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KISALTMALAR
ALDH: Aldehit Dehidrogenaz

AFP: Alfa Fetoprotein (Alpha-feto protein)

APC: Adenomatous Polyposis Coli

ATP: Adenozin Trifosfat

BSA: Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin)

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

CDK: Siklin Bagiml Kinaz (Cyclin Dependent Kinase)

EGFR: Epidermal Biiyiime Faktor Reseptor

EMT: Epitelyal-Mezensimal gecis(Epithelial--mesenchymal transition)
EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

FoxO1: Forkhead box O1

FZD-7: Frizzled family receptor 7

HH: Hedgehog

HCC: Hepatoseliiler karsinom (Hepatocellular carcinoma)

HBYV: Hepatit B viriisii

HCYV: Hepatit C viriisii

HGF: Hepatosit Biiyiime Faktorii (Hepatocyte Growth Factor)
HpKKH: Hepatik Kanser Kok Hiicre(Hepatic Cancer Stem Cell)
GSK3p: Glycogen synthase kinase 3 beta

IGFR: insiilin benzeri biiyiime faktorii (Insulin Like Growth Factor)
IMPase: Inozitol monofosfataz

IPKK: indiiklenebilen pluripotent kok hiicreler

JNK: c-Jun N-terminal kinase

LGRS: Losince zengin tekraralar igeren g-protein aracilikli reseptdr (leucine-rich repeat
containing G protein-coupled receptor 5)

LRP: Low density lipoprotein receptor-related protein

MAPK: Mitojen Aktive Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)
MMP: Matriks Metalloproteinaz (Matrix-Metalloproteinase)
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MH-HCC: Mature hepatosit benzeri HCC

NaF: Sodyum Florid (Sodium Floride)

NaCl: Sodyum Klorid (Sodium Chloride)

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

OD: Optik densite

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

PTEN: Fosfataz ve tensin homolog (phosphatase and tensin homolog)

PIP2: Fosfatidil inozitol Iki fosfat

PIP3: Fosfatidil inozitol ii¢ fosfat

PKB: protein kinaz B

PCP: Planar Cell Polarity

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

pRB: Retinoblastom Proteini (Retinoblastoma rotein)

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

PVDF: Poliviniliden Diflorid (Poly-vinylidene floride)

RT-PCR: Ters Transkiriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Reverse-Transcriptase polymerase
chain reaction)

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

SDS-PAGE: SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS Poliacrilamide Gel Electrophoresis)
TEMED: N,N,N,N Tetramethyl-1,2 diaminoethane

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

TNF: Tiimor Nekrozis Faktorii (Tumour Necrosis Factor)

TERT: Telomerase Reverse Transcriptase

VEGF: Vaskular Endotelyal Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

GO: Gene Ontology
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OZET

Hepatoselliiler Karsinoma Hiicrelerinde Lityumun Genom Diizeyine Etkileri
Imge KUNTER, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali, Inciralti-

[zmir, Tiirkiye, imge kunter@yahoo.com

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) diinyada 6liimle sonuglanan kanser tiirleri arasinda
iiclincii sirada yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, hepatik kanser kok hiicrelerin de (HpKKH)
hepatokarsinogenezden sorumlu olabilecegini bildirilmistir.

Calismamizda lityumun HuH-7 hiicrelerinde transkirptoma, biyolojik yanitlara ve
HpKKH'lere etkisi arastirilda.

HCC hiicre hatlarinda proliferasyon inhibisyonu yaratan lityum, HuH-7 hiicrelerinde
adezyonu azaltirken motilite ve invazyonu artird1.

Yapilan transkriptome analizlerinde, lityumun degistirdigi genlerin biiyiik kisminin
metabolizma ve hiicre dongiisiiyle iligkili oldugu ortaya kondu. Ayni zamanda lityumun
pluripotensi ile farklilasma genleri iizerinde yarattig1 etki ve yonlendirdigi biyolojik davranislar,
hiicrelere daha az farklilasmis daha pluripotent bir fenotip kazandirdigini gosterdi.

Bunun yaninda g¢alismalarimizin sonunda, kolon kanser kok hiicreleri markeri olarak
bilinen LGR5'in, HCC'de bir Wnt/b-katenin hedef geni ve bir kanser kok hiicre belirteci oldugu
belirlendi.

Yine ¢alismalarimizda, EpCAM ve CD133 yiizey molekiilleri kullanarak HuH-7 hiicreleri
icerisinden ayrimlanan hepatik kanser kok hiicrelerde (HpKKH), OCT-4, KLF4, MYC ve SOX2
pluripotensi genlerinin daha yiiksek diizeyde eksprese edildigini gosterdi.

Bununla birlikte, EpCAM+/CDI133+ HpKKH'lerin, morfolojik ve davramgsal olarak
lityuma maruz kalmis hiicrelere benzedigi ortaya kondu. Ayni zamanda bu hiicrelerin EpCAM-
/CD133- hiicrelere gore daha az proliferatif, daha az adezif ve daha motil karakterde oldugu
bulundu. Lityumun HpKKH'ler iizerinde etkisini arastirdiginda, EpCAM-/CD133- hiicrelerin

proliferasyon ve adezyon davvraniglar1 bakimindan parental HuH-7 hiicreleri gibi lityuma duyarl



oldugunu, buna karsin EpCAM+/CD133+ HpKKH'lerdeki adezyon, proliferasyon ve motilite
gibi biyolojik davranislarin lityuma yanit olarak etkilenmedigi goriildi.

Tim verilerimiz bir arada degerlendirildiginde, Wnt/b-katenin yolaginin HpKKH
karakterini ve metabolizmasini yeniden programladigi ve gelistirilecek tedavi stratejilerinde

hedef alinmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Anabhtar kelimeler; HCC, Lityum, HpKKH, Wnt/b-katenin sinyal yolagi



ABSTRACT

Genome Wide Effects of Lithium on Hepatocellular Carcinoma Cells
Imge KUNTER, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Dept. of Medical Biology,

Inciralti-Izmir, Turkey, imge_kunter @ yahoo.com

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third most common cause of cancer mortality
worldwide. Many studies have reported that hepatic stem cells are responsible for

hepatocarcinogenesis.

In this study, we did a thorough investigation to find out the genome wide and biological

effects of lithium on Huh-7 cell line.

Lithium caused proliferation inhibition on HCC cell lines, also reduced adhesion,
increased motility and invasion in HuH-7 cells.

The transcriptome analysis revealed the majority of lithium regulated genes related to
metabolism and cell cycle.

Importantly, effect of lithium on genes related to pluripotency and differentiation and the
motility/invasion assays indicated that lithium treated cells gained a more pluripotent phenotype.

We prove that LGR5 is a target gene of Wnt/b-catenin signalling in HCC which is known
colon cancer stem cell marker.

In addition, with using EpCAM and CD133 surface markers, we isolated HpCSC's from
HuH-7 cell line and showed that this subpopulation have high pluripotency genes compared to
the cells without these markers. Besides, we observed that EpCAM+/CD133+ cells were act
similar to lithium treated cells. In this regard, EpCAM+/CD133+ cells were less proliferative and
adhesive also more motile than EpCAM-/CD133- cells. We show that the EpCAM-/CD133-
cells were sensitive to lithium similar to HuH-7 parental cells, whereas proliferation, motility

and adhesion behavior of EpCAM+/CD133+ cells did not effected by lithium.



Our study indicated that Wnt/b-catenin pathway effect metabolism and reprogrammed
HpCSC-like properties and and it is of great importance that this is considered when developing

new therapeutic strategies.

Key Words; HCC, Lithium, HpCSC, Wnt/b-catenin signalling pathway



1. GIRIS VE AMAC

Karacigerin malign neoplazilerinin % 90'mdan sorumlu olan hepatoselliiler karsinoma
(HCC), tim diinyada yetiskinlerde gozlenen kanserlerin %5,9'unu olusturmaktadir " . HCC
gelisimine katkida bulunan 6nemli etiyolojik faktorler; viral enfeksiyonlar, asir1 alkol tiiketimi,
cevresel kansinojenler, hemokromatozis ve son yillarda kabul goren alkolsiiz steatohepatit olarak
tanimlanan insiilin direnci ile iliskili metabolik hastaliklardir > * °. Heniiz HCC patogenezi ve
mekanizmas1 tam olarak anlasilmamis ve hepatokarsinogenez siirecinde tiimdr biiylimesini
tetikleyen kontrolsiiz biyolojik davranig etkenlerinin tam olarak neler oldugu aydmlatilmamaistir.
HCC tanisinin ge¢ konulabilmesi, prognozunun koétii seyretmesi, kemoterapi ve radyoterapiye
diren¢li olmasi nedeniyle hastalarin ¢ok azinda kiiratif tedavi uygulanabilmektedir °. Bu nedenle
erken tani ve de tedavi stratejilerinin olusturulabilmesi icin hem hepatokarsinogenez hem de ileri
evrelerde tiimor sag kalimi i¢in gerekli molekiiler basamaklarin anlasilmasi cok dnemlidir.

Hepatokarsinogenez i¢in temelde iki mekanizma Onerilmektedir. Bunlardan biri
farklilagsmig bir karaciger hiicresinin tiimorojenik mutasyonlarin ardindan segilime ugramasi ve
bu se¢ilim boyunca ek mutasyonlar kazanarak heterojen kanser hiicrelerine doniismesini kabul
eden stokastik modeldir. Digeri ise karaciger kok hiicrelerinin tiimorojenik mutasyonlar
kazanarak tlimor igerisinde, timor kitlesinin devamliligini saglayan, kiigiik bir populasyon olan
karaciger kanseri kok hiicrelerine doniismesini kabul eden kanser kok hiicre modelidir. Bu
karaciger kanseri kok hiicrelerinden koken alan hiicreler tiimor icerisinde cesitli farklilagsma
seviyelerine sahiptirler. Son yillarda c¢esitli solid tiimorlerde gosterildigi gibi, karaciger
kanserinde de; gelisim, metastaz ve ila¢ direngliligi basamaklarinda, hepatik kanser kok
hiicrelerin (HpKKH) rol oynadigi kabul gérmiistiir &7 .

HpKKH'lerde bir¢ok sinyal iletim yolagi yeniden diizenlenmektedir. Bu yolaklarin en
onemlilerinden biri, Wnt/B-katenin yolagidir. Wnt/B-katenin yolagmin; bir¢ok doku tipinde
embriyonel gelisimde, kok hiicrelerin kendi kendini yenileyebilme ve farklilagsma basamaklarinda
gorev aldigi, bunun yaninda, HCC'de hiicre proliferasyonu, farklilagmasi1 ve apoptozda dnemli
rolleri oldugu bilinmektedir 10. 11121314 “pakat HCC dokularmimn biiylik bir kisminda Wnt/B-

katenin sinyal yolag: aktivasyonuna rastlanmakla birlikte, bu yolakla ilgili bilinen mutasyonlar ve



epigenetik degisiklikler bu artis1 agiklayabilmekte yetersizdir. Bu durumda HCC'de Wnt/fB-
katenin yolagmin ne gibi proseslerde rol oynadig1 ve nasil regiile edildigi incelenmelidir.

Bipolar bozukluklarm tedavisinde uzun yillardir kullanilan lityumun GSK3p ve IP3K
inhibisyonu yaratarak Wnt/B-katenin ve Akt sinyal yolaklarmni kontrol ettigi bilinmektedir. 2005
yilinda “International Journal of Cancer” dergisinde yaymlanan ¢alismamizda lityumun Wnt/f-
katenin sinyal yolagini aktive etmesine ragmen, beklenilenin tersine, HCC hiicre hatlarinda
proliferasyon inhibisyonu yarattig1 gosterildi '°. Lityumun Wnt/p-katenin sinyal yolagmi aktive
ettigi de gosterilmis olmasina ragmen hiicre proliferasyonunun baskilamas1 oldukga ilgingtir. Bu
calismanin hedeflerinden birisi, lityumun proliferasyon inhibisyon yarattig1 bir HCC hiicre hatt1
olan HuH-7°de, genom diizeyinde meydana gelen ekspresyon degisikliklerinin mikrodizin
yontemiyle global olarak incelenmesidir.

Calismanin bir diger amaci ise beklenmedik etki yaratan lityumun sinyal yolaklar1 ve
cesitli biyolojik davraniglar iizerindeki etkisinin arastirilmasidir.  Bu baglamda yapilan
calismalarda lityumun bilinmeyen biyolojik etkileri ve hedef genlerini aydinlatmasi
amaclanmustir.

Son olarak bu ¢aligmada, lityumun genom ve de HpKKH'ler {izerinde etkisinin ne oldugu

arastirilacaktir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Lityum Kloriir ve Etkileri

2.1.1. Lityum Kloriiriin Genel Ozellikleri ve Kullamm Alanlar

Lityum klasik bir duygudurum bozuklugu olan bipolar bozukluk ve diger ruhsal
bozukluklarin klinik tedavisinde yarim yilizyildan uzun bir siiredir kullanilan monovalent
inorganik bir iyondur '® . Lityumun hedef paneli iizerindeki molekiilerin ¢ogunlugu glikojen
sentaz kinaz 3 (GSK3a, GSK3p), protein kinaz B (PKB) ve inozitol monofosfataz (IMPase), gibi
metal bagiml enzimlerdir ' ' ** ?'. Genellikle mental bozukluklarmn tedavisinde kullamliyor
olmasina ragmen, sinir hiicrelerinin korunmas1 ve iletisimlerinde ve de farkli hiicrelerde ¢esitli
gelisim basamaklarinda etkileri mevcuttur. Lityum birgok molekiiler arastirici tarafindan farkh

modellerde Wnt sinyal yolaginin indiikleyici ajani olarak kullanilmustir > 2> .

2.1.2. Lityumun GSK3p Uzerine Etkisi

Gilintimiize kadar yiiksek bir evrimsel korunmuslukla gelen, gelisim ve farklilagsma,
biiylime ve sagkalim, kemostas ve metabolizma ile glikojen sentezinde gorevli GSK3p, lityumun
en temel hedeflerinden birisidir 2. GSK3B'nin hatali diizenlenmesi, diyabet, onkojenez ve
norodejenerasyon gibi bir¢cok klinik durum ile iliskili olmustur. Biyokimyasal analizler, bir
Ser/Thr protein kinaz olan GSK3B'nin maksimum aktivite ile ¢alisabilmesi icin yiliksek
konsantrasyonlarda (~20 mM) Mg2+ iyonuna ihtiyag duydugunu ve bu magnezyum
bagimliliginin lityum ile yaristigini gostermistir. GSK3p’nin substrat1 ve ATP miktar1 goz 6niine
alindiginda lityum rekabet¢i olmayan bir inhibitdrdiir. GSK3B'nin lityum sensitivitesi biitiin
kinazlarda olan Mg**-ATP baglanma bdlgesinin disinda bir Mg** baglanma bdlgesi iizerinden
gergeklesir. GSK-3B'nin lityuma duyarli tek kinaz olmasi bu kavramla uyumludur .

Lityumun etkisi ile GSK3Bmim Ser-9 ve Ser-21 inhibitor fosforile formlar1 artarak,
aktivitesi inhibe olur. Lityum etkisine bagli olarak inhibe olan GSK3p, Wnt ailesi iiyelerinin
yarattig1 etkiye benzer sekilde, B-kateninin hiicre i¢i birikimini saglayarak kanonikal Wnt

sinyalinin agilmasini saglar (Sekil 1) *° .
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Sekil 1. Lityumun GSK3p fosforilasyonuna ve Wnt/B-katenin sinyaline etkisi 26

2.1.3. Lityumun IMP Uzerine Etkisi

Lityumun hedef aldig1 baslica enzimlerden bir digeri de, inozitolmonofosfatin defosforile
olup fosfatidil inozitola donlismesini ve de cesitli sinyallerde gorevli inozitol halkalarinin
olusmasii saglayan inozitolmonofosfataz (IMPase) enzimidir. PI(4,5)P,, (PIP,), PI(3,4,5)P;
(PIP3) inozitol halkalar1 genellikle membran trafiginden sorumlu ve lityum en cok etkiledigi

lipitlerdir *" ** %

. Lityumun kiiltiire hiicrelerin PIP; ve Ca2+ seviyelerini diisiirdiigii
bilinmektedir **. PIP3 hiicre biiyiimesi, sagkalim ve kemotaksis dahil olmak iizere pek ¢ok
onemli siiregte rol oynayan lipittir. Lityumun PI3K/Akt sinyali lizerindeki etkisi hiicre ve durum
spesifik olarak iki yonlii olabilmektedir. Lityum etkisi ile PIP3 {in azaltilmas1 PI3K/Akt sinyal

yolaginda inhibisyona neden olmaktadir *'-3* %,
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Sekil 2. Lityumun Wnt/B-katenin ve PI3K sinyal yolagmina etkisi (sematik gosterim) *'

2.1.4. Lityumun Farkli Kanser Modellerinde Etkileri

Cesitli arastirmalarda, lityumun; glioma, keratinosit, kolorektal kanser, meduloblastoma
ve diiz kas gibi ¢esitli kanser ve normal hiicre ¢ogalmasimni inhibe ettigi gosterilmistir '> ** 3¢
37 Akciger, prostat gibi ¢esitli kanser tiirelerinde ise kemoterapétiklerin etkinligini artirdiklar:
gdzlenmistir ** ¥ Hatta mental rahatsizlig1 bulunan hastalarda lityumun koruyucu etkisinden
dolay1 genel kanser prevalansmm daha diisiik oldugu 6ne siriilmistir *°. Bununla birlikte
ozellikle beyin bdlgesinde kemoterapi veya radyoterapi sonrasinda olusan hasarmn Oniine
gecilmesi veya giderilmesi igin lityum kullanimini 6neren arastiricilar da meveuttur *'. Lityumun
molekiiler seviyede Wnt/B-katenin, TNF, FASL, p53, Akt gibi kanserle iligkili genleri

diizenleyerek kanser hiicrelerinde biiyiime ve tiimérojeniteyi baskiladig1 diisiiniilmektedir -3

43, 44

2.1.5. Lityumun Pluripotensi Uzerine Etkileri

Insan ve fare somatik hiicrelerinde, pluripotensiyi indiikleyen spesifik genlerin (OCT-4,
SOX-2, KLF4, c-MYC, NANOG, LIN28) asir1 eksprese edilmesi ile embriyonik kok hiicre benzeri
klonlara déndiiriilebilen hiicrelere, indiiklenebilen pluripotent kok hiicreler denilir (iPKK) **-*°,

2013 yili Nobel o6diilii alan bu caligmada ortaya ¢ikan devrim niteligindeki bilgi terminal



differensiye bir hiicrenin, en bas formu olan farklilagmamis embriyonik kok hiicre fenotipine
doniistiiriilebiliyor olmasi idi. Yine yeni yaymlanan bir ¢alismada lityumun iPKK olusumunu
biiyiik oranda kolaylastirdigi gosterilmistir *’. Lityum bu etkisinin biiyiik kismini en 6nemli
hedefi olan GSK3f'dan bagimsiz sekilde OCT-4 SOX2 ve KLF4 genlerinin artisin1 saglayarak
gerceklestirmistir.  Diger GSK3p inhibitorlerinden farkli olarak lityum sadece NANOG
ekspresyonunu degil transkripsiyonel aktivitesini de artirmistir. Ayrica bu c¢alismada, lityumun
etkisini, histon 3’in lizin 4 rezidiisiine (H3K4-) spesifik bir histon demetilaz yardimiyla
gosterdigi ve lityumun etkisini bir epigenetik regiilasyon aracihigiyla gerceklestirdigi
diistiniilmiistiir 4. Ayrica bizim ¢alismalarimizda lityumun H3K27me3, H3K27me4, H3K36mel,
H3K9me3 gibi histon modifikasyonlarma sebep oldugu gozlenmistir (Aver S.T.).

2.1.6. Lityumun Farkli Hayvan Modelleri Ve Dokularda Genom Diizeyindeki Etkileri

Lityumun global olarak gen ekspresyonu iizerine yaptigi degisikliklerin anlagilmasi i¢in,
bir¢ok arastirici, farkli modellerde, mikrodizin yontemi ile lityumun genom diizeyinde yarattigi
etkileri aydinlatmaya calismistir. Bu caligmalar lityumun farkli doz ve siirelerde sistemik olarak
verilmesiyle; drozofila kafalarinda *®, sican bobreklerinde *°, fare noronlarda *° ve beyninde "
52 3 gican amigladasinda ** yapilmis ve genom diizeyindeki etki mikrodizin ydntemiyle
incelenmistir. Fakat literatiirde, lityumun insan karaciger veya HCC hiicreleri tlizerinde genom
diizeyinde etkisini arastran bir c¢alisma bulunmamaktadir. Grubumuzun daha Onceki
calismasinda lityumun B-katenin birikimi ve Tcf/Lef aktivitesinde artis saglamakla birlikte dokuz
farkli HCC hiicre dizisinin proliferasyonunu farkli seviyelerde durdurdugunu gdsterilmistir.
Lityumun HCC hiicreleri tizerinde spesifik molekiiller taranarak etkisini aydmlatmaya calisan
16, 55

bizim ¢alismamiz disinda tek bir ¢alisma vardir

olan SMMC-7721 hiicrelerinde G2/M arresti yapmakla birlikte GSK3p aktivasyonunu ve IMP

. Bu ¢alismada, lityum bir HCC hiicre hatti
havuzunu etkilememistir. Bizim ¢alisjmamizda, lityum uygulanmasi sonucu en yiiksek

proliferasyon inhibisyonu yanitin1 veren HuH-7 hiicreleri kullanilarak mikrodizin c¢aligmasi

yapilmig ve lityumun bu hiicrelerde genom diizeyinde yarattig1 etkiler aragtirilmigtir.

10



2.2. Hepatoseliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma, ¢ogu zaman sirotik karaciger zemininde, kiiglik hiicreli yiiksek
dereceli displastik nodiilerden gelisen, karacigerin malin neoplazilerilerinin sik rastlanan
bigimidir " * *°. 2008 yili GLOBOCAN projesi verilerine gore; yetiskin erkekler arasinda
523,000 yeni vaka ile ve toplam kanser vakalarin %7.9 unu, kadinlar arasinda 226,000 yeni vaka
ve toplam kanser vakalarinin %6,5 ini olusturarak, diinyada 5. siklikta rastlanan kanser tiirii
olmustur. Oliim insidans: ¢ok yiiksek olan HCC (0,93 genel 6riim orani) diinya capinda
kanserlerden oliimler arasinda 3. srraya yiikselmistir. Ozellikle Dogu ve Giineydogu Asya ile
Orta ve Bati1 Afrika yiiksek insidansla Giiney Avrupa disindaki gelismis bolgelerde ise daha

diisiik insidansla rastlanmasi etiyolojik faktorlerle baglantilidir.

HCC tanmisnin ge¢ konulabilmesi, prognozunun kotii seyretmesi, kemoterapi ve
radyoterapiye direncli olmasi hastalarin ¢ok azinda kiiratif tedavinin uygulanabilir olmasin
saglamaktadir °’ . Bu nedenle erken tan1 ve de tedavi stratejilerinin olusturulabilmesi icin hem
hepatokarsinogenez hem de ileri evrelerde tiimor sag kalimi i¢in gerekli molekiiler basamaklarin

anlasilmasi ¢ok dnemlidir.

Hepatokarsinogenez i¢in temelde iki mekanizma Onerilmektedir. Bunlardan biri
farklilasmis bir karaciger hiicresinin ¢ogalmasmi saglayan genetik ve epigenetik degisimlerin
ardindan hiicrelerin se¢ilime ugramasi ve bu se¢ilim boyunca ek mutasyonlar kazanarak heterojen
kanser hiicrelerine doniismesini kabul eden stokastik modeldir. Bu teoride hepatositlerin asir
mitotik olmasi1 telomeraz ekspresyonu artmis, mikrosatellit instabilitesi olan, kromozomal ve gen
diizeyinde yapisal dengesizlikler iceren monoklonal bir populasyonun artmasini saglamaktadir.
Bu sekilde odaklar ve nodiiller olusturan displastik hepatositlerde, geri doniisiimsiiz yapisal
degisimler birikmektedir. Bu birikimlerin malignant fenotipi artirip, HCC'ye dogru hiicresel
degisimi yonlendirdigi diisliniilmektedir (Sekil 3). Bu teoride HCC’nin farkli histopatolojik alt
tiirlerinin ise farkli diizenleyici yolaklarla ilgili genlerin yap1 ve islevlerinin bozulmasiyla ilgili

olduguna inanilmaktadir ** |

11



Kronik karaciger hasan Karaciger sirozu

Proliferasyonun

*HBV
«HCV Hasar durdurulmasi
—_—
* Alcohol — -
« Aflatoxin B1 Ste'llat hiicre
aktivasyonu Kollajen birikimi
Anormal karaciger
@ nodiilleri
iyi diferansiye
® Genomik instabilite (: D ©
@ J e p53 kayhi @ @ @%

Orta diferansiye @ ©© %@@

@ 1 Hiperplastik nodiil
Hepatoseliiler karsinom

Katii diferansiye

Sekil 3. HCC olusumunda histopatolojik ve molekiiler degisiklikler *

Hepatokarsinogenez i¢in Onerilen diger mekanizma ise karaciger kok hiicrelerinin
tiimorojenik mutasyonlar kazanarak tiimor i¢erisinde kiiciik bir populasyon olan karaciger kanseri
kok hiicrelerine doniistiigiinii savunan modeldir. Kanser kdk hiicre modelinde tiimdr igerisinde

cesitli farklilagma seviyelerine sahip hiicrelerin kanser kok hiicrelerden koken aldigi

6

diisiiniilmektedir °'. Normal hepatositten kanser hiicresine gegiste hiicrenin kazanmis olmasi

gereken, ilag direngliligi, sinirsiz proliferasyon yetenegi, kendini yenileyebilme gibi bircok

islevin halihazirda hepatik kok hiicrelerde mevcut olmasi bu teoriyi desteklemektedir (Sekil 4).

Metabolik

Viral hepatit >€"97°™M  Aiiolden bagimsiz

KC yaglanmasi

. Hepato sit
Alkol ’* hasari Olgun hepatositler
—

Kronik inflamasyon
l Kok hiicre aktivasyonu

Kendini yenileme Karacigerdeki Kok Hiicreler
= (¢ f,@
oval Oneul
hucreler hucreler

<sinirsiz proliferasyon>

Mutasyon

Karaciger kanseri Hcc

kok hiicresi

Sekil 4. HCC olusumunda etiyolojik faktorlerin karaciger kanseri kok hiicrelerini aktiflesmesi
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2.2.1. HCC Etiyolojisi

HCC doku ve hiicre hatlarinda mikrodizin gibi yeni teknolojilerle yapilan yiiksek
coziinlrlikli molekiiler analizler hepatokarsinogenez —siirecinin  anlasilmasma katkida
bulunmustur. Bu ¢aligmalar hepatokarsinogenez siirecinin genetik, epigenetik, viral ve ¢evresel
faktorlerin bir kombinasyonuna bagli oldugunu, son derece karmasik ve heterojen oldugunu

gostermektedir .

