T.C
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HEPATOSELLULER KARSINOM GEL iSiMiNDE
HEPATOSIT BUYUME FAKTORU/c-MET
YOLAGI iLE MUSIN1 VE M USIN20
ARASINDAKT ETKILESIMIN ROLU

GIRAY BOZKAYA

TIBBI BIYOLOJi ve GENETIK ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI

IZMiR-2009



T.C
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HEPATOSELLULER KARSINOM GEL iSiMiNDE
HEPATOSIT BUYUME FAKTORU/c-MET
YOLAGI iLE MUSIN1 VE M USIN20
ARASINDAKT ETKILESIMIN ROLU

TIBBI BIYOLOJi ve GENETIK ANABILIM DALI

DOKTORA TEZI

GIRAY BOZKAYA

Danmisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Nese ATABEY

Bu arastirma DEU Arastirma Fon Saymanlig: Tarafindan 2006.KB.SAG.020 numaral1 proje
ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

ICINDEKILER

TABLO VE SEKIL LISTESI

KISALTMALAR

TESEKKUR

OZET

INGILiZCE OZET

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatoselluler Karsinom

2.2. Musinler

2.2.1. MUC1 ve Kanser

2.2.2. MUCL ve Sinyal iletimi

2.3. Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) c-Met Sinyal Iletim Yolu
2.4. Musinler ile Bulyime Faktorlerinin Iliskisi

2.5. b-Katenin

2.5.1. b-Katenin Y apisi

2.5.2. b-Katenin ve Kaderin Adezyon Kompleksi

2.5.3. Wnt-b-Katenin Y olagimin HCC de iliskisi

3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hucre Dizileri

3.2. RT-PCR ile MUC1 ve MUC 20 Ekspresyon Duizeylerinin Belirlenmesi
3.2.1. Primer Tasarim

3.2.2. Total RNA Eldesi

3.2.3. RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

3.2.4. cDNA Eldesi

3.3. Reverse Transkriptaz polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
3.3.1. Gliseraldehit 3PD Primerleri ile RT-PCR

3.3.2. MUCL1 Geninin RT-PCR Ile Incelenmesi

3.3.3. MUC20 Geninin RT-PCR Ile incelenmesi

3.4. Western Blot



3.4.1. Hiicrelerden Total Protein izolasyonu

3.4.2. Protein Miktar Tayini

3.4.3. Sodyum Dodesi| Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.4.4. Proteinlerin Poliviniliden Diflorid (PVDF) Membranlara Transferi

3.4.5. Primer ve Sekonder Antikor Islemleri

3.4.6. Proteinlerin Membran Uzerinde Tespiti

3.4.7. Kantitasyon

3.5. Immunopresipitasyon

3.6. Immunohistokimya

3.7. Etik kurul onay1

3.8. igatistik analiz

4. BULGULAR

4.1. HCC Hucre Dizilerinde MUC20 Ekspresyonlari

4.2. HCC Hucre Dizilerinde MUC1 Ekspresyonlari

4.3. HCC Hucre Dizilerinde c-Met Ekspresyonlari

4.4. HCC Hiuicre Dizilerinde MUC1-c-Met iliskisinin Immunopresipitasyon
fle Gosterilmesi

4.5. HCC Hucre Dizilerinde b-Katenin Ekspresyonlari

4.6. Mahlavu Hucre Dizisinde MUC1 b-Katenin Arasinda Fiziksel Bir
Etkilesim Olup Olmadiginin ve Varsa Bu Etkilesime HGF
Indiiksiyonunun Etkisinin Gosterilmesi

4.7. Patoloji Arsivindeki HCC, Siroz ve Normal Dokularda MUC1 ve c-Met
Ekspresyonlarinin immunohistokimya Y 6ntemi ile Belirlenmesi

4.7.1. Patoloji Arsivindeki HCC, Siroz ve Normal Dokularinda MUCL1 Ekspresyon

Anadizi
4.7.2. Patoloji Arsivindeki HCC, Siroz ve Normal Dokularinda c-Met Ekspresyon
Anadizi
4.7.3. Patoloji Arsivindeki HCC, Siroz ve Normal Dokularinda Diferansiyasyon
Durumuna Goére MUC1 ve c-Met Ekspresyon Analizi

TARTISMA

SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

o N o O

30
30
30
31
32
32
33
33

35
35
36
36
37
39

41
42

43

45

46

47
49
55
56
60



TABLO LIiSTESI

Tablo 1: Insan musin genleri

Tablo 2: HCC hicrelerinin E-kadherin, MUC1 ve c-Met ekspresyon diizeyleri
ile huicre fenotipi arasindaki iliski.

Tablo 3: HCC hastalarinin klinik ve patolojik verileri

Sayfa No

4
45



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:

Sekil 10:
Sekil 11:
Sekil 12:
Sekil 13:
Sekil 14:
Sekil 15:
Sekil 16:
Sekil 17:
Sekil 18:

Sekil 19:
Sekil 20:

Sekil 21:

Sekil 22:

Sekil 23:
Sekil 24:

SEKIL LISTESI

Sayfa No

HCC gelisimindeki risk faktorleri ve basamaklar

Siroz safhasinda hepatokarsinogenezi indikleyen molekiler mekanizmalar
Normal musin yapisi

Tumore donusen hiicrede MUC1 ekspresyonunun degisimi

MUCY in blytme faktor iliskili sinyal yolag:

MUC1 sitoplazmik kuyruk yapisi

MUC1 ve b-katenin arast iligkiler

HGF yapisi

c-Met yapisi

HGF/SF-c-Met sinyal yolag:

b-katenin yapisi ve ana fosforilasyon ve baglanma bolgel eri

Hucre-hiicre adezyonunda b-kateninin roll

Wnt yolag1 ve b-katenin degradasyonuna etkisi

HCC hticre dizilerinde mRNA duizeyindeki MUC20 ekspresyonlari.

HCC hticre dizilerinde protein diizeyindeki MUC1 ekspresyonlar:

HCC huicre dizilerinde protein diizeyindeki MUC1 ekspresyonlar:

HCC hicre dizilerinde protein diizeyindeki c-Met ekspresyonlari
Mahlavu hticre dizilerinin HGF ile uyarilmas ile c-Met’ e baglanan MUC1
miktarinin immunopresipitasyon ile gosterilmesi

HCC hticre dizilerinde protein diizeyindeki b-katenin ekspresyonlar:
Mahlavu hticre dizilerinin HGF ile uyarilmasinin MUC1 b-katenin
etkilesimine etkisi

Mahlavu hiicre dizilerinin HGF ile uyarilmasinin b-katenin ekspresyonuna
etkisi

Normal, siroz ve HCC’de IHC ile MUCL1 ekspresyonlari

Normal, siroz ve HCC’de IHC ile c-Met ekspresyonlari

Diferansiyasyon durumuna gore IHC ile MUCL ve c-Met ekspresyonlari

10
12
13
14
16
17
18
21
22
23
36
37
38

39
40

43

45
46
47
48



APC:
BCA:
BSA:
CDK:
CK1L:
DMEM:
Dsh:
EGF:
EGFR(Erb):
ER:
ERK:
FAK:
FBS:

Fz
Gab1l:
GPI:
Grb2:

GA3PD:

GSK 3b:
HBV:
HCC:
HCI:
HCV:
HGF/SF:

ICAM-1:
IL:
LEF:

KISALTMALAR

Adenomotoz Polipozis Koli (Adenomoutos Poliposis Coli)

Bi-sinkronik Asit (Bi-cincronic acid)

Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin)

Siklin Bagiml1 Kinaz (Cyclin Dependent Kinase)

Kazein Kinaz 1 (Casein Kinase 1)

Dulbecco’ nun Modifiye Ortam (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
Disheveled

Epidermal Biyime Faktori (Epidermal Growth Factor)

