-O pozisyonlari siklikla modifikasyona ugrayan bélgelerdir'® (Seil
20).
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Sekil 20. Oncill heparan disakkaridinden olgun HS yapisinin olusmasi*®
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Hucre kalturt ve biyokimyasal alandaki konu ile ilgili ilk calismalar, HSPG'larin
blyume faktorlerine ko-reseptdrler gibi rol aldiklarini géstermistir. Hiicre dis1 matrisinde veya
hiicre ytizeyinde bulunan, net pozitif yik tasiyan ve korunmus aminoasit dizisi iceren bir gok
molekil, HS zincirleri ile elektrostatik etkilesim kurabilir.

Heparin, yiuksek dizeyde silfat gruplar: iceren, antikoagulan 6zellik gosteren ve
bilinen en negatif yukli molekildir. Glukozaminoglikan ailesinin bir tyesi olan heparin,
degsisken siilfat gruplari ve tekrarlayan disakkarit zincirlerinden olusur'®. Mast hiicreleri
icerisinde salgi granilleri olarak depolanir ve doku incinmesi sirasinda hedef dokuya salinir.
Heparan sllfat proteoglikanlar ile ilgili yapilan calisgmalarda heparin  kullamilmaktadir.
Ozellikle bilylime faktorlerine baglanabilmesi nedeni ile kanser gelisiminde son derece
onemli bir rol oynamaktadir. Heparin blyime faktorlerinin reseptorlerine sunulmasim
saglayarak, buyume faktorlerinin olusturdugu yamitin artmasina yol acabilmektedir.

Son zamanlarda yapilan calismalar, disuk molekdl agirliklt heparin(LMWH)'in
peroksidatif hasara karsi eritrosit membramini korudugu yoniindedir'®. Sela S. Ve
arkadaslarinin'® yaptig: bir calismada renal hastaliga sahip kisilerde oksidatif stres gelistigi,
lipid peroksidasyonunun arttigi, antioksidan sistemin ise ¢alismadigi kaydedilmistir. Heparin
varliginda ve yoklugunda hiicresel reaktif oksijen diizeyi incelenmistir. Sonugta Heparinin
oksidatif stresi baskiladigi gosterilmistir. Weigert ve arkadaslarimin®'® yaptigi calismada ise
bobrek mezengial hicrelerinde yiksek glukoza bagli olarak gelisen oksidatif stresin ve
TGFB1 gen ekspresyonunun heparin ile engellendigi yontundedir.

Heparanazlar, kanser sirecinde proliferasyon, metastaz ve invazyon gibi biyolojik
sirecler igin 6nemlidir. Heparanazlar, bazal membranda bariyer gorevi goren heparan silfat
(HS)'larin degredasyonunda rol oynayan endoglukoronidazlardir. Ayni zamanda heparan
sllfatlar Heparinin baglanabildigi biyume faktorleri igin bir depo gorevi gorurler. HS larin
heparanazlar tarafindan degredasyonu bu biyime faktorlerinin ortama salinmasina sebep
olur. Yapilan calismalar oksidatif stresin HS'lar1 degrade edebildigini gostermistir. Endotel
hiicreleri kullamlarak yiksek glukoz tarafindan uyarilan bazal membran gegirgenliginin ve
glukozaminoglikan'lar Gzerindeki etkisinin incelendigi diger bir calismada, yuksek glukozun
bazal membranda azaldigi gosterilmistir. Dolayisi ile yiksek glukoz dizeylerinin uyardigi
oksidatif stres hasar1 heparan silfat proteoglikan degredasyonuna sebep olabilmektedir.
Heparin varliginda GAG'larin degredasyondan korundugu ve sentezlerinin arttirildigi
gosterilmistir (Sekil 21)
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Sekil 21. Oksidatif stres artisina bagli olarak gelisen biyolojik siregler ve Heparinin etkisi.

Bu bilgiler 1s1ginda heparin ve HGF/CMET sinyal ileti yolagi arasindaki iliski tam
bilinmemektedir. TXNIP'in oksidatif stresi arttirdigi bilinmektedir. Hiicresel stres ortaminda
apoptoz yantinin uyarilmasina ek olarak HGF/CMET sinyal ileti yolag: gibi yolaklar aktive
olmakta hiicre ROS hasarina kars1 korunmaktadir. Bu mekazinmada heparinin rolt ise hig
tammlanmamus bir veridir. Calismamiz kapsaminda HCC hicre dizilerinde bu mekanizmanin

anlasilmast amagland.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hucrekulturu
Calismada kullanmlan hepatoseltiler karsinoma hticre hatlari (SNU-475, Huh7, HepG2,

Hep3B, Mahlavu, SK-Hepl, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5) Bilkent Universitesinden
Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan saglanmistir. SNU-398, SNU-449, SNU-182, SNU-423,
SNU-387 ve SNU-475 hucre hatlari, %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), 2
mM L-glutamin (Biological Industries, 03-020-1C), 100 u/ml penisilin (Biological Industries,
03-031-1C) ve 0,1 mg/ml streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) iceren RPMI1-1640
(Biological Industries, 01-104-1A) icerisinde, diger hicre hatlari ise ayn1 miktarlarda FBS, L-
Glutamine, penisilin ve streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium,
Biological Industries, 01-050-1A) igerisinde kulttire edilmistir.

Hucrelerle ilgili tum islemler laminer kabinet (Aura Vertical S.D.4, C5681) igerisinde
gerceklestirilmistir. Hicrelerin inkiibasyonu ise 37 °C’ de %5 CO2'li inktbattrde (Heal Force,
HF90) yapilmstir. Hicreler %70 yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemi yapilmistir ve
hicreleri kaldirmak icin Tripsi/EDTA (%0.05/%00.02, Biological industries, 03-051-5B)

soltisyonu kullanilmistir.

3.2 Hucre sayim ve canlilik testi
Kulttrde Uretilen hucrelerin ortamlart uzaklastirildi ve 1X PBS ile iki kere yikandilar.

1X Tripsin-EDTA soliisyonu ile hicreler kaldirildi. Elde edilen hiicre slispansiyonundan 50pl
alinarak tripan mavisi (Biological industries, 03-102-1B) ile karistirildi ve hiicreler Neubauer
laminda 10 farkli alanda hemositometrik olarak sayildi ve yaklasik hiicre sayisi bulundu.
(Sekil 22) 50ul hticre stispansiyonu + 100ul 1X PBS + 100yl tripan mavisi

Hiicre sayis,

10ul

Toplam hiicre

1o + diliisyon faktirii* 10¢= Hiiere/mL

Sekil 22. Hemositometrik olarak hilicre sayim
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3.3 Heparin uygulamas
Heparin (Calbiochem katalog no: 375093.) stok solusyonu, 1mg/mL olacak sekilde 1X

PBS igerisinde ¢ozillerek kullamldi. Hiicrelerin ortamlar: uzaklastirilch. iki kere PBS (1X) ile
ikanan hiicreler %2 FBS'|i ortamda 16 saat serum acligina birakildiktan sonra 1, 10, 100,
1000ug/mL heparin dozlar: ile uyarim yapildi. Heparin, 5, 15, 60, 120’, 4h, 8h, 16h, 24h
sirelerde uyguland:.

3.4 HGF uygulamas
HGF Dr. Donald P.Bottaro’ dan (NIH, NCI, Bethesda, MD) saglandi. Hucrelerin

ortamlar1 uzaklastirildi. iki kere PBS (1X) ile ikanan hiicreler %2 FBS'li ortamda 16 saat
serum agligina birakildiktan sonra stok konsantrasyonu 2300ng/ul olan HGF den, 5ng, 10ng,
20ng ve 40ng/ml konsantrasyonlarinda Tris-BSA icinde sulandirilarak, 5, 15', 60°, 120°, 4h,
8h, 16h, 24h siirelerle uyarim yapildi.

3.5 Hipoks uygulamas
Anaerob ortam saglamak icin demir iyonlari, sitrik asit, sodyum bikarbonat iceren

hipoksi posetleri kullanildi (Anaerocult® A (Merck 1.13829). Kimyasal bilesimin konuldugu
0zel kagida, ilave edilen suyun tam olarak difiizyonuna, atmosferik oksijenin kimyasal olarak
baglanmasina ve CO2 ¢ikmasina olanak saglayan sistemde oksijen azalirken, CO2 miktari
artar. Hipoksi uygulamasi dncesinde hiicreler hiicre kultirti kaplarina 50.000 hiicre/ml olacak
sekilde ekildi. Hucreler %70 yogunluga ulastiklari zaman 6nceden 4ml distile su ile 1slatilmig
olan hipoksi posetleri icerisine yerlestirildi, posetlerin agizlar1 sealer (MtM Impulse Sealer)
ile yapistirildi ve 2h, 4h, 6h, 8h, 16h, 24h boyunca hipoksik strese maruz birakildi. Hipoksi
sonrasi yeniden oksijenlenme ise hlicrelerin 24 saat hipoksik strese maruz kalmalarini takiben
30’, 60° ve 120’ olarak uygulanmustir.

3.6 Glukoz Uygulamas
Doz ve zaman bagimli glukozun TXNIP ve hedef genlerin transkripsiyonlarina olan etkisini

inceleyebilmek amaciyla hicrelere doz ve zaman bagimli glukoz uyarimi yapilmstir.
Hucreler 50.000 hicre/ml olacak sekilde hiicre kaltiri kaplarina ekilmistir. Hucreler %70
yogunluga ulastiklart zaman 1X steril PBS ile iki defa yikanarak, hi¢ glukoz icermeyen %2
FBS iceren ortamda serum ve glukoz acligina birakildilar. Daha sonra 30°, 60, 2h, 4h, 6h,
12h, 24h strelerde 5mM (1000mg/mL glukoz igceren DMEM, Biological Industries, 01-050-
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1A) ve 22,5mM (4500mg/mL glukoz iceren DMEM, Sigma, D5671) ile glukoz uyarim
yapilmustir.

3.7 Gen transkripsiyonlarindaki Degisimin RT-PCR ileincelenmes
HCC hicre dizilerinde gen transkripsiyonu analizi RT-PCR ile, asagidaki basamaklarda

gerceklestirildi (Sekil 23).

HCC hicredizleri

Total RNA izolasyonu

\4

cDNA eldes

Terstranskripiaz

RT-PCR

l

Agaroz jel elektroforezi

A
Goriuntulemeve Analiz

e

Sekil 23. Gen transkripsiyonlarindaki Degisimin RT-PCR ile incelenmesi

3.7.1 Total RNA izolasyonu:
Total RNA izolasyonu Guanidinyum Tiyosiyanat-Fenol-Kloroform Yontemi ile

gerceklestirildi. Bunun icin tripsin ile kaldirilan hicreler trypan blue ile boyandiktan sonra
hemositometrik olarak sayilarak 200,000hicre/ mL olacak sekilde 60mm'lik hicre kalttrt
kaplarina ekildiler. (Greiner CellStar, 633 171) %70 yogunlukta olduklarinda hticrelerden
asagidaki basamaklari izleyerek total RNA izolasyonlar: yapildi. RNA izolasyonu dncesinde
kullanilan tim ependorflar ve hiicre kaziyicilar1 %0,1 DEPC (Applichem, 0881) ile muamele
edilmis distile su icerisinde 24 saat bekletildikten sonra otoklavlanarak DEPC'’ den arindirildi.
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1. Hicreler buz tzerine alindi ve ortamlar: gekilerek soguk 1X PBSile 3 kez yikand:.

2. Hucrelerin Gzerine uygun miktarda (1mL) Trizol kimyasali (RNAtidy G, Applichem,
A2867-0200) eklendi ve bir hiicre kaziyic1 (Costar Cell scraper, 3010) ile hiicreler kazindh.

3. Soguk ependorflar igine alinan hiicre sollisyonu Gzerine 200uL kloroform (Sigma, C-2432)
eklendi ve buz Uzerinde bekletildi, organik ve sulu fazin ayrismasi igin 12,000 rpm’ de
santrifdlj edildi. (Eppendorf Centrifuge, 5415R).

4. RNA'lar1 igeren sulu faz yeni bir tupe alindiktan sonra RNA’larin presipitasyonu igin esit
hacimde izopropanol (Applichem, A3928) eklendi ve -20 °C’ de bir gece inktibe edildi.

5. Presipite olan RNA’lar 12,000 rpm de 15 dk. santrifiijlenerek ¢okturuldu, %75’ lik DEPC
ile muamele edilmis distile suyla (Research genetics, 1-800-533-4363) hazirlanan etanol
(Applichem, A3678) ile 2 kez yikama yapildi ve son yikamadan sonra ¢okturdlen RNA pelleti
etanollin uzaklagsmast igin kurumaya birakildi.