HCC gelisimine katkida bulunan 6nemli etiyolojik faktorler siroz, hepatit
B(HBYV), hepatit C (HCV), mycotoksin, aflatoksin, asir1 etanol tiiketimi ve siroz olusumuna yol
acan diger risk faktorleridir. Sigara kullanimi, asir1 demir alimi, kadinlarda uzun dénemli oral
kontraseptif kullanimi, hemokromatoz ve son yillarda kabul goren alkolsiiz steatohepatit olarak
tanimlanan insiilin direnci ile iligkili metabolik hastaliklar ise daha diisiik siklikla HCC’ ye neden

olan minér risk faktdrlerindendir * ¢ ¢

. Viral yollarla, aflatoksinle veya alkolle indiiklenmis
hepatokarsinogenez siirecinde onemli olan temel basamaklar tiim karsinogenez siireclerinde
oldugu gibi hiicreye yasama avantaji kazandiran genetik ve epigenetik degisimlerdir. Bu
degisimler hiicreye limitsiz boliinme, apoptozdan kagma, anjiogenez yapabilme Ozellikleri

kazandirir.

2.2.2. HCC'de Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

Yapilan ¢aligmalar hepatokarsinogenez siirecinin genetik, viral ve g¢evresel faktorlerle
indiiklenen son derece karmasik ve heterojen bir siire¢ oldugunu gostermektedir . HBV, HCV,
aflatoksin ve kronik alkol alimi gibi hepatokarsinogenez siirecini indiikleyebilen baslica
sebeplerin hepatokarsinogenez siirecinde yarattigi degisimler, 6nemli sinyal yollariyla baglantil
genlerin degismesine sebep olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda biiyiime, hiicre dongiisii, apoptoz,
metastaz, sinyal iletimi, hiicre dongiisii, metabolizma gibi cesitli siiregte yer alan genlerin
ekspresyon degisimleri bulunmustur. HCC vakalarinda kromozomal seviyede 1p, 4q, 5q, 6q, 8p,
9p, 13q, 16p, 17p bolgelerinde kayiplar gozlenirken, 1p, 6p, 8q, 17q bdlgelerinde fazlaliklar
tespit edilmistir. HCC'de APC, p16INK4a, Rb, p53, B-katenin ve AXIN mutasyonlar1 siklikla
gozlenenir.  Bunun yaninda E-kadherin, pl5 gibi genlerin epigenetik olarak yeniden
diizenlenmesine ve de daha az siklikla IGF-R, ¢-MYC ve c-MET'l asir1 eksprese edici

66, 67, 68

mutasyonlarina rastlanmistir . Bu gibi anahtar molekiillerde meydana gelen degisimler
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sayesinde DNA hasarinda gorev yapan p53 yolagi, hiicre dongilisiinde gorev alan Rb yolagi,
biiylimede gorev alan TGFp yolagi, hiicre-hiicre adezyonunda ve sinyal iletiminde rol alan Wnt
yolag1 gibi sinyal yolaklar1 degisime ugramustir . Sekil 5.' te bu degisimler 6zetlenerek

sematize edilmistir.

MOLEKULER FONKSIYON

HCC ALTGRUPLARI

A Sinifi B Sinifi C Sinifi D Sinifi
Proliferasyon ve Wnt Proliferasyon; interferon Diger
Sag kalimdan aktivasyonu || Akt/mTOR yaniti kazamimlar
sorumlu molekiler Ras/MEK
degisiklikler. IGF sigyali
Her kanser alt tiiriine %’IFET
spesifik B

Kontrol noktasi inhibisyonu,
apoptozdgan kagma,
limitsiz replikatif potansiyel,
Anjiogenez den
sorumlu molekiler
degisiklikler.

Bircok tiimorde ortak

Sekil 5. HCC'nin molekiiler patojenezinin sematik dzetj Ref'0% den yararlanilarak cizilmistir.)

2.3. Hepatik Kaser Kok Hiicrelerin Hepatokarsinogenezdeki Rolii

Giliniimiizde tlimorler igerisindeki kendini yenileme yetenegi olan ve fenotipik olarak
farkli tiimor hiicrelerine doniisiip tiimorogenezi yonlendiren nadir hiicrelerin, kanser kok hiicreler

oldugu bilinmektedir. Hematolojik kanserlerde uzun yillardir kanser kok hiicre kavrami kabul

70,71 72,73 74,75,76

gormektedir. Yapilan ¢caligmalarda beyin prostat """, akciger meme '’ , bag boyun "%,

pankreas 79, kolon %% 81, melanoma gibi farkl solid tiimdér modellerinde kanser kok hiicrelerin
varlig1 kabul edilmektedir. Son yillarda ise HCC gelisiminde ve ilerlemesinde bircok basamakta

rol oynayan, HpKKH' lerin varligi kabul gormiistiir .
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Temelde etiyolojik faktorlerin yol agtigi zedelenmenin onarilmast i¢in karaciger
yenilenme siirecine girer. Bu siiregte kronik karaciger zedelenmesine rejeneratif yanit olarak
portal fibroblastlar, hepatositler ve hepatosit oncii hiicreler siirekli ¢ogalarak hasar giderilmeye
calisthr ®. Bu durumda karaciger rezerv kok hiicrelerinin aktiflendigi ve hasarmn giderilmeye
calisildigr cesitli arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Bu  siirecte hepatositler telomer
kisalmasiyla birlikte senesense girdiginden, aktiflesen oncii hiicrelerinin mutasyonlara acgik ve

karsinogenez i¢in aday hiicreler haline geldigi gdsterilmistir ”-°'

. Sekil 4. de etiyolojik faktorlerce
hasar goren karacigerdeki onciil hiicre aktivasyonu sematik olarak gosterilmistir.

HCC'de yiizey belirtecleri ve davranig bigimlerine gore kanser kok hiicrelerini tanimlayici
bircok calisma mevcuttur. Son yillarda tiim hiicrelerinin yeniden olusumunu saglayabilecek
kapasitede, heterojenite, tiimor baslangici, metastaz, ila¢ direngliliginden ve relapstan karaciger
kanser kok hiicrelerinin sorumlu oldugu diisiiniilmekte ve bu konuyla ilgili bir¢ok calisma

yapilmaktadir "%

. Bu caligmalarda, insan karacigerinde, farkli potansiyelde hepatik kok
hiicrelerin (HpKHs) varligi ve bu hiicrelerin, hepatosit ve safra hiicrelerine farklilagabilen
bipotent/progenitér hepatoblastlara doniisebildigi deneysel olarak gosterilmistir. Wang XW. ve
grubu calismalarinda daha onceden de baska modellerde hepatik kok hiicre belirteci olarak
gosterilen epitelyal hiicre adhezyon molekiilii (EpCAM) ile alfa feto protein (AFP) statiilerine
dayanarak HCC’leri siniflandirmuslardir *. Buna gére HCC dokularindan izole edilen hiicreler
invaziv. HCC olusturabilecek hepatik kok hiicremsi-HCC (HpKKH) ve yeniden HCC
olusturamayacak olgun hepatosit-HCC(MH-HCC) olarak smiflandirilmistir.  HpKKH'lerin
ozellikle EpCAM ve AFP pozitif molekiillerini tasidig1 ve zayif prognoz ve metastatik karakterle
iliskilendirildigini gosterilmistir ' ¥ . EpCAM’in direk Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedefi
olmasinin yam sira, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin embriyonik kok hiicrelerin devamliliginda
da rol oynamasi kanser kok hiicrelerin aktivasyonunda 6nde gelen sinyal yolaklarindan biri
olabilecegini diisiindlirmektedir.

Genellikle kanser kok hiicreleri ve normal kok hiicreler benzer molekiiler belirtecler
tagirlar. HCC hiicre ve dokularinda ¢ogunlukla normal karaciger kok hiicrelerinde de eksprese
olan CD133 *** CDY0 *°, CD44 °, EPCAM "*°' ALDH **, ABCC2 *, AFP '*-*** ve CD13"
gibi karaciger kanseri kok hiicre belirteclerinin varligi gosterilmistir. Bu biyo belirtegler HCC'nin

prognozunu tahmin etmede ve de spesifik hedefli terapiler olusturmada olduk¢a dnemlidir. Fakat
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biitiin bunlara ragmen HpKKH'leri daha yiiksek spesifistede digerlerinden aywracak ve
tanimlayacak belirtecler bulunmasi i¢in yapilan ¢aligmalar yetersizdir. Dogru ve giivenilir olarak
terapotikler tarafindan hedeflenebilmeleri i¢in karaciger kanseri kok hiicrelerinin,tiim molekiiler
imzasmin spesifik olarak tanimlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in molekiiler olarak detayl

calismalara ve yeni belirteglere ihtiyag vardir.

HCC'nin koken aldigi HpKKH'lerin  karacigerdeki mevcut kok hiicrelere tiimdrojenik
potansiyel kazandiran mutasyonlarla veya olgun hepatositlere kok hiicre benzeri potansiyel
kazandiran mutasyonlarla olusabildigi diistiniilmektedir (Sekil 6) . Bu konuda heniiz

aydmlatilmamig bir¢ok bilinmeyen mevcuttur.

CD133*
CD30*
EpCAM®
CcD13*
CD133°CD44"
CD133°ALDH"

o e ; CD90*CD44”
Timorojenik potansiyel = Kok hiicremsi potansiyel
w\/ j kazandiran mutasyonlar f\ kazandiran mutasyonlar

Hepatik kéik hiicre HpKKH Differansiye karaciger
. hiicresi
~ ov6
“\ L Tumorojenik
A potansiyel

kazandiran

mutasyonlar
Oval oncii hiicre w

Karaciger kanseri

Sekil 6. Differansiye karaciger hiicresinden veya hepatik kok hiicreden HpKKK'lerin

tiirevlenmesi (6 nolu referanstan yararlanilmistir)

Ayn1 zamanda timdr hiicrelerine kok hiicre benzeri potansiyel kazandiran bu davranislari,
kok hiicrelerde siklikla aktive olan Notch, Wnt ve TGF gibi sinyal yolaklarmin diizenledigi
diistiniilmektedir. HpKKH'lerde de benzer yolaklarin aktive olusu kok hiicrelerin noeplastik
doniisim siirecinin  hepatositlere gore daha az parametre ile basarilabilir oldugunu

diisiindiirmektedir °7. HpKKH'ler ile ilgili bilinmeyen birgok detay mevcuttur. HCC'nin erken
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teshisini ve tedavisi i¢in, kesin hiicre kokeni, molekiiler genetigini, hastaligin yiiksek diizeyde
agresif klinik sergilemesine sebep olan mekanizmalarin ve de degisen sinyal yolaklarmin
anlasilmas1 onemlidir. HpKKK'lerinin, geriye kalan kanser hiicrelerinin ve de karaciger kok
hiicrelerinden farkinin tam olarak anlasilmast HCC de tiimor biyolojisini anlamak ve etkin

terapiler olusturmak agisindan 6nemlidir.

2.3.1. HpKKK'lerde Degisen Sinyal Yolaklar

Embriyonel gelisim, organ hasar1 onarimi ve doku yenilenmesi gibi fizyolojik durumlar
cesitli molekiiler ile biiylime faktorii sinyallerin karmasik bir denge igerisinde olmasimi gerektirir.
Bu sinyal yolaklar1 ve bilesenlerinin bozulmasi kanser olusumunu saglayan temel ilkelerdendir.
Bir¢ok kanser tiirlinde oldugu gibi hepatokarsinogenez siirecinde de proliferasyon, apoptoza
direng, farklilasma, kendini yenileme, pluripotensi, anjiyogenez ve ila¢ direncliligi gibi sinyal
yolaklarinda yeniden diizenlemeler gergeklesmistir. Sinyal yolaklarindaki bu degisimlerin

progenitér hiicrelerde gerceklestigi bilgisi bugiin literatiirde kabul gdrmiistiir (Sekil 7 ) **1°.

Direct targeting of CSC-specific markers
miRNA regulation (miR-181 and miR-130b)

Tumor
baslamasi

= Fey Bmi-1
oncostatinM|  Pluripotensi SN TAnCaE Ke'}dml | Wat/p-catenin
Stem Cell Yenileme /) torp

CD90*CD4g*

C0133’ALDH‘/

€D133°CD44’ y

Kemorezistans

Metastaz

AKT/PKB and Bcl-2 Anjiogenez

OncostatinM
Oct4-AKT-ABCG2
GEP and ABCBS
PTEN-AKT-ABCG2
Side Population

Sekil 7. Karaciger progenitor hiicrelerinden kanser kok hiicreye gegiste degisen sinyal yolaklari.

(6 nolu referanstan yararlanilmistir
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HpKKK 'nin kendini yenileme ve tiimorojenik kapsitesinin siirdiiriilmesinde Bmi-1 > '%°
What/p-katenin '*', Notch ' ' ve Sonic Hedgehog ' gibi bir¢ok sinyal yolag: gorev aldigi
bilinmektedir (Sekil 3). Ayn1 zamanda TGF-p, IGF/IGF-1R, HGF/MET, Wnt/B-katenin, Notch,
Hedgehog ve TGF- o/EGFR gibi diizenleyici sinyal yolaklarmin HCC'de HpKKH'lerin
transformasyon, apoptoza direng, proliferasyon ve invazyon karakterine katki saglayan anahtar

rolleri oldugu bulunmustur 5¢'**.

2.3.1.1. Wnt/B-katenin Sinyal Yolagi

Wnt/B-katenin sinyal yolag1 embriyo gelisimi sirasinda hiicre kaderinin belirlenmesinde
anahtar roller oynar. Ayni zamanda proliferasyon, kendini yenileme, hiicre hiicre baglantisi,
motilite, farklilagsma kok hiicre karakteri, tiimorogenez ve epitelyal-mezensimal doniisiim gibi
siire¢lerde Gnemli rolleri bulunan bir sinyal yolagidir ' '°°. APC, AXIN, Ser/Thr kinaz(CKla)
ve GSK3p bir arada B-katenin yikilma kompleksi denilen bir kompleks olusturur. ~ Wnt
ligantlarmin olmadigr normal kosularda; sitozolik havuz igerisinde olan B-katenin, B-katenin
yikilma kompleksi tarafindan stirekli olarak N-terminalindeki serin rezidiilerinden fosforillenir.
Fosforillenen B-katenin ubiquitin-proteosome yolaginda proteolizlenir. Hiicre ylizeyinde 7 kez
membran1 gecen Frizzled ve bir kez membranmi gegen diisiik dansiteli lipid reseptor ailesi
(LRPS5/LRP6) iiyeleri bir reseptor kompleksi olustururlar. Eger Wnt ligantlari, bu reseptor
kompleksine baglanirsa, dishelved (Dsh) proteini araciligiyla f-katenin yikilma kompleksi dagilir
ve P-katenin sitoplazmada birikir. Sitoplazmada biriken B-katenin niikleusa gé¢ ederek, Wnt/f-
katenin hedef genlerinin agilmasini saglayan, Tcf/Lef (T-cell factor/ lymphocyte enhancer factor)
ailesine ait transkripsiyon faktorlerini aktive eder '® ', Béylelikle Wnt/p-katenin hedef
genlerinin transkripsiyonunu gerceklesir. Neoplastik transformasyon ile iliskili siireclerde rol
oynayan ve hiicre dongiisiinii uyaran c-MYC, siklin D, antiapoptotik role sahip survivin ve de

26, 108 1 jteratiirde

proinvaziv genlerden MMP gibi genler Wnt/B-katenin hedefleri arasindadir
Whnt/B-katenin sinyalinin Tcf/Lef transkripsiyon faktoriiniin farkli splice varyantlarina gore
hedefledigi genlerin degisebilecegini gosteren galismalar da meveuttur ',

Genetik ve epigenetik sebeplerle Wnt sinyal yolaginin bozuldugu ve bunun 6zellikle kolon
ve karaciger kanseriyle iliskilendirildigi farkli alismalar tarafindan gosterilmigtir '*'% 1% ¢ 11,

Ayn1 zamanda Wnt/B-katenin sinyal yolag: aktivasyonu kolorektal, HCC, melanom ve bas/boyun
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gibi cesitli kanserlere yol agabildigi sikca gozlenen bir durumdur. Yapilan gesitli hayvan ve
insan caligmalarinda Wnt/B-katenin yolagmin yersiz aktif olmasmimn HCC’ye yol acabildigi

112, 113, 114

gosterilmistir . B-katenin gibi pozitif modiilatorlerin fonksiyon kazandiric1 mutasyonlart,

APC ve AXIN gibi negatif modiilatorlerin fonksiyon kaybettirici mutasyonlar1 ve/veya
ekspresyonlarinin degisimine sebep olan epigenetik diizenlemeler HCC'de gosterilmistir '™ ''°.
HCC olgularinin biiyiik ¢ogunlugunda, sitokeratinl (CK1), PIN1, FZD7, B-katenin ve AXIN geni
mutasyonlarmin varlig1 ve B-katenin’in niikleusta biriktiginin gosterilmesi bu yolagin HCC'deki
6nemini vurgulamaktadr ''® 117 118119

Bunun yanmda, Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonu HpKKH popiilasyonlarinda
gosterilmistir 87.120. 121 "yine baska bir ¢alismada, 6zellikle EpCAM'in HCC de Wnt/B-katenin
sinyalinin direk hedefi oldugu bulunmus ve EpCAM'in RNAi yontemiyle susturulmasinin
kendini yenileme, tiimorojenite, hareketlilik ve ila¢ direncliligini azalttig1 ortaya konmustur .
Dolayisiyla, Wnt/B-katenin sinyal yolagmin HpKKH'ler deki en belirgin gorevi kendini yenileme
stirecindeki rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Literatiire yeni giren caligmalar, Wnt/B-katenin
sinyalinin son nokta aracisi olan ve sekans spesifik olarak DNA'ya baglanip Wnt hedef genlerini
regiile eden, Tcf/Lef transkripsiyon faktorlerinin farkli izoformlarmin gen ekspresyonunu
aktiflemek ve baskilamak gibi farkli etkileri olabilecegini ortaya koymustur. Tcf/Lef
heterojenitesi bu ailenin genlerinin alternatif promotor ve RNA splice varyantlarindan ileri gelir.
Bu kapasite aktivitede heterojen patern yaratwr. Tcf/Lef ailesi genlerinin farkli islevleri olan
korunmus bolgelerinin splice varyantlarla fonksiyon kaybetmesi heterojeniteyi destekler. Bunun
fonksiyonel anlami ise Tcf/Lef bir gen hedefleme yapabilecegi gibicesitli aktivite edici veya
baskilayicikofaktorlerle biraraya gelerek; Wnt/B-katenin hedef genlerinin ekspresyononel
aktivasyonuna veya represyonuna sebebiyet verebilir '>'. HCC'de yapilmus bir cahismada HCC
hiicre hatlarinin 14 farkli splice varyatlarin birgok cesidini eksprese ettigi ve hiicre tipine ve

hiicrenin kanserlesme seviyesine gore varyantlarmn degisebildigi gosterilmistir. Ayrica farkl

varyantlarin hiicrenin malignant 6zelliklerini degistirebilecegi de ortaya konmustur '>2.

19



2.3.1.2. PI3K/Akt Yolag:

Fare ksenograf modeliyle yapilan ¢alismalarda HpKKH'lerin normal kanser hiicrelerine
gore daha yiiksek p-AKT, p-BAD ve BCL-2 seviyesine sahip oldugu ve bunun da kemoretapinin
direnci olan CD133+ hiicrelerde daha da arttig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda AKT inhibitorii
kemoterapiyle birlikte kullanildiginda HpKKH'lerin hayatta kalma oranlarinin neredeyse
tamamen yok oldugu gézlenmis ve HpKKH'lerde AKT yolaginin 6zellikle kemoterapi direncinde
6nemli oldugu vurgulanmistir '**. Bunun yaninda HpKKH'lerde ve de kemoterapiye direngli alt
gruplarda OCT-4 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Ayni calisma OCT-4 'iin ektopik olarak
asir1 ekspresyonu ile kemoterapi direncinin arttigimi ve OCT-4'in susturulmasi ile kemoterapi
direncinin azaldig1 gostermistir. Ayn1 zamanda OCT-4 ekspresyonun AKT sinyal yolagmnin

aktivasyonuna bagli oldugu ve de AKT inhibitorii ile bu etkinin geri ¢evrildigi ortaya konmustur
123

2.3.1.3. TGF B Yolag

TGF-p ailesi hem kok hiicre hem de kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve hiicresel farklilagsma
kontroliinde 6nemli rollere sahiptir. TGF-f sinyalinin, bilinen HpKKH markerlerinden biri olan
CD133 ekspresyonunda rolii oldugu bilinmektedir '**. TGF-# sinyalinin karaciger progenitor
hiicrelerde interlokin 6 (IL-6) tarafindan aktive oldugu ve HCC gelisimine katkida bulundugu
gosterilmistir. Bunlara ek olarak TGF-f ve IL-6 sinyalinin bloklanmasiyla EpCAM+

HpKKH'lerinin elimine oldugu arastiricilar tarafindan ortaya konmustur /% ',

2.3.1.4. miRNA'larin Etkisi

miRNA'lar post-transkripsiyonel seviyede gen ve protein ekspresyonunun negatif
diizenlenmesinde 6nemli diizenleyici molekiiller olarak islev gdren kiiciik, kodlayici olmayan
RNA'lar smifidir. miRNAlar farklilagsma ve pluripotensi de dahil olmak iizere hiicresel siiregleri
genis bir yelpazede kontrol etmektedirler. miRNAlarin ekspresyonu ayni zamanda tiimor olusum

asamasma Onemlidir ve kanser prognozu ile iligkilidir. Ayn1 zamanda miRNA'larin kanser
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gelisimi ve metastaz ilerlemesinde de ciddi katkilar1 oldugu bilinmektedir '*’. Son zamanlarda,
miRNA'larm HpKKH 'lerdeki roliine iliskin caligmalar literatiire girmeye baglamustir '** .
HpKKH'lerde miRNA diizenlenmesinin dnemli oldugu gosterilen ilk ¢aligmada miR-181a,
miR-181b, miR-181c and miR-181d gibi miR-181 ailesi {iyelerinin EpCAM+/AFP+ hiicrelerde
arttigt ve miR-181'in ektopik olarak asir1 eksprese edilmesiyle EpCAM+ alt populasyonun
cogaldig1 gosterilmistir. Bunun yaninda miR-181; NLK, CDX2 ve GATA6 gibi hepatik
transkripsiyonel regiilatorleri hedefleyerek kok hiicremsi karakter i¢in ¢ok onemli olan Wnt/p-
katenin yolagmnin aktivasyonunu saglamaktadir '** *°. Yakin zamanda miR-130b'nin de tiimor
dokusundan izole edilmis CDI133+ olan HpKKH'lerde arttigi bulunmustur. Fonksiyonel

caligmalar ise miR-130b'nin kendini yenileme, tiimorojenite ve de kemoterapi direncliliginde

etkili oldugu gostermistir '*°.

2.3.2. HpKKK'lerde Kemoterapi Direnci

Sag kalim orani 5 yillik siirede %5'in altinda olan ve prognozu kétii ilerleyen bir kanser
tiiri olan HCC 1i¢in tek kiiratif tedavi segenegi karacier rezeksiyonu, karaciger nakli veya
transarteriyel kemoembolizasyon gibi cerrahi iglemlerdir. Fakat hastalik tani kondugunda
vakalarin %70'i kiiratif cerrahi tedaviler icin uygun degildir " '*2. HpKKK teorisi HCC'de
kullanilan kemoterdtiklerin neden genellikle tlimoriin biiylik bir kismin1 yok edip ve basarili gibi
goriilmekle birlikte tiimorii tamamen ortadan kaldirmakta ve niiksii engellemekte basarisiz
oldugunu aciklar. Cogunlukla karaciger tiimorlerinde kullanilan anti-kanser ilaglardan sisplatin,
doksorubisin ve 5-florourasil tiimor icerisindeki hizli cogalan kanser hiicrelerini hedef alir. Fakat
tiimor icerisinde alt bir populasyon olusturan HpKKK bu ilaglara direnglidir ve tedavi sonrasi
hayatta kalip varliklarini stirdiiriirler. Boylelikle kurtulan tiimér hiicreleri kendini yenileyerek,

1

tiimbrlerin gelisimini ve yayilimim saglayacak ilaca direngli kloniler olustururlar '* ®. Var olan

kemoterapi secenekleri bu sebeplerden dolay: etkili degildir®" '+

. Kemoterapi direngliliginde rol
oynayan mekanizmalardan biri de fonksiyonlarini yitirmis 6ncli veya kok hiicrenin plastisite
ozelliklerinde rol oynayan TGF-B, IGF/IGF-1R, HGF/MET, Wnt/B-katenin, Notch, Hedgehog ve

TGE- /EGFR gibi aktif sinyal yolaklaridr % 2% 86 133134
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2.3.3. HpKKK'lerde Pluripotensi

Giiniimiizde en belirgin ve spesifik olarak HpKKK'leri ayiran yiizey molekiili EpCAM'in
kanser baslatic1 ve kanser kok hiicrelerinde '*°, doku spesifik normal kok hiicrelerde '*® hepatik

kok hiicrelerde " ve embriyonik kok hiicrelerde '*®

eksprese oldugu bilinmektedir. Fare
embriyonik fibroblastlar1 iPKK'ye doniisiime indiiklenmesinin ardindan EpCAM ve iliskide
oldugu Cldn7 molekiillerinin yeniden programlama siirecinde arttigi gosterilmistir *°. Ayni
calismada EpCAM ve CLDN7 inhibisyonuyla yeniden programlama etkinligi azalmis ve asir1
ekspresyonuyla ise yeniden programlama etkinligi artmistir. Benzer olarak baska bir ¢aligmada
EpCAM'in suturulmasiyla pluripotensi genlerinin ekspresyonlarmim azaldigir gosterilmis ve
EpCAM niikleer kismmin OSKM genlerinin direk olarak promotorunu regiile edebilecegi
distiniilmistir '*° . Tam bu veriler EpCAM'in  pluripotensinin programlanmasinda gorev

yaptigim1 ve  EpCAM tasiyan hepatik kanser kok hiicrelerin daha pluripotent oldugunu
gostermektedir (Sekil 8).