Epidermal Biyime Faktorl Reseptori (Epidermal Growth Factor Reseptor)
Ostrojen Reseptétii (Ostrogen Receptor)

Ekstraselltler Olarak Duizenlenen Kinaz (Extracellular Regulated Kinase)
Fokal Adezyon Kinaz (Focal Adhesion Kinase)

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

Frizzled reseptoru

Grb2 ile Iliskili Baglanma Proteini 1 (Grb2-associated binding protein 1)
Glikozil Fosfatidil inositol (Glycosyl-Phosphatidyl Inositol)

Buyume Faktort Reseptori Bagl Protein 2 (Growth-factor Reseptor Binding
Protein 2)

Gliseraldehit 3 Fosfat Dehidrojenaz (Glyceraldehide 3 Phosphate
Dehidrogenase)

Glikojen Sentaz Kinaz 3b (Glycogen Synthase Kinase 3b)

Hepatit B Virusu (Hepetitis B Virus)

Hepatosellller Karsinom (Hepatocellular Carcinoma)

Hidroklorik asit (Hydrochloric acid)

Hepatit C Virusu (Hepatitis C Virus)

Hepatosit Buylume Faktori/Sagilim Faktort (Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor)

Hucre ici adezyon molekil -1 (Intracellular Adhesion Molecule-1)
Interlokin (Interleukin)

Lenfoid Artirici Faktor (Lymphoid Enhancing Factor)



LRP:

MAPK:
MM P:
MUC:

NazVOqy:

NaCl:
NaF:
NFDM:
PBS:
PCR:
PDGF:

PDGFR:

PI3K:
PKA:
PKC:
PLC:
PM SF:
PVDF:
SDS:

TCF:
TGF:
TNF:
VNTR:

Dusuk Dansiteli Lipoprotein Reseptdr Proteini (Low Density Lipoprotein
Receptor Protein)

Mitojen Aktive Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)
Matriks Metalloproteinaz (Matrix-Metalloproteinase)

Musin (Mucin)

Sodyum Orto-vanadat (Sodium Ortho-vanadate)

Sodyum Klorid (Sodium Chloride)

Sodyum Florid (Sodium Floride)

Y agsiz st tozu (Non Fat Dry Milk)

Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

Platelet Tarevli Buyime Faktort (Platelet-Derived Growth Factor)
Platelet Tarevli Blyime Faktort Reseptort (Platelet-Derived Growth Factor
Reseptor)

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

Protein Kinaz A (Protein Kinase A)

Protein Kinaz C (Protein Kinase C)

Fosfolipaz C (Phospholipase C)

Fenil-metil-stilfonil (Phenyl-methyl-sulphonyl)

Poliviniliden Diflorid (Poly-vinylidene floride)

Sodyum Dodesil Stilfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

Src Homoloji 2 Bolgesi igeren (Src Homology 2 Domain Containing)
Src Homoloji 2 igeren inozitol Fosfat (SH2 Containing Inositol Phosphate)
Son of Sevenless

T-hlcre Transkripsiyon Faktora (T-cell Transcription Factor)
Transforme-edici Buyume Faktori (Transforming Growth Factor)
TUmor Nekroz Faktort (Tumor Necrosis Factor)

Farkli Sayida Siral1 Tekrar (Variable Number of Tandem Repeat)

Vi



TESEKKUR

Doktora oncesi 1.5 yillik 0zel 6grencilik ve 6 yillik doktora egitimimim slresince
yaptig1 her turlt katkidan dolay: basta damsmanim Prof. Dr. Nese ATABEY olmak Uzere ders
aldigim ve bana yol gosteren tim hocalarima, doktora egitimi almam: mimkuin kilan sefim
Dr. Baysal KARACA'ya, laboratuvar calismalarim sirasinda bana yardimini esirgemeyen
basta Murat COKAKLI olmak Gzere tim Ogrenci arkadaslarima, karaciger doku orneklerini
saglayan Prof. Dr. Sedat KARADEMIR’ e, immunohistokimyasal analizleri yapan Prof. Dr.
Ozgiil SAGOL’a, 6zellikle tatil giinlerinde laboratuvara kapandigim ve kendileri ile beraber
olamachgim basta sevgili esim Ozlem GIRAY BOZKAYA ve oglum Poyraz’'a sonsuz
tesekkdrler.

vii



OZET

Hepatosdlliiler Karsinom Gelisiminde Hepatosit Bilylime Faktori/c-Met Yolag le
Musinl ve Musin20 Arasindaki Etkilesimin Roll

Giray BOZKAYA, Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1, 35340, Balgova-izmir, Turkiye

Farkli hicre tipleri tarafindan eksprese edilen yiuksek molekil agirlikli glikoproteinler
olan Musinl ve Musin20 membrana bagli musinlerden olup bir yandan bulunduklar: hticre
yuzeyinde koruyucu etki gosterirken diger yandan hiicre ylzey reseptort ve sensori olarak
gorev yapar. Membrana bagli musinlerin hiicre diferansiyasyonu, proliferasyonu ve metastaz
sireclerinde rolleri oldugu, sitoplazmik parcalarimin sinyal ileti yolaklarinda cesitli
proteinlerle etkilesimleri bulundugundan, hepatosit buylime faktorl reseptorti olan c-Met ile
de iligkileri olabilecegi dustunulmektedir. Bu sebeple hepatosellller kanser hiicre dizilerinde
Musinl ve Musin20 ile c-Met mRNA duzeyleri reverse transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu, Musinl ve c-Met protein ekspresyon diizeyleri western blot ile arastirildi. Ayrica,
normal, sirotik ve hepatoselliler karsinomlu olgulara ait parafin  bloklarda
immunohistokimyasal inceleme yoluyla Musinl ve c-Met ekspresyonundaki degisiklikler
belirlendi. Epitelyal fenotipli iyi diferansiye Huh-7, Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde Musinl’in
eksprese edilmedigi, mezensimal fenotipli kotl diferansiye Snu-398, Snu-449, Snu-475,
Mahlavu ve SK-Hepl hicrelerinde ise eksprese edildigi tespit edildi. Protein dizeyinde
yiksek Musinl ve c-Met ekspresyonu yuksek olan Mahlavu hiicre dizisinde bazal ve
hepatosit blyume faktort uyarimina bagli olarak c-Met ile Musinl ve beta katenin ile Musinl
arasinda fiziksel bir etkilesim oldugu ko-immunopresipitasyon ile gosterildi. Musinl-c-Met,
Musinl-beta katenin fiziksel etkilesimlerinin ve S552 fosforile beta-katenin miktarinin
hepatosit biyume faktori uyarimi sonrasinda zamana bagli olarak azaldigi belirlendi.
Immunohistokimyasal incelemelerde normal karaciger dokusunda Musinl ve c-Met
ekspresyonu bulunmadig: belirlendi. Siroz dokularinda Musinl ekspresyon oraninin %15, c-
Met ekspresyon oramnin %89 oldugu saptand: (sirasiyla p=0.089, p=0.001). Hepatoselltler
karsinom dokularinda Musinl ekspresyonunun %45’ e ¢iktigi, c-Met ekspresyonunun ise %388
oldugu tespit edildi (srrasiyla p=0.001, p=0.001). lyi diferansiye hepatosalliler karsinomlarda
Musinl ekspresyon oranlarinin orta ve kotl diferansiye olanlara gore daha dustk oldugu



gorildu. Sitoplazmik c-Met boyamas: orta ve kotl diferansiye hepatoselliler karsinom
dokularinda iyi diferansiye olanlara gore anlamli derecede yuksek bulundu (p=0.001).

Sonug olarak bu veriler Musinl ekspresyon artisinin sirozdan hepatoselltler karsinoma
gegis icin, c-Met ekspresyon artisinin ise siroz gelisim surecinde ©6nemli oldugunu
distndirmektedir.