6. Kuruyan RNA pelleti 50 pl RNaz' dan arindirilmig pH’'1 8'e ayarlanmms dH20 icerisinde
¢Ozlldu. Bu RNA’larin bir kismi spektrofotometrik 6lgiim igin kullaniddi. Geri kalan: ise
cDNA sentezi icin kullanildh.

3.7.2 RNA miktarznzn Olgimdi:
RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri 260nm ve 280nm’'deki absorbanslar:

Picodrop (Picodrop, Picopet0l) ile spektrofotometrik olarak saptandh.

RNA konsantrasyonlarin belirlenmesi igin

A X diliisyon faktorii X 40= 1ml’deki RNA miktari (g) formiilii kullanildi(A).

AZ0AZ0 gramindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi. En iyi sonug icin
RNA’larin safliklart 1.6-1.8 arasinda olmasina dikkat edildi. Protein veya DNA bulas1 olan
RNA'’ lar saflastirildi.

3.7.3. cDNA sentez
Hucre dizilerinden total RNA izole edilip konsantrasyonlar: ve kalitesi belirlendikten sonra

son konsantrasyonu 2 pg olacak sekilde RNA ile TabloX de listelenen malzemeler
kullamlarak cDNA sentezlendi. (MBI Fermentas marka K1622). Bu amagla total RNA,
random primer, Oligo(dT) primer ve DEPC ile muamele edilmis distile su icerisinde
hazirlandiktan sonra 70 °C’'de 5 dk. inklibe edildi. Daha sonra karisima reaksiyon tamponu,
riboniikleaz inhibitort ve dNTP eklendi, 37 °C'de 5 dk. inktbe edildi. En son “M-MuLV
Reverse Transcriptase” eklendi ve 42 °C’de 60 dk. inkiibe edilerek ilk-zincir cONA sentezi



bir termal donglleyici (Techne TC-312) icerisinde yapildi. Tupler 70 °C'de 10 dk.

inkubasyon ile reaksiyon sonlandirildh.

Tablol. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlari

Malzeme Adh Stok konsantrasyonu Son konsantrasyonu
Ribolock RNase 200 U/ pL 0,2U/ uL
Terstranskriptaz 200 U/uL 0,2 U/ uL
5X reaksiyon tamponu 5X 1X

dNTP karisinm 10mM 0.5mM
Oligo(dT) primer 0.5 png/ uL 0.2 ng/ uL
Random hekzamer primer 0.2 ng/ puk 0.2 ng/ uL
Kontrol RNA 0.05 pg/ pL 1 g/ pL
DEPC ile muamele edilmis

distilesu

3.7.4. cDNA Kaliplarindan Spesifik Primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
IIk-zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar (her bir cDNA reaksiyonundan 2

ul) kalip olarak kullanilarak ilgilenilen gene spesifik primerler araciligiyla PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Primerler gen bankasinda yer alan diziler Uzerindeki korunmus bdlgelere
“IDT”

(www.idtdna.com) ile tasarlandi. Internal kontrol olarak da karacigere spesifik bir

Ozgu olacak ve ekson kesisim bolgelerini  tamyacak sekilde programi

housekeeping gen olan RPL41 genine spesifik primerler kullamldi

primer dizileri asagidaki gibidir (Tablo 2).

Tablo 2. RT-PCR'’ da kullanilan spesifik primerler

118

. Galismada kullanilan

Entrez ID ileri 5-3 Geib-3
TXNIP 10628 TCTATCCTGGGCTGCAACATCCTT | TTGGGCTCTCCAATCGGTGATCTT 256bp
RPL41 6171 AACCGCTAGCTTGTTGCACT TCCAGAATGTCACAGGTCCA 225bp
cMet 4233 CAGCCACACTGAACAAAGGGTG CTACCCTACCAATAACTCAACCAAA 582bp
GLUT2 6514 TGCAGTTTGGCTACAACATCGGAG | GCCAGCAGGTTCATCATCAGCATT 238bp
HIFla 30901 TTTTACTATCCCCAGATTC ATTCATCAGTGGTGGCAGTG 417bp
VEGF 7422 CGAAACCATGAACTTTCTGC TGGTGATGTTGGACTCCTCA 317bp
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Tabloda gosterilen genlere spesifik primerler kullamlarak, her bir gen igin ayr1 ayr1 MgCl2,

primerlerin baglanma sicakligi (annealing), primer konsantrasyonlari igin optimizasyon

yapilmistir. Optimizasyonlar sonrasi belirlenen kosullar tablo 3 de verilmistir.

Tablo 3. RT-PCR* da kullarilan primerler ve optimum ¢alisma kosullar

TXNIP RPLA41 HIFla VEGF GLUT2 cMet
dNTP 0.2mM 0.2mM 0.2mM 0.2mM 0.2mM 0.2mM
MgCL2 1mM 1.5mM 1.5mM 1.5mM 1.5mM 1.5mM
Primer 1pmol/ uL | 1pmol/uL 0.5pmol/pL 0.5pmoal/uL | 0.1pmol/uL 1pmol/uL
Taq polimeraz 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U
ilk denatiirasyon | 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C
Denatlrasyon 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C
Baglanma 56 °C 55°C 50 °C 50 °C 60 °C °C
Uzama 72°C,30sn | 72°C,30sn | 72°C,40sn | 72°C,40sn | 72°C,40sn | 72°C,40sn
DOngu say1s 30 28 30 30 30 30
Son uzama 72°C,10dk | 72°C,5dk | 72°C,7dk 72°C,;7dk | 72°C,10dk | 72°C,7dk

3. 7.5 RT-PCR ileelde edilen Urlnlerin agaroz jel elektroforezinde yiratlilmes ve
goruntulenmes

Belirtilen deney kosullarinda elde edilen Urtinlerin yuritilmesi ve gorintilenmesi igin 40 ml

TAE tamponu icerisinde hazirlanan %2'lik agaroz (Applichem, 5510UB) jel kullanildi Jel

icerisine 0,2 pg etidyum bromir (Sigma, E-8751)'de eklendi. PCR reaksiyonlar1 sonucunda

elde edilen Urlnlerin herbirinden 10'ar pl alinarak 2 pl 6X yikleme tamponu (Fermentas,
R1151) ile karistirilip jeldeki kuyulara yiklendi. Bantlar acilana kadar (30-60 dk) 90 V’luk
gerilim uygulanarak ornekler TAE ile dolu elektroforez tankinda (Thermo) yuritildu. Daha

sonra amplifiye edilmis olan DNA’lar transilliminator (Stratagene, Eagle Eye 1) ile UV 15181

altinda incelendi. Elde edilen gorunt *’Image J’ program kullanilarak dansitometrik olarak

deserlendirildi.
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3.8 Gen ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi: “’Western blot™’
Hedef genlerin ekspresyonu dizeyleri Western blotting yontemi ile asagidaki basamaklarda

gerceklestirildi (Sekil 24).

HCC hiicre dizileri

A

Protein
izolasyonu

l

SDS-PAGE

Transfer

A
Blotlama

l

Goruntuleme

Sekil 24. Gen ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi: ** Western blot™’

3.8.1 Total protein izolasyonu: 100mm'lik hticre kultir kabina Tripan mavisi ile sayilarak
ekilen hicreler %70 yogunluga ulastiginda, %2 FBS iceren standart ortam icerisinde 16 saat
serum acligina maruz birakildi. HGF, heparin, glukoz gibi uyaranlar ile optimum doz ve
sirelerde inkiibasyon sonrasinda, buz Uzerine alinan hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi ve
soguk PBSile 2-3 kez yikandi. 1 ml PBS igerisine hiicre kaziyici (Costar Cell Scraper, 3010)
ile kazind: ve 1.5 ml’lik tUpler icerisine alindi. Hucreleri ¢oktirmek i¢in 1,500 g'de 5 dk
santrifiigasyon yapild: (Eppendorf Centrifuge, 5415R). Slpernatandaki PBS atildiktan sonra
hticre pelleti hacminin Ug kat1 kadar lizis tamponu (50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA pH 8.0, %1 NP-40, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1
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mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3V04) eklenerek tupler buz Gstinde protein ekstraksiyonu
icin 3-4 dakikada bir vortekslenerek 20-30 dakika bekletildi. Bu strenin sonunda tiipler hiicre
debrislerinin uzaklastiriimas: icin 15,000 g'de 30 dk santrif(j edildi. Proteinleri iceren
stipernatan yeni bir ttipe alindi ve protein miktarinin belirlenmesi asamasina gecildi.

3.8.2 Protein Miktarlarznin Belirlenmesi:

Protein miktarlarinin belirlenmesi igin Pierce marka “BCA protein assay kit” (Pierce, 23225)
kullanildh. Standart egrinin cizilebilmesi icin 0, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 uyg BSA (Pierce,
23209) ve elde edilen hiicre lizatlar: kitin kullamm yonergesi dogrultusunda kit bilesenleri ile
hazirlananan 100uL reagen ile 1,5mL ependorflarin igerisinde birlestirildi. Indirgenme
tepkimesinin olusmas: igcin 42 °C'de 5 dk inkibe edildi. Daha sonra protein
konsantrasyonuyla birlikte artan BCA/bakir kompleksi 562 nm’de spektrofotometrik olarak
Olculdi. Sigir serum albumini (BSA) konsantrasyonlarina bagli olarak ¢ikan dlgiimler standart
grafigin cizilmesinde kullanildi ve oOrneklerin bu standart grafige gére ne kadar protein
icerdigi hesaplandh.

3.8.3 Proteinlerin SDS-PAGE polikrilamid jelde yuratilmes

TXNIP, icin %10'lik, c-Met icin ise %8'lik ayristirici(resolving) poliakrilamid jeller
kullanildh. Istifleyici (Stacking) olarak da %5’ lik jel kullanld: (Tablo 4).

Tablo 4. Poliakrilamid jel icerigi

%8'lik jel (10mL) | %10’ luk jel (10mL) %5’ lik jel (5mL)
dH20 4,6 4.0 34
%30’ luk akrilamid 2,7 33 0,83
1.5M Tris-Cl, pH 8.8 2,5 2,5 0,63*
%10 SDS 0,1 0,1 0,05
%10 amonyum persulfat 0,1 0,1 0,05
TEMED 0,006 0,004 0,005

*%5'lik jel icin 1 M Tris-Cl, pH 6.8 kullamlmustr.
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Her bir protein icin otimize edilem miktarda total protein alind: ve bu proteinlerin
denaturasyonu icin %20 oraminda B-merkaptoetanol (Sigma, M-7154 )iceren 4X yikleme
tamponu (Applichem, A3484) ile esit hacimde karstirilarak 95 °C’lik su banyosunda 7dk.
inkube edildi. Kaynatilan protein 6rnekleri yukleme islemine gegilene kadar oda sicakliginda
bekletildi. Elektroforez tankimin (BioRad) igerisine Tris-Glisin elektroforez tamponu
(“running buffer”, 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklendi ve jeller uygun olarak
yerlestirildikten sonra 6rnekler ince uglu pipet uglar: ile yuklendi. Aym zamanda protein
gocuni izleyebilecek nitelikteki belirteclerden (protein marker) (MBI Fermentas, SM0441 ve
SMO0671) 4'er ul yuklendi ve 70 V' luk gerilim uygulanarak paketleyici jeli gegmesi saglandi,
daha sonra proteinler ayiristirici jelde 110 V' luk gerilim ile belirteglerin bantlar: agilana kadar

yuratalda.

3.8.4 Poliakrilamid Jelde Yurutulen Proteinlerin PVDF Membranlara Transferi ve
membran:n bloklanmas

3.8.4.1. Proteinlerin membrana transferi:

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam aparatlardan ¢ikartilarak taze hazirlanan Tris-
Glisin transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM Gilisin, %0.02 SDS, %20 metanol) icerisine
aindi. PVYDF membran (Millipore, 1PVH15150) 40sn metanol igerisinde bekletilerek
porlarimin agilmast saglandr ve daha sonra transfer tamponu igerisine alindi. Bu tampon
icerisinde bir kaset igerisine sirasiyla sunger, “Whatmann” kagidi, jel, PVYDF membran,
“Whatmann” kagidh ve siinger olacak sekilde yerlestirildi. (Sekil 25).