Kendin yenilem Tumérojenik
kapasitesi potansiyel

Hepatik kok hiicre Q Karaciger Kanseri kok hiicresi
(Pluripotent)
EpCAM+/AFP- @ !
Hepatik kok hiicre
(bipotent)
EpCAM+/AFP+
Biliar progenitor hiicre / \ I t—iepa.tlk ?rOEenitor hucre

SRR Y:

intrahepatik safra kanali

Olgun hepatosit (OH OH-HCC
EpCAM+/AFP- gun hepatosit (OH) HpKKK

EpCAM-/AFP- EPCAM-/AFP-  EocAM+/AFP+

Sekil 8. Hepatik kanser kok hiicrelerin farklilagma basamaklarinda kendini yenileme ve

tiimorojenik potansiyellerinin degisim
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Deneysel nitelikte bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2008 Eyliil- 2013 Haziran yillar1 arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisti T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda yapilmstir.

3.3. Arastirma Evreni ve Orneklemi / Calisma Gruplan
Insan iizerinde ¢alisma yapilmamistir.
3.4. Cahsma Materyali

Calismada kullanilan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 SNU-387, HuH-7, SNU-
398, SNU-475, SK-HEP-1, PLC/PRF/5, Hep40, SNU-182, Hep3B, Hep G2, Mahlavu Bilkent
Universitesinden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan hediye edilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Cesitli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alismanm ilk kisimlarinda farkli genlere ait
gercek zamanli ve yar1 kantitatif gen ekspresyonlari analizlenirken deneysel esit ylikleme
kontrolii olarak housekeeeping genlerden RPL41 ve GAPDH bunun yaninda western blot

yonteminde housekeeping gen olarak kalneksin kullanilmistir.

Baslangi¢ deneylerinde lityum kloriir'iin iyonik kontrolii olmas1 agisindan Sodyum Kloriir
(NaCl) kullanildiginda, molekiiler ve biyolojik diizeyde degisimlere rastlanmadigindan
deneylerin devaminda LiCl'in yarattig1 etkiler DMEM'e gore kiyaslanmustir .
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.6.1.1. HCC Hiicre Hatlar: ve Idamesi

Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan HCC hiicre hatlar1 (Mahlavu, HuH-7, Hep40, SNU-
475, SNU-398, SNU-387 SNU-449, SK-Hepl, PLC/PRF/5, Hep3B, Hep G2, SNU-182) Bilkent
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan
saglandi. Deneyler baslatilmadan 6nce STR profillemesi ile kimlik dogrulamas: yapilmis hiicre

hatlarinda mikoplazma bulas1 testi belirli araliklarla yapildi.

Kullanilan HCC hiicre hatlarinda, normal kosullarda %10 FCS (Fetal Calf Serum)
(Biochrom, S0125), 2mM L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1C), 100u/ml penisilin ve
0,1mg/ml streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit
karisimi (Biological Industries, 01-340-1B) iceren DMEM (Biological Industries, 01-104-1A)
icerisinde tretildi. Hiicre kiltlirii islemleri biyogiivenlik 2 diizeyinde laminer kabinet (Thermo
Scientific Cabinet / MSC1.2) igerisinde yapilirken, hiicreler 37 °C’de, %5 CO,’li inkiibatorde
(Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO2) uygun zaman araliginda kiiltiire edildi.
Hiicreler biliyiime hizlarmna ve baslangic yogunluklarina gére degismekle birlikte 3 ila 5 gilinliik
araliklarla bir alt kiiltiire edildi. Hiicreler %80 civarinda yogunluga ulastigi zaman kiiltiir
kaplarindaki ortam ¢ekilip, 3 defa pH: 7.4 steril PBS ile yikanip, PBS uzaklastirilmasi1 ardindan
yiizeyi kaplayacak miktarda Tripsin-EDTA (%0.05/%0.02, Biological Ind., 03-054-1B)
soliisyonu konularak inkiibatérde hiicreler tutunduklar: yiizeyden ayrilmasi beklendi. Tripsinize
edilen hiicrelerin iizerine FCS igeren ortam konularak pipetlendi ve bu islemin sonunda Neubauer
laminda hemasitometrik olarak sayilarak, istenilen miktarda hiicre yeni kiiltiir kaplarina ekildi.
Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda ters bakish faz kontrast mikroskobundan (Olympus CKX41)

yararlanildi.
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3.6.1.2. Hiicrelerin Dondurulup Coziilmesi

Logaritmik biiylime evresine gelmis hiicreler %70-80 yogunluga ulasinca donduruldu.
Bunun i¢in tripsinize edilen ve hiicre kiiltiir ortamiyla siispanse edilip ve 2500 rpm de 5 dakika
santrifiijlenip ¢oktiiriildii. Coktiiriilmiis hiicre pelleti taze olarak hazirlanmig soguk hiicre
dondurma ortaminda (%30 FCS, %10 DMSO, %70 DMEM) siispanse edilerek 6zel tiipler
icerisinde, dakikada 1°C’lik soguma saglayan buz kutusuna (Nalgene 5100-0001) konularak gece
boyunca -80°C’de donduruldu ve uzun siireli stoklamalar icin sivi azot tankina kaldirilds.
Dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi icin hiicreler sivi azottan ¢ikarilip, hizla ¢oziilerek hiicre
kiiltlirii ortamu ile siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 2500 rpm de 5 dakika santrifiijlenip
DMSO igeren iist faz atild1 ve hiicre pelleti taze kiiltiir ortamiyla siispanse edilerek uygun hiicre

kiltir kabia ekildi.
3.6.1.3. Hiicrelerin LiCl'e Maruz Birakilmasi

Lityumun molekiiler diizeyde ve biyolojik olarak yarattigi degisimlerin incelenmesi i¢in,
pasajlanan ve gece boyunca adezyonunu tamamlamis %50-60 yogunluktaki farkl hiicre hatlar1 ve
zenginlestirilmis hiicre gruplarinin ortami, igerisinde 20 mM LiCl (Sigma, L9650) iceren taze
kiiltlir ortam1 1ile degistirildi. Hiicreler 48 saat boyunca lityuma maruz kaldiktan sonra
uygulanacak deney basamaklarma devam edildi. Lityumun zaman igerisindeki etkisini anlamak
icin yapilan deneyler ise yukarida anlatuldig: gibi lityum eklenmesinin ardindan deney istenilen

siirede durduruldu.

3.6.2. Mikrodizin Analizleri

3.6.2.1. Ham Mikrodizin Verilerinin Eldesi

Lityum’un, HuH-7 hiicrelerinde meydana getirmis oldugu gen ekspresyonu
degisikliklerinin in silico ¢oziimlenmesinde, mikrodizin ham ekspresyon verileri kullanildi. HuH-
7 hiicre hattmna ii¢ ayr1 deney setinde 48 saatlik LiCl uygulamasinin ardindan elde edilen RNA
dan, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Béliimiinde Dog.Dr. Hilal Ozdag ve ekibi tarafindan
cRNA elde edilerek mikroarray analizlerinde kullanildi. Bulunan gen ekspresyon verileri elli

dort bin alt1 yiiz yetmis bes prob setinden olusan Affymetrix GeneChip Human Genome Ul33
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Plus 2.0 platformu kullanilarak elde edildi. Calismadaki mikrodizin ¢iplerinin kalite
degerlendirmesi, ham ekspresyon verilerinin normalizasyonu ve normalize ekspresyon verilerinin

istatistiksel ¢oziimlemeleri i¢in R 2.5.1. stirtimii kullanildi.

Lityum’un HuH-7 hiicrelerinde, gen ekspresyonu diizeyinde meydana getirdigi
degisikliklerin istatistiksel anlamliliginin ortaya konmasi1 igin, Significance Analysis of
Microarray (SAM) yontemi ile istatistiksel ¢dziimleme yapildi Istatistiksel ¢oziimlemeler
normalize ekspresyon verileri kullanilarak, SAM yonteminin R ortamina uyarlanmis sekli samr
paketi kullanilarak gergeklestirildi. False Discovery Rate (FDR) degeri 0.01 olarak secildi ve
FDR<0.01 kosulunu saglayan probe setler istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Bu yolla HuH-
7 hiicre hattinda ekspresyonu, Lityum uygulanmamis hiicrelerdekine goére anlamli olarak artmig

ya da azalmig problar belirlendi.

Bu calismanin veri ¢oziimleme ile ilgili pek cok basamagi, mikrodizin istatistiksel
¢oziimlemeleri ile bu ¢oziimlemelere ait girdi ve ¢iktilarin resmedilmesi, ¢esitli programlama dili

ve ortami kullanilmas1 Doktora dgrencisi Gokhan Karakiilah tarafindan gergeklestirildi.

3.6.2.2. Internet Tabanli Biyoinformatik Araclarin Yardimiyla Istatistiksel Sonuclarin
Coziimlenmesi

Ekspresyon diizeyleri anlamli bir sekilde degismis problarin, biyolojik acgidan tasidigi
anlamlarin ortaya konmasi i¢in WebGestalt, Onto-Express ve Fatigo+, KEGG fonksiyonel
anotasyon aracglar1 kullanildi. WebGestalt veri tabani kullanilarak yapilan Gene Ontology (GO)
coziimlemesinde, istatistiksel yontem olarak Hipergeometrik test, anlamlilik diizeyi olarak da
0.01 degeri secildi. Onto-Express veri tabani ile yapilan c¢oziimlemelerde ise istatistiksel
anlamliligin test edilmesinde FDR yOntemi tercih edildi. Ayrica gen ekspresyonu verilerinin gen
seti diizeyinde yorumlanmasi ve coziimlenmesinde Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
yontemi kullanildi. Coziimlemede kullanilan gen setleri i¢in c2 gen seti koleksiyonu Molecular
Signature Database’den indirilmis ve c2 koleksiyonu, Wnt sinyal yolagi hedef genleri ve hiicre

dongiisti ile iligkili genlerden olusan setleride eklemek amaci ile de yeniden diizenlenmistir.
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GSEA ile yapilan analizde permiitasyon sayisi bin olarak alinmig olup, on dokuzdan az ve bes
yiizden fazla sayida gen iceren gen setleri ¢oziimlemeye dahil edilmedi. Internet tabanli
biyoinformatik araclarin yardimiyla istatistiksel sonuglarin ¢dziimlenmesi Doktora dgrencisi

Gokhan Karakilah'tan destek alindi.

Lityum etkisiyle degisen genlerden hangilerinin Tcf/Lef transkripsiyon faktorii ile regiile
edildigini anlamak icin, Transfact veri tabanindaki farkli quality degerlerindeki matrix'ler

kullanilarak Tcf4 ve Lefl i¢in belirlenmis gen gruplari ile gen setimiz ortiistiirtildii.

3.6.3. Plazmid Vektorlerin Eldesi

3.6.3.1. Transformasyon

E-coli DH5a susu kullanilarak plazmitler transforme edilip ¢ogaltildi. Kompetan hiicre E-
coli DH5a’dan 100ul iizerine 200 ng plazmid eklenerek 30 dk buz iizerinde inkiibe edien plazmid
ve kompetan hiicre karisimi, 42°C’lik su banyosunda 45 saniye(sn) bekletildi. Daha sonra 2 dk
buz iizerinde bekletilen bu karisimin igerisine taze olarak hazirlanan 50 mg/ml MgCl, igeren 900
ul SOB ortami eklendi. 37°C’ye ayarlanan bakteri inkiibatorii icerisinde 160 rpm’de 1 saat
calkananarak inkiibe edildi. Ampisilin iceren ve icermeyen Luria Broth Agar (LB) kat1 ortama
direk ve dilie ekim yapildi ekim yapildi1 ve gece boyu 37°C'de bakteri inkiibatdriinde inkiibe
edildi. Ampsilin igeren ortamda lireyen ve tek tek diismiis kolonilerden bir koloni secilerek Sml
LB siv1 ortamina ekildi. Bakteriler 37°C ve 160 rpm’de gece boyu calkalanarak inkiibe edildi.
Ampisilinli LB ortaminda ¢ogalan vektor iceren E-coli DHS5a hiicrelerinin 1,5 ml’si Miniprep
plazmid DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Restriksiyon enzim kesiminden sonra, maksiprep
plazmid DNA izolasyonu i¢in 250 ml ampisilin igeren LB ortamina 1,5 ml ilk kiiltiirden ekildi ve

37°C ve 160 rpm’de gece boyu inkiibe edildi.

3.6.3.2. Miniprep Plazmid DNA Izolasyonu

Yukarida anlatildigi gibi kloni, se¢iminden sonra gece boyu inkiibe edilen bakteri
kiiltiirtinden 1,5 ml ile miniprep yapildi. 5 dakika +4°C'de 2500 rpm’de santrifiij edilip
stipernatan uzaklastirildi. 100 pl ALS-1 soliisyonu igerisinde resiispanse edilen pellet, kuvvetlice

vortekslenerek taze hazirlanan 200 pl ALS-2 soliisyonu ependorfa eklendi. Tiip 5 kere alt iist
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edildi ve 150 pl 6nceden sogutulmus ALS-3 soliisyonu ependorfa eklendi. 5 dk buz lizerinde
inkiibe edilen tiipler +4°C ve 13000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek, siipernatan yeni bir tiipe
aktarildi. Siipernatan iizerine esit hacimli olacak sekilde Fenol-Kloroform-Izoamil alkol
eklenerek vortekslenen tiipler 13000 rpm ve +4°C’de 5 dk santriflij edilerek tistteki seffaf sulu faz
yeni bir ependorf tiipline aktarildi. %70 etanol’den siipernatanin iki kat hacminde olacak sekilde
eklenip kiivvetlice vortekslenen tiipler, 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 1 ml %70'lik
etanolden gecirilip pellet kurumaya birakildi. Pellet 50 pl Tris-EDTA (pH 8,0) soliisyonu
icerisinde ¢oziildiikten sonra 260 ve 280 nm’de saflik ve konsantrasyon dl¢iimleri yapildi. Elde
edilen bu plazmid DNA’larina restriksiyon enzim kesimi yapilip DNA parcalar1 jelde

goriintiilendi ve dogrulanan klonilerden maksiprep ekim yapildi.

3.6.3.3. Maxiprep Plazmid DNA Izolasyonu

Maksiprep plazmid DNA izolasyonu i¢in "Invitrogen Hipure Plasmid DNA Purification
Kit (K2100-02)" kullanild1. Bir gece 6nceden 100 pg/ml ampisilin iceren 250 ml LB ortaminda
sallamali bakteri inkiibatoriinde 37°C’de ve 160 rpm’de inkiibe edilen bakteri hiicreleri 250
ml’lik tiipe aktarildi. 250 mI’lik tiipe aktarilan bakteri hiicreleri 4000 g’de 15 dk santrifiij edildi
ve ortam tamamen uzaklastirildi. Tiipe 10 ml kit icerigindeki resiispansiyon tamponu eklendi ve
hiicre pelleti homojen bir hale gelene kadar resiispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 50 ml
santrifiij tliptine aktarilip lizerine 10 ml Lizis tamponu eklendi. Tiip 5 kere ters diiz edildi ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. 10 ml presipitasyon tamponu eklenip alt iist edilerek karistirilip
9000 g’de 30 dk santriflij edildi. Siipernatan daha 6nceden denge tamponu ile muamele edilmis
kolona aktarilarak DNA'nin kolona baglanmasi saglandi. Karisimin kolondan yer ¢ekimi yardimi
ile ge¢gmesi beklendi. Kolon 60 ml yikama tamponu ile yikandi. Kolon steril bir toplama kabina
yerlestirilerek 15 ml eliisyon tamponu kolona eklendi. DNA yer ¢ekimi ile kolondan toplama
kabina indi. Tiipe 10.5 ml izopropanol eklenip ters diiz edilerek iyice karistirildi. Onceden
+4°C’ye ayarlanan sogutmali santriflij ile 12000 g’de 1 saat santrifiij edildi. Pellet Sml %70
Etanol’de resiispanse edilip. +4°C’de ve 12000 g’de 30 dk santrifiijlendi. Kurutulan DNA pelleti
500 pl TE tamponu igerisinde resiispanse edildi ve elde edilen plazmid DNA’larmin 260 ve 280
nm’de saflik ve konsantrasyon 6lglimil yapilarak, restriksiyon enzim kesimi ile dogrulamalar

yapilip, -20°C’de saklandi.
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3.6.4. Tcf/Lef Lusiferaz Reporter Assay

Calismamizda Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin belirlenebilmesi ve de Wnt/B-katenin

sinyal yolagmin yeniden diizenlenmesi ve Tcf/Lef trankripsiyonel aktivite Ol¢iimleri ig¢in

kullanilan vektdrler George Town Universitesinden Aykut Uren tarafindan saglandi (Tablo.1).

Tablo 1. Kullanilan plazmitler ve kullanim amaclar1

Vektor adi

Kullanim amaci

S37A BCAT /pFLAG-CMV2

*Y1kim i¢in fosforile olmasi gereken rezidiingiin mutant oldugu
BCAT'in  asmr1 ekspresyonu saglaylp Wnt/B-katenin sinyal
yolagini uyarmak.

(bu vektor tirilint, hiicre icerisindeki P-katenin ile yarisarak
Wnt/B-katenin sinyal yolagini uyaramaktadir )

pFLAG-CMV2

BCAT bos kontrol vektorii olarak

AXIN GIDS5-6/pCS2

GSK3p'ya baglanip aktivitesini inhibe eden AXIN parcasmin
asir1 miktarda ekspresyonunu saglayip Wnt/B-katenin sinyal
yolagini uyarmak.

(Bu vektor {iriinii, hiicre igerisindeki AXIN ile yarigarak Wnt/j-
katenin sinyal yolagini uyaramaktadir.)

pCS2 AXIN bos kontrol vektorii olarak

DNTCF4 B-katenine baglanma bolgesi icerip DNAya baglanma bdlgesi
icermeyen TCF4'lin asir1 ekspresyonunu saglayip Wnt/f-
katenin sinyal yolagini1 baskilamak.
(Bu vektor iiriinii, hiicre icerisindeki TCF4 ile yarisarak Wnt/p-
katenin sinyal yolagini uyaramaktadir.)

pBABE DNTCF4 bos kontrol vektorii olarak

M50 Super 8x TOPFlash Tcf yanit elemani iceren bolgesine Tcf/Lef baglanmasiyla

lisiferaz enzimi ekspresyonu saglamak.

(Hiicre icinde Wnt/B-katenin sinyal yolagminin sonunda hedef
genlerin acilmasini saglayan Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesi
artinca plazmitin Urettigi liisiferaz enzim miktar1 artmakta ve
ortama konulan substrattan yararlanip daha yiliksek 151ma
vermektedir.)
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M51 Super 8x FOPFlash Tcf baglanma bolgesi mutant oldugundan artan Wnt/B-katenin
sinyal yolagina yanit veremeyen yalanci liisiferaz vektori.

HuH-7 hiicreleri 4x10* hiicre/kuyu olmak iizere steril 12 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarmna
ekildi. Gece boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin bir giin sonra ortami uzaklastirilip PBS ile
yikanarak transfeksiyon islemine gecildi. HuH-7 hiicreleri i¢in optimize edilen kosullar 12
kuyulu hiicre kulturu kaplar1 i¢cin 0.8 ng DNA ve 2 pl Transfeksiyon kimyasalidir (TR). Tiim
plazmitler i¢in yapilan transfeksiyonlar bu oranlar kullanilarak hazirlanmistir. Bunun disinda
normalizasyon ic¢in kullanilan pRLTK palzmiti digerler plazmitlere oranla 1/10 oraninda

kullanildi.

Transfeksiyon ortamlar1 hazirlanirken polistren tiipler kullanilarak kuyu basma 50 pl
DMEM-0 igerisine 0.8 pg DNA ve 2 ul Fugene (Roche, 04709705001), transfeksiyon reagenti
kullanildi. Tiim bu bilesenler vortexlenerek karistirilip, oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi
ve ortami uzaklastirilip PBS ile yikanan her kuyu igerisineki 1 ml normal kiiltiir ortami iizerine
eklenerek transfeksiyon gergeklestirildi. Transfeksiyondan 4 saat sonra ilgili kosula kiiltiir ortami1
icerisine son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde LiCl eklendi, hiicreler 48 saat boyunca
lityuma maruz kaldiktan sonra liisiferaz Ol¢iimleri Dual Lusiferase Reporter Assay System

(Promega E1910) kiti yardimiyla gergeklestirildi.

Wnt sinyal yolagi cesitli basamaklarda yukaridaki plazmitlerle yeniden diizenlenip
sonrasinda yapilacak Tcf/Lef reporter deneyi icin hiicreler énce BCAT, AN TCF, AN AXIN
plazmitleriyle transfeksiyonu gerceklestirilip bir giin sonrasinda Tcf/Lef reporter plazmitleri ile
yeniden transfekte edildiler. Tcf/Lef plazmtilerinin transfeksiyonu sonrasindaki tiim islemler
yukaridaki siralama ile yapildi. Deney siiresi doldugu zaman liisiferaz 6lgtimleri kitin
onerileri dogrultusunda asagidaki swrayla gerceklestirildi. Belirtilen siire sonunda hiicrelerin
ortamlar1 uzaklastirilip 1X PBS ile iki kere yikama yapildi. Hiicrelerin lizerine kit igeriginde
mevcut 200 pl lizis tamponundan eklenip 15 dk sallamali karigtiricida hiicrelerin par¢alanmasi
sagland1 ve lizatlar 1,5 ml’lik ependorflara aktarildi. Seffaf ependorf tiipleri icerisine 50 pl

lusiferaz assay tamponu (LARII) konulup bunun {izerine hiicre lizatindan 20 pl eklendi ve 10 sn
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stire ile luminometrik 6l¢lim yapildi. Ependorflara 50 pul “’Stop Glo’’ soliisyonundan eklenerek
lusiferaz aktivitesi sonlandirildi ve Renillia aktivitesinin baglamasi saglandi. 10 sn siire ile

luminometrik 6l¢iim yapilarak Renillia degeri kaydedildi.

Elde edilen lusiferaz degerleri kullanilarak yapilan hesaplamada her kuyunun degeri kendi
internal kontrolii olan Renillia degerine boliindiikten sonra elde edilen degerler, dogru

vektor/yanlis vektor hesaplamasi yapilarak, Tctf/Lef transkripsiyonel aktivite degerleri elde edildi.

3.6.5. RNA Eldesi ve PCR

3.6.5.1. RNA Eldesi Ve Konsantrasyon Ol¢iimii

Calismada kullanilan tiim hiicre hatlar1 ve zenginlestirilmis hiicre gruplari lityum olan ve
olmayan kosullarda 48 saat boyunca kiiltiire edildikten sonra ticari olarak satilan PureLink RNA
Mini Kiti (ambion 12183018A) RNA izolasyon kiti kullanilarak ve de saglayicinin protokoliine
sadik kalinarak total RNA eldesi yapildi. RNA izolasyonu sirasinda kit igerigi disinda kullanilan
tiim plastik sarf malzemeleri %0.1 DEPC (Applichem, 0881) kullanilarak RNazlardan arindirildi.
Elde edilen Total RNA'nin bir kismi spektrofotometrik 6l¢iim, geri kalani ise ters transkriptaz ile
cDNA sentezi yapmak i¢in kullanildi. RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri 260 nm ve 280
nm’deki absorbanslar1 Picodrop (Picodrop, PicopetO1) ile spektrofotometrik olarak saptandi.
A2 granindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi. En iyi sonug icin RNA’larin
safliklar1 1.6-1.8 arasinda olmasina dikkat edildi. Protein veya DNA bulasi olan RNA’lar saf dis1

birakild.

3.6.5.2. ¢cDNA Sentezi

Total RNA izole edilip konsantrasyon ve kalite belirlendikten sonra son konsantrasyonu 2
pug olacak RNA ile ticari olarak saglanan MBI Fermentas(K1622) cDNA sentez kitinden
yararlanilarak cDNA sentezlendi. Islemler termal dongiileyici (Techne TC-312) yardimiyla kit
onerileri dogrultusunda yapildi. Total RNA, “Random primer”, “Oligo(dT) primer” ve su
icerisinde hazirlandiktan sonra 70°C’de 5 dk inkiibe edilip, 5X reaksiyon tamponu, riboniikleaz
inhibitorii ve ANTP ve “M-MulV Reverse Transcriptase” eklenerek ve kitin 6nerdigi sicakliklarda

inkiibasyona birakildi. Daha sonra karigima 5X reaksiyon tamponu, riboniikleaz inhibitorii, ANTP
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ve “M-MulV Reverse Transcriptase” eklenip, 25°C’de 10 ve 42°C’de 60 dk inkiibe edilerek
hazirlanan ilk-zincir cDNA reaksiyonu reaksiyon, 70°C’de 10 dk inkiibasyon ile sonlandirildi.

3.6.5.3. Yari-Kantitatif Ters-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

[Ik-zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar (her bir cDNA reaksiyonundan 2 pl)
kalip olarak kullanilarak 1ilgilenilen gene spesifik primerler araciligiyla PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Internal kontrol olarak da karacigere spesifik bir housekeeping gen olan
RPL41 ve de GAPDH genine spesifik primerler kullanildi ve yari-kantitatif olarak gen
ekspresyonu GAPDH ve RPL41 miktrarina gore oranlanarak belirlendi. Primerler Entrez ve
Ensembl gen bankalarinda yer alan diziler lizerindeki korunmus bolgelere 6zgii olan web tabanli
“IDT Oligodesign” programi (www.idtdna.com) kullanilarak, PCR ve ger¢cek zamanli PCR
pirmerleri kriterlerine uygun olacak sekilde tasarlandi. Tim primerler icin farkli MgCl,
(Fermentas, 00028790), termal profil, primer konsantrasyonu denenerek optimizasyon yapildi ve
her primer uygun olan optimizasyon kosullarinda kullanildi. Kullanilan genlere ait primer

ozellikleri Tablo 2’deki gibidir.