Anahtar kelimeler: Musin, hepatoselliler karsinoma, hepatosit blyime faktor, c-Met, beta
katenin



ABSRACT

The Role of the Interaction Between Hepatocyte Growth Factor/c-M et Pathway and
Mucinl and Mucin20 in the Development of Hepatocellular Carcinoma

Giray BOZKAYA, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of Medical
Biology and Genetics, 35340, Balcova-Izmir, Turkey

Mucinl and 20 are high molecular weight transmembrane glycoproteins that are
expressed by different cell types which have protective effects on the cell surface and on the
other hand act as cell surface receptors and sensors. Transmembrane mucins are thought to
have roles in the regulation of differantiation, proliferation and metastasis of cells. Since the
cytoplasmic domains of transmembrane mucins interact with various proteins in signal
transduction pathways, it is thought that they might have association with hepatocyte growth
factor receptor, c-Met. The mRNA expression levels of transmembrane Mucinl, Mucin20 and
c-Met were investigated in hepatocellular carcinoma cell lines with reverse transcriptase
polymerase chain reaction and the protein expression levels of Mucinl and c-Met were
investigated with western blot analysis. Besides, Mucinl and c-Met expression discrepancies
were analyzed in paraffin embedded tissue samples of normal, cirrosis and hepatocellular
carcinoma by immunohistochemistry. While there was no Mucinl expression in well
differentiated epithelial cell lines Huh-7, Hep3B and HepG2, poorly differentiated
mesenchymal cell lines Snu-398, Snu-449, Snu-475, Mahlavu and SK-Hepl had Mucinl
expression. It was also determined that c-Met-Mucinl and beta catenin-Mucinl co-
immunoprecipitate under hepatocyte growth factor induction in Mahlavu cell line which has
high Mucinl and c-Met expression in protein level. These physical associations decreased in a
time dependent manner under hepatocyte growth factor induction. Besides, phosphorilated
S552 beta catenin levels were also affected by hepatocyte growth factor and decreased time
dependently. There was no Mucinl and c-Met expression in normal liver tissues. Mucinl and
c-Met expression rates in cirrhosis were 15% and 89% and p values were 0.089 and 0.001,
respectively. In hepatocellular carcinoma tissues while Mucinl expression increased to 45%,
c-Met expression rate was 88% (p=0.001). Mucinl expression rate in well differentiated
hepatocellular carcinomas were lower than moderate and poorly differentiated ones. A



statistically significant elevation was obtained in cytoplasmic c-Met in moderate and poorly

differentiated hepatocellular carcinomas compared to well differentiated samples (p=0.001).
In conclusion, these data suggest that Mucinl overexpression is important in transitition

from cirrhosis to hepatocellular carcinoma while increase in c-Met expression may have

importance in the development of cirrhosis.

Key words: Mucin, hepatocellular carcinoma, hepatocyte growth factor, c-Met, beta catenin



1. GiRiS VE AMAC

Hepatosellller karsinom (HCC) yaklasik olarak tim kanserlerin % 5.4’ ini olusturur.
Dunyada yilda en az 250 bin 6lime sebebiyet vermektedir ve glinimuizde 6lime neden olma
acisindan en hizli artis gosteren kanser turidir (1,2). Hepatosit Biuyume Faktoért (HGF)
reseptoru olan c-Met bir tirozin kinaz reseptoridir ve gesitli kanserler ve metastazla direkt
olarak iligkili oldugu, molekiler seviyede HGF-c-Met sinyal yolunda meydana gelen
degisikliklerin HCC’ lerin buyuk bir kismindan sorumlu oldugu gosterilmistir (3).

Musinler solunum sistemi, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas, safra kesesi
bobrek, tukrik bezleri gibi farkli hicre tipleri tarafindan eksprese edilen yuksek molekil
agirlikli glikoproteinlerdir. Su ana kadar 20 musin (MUC) geni tarif edilmistir. Bunlar; MUC
1-4, MUC 5B, MUC 5AC, MUC 6-20'dir. Musinler iki gruba ayrilir: sekrete edilen musinler
ve membrana bagli musinlerdir (4). Musinler bir yandan salgilandiklar1 hiicre ylzeyinde
koruyucu etki gosterirken, diger yandan membrana bagli olduklar1 hiicre yizeylerinde
eksternal uyarilara cevaben hiicre ylizey reseptori ve sensoril olarak gorev yapar. Kanserde
musin  ekspreyonunun  degistigi, tUmor hicrelerinin musinleri  kullanarak  viicuda
yayilhimlarimn kolaylasmasimin yam sira immun denetimden kagmak icin de musinleri
kullandiklar1 bildirilmistir (5). HCC da musin ekspresyon dizeyi ile ilgili calismalarda elde
edilen sonuclar celigkilidir. Bazi ¢alismalarda musin tiplerinde artis tespit edilirken diger
calismalarda ekspresyon duzeylerinde degisiklik saptanmamustir. Son yillarda biyume
faktorleri ile musinler arasindaki etkilesimlerin gesitli sinyal yolaklarim aktive edebilecekleri
ve bunun gerek karsinogenez gerekse hepatokarsinogenez sirecinde onemli olabilecegini
dustindiren galismalar yayinlanmustir.

Bu projenin amaci, HCC hticre dizilerinde Musinl ve Musin20 ekspresyon duizeylerinin
belirlenmesi, gerek karaciger rejenerasyonu gerekse hepatokarsinogenez siirecinde rol
oynayan bir blyime faktori olan HGF induksiyonunun bu ekspresyon diizeyine etkisinin
arastirllmasidir.  Ayrica normal, sirotik ve HCC'lu olgulara ait parafin bloklarda
immunohistokimyasal inceleme yoluyla musin ve c-Met ekspresyonundaki degisikliklerin
HCC gelisimi ve ilerleyisine etkisinin degerlendirilmesidir.



2. GENEL BiL GiLER:

2.1. Hepatoselltiler Karsinom

Primer karaciger kanserlerinin %85-90'1m olusturan HCC dunyada en sik rastlanan
kanserlerden olup kansere bagli 6limlerin tgtinct en sik nedenidir (1,2). Her yil 500 bin yeni
vaka gorilmekte olup bu vakalarin %80'i Avrupa ve Kuzey Amerika basta olmak Uzere
gelismekte olan Ulkelerde ortaya cikmaktadir. Gortlme sikligi her yil artma egiliminde olup,
ornegin Amerika Birlesik Devletleri’ nde son 20 yilda gorulme sikligr iki kat artmistir (2).

Normal karacigerde de dustk oranda gelisebilmesine ragmen olgularin ¢ogunlugunda
kronik hepatit veya siroz gibi bir karaciger hastaligi zemininde HCC gelisir. HCC risk
faktorleri olarak en basta kronik hepatit B (HBV) ve hepatit C viris (HCV) enfeksiyonlari,
siroz ve aflatoksin B1 olarak belirlenmistir (6). Karaciger sirozuna sebep olan asir1 alkol
tuketimi de HCC riskini artirir (7). Herediter hemokromatozis, alfa-1 antitripsin eksikligi,
herediter tirozinemi gibi kalitimsal metabolik hastaliklar da diger risk faktorlerindendir.
Obesite ve diabetes mellitus non alkolik karaciger yaglanmas: yoluyla siroza ve HCC'a yol
acabilecegi dusunulen etmenlerdir (Sekil 1) (2,8). HCC insidansinin diyabetlilerde ikiye
katlancigi ve HCC icin kuvvetli bir risk faktori oldugu ileri sirtlmektedir (9). Oral
kontraseptiflerle HCC risk artis1 iligkisi icin epidemiyolojik bir kamt tam olarak ortaya
konamasa da oral kontraseptiflerin dstrojen ve progesteron igeriklerinin hayvanlarda karaciger
tumorlerini  indukleyip artirdiklar: gosterilmistir (10). Tdm populasyonlarda erkeklerde
gorulen kanser oranlar: kadinlara gore 2-4 kat arasinda daha yuksektir (1).