Elektroforetik transfer

Jel
— PVDF transfer membram

— Watmann kagd
= Siinger

Kaset

Jel, Membran Sandvici

—— Tank
lAm:ut {+)

bt T
r Katot () Flektrodlar
e

Transferin yomnii

Sekil 25. Membran, Jel ve Watmann kagitlarindan olusan sandvig
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Kaset kapatildiktan sonra transfer tankinin igerisine yerlestirildi.. 300 mA’lik akimda 3
saat transferde tutuldu ve daha sonra proteinlerin jelden Uzerine gegtigi membran ¢ikartildi.

Transfer sonrasinda jeller *’ Comassie mavisi’’ ile boyandi.

3.8.4.2. Blotlama:

Transferden alinan membran kullanilan antikor icin uygun bloklama solisyonu
icerisine alinarak optimize edilen sirelerde +4°C’de veya oda sicakliginda bloklamaya
birakildi.

3.8.4.3 Primer ve sekonder Antikorlar:

Bloklama soltsyonundan alinan membranlar optimize edilen dilusyonlarda primer
antikor ile muamele edildi. Anti-TXNIP () , Anti-pAkt, Anti-Akt, nAnti-pMet,Anti-Met, Anti-
pFOXO01, Anti-PTEN, Anti-p42p44 antikorlar: kullamdi. Bloklayici gjan olarak her antikora
uygun 9%0,1- 0,5 lik Tris-tamponlu-tuz solusyonu-Tween20 (TBS-T=Tris-Buffered Saline
Tween-20) icinde hazirlanmis %5-10 yagsiz sit tozu (NFMP) kullanildi. Primer antikor
dilisyonlar1 antikora uygun olarak optimize edilen konsantrasyonda %3 NFMP veya %3 sigir
serum albumini (BSA) iceren %0,5 TBS-T ile yapildh ve inklibasyonlar +40C de gece boyu
olacak sekilde gerceklestirildi. Sekonder antikor olarak Pierce firmasinin Anti-fare (1858415)
veya anti-tavsan (1858414) antikorlari kullanildi. Antikorlar %3 NFMP, %0,5 TBS-T ile
1:1000-1:5000 oranminda sulandirilarak +4 C, gece boyunca uyguland:. Kullanilan antikorlar,

dilisyonlar ve antikorlarin hazirlandig: solisyonlar ekte sunulmustur.

3.8.4.4 Proteinlerin membran Uzerinde saptanmase:
Sekonder antikordan alinip, yikama islemi tamamlanan membranlarin,

goruntilenmesi icin sekonder antikorlara bagli olan peroksidaz enzimlerinin substratin
parcalamas: esasina dayanan ve sonugta modifiye substrattan olusan kimyasal isimanin film
Uzerinde saptanmasi temeline dayanan kemoluminisans (Pierce-RPN2108) gorintileme
yontemi kullamildi. Uretici firmanin onerdigi seklide hazirlanan karisim membran Ustiine,
membran kaplayacak miktarda yayilarak 2-3 dk bekletildi. Membranlar 151k gecirmeyen bir
kaset icine alindiktan sonra Uzerlerine kemiliminesansa duyarl: filmler (Kodak, 5256441)

koyulup uygun slrelerde beklenerek protein bantlart goruntilendi. Filmlerin banyosunda
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ticari olarak satin alinan sirasi ile gelistirici ve sabitleyici solusyonlarinda 1'er dakika

bekletilerek protein bantlar1 gorinttlendi. Goruntileme islemi karanlik odada yapild.

3.8.4.5 Commasie Mavis Boyamas
Transfer islemi ile poliakrilamid jelden PVDF membrana aktarildiktan sonra, jel

comassie mavisi boyama soliisyonuna aktarilir. Soltisyon icerisinde bir gece sallamali
karstiricida bekletilen jel, daha sonra boya-uzaklastirici (de-staining) solisyonuna alinarak

zemindeki boyanin fazlasi giderildi.

3.9 TXNIP transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmes

3.9.1 Lusiferaz reporter assay:
Calismamizda TXNIP in transkripsiyonel aktivitesinin belirlenebilmesi icin kullanilan

vektorler Dr. Yan Luo (IMCB, Singapore)’dan saglanmustir (Sekil 26). Vektdrler kompetan
E-coli DH50 (Invitrogen) hiicresine aktaril mustir.

Txnip promoter

580 WT
S80
ChoRe
Nutant

269 63
269 95
145 —————— 63
184 63
Mutme 188 —————  — 63

Sekil 26. TXNIP promotorunun farkli uzunluklardaki yabanil ve mutant formlari

Transformasyon sonrasi, vektor agarli LB ortama ekildi.
3.9.1.1 Transformasyon:

Kompetan hiicre E-coli DH50’dan 100ul alinarak ependorfa aktarildi. Kompetan
hicrelerin Gzerine 200ng plazmid eklendi. 30 dakika buz Uzerinde bekletilen plazmid ve
kompetan hiicre karisimi, 42°C’lik su banyosunda 45 saniye bekletildi. Daha sonra 2 dakika
buz Gzerinde bekletilen karisimin Gzerine 1M MgCI2'den 50 pl igeren 900ul SOB ortam
eklendi. 37°C’ye ayarlanan bakteri inkUbatort icerisinde 160rpm’'de 1 saat inkiibe edildi.
Ampisilin igeren ve igermeyen Luria Broth (LB) veya Luria Bertani Broth sivi ortamlarina
ekim yapildi. 37°C’'ye ayarlanan bakteri inktbatoriinde gece boyunca birakildi. Ampsilin
iceren ortamda Ureyen ve tek tek dismis kolonilerden bir koloni secilerek 5ml LB ortamina
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ekildi. Bakteri inkubatdrinde 37°C ve 160rpm’ de gece boyu inklbe edildiler. Ampisilinli LB
ortaminda gogalan vektor iceren E-coli DH5a htcrelerinin 1,5ml’si Miniprep plazmid DNA

izolasyonu icin kullamlmustir. Restriksiyon enzim kesiminden sonra, maksiprep plazmid

DNA izolasyonu igin 250ml ampisilin igeren LB ortamina ekim yapilmis, 37°C’ ye ayarlanan

bakteri inklbatorinde gece boyunca birakilmistir. Kullamlan ortamlar ve hazirlarglar: tablo

ek’ de gosterilmistir.

3.9.1.2 Miniprep plazmid DNA izolasyonu:

Uygulama basamaklari,

1.

37°C’lik bakteri inktbatorinde 160rpm’ de ve ampisilin iceren LB ortaminda birakilan
bakteri kulttrinden 1,5ml alinarak ependorfa aktarildi.

Onceden +4°C’'ye ayarlanmis sogutmali santrifiij icerisinde 2500rpm’de 5 dakika
santrifdlj edildi. Sipernatan tamamen uzaklastirildi.

3. 100ul ALS-1 soltisyonu icerisinde restispanse edilen pellet, kuvvetlice vortekslendi.

4. Taze hazirlanan ALS-2 soltisyonu ependorfa eklendi. Tlp 5 kere alt tst edildi.

5. 150 pl 6nceden sogutulmus ALS-3 soliisyonu ependorfa eklendi ve 5dk buz Uzerinde

10.

11.

12.

inkiibe edildi.

Tapler +4°C ve 13000rpm'de 5 dakika santriftj edildi, slpernatan yeni bir tipe
aktarildi.

Slpernatan tzerine esit hacimli olacak sekilde Fenol-Kloroform-1zoamil alkol eklendi.
Vortekdenen tupler 13000rpm ve +4°C’'de 5dk santriflij edilerek Ustteki seffaf faz
yeni bir ependorf tlptne aktarildi.

%70 Etanol’den stpernatanin iki kat hacminde olacak sekilde eklendi kuvvetlice
vorteksenen tipler, 5 oda sicakliginda inklbe edildi.

TUpler +4°C ve 13000rpm’ de 5 dakika santrif(yj edildi, sipernatan atildi.

Pelletin Uzerine %70 Etanol’ den 1ml eklendi. Tupler +4°C ve 13000rpm’de 5 dakika
santrifdlj edildi, sipernatan atilarak pellet kurumaya birakildi.

Pellet 50ul TrisEDTA (pH 8,0) sollsyonu icerisinde ¢Ozuldikten sonra 260 ve
280nm’ de saflik ve konsantrasyon dlgtimleri yapilmistir.

Elde edilen plazmid DNA'’ larinin restriksiyon enzim kesimleri yapil mistir.

Miniprep plazmid DNA izolasyonunda kullamilan solusyonlar ve icerikleri ek’'de

gosterilmistir.
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3.9.1.3 Restrsiksiyon enzim kesimi:

1. Calismada kullamlan pGL3 vektoru 4818 baz cifti uzunlugundadir (Sekil 27).
Restriksiyon enzim kesimi igin 1ug plazmid DNA si ve Xbal enzimi (Fermentas, Fast
digest) kullamlarak 37°C de 1 saatlik inktbasyon ile tek bolgeden kesildi. Enzim
aktivitesini sonlandirmak icin tipler 60°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildhi.
Ornekler %0,8'lik agaroz jelde 100V’ta 1,5 saat yiiriutilerek goruntiilendiler.
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Sekil 27. pGL3 lusiferaz reporter vektori

3.9.1.4 Maksiprep plazmid DNA izolasyonu

Bir gece 6nceden 100pg/ml ampisilin iceren 250ml LB ortaminda sallamali bakteri
inkubatdrinde 37°C’ de ve 160rpm'’ de inklibe edilen bakteri hticreleri 250ml’ lik tupe aktarildi.
Maksiprep plazmid DNA izolasyonu igin *’Invitrogen Hipure Plasmid DNA Purification Kit
(K2100-02)"" kullanild.

1. Hucrelerin  toplanmas:  250ml’lik tupe aktarilan bakteri hucreleri

40009’ de 15dk santrifi)j edildi ve ortam tamamen uzaklastirildi.
2. TUpe 10ml Reslispansiyon tamponu eklendi ve hiicre pelleti homojen bir
hale gelene kadar restispanse edildi.
Huicre stispansiyonu 50ml santrifdjj tipine aktarildi.
Lizis. Hucrelerin Uzerine 10ml Lizis tamponu eklendi. Tup 5 kere ters diiz
edildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkibe edildi.
10ml presipitasyon tamponu eklendi. Tp alt Ust edilerek karistirildh.
9000g’ de 30 dakika santrifiij edildi.
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7. DNA’'nin baglanmasi: Sipernatan daha Onceden denge tamponu ile
muamele edilmis kolona aktarildi. Higbir gi¢ uygulanmadan karisimin
kolondan yer ¢ekimi yardimi ile gegmesi beklendi.

8. Yikama: Kolona 60ml yikama tamponu eklendi. Higbir gi¢ uygulanmadan
karisimin kolondan yer gekimi yardimu ile gegmesi beklendi. Toplama kabi
atildh.

0. Elusyon: Kolon steril bir toplama kabina yerlestirildi. 15ml eliisyon
tamponu kolona eklendi. Hicgbir giic uygulanmadan karisimin kolondan yer
cekimi yardim ile gegmesi beklendi. DNA yer ¢ekimi ile kolondan toplama
kabina indi. Kolon atild.

10. TUpe 10,5ml izopropanol eklendi. Ters diz edilerek iyice karistirildh.

11. Onceden +4°C’ ye ayarlanan sogutmal1 santrifiij ile 9000g de 1 saat santrifijj
edildi. Stpernatan atildi.

12. Yikama: Tupler 5ml %70 Etanol'de resispanse edilir. +4°C'de ve
9000g'de 30 dakika santrifij edildi. Dikkatli bir sekilde slipernatan
uzaklastirildi ve pellet kurutuldu.

13. Kurutulan DNA pelleti 500ul TE tamponu icerisinde restispanse edildi.

14. Elde edilen plazmid DNA’lar1 260 ve280nm’'de saflik ve konsantrasyon
olcuimil yapildi. Ornekler -20°C’ de sakland.

15. Restriksiyon enzim kesimi yapildi.

3.9.1.5 Transfeksiyon:

SK-Hepl hiicreleri 3x10* hiicre/well ekim yapildi. Hiicreler ertesi giin pGL3-luc-580WT,
pGL3-luc-580ChoReA mutant, pGL3-luc-TATA ve normalizasyonun yapilabilmes igin
Renillia (pRLTK) ile transfekte edildi.

Transfeksiyonicin;

1. Transfeksiyon ortaminin hazirlanmasi, Transfeksiyon icin 12 kuyulu hicre koltara

kaplarina, bir kuyu icin 50 pl Optimem, 1 ug DNA olacak sekilde hazirland:.
Uzerlerine 2 pl Fugene (Roche, 04709705001), transfeksiyon reagenti eklendi.
Vortekdenerek 15 dakika inklbe edildi.