PCR friinlerinin ytiriitilmesi ve analizi icin TBE tamponu igerisinde %?2’lik agaroz
(Applichem, 5510UB) jel kullanildi. Jel igerisine 0.5 pg/ml etidyum bromiir (Sigma, E-8751)
eklenerek DNA floresan olarak boyandi. PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen iiriinlerin
herbirinden 10’ar pl kullanilarak 6X DNA yiikleme tamponu (Fermentas, R1151) yardimiyla jele
yiiklendi. Bantlar agilana kadar (30-60 dk) 70 V’luk gerilim uygulanarak 6rnekler TAE ile dolu
elektroforez tankinda yiiriitiildii. Daha sonra amplifiye edilmis olan DNA’lar transilliminator ile

UV 15181 altinda DNA’ya interkale olan etidyum bromiir aracilig1 ile incelendi.
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Tablo 2. PCR reaksiyonlarinda kullanilan spesifik primerler ve 6zellikleri

Hedef bolge

Gen Adi Entrez ID Ileri 5 —3’ / Geri 5°—3’ (bp)
fleri 5- GAGACATCTTGATGG AGACC -3'

BIK 638 Geri 5'- TCTAAGAACATCCCTGATGT -3' 290
fleri 5°- ATCGTCCAACCTCCTGTCGTCTTT -3’

LGRS 8549 Geri 5’- TCGTCCATACTGCTGTTGTCACCT -3’ 229
fleri 5’- CACAAGCTGCACCCAAACTTCACT -3’

GLIPRI 11010 Geri 5’- CCACCTGTGGCAACCTGCAAATAA -3’ 758
fleri 5°- TTCAACCTGGCGGACATCAACGA-3’

KLF4 9314 Geri 5’- TTCAGCACGAACTTGCCCATCA-3’ 143
fleri 5°- TGGCTCTTCCAACAGAGGCAGAAT -3°

FAM46C 54855 Geri 5’- TGAACTCAAACTGACGCCGAATGG -3’ 249
fleri 5°- GCCTTCCAAGGCCAAGATGTTCA -3’

VCAN 1462 Geri 5’- GGTGGCAAAGTAGGCATCGTTGAA -3’ 177
fleri 5°- TGCAGTACAAGAATCGTCAGGCCA -3°

PHLDAI 22822 Geri 5’- TGAGGATGAGAGTGTGGATGTGGA -3’ 247
fleri 5°- TTCTGTGACCGATGAACCTCCCAA -3°

EPHAS 2044 Geri 5’- CTGCACACTTGACAGGTGCCATTT -3° 123
fleri 5°- TTATTGGGCGATCAAGACGGTGCT -3°

AXIN2 8313 Geri 5’- CCTGAATCCATTGCAGGCAAACCA -3’ 102
fleri 5’- TCTGCAGGAGGAGAAGGAGA -3'

JMJD3 23135 Geri 5'- TCCACCGCTTAGCATCAGAC -3' 149
fleri 5°- TTCGTGTGCAACTGGCTCTTCTG -3’

SP5 389058 Geri 5’- TTCTGGTGAGTCTTGACGTGCTTC -3’ 164
fleri 5°- TGGACAGCATTTACATTGGGCAGC -3’

RELN 5649 Geri 5’- ACTCCCAGCCATTCTGGTTCTCAA -3’ 171
fleri 5°- CTCTTTCCATGTCCCCAATGA-3’

UGTIAI 54658 Geri 5’- ATTGATCCCAAAGAGAAAACCAC-3’ 362

UGTIA3 54659 fleri 5°- GTTGAACAATATGTCTTTGGTCT -3’ 384
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Geri 5’- ATTGATCCCAAAGAGAAAACCAC -3’

fleri 5’- GAACATTTATTATGCCACCG -3’

UGTIA9 54600 Geri 5’- ATTGATCCCAAAGAGAAAACCAC -3’ 275
fleri 5°- GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG -3

SOX2 20674 Geri 5’- TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG -3’ 151
Tleri 5°- GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG -3

OCT3/4 18999 Geri 5’- CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC -3’ 141
fleri 5’- GCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGC -3’

Myc 4609 Geri 5’- TTGAGGGGCATCGTCGCGGGAGGCTG -3’ 328
fleri 5°- TCCTGAACCTCAGCTACAAAC -3’

Nanog 79923 Geri 5’- GCGTCACACCATTGCTATTC -3° 108
fleri 5°- CCTACCTCAAAGCCATCATCTT -3°

HNF4a 3172 Geri 5’- GTCGTTGATGTAGTCCTCCAAG -3’ 116
fleri 5°- TAAACTCATCAGCCGTTCCAGGGT -3°

SAA4 6291 Geri 5’- TATTTCTTAGGCAGGCCGTCAGGT -3’ 171
fleri 5°- ACCTTTCCCGTCACCTTGGCTTAT -3’

ASPM 259266 Geri 5’- TTGAGAGGTCCCAGTTCTGTGTGA -3’ 162
fleri 5°- GCTGGCCGTAAACTGCTTTGTGAA -3’

EpCAM 4072 Geri 5’- TCGCAGTCAGGATCATAAAGCCCA -3’ 201
fleri 5°- ACTCAAGGCTCTTGTGGTGACAGT -3’

NATS 9027 Geri 5’- AAGGTGGGATCATCAACAGGCAGA -3’ 492
fleri 5°- TGCGCTGCAGGTTATGAAACTTGG -3°

CDKN2C 1031 Geri 5’- AGGGCAGGTTCCCTTCATTATCCT -3’ 200
Tleri 5’- AGCTGTGGATGCTGCTCTGAAGAA -3°

KNGI 3827 Geri 5’- AACGTGTCAGAGCCAACCGTCTTA -3’ 108
Tleri 5°- TTGGCATGGGTATGGGACAGGTAT -3’

KLB 152831 Geri 5’- TGATGTGGGCGGAAATGTGTGTTG -3’ 138
fleri 5°- AACCTCTGTGATGGAGGTCA -3’

CDHI 999 Geri 5’- GTGGTGGGATTGAAGATCG -3’ 303
fleri 5°- AGCCTTGTGACAGTTCGTGC -3’

KMT6 2146 Geri 5’- CAGCGGCTCCACAAGTAAGA -3’ 192
fleri 5°- GCTGCCGTTCAAACTTGTCAGTCA -3’

PALMD 54873 Geri 5°- AAGAGAAGCAGGGAGAAATCCGCT -3’ 183

HNF6 3175 fleri 5°- GCGCAGGTCAGCAATGGAAGTAAT -3’ 376
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Geri 5’- TTGCATGTAGAGTTCGACGCTGGA -3’

fleri 5’- AACCGCTAGCTTGTTGCACT -3’
RPLAI 6171 Geri 5’- TCCAGAATGTCACAGGTCCA -3’ 225

fleri 5’- CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA -3°

GAPDH 2597 Geri 5’- GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT -3’ 143

3.6.5.4. Ger¢ek Zamanl Kantitatif PCR (qPCR) Reaksiyonu

Tiim PCR reaksiyonlar1 her bir gen i¢cin 6zgiin olarak tasarlanan primerlerle, AB Step-
One-Plus cihazinda (Applied Biosystems system kat no: 4376592) ve de amplifikasyonlar SYBR
Green PCR Master Mix (Power SYBR Green Applied Biosystems cat no: 4367695) kullanilarak
yapildi. Deney seti gen ekspresyonlar1 analizlenmeden 6nce, primer ¢iftleri ile cDNA miktari,
primer miktary, annealing 1silar1 gibi parametreler optimize edildi. Amplifikasyonlar
optimizasyon sonrasi elde edilen en uygun kosullarda yapildi. Her 6rnek i¢in dort tekrarh setlerle
calisildi. Her amplifikasyon i¢in, 25 pul master mix (kit igerisinde hazir olan), 1.25 pl primer, 5 pl
cDNA ve 17.5 pl dH20’dan olusan 50ul’lik solusyon hazirlanip vortekslenerek karistirildi.
Cihaza ait floresan 151k gegirgen 96 well plate'in her kuyusuna 10ul olacak sekilde karistilan bu
soluyon dagitilip ve spin edildi ve reaksiyon baglatildi. Amplifikasyon reaksiyonu, 10 dk 95°C
denatiirasyonu takiben 40 dongii olacak sekilde (95°C’de 15 sn, 55°C’de 40 sn, 72°C 40 sn)
gergeklestirildi. Denylerde her bir reaksiyon igerisine eklenen ROX boyasi1 hacimsel farkliliklar1
normalize etmek imkani sagladi. Amplifikasyon bittikten sonra her primer i¢in C; degerleri tespit

242 metodu ile hesaplanip endojen kontrole

edildi. Gen ekspresyonlar1 Relative Kantifikasyon
gére normalize edildi. Bu deneylerde gen ekspresyonun semi-kantitatif olarak

degerlendirilebilmesi icin RPL41 ve GAPDH ekspresyon diizeyi referans olarak kullanilanildi.

3.6.6. Immunfloresan Boyama

6 kuyulu kiiltiir kaplar1 igerisindeki 22 mm®lik steril cam slaytlar iizerinde ekilen 10x10*
hiicre, %80 yogunluga ulastiZinda PBS ile yikanip soguk metanol ile 5 dakika fikse edildi.
Lityumun etkisini anlamak i¢in yapilan deneylerde ise 20 mM LiCl eklendikten 48 saat sonra
fiksasyon yapildi. Fikse edilen hiicreler iizerine, 6zgiil olmayan baglanmalar1 bloklamak

amaciyla, %20 FBS iceren PBS-T oda 1sisinda 20 dakika inkiibe edildi. Hiicreler PBS-T ile
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yikandiktan sonra, %2 FBS iceren PBS-T icerisinde 1/50 oraninda seyreltilmis olan, FITC
konjuge EpCAM antikoru (Miltenyi,130-080-301) ile 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Ornekler
PBS-T yikamalari sonrasinda, ¢ekirdek boyasi i¢in kullanilacak olan seyreltilmis DAPI igerisinde
10 dk bekletilip PBS-T yikamalar1 tekrar edildi. Son olarak, floresan mounting media (Dako,
S3023) yardimiyla kapatilarak motorize floresan mikroskop (Olympus BX61) araciligiyla uygun
filtreler kullanilarak goriintiilendi. Negatif kontrollere birincil antikor yerine sadece % 1.5’lik

FBS igeren PBS konuldu, bu adimin disindaki tiim islem siras1 ayni sekilde uygulandi.

EpCAM/CD133, EpCAM/CK-19, EpCAM/fcat ciftli boyamalar, ppGSK3f ve B-katenin
boyamalar1 i¢in, CD133 (Miltenyi, 130-090-422), CK19 (Santa Cruz 6278), Bcat (Santa Cruz
7963) ve ppGSK3p (Cell Signalling, 9331) antikorlar1 kullanildi.Bu antikorlar herhangi bir
floresan boya ile konjuge olmadigindan goriintiileme i¢in floresan isaretleyicilerle konjuge
sekonder antikorlar kullanildi. CD133, CK-19 ve fcat antikorlar1 fareden elde edildiginden
bunlara kars1 anti mouse Alexa 555, ppGSK3f'e kars1 anti-mouse FITC isaretli ikincil antikorlar1
kullanildi. Bunun i¢in, 6rnekler bloklama sonrasinda ilk olarak, yukarida agiklandigi gibi 1/50
oraninda seyreltilmis fare anti-CD133, 1/200 oraninda seyreltilmis fare CK-19 veya 1/100
oraninda seyreltilmis fare anti ppGSK3p primer antikorlar1 ile problandiktan sonra, 1:2500
oraninda seyreltilmis Alexa 555 (Invitrogen, A-31570) ve FITC (Chemicon, AP124F) isaretli
anti-fare IgG sekonder antikoru ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi ardindan yikama islemleri

gergeklestirilerek DAPI boyamasi yapildi.

3.6.7. Immunositokimya

6 kuyulu kiiltiir kaplar1 igerisindeki 22 mm?’lik steril cam slaytlar iizerinde 10x10* hiicre
ekildi ve 20 mM LiCl eklendikten 48 saat hiicre kiiltlir ortami1 uzaklastirilip PBS ile yikanarak
soguk metanol ile 5 dk fikse edildi. Fikse edilen hiicreler 6zgilil olmayan baglanmalari
engellemek i¢in, %20 FBS iceren PBS-T ile oda isisinda 20 dk inkiibe edildi. Bloklamanin
ardindan nemli ortam saglamas1 amaciyla igerisinde yari 1slak havlular olan kapali kabin i¢inde, 6
kuyulu kiiltiir kabindaki lamellerin iizerine, %2’lik FBS iceren PBS-T de sulandirilmis primer
antikor LGRS (Origene, TA301323) lamel yiizeyini kaplayacak (60 pl) miktarda konuldu ve 1
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan yikamalar yapildi ve kit icerigindeki UltraTek Anti-
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Polyvalent ile 10 dk inkiibasyonun ardindan yikama iglemi tekrarlandi. UltraTek HRP
uygulamasinin sonrasi yeniden yikanan slaytlara, 100 pl DAB-substrat (Dako, 3468) kromojeni
eklendi ve negatif kontroliin boyama almadig1 siirede renklendirme yapildi. Tim hiicrelerde zit
boyama saglayan hematoksilen boyasiyla 3 dk inkiibe edilerek ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Lamellerin lamlar iizerine kapatilmasi sirasinda mounting medium kullanildi (Dako, S3025).
Negatif kontrollere birincil antikor yerine sadece % 1.5’lik FBS iceren PBS konuldu, bu adimin

disindaki tiim prosediir ayn sekilde uygulandi. Fotograflar 151k mikroskobu araciligiyla alindi.

3.6.8. Western Blot

3.6.8.1. Total Protein Izolasyonu

Tanimlanan deney kosullar ile iiretilerek, % 70-80 yogunluga ulasmis hiicreler soguk PBS
ile 2-3 kez yikanip proteinaz inhibitorii iceren 1ml soguk PBS igerisinde hiicre kaziyicilarla
kazilarak 1.5 ml’ lik ependorf tiiplerine toplandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 2500 rpm’de 5
dakika santrifiijlenip (Eppendorf Centrifuge 5415R) iist faz uzaklastirildi. Hiicre pelleti {izerine,
pelletin yaklasik olarak 4 kat1 kadar buzda sogutulmus RIPA liziz tamponu (50 mM pH 7.4 Tris-
HCI, % 1 NP-40, % 0.25 sodyumdeoksikolat, ] mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 pg/ml aprotinin, 1
ug/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3;VO,) eklendi. Buz
iizerinde 5 dk araliklarla karistirilarak 30 dk boyunca parcalanan drnekler +4 °C’de sogutulmus
santrifiijde 13000 rpm devirde 15 dk santrifiijlendikten sonra total hiicre proteinini igeren tist faz
yeni bir tiipe aktarildi ve elde edilen proteinlerin protein miktar1 belirlenip, -80 °C’lik

buzdolabinda daha sonra kullanilmak tizere donduruldu.

3.6.8.2. Protein Miktar Tayini

Protein miktar belirlemesi i¢in ticari olarak temin edilen BCA Protein Assay Kit (Pierce
23225) kullanildi. Her bir tiipte farkli miktarlarda stok BSA (Pierce, 23209) iceren, BCA ve
ddH20 ilaveleriyle standart grafigi elde etmek {izere farkli seri konsantrasyonlarda BSA
cozeltileri hazirlandi.  Yine bunlara paralel olarak, miktar1 tayin edilecek toplam protein
lizatlarinin her birinden 2 pl igeren (1/50 oraninda seyreltilmis protein solusyonu) ve ayni sekilde

BCA ve ddH,0 ile reaktif soliisyonlar hazirlandi. Tiim 6rnekler tepkime gerceklesmesi i¢cin 60
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C’ de 15 dk inkiibe edildi. Is1 altinda icerdikleri protein miktarlarma orantili sekilde degisiklik
gosteren reaksiyon sonunda olusan bikronik asit-bakir komplekslerinin absorbansi, Varioskan
Flash Multimode Reader ile 562 nm dalga boyunda kore karsi Olgiildii. Bilinen BSA
konsantrasyonlara karsi okunan absorbans degerleri kullanilarak cizilen standart dogrusal
grafikten elde edilen egim degeri kullanilarak diger orneklerdeki bilinmeyen protein miktarlar:

hesaplanda.

3.6.8.3. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

BioRad mini protein elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Electrophoresis Cell 165-3301)
kilavuzunda tarif edildigi sekilde hazirlandi. Sisteme uygun jel hacmi yine kilavuza gore
tanimlanip ek tablolarinda belirtilen bilesenler karistirilarak ayirici ve istifleyici jeller hazirlandi.
Oncelikle ayirici jel hazirlanip ve iki cam arasma dokiildii ve Jelin iizerini kaplayacak miktarda
ddH20’ya doydurulmus saf izoamil alkol eklenerek jelin polimerize olmasi beklendi. Ayirict
jelin igerecegi poliakrilamid konsantrasyonuna western blotlamada incelenecek proteinin
biiyiikliigiine gore karar verildi (Ek 8.3). Ayirict jel katilasinca % 5°lik istifleme jeli hazirlanip
donan jel lizerine eklendi ve hemen uygun taraklar yerlestirilip istifleme jelinin katilagmasi

beklendi.

Konsantrasyonlar1 belirlenmis Orneklerden esit miktarlardaki proteinler, %12 B-ME
(Applichem, A1108,0100) iceren 4X yiikleme tamponu ile son konsantrasyon 1X olacak sekilde
karistirilip, 95 °C’ de 10 dk kaynatildi. Kaynatilan ornekler oda sicakhgma gelince,  jelin
kuyularma yiiklendi. Protein gogiinii izleyebilmek i¢in jelin bir kuyusuna biiyiikliik belirteci
(MBI Fermantas SM0671) yiiklendi. Ornekler istifleyici jelin sonuna kadar 70 V’da, ayiric1 jelde
ise 110 V sabit gerilimde 2-3 saat belirlenecek proteinin biiyiikliigline gore yiiriitiildii.

3.6.8.4. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi ve Bloklama

Uygun boyutlarda kesilen PVDF membran (millipore, IPVH15150) 40 sn metanol ile
kalibre edilip su ile yikandi. Membran ve whatman kagitlar1 Tris-Glisin transfer tamponu i¢inde
en az 10 dk bekletildikten sonra transfer islemine gegildi. 100 kD altindaki proteinler i¢in yari-

kuru, 100 kD iizerindeki proteinler icin 1slak transfer tercih edildi. Transfer sirasinda
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“Whatmann” kagidi, jel, PVDF membran, “Whatmann” kagidi yari-kuru transfer cihazmna

(Hoefer SemiPhor- Pharmacia Biotech) veya 1slak transfer kasetlerine yerlestirildi ve jelin mm™’ii
basma 3.5 - 5.5 mA olacak sekilde akim gegirilerek 12 V civarinda, akim sabitlenilerek protein
biyiikliigiine gore degisen siirelerde akim gegirilerek proteinlerin jelden membrana transferi
yapildi. Transferin ardindan membran % 8’lik siit tozu % 0.5 Tween-20 iceren TBS-T tamponu

ile 1 saat oda sicakliginda bloklama islemi gergeklestirildi.

3.6.8.5. Immiinoblotlama Deteksiyon

Primer antikorlarlar %4 siit tozu igeren TBS-T i¢inde optimizasyonla belirlenmis
konsantrasyonlarda, +4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ardindan membran en az 3 kere 10’ar
dakikalik calkalamalarla yikandi. Daha sonra primer antikorun elde edildigi hayvana karsi ve
ucunda HRP enzimi takili antikor hazirlanarak membranlarla muamele edildi. Tiim yikamalarm
ardindan, Pierce dura (West Dura Extended Duration Substrate, 34075) veya pico (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrat, 34077) gibi farkli deteksiyon soliisyonlar1 kullanilarak,
1s1imaya duyarl Kodak (5256441) filmler iizerinde sonuglar goriintiilendi. Kullanilan antikorlara

ait bilgiler ve optimize edilmis diliisyon kosullar1 Tablo 3’de mevcuttur.

Tablo 3. Kullanilan antikorlar ve 0zellikleri

Firma/Katalog no Koken Antikor Ad1 | Diliisyon* Yontem
Origene TA301323 Tavsan monoklonal | LGRS 17250, 1/50 WB/ICC
Cell Signalling CS-9331S | Tavsan poliklonal pp-GSK3p 1/100 IF/'WB
Santa cruz Sc-7963 Fare Monoklonal B -katenin 1/200 IF

Santa cruz Sc-6278 Fare Monoklonal CK19 1/1000 WB
Santa cruz sc-20691 Tavsan poliklonal KLF4 1/500 WB
Cell Signalling CS-2750 | Tavsan poliklonal Oct-3/4 1/1000 WB
Santa cruz Sc-8987 Fare Monoklonal HNF4a 1/250 WB
Santa cruz Sc-51515 Fare Monoklonal ALB 1/500 WB
Santa cruz Sc-11397 Tavsan poliklonal Kalneksin 1/2500 WB

*IF: immiinfloresan, ICC : immunositokimya, WB: westernblotlama
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3.6.9. Hiicre Prolifersyon Analizleri

3.6.9.1. BrdU Inkooperasyonu

Bu yontem kullanarak proliferasyon degerlendirilmesi i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kabima dnceden optimizasyon deneyi ile belirlenen 20x10? hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler
ekildi. Hiicreler yaklasik olarak gece boyunca yapigmalarini tamamladiktan sonra ortama 20 mM
LiCl eklendi ve 48 saat sonra deney durdurulup proliferasyon degerlendirildi. Bunun i¢in zaman
dilimi dolmadan 4 saat 6nce kuyucuklara son konsatrasyon 30 uM olacak sekilde BrdU eklenip 4
saat inkiibatorde 37 °C’de bekletildi. Dért saatlik inkiibasyon bitiminde hiicreler PBS ile iki kez
yikanip Etanol (Merck 1.11727.2500) ile 10 dk sabitlendi. Etanol uzaklastirildiktan sonra
hiicreler 2N HC1 (Merck K27564414) ile 20 dk inkiibe edilip PBS ile 15 dk yikandi ve PBS
icerisinde hazirlanmis %1 BSA (Amresco 0332-1006 ) %0.5 Tween ile bloklandi. 1/500
diliisyonda anti BrdU antikoru (DakoCytomation M0744) ile 1 saat inkiibasyonun ardindan PBS-
T yikamalar1 yapild1 ve peroksidaz isaretli ikincil antikor (Dako, 4061) ile 30 dakika inkiibe
edilip PBS-T ile yeniden yikandi. DAB substrat kromojeni (Dakocytomation, K3468) eklenip, 1
dk inkiibe edilen kromojen suyla yikanip ¢ekirdeklerin belirlenmesi i¢in hiicreler hematoksilenle
boyandi. Mikroskopta kuyucuk icerisinden belirli 5 alandaki prolifere olan ve olmayan hiicreler
renklerine gore aywt edilip sayild1 ve yiizde boliinen hiicre sayisi bulundu. Deney dortlii set
halinde yapildigindan her kosulun ortalamasi ve standart sapmasi belirlenip degerlendirildi ve

istatistiki degerlendirme yapilda.

3.6.9.2. DNA Floresan Isimasi Temelli Hiicre Proliferasyon Testi

Bu deneyde DNA ya baglanan floresan boya igeren bir kit olan CyQUANT® NF Cell
Proliferation Assay (Invitrogen, C35006) kiti kullanildi. Bu yontem kullanarak proliferasyon
degerlendirilmesi i¢in 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina dnceden optimizasyon deneyi ile
belirlenen 10x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekildi. Hiicreler yaklasik olarak gece
boyunca yapigmalarmn1 tamamladiktan sonra ortama 20 mM LiCl eklendi ve deneyin
durdurulacag1 her saat diliminde islem gerceklestirildi. Kit yonergesi dogrultusunda hazirlanan

DNA boyast her kuyucuga 100 pl olacak sekilde eklenip 60 dk boyunca inkiibatorde inkiibe
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edildi. Intensitesi 485 nm de eksitasyon 530 nm emisyon yapilacak sekilde floresan mikroplate

okuyucu kullanilarak elde edildi.

3.6.9.3. Elektronik Hiicre Algilamaya Bagli Ger¢ek Zamanli Hiicre Adezyonu Ve Cogalmasinin
Incelenmesi

Bu islem xCELLigence-Roche Applied Science cihazinda ayni sisteme ait 6zel 16 kuyulu
E-plateler kullanilarak (Roche, 06 324 738 001) yapild1. Islem 6ncesinde cihazin ve E-Platelerin
kalibrasyonu i¢in her kuyuya deney setine gore lityum igeren ve icermeyen 30 ul ortam eklenerek
inkiibator icerisinde 1 saat kalibrasyon islemi gergeklestirildi. 48 saat lityuma maruz birakilmig
veya birakilmamis EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CDI33- hiicreler kuyu basina 5000 hiicre
olacak sekilde ekilerek cihaz baslatildi. Cihazin okuma yaptig1 ilk 9 saat adezyon analizi i¢in

kullanilmak tizere cthazdan 72. saate kadar cell indeks okumasi alind1.

3.6.10. Motilite/ Invazyon analizleri

Invazyon deneyi igin 8.0 mikron por ¢apl matrijel kapl ticari 24 kuyulu odaciklar (BD
BioCoat), motilite deneyinde ise ayni1 por ¢apma sahip herhangi bir hiicre dis1 matriksle kaplh
olmayan kontrol odaciklar (BD BioCoat, 354578) kullanildi. Deneye baslamadan her iki
deneyde kullanilacak odaciklar sirasiyla -20°C ve +4°C’den alinip 2 saat oda sicakliginda
bekletildi. Invazyon odaciklar1 oda sicakligma gelince, iizerine %0 FBS olan DMEM eklenerek,
motilite odaciklarma ise hi¢birsey eklemeden inkiibatére kaldirildi. 2 saatin sonunda odaciklar
inkiibatorden alinarak igerisindeki ortam wuzaklastirildi. Kuyularmm igerisine deney kosullarina
uygun sekilde 20 mM LiCl iceren ve icermeyen 750 ul %10 FBS'li DMEM eklendi. igerisinde bu
ortamlar olan bu kuyulara yukarida anlatilan islemlerden ge¢mis odaciklar daldirildi. Olusturulan
serum gradyanina go¢ etmesi i¢in deney dncesinde 6 saat serum agliginda birakilmis hiicreler 500
pl hacimde 4x10* hiicre olacak sekilde %2 FBS iceren DMEM ortamimin icerisinde odaciklara
ekildi. Bu islemden sonra 24 saat kiiltiire edilen odaciklar asagidaki protokoldeki gibi fikse
edilerek boyandi.

“Diff-Quick" kiti (Medion Diagnostic, 130832) kullanilarak fiksasyon ve boyama
gerceklestirildi. 24 saattin sonunda hiicreler inkiibatdrden alindi. Odaciklarin igerisindeki ortam

tamamen uzaklagtirildi. Hiicrelerin fiksasyonunu saglamak icin, odaciklar 1dk siireyle fikse
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edildi. Odaciklar hafifce kurutma kagidina tutularak kurumalar1 saglandi. Bu islemin ardindan
odaciklar hiicre sitoplazmasinit boyayan eozin temelli birinci boyada ve de hiicre ¢ekirdegini
boyayan hematoksilen temelli ikinci boyada sirastyla birer dk tutuldu. Kuyular distile sudan
gecirilip membranin alt kismina gegen invaziv ve motil olan hiicrelerin goriintiilenebilmesi i¢in
kulak ¢opii ile iistte kalan invaziv ve motil olmamis hiicreler temizlendi. Mikroskop yardimiyla

membran altinda kalmis hiicrelerin sayis1 belirlendi.