[ HBV/HCV Enfeksiyonu ]

\

[ Kronik Hepatit

| |
N

[ Herediter metabolik ] m _> [ Displastik noduiller

hastaliklar

[ Aflatoksin B1 ] —l -

Sekil 1: HCC gelisimindeki risk faktorleri ve basamaklar (2)




Y etiskinlerde HCC olgularinin buyuk bir cogunlugu kronik HCV, HBV enfeksiyonu
veya alkol asir1 kullammu gibi en az bir genetik olmayan risk faktorine sahip olanlarda
gorilmesine karsin bunun tam tersi de olabilir; bilinen risk faktorleri ile karsi karsiya
olanlarda HCC gortlmeyebilir (1). Insan genom projesinin tamamlanmasi, yiksek veri ¢ikisl
DNA mikroarraylerin gelistirilmesi ve genetik testlerin maliyetlerindeki disus genetik risk
faktorlerini degerlendirecek genis tabanli epidemiyolojik ¢alismalart mimkdn kilmustir (11).
Bu ¢aligmalar, HCC riskinin siroz asamasindan sonra hizlanarak arttigint ortaya koydugu igin
hepatokarsinogenezin molekiler temelinin anlasiimasinda siroz asamasinda karacigerde
tumor olusumunu artiran molekiler mekanizmalarin ¢ozilmesi gerektigini gostermistir (1).

Bu mekanizmalardan DNA hipermetilasyonu hepatokarsinogenezin erken evrelerinde
gorilen olaylardan biridir (12). HCC olgularinda farkli hicresel yolaklar1 dizenleyen
pl6/INK4A gibi ¢esitli tumor baskilayici genlerde  DNA hipermetilasyonu oldugu
saptanmustir (13). Sirotik karacigerlerde gorilen diger bir anomali telomer kisalmasidir.
Telomer kisalmasinin telomeraz-eksik farelerde karsinojenlere karsi karaciger timdrlerinin
baslamasini artirchg1 gosterilmistir (14). insan HCC olgularinda da telomerlerin kisa oldugu
saptanmustir. Siroz asamasindaki insan hepatositlerinde kromozomal instabiliteye yol agabilen
telomer disfonksiyonunun HCC gelisimini indikleyebilecegi dustinulmustir (Sekil 2) (1,15).

Kronlk Hepatlt
Mikrogevre: hiicre aktivasyonu, [ Telomer disfonksiyonu ]
inflamatuvar sinyaller
[ akrogevre: toksik metabolitler ] [ Hucre siklus inhibisyonu ]

M
[ Praliferasyon stimilasyonu H Kromozom instabilizasyonu H Kontrol noktalarinin delesyonu ]

¥ J
—~~"
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Sekil 2: Hepatokar sinogenezi indukleyen molektler mekanizmalar (1)

HCC dokularinda gen mutasyonlari ¢ok sik degildir. HCC' da en stk mutasyona ugrayan
genlerin p53 ve b-katenin genleri oldugu bildirilmistir. p53 mutasyonlar1 kromozomal
instabilite ile iliskili bulunmusken b-katenin mutasyonlarimin epigenetik degisiklikler ile
iliskili oldugu bulunmustur (16).



HCC da onkogenlerin aktivasyonu veya tumor baskilayici genlerin inaktivasyonunun
sonucu olarak Wnt/b-katenin, Ras, p14Arf/p53, pl6INK4A/Rb, TGF-b, PTEN/Akt yolaklar:
gibi gesitli sinyal yolaklarinin regilasyonunun bozuldugu bildirilmistir (1). Wnt/b-katenin
sinyal yolaginin aktivasyonu siklikla HCC gelisimi ile iliskilidir (17). Wnt sinyallerinin
yoklugunda b-katenin; adenomatdz polipozis coli (APC), Aksin ve glikojen sentaz kinaz 3b
(GSK3b) dan olusan komplekse gekilerek burada fosforillenir ve degradasyona yollanir. Bu
sayede normal durumda sitoplazmik b-katenin diizeyi distk bir dizeyde tutulur. Ancak Wnt
ligandlart membranda bulunan frizzled (Fz) ve dustk dansiteli lipoprotein reseptord ile iligkili
protein 5/6'ya (LRP5/6)'ya baglandiginda Wnt/b-katenin sinyal iletimi tetiklenerek
sitoplazmada bulunan dishevelled (Dsh) proteinini fosforile edip aktiflestirir. Aktif Dvl, b-
kateninin degradasyon kompleksinden serbestlesmesini saglar. Sitoplazmada biriken serbest
b-katenin nukleusa gegerek T-hticre faktort (TCF) ve lenfoid enhancing faktor (LEF) gibi
transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. Bu etkilesim gesitli hedef genlerin ekspresyonuna sebep
olur (18).

Hepatokarsinogenez; kromozomal, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi ile
yakindan iligkilidir. Bu degisikliklerin bir kismu karacigerde kanser gelisiminin farkli
basamaklarinda olusur ve hiicrede 6nemli molekiler yolaklarin regilasyonunun bozulmast ile
sonuclamr. HCC gelisiminde altta yatan molekiler mekanizmalarin tam anlamiyla
¢Ozllebilmesi HCC olgularinin 6nlenmesi ve tedavi rejimlerinin gelistirilmesinde son derece
Onemlidir.

Kanser hucreleri normal hicrelere gore farkli form ve miktarlarda musin eksprese
ederler. TUmor hicrelerinin  transformasyonu esnasinda musin gekirdek proteinlerinin
deregulasyonu sonucu olusan bu musin formlar1 hem glikozilasyonlari1 hem de oligosakkarit
icerikleri agisindan hiicre yuzeyindeki gesitli reseptorlerle etkilesime girebilir. Boylece lokal
mikrogevrede tUmor hicrelerini ortadan kaldiracak mekanizmalara karsi direng sagladiklar:
gibi, cesitli ligand-reseptor etkilesimleri ile tumor hucrelerinin  diferansiyasyon ve
proliferasyon basamaklarinda da yer alirlar. Transmembran musinler hicre igi sinyal
yolaklarinda b-katenin gibi proteinlere baglanarak hiicre-hiicre baglantilarin etkiledikleri
gibi, hucre proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile ilgili genlerin regtlasyonunda da rol
oynayabilirler. Adenokarsinomlarin invaziv ve metastatik yatkinliklarina musinlerin katkida
bulunduguna inaniimaktadir (6). Ozellikle MUCZY’in sitoplazmik kuyrugunun sinyal ileticileri



ile etkilesimi ve nukleusa goct ardindan meydana gelen biyolojik yanitlar dolayistyla HCC
patogenezinde de yer almalari akla yakindir.

2.2. Musinler

Organizmadaki epitelial ylzeyler patojen ve benzer streslerden mukus sayesinde
korunur. Optimal korunma icin mukusun miktar, bilesim ve fonksiyonunun regtilasyonu son
derece onemlidir. Hicre yuzeyindeki mukus, glikozile proteinler olan musinler tarafindan
olusturulur. Molekuler agirliklarinin buytk bir kismim O-bagli oligosakkaritler olusturur.
Musinler hicre ylizeyinde bulunduklar: yere gore ikiye ayrilir. Jel olusturan (sekrete edilen)
musinler tamamen ekstraselltler olup htcre disi ortam ile mukoza ylzeyi arasindaki ilk
savunma hatticir. Hucre ylzeyinde hiicre zarinda (transmembran) yerlesen musinler ise
sitoplazmik kuyruk, transmembran bolim ve ekstraselliler parcalardan olusan musinlerdir.
Bunlar ikinci savunma hattim olustururken, ayn zamanda ortamdaki herhangi bir farkliliga ait
bilgileri hucre igine ileten sensorler olarak gorev yapar (4). Musinlerin iki 6nemli yapisal
Ozelligi; sirali tekrar (tandem repeat) bolgeleri ve bu bolgelerdeki serin ve treonin

rezidilerinde yogun O-glikozilasyon bulunmasidir (19).