2. 1 gin once ekilmis htcrelerin ortami uzaklastirilmadan olusturulan transfeksiyon
ortamindan 50 pl her bir kuyuya eklendi.

3. Transfeksiyondan 24 saat sonra hticrelerin ortami tamamen uzaklastirildi. PBS ile bir
kere yikanan hticrelerin Gzerine hi¢ glukoz igcermeyen %2 FBS'li ortam eklendi. 16
saat glukoz ve serum agliginda kalan htcrelere 22,5mM Glukoz ve 10 pg Heparin
uyarim yapildi.

3.9.1.6 Lusiferaz 6lgumi:
1. Belirtilen slire sonunda hticrelerin ortamlar: tamamen uzaklastirildi. 1X PBS ile iki kere

yikama yapildi.

2. Hucrelerin tzerine 150ul lizis tamponundan eklendi ve 15 dakika sallamal1 karistiricida
hiicrelerin pargalanmasi saglandi ve 1,5ml’ lik ependorflara aktarildi.

3. Ayr1 tuplere 50ul lusiferaz assay tamponu (LARII) eklendi tzerine hiicre lizatindan 20
ul eklendi ve 5 saniye siire ile luminometrik 6lgim yapild.

4. Ependorflara 50 ul *“"Stop Glo’ solusyonundan eklenerek lusiferaz aktivitesi
sonlandirildi ve Renillia aktivitesinin baglamasi saglandi. 5 saniye sire ile luminometrik
Olgtim yapildi.

5. Renillia 6lgumleri ile transfeksiyon etkinligi, BSA protein 6lgimu ile de protein miktar

normalizasyonu yapildh.

Bu caligma Etik Kurul’un 05 Subat 2009 tarih ve 08/03/2009 no.lu toplantisinda;
36/2009 Protokol numarasi ile etik agidan uygun gorulmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodizin iletammlanan TXNIP transkripsiyon degisiminin RT-PCR ile
dogrulanmas

Daha once gerceklestirdigimiz mikrodizin analizlerinde, SK-Hepl hicre dizisinde,
heparin ve HGF nin birlikte oldugu kosulda, sadece heparin olan kosula gbére TXNIP
ifadesinde iki kat azalma oldugu saptanmustir. Mikrodizin verilerinin dogrulanmas: amact ile
SK-Hepl hiicre dizisinde, heparinin tek basina ve HGF ile birlikte uygulanmasinin TXNIP
transkripsiyonunu nasil etkiledigi incelenmistir. Sekil 28 de goruldigl gibi Heparinin tek
basina oldugu kosullara gore HGF ile birlikte oldugu kosullarda TXNIP transkripsiyonu
baskilanmaktadir. Bu sonug mikrodizin verilerini dogrulamaktadir.

HeparintHGF

Heparin

TXNIP | —

RPLAL W —

Sekil 28. Heparin ve HGF uygulamasimn TXNIP transkripsiyonuna olan etkisi

4.2 Heparin veya HGF uygulamasimin TXNIP ekspresyonuna etkis

SK-Hepl hicre dizisinde mikrodizin verilerinin dogrulanmasi sonrasinda Heparin ve
HGF uygulamasinin TXNIP ekpresyonu Uzerine olan etkileri sirasiyla doz ve zaman bagimli
olarak incelendi.

4.2.1 Heparin uygulamasinin TXNIP ekspresyonuna etkis

Heparinin farkli dozlarinin TXNIP transkripsiyonu Uzerindeki etkisini inceleyebilmek
icin SK-Hepl hucrelerine 1, 10, 100, 1000pug/ml heparin uyarimi yapildi. Ayrica heparin
uyarimindan sonra gegen stirenin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisinin anlasilabilmesi icin
0, 15dk, 30dk, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h strelerle heparin uyarim: yapild.
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4.2.1.1 Heparin dozunun etkis TXNIP ekspresyonuna etkis

a-Transkripsiyon dizeyinde

Tek basina heparin uygulamas: yapildiginda, TXNIP transkripsiyonu heparin dozuna
bagiml1 olarak artmaktadir. Artis 1ug/ml ile baglamakta 10 ve 100 pug/ml olan kosullarda en
yuksek dizeye ulasmakta 1000 pg/ml kosulunda heparinin diger dozlarina kiyasla
azalmaktadir (Sekil 29).

Heparin(ugml) 0 1 10 100 1000

TXNIP

RPL41
T R

Sekil 29. Farkli heparin dozlarinin TXNIP transkripsiyonuna etkisi
b. Protein diizeyinde
Transkripsiyon dizeyinde Heparin uyarim ile artan TXNIP ekspresyonunun, protein

duzeyindeki degisimi western blot yontemi ile incelenmistir (Sekil 30)

Heparin (ng/mL) O 1 10 100

TXNIP

Sekil 30. Farkl: heparin dozlarinin TXNIP ekspresyonuna etkisi

Sekilde goruldigl gibi Heparin doz bagimli olarak TXNIP in protein dizeyindeki
ekpresyonunu arttirmaktadir. Artis transkripsiyon diizeyine benzer bir sekilde, 1ug heparin
dozu ile baslamaktadir. 10ug'da ise TXNIP ekspresyonu en yuksek dizeye ulasmakta,
100ug'dan sonra ise diger heparin dozlarina kiyasla diismeye baslamaktadir.
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4.2.1.2. Heparin uygulamasindan sonra gegen stirenin TXNIP transkripsiyonuna etkis

SK-Hepl hiicre dizisinde heparin uyarimindan sonra gegen stirenin TXNIP transkripsiyonuna
olan etkisini inceleyebilmek icin 10ug heparin dozu kullamlmustir. Sekilde goraldugl gibi
heparin uyarimi zamana bagl1 olarak TXNIP transkripsiyonunu arttirmaktadir. Artis 5. dakika
ile baglamakta, 16. saate kadar artarak slrmektedir. 24. saatte ise bazal diizeye gerilemektedir
(Sekil 31).

Zaman 0 S 300 2h 4h 8h 16h  24h

RPL 41 A G . O —

Sekil 31. Heparin uyarimindan sonra gegen strenin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisi

4.2.2 HGF uygulamasinin TXNIP transkripsiyonuna etkis

HGF nin farkli dozlarinin TXNIP transkrispsiyonu Uzerindeki etkisini inceleyebilmek
icin SK-Hepl hicrelerine 5, 10, 20, 40 ng/ul HGF uyarimi yapildi. Ayrica HGF uyarimindan
sonra gegen surenin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisinin anlasilabilmesi igin 0, 15dk,
60dk, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h HGF uyarim yapildh.

4.2.2.1-HGF’nin farkl: dozZarinin TXNIP transkripsiyonuna etkis

SK-Hepl hiicre dizisinde doz bagimli HGF uyariminin TXNIP transkripsiyonuna olan
etkisinin anlasilabilmesi igin 5, 10, 20 ve 40ng HGF dozlar1 kullanimistir (Sekil 32).

HGF (ng/ml) 0 5 10 20 40

TXNIP | s s S S

RPLAL | " S S S —

Sekil 32. Doz bagimli HGF uygulamasimin TXNIP transkripsiyonu tzerine olan etkisi
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TXNIP transkripsiyonu 5ng HGF dozu ile etkilenmemektedir. HGF nin 10ng ve 20ng dozlar:
ile artmaya baslamakta, 40ng dozu ise bazal kosula kiyasla azaldig1 gbzlenmistir.

4.2.2.2 HGF uygulamasndan sonra gegen sirenin TXNIP transkripsiyonuna etkis

HGF nin 10ng/ml dozu ile tek basina uygulandiginda, TXNIP transkripsiyonunun,
HGF uyarimindan sonraki 15. dakikadan itibaren artmaya basladig1 ve artisin 8. saate kadar
artarak sirdigi, 16. saatten sonra azalmaya basladig: belirlenmistir (Sekil 33).

HGF(longml) 0 15 60 2h 4h  8h 16h 24h

TXNIP B e s e R

RPL41 . . . . R S ——

Sekil 33. HGF uygulamasindan sonra gegen stirenin TXNIP transkripsiyonuna etkisi.

4.3. Heparin ve HGF nin bir arada uygulanmasinin TXNIP ekspresyonuna etkis

Mikrodizin verilerinde elde edilen yanitta oldugu gibi Heparin ve HGF nin birlikte
bulunmasi durumunda, heparin tarafindan artirilan TXNIP ifadesi hem transkript olarak hem
protein diizeyinde baskilanmaktadir (Sekil 34).

a. Transkripsiyon duizeyinde

HGF (10ng/ml) - - - . - + + + + +

Heparin (ug/ml) - 1 10 100 1000 - 1 10 100 1000

R i i ——

Sekil 34. Heparin ile HGF nin birlikte kullaniminin TXNIP transkripsiyonuna etkisi.
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Sekilde goruldugt gibi, tek basina heparinin, 1 ve 10 pg/ml dozlar
uygulandiginda TXNIP transkripsiyonunda G¢ kathik bir artis olmaktadir. 100ug heparin
dozunda ise TXNIP transkripsiyonu azalmakta, 1000ug/mL dozunda ise bazale yakin bir
diizeye gerilemektedir.

HGF uyarimi da TXNIP transkripsiyonunu yaklasik 2 kat arttirmaktadir. Ancak
heparin ve HGF birlikte bulundugunda, Heparin tarafindan uyarilan doz bagimli olarak
TXNIP transkripsiyonu baskilanmaktadir (Sekil 35).

b. Protein diizeyinde

HGF(10ng/ml) - - - - + + + +
Heparin(ug/ml) - 1 10 100 - 1 10 100

Sekil 35. Heparin ve HGF nin birlikte uygulanmasinin TXNIP ekspresyonuna etkisi
Tek basina Heparin veya HGF uygulamasi TXNIP ekspresyonunu arttirmaktadir. Heparin ve

HGF bir arada iken Heparin tarafindan uyarilan TXNIP ekspresyonu 10 ng/ml lik heparin
uygulamasini takiben doz bagimli olarak azalmaktadir.
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4.4 cM et aktivasyonununun veya inhibisyonunun TXNIP ekspresyonuna etkis
Heparin ve HGF tarafindan uyarilan TXNIP ekspresyonu artisinin cM et aracilikli olup

olmadigini anlamak amaciyla yolaginin HGF ile aktive edildigi veya cMet inhibitord ile
baskilandig1 kosullarda TXNIP ekspresyonundaki degisim incelenmistir (Sekil 36).

HGF(10ng/ml) - + + + +
Su11274 (nM/ml) - - 250 2500 5000

Txnip

pM et

cMet

Comassie

Sekil 36. cMet yolaginin HGF tarafindan aktivasyonunun veya cMet inhibitori
Sul1274 tarafindan baskilanmasimin TXNIP ekspresyonuna etkisi

HGF uyarimi ile cMet yolag: aktive edildiginde cMet fosforilasyonundaki artisa
paralel olarak, TXNIP ekspresyonunun arttigi, cMet aktivasyonunu spesifik olarak inhibe
eden bir molekil olan Sul1274 ile cMet fosforilasyonunun bloklandig: kosullarda ise TXNIP
ekspresyonunun baskilandigr gordlmektedir. Ayrica HGF uyarimina bagli olarak cMet
ekpresyonunun baskilandigi, cMet aktivasyonu Sull274 ile baskilandiginda ise cMet

ekspresyonunun arttigi gozlenmistir.
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4.5 cMET’in altindaki sinyal molektllerinin TXNIP ile olan iligkis
cMet aktivasyonu ile TXNIP ekspresyonunu artmakta, inhibisyonu ile

baskilanmaktadir. Bu artisin / baskilanmamin hangi mekanizma ile oldugunu belirlemek
amaciyla ekspresyonu HGF/cMET sinyal ileti yolag: ile dizenlenen PTEN, AKT, FoxOl,
p42, p44 MAPK gibi alt sinyal molekilt elemanlar: incelendi (Sekil 37).