3.6.11. Manyetik Hiicre Seperasyonu (MACS)

HuH-7 hiicre hattinda, kanser kok hiicreleri olarak tanimlanan EpCAM+/CDI133+
hiicreleri ve bu 6zelligi tasimayan EpCAM-/CD133- hiicreleri ayrimlamak amaciyla, manyetik
hiicre seperasyon yontemi kullanildi. Bu amagla 10X10’ hiicre igeren pellet 500 pl manyetik
ayrimlama soliisyonu (PBS icerisinde %5 FBS ve 2mM EDTA) igerisinde siispanse edilerek,
srrastyla 100 pm’lik ve 40 pM’lik siizgeglerden gegirildi ve 4°C’de 2500 rpm de santrifiijlendi.
Hiicreler daha sonra 300 pl MACS solusyonunda seyreltilerek, ©6zgiil olmayan antikor
baglanmalarii engellemek icin 100 ul FcR (Fc Reseptor) bloklama soliisyonu (Miltenyi, 130-
059-901) ile bloklandi. Toplamda 500 pl olan bu soliisyon igerisine, kitte dnerildigi gibi 1/10
dilusyonda olmas1 i¢in 50 pul EpCAM-FITC antikoru (anti-EpCAM-FITC, miltenyi 130-080-
301) eklendi. Bu antikorla +4°C karanlikta 10 dakika inkiibe edilen hiicreler 2 kez 10 ml MACS
buffer ile yikanip 2500 rpm de +4°C’de coktiiriilerek baglanmayan antikorlarm ortamdan
uzaklastirilmasi saglandi. Elde edilen EpCAM ile isaretli hiicreler iceren pellet, 300 ul manyetik
ayrimlama soliisyonu igerisinde ¢oziildii ve totalde 400 pl olan solusyona 40 pl (1/10 oraninda)
anti-FITC magnetik boncuk eklendi (anti-FITC microbead, miltenyi 130-048-701). Bu hiicreler
+4°C’de karanlikta 12 dk inkiibe edilerek boncuklarm EpCAM ile isaretli hiicrelerdeki anti
EpCAM antikoru ile konjuge olan FITC'lere yapismasi saglandi. Antikor isaretlemesinden sonra
yapilan yikama basamaklar1 yenilendi. Manyetik alandaki 6zel pozitif ayrimlama kolonlarina
(Miltenyi, 130-042-401) bu siispansiyon yliklenerek, manyetik boncuk ile isaretlenmis hiicreler
kolonda tutulmas: saglanarak isaretsiz olan hiicrelerin ayrimlama solusyonu igerisinde kolona
tutulmadan akmas1 ve yeni bir tiipe toplanmas1 saglandi. Negatif olan hiicreler negatif ayrimlama
kolonlar1 araciligiyla (Miltenyi, 130-042-901) pozitif hiicrelerden tamamen temizlenerek saf

EpCAM- populasyon elde edildi. Pozitif seleksiyon kolonunda oyalanan hiicreler yapilan
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yikamalarin ardindan manyetik alanin kaldirilmasi ve basmg¢ uygulamas: ile elde edildi. Ayni
islemler birinci basamakta elde edilen fraksiyonlar kullanilarak sirasiyla CD133 i¢in, CD133'e
kars1 tiretilmis konjuge antikor (anti-CD133-APC, miltenyi 130-090-826) ve APC ye karsi
iiretilmis magnetik boncuklar (anti-APC microbead, miltenyi 130-090-855 ) ile tekrar edildi ve
deney sonunda EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- populasyonlar elde edildi. Son olarak,
ayrimlanan hiicrelerin bir miktar1 flow sitometri ve immunfloresans boyamalarla konfirmasyon
icin kullanildi. Ayrimlanmis hiicreler kiiltiirer edildikten sonra, daha sonraki deneyler ig¢in

kullanildi.

3.6.12. MACS Sonrasinda Flow Sitometri Konfirmasyonu

MACS sonrast kiiltiire edilen hiicreler, tripsinize edildikten sonra, 2500 rpm’de
santrifiijlenerek pellet elde edildi. 100 ul MACS soliisyonu ile seyreltilen hiicreler, 1/20 oraninda
EpCAM ve CD133'e spesifik iki farkli konjuge antikorla (anti-EpCAM-FITC, miltenyi 130-080-
301, anti-CD133-APC, miltenyi 130-090-826 ) +4C’de karanlikta 12 dk inkiibe edildi. Bu
sekilde isaretlenmis olan hiicreler PBS ile yikanarak, Becton Dickinson , FACSCalibur cihazinda

APC ve FITC ye uygun lazerler kullanilarak BD CellQuestPro programi araciligiyla analiz edildi.

3.6.13. Istatistik

Veriler istatistiksel program olan Graphpad Prism 5’1 kullanilarak veriye uygun sekilde tek yonlii

ANOVA veya t-testi kullanilarak yapilmaistir.

43



3.7. Arastirmanin Plam1 ve Takvimi

Tez caligmasi i¢in yapilan arastirma plani asagidaki sekilde tablolastirilmistir (Tablo 4.)

Tablo 4. Arastirma plani

2009- 2010

Lityumun hiicre proliferasyonuna etkisi / mikrodizin verilerinin

eldesi ve coziimlemelerinin yapilmasi

Lityum uygulamas: ardindan elde edilen RNA lar ile yapilan
mikrodizin c¢alismasindan elde edilen verilerle biyoinformatik
calismalar yapildi ve lityumun genom diizeyinde etkiledigi molekiiller

ve KEGG yolaklar1 bilgisine ulagildi.

Tim HCC hiicrelerinde lityum uygulamasmin ardindan RNA ve

protein izolasyonlar1 tamamland:.

2010- 2011

Lityumun HuH-7 hiicrelerinde biyolojik davramisa ve Tcf/Lef

aktivitesine etkilerinin incelenmesi

Lityumun HuH-7 hiicrelerinde proliferasyon, motilite, invazyon ve

Tcf/Lef aktivitesine etkileri incelendi.

2011- 2011

Lityumun literatiirde bilinen ve bilinmeyen hedeflerinin ve de

farkhlasma iizerindeki etkisinin aydinlatilmasi

Lityumun Wnt/B-katenin sinyal yolagiyla ilgili hedefleri aydimnlatild1
ve de indiikledigi LGRS gibi kok hiicre genlerinin Wnt/B-katenin
yolag1 diizenleyicileri tarafindan regiile edildigi gosterildi, ayni
zamanda lityumun pluripotensi ve farklilagma genlerine olan etkisi

incelendi.

2011-2012

HpKKH'lerin izolasyonu karakterizasyonu ve biyolojik

davramslara etkisi

CD133 ve EpCAM belirtegleri kullanilarak kanser kok hiicre gurubu
HuH-7 hiicreleri igerisinden ayrildi ve de proliferasyon, motilite,
invazyon, adezyon gibi biyolojik davranislar1 belirlenip , Wnt/B-

katenin sinyal yolag1 incelendi.
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2012-2013 Lityumun HpKKH'ler iizerinde etkisi

Lityumun HuH-7 iizerindeki etkisini aydmnlatmak i¢in yapilan bir¢ok
biyolojik deney lityumun kok hiicre grubuna etkiyi aydmnlatmak i¢in
kullanild1.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler istatistiksel program olan Graphpad Prism 5 ile veriye uygun sekilde tek yonli

ANOVA veya t-testi kullanilarak yapildi.

3.9. Arastirmanmn Simirhklan

*]lgilenilen her gen igin gercek zamanli PCR yapilabilecek uygun primerlerin gen
sekansinin igeriginden elde edilememesi ve de gergek zamanli PCR maliyetlerinin ¢ok fazla

olmasindan dolayi, birgok gen i¢cin RT-PCR ile dogruland:.

*Ticari olarak satilan Anti-LGRS5 antikorlar1 literatiirde kullanilma heniiz tam olarak
girmemesine nedeniyle ile bu calismada ii¢ farkli firmanm antikoru kullanildi. Western blotta
orta kalitede goriintiiler elde edilmesine ragmen kaliteli bir LGRS immiinboyamasi
gergeklestirilemedi. Bu sebeplerden dolay1r zenginlestirdigimiz hiicre gruplarinda LGRS

boyamasi yapilamadi.

* MACS yontemiyle CD133 ve EpCAM ylizey belirtecleri kullanilarak yapilan kanser
kok hiicre zenginlestirme yiiksek oranda basarili oldu. Fakat hiicreler manyetik alandan elde
edilip kiiltiire edildiklerinde, kiiltiir siiresinde kok hiicre belirtecgleri tagiyan hiicrelerin orani
gittikce azaldi. Bu durum biyolojk yanitlar1 anlamaya yonelik deneylerler tasarlarken kok

hiicrelerden gelecek olan yanitlarin dilue olmasini saglamaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Bu g¢alisma Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel olmayan Klinik Arastirmalar
degerlendirme komisyonu tarafindan 9 Eylil 2008 tarih ve 121/2008 Protokol numarasi ile
onaylanmistir.(Etik kurul onay1 ek 1'dedir)
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4. BULGULAR

4.1. Hepatoselliilar Karsinoma (HCC) Hiicre Hatlarinda Lityum Kloriir’iin Biyolojik
Davranisa Olan Etkileri

4.1.1. HCC Hiicre Hatlarinda Lityum Kloriir Bagimli Proliferasyon inhibisyonu

Grubumuzca yapilan ¢aligmalarda lityum kloriir’tin farkli HCC hiicre hatlarinda ¢esitli
diizeylerde p16 ve p53 bagimsiz sekilde proliferasyon inhibisyonu yaptigi gosterilmistir (Erdal
E., 2005). Bu ¢alisma kapsaminda da farkli 11 HCC hiicre hattinda (SNU-387, HuH-7, SNU-
398, SNU-475, SK-HEP-1, PLC/PRF/5, Hep40, SNU-182, Hep3B, Hep G2, Mahlavu) ayni doz
LiCl kullamildiginda cesitli diizeylerde proliferasyon inhibisyonu yarattig1 gozlendi (Sekil 9).
Proliferasyon inhibisyonunun en etkin gézlendigi hiicre hatt1 olan HuH-7 hiicrelerinde LiCl’iin
proliferasyona olan bu siddetli etkisi farkli yontemler ile konfirme edildi (Sekil 10). Bunun
yaninda farkli zaman dilimlerinde durdurulan deney setlerinde lityumun etkisinin zamana bagimli

oldugu sonucu elde edildi (Sekil 11).
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Sekil 10. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'iin 48 saatte meydana getirdigi proliferasyon

inhibisyonu (Tripan Blue sayimi, DNA miktarmin florometrik analizi, BrdU inkorperasyonu)

Lityumun Zamana Bagimli Olarak
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Sekil 11. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'iin meydana getirdigi proliferasyon inhibisyonunun

zamana bagimli degisimi (BrdU inkooperasyonu, DNA miktarinin florometrik analizi)

4.1.2. HuH-7 Hiicrelerinde Lityum Kloriir Bagimli Ger¢ek Zamanli Adhezyon Inhibisyonu

Lityum Kloriir’iin gercek zamanlh hiicre adhezyonuna olan etkilerinin anlasilmasi igin
XCELLigence cihazi kullanild1. Yapilan deneylerde, HuH-7 hiicrelerinde 48 saat LiCl uygulamasi
ardindan yapilan adezyon deneyinde, lityumun kontrole gore baslangictan itibaren dokuzuncu

saate kadar adezyonu azalttig1 bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12. HuH-7 hiicrelerinde 48 saat 20 mM LiCl uygulamasmnin hiicrelerinde meydana getirdigi

gercek zamanli hiicre adezyon farkliliklar:

4.1.3. HuH-7 Hiicrelerinde Lityum Kloriir Bagimli Motilite/Invazyon Aktivasyonu

LiCl’iin HCC hiicre motilite ve invazyonuna olan etkilerini arastirmak tizere, 48 saat LiCl

uygulanmis ve uygulanmamis hiicreler, sirasiyla 8 pm por biiyiikliigiine sahip membran igeren

kuyulara ekilerek, 24 saatlik motilite farkliliklar1 ve matrijelle kapli motilite kuyularna ekilerek

de 24 saatlik invazyon farkliliklar1 analiz edildi. Buna goére, LiCl’iin bu kosullarda kontrole gore,

motilite ve invazyonu anlaml sekilde arttirdigi gosterildi (Sekil 13).
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Sekil 13. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'lin 24 saatlik hiicre motilitesi ve invazyonu {izerine

etkisi etkisi A-Motilite B-Invazyon (* p<0.05)

4.2. HuH-7 Hiicrelerinde Lityum Kloriir Bagimh Wnt/B-katenin Sinyal Yolag1 Aktivasyonu

LiCl, literatiirde HCC’de dahil farkli birgcok modelde oldukga i1yi tanimlanmis bir Wnt/j-
katenin sinyal yolagi aktivatorii olarak kullanilmaktadir. Hepatokarsinogenezde bu sinyal
yolaginin 6nemli role sahip oldugu bilinmesine ragmen, hangi mekanizmalarda, hangi hedef
molekiiller araciligiyla gorev aldigi heniiz tam olarak aydmlatilamamistir. Buna ek olarak
LiCl'in HCC hiicre hatlarinda boylesine etkin sekilde proliferasyonu durdurmasi, literatiirde
bilinen bilgiler ile agiklanmasi oldukca zor olan bir sonuctur. Bu etkinin nedenlerini aydmlatmak
iizere yapilacak mikrodizin ¢aligmalarindan 6nce, LiCl'mn farkli dozlarda Wnt/B-katenin sinyal
yolag1 aktivasyonu test edilerek etkin ve toksik olmayan dozun belirlenmesi saglandi. Bunun i¢in
48 saat, farkli dozlarda LiCl uygulanmis HuH-7 hiicrelerinde, Tcf/Lef transkirpsiyonel aktivite
Ol¢limii i¢in lusiferaz reporter deneyi yapildi. 20 mM altindaki dozlar HuH-7 hiicrelerinde
Tcf/Lef transkirpsiyonel aktivite atig1 saglamazken, 20 mM iizerindeki dozlar hiicreler iizerinde
toksik etki yaratti. Bu deneyin sonucuna gore biyolojik davramig farkliliklarmin en etkin
gozlendigi 20 mM konsantrasyonun hiicrelerde en ideal Tcf/Lef transkirpsiyonel aktivasine sebep

oldugu tespit edildi (Sekil 14). Ek olarak HuH-7 hiicrelerinde, 48 saat siire ile 20 mM LiCl
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uygulanmasi, GSK3p ser 9 ve 21 den fosforile inhibitor fosforilasyonlarinin artmasima, -
kateninin g¢ekirdege gociine, Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesi artigina ve buna bagli olarak
Wnt/B-katenin yolaginin bilinen hedef genlerinden AXIN2 transkripsiyonunun artmasina neden

olmustur (Sekil 15).

Lityumun HuH-7 Tcf/Lef Trankripsivonel Aktivitesi Uzerindeki
Doz Bagiml Etkisi

Relatif Liisiferaz Unitesi
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Sekil 14. Lityumun HuH-7 hiicrelerinde Tct/Lef trankripsiyonel aktivitesi iizerindeki doz bagimli

etkisi
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Sekil 15. LiCliin HuH-7'da Wnt/B-katenin sinyal yolaginda yarattigi etkilerin A-ppGSK3f
ekspresyonu (Yesil-ppGSK3p, mavi-DAPI c¢ekirdek boyasi) B- B-katenin (Kirmizi-B-katenin
Alexa555, Mavi-DAPI ¢ekirdek boyasi) lokalizasyon ve ekpresyonu C- Tcf/Lef transkripsiyonel

aktivasyonunu D- AXIN-2 gen seviyesini ile arastirilmasi

4.3. HuH-7 Hiicre Hattinda Lityum Kloriir Bagimh Transkriptom Degisikliklerinin
Modellenmesi

LiCl’'in toksik olmadan biyolojik davranislarda en etkin oldugu HuH-7 hiicrelerinde yeni
hedef mekanizma ve molekiillerin belirlenmesi amaciyla yapilan mikrodizin ¢aligmalarinda, 48
saat 20 mM LiCl uygulanmis ve uygulanmamis kosullarda tiretilen HuH-7 hiicreleri kullanildi.
Yapilan istatistiksel anlamlik testinde, lityum uygulanmig HuH-7 hiicrelerindeki 1807 genin
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ekspresyon diizeyinin, lityum uygulanmamis hiicrelerdekine gore anlamli olarak degistigi
gbzlemlendi (FDR<0,01) (Karakiilah G. Yayinlanmamis veri).

Yapilan GSEA'lerde Wnt hedef genlerin, lityum etkisinde ekspresyonu artan ya da azalan
genlerimiz arasinda anlamli 6l¢tide degisime ugradigi bulunmustur. Bu analiz i¢in kullanilan Wnt
hedef gen kiimesi; MYC, CCNDI1, TCF1, LEF1, PPARD, JUN, FOSLI, PLAUR, MMP7, AXIN2,
NRCAM, TCF4, GAST, CD44, EFNB2, EFNBI, BMP4, CLDNI, BIRCS5, VEGF, FGFIS§,
ATOHI, MET, EDNI, MYCBP, LICAM, ID2, TIAMI1, NOS2A, DKKI, FGF9, FGF20, LGRS,
SOX9, RUNX2, GREM2, SALL4, TNFSF11, CYR61, PTTGI, DLLI, FOXNI, MMP26, NANOG,
FZD7, FST, ISL1, MMP9, MMP2, PITX2, EGFR, CDKN2A, IL8 genlerinden olusmaktadir.

Bu calisma kapsaminda yapilan analizlerde, ekspresyonu anlamli olarak artan genlerin
artis miktarlar1 16.89 kat ile 1.47 kat araliginda degisim gosterirken, ekspresyonu azalan genlerde
ise degisim miktar1 18.00 ile 1.47 aralifinda bulundu. Tiim ekspresyonel degisimler gz oniine
alindiginda ekspresyonu en cok artan gen BCL2-interacting killer (16.89 kat), ekspresyonu en
cok azalan gen ise N-acetyltransferase 8 (18.00 kat) geni olarak belirlendi. Azalan yirmi iki artan

on yedi olmak iizere toplamda otuz dokuz genin ekspresyonu 5 ve {izeri kat degismistir (Tablo 5).

Tablo 5. Mikrodizin analizinde HuH-7 hiicrelerinde LiCl uygulanmasiyla 5 kat ve iizeri degisim

gbstermis genlerin listesi

. Entrez . e . . Mikrodizindeki
Gen Sembolii |Gen Ad1 Gen ID Biyolojik Siireclerdeki Rolii Karh artis
Artan Genler
BCL2-interacting kill tosis- . .
BIK . . interacting killer (apoptosis 638 Apoptoz indiiklenmesi 16.89
inducing)
LGRS Leucine-rich repeat containing G go ) o hiicre devamiih 13.48
protein-coupled receptor 5
RFX6 Regulatory factor X, 6 222546 |Farklilagsma ve transkripsiyon regiilasyonu|13.06
PHLDAI Plec.kstrm homology-like domain, 22822 Apoptoz regiilasyonu 9.45
family A, member 1
EPHAS EPH receptor AS 2044 Hiicreler arasindaki iletisim 8.38
AXIN2 AXIN2 8313 Wnt sinyali regiilasyonu 7.37
FHL2 Four and a half LIM domains 2 2274 Myogenez 6.66
RELN Reelin 5649 Hiicre morfogenezi ve adezyonu 6.34
FAMAC Family with sequence similarity 46, 54855  |Bilinmiyor 6.27
member C
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GLIPRI GLI pathogenesis-related 1 11010  |Farklilasma 6.16

TSC22D3  |TSC22 domain family, member 3 1831 | \POPto inflamasyon ve transkripsiyon |,
regiilasyonu
Farklil hi Smedisi inhibi

KLF4 Kruppel-like factor 4 (gut) 9314 ariciiasma, fuere dongiist inhibisyonu, 5.92
organ gelisimi

DP gl 1 fi 1
UGTIAI UDP glucuronosyltransferase 54658  |Detoksifikasyon 5.82
family, polypeptide Al
Glukoz ile indiiklenen insiilin
ke - hibi -

GAL Galanin prepropeptide 51083  |CeTesyonunun i ibisyonu, buw@e 5.80
hormonu salgilanmasi, gastrointestinal
hareketin modulasyonu
Hiicre adezyonu, proliferasyonu,

VCAN Versican 1462 migrasyonu ve anjiogenezi, doku 5.64
morfogenezi ve devamlilig

Signal sequence receptor, gamma - I .
ER yerl 1 1 1

SSR3 (translocon-associated protein 6747 yerlesim proteinierin regulasyonu 5.33
gamma)
Heterogeneous nuclear

HNRNPD ribonucleop rote.m D (AU—n?h 3184 mRNA metabolizmasi ve tagmimi 5.19
element RNA binding protein 1,
37kDa)

Azalan Genler

NATS N—ace_:tyltransferase 8 GCNS5-related, 9027 Hu?re adezyonu ve gastrulasyon 18.01
putative) regiilasyonu
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C .. T

CDKN2C 1031 H d nhib 10.36
(p18, inhibits CDK4) ticre dongiisii inhibisyonu

NRIH4 Nuclear receptor subfamily 1, group 9971 Safra asidi sentezi ve transportu 9.66
H, member 4

PALMD Palmdelphin 54873  |Bilinmiyor 7.86
Serine palmitoyltransf 1 . .

SPTLC3 er1_nep oy ‘rans erase. long 55304  |Lipit metabolizmasi 7.61
chain base subunit 3

KNGI Kininogen 1 1837 TrOfnbln fonksiyonlari ve pihtilagmanin 6.74
regiilasyonu

AMP trafigi, iyon kanal

PDZK] PDZ domain containing 1 5174 (SO Yapistve aligl yon kanal 6.67
aktivitesi

ATP2B2 ATPase, Ca++ transporting, plasma 491 Hiicre membrani boyunca kalsiyum 6.66

membrane 2 transportu

NATSB N-acetyltransferase 8B (GENS- 15y 5, utasyon 6.54

related, putative, gene/pseudogene)

METTL7A Methyltransferase like 7A 25840  |Bilinmiyor 6.52

G -aminobutyric acid (GABA
GABRBI amma-aminobutyric acid ( ) 1560 [Sinaptik ileti 6.31
A receptor, beta 1

SLC30A10 Solute carrier family 30, member 10 (55532  |Cinko iyon transportu 6.10

AIM1 Absent in melanoma 1 202 Bilinmiyor 6.08

B9D1 B9 protein domain 1 27077  |Silliogenez 5.93
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HAVCRI Hepatitis A virus cellular receptor 1 {26762 .Orga-nlzmalar arasindaki tiirler arast 5.87
iletisim
SRI Sorcin 6717 Kalsiyum homeostazi 5.78
-m homolog 2

0oDZ2 0dz, odd Oz/ten-m homolog 57451  |Hiicresel sinyal doniistiiriicii 5.47
(Drosophila)

HSDI17B2 Hydroxysteroid (17-beta) 3294 Steroid metabolizmasi 541
dehydrogenase 2

NIPSNAP3A  |Nipsnap homolog 3A (C. elegans) (25934  (Bilinmiyor 5.36

KLB Klotho beta 152831 |Kolesterol ve safra kesesi metabolizmas1 |5.25

ASPM Aﬁp (abnormal spm.dle) homolog, 1259266 N{ltotlk 1pl.1k(;1k regiilasyonu ve 514
microcephaly associated (Drosophila) ndrogenezi

TMEM200A |Transmembrane protein 200A 114801 |Bilinmiyor 5.11

WebGestalt veri tabani kullanilarak ekspresyonu anlamli olarak degismis gen setinin
iligkili olduklar1 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) yolaklar1 belirlendi.
Ekspresyonu degisen gen setinin iliskili oldugu yiiz kirk iki KEGG yolaginin biyoinformatik
¢oziimlemesinde on sekizinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,01) (Tablo 6).
Analiz sonuglarma gore ortaya ¢ikan KEGG yolaklar1 igerisinde ¢esitli alt basliklarda
incelenebilen metabolizma degisimlerinin one ¢ikmasi dikkat cekicidir. Bu sonuglar 1s1ginda
LiCllin hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde dolayli ve direk olarak degisen metabolik

faliyetlere etki ettigi agiktir.
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Tablo 6. HuH-7 da LiCl'lin etkisiyle anlamli diizeyde etkilenen KEGG yolaklar1 (p<0.05) ve bu

yolaklarla iligkili genlerin listesi

Biyolojik olay KEGG yolag: p- degeri Bu yolaklardaki degisen genler
Amino a.sit Arjinin ve prolin metabolizmas1  |0.0257 ACY1, AGXT2, AOC2, ARG2, GAMT, GLS
metabolizmasi .. . .
Glisin, Serin ve threonin
. 0.0273
metabolizmast
K Kolorektal Kanser 0.0329 ACVRIC, AXIN2, FOS, FZD1, FZD7, CDHI,
anser COLAAG6, FGFR2, FH, ITGA2, JUP, KITLG
Kanser sinyal yolaklar1 0.0458
Karbonhidrat Askorbat ve aldarat metabolizmasi |0.0004 FH, GBA3, IDH2, PCK2, UGT1Al, UGT1A3,
metabolizmasi Pentoz ve glukuronat déniisiimleri|0.0005 UGT1A6, UGT1A9
Nisasta ve siikroz metabolizmast  [0.0015
Sitrat dongiisii (TCA dongiisii) 0.0251
Endokrin ve .
metabolik hastaliklar Genglerde diyabet baglangici 0.0122 NR5A2, PAX6, SLC2A2
Androjen ve Ostrojen 9.89E-005 ACSL1, ACSL5, CPT1A, CPT2, HSDI17B2,
Endokrin sistem metabolizmast Rt NFKBIB, PCK2, SLC27A2, SORBS1, SRD5A3,
PPAR sinyal yolag 0.0006 UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A9
Adipositokin sinyal yolag1 0.0137
Enerji metabolizmas:1 [Nitrojen metabolizmasi 0.0122 CA13, CHST13, GLS, HAL, SULT1Al1
Siilfiir metabolizmasi 0.0217
. . C3, C4BPB, CD55, CFB, CPB2, F12, KNGI,
Immun sistem Komplement ve pihtilagsma kaskat1(9.20E-005 SERPING1
Lipid metabolizmas1 |Yag asidi metabolizmasi 0.0108 ACSL1, ACSL5, CPT1A, CPT2
Kofaktor ve vitamin . . BLVRB, CP, MMAB, PPOX, UGTI1Al, UGTI1A3,
metabolizmasi Porfirin ve klorofil metabolizmasi |3.30E-007 UGT1A6. UGT1A9
Retinol metabolizmasi 0.0257
Diger aminoasit Glutatyon metabolizmast 0.0028 GSTA2, GSTA4, GSTK1, IDH2, RRM2
metabolizmasi
Sinyal molekiilleri ve |51 oot iliskisi 0.0329 COL4A6, HMMR, ITGA2, RELN, SDCI
interaksiyon
ffse“‘:;"y""k Eéiifﬁfnoﬂfié?ﬁﬁgﬁ?am 0.0003 GSTA2, GSTA4, GSTKI, UGTIAI, UGTIAS3,
egrecasyonu ve . YOX . UGT1A6, UGT1A9
metabolizmasi ila¢ metabolizmasi- sitokrom P450]0.0004
Ila¢ metabolizmasi- Diger 00138

enzimler
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WebGstalt veri tabaniyla yapilan GO terimleri ¢6ziimlemesinde ise, ekspresyonel olarak
degisim gosteren gen setlerinin iligkili oldugu biyolojik siiregler, molekiiler islevler ve hiicre
bilesenleri bilgileri olasilik degerleri ile birlikte elde edildi. Gen setinin iligkili oldugu elli alt1
biyolojik siireg, on sekiz molekiiler islev ve on ii¢ hiicre bileseni olmak iizere 3 ayr1 GO
kategorisinden seksen yedi GO terimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01) (Tablo 3).
Analiz sonuclarina gore ortaya ¢ikan GO terimleri incelendiginde biyolojik siirecler igerisinden
metabolizma ve hiicre dongiisii terimleri ile iliskili gen sayilar1 diger siireclere gore cok
yiiksektir. Lityumun metabolizma {izerindeki etkisi, hem "GO term" ¢oziimlenmesinde hem de
KEGG vyolag1 analizlerinde ortaya c¢ikmasi lityumun carpict bir sekilde metabolizma
ragiilasyonunda rol oynadigii gostermektedir. Hiicre dongiisii ile ilgili "GO term" ile iliskili gen
sayilarinin yiiksek olamasi biyolojik verilerle dogrulalan hiicre dongiisii duraklamasini temsil
ettiginden in siliko analizlerin i¢ kontrolu gibi degerlendirilebilir. Molekiiler islevler agisindan
GO terimleri incelendiginde ise metabolizmayla iligkili olabilecek enzimatik aktivite terimleri 6n
plandadir. Tim bu veriler 1s18inda lityumun metabolizma {izerinde etkin oldugu sonucu

cikmaktadir.