Sitoplazmik bolge
VNTR Transmembran bolge

S
/\

GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH
0
0 0

Sinyal peptid

Sekil 3: Normal MUC1 yapisi: Farkli sayida sirali tekrar (VNTR) bolgesi 20 amino asitlik sekans
tekrarlarindan olusur. MUCL Uzerindeki karbonhidrat yan zincirlerindeki seker rezidulerinin yapisi
gorulmektedir (20).

Sirali tekrar bolgelerindeki amino asit ve tekrar sayist musinler arasinda degisiklik gosterir.
Ornegin MUC1’de 20 amino asit 20-120 tekrar yaparken MUC4 “siral1 tekrar” bolgesi 16
amino asidin  145-395 tekrarindan olusur (Sekil 3) (20). Bu guine kadar isimlendirilmis olan

musinler tablo 1'de gosterilmistir.



Tablo 1: insan musin genleri (5)

Kisaadi  Kabul edilen adh Bulundugu Gen
Kromozom tanimi
MUC1 Musin 1, hiicre yizeyi ile iligkili 1922 4582
MUC2 Musin 2, oligomerik mukus/jel olusturan 11p15.5 4583
MUC3/17 Musin 17, hiicre yuzeyi ileiliskili 70922 140453
MUC3A  Musin 3A, hiucre yuzeyi ile iliskili 70922 4584
MUC3B  Musin 3B, hucre yuzeyi ileiligkili 7022 57876
MUCA4 Musin 4, hiicre yizeyi ile iligkili 3929 4585
MUCS5AC Musin 5AC, oligomerik mukug/jel olusturan 11p15.5 4586
MUC5B  Musin 5B, oligomerik mukug/jel olusturan 11p15.5 727897
MUC6 Musin 6, oligomerik mukus/jel olusturan 11p15.5 4588
MUC7 Musin 7, sekrete edilen 4013.3 4589
MUC8 Musin 8 12924.3 4590
MUC9 Musin 9, oviduktin 1p13.2 5016
MUC12  Musin 12, hiicre yuzeyi ileiliskili 7022 10071
MUC13  Musin 13, hiicre yuzeyi ileiliskili 3021.2 566671
MUC14  Endomusin 4g922.1 51705
MUC15  Musin 15, hiicre yuzeyi ileiliskili 11p14.3 143662
MUC16  Musin 16, hiicre yuzeyi ileiliskili 19p13.2 94025
MUC18  Melanom hticre adezyon molekill 11923.3 4162
MUC19 Musin 19, oligomerik 12912 283463
MUC20  Musin 20, hiicre yuzeyi ileiligkili 3029 200958

MUCL1, musinler arasinda ilk bulunan ve Uzerinde en ¢ok calisilan musin tipidir.
MUC1 tek bir polipeptid zinciri olarak endoplazmik retikulum ile iligkili ribozomlarda sentez
edilir (5). Fakat hicre yuzeyinde heterodimer olarak bulunur. MUCY'in kotranslasyonel
proteolitik kesimi sonucu iki parca ortaya ¢ikar. Blyuk alt Unite tamamiyle ekstraselltler,
yogun glikozile farkli sayida sirali tekrar (VNTR) bdlgesinden olusur. 120-300kDa arasi olan
peptid cekirdek yapisi olgun hale geldiginde iki kat1 bir buyuklige ulasir. Kiguk alt Unite ise,
58 rezididen olusan kisa bir ekstraselliler bolge, tek gecisli transmembran domain ve 72
amino asitlik sitoplazmik kuyruktan meydana gelir. Bu parca buyUk alt Gnite ile membramn
hemen Gizerinde non-kovalent olarak baglanmstir (4).

MUCL'in glikozilasyonu endoplazmik retikulumda translasyonu esnasinda baslar.
Golgi'de glikozilasyon devam eder. Hucre tipine ve o hiicrede eksprese edilen glikozil
transferazlara bagl olarak peptid cekirdek yapisina eklenen seker zincirleri degisiklik gosterir.
Yine hicre tipi ve hiicrenin fizyolojik durumuna gore glikozilasyon miktar1 da degisir (21).

MUCL in N-terminalinde olgun proteini polarize epitel hicresinin apikal membranina
yonlendiren bir sinyal peptidi  bulunur. MUC1 varligi, hicrelerin  luminal hiicre
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populasyonuna ait oldugunu gosterir. Boylece, dncill hiicre veya kok hticre poptlasyonlarina
ait oldugu saptanir (20).

MUC1, meme dokusu, tikrik bezi, 6safagus, mide, pankreas, karaciger, duodenum,
akciger, bobrek, mesane, prostat, uterus, ve testis gibi birgok organ ve doku epitel hiicresinde
eksprese edilir (5). MUCY'in hticresel lokalizasyonu normal duktus epitelinde, lumene bakan
apikal yuzey ile sinrrlidir. Membrana bagli musinlerin gogunun ekstraselltler domainleri
hiicre ylizeyinden salinir. Bu salintmin mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamustir. Iyon
konsantrasyonu, pH, hidrasyon derecesi veya bir takim farkli sebepler ekstraselliiler domainin
salimimina neden olabilir. Bazi spesifik proteazlar da bu salinima katkida bulunabilir. Ornegin
uterus epitel hicreleri tarafindan eksprese edilen MUCL, embriyonun implantasyonu
esnasinda metalloproteinazlar tarafindan ortadan kaldirilir (22). Hicre yuzeyinde mukus
tabakas: olusumunda veya retansiyonunda MUCL'in de roli oldugu 6ne strdlmustir (23).
Mukus jelin MUC1 antikorlarla boyanmas: sonucu kuvvetli reaksiyon gorilmesi MUC1'in
ekstrasellller parcasinin mukus iginde yer aldigini ortaya koymustur.

Hucre ylzeyine yakin mesafede sekrete edilen musin tabakasi membran ile iliskili
musinlerle gesitli etkilesimlerle temas halinde olabilir. Her iki tabaka epitel hicre yizeyinin
kotu kosullardan korunmasina katkida bulunur. Dis musin katmam mikroorganizmalar veya
cesitli materyal icin fiziksel bir engel olustururken, hidrasyonu, iyonik bilesimi, iyonik
konsantrasyonu ayarlar ve spesifik molekillerin igeri veya disari gegisini reglle eder.
Ornegin, mide epitel yiizeyindeki mukus HCI icin secici bir diflizyon bariyeri olusturur.
Gastrik epitel tarafindan salgilanan bikarbonat mukus tabakasinda tutularak epitel tzerinde
pH 2 ile pH 6-7 arasinda bir gradient olusturur. Mide lumeninde pH yukselmeye basladiginda
mide epiteli tarafindan salgilanan HCI mukusu gegerek lumene ulasir. Ancak, pH 4’ tn altina
dustince HCI' nin epitele zarar vermesi mukus tarafindan engellenir (24).

Musinler ve mukus tabakasi sitokinler, blyime ve diferansiasyon faktorleri ve
inflamasyon mediatorleri gibi molekulleri baglar. Akciger ve sindirim sistemi epitel
hiicrelerinde enflamatuar cevali mukus tabakasindaki interlokin (IL)-1, TNF-a, IL-4, IL-6,
IL-9 ve IL-13 gibi sitokinlerin olusturdugu, tikrik bezlerinde Uretilen epidermal blyime
faktort (EGF)'nin tim gastrointestinal sistem boyunca mukus tabakasi ile iliskili olarak
tespit edildigi, aym sekilde enterositler tarafindan Uretilen 1GF-a’nin mukus tabakasinda
bulundugu bildirilmistir (25).