HGF(10ng/ml) - + + + o+
Sul11274 (nM/ml) - - 250 2500 5000
Pten

Akt

p42
p44

Commase

Sekil 37. cMET inhibisyonunun alt sinyal molekil elemanlar: Gzerine olan etkisi

HGF uyarimina bagli cMet aktivasyonu ile paralel olarak Pten, pAkt ve p42, p44
Mapk miktarlarimin arttigi, bu veri ile uyumlu bir sekilde FoxOl1l nun inaktive edici
fosforilasyonunun da arttig1 belirlenmistir. cMET’ e spesifik bir inhibitor kullamldiginda ise
Pten, Akt ve p42, p44 Mapk kinaz aktivasyonu ve FoxO1 inaktivasyonu baskilanmaktadir. Bu
veriler Heparin ve HGF araciliklit TXNIP ekspresyon degisimlerinde cMet reseptorinin
aktivasyonunun 6nemli oldugunu, TXNIP ekspresyonununun cMet in aktivasyonu sonrasinda
Akt ve MAPK aracilikli olarak diizenlendigini gostermektedir.
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4.6 Heparinin bazal ve HGF tarafindan uyarilan cM et fosforilasyonuna etkis

Bu veriler dogrultusunda TXNIP ekspresyonundaki artisin heparin aracilikli cMet
uyarim ile gerceklesip gerceklesmedigi hipotezi test edildiginde, heparinin tek basina 1 ve
100ug/mL uyarimina bagli olarak cMet aktivasyonunun arttigi gozlenmistir. (Sekil 38).

Heparin (ng/ml) - 1 10 100

Sekil 38. Doz bagimli heparin uygulamasinmn cMet fosforilasyonu tGizerine olan etkisi

Heparinin cMet in asagi yondeki hedef molekilleri olan Akt, Map kinaz
aktivasyonuna etkisi degerlendirildiginde heparinin bazal Akt fosforilasyonunu baskilachgi,
buna karsin p42, p44 MAPK kinaz yolagin aktive ettigi belirlendi (Sekil 39). Bu veri
Heparinin tek basina oldugu kosullarda ve HGF ile birlikte oldugu kosullarda TXNIP
ekspresyonunu farkli mekanizmalar ile etkiledigini distndirmektedir. Heparin tek basina
iken p42, 44 MAPK ve Akt sinyal ileti yolag: Gzerinden diizenleniyor olabilir.
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Heparin (ng/mL) 0 1 10 100

TXNIP

pAkt

Akt

Pten

pFoxO1

Comassie

Sekil 39. Heparinin cMET in alt sinyal molekilleri Gzerine olan etkisi

Bu dogrultuda Heparinin HGF tarafindan uyarilan TXNIP ekspresyon artisin
baskiladigi da g6z Onine alinarak, HGF uyarimi varliginda cMet fosforilasyonununun ve
Akt, PTEN, p42, 44 MAPK gibi yolaginin alt yoniinde yer alan molekdillerin heparinden nasil
etkilendikleri incelendi (Sekil 40).



HGF(10ng/ml) - + + + +
Heparin(ug/ml)

pM et

Txnip

pAkt

Akt

Pten

pFoxO1

Comassie

Sekil 40. Heparin ve HGF nin birlikte olmasi durumunda TXNIP ve alt sinyal molekullerinin
degisimi

Sonuclarimiz Heparin varliginda HGF tarafindan uyarilan cMet fosforilasyonunun ve asagi
yondeki sinyal ileti molekilleri olan Akt ve MAP kinazin aktive edici ve FoxOLl in inhibe
edici fosforilasyonunun azaldigim gostermektedir. Bu veriler dogrultusunda Heparinin HGF
varliginda ve yoklugunda TXNIP ekspresyonuna etkisinin farkli oldugunu distndirmektedir.
Onerdigimiz mekanizmalar ise sekil 41, 42 ve 43 de gosterilmistir.
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4.6 Heparin ve Glukoz uygulamasmin TXNIP transkripsiyonel aktivites Uizerine olan
etkis

Heparin uygulamasina bagli olarak TXNIP ekpresyonundaki artisin TXNIP promotor
bdlgesinde bulunan ChoRE aracilikli olup olmadiginin anlasilabilmesi igin TXNIP-ChoRE-
Lusiferaz deneyi yapildi. SK-Hep hiicre dizisine ChoRE igeren vektor transfekte edildi,
225mM Glukoz ve 10ug Heparin uyarimi yapildi. Deney sistemi igerisinde glukoz
uyarimina bagli olarak elde edilen sonug pozitif kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 41).
10ug Heparin uyarimi TXNIP in ChoRE aracilikli transkripsiyonel aktivitesinde 2,5 katlik bir
artisa sebep oldu. (Sekil 41).

a. Glukoz uyarimina bagh olarak
Glukoz uyarimi zamana bagli olarak TXNIP in ChoRE aracilikli transkripsiyonel
aktivitesini arttirmaktadir. Artis 2. saatte baslamakta ve 24. saate kadar stirmektedir.

14

12
10
8
4
. N
o - |
4h 8h 16h 24h

0 Glu+ 580 WT 2h
bazal

ChoRE aracilikli transkripsiyonel aktivite
()]

Sekil 41. Glukoz uyariminin ChoRE aracilikli TXNIP transkripsiyonel aktivitesi tizerine
olan etkisi
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b. Heparin uyarimina bagh olarak

Glukoz uyarimi zamana bagli olarak TXNIP in ChoRE aracilikli transkripsiyonel
aktivitesini arttirmaktadir. Sekil 42'de gozlendigi gibi artisin 2. saatte basladigi ve 16.
saate kadar slirdugu, 24. sastte ise azalmaya basladigi gozlenmektedir (Sekil 42).

ChoRE aracilikli transkripsiyonel

N

w
(63}
I

aktivite

2
1,5
1
05 .
o/ HE HE |
0 2h 4h 8h 16h 24h

Hep+ 580 WT
bazal

Sekil 42. Heparin uyariminin ChoRE aracilikli TXNIP transkripsiyonel aktivitesi Uzerine

olan etkisi
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A. Heparin tek basinaiken,

Heparin uygulamast cMET’in pTyr1334-1335'in fosforilasyonunu saglamaktadir.
Bununla uyumlu olarak p42, p44 MAPK sinyal ileti molekillerinin fosforilasyonunun da
artmaktadir. Buna karsin Akt fosforilasyonunun ve FOXOY'in inhibe edici fosforilasyonunun
baskilanmasi, sadece heparin oldugu durumda TXNIP ekspresyonundaki artisin MAPK ve
Akt sinyal ileti yolag Gzerinden oldugunu distndirmektedir (Sekil 43).

Heparin

Tyr 13341335

Sekil 43. Heparinin TXNIP ve alt sinyal molekilleri Gzerine olan etkisi
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Heparin  uyarimina bagli  olarak  TXNIP  ekpresyonunundaki  artisin
aciklanabilecegi diger bir mekanizma ise, TXNIP' in promotor bdlgesinde bulunan ChoRE'ye
baglanabilecegidir. (Sekil 44). Heparin uyarimi karbohidrat yamit eleman varliginda TXNIP
transkripsiyonel  aktivitesini  arttrmaktadir. Dolayisi ile heparin tarafindan TXNIP
ekpresyonundaki artis ChoRE aracilikli olabilir (Sekil 44).

Heparin

l

TXNIP geni
—  ICACGAG ICACGAG | |

S -
e

ChoRE
Sekil 44. Heparinin TXNIP transkripsiyonel aktivites tzerine olan etkisi
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B. HGF tek basinaiken,

HGF uyarimina bagli olarak cMet fosforilasyonu besinci dakikadan baslayarak
uyariimakta, cMet aktivasyonuna paralel olarak Akt sinyal ileti yolag: ve p42 ,p44 MAPK
sinyal ileti yolagimn aktive olmaktadir. Ayrica FoxOl1'in inhibe edici fosforilasyonu da
artmaktadir. Buna bagli olarak TXNIP ekspresyonu MAPK aracilikli olarak artmaktadir
(Sekil 44).

HGF

Tyr 1334-1335

Sekil 45. HGF nin TXNIP ve alt sinyal molekilleri Gzerine olan etkisi
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C. Heparin ve HGF birlikte iken,

Ortamda Heparin ve HGF birlikte bulundugunda ise, heparin HGF nin
reseptorune baglanmasini engelleyerek, cMet aktivasyonu engelliyor olabilir. Dolayisiyla Akt,
MAPK aktivasyonu ve FOXO1'in inhibe edici fosforilasyonu baskilamyor olabilir. Sonug
olarak TXNIP ekpresyonunun baskilanmasi da cMet, Akt ve MAPK aktivasyonunun

gerceklesmemesinden kaynaklaniyor olabilir (Sekil 43).

Sekil 46. HGF ve Heparin birlikte iken TXNIP ekpresyonundaki degisim
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4.6 Farklhh HCC Hicredizilerinde TXNIP ekspresyon dizeylerinin incelenmes

TXNIP transkripsiyonundaki bu degisimlerin HCC gelisimindeki roltnin belirlenmesi
amaci ile SNU-475, SNU-182, SNU-423, SNU-387, Huh-7, HepG2, Hep3B, Mahlavu, SK-
Hepl, SNU-398, SNU-449 ve PLC/PRF-5 HCC hicre dizilerinde TXNIP ekspresyonu
incelenmistir.

TXNIP ifadesi hicrelerin diferansiyasyon durumuna gore bir segilim gdstermistir.
Sekil 43 de goriildugii gibi TXNIP mRNA diizeyi Huh7, PLC/RF5, Hep3B gibi epitelyal
fenotip gosteren hicrelerde, SNU-423, SNU-475 ve Mahlavu gibi mezensimal fenotip
sergileyen hiicre dizilerine kiyasla daha dusik diizeydedir (Sekil 44).

HCC hicre dizilerinde TXNIP ifadesi western blot yontemi ile incelendiginde
epitelyal fenotip gosteren Huh7, Hep3B, PLC/RF5, Snu398 gibi hiicre dizilerinde hemen hi¢
TXNIP proteini saptanmazken, , SNU-182, SNU-387, Snu423, SNU-475 gibi mezensimal
fenotip gosteren hiicre dizilerinde TXNIP protein dizeyinin yiuksek oldugu belirlenmistir
(Sekil 45). Daha oOnceki calismalarimizda elde edilen HCC'ye spesifik diferansiyasyon
belirtecleri ile karsilastirildiginda, fetal hepatosit belirteci olan AFP ve epitelyal belirtecler
olan HNF4a HNF1la, E-kaderin ekspresyonlarinin genelde yiksek oldugu, hiicre dizilerinde
TXNIP ekspresyonu disuk, Vimentin, Twistl, Snail gibi mezensimal belirteclerin
ekspresyonlarimin yuksek oldugu hicre dizilerinde TXNIP ifadesininde yuksek oldugu
gbzlenmistir (Tablo 11)

a. Transkripsiyon duizeyinde

Huh?
HepG2
Hep3B
PLC/ PRF5
SNU-398
SNU-387
SNU-449
SK-Hep1

' SNU-475
' Mahlavu

i

' SNU-182
' SNU-423

e R O R R R R R . s . .

Sekil 47. HCC hiicre dizilerinde TXNIP in mRNA dizeyi
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b. Protein diizeyinde
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Sekil 48. HCC hiicre dizilerinde TXNIP in protein duizeyi

Smdl3
Srndd

A
SE-Llepl

Sl

Edaldavu

J

Tablo 5. HCC hiicre dizileri ve diferansiasyon durumlarini tayin eden belirtecler'®

Hicre Diferansiasyon TXNIP HNFla E- Vimentin Snail
dizileri durumu ekspresyonu Kaderin

Huh?7 fyi Y ok Yiksek | Yiksek Dustk Dustk
HepG2 fyi Y ok Yiksek | Yiksek Dustk Dustk
Hep3B fyi Y ok Yiksek | Yiksek Dustk Dustk
PLC/PRF5 Iyi Y ok Y Uksek Y Uksek Dusk Dusik
SNU-398 lyi Yok Dusuk Distk Y Uiksek Y Uiksek
SNU-182 Kot Var Dusuk Dusuk Y Uksek Y Uiksek
Snu-387 Kol Var Dusuk Dusuk Y Uiksek Y Uiksek
SNU-423 Kol Var Dusuk Dusuk Y Uksek Y Uksek
SNU-449 Kol Yok Dusuk Dusuk Y Uiksek Y Uiksek
SNU-475 Kol Var Dusuk Dusuk Y Uksek Y Uksek
SK-Hep1 K otu Az Dustk Dustk Y Uiksek Y Uiksek
Mahlavu Kot Az Dusuk Distk Y Uiksek Y Uiksek
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5. TARTISMA

Hepatoselller karsinom gelisiminde, HCV, HBV enfeksiyonu, asir1 alkol tuketimi,
diyabet ve karaciger yaglanmas: gibi metabolik bozukluklar temelinde ortaya ¢ikan kronik
karaciger hasar1 6nemlidir*?®. Risk faktorlerine maruz kalma durumunda gelisen net sonuc
insiilin direnci ve oksidatif stresin tetiklenmesidir’. Bu durumda karacigerde serbest radikal
artisgina bagli sirotik bir zemin olusmaktadir. Hepatositler hasar gormekte, nekroz ile
rejenerasyonun tekrarlayan donguleri arasinda inflamatuar yanitlar gelismektedir. Karaciger
Kupffer hiucrelerinin aktivasyonu ile kemokin ve sitokinlerin salimimi artmakta, lenfositler
hasar goren karacigere sizmaktadir. Hepatik stellat huicrelerinin aktivasyonu ile kollajen gibi
hiicre dis1 matris elemanlarinin sentezi artmakta ve fibroz siireci gelismektedir®. Serbest
radikal hasarina bagli olarak ortaya gikan mitokondri hasari, kontrolsiiz prolifere olan
hicrelere yeterli besin ve enerji saglanamamasina yol agmaktadir. Hicrelerin bir kismi p38
MAPK, JNK/SAPK gibi sinyal yolaklarimin aktive olmasi ile apoptotik yanit gelistirmekte,
bir kismn sag kalimin saglanmasi icin HGF/cMET, PI3k-Akt, MAPK ve gibi sinyal ileti
yolaklarini aktive etmeye calismaktadir™®. Ancak birbirine tam karsit olan bu iki biyolojik
yanitin diizenlenmesinde rol oynayan molektiller ve mekanizma tam olarak anlasilamamustir.