Tablo 7. Gen setine ait 3 ayri1 siniftaki istatistiksel agidan anlamli GO terimleri ile seviyeleri ve

bu terimlerle iliskili gen sayilari ile olasilik degerleri.

Biyolojik siire¢ terimleri
Seviye GO terimi . G O t erimi ile Olasilik degeri
iliskili gen sayis1
3 metabolism 493 1.52E-03
4 cell cycle 68 1.74E-03
4 chromosome segregation 9 9.80E-04
4 blood coagulation 13 5.63E-03
4 urea cycle intermediate metabolism 4 6.48E-03
5 M phase 28 1.66E-04
5 mitotic cell cycle 29 2.33E-04
5 regulation of cell cycle 46 4.25E-03
5 amine metabolism 47 9.79E-07
5 aromatic compound metabolism 16 3.83E-04
5 organic acid metabolism 56 7.51E-07
5 sister chromatid segregation 6 9.89E-04
5 amino acid and derivative metabolism 38 6.73E-06
5 regulation of blood coagulation 4 6.48E-03
5 acute inflammatory response 11 3.15E-03
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5 wound healing 14 6.18E-03
6 M phase of mitotic cell cycle 25 4.50E-05
6 regulation of progression through cell cycle 46 3.71E-03
6 amine biosynthesis 12 2.00E-03
6 amine catabolism 11 8.87E-04
6 aromatic compound catabolism 6 2.91E-04
6 nitrogen compound biosynthesis 12 2.00E-03
6 carboxylic acid metabolism 55 1.43E-06
6 mitotic sister chromatid segregation 6 6.82E-04
6 negative regulation of blood coagulation 4 6.48E-03
6 nitrogen compound biosynthesis 12 2.00E-03
7 mitosis 24 9.85E-05
7 amino acid biosynthesis 11 1.75E-04
7 amino acid catabolism 11 5.07E-04
7 amine biosynthesis 12 2.00E-03
7 deoxyribonucleotide metabolism 5 2.16E-04
8 mitotic sister chromatid segregation 6 6.82E-04
8 iron ion homeostasis 7 1.84E-04
8 transition metal ion homeostasis 7 7.59E-04
Microtubule cytoskeleton organization and
8 biogenesis 11 1.73E-03
8 glutamine family amino acid biosynthesis 5 6.44E-03
8 aromatic amino acid family catabolism 4 6.48E-03
8 L-phenylalanine metabolism 4 2.79E-03
8 arginine metabolism 4 6.48E-03
8 phospholipid biosynthesis 11 4.72E-03
8 pyrimidine deoxyribonucleotide metabolism 3 3.62E-03
8 transition metal ion transport 8 6.88E-03
Microtubule cytoskeleton organization and
8 biogenesis 11 1.73E-03
activation of plasma proteins during acute
8 inflammatory response 7 9.32E-03
8 pyrimidine deoxyribonucleotide metabolism 3 3.62E-03
9 positive regulation of mitosis 3 3.62E-03
9 Intracellular sequestering of iron ion 2 5.64E-03
9 spindle organization and biogenesis 6 3.36E-03
9 L-phenylalanine catabolism 4 2.79E-03
9 arginine catabolism 3 3.62E-03
9 glutamine family amino acid biosynthesis 5 6.44E-03
RNA splicing\, via endonucleolytic cleavage
9 and ligation 2 5.64E-03
9 tRNA splicing 2 5.64E-03
9 complement activation 7 9.32E-03
positive regulation of mitotic
10 metaphase/anaphase transition 2 5.64E-03
10 tRNA splicing 2 5.64E-03
Molekiiler islev terimleri
. - GO terimi ile T
Seviye GO terimi - Olasilik degeri
iliskili gen sayisi
2 catalytic activity 363 1.70E-05
3 ligase activity 31 8.45E-03
3 oxidoreductase activity 70 4.87E-05
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4 ligase activity forming carbon-sulfur bonds 6 2.99E-04
oxidoreductase activity acting on the OH-

4 CH group of donors 8 6.02E-15
transferase activity transferring alkyl or aryl

4 (other than methyl groups) 9 1.25E-03

5 fatty acid ligase activity 4 1.68E-03
oxidoreductase activity, oxidizing metal ions

5 oxygen as acceptor 2 5.69E-03

5 glutathione transferase activity 5 2.57E-03

6 long chain fatty acid CoA ligase activity 4 1.68E-03

6 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) activity 2 5.69E-03
2,4 dienoyl CoA reductase (NADPH)

6 activity 2 5.69E-03

6 amine oxidase activity 3 3.67E-03

6 ferroxidase activity 2 5.69E-03
N-acetylgalactosamine 4-O-sulfotransferase

6 activity 3 3.67E-03
succinate CoA ligase (GDP forming)

7 activity 2 5.69E-03

8 carnitine O acyltransferase activity 3 6.94E-03
single stranded DNA specific

9 exodeoxyribonuclease activity 2 5.69E-03

Hiicre bileseni terimleri
. - GO terimi ile ..
Seviye GO terimi cpep e Olasilik degeri
iligkili gen sayisi

4 Intracellular 536 3.77E-05

5 Intracellular part 504 8.99E-05

5 organelle 439 1.77E-03

6 cytoplasm 264 4.84E-05

6 embrane bound organelle 401 2.66E-04

6 intracellular organelle 463 1.74E-03

7 cytoplasmic part 191 3.85E-04

7 intracellular membrane bound organelle 401 2.55E-04

7 FACIT collagen 3 6.97-E03

8 mitochondrion 69 9.98-E05

8 microbody 19 5.66E-07

9 peroxisome 19 5.66E-07

10 BRCA1 BARDI complex 2 5.61E-03

Lityumun global olarak gen ekspresyonu iizerine yaptigi degisikliklerin anlagilmasi i¢in
literatlirdeki caligmalarda bir¢ok farkli modelde degisen siire ve dozlarda lityum uygulamasi
yapildi. Bu nedenle Python programlama dili ile yazilmis komut dosyasit kullanarak bu
caligmalarda degisen genler ile bizim ¢alismamizda degisen genlerin haritalanmasi yapildi. Tablo
8'de lityumun literatiirde ve bizim c¢alismamizda yarattigi gen degisimlerinin ve bunlarin
fonksiyonlarmin listesi bulunmaktadir. Bu degerlindirmede kullanilan ¢alismalar farkl tiirlerden

canlilar igerdiginden MGI Mammalian Orthology database aracilifiyla kullanilan memeli gen
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sembolleri (Sican, fare vb.) insan gen sembollerine doniistiiriildii. Yapilan eslesmelerin ardindan

daha oOnceki caligmalarla bizim c¢aligmamiz arasinda lityum hedef geni olan 33 farkli gen

bulundu.

Tablo 8. HuH-7 ve literatiirdeki diger ¢calismalarda kullanilan modellerde lityumun ortak hedef

genlerin listesi.

. Gen Entrez
Fonksiyon . |Aciklama Kaynak
sembolii Gen ID
ATP2A2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 488 Youngs ve ark.., 2006
ATP sentezi ve hidrolizi
ATP2B2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 491 Youngs ve ark., 2006
ATRN attractin 8455 Youngs ve ark., 2006
Hiicre adezyonu FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2 2263 McQuillin ve ark., 2007
MCAM melanoma cell adhesion molecule 4162 Youngs ve ark., 2006
Biiyiime faktorleri, biiyiime CCNB2 cyclin B2 9133 Zhang ve ark., 2005
regiilatorleri ve hiicre
dongiisii CCNG2 cyclin G2 901 Zhang ve ark., 2005
RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 29127  [Youngs ve ark., 2006
excision repair cross-complementing rodent repair
Hiicre i¢i sinyal ileti yolag1 ERCC1 deficiency, complementation group 1 (includes 2067 Zhang ve ark., 2005
overlapping antisense sequence)
K tin ile iliskili protei McQuilli k., 2007,
romatin fle TSkl protein  1eiST1HIC  |histone cluster 1, Hic 3006 cQuillin ve ar
bilesenleri Zhang ve ark., 2005
Prptein katlanmasi ve trafigi |FKBP5S FK506 binding protein 5 2289 McQuillin et al., 2007
GPR37 G p'rotem—coupled receptor 37 (endothelin receptor type 2361 McQuillin ve ark., 2007
. S B-like)
Sinyal iletimi
GTPBP5 GTP binding protein 5 (putative) 26164 Youngs ve ark., 2006
Sinyal iletimi SSTR2 somatostatin receptor 2 6752 Sun ve ark., 2004
Transkripsiyon faktorleri ve TSC22D3 TSC22 domain family, member 3 1831 McQuillin ve ark 1., 2007
gegiilasyonu ATF3 activating transcription factor 3 467  |Brandish ve ark., 2005
Cesitli molekiillerin zardan SLC2A2 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 20526 |Brandish ve ark.. 2005
ulagimu member 2
Cesitli ACTL6A actin-like 6A 86 Youngs ve ark., 2006
AXIN2 AXIN 2 8313 Chesire ve ark., 2004
Cé6orf70 chromosome 6 open reading frame 70 55780  [Seelan ve ark., 2008

60



HAGH hydroxyacylglutathione hydrolase 3029 Rojek ve ark., 2005
HNRPDL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 9987 McQuillin ve ark., 2007
HSD11B2 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 3291 Rojek ve ark., 2005
KIAA0776 UFM 1-specific ligase 1 23376  (Zhang ve ark., 2005
PAPOLA poly(A) polymerase alpha 10914  [Seelan ve ark., 2008
PFKL phosphofructokinase, liver 5211 Bosetti ve ark., 2002
PIGO phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class O 84720  [Youngs ve ark., 2006
PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 5366 Zhang et al., 2005
POPDC3 popeye domain containing 3 64208  (Zhang ve ark., 2005
SOCS1 suppressor of cytokine signaling 1 8651 Bosetti ve ark., 2002
STXBP5 syntaxin binding protein 5 (tomosyn) 134957  |Brandish ve ark., 2005
SULTIAL sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, 6817 McQuillin ve ark., 2007
member 1
TST thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese) 7263 McQuillin ve ark., 2007

Calismamizda HuH-7 hiicrelerinde lityumun, GSK3p inhibitér fosforilasyonlarmin
artmasima, B-kateninin g¢ekirdege gociline, Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesine sebep oldugu
gosterildi. HCC'de TCEF ailesi liyelerinden en aktif olarak eksprese olan transkripsiyon faktorleri
TCF4 ve LEF1'dir "', In siliko analizlerimiz sonucu ortaya konan, lityum varliginda ekspresyonu
degisen genleirn ne kadarmin Tcf/Lef transkripsiyon faktorii ile regiile edildigini anlamak igin,
promotor bolgesinde, tanimlanmis ¢esitli TCF4 ve LEF1 motifleri iceren gen setleri kullanild.'*?
Bu gen setleri ile bizim verilerimiz Ortiistiiriilerek, TCF4 ve LEF1 ile tranksripsiyonu primer

olarak kontrol edilen hedef genler bulunmustur (Tablo 9).

Bu genler igerisinde, SORBS1, SLC17A2, PLSCR3, KHDRBS1, PLA2G4A, ANK3, UCP2,
EPHA2, RCNI, ACSLS, SLC6A14, DTNA, EFNAI, GRIA3, FZD7 genleri promotorlarinda farkl
motifler icerdiginden birden ¢ok gen kiimesi altinda tanimlandi. Lityum etkisiyle degismis ve de
promotorunda TCF4 ve LEF1 baglanma bolgesi iceren toplamda 59 farkli gen mevcuttur. Bu
analiz sonucunda tiim genlerin primer olarak TCF ve LEF trankripsiyon faktorleri tarafindan
yonlendirilmedigi ortaya kondu. Lityumla degisen gen havuzunda, Tcf/Lef bagmmli veya

bagimsiz baska mekanizmalarin tetiklenebilecegi, degisen genlerin ikincil Tcf/Lef hedef genleri
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olabilecegi ve B-kateninin baska hedef transkripsiyon faktorleri tizerinden de gen ekspresyonunu

etkileyebilecegi diisliniilmiistiir.

Tablo 9. Mikrodizin analizinde HuH-7 hiicrelerinde LiCl ile transkripsiyonu degisen genler

icerisinde promotorunda Tcf/Lef baglanma bdlgesi iceren genlerin listesi

Matrix Aciklama Lityum etkisinde artan Lityum etkisinde azalan
ismi ¢ genler ile ortiigeler genler ile ortiigeler
Promotor bolgesinde ucp2
transkripsiyon baglama
bolgesi yakinlarinda [-2kb,
VSTCF4_Q5 2kb] SCTTTGAW motifi SORBS1, SLCI7A2
igeren ve TCF4
transkripsiyon faktorii ile
oOrtlisen genler.
Promotor bolgesinde PLSCR3
transkripsiyon baglama
bolgesi yakinlarinda [-2kb, GAP43, SORBSI, SLC17A2,
VSLEF1_Q6 | 2kb] SWWCAAAGGG WEEI, EFNAI, KHDRBS1
motifi igeren ve TCF1,
LEF1, LF-B1, HNFI
transkripsiyon faktorii ile
ortlisen genler.
Promotor bolgesinde UCP2, ANK3
transkripsiyon baslama
VSLEF1_Q2 bolgesi yakinlarinda [-2kb, ACSL5, PLA2G4A, SORBSI,
- 2kb] TCAAAG motifi EPHA2, RCNI
iceren ve TCF1, LEF1, LF-
B1, HNFI transkripsiyon
faktorii ile Ortiigen genler.
Promotor bolgesinde
transkripsiyon baslama ACSLS5, PLA2G4A, AOC2,
CTTTGA_V | bolgesi yakinlarinda [-2kb, KITLG, SLC6A14, DTNA,
$LEF1_Q2 2kb] CTTTGA motifi SORBS1, SLC17A2, EPHA2, TNRCI5, AGXT2, CLIC6, PPAN,
iceren ve LEF1, RCNI, NXF1, ABCF2 GRIA3, PCK2, MT2A, JAGI, ANK3,
transkripsiyon faktorii ile FZD7, NINJ2, UCP2
ortlisen genler.
Promotor bolgesinde FBXO031, FOS, TRIBI, EFNAI, PLSCR3, GPRI133, GRIA3, FLJ32312,
transkripsiyon baslama HNRPDL, LUC7L, SOCSS5, LOX, PAK7, GC, AKAP7, RHOBTBI,
CTTTGT_V bolgesi yakinlarinda [-2kb AXIN2, ST7, KHDRBS, FLJ25476, ANK3, ANXA6, FZD7
$LEF1_Q2 2kb] CTTTGT motifi icere;n PRKRIPI, TP53, MGEAS5,
ve LEF1, transkripsiyon ZNF583, GABPB2, ITGA2,
faktorii iie drtiisen genler TLE3, DDX31, SLC6A14, DTNA,
) ABCCS5, WDR3, BTG?2
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Mikrodizin yontemi kullanilarak elde edilen verinin baska konvensiyonel ydntemlerle
dogrulanmasi gerekmektedir. Bu amagla, mikrodizin deneyleri ile ayni kosullarda elde edilen
RNA’lar kullanilarak, rastgele olarak secilen yirmi bes gendeki LiCl bagimli transkripsiyon
degisimleri, yari-kantitatif ve/veya kantitatif PCR yontemiyle analiz edildi. Buna gére CDKN2C,
SAA4, ASPM, PALMD genleri disinda kalan yirmi bir genin, mikrodizin verisine uyumlu olarak
degistigi gosterildi (Sekil 16).

Mikrodizindeki Azalan Mikrodizindeki Aralan

kath arti genler kath artig genler
0,8 KMT6 - -
- GAPDH - - PHLDAL
B e
{j%_ RELN
o8 El UETAL
5,0 - UGTA3
st - UGTAS
IEI GAPDH

Sekil 16. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl etkisiyle degisen gen ekspresyonlarinin RT-PCR ile

dogrulanmasi

Bunun yaninda lityumun AXIN2 ve EPHAS ekspresyonuna etkisi ger¢ek zamanli PCR ile
de incelendi ve mikrodizin verisine benzer sekilde lityum ile AXIN2 ekspresyonununu 22.9

EPHAS ekspresyonunu 8.6 kat arttig1 bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl bagimli degisim gosteren AXIN2, EPHAS genlerinin
gercek zamanli PCR ile dogrulanmasi (EPHAS 8.6 kat AXIN 22.9 kat artmustir.)

4.4. HCC Hiicre Hatlarinda Lityum-Kloriir Bagimh Olasi Yeni Mekanizmalarin

Tanimlanmasi

4.4.1. LGRS5: HCC Hiicrelerinde Yeni Tanimlanan Wnt/f-katenin Sinyal Yolagi Hedef Geni

HCC’de LiCl’m etkisini agiklayabilecek yeni hedef molekiillerin belirlenmesi amaciyla
yapilan deneylerde ilk olarak, Wnt/B-katenin sinyal yolaginmn bilinen hedef genlerinden olan
AXIN-2 nin transkripsiyonel degisimi gercek zamanl (kantitatif) ve de RT-PCR ile analiz edildi.
Bu ve yukarida sonuglar1 bildirilmis deneylere gére, HuH-7 hiicrelerinde, 48 saat siire ile 20 mM
LiCl uygulanmasi, GSK3p inhibitor fosforilasyonunun artmasina, B-kateninin ¢ekirdege gogiine,
Tct/Lef transkripsiyonel aktivitesinin ve buna baglit AXIN-2 transkripsiyonunun artmasina neden

oldu (Sekil 15).

Mikrodizin verilerine gore, LiCl araciligi ile uyarilmis Wnt/B-katenin sinyalizasyonu
etkisinde transkripsiyonu artan genler arasinda olan LGR5, HCC’deki rolii bilinmemekle birlikte,
kolon kanserinde kanser kok hiicre belirteci olarak kabul edilmis bir reseptdr proteinidir. HCC
hiicrelerinde de LGR5’in bir Wnt/B-katenin hedefi olup olmadigini test etmek amaciyla ilk
olarak, 48 saat 20 mM LiCl uygunmis ve uygulanmamis hiicrelerde ayn1 anda Tcf/Lef aktivitesi,
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LGRS transkript ve protein diizeyleri aragtirilmigtir. Bu deney sonucuna gére LGR5'in TCF/LEf
aktivitesine paralel sekilde protein ve RNA diizeyinde arttig1 gosterildi (Sekil 18).

LiCl - +
] 1200
LGR5 £y g *
g2 £ 1000 ' *
Kalneksin | = 7 N 800 -
o < 600
— o 400 -
LGRS B 5 =
€% < 200 -
2 R
ca 0
- - RPL41 =
— LiCl . +

Sekil 18. Lityumun Tcf/Lef trankripsiyonel aktivitesini degistirdigi kosullarda LGRS protein ve

transkript seviyesindeki artis

Ek olarak, LGR5’in kok hiicremsi fenotipe sahip oldugu bilinen, iyi differansiye ve
epitelyal hiicre hatlarmda (Hep G2, PLC/PRF/5, Hep3B, HuH-7), diger hiicrelere oranla daha
yiiksek miktarda, transkribe oldugu da PCR ile ortaya kondu (Sekil 19). Bu da bize hepatik kdk
hiicre belirteci olarak HCC’de, Wnt/B-katenin bagimli kontrol edilen LGR5’in bir aday molekiil

olabilecegini diisiindiirdii.

Sekil 19. Bazal kosullarda farkli HCC hiicre hatlarinda LGRS transkripsiyonu
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LiCl araciligiyla Wnt/B-katenin sinyalizasyonlar: arttirilmis olan farkli HCC hiicre
hatlarinda da LGR5’1n hedef gen olup olmadigini test etmek amaciyla RNA diizeyinde LGRS
eksprese eden hiicreler kullanildi. HuH-7, Hep3B, PLC/PRF/5 ve Hep G2 hiicrelerine yukarida
belirtilen standart kosullarda LiCl uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerde LGRS ekspresyonlari

transkript ve protein diizeyinde analiz edildi. (Sekil 20).

Yine bu hiicrelerde lityum uygulamasmin Wnt/B-katenin sinyal yolagma etkisinin
anlasilmasi i¢in B-katenin immunfloresans boyamasi yapilarak mikar ve lokalizasyonu belirlendi
(Sekil 20). Bunun yaninda Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedef genlerinden olan AXIN2'nin de
ekspresyonunun gercek zamanli PCR ile incelenmesiyle Wnt/B-katenin sinyal yolag1 aktivasyonu
dogrulamakta kullanildi (Sekil 20). Buna gore, LiCl ile Hep G2 hiicre hatt1 diginda;
HuH-7, PLC/PRF/5, Hep3B hiicre hatlarinda LGRS ekspresyonlar1 farkli diizeylerde indiiklendi
(Sekil 20). Hep G2 hiicrelerinde LGR5 ekspresyonunun artmamis olmasmin nedeni Wnt/B-
katenin sinyal yolagin bu hiicrede konstitiitif aktif olmas1 ve bu sebeple LiCl'iin halihazirda asir1

aktif olan yolaga etki etmemesi olarak agiklanabilir.
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Sekil 20. HuH-7, Hep3B, PLC/PRF/5 ve Hep

Wnt/B-katenin sinyal yolagi lizerine etkisi

G2 hiicre hatlarinda LiCl'iin LGRS ekspresyonu ve
A- LGRS protein ve RNA seviyesinin LiCl ile
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degisimi B- LGR5 protein seviyesinin ve lokalizasyonunun LiCl ile degisimi
(immunositokimya) C- B-katenin protein seviyesinin ve lokalizasyonunun LiCl ile degisimi
(immunfloresans) D- AXIN2'nin ekspresyonel seviyesinin LiCl ile degisimi (Gergek zamanh

PCR) (* p<0.05)

Son olarak, LGRS transkripsiyonunun 6zgiil olarak Wnt/B-katenin sinyalizasyonuna bagl
olup olmadigini test etmek amaciyla Wnt/B-katenin yolagini 6zgiil olarak aktiflemek icin ligant

ve ekspresyon vektorleri kullanild.

Wnt-3a Frizzled ligant1 olarak ve AN TCF vektorii lityum ile agilmig yolakta artan Tcf
transkripsiyon faktoriinii inhibe etmek i¢in kullanildi. Bunun yaninda BCAT vektorii biriken -
katenin havuzunu taklit etmek i¢in ve AN AXIN vektorii ise B-katenin havuzunun yikilmasini

saglayacak kompleksin dagilmasini saglamak i¢in kullanildi.

Yapilan deneylerde, indiikleyici ajan olarak kullanmilan Wnt-3a’nin = LGRS
transkripsiyonunu arttirdigi, LiCl ile arttirilmig Tcf/Lef aktivasyonunun AN TCF aracilifiyla
disiiriilmesine paralel olarak LGRS transkripsiyonunun azaldig1 gosterildi. BCAT ve AN AXIN
plazmidlerinin Tcf/Lef aktivasyonunu artirdig1 ve bu artisa paralel olarak LGRS ekspresyonun da
RNA ve protein diizeyinde arttig1 gosterildi (Sekil 21). Bu veri LGRS transkripsiyonunun 6zgiil

olarak Wnt/B-katenin sinyalizasyonuna bagl olarak degistigini kanitlar niteliktedir.