MUCY'in genis ve blytk konformasyonu sebebiyle anti adhesif bir protein oldugu,
hlicre-hticre ve hiicre-matriks bilesimlerinde rol oynayabilecegi dusunilmektedir (26). Aym
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zamanda selektin benzeri molekillere baglanabilecek yapilar igerdiklerinden adhesif
molekuller olarak da davranabilirler (27).

2.2.1. MUC1 ve Kanser

Kanser hicreleri, 6zellikle adenokarsinomlar anormal formda ve miktarda musin
eksprese ederler. Bu anormal form, timor hicrelerinin transformasyonu esnasinda musin
cekirdek proteini ve onu modifiye eden enzimlerin regilasyonunun bozulmasi sebebiyle olur.
TUmor hicrelerindeki MUC1 normal hiicrelerde gorilenden hem lokalizasyon hem de
glikozilasyon agisindan farklidir. Normal epitel hicrelerinde MUC1 apikal membranda
bulunurken ¢ogu timdr hicresinde tim hiicre yiizeyinde olmak lzere daha fazla eksprese
edilir (Sekil 4) (22,28). Depolarize ekspresyona ek olarak, tumor hiicresi tarafindan Uretilen
MUCL1 daha kisa karbonhidrat zincirleri igerir (29). Normal htcrelerin MUC1 sayesinde
patojenlerden korunma Ozelligi timoér hicreleri tarafindan immun hicrelerin timore

yaklagsmasint dnlemek igin kullarmlir (30).

Normal hiicreler Tumor hiicresi

Sekil 4: Tumore donusen hicrede MUCL ekspresyonunun degisimi: Normal epitel hiicreleri
MUCY'i apikal yiizeylerinde eksprese ederken timor hiicreleri tim hticre yiizeyl erinde eksprese ederek adezyon
molekillerinin MUCL ile etkilesimleri ile hiicre-hiicre adezyonunu bloke ederler (22).

Endotelial protein intrasellller adezyon molekili-1 (ICAM-1) gibi adezyon molekdlleri
ile MUCL etkilesimi timér hticrelerinin kolayca metastaz yapabilmesine sebep olur. Endotel
icine kolayca invaze olan tumdr hicresi uzak bdlgelere yine MUCL sayesinde tutunup
yerlesehilir.

Insan timorlerinde yapilan gogu calismada asirt MUCL Uretimi saptanmustir. Meme
kanserlerinin %90 indan fazlasinda olmak Uzere over, akciger, kolon ve pankreas
kanserlerinde MUC1 ekspresyonunda artis saptanmustir (28). Tumor ilerledikge MUCL1
ekspresyonu da artma egilimindedir ve drnegin meme kanserinde bu durum disik sag kalim
ileiligkilidir (31).
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MUCY in karaciger kanseri ile ilgisini ortaya koymak icin yapilan az sayida
immunohistokimyasal calismalarda farkli sonuclar elde edilmistir (32-35). Primer karaciger
kanseri olan 96 Ornekte 68 kuvvetli pozitif, 6 zayif pozitif MUCL ekspresyonu tespit edilirken
normal Kkaraciger dokularinda MUC1 ekspresyonuna rastlanmamis, karaciger kanser
dokularindaki MUC1 ekspresyon orani, siroz ve normal dokularla karsilastirildiginda anlamli
olarak yuksek bulunmustur (32). Baska bir calismada, 42 HCC 6rneginde %38 oraninda
MUC1 pozitifligi bildirilmistir (33). Ichikava ve ark. 186 HCC olgusunda 85 MUC1
pozitifligi bulmus ve tumor diferansiyasyonu ve lenf nodu metastazt MUCL1 ekspresyonu ile
iliskili oldugunu 6ne sirmuslerdir (34). Bunlarin aksine, Lau ve ark. 13 HCC ornegi ile
calismis fakat MUC1 ekspresyonu bulunmadiginm bildirmislerdir (35). Karaciger kanseri
gelisiminde MUCY'in roltne iligkin veriler ve hangi mekanizmalar ile etkili oldugu heniiz tam
olarak bilinmemektedir.

2.2.2. MUC1 ve Sinyal fletimi:

Koruyucu, hidrasyon saglayici, kayganlastirici, sekestre edici, adhesif ve antiadhesif
Ozelliklerinin yam sira membrana bagli MUCL1 hem ekstrasellller, hem de intrasellller
bolgeleri ile gesitli sinyal olaylarinda yer alir (5). Ornegin, endotel hiicreleri, bazi lenfosit ve
monositlerde bulunan immunoglobulin benzeri adezyon molekili olan ICAM-1, MUC1'in
peptid kor ekstraselliler parcasina baglanir. Bu etkilesim hicre ici kalsiyum diizeyinde hizl
bir artisa sebep olur ve Src, fosfaditil inozitol 3-kinaz (PI3K) ve fosfolipaz C (PLC)
enzimlerinin etkilenerek hticre igi bazi sinyal yollar: aktiflesir (36).

MUCYin sitoplazmik kuyrugu, hicre iskeleti elemanlar1 ile sitozolik adaptor
proteinlerle iliski kurarak sinyal iletiminde rol alir (37). MUCY in hicresel sinyal iletiminde
yer aabileceginin ilk gostergesi dizi analizi calismalari sirasinda fare ve insan MUC1
sitoplazmik kuyruk bolgesindeki amino asitlerin yiksek derecede korunmus oldugunun
saptanmasidir (37). Sitoplazmik kuyruktaki yedi tirozin rezidisinin fosforilasyonu sinyal
yolaklarim baglatici bir takim molekidller icin baglanma bdlgeleri olusturur. MUC1
sitoplazmik kuyruguna baglanabilen kinazlardan bazilari; c-Src, epidermal bluyume faktori
reseptorleri (EGFR veya ErbB), GSK3-b ve protein kinaz C-g (PKC-g)'dir (38). Ayrica, bir
kinaz aktivitesi olmadan MUCL1 sitoplazmik kuyrugu ile baglanan p53, b-katenin, éstrojen
reseptor alfa (ERa), Grb2, AP2 gibi proteinler de hicre ici bir takim sinyal ileti yollarinda
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etkili olur. MUC1 hticre biyumesi ve diferansiyasyonunu Grb2-Sos-Ras-MEK-ERK yolag:
Uzerinden aktive edebilir (Sekil 5) (39).

biytime 2 MUC1
faktord O
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Sekil 5: MUCY’in buyiime faktor iliskili sinyal yolag (39).

MUCI1 sitoplazmik kuyruk igindeki SAGNGGSSL motifinin b-katenin ile baglanmast
sinyal iletimini iki mekanizma ile etkiler: MUCY'in sitoplazmik kuyruk parcas: ayrilarak b-
katenin ile birlikte nukleusa gider ve TCF/LEF gibi transkripsiyon faktorleri yoluyla
transkripsiyonu etkiler veya Db-katenin sitoplazmada tutularak kaderinler ve diger
komplekslerle iliskisini  onleyip  Wnt sinyal  iletimini  etkiler  (Sekil  6)
(20,40).

ErbB1
Src
Lyn
Lck

AP-2 PKCg b-katenin

t t

CQCRRKNYGQLDIFPARDTYHPMSEYPTYHTHGRYVPPSSTDRSRYEK\SAGNGGSSLYYTNPAVAATSANL

p53, ERa | I
v v
GSK3b Grb2

Sekil 6: MUC1 sitoplazmik kuyruk yapisi: MUCL sitoplazmik kuyrugunda bilinen fosforilasyon
bolgeleri ve baglanan bazi araci proteinler (20).