Heparin ve ayni ailede yer alan heparan silfatlar benzer yapisal Uniteleri iceren

glikozaminoglikandir'®*.

Heparin mast hicrelerinden Uretilen bir antikoagtlandir, heparan
siilfatla (HS) ise hemen tiim hiicreler tarafindan retilirler’®'%, Heparininin ana yapisal
Uniteleri HS'larin protein baglama dizilerine benzer. Heparin ve HS lar antitrombin ve doku
plazminojen aktivatorlerinin yam sira, FGF, HGF gibi blytme faktorlerine ve reseptorlerine,
laminin, kollajen, fibronektin gibi ECM glikoproteinlerine baglanarak bu molekullerin

olusturduklar: biyolojik yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir®**

. Son yillarda
hicrelerde oksidatif strese karsi olusturulan yamitlarin dizenlenmesinde de rol oynadiklar:
tammlanmustir'®1%*° Heparin, HGF varyant: olan NK1'a baglanir ve ortamda heparin
bulunmasi durumunda NK1 tarafindan olusturulan yanitin artmasina sebep olur'. Heparinin
c-Met reseptor tirozin kinazin sema bolgesine, HGF nin ise N bolgesine baglandigini gosteren
calismalar bulunmaktadir®. Ancak bu fiziksel birlikteligin HGF/SF-c-Met sinyal yolaginin
aktivasyonunda nasil bir rol aldigi tammmlanmamistir. Heparin ve HS larin HGF/SF sinyal
yolagina etkisi hticre tipine gore degisiklik gostermektedir. MDCK, keratinosit, myeloblast ve
gastrik karsinoma hiicre dizilerinde heparin uygulamasimin cMet yolagini aktive ettigi ve
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cMet aracilikli biyolojik yanitlar igin 6nemli oldugu gosterilmistir. Ancak HCC hicrelerinde
genelde apoptozu tetikledigi distnilmektedir.

Daha once yaptigimiz ¢caligmalarda ortama heparin eklendiginde HCC hicrelerinin
HGF tarafindan uyarilan hiicre adhezyonu, proliferasyonu ve motilitesinin baskilandigim
gozledik. HCC hicrelerinde HGF tarafindan uyarilan biyolojik yanitlarin heparinden nasil
etkiledigini inceleyebilmek icin, SK-Hepl HCC hiicre dizisinde Heparin ve HeparintHGF
kosullarindan elde edilen RNA'lar ile mikrodizin ¢alismasi yapildi ve ekspresyonu anlamli
dizeyde degisen genlerin biyoinformatik analizi sonrasinda hiicresel metabolizmanin
duzenlenmesinde anahtar gorev oynayan TXNIPin HGF/heparin aracilikli biyolojik
yanitlarin diizenlenmesinde rolt incelendi.

TXNIP baskin olarak sitoplazma ve mitokondride lokalizedir. Serum starvasyonu,
yuksek glukoz ve oksidatif strese bagli olarak ekspresyonu artmakta, apoptoz ve hiicre
dongusi gibi yanitlarin diizenlenmesinde rol almaktadir.

Mikrodizin ¢aligmasindaki veriye paralel olarak RT-PCR ile TXNIP' in, HeparintHGF
olan kosulda sadece heparin olan kosula kiyasla azaldigi dogrulandi (Sekil 28). HGF ve
Heparinin birlikte ve ayr1 ayri TXNIP ekpresyonu Uzerine olan etkisi incelendiginde ise,
Heparinin 1ug lik dozdan baslayarak TXNIP ekspresyonunda artisa neden oldugu saptand: .
Benzer bir sekilde HGF uyariminin da TXNIP ekspresyonunu artirdigi, buna karsin HGF ve
Heparin birlikte iken heparin tarafindan uyarilan TXNIP ekspesyonunun baskilandigi
belirlendi

Literatirde TXNIP ekpresyonunun, HGF veya Heparin uyarimina bagli olarak

degistigi daha 6nce tammlanmamistir. Chen ve arkadaslarinin®*?

2008 yilinda yayinladig: bir
calismada retinal pigment hiicrelerine oksidatif stresi uyaran bir lipid olan seramid muamelesi
yapildiginda TXNIP ekpresyonunun arttigi ve olusan apoptotik yamtin HGF/cCMET sinyal
yolag1 aracilikli olarak kismen geri dondurilebileceginden bahsedilmistir. Calismada bu
mekanizmanin  hiicre igerisindeki  antioksidan sistemin  tetiklenmesi  ile oldugu
dustnulmektedir. Ancak calisma HGF nin TXNIP'i nasil etkiledigi agiklamamaktadir.
Heparinin TXNIP ekspresyonunu hangi mekanizma ile arttirdigi hakkinda ise birkag
hipotez kurulabilir. Bunlardan ilki heparinin cMET e baglarak HGF/cMet yolagint aktifliyor
olabilecegidir. . Bu hipotezin test edilebilmesi amaci ile dnce Heparinin cMET yolagim aktive
edip etmedigi heparinin cMet fosforilasyonunu aktive edip etmedigi test edilerek incelendi.

Bu deney sonunda heparinin doz bagimli olarak cMet fosforilasyonunu artirdigim
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saptadigimizda, bunun tam tersi bir yaklasimin sonuclarinin ne olacagimi inceledik. Bunun
icin cMet aktivasyonunu spesifik olarak inhibe eden bir inhibitor kullanarak cMet
aktivasyonunu blokladik. cMet aktivasyonu bloklandiginda cMET fosforilasyonu ile uyumlu
bir sekilde baskilandini saptadik. Bu veri TXNIP ekpresyonunun diizenlenmesinde
HGF/cMET sinyal ileti yolagimin 6nemli oldugu hipotezimizi destekledi.

cMet aktivasyonu ile TXNIP ekspresyonunu arttigini, inhibisyonu ile
baskilandigini gozlemledikten sonra bu artisin / baskilanmanin hangi mekanizma ile oldugunu
belirlemek amaciyla PTEN, AKT, FoxOl, p42, p44 MAPK gibi alt sinyal molekilu
elemanlart incelendi. HGF/cMET sinyal ileti yolag: baskilandiginda Akt fosforilasyonu,
FoxOl'in inhibe edici fosforilasyonunun baskilandigi gozlenmistir. Dolayisi ile TXNIP
ekpresyonunun PI3K/Akt ve p42, 44 MAPK sinyal ileti yolag1 Uzerinden olabilecegi
diistinilmiistir. Aoki ve arkadaslarimin™® yaptigi calisma, Akt'in aktif formunun FoxO1'i
inhibe ettigi yontndedir. Elde ettigimiz veri literatir bilgisi ile tamamen uyumludur. cMET
inhibisyonuna bagl: olarak Akt fosforilasyonu ve FoxO1l'in ise inhibe edici fosforilasyonu
azalmistir. Ancak, literatiirde bir transkripsiyon faktori olan ve p38 MAPK sinyal ileti yolag:
tarafindan reglle edilen FoxOl'in TXNIP promotoruna baglandigi ve aktivasyonunu

sagladign tammlanmustir™

. Calismamizda elde ettigimiz veri, cMET inhibisyonu ile Akt
fosforilasyonu ve FoxOl'in inhibe formunun azalmasina ragmen TXNIP ekpresyonunun
artmadigin gostermistir. Dolayisi ile bu elde ettigimiz veri literatOr bilgisine terstir ve TXNIP
ekpresyonunun PI3K/Akt sinyal ileti yolagi Uzerinden degil de baska bir mekanizma
tarafindan dizenlendigini dustndirmektedir.

HGF/cMET yolagimn alt yonunde olan diger bir sinyal yolagida p42, 44 MAPK
yolagidir. Elde ettigimiz verilerde cMET inhibisyonuna bagli olarak p42, p44 MAPK
fosforilasyonlar: da TXNIP e benzer sekilde azalmaktadir. Bu veriler TXNIP ekpresyonunun
duzenlenmesinde cMET aktivasyonu aracilikli p42,44 vyolagimin etkili  oldugunu
diistindirmektedir. Zeigler ve arkadaslarinin®™ yaptigi calismada, HGF tarafindan uyarilan
keratinosit hiicrelerinde ERK1/2 ekpresyonun arttigi ve hiicrelerin daha hareketli ve invazif
bir karakter kazandigi bildirilmistir. Motilite ve invazyonun, MMP-9 ekpresyonu artisi ile
oldugu sdylenmekte ve ERK1/2 ve JINK ekpresyonunun bu sirecte onemli oldugu
bildirilmektedir. Epitelyal-mezengimal doniusum slrecinde de cMET tarafindan uyarilan
ERK1/2 MAPK ekpresyonunun artist 6nemlidir. LiteratUr bilgisine gére TXNIP hiicresel
oksidatif stresi arttirmaktadir ve apoptotik yanitin gelismesini saglamaktadir. EK ¢alismamiz
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kapsaminda, SK-Hepl hicre dizisine yiksek glukoz ve hipoks ile hipoksi sonrasi
reoksijenizasyon muamelesi yapilmistir. Ancak 24 saatlik sirecte kaltirdeki hicrelerin
morfolojik olarak apoptoza girdigini gosteren herhangi bir degisiklik saptanmamustir. SK-
Hepl hicre dizisi epitelyal fenotip igin belirteg olan E-kaderini hi¢ ekprese etmemekte,
mezensimal fenotip belirteci olan Vimentin'i ise yuksek diizeyde ekprese etmektedir, bazal
motilite ve invazyon orant yuksek olan bir hiicre dizisidir. Dolayisi ile bu elde ettigimiz
veriler dogrultusunda, TXNIP ekpresyonunun artist apoptotik yamti uyarmiyor ise p42, p44
MAPK sinyal yolag: aracilikli olarak hicrelerin direngli, ve invazif bir fenotipe sahip
olmasim sagliyor olabilir. Bu hipotezi test etmek igcin HCC hicre dizilerinde TXNIP
ekspresyon dizeyleri ile fenotipleri arasinda bir iliski olup olmadigim western blot yontemi
ile inceledik. Epitelyal fenotip gosteren, bazal motilite ve invazyon oram dusik Huh?,
Hep3B, PLC/RF5, Snu398 gibi hticre dizilerinde hemen hi¢ TXNIP proteini saptanmazken,
SNU-182, SNU-387, Snu423, SNU-475 gibi mezensimal fenotip gosteren, bazal motilite ve
invazyon oram Yyiksek hicre dizilerinde TXNIP protein dizeyinin yiksek oldugu
belirlenmistir. Bu veri hipotezimizi desteklemektedir. TXNIP in hepatokarsinogenez
strecindeki rolUini saptamaya yonelik calismalarimizin HCC |i ve sirozlu hastalardaki
TXNIP ekspresyon duzeyis degisimlerinin normal karaciger dokusu ve birbirleri ile
karsilastirilmasina yonelik IHC analizleri ile devam etmesi planlanmustir.