68



Lici - + BCAT : +
P
- o e
g =
o K .
Kalneksin - 3
e sndll | %
-
- '_E y
E — ppig
s ) 3 PO
: I : B T ?-- ¥
F £ oo -
J; 15000 4 g’
] 5 oo -
‘_i ; oo -
- % om0
a a -
C D
Wnt-3a . + AN AXIN - +
[ =] : 53
E g 3
N - . N - 5
4 ] — 5 =
— e | ppraz - ! T .| EE
'1_- L] | | RPLL1 =
350 =D
F * 3 *
g o = M I
1 i
E 1= -] L
i" 4e) ﬁ
- 7 5 o 4
1‘ -
i = ] =
-
o 0

Sekil 21. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl, rekombinant Wnt-3a ve ANTCF, BCAT ve de AN

AXIN plazmitleriyle 6zgiil olarak diizenlenen Wnt/B-katenin sinyal yolaginin LGRS
ekspresyonuna etkisi A- Lityum ve ANTCF vektoriiniin B- BCAT vektdriiniin C-Rekombinant
Wnt-3a'nin D- ANAXIN vektoriiniin LGRS ekspresyonu ve Tcf/Lef aktivitesine etkisi (* p<0.05)
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4.5. Lityum Kloriir’iin Hepatik Kanser Kok Hiicre (HpKKH) Fenotipine Etkisi

4.5.1. LiCl'iin Pluripotensi, Differansiasyon ve Hepatik Kanser Kok Hiicre Genlerine Etkileri

Literatlirde bilinen hepatik kanser kok hiicre ve/veya hepatoblast (bipotent) hiicre
belirteclerinden EpCAM, SAA4 ve CKI9 genlerinde, lityum uygulanmig hiicrelerde
uygulanmayanlara gore transkript diizeyinde artigi, mikroarray analizleri sonucunda tespit edildi.
Bu veriyi konvensiyonel bagka bir yontem ile kontrol etmek iizere yapilan semi-kantitatif RT-
PCR analizi bize bu genlerin lityum varliginda transkript (RNA) diizeyinde arttigimi gosterdi
(Sekil 22). Yine deneylerimizde, karacigerde rejenerasyondan sorumlu oldugu diisiiniilen, ayni
zamanda kolon kanser kok hiicre belirteci oldugu bilinen LGR5’in da lityum etkisinde asir1
sekilde arttigini bulduk. Buda bize LGR5’mda bir HpKKH belirteci olabilecegini diistindiirdii. Ek

olarak, LiCl'iin LGRS ve CKI9'in protein seviyesinde de artugi western blotlama yontemi ile

gosterildi.
Western
RT-PCR Blot
LiCl
Licl - + - +
EpCAM
CK19
SAA4 — .
LGRS
— o

Sekil 22. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'liin hepatik kanser kok hiicre belirteglerinin

ekspresyonuna transkript ve protein diizeyinde etkisi
Terminal differensiye hiicrede pluripotensiyi yeniden diizenledigi bilinen, OCT-4, SOX-2,

KLF4 ve MYC genlerinin, HuH-7 hiicrelerine lityum uygulandiginda da artmis olmasi bize,

kanser hiicrelerinde de yeniden programlamanin miimkiin oldugunu diistindiirdii (Sekil 23).

70



RT-PCR Western Blot
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Sekil 23. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'lin hepatik kanser kok hiicre belirteglerinin

transkript ve protein diizeyinde ekspresyona etkisi

Bunun yaninda lityumun hepatosit farklilasmasinda onemli role sahip olduklar1 bilinen
genlerden, Hepatosit Niiklear Faktor (HNF) 40, HNF6, Alfa-feto Protein (AFP) ve Albumin
(ALB) gibi genlerin ekspresyonel degisimleri incelendiginde, HNF4a’nin arttigi, ALB’nin
degismedigi ve HNF6 ve AFP’nin azaldigmi gosterildi (Sekil 24). Bu veri LiClin HuH-7

hiicrelerinde farklilagmay1 etkilediginin diger bir gostergesidir.

RT-PCR Western Blot
Licl T . Licl T .
. -
- . RPLL - Kalneksin

Sekil 24. HuH-7 hiicrelerinde 20 mM LiCl'lin hepatik farklilagsma belirteclerinin transkript ve

protein diizeyinde ekspresyonuna etkisi
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4.5.2. HuH-7 Hiicre Hattinda EpCAM+/CD133+ HpKKH lerin Ayrimlanmasi ve Biyolojik

Davranis Farkliliklarinin Belirlenmesi
4.5.2.1. HuH-7 Hiicre Hattinda Hepatik Kanser Kok Hiicre Grubunun Belirlenmesi

Lityumun hepatik farklilasma ve pluripotensi genleri {izerinde yarattig1 ekspresyonel
degisim, proliferasyonda yarattig1 duraklama, invazyon ve motiliteyi artirmasi, lityumun HuH-7
hiicrelerinde hepatik kanser kok hiicre fenotipini 6ne ¢ikarabilecegini dogrulamaktadir. HuH-7
hiicrelerininde heterogenite ve literatiirde xenograf modelleri ile yapilan deneylerde belirtilen
timor baslatici hepatik kanser kok hiicre alt grubunun varligi da diisiiniildiigiinde, bu alt grubun
diger hiicrelerden farkli lityum yanit1 olusturabilecekleri yiiksek bir olasilikti. Dolayisiyla, bu
asamada HuH-7 hiicrelerinde manyetik seperasyon yontemi ile EpCAM ve CDI133 yiizey
molekiillerine gore ayrimlanan HpKKH’in ve bu yiizey belirteclerini tasimayan diger hiicrelerin
lityuma olan yanitlar1 arastirildi. Literatiirde hepatik kanser kok hiicreleri tanimlamak i¢in
kullanilan en etkin belirteg¢ olan EpCAM proteinine spesifik antikor ile HuH-7 hiicreleri
immunfloresan boyama yapilarak tarandi ve bu hiicrelerde % 5 civar1 bir subpopulasyonda
EpCAM varligma rastlandi (Sekil 25). Bu oran literatiirde bilinen hepatik kanser kok hiicre orani

ile ortiismektedir.

Sekil 25. HuH-7 hiicrelerinde EpCAM proteini tasiyan hiicre altpopulasyon oran1 ( Yesil -
EpCAM FITC pozitif hiicreler, Mavi- DAPI ¢ekirdek boyamasi)
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EpCAM tastyan tiim hiicrelerin ayn1 zamanda bir diger hepatik kanser kok hiicre belirteci
olan CK-19 da eksprese ettigi, EpCAM ve CK-19 ile yapilan ikili immunfloresan boyamalarda
gosterildi (Sekil 26) Tiim bu veriler EpCAM'in hepatik kanser kok hiicreleri spesifik olarak

ayirabileceginin bir gostergesi niteligindedir.

CK-19 -Alexa555 EpCAM -FITC

4

.

&y J

Sekil 26. HuH-7 hiicrelerinde EpCAM ve CK-19 proteinlerinin ayni hiicrelerde birlikte
lokalizasyonu (Kirmizi- CK-19 - Alexa555, Yesil -EpCAM FITC, Mavi- DAPI ¢ekirdek

boyamasi)

4.5.2.2. HuH-7 Hiicre Hattinda EpCAM+/CD133+ Hepatik Kanser Kok Hiicre Grubunun
Zenginlestirilmesi

HuH-7 hiicreleri igerisindeki bu subpopulasyon {izerine lityumun etkisinin arastirilmasi
icin Oncelikle  hepatik kanser kok hiicre markeri tasiyan populasyonun saflastirilmasi
gerekmektedir. Lityumun biyolojik etkilerinin EpCAM tasimayan hiicrelere gore kiyaslanmasi ,
sonrasinda bu iki populasyonun lityuma verdikleri biyolojik yanitlarin arastirilmasi lityum etki
mekanizmalarinin anlagilmasi agisindan 6nemlidir.

Literatlirde solid tiimorler i¢in kabul gérmiis ve hiicre ylizeyinde eksprese iki farkl kanser kok
hiicre markeri olan CD133 ve EpCAM ' e spesifik antikorlar kullanilarak HpKKH'ler MACS
yontemiyle zenginlestirildi. HuH-7 hiicreleri igerisinden hepatik kanser kok hiicre markeri
tastyan EpCAM+/CD133+ ve hepatik kanser kok hiicre markeri tasimayan EpCAM-/CD133- alt
populasyonlar1 birbirinden ayrildi. Bu populasyonlarin zenginlestirilme islemi flow sitometri ile

dogruland (Sekil 27).
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Sekil 27. Parental hiicre HuH-7"nin ve MACS sonrasi elde edilen EpCAM+/CD133+,
EpCAM-/CD133- alt populasyonlarmin flow sitomeride CD133 ve EpCAM oranlarinin

belirlenmesi
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4.5.2.3. EpCAM+/CD133+ Hepatik Kanser Kok Hiicremsi Alt Grubun Karakterizasyonu

4.5.2.3.1. EpCAM+/CD133+ Grubun Pluripotensi Gen Ekspresyonlari

HpKKH olarak nitelendirdigimiz EpCAM+/CD133+ hiicrelerde bazal pluripotensi OCT4,
SOX-2, MYC, KLF4 gen ekspresyonlar1 , EpCAM-/CD133- hiicrelerin ekspresyon paterni ile
karsilastirildi. Pluripotensi ve farklilasma genleri, Wnt/B-katenin sinyal yolagi yiiksek olan
EpCAM+/CDI133+ hiicrelerde genel olarak artig gosterdi (Sekil 28). Calismanin Onceki
basamaklarinda gosterildigi gibi LiCl'tin HuH-7 hiicrelerinde pluripotensi genlerini indiiklemesi
(Sekil 23.) ve de EpCAM+/CDI133+ hiicrelerdeki yiiksek Wnt/B-katenin sinyalizasyonu
diistintildiigiinde, HpKKH'lerdeki daha yiiksek pluripotensi gen ekspresyonu anlamhidir. Ayni
zamanda kanser kok hiicre grubu oldugunu ifade ettigimiz bu hiicrelerin daha yiiksek pluripotensi

genleri tagimasi da differansiasyon seviyeleri a¢isindan diisiiniildiiglinde literatiir ile uyumludur.

EpCAM
D133

OCT3/4 SOX2

EpCAM

: _ D133
ocTs/4
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Kath artig
Katli artis
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Sekil 28. EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- hiicrelerde transkripsiyon diizeyinde
pluripotensi gen ekspresyonlar1 (* p<0.05)
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4.5.2.3.2. EpCAM+/CD133+ Grubun Biyolojik Karakterizasyonu

EpCAM+/CDI133+ ve EpCAM-/CD133- olarak ayrimlanan bu hiicrelerin morfolojik
olarak farklilik gosterdikleri gozlemlendi. EpCAM+/CD133+ hiicrelerin morfolojik olarak LiCl'e
maruz brrakilmis HuH-7 hiicrelere benzerligi dikkat ¢ekicidir (Sekil 29). Bu durumda Wnt/pB-
katenin seviyesinin yiikselmesi sonucu hiicre morfolojisinin %30-40 yogunlukta Sekil 29.'daki

gibi olacagini sonucuna varilabilir.

Sekil 29. EpCAM+/CD133+ hiicrelerin lityum uygulanmis HuH-7 hiicrelere olan benzerligi
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Yine bu hiicrelerdeki adezyon incelendiginde, morfolojik goriintii benzerligi gibi
EpCAM+/CDI133+ hiicre adezyonlarinin EpCAM-/CD133- hiicrelere kiyasla daha az oldugu
gozlenmistir. Bunun yaninda HuH-7 hiicreleri ve EpCAM-/CD133- popiilasyon tamamen benzer
adezyona sahiptir (Sekil 30).

EpCAM-/CD133- EpCAM+/CD133+ ve Parental HuH-7
Hicrelerinde Gergek Zamanlh Hiicre Azdezyonu
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Sekil 30. EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- hiicrelerinde ger¢ek zamanli hiicre adezyonu

Bu guruplarin proliferasyonlarindaki farkliliklar XCELLigence sisteminde ger¢cek zamanli
olarak 48 saat boyunca incelendiginde adezyon yanitina benzer sekilde EpCAM+/CD133+ hiicre
proliferasyonunun EpCAM-/CD133- populasyona gore daha diisiik oldugu bulundu (S$ekil 31).
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Sekil 31. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerde 48 saatlik gercek zamanli ve son
nokta proliferasyon farklari . A- tiim zaman degerlerindeki hiicre indeksi B- 48 saat sonundaki

hiicre indeksi (* p<0.05)
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Hiicre motiliteleri incelendiginde beklenilen sekilde EpCAM+/CDI133+ hiicrelerin
EpCAM-/CD133- hiicrelere gore daha motil oldugu gézlenmistir (Sekil 32). EpCAM+/CD133+

hiicrelerin proliferasyonlar1 diisiik oldugu halde motil olmalari, temel kok hiicre karakterleri

tagidigini isaret etmektedir.

EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133-

10 Hicrelerin Motilitesi

*

180 - [
130
80 -

B -

-20

Motil Hiicre Sayisi

EpCAM-/CD133- EpCAM+/CD133+

Sekil 32. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerin 24 saatlik motiliteleri (* p<0.05)

Bunun yaninda hiicrelerin invazyonlar1 incelendiginde EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-
/CD133- hiicrelerin invazyon kapasiteleri arasinda anlaml bir fark goriilmedi (Sekil 33).

EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133-

Hicrelerin invazyonu
45

40
35 -
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invaziv Hiicre Sayisi
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EpCAM-/CD133- EpCAM+/CD133+

Sekil 33. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerin 24 saatlik invazyonlar1
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4.6. Lityumun EpCAM+/CD133+ Hepatik Kanser Kok Hiicremsi Gruba Etkisi

Lityumun kanser kok hiicresi olan ve olmayan hiicre populasyonlar: iizerinde yarattigi
etkinin anlagilmasi i¢cin EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- hiicreler 48 saatlik LiCl'e maruz
kaldiktan sonra, adezyon, proliferasyon, motilite ve invazyon gibi biyolojik yanitlar incelendi.
Bu deneyler yapilirken, morfolojik olarak EpCAM-/CD133- hiicreler HuH-7 hiicrelerine benzer
sekilde lityumdan etkilenirken, EpCAM+/CD133+ hiicreler lityumla morfolojik degisiklige
ugramadigi gozlendi (Sekil 34).

Sekil 34. EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- hiicrelerin lityum uygulanmis ve

uygulanmamis kosullarda olusturdugu morfolojik degisim
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Bu hiicrelerin adezyon 0&zellikleri iizerine LiCl'iin etkisini XCELLigence sisteminde
gercek zamanli olarak 9 saat boyunca incelediginde lityuma yanit olarak EpCAM-/CDI33-
hiicrelerde HuH-7'a benzer sekilde adezyonda azalma gozlendi fakat EpCAM+/CD133+

hiicrelerinin adezyonu lityumdan etkilenmedi (Sekil 35).

Epcam-/CD133- Hiicrelerde Lityumun EpCAM+/CD133+ Hicrelerde Lityumun
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Sekil 35. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerde lityumun adezyon iizerine 9 saatlik
etkisi (Yesil ¢izgi- lityum, Kirmizi ¢izgi- DMEM varliginda)

Ayni deney setinde XCELLigence sisteminde gercek zamanl olarak proliferasyon
incelendiginde, EpCAM-/CD133- hiicrelerin lityuma yanit olarak HuH-7 hiicrelerine benzer
sekilde proliferasyonda inhibisyonuna neden oldugu, fakat = EpCAM+/CD133+ hiicrelerin

proliferasyon inhibisyonu olusturma yanitinda lityuma daha direncli oldugu bulundu (Sekil 36).

Epcam-/CD133- Hiicrelerde Lityumun EpCAM+/CD133+ Huicrelerde Lityumun
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Sekil 36. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerde lityumun 48 saatlik gercek zamanh
proliferasyon tlizerine etkisi (Yesil ¢izgi- lityum, Kirmizi ¢izgi- DMEM varliginda)
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Bu biyolojik etkilerin yaninda lityumun her iki hiicre grubunun motilite ve invazyonuna
etkisi incelendi. Lityum her iki hiicre grubunun da motilitesi iizerinde etkili olmazken (Sekil 37)
hiicre invazyonu, EpCAM+/CD133+ hiicrelerinde daha etkin olarak artirmustir (Sekil 38). Lityum
ozetle, EpCAM-/CD133- gruba etki etmezken, EpCAM+/CD133+ grubun daha invaziv olmasini
saglamustir.

EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- Hiicrelerinde
Lityumun Motilite Uzerine Etkisi
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Sekil 37. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerde lityumun 24 saatlik hiicre motilitesi

uzerine etkisi
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EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- Hicrelerinde
Lityumun invayon Uzerine Etkisi
90

80 -
70 A
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50
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invaziv Hiicre Sayisi
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EpCAM-/CD133-  EpCAM+/CD133+
Sekil 38. EpCAM+/CD133+ , EpCAM-/CD133- hiicrelerde lityumun 24 saatlik hiicre invazyonu

uzerine etkisi

EpCAM+/CDI133+, EpCAM-/CDI33-  hiicreleri ayr1 ayr1 Kkiiltiire edilip, lityum
uygulamasinin  morfolojik degisim, hiicre adezyonu, hiicre proliferasyonu sonuglari
degerlendirildi. Tiim bu deneylerin sonucglar1 birlikte degerlendirildiginde lityumun
EpCAM-/CD133- hiicrelerde daha etkin sekilde biyolojik davranist  degistirdigi
EpCAM+/CDI133+ hiicrelerin ise lityuma daha direngli oldugu gozlendi. Bu durum parental
hiicre HuH-7'da lityum yarattig1, adezyon ve proliferasyonda azalma etkisinin EpCAM-/CD133-

hiicreler tarafindan yonlendirildigini diistiniilmektedir.
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S.TARTISMA

Hepatoselliiler karsinoma, ¢ogu zaman sirotik karaciger zemininde gelisen, karacigerin
malign neoplazilerilerinin sik rastlanan bigimidir " * °. Yetiskin erkekler arasmda 523000 yeni
vaka ile ve toplam kanser vakalarin %7.9, kadinlar arasinda 226000 yeni vaka ve toplam kanser
vakalarinin %6.5 ini olusturarak, diinyada 5. siklikta rastlanan kanser tiirii olmustur. Oliim
insidansi ¢cok yiiksek olan HCC (0,93 genel 6riim orani) diinya ¢apinda, kanser nedeni ile 6liimler
arasinda 3. swraya ylikselmistir. HCC’de, taninin ge¢ konulabilmesi, prognozun kotii seyretmesi
ve tlimoriin kemoterapi ve/veya radyoterapiye direngli olmasi hastaliin smirhiliklaridir ve
hastalarin sadece ¢ok azinda radikal transplantasyon cerrahi tedavisi uygulanabilmektedir .
Dolayisiyla, HCC’de tedavi hedefi olabilecek yeni molekiiler mekanizmalarmin arastirilmasini ve
bunlara baglh hedeflerin bulunmasinin gerekliligini 6ne ¢ikarmaktadir.

Uzun yillardir solid tiimdrlerde bilinen kanser kok hiicre kavramu literatiirde yer
edinmistir. Son yillarda HCC'de de ilag direncliliginden sorumlu, motilite ve invazyonu
yonlendiren, metastatik tiimérler olusmasimi saglayan, HpKKH' lerin varligi gosterilmistir © *°.
Etiyolojik faktorlerin yol ag¢tigi hasarin giderilmesinde rejeneratif yanit olarak onciil hiicrelerin
devreye girdigi ve bu dénemde ek mutasyonlar kazanarak transforme oldugu diisiiniilmektedir "
%! Hepatokarsinogenez siirecinde proliferasyon, apoptoza direng, farkhilasma, kendini yenileme,
pluripotensi, anjiyogenez ve ila¢ direnci ile ilgili sinyal yolaklarinda goriilen birtakim
degisimlerin 6nciil hiicrelerde gerceklestigi bilgisi bugiin literatiirde kabul gormiistir ' %
HpKKH' lerinin kendini yenileyebilme, motilite, kemoterapi direngliligi ve farklilasma gibi
davranislari igin Wnt/B-katenin sinyal yolagmnmn 6nemli oldugu bilinmektedir '*'. HpKKH'lerin
tam olarak biyolojik davraniglarinin belirli olmamas1 nedeni ile bu hiicreleri hedefleyebilecek
kemoterapotik ilaclar heniiz gelistirilememistir.

Cesitli calismalarda, lityumun kolorektal, akciger, prostat ve meduloblastoma gibi ¢esitli
solid tiimérleri inhibe ettigi veya kemoterapétiklerin etkinligini artirdigi gosterilmistir ** 2> 14!,
Lityumun, tiimorojeniteyi baskilama etkisinin molekiiler seviyede Wnt/B-katenin, TNF, FASL,
p53, Akt gibi kanserle iliskili molekiilleri modiile ederek gerceklestirdigi diistiniilmektedir ** **

2. Fakat literatiirde, daha once lityumun HCC hiicreleri tizerindeki etkisini inceleyen bizim

calismamiz disinda, tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Bizim g¢alismamizdan farkli olarak bu
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calismada lityumun en iyi bilinen iki hedefi olan GSK3p ve PI3K sinyal yolagi aktivasyonu
degismemistir °°>.Bu ¢alismada lityumun etkisinin biiyiik kismi1 DNA hasarmi algilayan Chkl
proteini lizerinden gerceklesmis ve de SMMC-7721 hiicreleri G2/M fazinda proliferasyon inhibisyonuna
ugramustir. Bu  veriler lityum biyolojik etkisinin hiicrenin molekiiler altyapisi ile degisebilecegini
gostermektedir.

Arastirma grubumuz tarafindan yapilan onceki ¢alismalarimizda, lityum kloriir’iin farkl
HCC hiicre hatlarinda, pl16 ve p53 diizeylerinden bagimsiz sekilde, % 60-90 arasinda degisen
oranlarda proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir '°. Bu ¢alismada ise, GSK3p' y1 inhibe ederek
Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonuna neden olan lityumun HuH-7 hiicrelerinde genom
diizeyinde etkileri ve HpKKH'ler lizerine yarattig1 biyolojik davranis degisiklikleri incelendi.

Lityum, zamana baglh olarak HuH-7 hiicrelerinin adezyon ve proliferasyonunda azalma
yaratirken, motilite ve invazyonunda artisa neden olmaktadir. Bu bilgi lityumun diger kanser
cesitlerinde bilinen etkisine paralel olmakla birlikte normal hepatositler iizerinde yarattigi

proliferasyon artis1 bilgisine terstir '**.

Benzer sekilde glioma hiicrelerinde yapilan bir
arastirmada lityum glioma hiicrelerinin proliferasyonunu artirip invazyonunu azaltirken, ayni
calismadaki kok hiicre ozelligi gosteren timor hiicrelerine ters etki yapip proliferasyonu

'3 Bu da bize lityumun hiicre spesifik olarak etkisini cesitli sekillerde ortaya

azaltmistir
cikabildigini gosterir. Lityumun hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde, Wnt/B-katenin sinyali
araciligiyla proliferasyonu baskilamasi buna bir Ornektir. Bunun yaninda daha az cogalma
yetenegine sahip ve daha hareketli hiicre fenotipi lityumun kok hiicre karakterini indiikledigini
diistindiirmektedir.

Lityum HuH-7 hiicrelerinde EpCAM, SAA4, LGRS ve CK19 gibi kok hiicre belirteglerini;
KLF4, OCT-4, SOX2 gibi pluripotensi genlerini ve Vimentin, ZEB-1, SNAIL, VCAN gibi
mezensimal fenotip genlerini artirmasi, bu hiicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolagmin kok hiicre
benzeri fenotipi indiikledigini diisiindiirdii. Tiim veriler birarada incelendiginde artan motilite ve
invazyon, pluripotensi ve differansiasyon genlerindeki artma, kok hiicre belirteci ve mezensimal
fenotip genlerindeki artig lityum varliginda kok hiicre benzeri fenotipin uyarildigini
vurgulamaktadir. Literatiirde az sayida calismada verilerimize benzer sekilde, lityumun farkli

144, 145, 146

kanser modellerinde, kok hiicre fenotipini indiikleyebilecegini bildirilmistir . Lietariirde

Huh-7 hiicreleriyle yapilmis bir ¢aligmada, Wnt/B-katenin sinyal yolagmin asir1 aktivasyonunun
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ksenograf modellerde daha erken ve daha biiyiik tiimdrler olusturdugu gosterilmistir ve bu bilgi

bizim verilerimizi desteklemektedir .

Calismamizin bir diger kisminda, HuH-7 hiicre hatt1 kullanilarak lityumun genom
diizeyinde yarattigi etkilerin anlagilmasi i¢in RNA mikrodizin analizi yapilmistir. Yapilan
biyoinformatik analizler sonucunda ise Wnt/B-katenin hedef genlerinin grup olarak arttigi
goriilmektedir. Bununla birlikte yapilan KEGG analizlerinde anlamli olarak bulunan 18 yolakdan
14 i metabolizma ile iligski olmasi, lityumun Wnt/B-katenin hedef yolagi tizerinden hepatoselliiler
karsinoma hiicrelerinde metabolik faaliyetlere etki ettigini diistindiirdii. GO terimleri
cozlimlemesinde biyolojik siiregler, molekiiler islevler ve hiicre bilesenleri incelendiginde
biyolojik siirecler igerisinden metabolizma ve hiicre dongiisii terimleri ile iligkili gen sayilari
diger stireglere gore ¢ok yiiksek olarak bulundu. Bunun yaninda molekiiler islev terimleri
analizlendiginde katalitik aktivite ile iliskili gen sayisinin diger siireglere gore ¢ok yiiksek oldugu
ortaya kondu. Bu da KEGG analizleriyle birlikte yine lityumun metabolizmay1 etkiledigini
isaret etmektedir. Yapilan analizlerde degisen tiim genler icerisinde Tcf/LEf transkripsiyon
faktorii baglanma sekansi gosteren yalnizca 59 gen mevcuttur. Bu da gen setimizdeki sadece 59
genin olarak Tctf/Lef'in primer hedefi olmadgunu gostermektedir. Bu durum gen setimizde
bulunan etkin gorevleri olan epigenetik diizenleyiciler ile ve veya primer olarak etkilenen 59
genin hiicre igerisinde etkiledigi gen kaskatlar1 ile veya B-katenin bagimli Tcf/Lef bagimsiz
mekanizmalar ile aciklanabilir.

Lityumun, en yiiksek miktarda ekspresyon artisina sebep oldugu genlerden olan LGRS'in
farkl gastrointestinal kanserlerde Wnt/B-katenin hedefi ve kok hiicre belirteci oldugu bilinmesine
ragmen, HCC'de LGR5'n tam olarak rolleri aydmlatilamanustr ' "% 1% Literatiirde HCC
dokulariyla yapilmis tek calismada, Wnt sinyal yolaginda aktive edici mutasyonlarin oldugu
dokulardaki LGRS ekspresyon artist bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise bu verilere paralel
olarak [B-katenin delete formunu iceren Hep G2 hiicrelerinde, AXIN [ mutasyonu igeren
PLC/PRF/S hiicrelerinde ve bazal Tcf/Lef aktivitesi diger hiicre hatlarina gore fazla olan Hep3B
ve HuH-7 hiicrelerinde LGRS ekspresyonu transkript diizeyinde yiiksektir. Ayni1 zamanda
literatlire ¢cok yeni olarak giren bir ¢alismada LGR5'in HCC hiicrelerde asir1 ekspresyonunun

hiicrelerin tiimdrogenite ve haraketliliklerini artirdigi, epitelyal mezensimal doniigiimiine
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sebebiyet verdigi ve de sitotoksik ilaglara daha dayanikli hale geldigini gosterilmistir '*°. Bu bilgi
kok hiicre markeri tastyan HCC'lerin ayn1 zamanda LGRS ekspresyonu olmasini dogrulamakta ve
LGRS5'in kanser kok hiicre tanimlama belirteci olarak potansiyelini gozler Oniine sermektedir.