Whnt/b-katenin sinyal yolaginin aktivasyonu, diger kanserlerde oldugu gibi HCC
gelisimi ile de iliskilidir (2). Adenomat6z polipozis koli (APC) ve aksin proteinlerine
baglanan b-katenin fosforile edilerek 26S proteasome tarafindan degrade edilir. Boylece hiicre
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ici serbest b-katenin seviyesi dusUk tutulur. HCC' da; Wnt ligand, Fz reseptdr ve Dsh araci
proteininin asir1 Uretimi olurken APC inaktivasyonu, b-katenin gen mutasyonu, aksinl
mutasyonuna rastlanmaktadir. Tum bu etkiler HCC' da b-katenin’in hticre igindeki miktarinin
artmasina sebep olmaktadir. MUCL’in  b-katenin tzerine yukarida bahsedilen etkileri, bu
etkilerin degisik faktorlerle MUCL Uzerinden degisimi HCC gelisiminde MUCL’in de etkili
olabilecegini dustundurmektedir (Sekil 7).

MUC1 MUC1

kinaz

JIITITTT T TANT TA TTITTI T T T T T T IO IO TT TR I T T TTTT T T T T T I T TTTT1]
sitoplazma P i

MAP Kinaz nukleusa
sinyal yolagi transfer

Sekil 7: MUC1 ve b-katenin araa iliskiler (22).

MUC1 sitoplazmik kuyrugu p53 ile de etkileserek hicre siklusunun ilerlemesi ve
apopitozun Onlenmesine katkida bulunur. TCF/LEF ve p53 gibi transkripsiyonel
duzenleyicilerle olan iliskiler MUCY'in transkripsiyonel ko-regulatdr oldugu ve bdylece
hiicrenin kaderinin belirlenmesinde etkili oldugu ileri surtlmastar (41).

MUCY in mitokondriye gecerek apopitotik olaylar1 da etkiledigi ileri strtlmektedir
(42). MUC1 sitoplazmik kuyrugunun mitokondriye tasinmasimin genotoksik ajanlara karsi
apopitotik yolag1 zayiflatirken apopitozu indikleyen ilaclara karsi direng gelisir.

MUCIL sitoplazmik pargast ErbB reseptorleriyle etkileserek MAP kinaz yolaklarinda yer
alir (43). MUC1 sitoplazmik kuyrugu fosforile oldugunda Grb2'yi ErbB1 yakinlarina gekerek
Sos proteininin de yakinlasmasint ve G-protein ile eslesmis reseptorler yoluyla Ras
proteininin ve bu sayede MAP kinaz yolaginin aktivasyonunu sagladig: distnulmektedir (43).

Yine bir transmembran protein olan MUC20 ekstraselltler bdlgesinde serin, treonin ve

pirolinden zengin tekrarlar igeren bir musindir. MUC20 mRNA’s1 bobrekte yiksek oranda
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eksprese olur. monomer halde C terminal parcasiyla c-Met ile disik dizeyde etkilesir ve
Grb2 c-Met’e birikerek proliferasyona yol acan sinyal basamaklar: aktiflesir. Ancak, MUC20
asir1 Uretimi veya bilinmeyen bir faktor etkisiyle MUC20 oligomerize olur, Met ile etkilesim
artar ve Grb2 birikimi engellenir. BOylece HGF ile induklenen Grb2-Ras yolaginin
aktivasyonunu azaltirken hticre proliferasyonu da ortadan kalkar (44). Buradan hareketle,
MUC20' nin c-Met sinyal yolagimin yeni bir diizenleyicisi oldugu sonucuna ulasilabilir.

Ik belirlenen musin olmas: sebebiyle MUC 1 ile ilgili yapilan arastrmalarin yaninda
daha sonra tespit edilmis musinlerin  kanserlerdeki rolleri hakkinda da calismalar
yogunlasmistir. MUCL'in ErbB reseptorleri ile etkilesimi karaciger rejenerasyon ve
hepatokarsinogenez sirecinde onemli roli olan sinyal ileti yolagi HGF/c-Met’'i akla
getirmektedir. MUCL'in c-Met ile etkilesiminin ardindan MUCL1 sitoplazmik kuyruk parcasi
ile farkli arac1 molekullerle etkileserek rejenerasyon sirecine katkida bulunabilir. Bu nedenle
c-Met/MUCL arasindaki karsilikli haberlesmenin ve potansiyel etkilesimlerin incelenmesi
gerek karaciger rejenerasyonu gerekse hepatokarsinogenez mekanizmalarimn saptanmasi
acisindan 6nemlidir. Hicre sinyal iletimindeki rolinin belirlenmesi sonrasinda MUCY'in
karsinogenezde rol oynayan farkli sinyal molekilleri arasindaki haberlesmede anahtar
molekullerden birisi olabilecegi distunulmektedir.

2.3. Hepatosit Buyiime Faktorii (HGF) c-Met Sinyal Tletim Yolu

HGF, hepatositler, epitelyal hiicreler, melanositler, endotelyal ve hematopoietik hiicreler
gibi gesitli hucre tiplerinde proliferasyon, migrasyon ve morfolojik degisiklikleri uyaran bir
proteindir (3). Bu hicre tiplerinin gogu HGF e yanmit olarak prolifere olur. Bazi hticreler
prolifere olmadan dagilirken (scatter factor=sagilim faktorti) bazilar1 ise kollajen matriks igine
invaze olur veya tubuler yapilar olusturur (branching morphogenesis) (45). HGF e verilen
tum bu yanitlar, reseptérii olan c-Met proto-onkogen trini araciligiyla gerceklesir.

HGF proteini (3) tek zincirli bir polipeptit olarak sentezlendikten sonra proteolitik
yikimla, biyolojik olarak aktif, distlfit bagli heterodimer olusturur. Dimerin agir zinciri 6nct
polipeptidin N-terminal tarafindan tirevienir ve bu bolgede 4 krinkle domaini tasir. Y aklasik
80 amino asit uzunlugundaki krinkle domainler, 3 tane molekdl ici distilfit bag1 ve korunmus
dizilerle karakteristik bir katlanma paterni gosterirler. HGF in 60kDa'luk agir zincirinin
yanmndaki yaklasik 34 kDa'luk hafif zincir, bir serin proteaz yapisina sahip olmasina karsin
katalitik aktiviteden yoksundur (Sekil 8) (3,46,47).
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Sekil 8: HGF yama: Alfa zinciri, amino termina bolimi (N) ve krinkle (K1-4) bolimlerden

olusurken beta zinciri serin proteaz homol oji (SP) bdlumai icerir (3).

HGF in pleiotropik etkileri gelisim, organogenez ve doku rejenerasyonu sirasinda
oldukca onemlidir. Uygunsuz HGF sinyalleri birgok insan kanserinde bulunur ve HGFin
proteaz Uretimi, hlcre disosiasyonu ve motilite programlarint baglatma yetenegi tUmor
metastaziyla baglantili olarak bulunmustur (3, 48).

Bir tirozin kinaz reseptori olan c-Met, tipki HGF gibi distlfit bagli bir heterodimer
yapisindadir. Bu heterodimer 6ncu, tek bir polipeptidin proteolitik yikimindan olusur (3, 46).
Heterodimerin a-zinciri ekstraselltler bdlgede bulunur; b-zinciri ise ekstraselliler bolgenin
geri kalanmni, transmembran bdlgeyi ve intraselltler kinaz domainini kapsar. a- zincirinin ve
b-zincirinin ilk 212 rezidusinin (Sema bdlgesi) ligand baglanmast icin gerekli oldugu
bulunmustur. c-Met’in ekstraselltler kisminin geri kalan ise kiiguk bir sisteince zengin bdlge
ve dort immunoglobulin bolgesi icerir (Sekil 9).