Elde edilen veriler dogrultusunda heparin tarafindan uyarilan TXNIP
ekpresyonundaki artisin, heparin aracilikli HGF/cMET sinyal ileti yolagi aktivasyonu ile
gerceklestigini, heparin uygulamasinin cMET fosforilasyonunu arttigim gostermistir. Sakata
ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya™ gére heparin cMET ve HGF/SF arasindaki iliskinin
saglanmast icin gerekli degildir, ancak ortamda bulundugunda cMET’in reseptor
dimerizasyonu saglanmakta ve mitojenik potansiyelini arttrmaktadir. Elde ettigimiz veri bu
calismay1 destekler niteliktedir. Heparinin cMET in alt yonundeki sinyal ileti molekilleri
Uzerine olan etkisinin anlasilabilmesi icin yaptigimiz ¢calismada ise, Akt fosforilasyonunun ve
FoxOl1'in inhibe edici fosforilasyonunun azaldigi gozlenirken, p42, p44 fosforilasyonu ve
PTEN ekpresyonu TXNIP ekpresyonuna benzer bir sekilde artrustir. Heparinin TXNIP
ekpresyonu Uzerine etkisi i¢in Onerilen hipotezimiz,

1. Heparin uygulamast cMET’in pTyr1334-1335'in fosforilasyonunu saglamaktadir.
2. Bununla uyumlu olarak p42, p44 MAPK sinyal ileti molekullerinin fosforilasyonu
artmaktadr,
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3. Buna karsin Akt fosforilasyonunun ve FOXOZX'in inhibe edici fosforilasyonu
baskilanmaktadir. FoxO1'in aktive formu artmaktadir.

Dolayisi ile sadece heparin oldugu durumda TXNIP ekspresyonunu cMet aracilikls,

MAPK aracilikli ve Akt aracilikli olarak artirmaktadir.

HGF uyarimi ise 10ng dozunda TXNIP transkripsiyonunu arttirmaktadir. Artis 8.
saate kadar sirmektedir. HGF uyarimina bagli olarak cMet fosforilasyonu besinci
dakikadan baslayarak uyarilmakta, cMet aktivasyonuna paralel olarak Akt sinyal ileti
yolag1 ve p42, p44 MAPK sinyal ileti yolagimn aktive olmaktadir. Ayrica FoxOl1'in
inhibe edici fosforilasyonu da artmaktadir. Buna bagli olarak TXNIP ekspresyonu MAPK
aracilikli olarak artmaktadir. HGF nin TXNIP ekpresyonu Uzerine etkisi igin Onerilen
hipotezimiz,

1. HGF uygulamasi cMET’in

2. Bununla uyumlu olarak Akt fosforilasyonu ve FoxO'in inhibe edici fosforilasyonu
artmaktadr.

3. Ayricap42,44 MAPK fosforilasyonu artmaktadr.

Dolayisi ile sadece HGF oldugu durumda TXNIP ekspresyonunu cMet aracilikli,
MAPK aracilikli olarak artirmaktadir.

Tumor bdlgesinde ve cevresinde genel olarak bir stres durumu hakimdir®. Li ve
arkadaslarinin’ yaptigi calismada HGF' nin oksidatif strese kars: koruyucu rol oynadigi
tanimlanmistir. Eger siireg bdyle ise HGF/CMET sinyal ileti yolagimin aktivasyonunun,
TXNIP aracilikli artan oksidatif stres hasarina karsi hiicrelerin sag kalim Gzerinde 6nemli
olabilecegini diusundurmektedir. Aym zamanda TXNIP hicre igerisine glukoz alinimin:
engellemekte, hiicrelerin besin ve enerji ihtiyacim kisitlamaktadir. Perdomo ve arkadaslarinin
yaptigi calismada HGF nin ise glukoz transporterlerinin ekpresyonlarim arttircigir ve
glukozun hicre icerisine alinmasimi sagladigini gostermislerdir. Tum bu literatlr bilgisi
hipotezimizi desteklemektedir. Bununla birlikte HIFla aktivasyonu da cMET Uzerinden
oldugunda, hiicreler oksidatif strese kars: daha direncli bir karakter kazanmaktadir. HCC' de
TXNIPin ekpresyonunun olmast HGF/cMET sinyal ileti yolaginin hepatokarsinogenez
sirecindeki roltnu diizenliyor olabilir.
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Heparin ve HGF bir arada iken ise, Heparinin ve HGF nin tek basina uyardigi
TXNIP ekspresyonu doz bagimli olarak azalmaktadir. Literatirde heparin ve HGF
birlikteliginin TXNIP ekspresyonu tzerine etkisi hi¢ bilinmemektedir. Ancak Gherardi ve
arkadaglari, Heparinin HGF Uzerindeki N, K1 bolgelerine baglandigim gostermislerdir.
Heparin ve HGF birlikte bulundugunda Heparin HGF ye baglamyor ve bu sebeple
HGF nin cMET e baglanarak sinyal ileti yolagimn aktive etmesini engelleniyor olabilir.
Bu durumda cMet aktivasyonunun gergeklesmemesine bagli olarak TXNIP ekpresyonu
azaliyor olabilir. Bu hipotezi test etmek icin yaptigimiz calismada heparinin HGF
aracilikli cMet fosforilasyonunu blokladigi, ayrica Akt fosforilasyonu, FoxO1'in inhibe
edici fosforilasyonu ve p42, 44 MAPK fosforilasyonunu da azalttigi belirlenmistir. Akt
ve MAPK vyolag1 aktivasyonunun hicre sag kalimi, hicre proliferasyonu ve hicre
adezyonu ve motilitesi Uzerine etkisi distnuldigiunde daha onceki calismalarimizda
belirledigimiz heparin ile uyarilan hicre proliferasyonu, adezyonu ve motilitesindeki
baskilanma cMet in aktive edici fosforilasyonunun baskilanmast ile agiklanabilir. Literatlr
verileri ile HGF araciliklh MAPK Akt aktivasyonu tanimlanmistr. Mao Ye ve
arkadaslarinin™® yaptig1 calisma, HGF' nin cMET reseptériine baglanmasi ile reseptor
dimerizasyonu saglandigi ve c¢oklu yanasma bolgelerine alt sinyal ileti molekul
elemanlarinin baglandigim gostermistir. Bununla birlikte Erk1/2 ve PI3K/Akt alt sinyal
ileti molekullerinin aktivasyonuna bagli olarak metastaz ve invazyonunun arttigi
gosterilmistir.

Bu asamaya kadarki ¢alismalarimiz HCC hicrelerinde heparin ve HGF uyariminin
TXNIP ekspresyonunu artirdigin, birlikte bulunmalar: halinde ise TXNIP ekspresyonunun
baskilandigini ve bunun HGF/cMet sinyal ileti yolag: aracilikli diizenlendigini gosterdi.
Bilindigi gibi TXNIP ekspresyonunun dizenlenmesinde TXNIP promotorundaki ChoRE
cok Onemlidir. Calismamizin bir sonraki basamaginda ise Heparin aracilikli TXNIP
artisginda TXNIP promotorunda bulunan ChoRE'nin 6nemli olup olmadigim inceledik.
Gugliucci ve arkadaslarinin yaptigi calismada heparinin iyonik etkilesimlerle dustk
densiteli lipoprotein (LDL)’ e baglandigi, ortamda yuksek glukoz var oldugunda ise bu
baglanmanin etkilendigi gosterilmistirl2l. Finotti ve arkadaslarimin™®  yaptigi  bir
calisgmada insan serum albumin proteinin yiksek glukoz tarafindan okside edebildigini
gostermistir. Tlging bir sekilde heparinin bu etkiyi tersine cevirdigi gosterilmistir.
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LiteratUr verileri ve heparinin yiksek diizeyde karbohidrat yap: icermesi, glukoz ile
aym ChoRE’ye baglanabilecegini dustindirmektedir. Heparin tarafindan uyarilan TXNIP
ekpresyonundaki artisin ChoRE aracilikli olup olmadigimin anlasilabilmesi icin Yan Luo
ve arkadaslarinin™’ yaptig1 calismada kullanilan TXNIP promotorunu ve karbohidrat yanit
elemanint iceren lusiferaz vektorleri saglandi. Glukoz varliginda TXNIP ekpresyonunun bu
karbohidrat yanit elemam aracilikli arttigir arastiricilarin ¢alismasinda  tammlanmustir.
Zamana bagimli glukoz uyarimi yapildiginda TXNIP in transkripsiyonel aktivitesinin
arttig1 gozlenmistir. Caenazzo ve arkadaslarimin yaptigi ¢calismada glukoz uyarimina bagl
olarak artan MMP-9, MMP-2 ve tip4 kollajen ekpresyonlarinin heparin tarafindan geri
donduriilebilecegi gosterilmistir'®. Heparinin glukoz varliginda ekspresyonu artan Glut2,
HIFla, VEGEF gibi genlerin ekspresyonunu artirtyor oldugunu gosteren verilerimiz Heparin
ile glukozun ayni ChoRE'ye baglaniyor olabilecegi hipotezimizi desteklemektedir (Bkz
destekleyici veriler). Heparin uyarimina bagli olarak ChoRE aracilikli  yanitlar:
inceledigimizde, SK-Hepl hicre dizisinde 10ug heparin  dozunun TXNIP
transkripsiyonunun arttigim gozledik. Elde ettigimiz veri literatir bilgilerini desteklemis,
yeni bir agilim saglamustur.

Eger glukoz ile heparin aynt ChoRE'ye baglamyorsa, bu veri yiksek glukoz
varligina ve oksidatif strese bagli karaciger hasarinin, invazif ve metastatik sureglerin
Onlenmesinde heparin kullanimimin mimkin olabilecegi anlamina gelecektir. Bu konuda
yapilacak ileri arastirmalar sonrasinda, heparin kullamimi ile HCC progresyonunun
bloklanmast mimkun olabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda,

1.

Mikrodizin ile tammlanan TXNIP transkripsiyon degisimi, RT PCR ile dogrulandh.
Mikrodizin sonucunda azalan gen Urini olarak saptanan TXNIP in ekspresyonunun
heparin ve HGF birlikte olan kosulda, tek basina heparin olan kosula gore azaldigi
belirlendi.

Heparin ve HGF nin TXNIP ekpresiyonu Uzerine olan etkisi RT-PCR ve Western
blotting yontemi ile incelendi. Heparin ve HGF uyariminin doz ve zaman bagimli
olarak TXNIP ekpresyonunun arttirdigi gozlendi.

Bu artisin HGF/CMET sinyal ileti yolagi aracilikli olup olmadigim test etmek
amaciyla

a CMET reseptorine yonelik spesifik bir inhibitor kullanildiginda, cMet
aktivasyonunun ve alt yondeki hedefleri olan PTEN, Akt, p42,44 MAPK,
FoxOL'in inhibe edici fosforilasyonunun baskilanmasina paralel olarak TXNIP
ekpresyonunun baskilandigi,

b. Heparin uygulamasinin doz bagimli olarak cMET fosforilasyonunu ve
arttrdigt ctMET  aracihikli p42/44 MAPK fosforilasyonunun arttigi, Akt
fosforilasyonunun ise baskilandigin belirlendi.

Heparinin HGF aracilikli cMet fosforilasyonunu blokladigi, ayrica Akt fosforilasyonu,
FoxOLl'in inhibe edici fosforilasyonu ve p42, 44 MAPK fosforilasyonunu da azalttig:
belirlenmistir.
Heparinin TXNIP ekpresyonunu arttirmasi, TXNIP in promotor bolgesindeki ChoRE
aracilikl1 olabilecegi gbzlenmistir.
TXNIP ekpresyonunun HCC hicre dizilerindeki ekspresyonu incelendiginde
calismamizda kullanilan mezensimal fenotip gosteren, daha invazif fenotipteki HCC
hicre dizilerinde TXNIP ekspresyonunun, epitelyal fenotipteki daha az hareketli ve
invazif hiicrelere gore cok daha yuksek oldugu saptanmustir.
Bu veriler dogrultusunda

a Heparin'in cMet aracilikli uyarilan p42,44 MAPK sinyal ileti yolaginin

uyariimasi ile,
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b. HGF nin ise p42,44 MAPK ve Akt sinyal ileti yolagimin aktivasyonu ile
TXNIP ekspresyonunu artirdigi

c. Heparin ve HGF nin birlikte uygulamasi halinde TXNIP ekpresyonundaki
baskilamanin cMet aktivasyonunun inhibisyonu yolu ile ile olustugu belirlendi.
Bu sonug heparinin disutk afinite ile cMET e veya yuksek afinite ile HGF
baglandigini, Heparin veya HGF tek basina iken her iki molekil de cMet’ e
baglanarak reseptor aktivasyonu yapabildigini, buna karsin birlikte
olduklarinda heparinin HGF ye baglanmasi nedeniyle cMet aktivasyonunun
bloklandigimt dustindirmektedir. Dolayisiyla daha onceki calismalarimizda
elde ettigimiz, heparinin HGF tarafindan uyarilan hiicre motilitesi, invazyonu
Uzerindeki inhibitor rolinin bu mekanizma ile ortaya gikmast mimkandr.

d. TXNIPin magor rolinin oksidatif stresi arttrmak oldugu dustunuldiginde,
TXNIP in epitelyal fenotip gosteren hticre dizilerinde ekprese edilmememesi,
buna karsin mezensimal fenotip gosteren hiicre dizilerinde ise yiksek diizeyde
ekprese edildiliyor olmasi, TXNIP aktivasyonunun HCC hiicrelerinin oksidatif
strese direng kazanmasinda ve invazyon yeteneklerinin artmasinda 6nemli

olabilecegi dustinilmektedir.
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Ek 1

1. PBS (Phosphate buffered saline)
Tablo 6. PBSicerigi

Kimyasallar K onsantrasyon (mmol/L) Miktar (g/L)
NaCl 137 8,00
KCL 2,7 0,20
Na2HPO4 10 1,44
K2HPO4 1,76 0,74

Kimyasallar tartildiktan sonra 800ml distile su igerisinde ¢ozildi. Ph'1 7,4’ e ayarlandiktan

sonra 1 litreye tamamlandh.