Buna ek olarak RNA diizeyinde LGRS igeren Hep G2, PLC/PRF/5, Hep3B ve HuH-7
hiicreleri lityum ile uyarilip LGRS seviyeleri incelendiginde lityumun Wnt/B-katenin sinyal
yolagini aktive ettigi ve paralel olarak LGRS seviyesinin artirdigir bulundu. Wnt/B-katenin sinyal
yolag1 asir1 aktif oldugu i¢in lityum tarafindan uyarilamayan Hep G2 hiicre hatt1 bu durumdaki
istisna hiicre hattidir. Bu hiicre hattindaki B-katenin mutasyonu asir1 yolak aktivasyonunu ve
neden lityumla imdiiklenemedigini aciklar. LGRS mRNA'smin gosterilebildigi bu hiicre hatlari,
ayn1 zamanda hepatik kanser kok hiicre belirteci EpCAM igeren hiicre hatlar1 idi. Bu veriler
LGR5’in diger modellerde oldugu gibi HCC'de de Wnt/B-katenin sinyal yolagmin bir hedefi ve
de HpKKH belirteci olabilecegini desteklemektedir. Wnt/B-katenin sinyal yolagmin
regiilasyonunu saglayacak BCAT, DN-AXIN, ve DN-TCF plazmitleri veya Wnt3a rekombinant
proteini kullanildiginda; LGRS'in ekspresyonunun Tcf/Lef transaktivitesine paralel olarak
degisimi; ince barsakta ve kolorektal kanserde Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedefi olan LGR5'in
HCC'de de ayn1 yolagin hedef molekiilii oldugu agiga ¢ikarda.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda, HCC dokularindan ve c¢esitli hiicre hatlarindan izole
edilen hiicreler ksenograf modellerinde yeniden HCC olusturabilecek hepatik-kok hiicre benzeri
(HpKKH) ve yeniden HCC olusturamayacak olgun hepatosit HCC (MH-HCC) olarak
smiflandirilmistir. Zayif prognoz ve metastatik karakterle iligkilendirilmis bu hiicrelerin EpCAM,
CD133, CK19 gibi belirtegler tasidigi bilinmektedir. Calismamizda HuH-7 " bu belirtecleri %5-
10'luk bir alt popiilasyonda tasidigi bulundu. Yapilan hiicre zenginlestirmeler sonunda,
EpCAM+/CD133+ alt grubun populasyondaki negatif hiicrelere gore transkripsiyon seviyesinde
daha yiiksek oranda pluripotensi genleri tasidig1 saptandi. Ayni etkinin lityum ile gbzlenmesi ve
literatiir ile uymlu bu sonugtur ve lityumun HpKKH fenotipini indiikledigini net olarak ortaya
koyar. Literatiirde EpCAM'in bir Wnt/B-katenin hedef geni oldugu bilinmektedir. Bu bilgi ile
bilgiye uyumlu olarak parental hiicre icerisindeki EpCAM+ hiicrelerde EpCAM- populasyona
gore daha yiliksek B-katenin seviyesi tespit edildi. Bu da EpCAM'in HCC'de bir Wnt/B-katenin

hedef geni oldugunu ve de HpKKH fenotipinde bu sinyal yolaginin Onemini vurgular.
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Calismamizin bir diger kisminda, EpCAM+/CDI133+ popiilasyonun, EpCAM-/CD133-
populasyona gore; adezyon ve proliferasyonunun daha az, motilitesinin daha yiiksek oldugu
belirlendi. Literatiirde yapilan ¢alismalarda EpCAM+/CD133+ hiicrelerin ¢ogalma potansiyelinin
daha yiiksek olmas1 bizim verilerimizle ¢eligkili olmakla birlikte, EpCAM+/CD133+ hiicrelerin
proliferasyonlar1 diisiik oldugu halde hareketli olmalari, temel kok hiicre karakterlerini
tasidiklarmi gdstermektedir. Invazyonlarmin ise hemen hemen hi¢ degismemis olmasi, MMP
seviyesinde gereken artisin saglanamamasidan kaynaklaniyor olabilir.

Cok ilging olarak hiicre zenginlestirme islemi ile elde edilen EpCAM+/CD133+ grubu
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri, adezyon, motilite ve proliferasyon davranislar: lityum
uygulanan hiicrelerle birebir uyumludur. Lityumun HpKKH'ler {izerinde etkisini arastirdigimizda
ise EpCAM-/CD133- hiicrelerin ¢ogalmalarinin durmasi ve adezyon yeteneklerinin azalmasi,
HuH-7 hiicrelerine benzer sekilde duyarl olduklarini géstermektedir. Fakat EpCAM+/CD133+
HpKKH'lerin lityuma yanit olarak morfolojik degisime ugramadigi gibi adezyon, proliferasyon
ve motilite gibi biyolojik davranislarmin da lityum etkisiyle degismedigi ortaya kondu. Bu
durum hem lityumun kok hiicre fenotipini indiikledigini hem de HpKKH'lerde populasyon
icerisindeki diger kanser hiicrelerine gére Wnt/B-katenin sinyal yolagmin aktif oldugunu ve de
lityum uygulamasiin bunu degistirmedigini diisiindiirdii. Kok hiicrenin temel karakteristik
Ozelliklerinden olan ilag direngliligi hiicre yiizeyinde tasidiklari membran pompalarindan ve de
metabolizmal aktivite farklarindan ileri gelir. Bu durumda HpKKH'lerin lityuma direngli olmasi
literatiirdeki bilgilere dayanarak aciklanabilen bir sonugtur.

Calismamiz sonu¢ olarak HCC igerisinde var olan HpKKH populasyonunda, Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin aktif oldugunu ve bu yolagin hiicrelerin pluripotensi karakterinin
korunmasinda gorevli oldugunu gostermektedir. Bu bulgular HCC’nin  molekiiler
mekanizmasinin anlagilmasinda ve HCC’de HpKKH'leri hedef alan yeni ilaglarin iiretiminde
onemlidir. Bunun yaninda lityumun olusturdugu global etki bize lityumun yarattig1 biyolojik
degisimlerin arkasinda genis c¢apta metabolik degisikliklerin oldugunu gosterdi. Kanser
hiicrelerinde degistigi bilinen metabolizmanin, terapdtik ilaglar gelistirilirken kanser kok

hiicreleri ele alinarak incelenmesi faydali olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda elde edilen sonuclar agsagidaki sekilde 6zetlenebilir,

1-) Lityum kloriir tim HCC hiicre hatlarinda degisen seviyelerde proliferasyon inhibisyonu
yaratmaktadir. Prolifesyon inhibisyonunun ardindaki molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi i¢in
model olarak secilen lityuma en duyarli hiicre hatti1 olan HuH-7 da yapilan biyolojik davranis
deneylerine gore, HuH7'da lityum adezyon ve proliferasyonu azaltirken, motilite ve invazyonu

artirmaktadir.

2-) Lityum HuH-7 hiicrelerinde en genel etkilerinden biri GSK3p inhibisyonu yoluyla Wnt/j-
katenin aktivasyonu yaratmaktadir ve buna ragmen lityum beklenen etkisi proliferasyonda artma

yerine HCC hiicrelerinde proliferasyonda azalma yaratmaktadir.

3-) Lityumun biyolojik etkilerinin ardindaki molekiiler imzanm anlasilmasi i¢in yapilan
mikrodizin ve veri analizi ¢aligmalarinda lityumun 1807 genin ekspresyonunda anlamli olarak
degisim yaratmaktadir. Lityum, 6zellikle metabolizma ve hiicre dongiisii ile ilgili bir¢ok genin
degisimine sebep olmaktadir. 1807 genin 59 tanesi promotorunda Tcf/Lef baglanma bolgesi
icerdiginden direk olarak Tcf/Lef tarafindan regiile edilmektedir. Mikrodizin yonteminde

degisimi gosterilmis 21 tanesinin RT-PCR ile dogrulanmastir.

4-) Kanser kok hiicre markeri olarak literatiire yeni giren bir aday molekiil olan LGRS; Tcf/Lef
aktivitesi yiiksek, kok hiicremsi fenotipe sahip oldugu bilinen, iyi differansiye ve epitelyal hiicre
hatlarinda (Hep G2, PLC/PRF/5, Hep3B, HuH-7), diger hiicrelere oranla daha yiiksek miktarda
eksprese olmaktadir. Paralel olarak bu hiicre hatlarinda lityum ile Wnt/B-katenin yolag:
aktiflendiginde LGRS ekspresyonu artmaktadir. Bunun yaninda LGRS ekspresyonu, lityum gibi
bir kimyasal, Wnt-3a gibi bir ligant veya BCAT, AN AXIN veya AN TCF gibi plazmit
vektorlerle regiile edilebilmektedir. Tiim bu veriler bize LGR5''n HCC'de bir kanser kok hiicre
belirteci olabilecegini ve de Wnt/B-katenin sinyal yolagr tarafindan diizenlendigini

gostermektedir.
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5-) HuH-7 hiicrelerinde, lityumun sadece LGR5'1 degil EpCAM, CK19, SAA4 gibi bilinen diger
hepatik kanser kok hiicre belirteglerini, KLF4, SOX2, OCT-4, MYC gibi pluripotensi genlerini,
HNF4a, HNF6, AFP, ALB gibi hepatik farklilasmayla ilgili genleri de regiile ederek HCC

hiicrelerinde farklilasma ile ilgili diizenlemeler yaptig1 sonucuna ulagilmistir.

6-) HuH-7 hiicre hatt1 icerisinde %5-10 lik bir alt populasyonda EpCAM, CD133 ve CK19 kok
hiicre belirtecelri tasiyan bir altpopulasyon mevcuttur. EpCAM ve de CD133 yiizey belirtecleri
kullanilarak bu populasyon zenginlestirilmistir. Zenginlestirilen bu populasyon pluripotensi
genlerini daha yiiksek oranda tagimaktadir. HpKKH olarak nitelendirdigimiz bu hiicreler daha
yiiksek Wnt/B-katenin aktivasyonuna sahiptir.

7-) HpKKH olarak nitelendirilen EpCAM+/CD133+ hiicreler EpCAM-/CD133- hiicrelere gore

daha az proliferatif, daha az adezif ve ayn1 zamanda daha motil karakterdedir.

8-) Lityum genel olarak adezyon, proliferasyon davranislar1 agisindan HpKKH'ler iizerinde
EpCAM-/CD133- hiicrelerinde oldugu kadar etkili olmamaktadir. Buna ragmen lityum
EpCAM+/CDI133+ hiicrelerin invazyonu lizerinde artisa sebep olmaktadir. Her iki hiicre
grubunun lityum etkisiyle incelenen biyolojik davraniglari, lityumun HuH-7 iizerinde yarattigi
etkiyi populasyonun biiyiik kismini olusturan EpCAM-/CD133- hiicreleri hedef alarak ortaya

cikardigimi diistindlirmiistiir.

9) Tim mikrodizin verileri, biyoinformatik analizler biyolojik ve molekiiler ¢aligmalar ve de
HpKKH grubu incelendiginde, lityumun HCC hiicrelerinde Wnt/B-katenin yolag: aktivasyonu ile,
bircok metabolik ve differansiasyon basamagini regiile ettigi ve bunun sonucunda da kanser kok

hiicre fenotipini indiikledigi goriilmektedir.
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Destekleyici Veriler:
Lityumun P-AKkt sinyal yolad iizerindeki etKkisi;

Literatiirde bilinen lityumun PI3K/Akt yolagna etkisini anlamak i¢in bu yolagin temel
oyuncularindan AKT'nin aktivasyon durumunu belirleyen Ser-473'ten fosforile formunun LiCl
etkisiyle degisimi incelendiginde LiCl'iin p-AKT seviyesinde azalma yarattig1 gozlendi. Bu bilgi
inozitol havuzunu etkileyen lityum i¢in anlamlidir. Lityumun Wnt/B-katenin sinyali {izerine etkisi
incelenen bu ¢aligmada AKT yolagiyla ilgili degisimler incelenmemistir. Lityumun PI3K/AKT
sinyali ilizerine yaptig1 etkilerin incelenmesi ¢ok kapsamli bir konu olup bu baslik yeni bir

calisma altinda incelenmelidir.

LiCl - +

Kalneksin

Mahlavu

Lityumun mezensimal fenotip gen ekspresyonlar iizerindeki etKkisi;
Lityumu etkisiyle incelenen pluripotensi ve farklilasma genlerine ek olarak, mezensimal

fenotip genleri de incelenmis ve lityum etkisiyle daha mezensimal bir fenotipin indiiklendigi

gosterilmistir.
RT-PCR

LiCl - +
‘7," W Zebt
8] vem
- . Rl
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Lityumun HuH-7 disindaki diger hiicrelerde etkiledigi genler;

Lityum etkisiyle HuH-7 hiicrelerinde, degisime ugradigi mikrodizin ve de PCR ile
gosterilmis genler icerisinden 11 tanesinin; farkli hiicre hatlarinda da lityum etkisindeki
ekspresyonal degisimi incelendi. Bu deneyin sonucuna gore hiicreler arasinda herhangi bir oriintii
benzerligine rastlanamamistir. Her hiicre hattinin degisik farklilasma seviyesine ve farkl
mutasyon zeminlerinde oldugu ve de bircok yolaktaki farkli gen diizenlemeleri diisiiniildiigiinde,
HuH-7 hiicre hattindaki gen ekspresyonu degisimlerinin diger hiicrelerde benzer sekilde

gozlenmemesi anlasilir bir sonugtur.

Hep3B SNU-449 Mahlavu Hep40 Hep G2 SK-HEP-1  PLC/PRF/5
1 ‘1 [ |

Licl

Vimentin

ECAD

VCAN

KLF4

'
A 7
;IEI +

i HHHH H )

MYcC

FAM46C

| BIK
HNF4a

| LGRS

| EpcAM

RPL41

LHHH HEH A H B

\
|
- e - 0
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HCC hiicrelerinde EpCAM pozitifligi;

Epitelyal ve mezensimal hiicre hatlarinda EpCAM protein ekspresyonu incelendiginde,
PLC/PRF/5, Hep3B, Hep G2, HuH-7, hiicrelerinde gesitli seviyerlerde EpCAM varligina
rastlanirken, SKHepl, SNU-475, Mahlavu, SNU-449 hiicre hatlarinda ekspresyon gozlenemedi.
Hep3B ve Hep G2 hiicre hatlarinda EpCAM ekspresyonu yiiksek diizeyde ve homojendir. Bu
durum her iki hiicre hattinda yiiksek Wnt/B-katenin yolag1 sinyalizasyonu ile ag¢iklanabilir.
PLC/PRF/5 ve HuH-7 hiicre hatlarinda ise sadece kiiclik bir alt populasyonda EpCAM
eskpresyonuna rastlandi. Kanser kok hiicre teorisine uygun sekilde bu oranin %10 un altinda
olmas1 bu belirteci tasiyan hiicrelerin digerlerine gore biyolojik yanitlariin farkl olacag: literatiir

tarafindan belirtilmektedir.

PLC/PRF-5 Hep3B Hep G2 HuH-7

EpCAM
(FITC)

SKHepl SNU-475 Mahlavu SNU-449

EpCAM
(FITC)
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MACS sonrast EpCAM+/CD133+ ve EpCAM-/CD133- hiicrelerde immunfloresan
boyama ile EpCAM ve CD133 belirteclerinin gosterilmesi
MACS sonrasi elde edilen EpCAM+/CD133+, EpCAM-/CD133- populasyonlarinda CD133 ve
EpCAM belirteglerinin oranlart immiinfloresan yontemlerle gosterildi. EpCAM+/CD133+
hiicreler sol panelde EpCAM-/CD133- hiicreler sag paneldedir (Kirmizi-CD133-Alexa555,
Yesil -EpCAM FITC , Mavi- DAPI ¢ekirdek boyamasi)

CD133-Alexa 555 EpCAM-FITC CD133-Alexa 555 EpCAM-FITC

HuH-7 hiicre hattinda yara iylesmesi sirasinda EpCAM+ hiicre lokalizasyonlari

HpKKH'lerin motilite davranmiginin daha yiiksek olmast EpCAM+ hiicrelerin daha
hareketli oldugunu diisiindiirdii. Buna gore yara kapatma bdlgesine gocen hareketli hiicrelerin
EpCAM pozitifligini sorgulandi. Bu deneyin sonucuna gore yara bolgesine go¢ eden hiicrelerin

EpCAM belirteci tagima oranlarinin degismedigi gdzlendi.
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DMEM HGF

EpCAM: Yesil, DAPIl:Mavi

Parental hiicre icerisindeki EpCAM+ Hiicrelerin Wnt/p-katenin Sinyal Yolag:
Aktivasyonu

Literatiirdeki bilinen bilgilere gére EpCAM bir Wnt/B-katenin sinyal yolag1 hedefi
oldugundan EpCAM belirteci tastyan hiicrelerin daha aktif Wnt/B-katenin sinyal yolagma sahip
olmasi beklenir. Bu bilginin HuH-7 hiicrelerinde dogrulanmasi i¢in -katenin ve EpCAM ikili
immuiinfloresan boyamalar1 ger¢eklestirildi. HuH-7 hiicrelerinin bazilarinda populasyonun
kalanina gore daha yiiksek diizeyde ve ¢ekirdek lokalizasyonunda P katenin boyamas1 oldugu
gbzlendi. Ayn1 zamanda B-katenin seviyesi yiiksek ve niikleer yerlesimli olan bu hiicrelerin
EpCAM eksprese etmesi, HuH-7 da EpCAM'in Wnt sinyal yolagi hedeflerinden oldugunu ve
dolayli olarak EpCAM+/CD133+ hiicrelerin daha aktif Wnt/B-katenin sinyal yolagina sahip
oldugunu gosterdi. Bu bilgi EpCAM'in Wnt/B-katenin sinyal yolag1 hedefi oldugu bilgisiyle
uyusmaktadir. (Kirmizi- § katenin - Alexa555, Yesil -EpCAM- FITC, Mavi- DAPI ¢ekirdek

boyamasi)
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B katenin -Alexa555 EpCAM -FITC

Ayn1 zamanda lityum varliginda popiilasyon icinde EpCAM eksprese eden hiicre oran
degismemekle birlikte, EpCAM ekspresyonu olan hiicrelerdeki EpCAM protein ekspresyonu
artmaktadir. Bu bilgi indiiklenebilen Wnt/B-katenin yolagmin EpCAM ekspresyonunu artirdigini,
fakat EpCAM eksprese etmeyen hiicrelerde ekspresyonu baslatamadigini gostergesidir. HuH-7
hiicrelerinde lityumun, EpCAM tasiyan hiicre oran1 ve ekspresyonuna etkisi immunfloresan
yontemlerle gosterilmistir. (Kirmizi- B katenin - Alexa555, Yesil -EpCAM- FITC, Mavi- DAPI
cekirdek boyamasi)

LiCl - +
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HpKKH'lerde miR-181a ekspresyonu;

Literatiirdeki bilgilere gére EpCAM+/CD133+ kanser kok hiicrelerde artan ve de
inhibisyonunun kanser kok hiicre potansiyelini azalttig1 bilinen miR-181'in HpKKH diye
tanimladigimiz altpopulasyondaki ekspresyonu gercek zamanli PCR ile incelendi. Buna gore
literatlire uyumlu sekilde miR-181a HpKKH grubunda artis gosterdi (Korhan P.,KunterI).

miR-181a Ekspresyonu

*
35

25 4

15

miR-181a ekspresyonu

05 4

EpCAM-/CD133- EpCAM+/CD133+
miR-181a'min Lityum ile degisimi ;

Lityumun kanser  kok hiicrele fenotipini indiikledigi tezimizin farkli bir agidan
dogrulanmasi icin HpKKH'lerde ekspresyonu artan miR-181a' nin lityum ile degisimi gercek
zamanli PCR ile incelendi ve lityumun mirl8la ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigi

bulundu. Bu deney sonucu, lityumun HpKKH fenotipini indiikledigi verilerini desteklemektedir.

HuH-7 Hiicrelerinde Lityumun miR-181a
Ekspresyonu Uzerine Etkisi

35

25

15

miR-181a ekspresyonu

05

Licl . +
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Lityumun EpCAM-/CD133- ve EpCAM+/CD133+ hiicrelerde yara kapatma etkinligi
iizerine etkisi;

Motiliteden farkli olarak hasar durumunda hiicrelerin hareketliligini gosteren bu deneyde,
lityumun EpCAM-/CD133- ve EpCAM+/CD133+ hiicre gruplari lizerine etkisi incelendi. Bazal
kosullarda EpCAM+/CD133+ hiicrelerin yara agikligt EpCAM-/CD133- hiicrelere gére daha
yiiksekti. Bunun yaninda lityum EpCAM-/CD133- hiicrelerde yara kapanmasini engellerken
EpCAM+/CD133+ hiicrlerde etkin olmamistir. Bu durum her iki hiicre grubunun lityum etkisiyle
incelenen diger biyolojik davranislaria benzemekte ve de lityumun HuH-7 hiicre hatlar1 izerinde
yarattig1 etkiyi populasyonun biiyiik kismini olusturan EpCAM-/CD133- hiicreler iizerinden
yaptig1 goriisiine katki saglamaktadir.

Lityumun Yara Kapanma Uzerine Etkisi

02

0,18 -
0,16 4
0,14

0,12

0,08
0,06
0,04

Ortalama yara acgikhgi

0,02

+ - +

EpCAM-/CD133- EpCAM+/CD133+
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8.3. Solusyonlar
PBS (Phosphate buffered saline):

Kimyasallar Konsantrasyon (mmol/L)

NaCl 137
KCL 2,7
Na2HPO4 10
K2HPO4 1,76
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Kimyasallar tartildiktan sonra 800ml distile su igerisinde ¢oziildii. Ph’1 7,4’e ayarlandiktan sonra

1 litreye tamamlandi.

Tris-BSA:

0.5 M Tris-baz1
1.5 M NaCl
%2 BSA eklenerek hazirlandi. pH 7,3’e ayarlanarak +40C de saklandu.

cDNA sentezi reaksiyon tamponu:

cDNA sentezi reaksiyon tamponu icerigi
5X reaksiyon tamponu --5 pl

10mM dNTP-- 2,5 pl

Ribolock RNase inhibitorii --1,25 pl
Reverse transkriptaz-- 1,5 pl

Reaksiyon tamponu 25ul’lik bir reaksiyon i¢in hesaplanmistir. Tabloda belirtilen igerikte

hazirlandi ve her bir 6rnegin iizerine 10,25 pl eklendi.

Tris-asetat EDTA (TAE):

50X stok soliisyonu hazirlandi.
Tris-Asetat EDTA igerigi

Tris-Base 242 g

Asetik asit 57,1 ml

EDTA (0,5M, pH 8) 100 ml

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

uygulamalarinda son konsantrasyonu 1X olacak sekilde seyreltildi.
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6X yiikleme tamponu:

10mM Tris-HCL (pH 7,6)
%0,003 bromofenol mavisi
90,003 ksilen siyanol FF
%60 Gliserol

60mM EDTA

LB (Luria broth, Luria bertani broth):

5g Maya ekstrakti (Oxoid, L-21)

10g NaCl (Applichem, 2942)

10g Tripton (Applichem, 1553)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlandi.
121°C’de 15 dk otoklavlandi.

Ampisilinli LB:

5g Maya ekstrakt1 (Oxoid, L-21)

10g NaCl (Applichem, 2942)

10g Tripton (Applichem, 1553)

100 pg/ml Ampisilin (Applichem, 0839)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlandi.
121°C’de 15 dk otoklavland1. Sicaklik 45°C’nin altina diistiigiinde ampisilin eklendi.

Agarh LB:

5g Maya ekstrakti

10g NaCl

10g Tripton

15g Agar (Oxoid, L-11)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su igerisinde ¢6ziildii. pH 7,2-7,4 arasinda ayarland1.
121°C’de 15dk otoklavlandi. Bakteri kiiltiir kaplarmma 15ml dokiildii.
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Ampisilin iceren agarh LB:

5g Maya ekstrakt1

10g NaCl

10g Tripton

15g Agar (Oxoid, L-11)

100 pg/ml Ampisilin (Applichem, 0839)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlandi.
121°C°de 15dk otoklavlandi. Sicaklik 45°C’nin altina diistiiglinde ampisilin eklendi. Bakteri
kiiltiir kaplarma 15ml dokiildii.

Siiper optimal broth (SOB):

5g NaCl

20g Tripton

5g Maya ekstrakti

1M KCI’den 2,5ml

(Applichem, 2939)

Kimyasallar tartilarak 800ml distile su i¢erisinde ¢ozildi. pH 7,2-7,4 arasinda ayarlanda.
121°C’de 15dk otoklavlandi. Kullanimdan 6nce 1M MgCI2 soliisyonundan 1litreye 10ml olacak
sekilde eklenerek kullanildi.

Miniprep plazmid DNA izolasyonu icin kullamilan soliisyonlar ve icerikleri:

ALS-1

- 50 mM Glukoz

- 25 mM Tris-HCI
-10 mM

ALS-2

-0.2 N NaOH

-%1 SDS
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ALS-3

100ml ALS-3 igin,
-60 ml 5M Potasyum
Asetat

-11.5 ml Asetik Asit
-28.5ml Distile Su

SDS-PAGE ayrimlama jel bilesenleri (10 ml icin):

Kullanilacak kimyasal
dH20

%30 akrilamid mix

1.5M Tris-HCI (pH8.8)
%10 SDS

%10 Amonyum persiilfat
TEMED

%8’lik
4.6 ml
2.7 ml
2.5 ml
0.1 ml
0.1 ml
0.006 ml

SDS-PAGE istifleme jeli bilesenleri :

Kullanilacak kimyasal
dH20

%30 akrilamid mix

1.5M Tris-HCI (pH6.8)
%10 SDS

%10 Amonyum persiilfat

%10’luk
4.0

3.3

2.5

0.1

0.1

0.04

%5’lik istifleme jeli(S ml)

3.4

0.83
0.63
0.05
0.05
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TEMED

SDS-PAGE ayrimlama etkinligi:
% AKrilamid konsantrasyonu

15

10

7.5

5

0.005

Dogrusal ayrimlama arahgi (kD)
12-43

16-68

36-94

57-212
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