2. Heparin stok solisyonu: 1mg, 10mg, 100mg heparin tartilarak 1ml PBS igerisinde
¢Ozindl. 26mm c¢apli filtrelerden (Corning, 431219) gegirildikten sonra, stok steril
polypropilen tiplerde +4 C de sakland:.

3. TrissBSA:
0.5 M Tris-baz1

1.5 M NaCl
%2 BSA eklenerek hazirlandi. pH 7,3 e ayarlanarak +40C de saklandi.

4.cDNA sentezi reaksiyon tamponu:
Tablo 7. cDNA sentezi reaksiyon tamponu icerigi

5X reaksiyon tamponu* 5ul
10mM dNTP 2,5 ul
Ribolock RNase inhibitori 1,25 ul
Reverse transkriptaz 1,5l

*Reaksiyon tamponu 25ul’lik bir reaksiyon igin hesaplanmigtir. Tabloda belirtilen igerikte

hazirland: ve her bir drnegin tzerine 10,25 pl eklendi.
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5.Trisasetat EDTA (TAE)
50X stok soliisyonu hazirlandh.

Tablo 8. Tris-Asetat EDTA igerigi

Kimyasal Miktar
Tris-Base 242 g

Asetik asit 57,1 ml
EDTA (0,5M, pH 8) 100 ml

Kimyasallar tartildiktan sonra 1000 ml distile su igerisinde ¢ozuldi. Agaroz jel elektroforezi

uygulamalarinda son konsantrasyonu 1X olacak sekilde seyreltildi.

6. 6X yukleme tamponu:
10mM Tris-HCL (pH 7,6)

%0,003 bromofenol mavisi
%0,003 ksilen siyanol FF
%60 Gliserol

60mM EDTA

7. Kullamlan primer antikorlar ve soltisyonlart:

Tablo 9. Western blottingde kullarmilan antikorlar

Primer Antikor Primer Antikor Sekonder antikor | Sekonder Antikor
Diltsyonu Diltsyonu

Anti-TXNIP (MBL, K- | 1:1000 Anti Mouse (Pierce, | 1:2000
0202-3) 1858413)

Anti-pAkt (Cell | 1:1000 Anti Mouse (Pierce, | 1:3500
signalling, 4051) 1858413)

Anti-Akt (Cdll | 1:2000 Anti Rabbit (Pierce, | 1:3500
signalling, 9272) 1858415)

Anti-pMet (Cell | 1:500 Anti Rabbit (Pierce, | 1:1000
signalling, 3129) 1858415)

Anti-Met (Santa Cruz, | 1:2000 Anti Rabbit (Pierce, | 1:1000
161) 1858415)

Anti-pFOX0O1  (Cell | 1:1000 Anti Rabbit (Pierce | 1:1000
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signalling 9461) 1858415)

Anti-PTEN (Cell | 1:1000 Anti Rabbit (Pierce, | 1:3500
signalling, 4347) 1858415)

Anti-p42, p44 (Cel | 1:1000 Anti Rabbit (Pierce, | 1:5000
signalling 9101)

Erk 1/2 (Santa Cruz, | 1:1000 Anti Rabbit (Pierce, | 1:5000
93) 1848515)

8. Comassie mavis boyama ve boya uzaklastiric soltisyonlari:
Tablo 10. Comassie mavisi boyama ve boya uzaklastirici solusyon igerikleri

Boyama (Stain) soliisyonu | %0,5 Comassie Brilliant Blue-R250
%40 Metanol (Merck, 106007)
%10 Asetik asit (Merck, 100056)

Boya wuzaklastirica (de- | %40 Metanol (Merck, 106007)
stain) soltisyon %10 Asetik asit (Merck, 100056)

9.LB (Luriabroth, Luria bertani broth):
5g Maya ekstrakti (Oxoid, L-21)

10g NaCl (Applichem, 2942)

10g Tripton (Applichem, 1553)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su igerisinde ¢ozildi. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlandh.
121°C’de 15 dk otoklavland:.

10. Ampisilinli LB:

5g Maya ekstrakti (Oxoid, L-21)

10g NaCl (Applichem, 2942)

10g Tripton (Applichem, 1553)

100 pg/ml Ampisilin (Applichem, 0839)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su igerisinde ¢ozildi. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlandh.
121°C’de 15 dk otoklavlandi. Sicaklik 45°C’ nin altina distligiinde ampisilin eklendi.
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11. Agarh LB:
59 Maya ekstrakti

10g NaCl

10g Tripton

15g Agar (Oxoid, L-11)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su icerisinde ¢ozuldi. pH 7,2-7,4 arasinda ayarland.
121°C’ de 15dk otoklavlandi. Bakteri kiltur kaplarina 15ml dokuldd.

12. Ampisilinigeren agarh LB
59 Maya ekstrakti

10g NaCl

10g Tripton

15g Agar (Oxoid, L-11)

100 pg/ml Ampisilin (Applichem, 0839)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su . igerisinde ¢ozuldi. pH 7,2-7,4 arasinda
ayarlandi. 121°C’'de 15dk otoklavlandi. Sicaklik 45°C'nin altina dustiginde ampisilin
eklendi. Bakteri kulttr kaplarina 15ml dokuldu.

13. Super optimal broth (SOB):
5g NaCl

20g Tripton

59 Maya ekstrakti

IM KCI’ den 2,5ml

(Applichem, 2939)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su icerisinde ¢ozuldi. pH 7,2-7,4 arasinda ayarland.
121°C’de 15dk otoklavliandi. Kullammmdan 6nce 1M MgCI2 soliisyonundan 1litreye 10ml
olacak sekilde eklenerek kullanldh.
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14. Miniprep plazmid DNA izolasyonu igin kullamlan soltisyonlar veigerikleri
Tablo 11. Miniprep plazmid DNA izolasyonu igin kullamlan solUsyonlar ve igerikleri

Sollisyonun adi Solusyonun icerigi
ALS1 - 50 mM Glukoz

-25mM Tris-HCI

-10mM

ALS-2 -0.2 N NaCOH

-%1 SDS

ALS3 100ml ALS-3icin,

-60 ml 5M Potasyum Asetat

-11.5 ml Asetik Asit

-28.5ml Distile Su




Ek 2. Destekleyici veriler

1. Doz ve zaman bagiml Glukoz uyariminin TXNIP transkripsiyonuna olan etkis

Glukozun farkli dozlarimin TXNIP transkrispsiyonu uzerindeki etkisini inceleyebilmek
icin SK-Hepl hicrelerine 5mM ve 22,5mM glukoz uyarimi yapildi. Ayrica glukoz
uyarimindan sonra gegen stirenin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisinin anlasilabilmesi icin
0, 30dk, 60dk, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h siirelerle glukoz uyarim yapildi (Sekil 46).

Zaman 0 30 60 2h 4h 6h 12h 24h

5mM Glukoz

22 5 mM Glukoz

Sekil 49. Doz ve zaman bagimli glukoz uyariminin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisi

Sekilde goruldigu gibi her iki dozda da artis 30. dakikadan itibaren baslamata ve 24. saate
kadar devam etmektedir. Ayrica 22,5 mM glukoz konsantrasyonu ile 5mM glukoz
konsantrasyonu  kiyaslandiginda ~ TXNIP  transkripsiyonunun  225mM  glukoz

konsantrasyonunda daha fazla oldugu gorilmektedir.
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2.Doz ve zaman bagimh Glukoz uyarimimin GLUT2, HIFla, cMet, VEGF
transkripsiyonlarina olan etkis

TXNIP transkripsiyonunun artisim uyaran kosullarda, karaciger kanserinde arttigi
bilinen GLUT2, HIF1a, cMet, VEGF sinyal ileti molekillerinin nasil etkilendigini arastirmak

amaci ile doz ve zaman bagimli glukoz uyarimi yapilmistir (Sekil 47).

Zaman 0 30 60 2h 4h 6h 12h 24h

5mM Glukoz

HIFla, s e G s G
22,5mM Glukoz

— . e IS G weew s wsss]| 5MM Glukoz

VEGF
g ——— — | 225mM Glukoz

5mM Glukoz
22,5mM Glukoz

5mM Glukoz
22,5mM Glukoz

Sekil 50. Glukoz uyarimina bagli olarak HIFla, VEGF, cMET, GLUT-2
transkripsiyonlarindaki degisim

Doz ve zaman bagimli glukoz uyarimina bagli olarak TXNIP transkripsiyonuna benzer bir
sekilde artmaktadir.
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3.Hipoksk stres uygulamasimin TXNIP transkripsiyonu tzerine olan etkis

SK-Hepl hicre dizilerine zamana bagimli hipoksik stres uygulanmustir. Hipoksi uyarim ile
TXNIP transkripsiyonu artmaktadir. Artig 2. saatten itibaren baglamakta, 6 ile 8. saat arasinda
maksimum diizeye ulasmakta 16. saatten sonraise bazal diizeye gerilemektedir (Sekil 48).

Zaman (h} 0 2h 4h Gh 8h l6h 24k
THNIP -

EPLA1

Sekil 51. Zamana bagiml1 hipoksik stres kosullarinin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisi

4.Hipoksk stresuygulamasmin GLUT2, HIFla, cM et, VEGF transkripsiyonlarina olan
etkis

SK-Hepl hiicrelerinde hipoksik stres ve yuiksek glukoz TXNIP transkripsiyonunu
arttirmaktadir. Aym kosullarda mikrogevreyi temsil eden HIFla, VEGF, GLUT2 gibi hedef

genlerin transkripsiyonlarindaki degisim incelenmistir (Sekil 49).

Zaman (h) O 2n 4 61 sh  16h 24n
TXNIP [ a— ”“ —
HIFla e s D —

VEGF e GEEmal e S S —

GLUT2

cMET

RPL41

Sekil 52. Hipoksik stres uygulamasimin GLUT2, HIFla, cMet, VEGF transkripsiyonlarina

olan etkisi
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Hipoksik stres uygulandiginda TXNIP transkripsiyonuna benzer bir sekilde GLUT2, HIF1a,
cMet, VEGF transkripsiyonlar: artmustur.

5.Heparin uygulamasmn GLUT2, HIFla, cM et, VEGF transkripsiyonlarina olan etkis
Heparinin farkli dozlarinin GLUT2, HIFla, cMet, transkrispsiyonlarina olan etkisini

inceleyebilmek icin SK-Hepl hicrelerine 1, 10, 100, 1000ug/ml heparin uyarim yapildi.
Ayrica heparin uyarimindan sonra gegen strenin TXNIP transkripsiyonuna olan etkisinin
anlagilabilmesi icin 0, 15dk, 30dk, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h sirelerle heparin uyarimi yapildi
(Sekil 50).

Heparin (ug/ml) 0 1 10 100 1000

GLUT2 - . s .
MET e e GRS
VEGF —

RPLAL (o M S S0 S

Sekil 53. Doz bagimli heparin uygulamasinin GLUT2, HIFla, cMet, VEGF

transkripsiyonlarina olan etkisi

Doz bagiml1 heparin uygulamas: TXNIP e benzer sekilde GLUT2, HIFla, cMet, VEGF
transkripsiyonlarim arttirmaktadir.
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