Sekil 9: c-M et yapis: Dislilfit baglariyla baglanan alfa ve beta zincirlerinden olusan reseptor tirozin
kinaz yapisi. Tirozin rezidileri 1349 ve 1356 ise fosforile oldugunda araci molekiller icin baglanma
bolgeleri olusturur (3).
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Aktif c-Met; Grb2, Gabl, Shc ve Crk/CRKL gibi adaptor proteinleri; PI3K, Stat3, PLC-
g, Sos, Src kinaz, Shp2 fosfataz gibi moleklleri kendine ¢eker (49). “Multisubstrate docking
bolges” ile yapilan mutasyonel analizler, Y***mn Grb2, PI3K, PLC-g ve Shp2
cagrilmasindan sorumlu iken, Y% ve Y*** pirlikteliginin Gabl, Src ve Shc ile iliskiyi
sagladhgi bulunmustur (3,46).

c-Met sinyaline yanit olarak, hticre tipi ve kultlr sartlarina bagli karakteristik hticresel
yanitlar ortaya cikar. HGF/SF ve c-Met sinyalleri c¢esitli hiicre tiplerinde proliferatif ve
antiapoptotik yanitlar1 indikler (3). Epitelyal hicreler HGF/SF ve c-Met sinyaline yanit
olarak koloni ayrilmasi ve epitelyal-mezensimal gegis gosterirler. Ayrica bu hicrelerin
motiliteleri artar. Boyle hucreler kollajen matriks igine invaze olurlar ve dallanan tubdiller
olustururlar. Tubller dallanma, kiltirde gdzlenen karmasik morfolojik bir olaydir ve hiicre
blytmesinin, polaritesinin, hareketinin siki bir koordinasyonunu gerektirir (45,50).

Adherens baglantilarin ayrilmasi, hticre yayilmasi ve motilite igin oldukga dnemli olan
ERK/MAPK yolaginin ¢esitli inhibitorlerle engellenmesi, epitelyal hicrelerin dagilmasin
Onler. Gab1-Shp2-ERK/MAPK kaskad: hticre proliferasyonunu, baglanmasini ve mobilitesini
kontrol eden ETS/AP1 transkripsiyon faktorlerini ve adezyon molekdllerini dizenler. c- Met
ayrica Ras, Racl ve PAK bilesenlerini iceren bir sinyal yolunu da aktive ederek hicre
iskeletinde diizenlenmeyi ve hiicre adezyonunu da kontrol eder. Hiicre sagkalim ise PI3K ve
Akt/PKB yoluyla kontrol edilir. Ozetle c-Met sinyali kompleks, farkli dallarda ama iliskili
yolaklar: aktive eder (Sekil 10) (3, 48, 51).
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Aktin Hiicre siklusu Migrasyon
Motilite invazyon

Sekil 10: HGF/SF-c-M et sinyal yolag (3).
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HGF/SF eriskinde ve gelisim sirasinda epitelyal htcreler igin etkili bir motilite
faktorudir ve c-Met birgok orgamin epitelyal hiicrelerinde eksprese edilir. Erigskinde c-Met
sinyalleri gesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde gogterilmistir (3,52). Ornegin
karaciger, bobrek, kalp gibi dokularda olusan yaralanmalar sonucunda plazma HGF diizeyleri
artar ve HGF ifadesi sadece hasarli dokuda degil diger dokularda da yikselir. Bu durum HGF
regllasyonunun doku hasarina kars: fizyolojik bir savunma yanit1 oldugunu gosterir. ilging bir
sekilde IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler HGF transkripsiyonunu aktive ederler. HGF/SF etkili bir
karaciger mitojenidir, ortalama karaciger boyutunu ve karaciger rejenerasyonunu arttirir.
HGF in diger bir aktivites de 6zellikle kanserde 6nem tasiyan anjiogenezdir (50,53).

c-Met ve HGF/SF sinyal iletiminin bozuklugu bir¢ok insan malignansinda rastlanan bir
ozeliktir (3,50). insan tumor hiicrelerinde HGF/SF ya da c-Met’in ekspresyonunun
downregulasyonu, onlarin timoérijenik potansiyellerini azaltir. Birgok calismada HGF/SF
vel/veya c-Met’in siklikla karsinomalarda, insan solid tumorlerinin ve metastazlarimin diger
tiplerinde eksprese oldugu gosterilmistir (46). HGF, HCC dokularinda da oldukca yiiksek
gbzlenmektedir. HCC' de c-Met ekspresyon duizeyi ise hastalarin sag-kalim ile ters yonde iliskili
bulunmustur (47).

Bircok kanserdeki c-Met aktivasyonu ligand-bagimli otokrin ya da parakrin
mekanizmalarla gergeklesir. Ornegin, osteosarkomalar ve glioblastoma multiforme c-Met ve
HGF/SF eksprese ederler (3). Ligand-bagimsiz aktivasyon ise reseptorin yiksek seviyelerde
aktivasyonuyla olusur. Aktive Ras gibi diger onkogenler de transkripsiyonel mekanizmalarla
c-Met overekpresyonunu gerceklestirebilirler. Kisacas: birgok insan kanserinin gelisiminde c-
Met ve HGF/SF onemli roller oynar, ancak kanser igin tek baslarina bir gosterge degildirler
(3,6). C-Met ekspresyonunun veya aktivasyonunun karaciger kanseri gelisimine yonelik
yeterli caligma yoktur.

2.4. Musinler ile Blylime Faktorlerinin Tligkis

MUCL1 sitoplazmik kuyruguna baglanabilen kinazlardan olan EGF reseptorleri,
MUCY'in buyume faktorleri ile olan iliskisine en gilizel 6rnektir (38). Zaten cogu membran ile
iliskili musinde oldugu gibi MUCY' de de EGF ailesi ile homoloji gosteren bolgeler bulunur.
Bunlarin fonksiyonlar: kesin olarak bilinmese de hiicre membran musinlerinin EGFR Uyeleri
ile etkilesimini sagladigi dusunulmektedir (22). Bu reseptorlerin aktivasyonu Grb2/Sos ve
MAP kinazlar gibi bir takim efektor proteinlerin stimilasyonuna yol agar (43). MAP kinaz
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stimulasyonunun bir mekanizmasinda; Grb2/Sos kompleksinin fosforile reseptore yaklasmasi
yoluyla Ras aktivasyona ve Raf, MEK ve ERK1/2 fosforilasyonuna sebep olur. Aym yolak
HGF/SF etkisiyle c-Met aracilikli indiksiyonda da aktiftir (3). Immunopresipitasyon ve
kolokalizasyon deneyleri MUC1 ve EGFR arasinda MUCY'in sitoplazmik kuyruk pargasi
yoluyla fiziksel bir etkilesim oldugunu gostermistir. Ayrica, epidermal biyume faktorl
bagimli ERK1/2 aktivasyonu yiksek MUCL dizeylerinin varliginda meme dokusunda guclt
bir sekilde induklendiginden MUC1'in ErbB ailesi Uyelerinin sinyalini potansiyalize ettigi
ileri sirilmektedir (43). Boylece MUC1 varliginda ERK1/2 aktivasyonunun artis1 kanser
gelisimini hizlandirabilir.

MUCL, ErbB reseptor tirozin kinazlara baglanarak ko-lokalize olabilir. Ligand baglt
ErbB1 MUCL1 sitoplazmik kuyrugunu YEKV motifindeki tirozin rezidusinden fosforile
edebilir. BOylece, MUCL'in b-katenin'e afinitesi artar ve sitoplazmik kuyruk pargasinin
nukleusa transferi kolaylasir (39). Ayrica, non reseptor tirozin kinazlardan olan c-Src, Lyn ve
Lck MUCYe baglanarak sitoplazmik kuyrugunu yine YEKV motifindeki tirozin
rezidisiinden fosforile edebilir. Bu durumda MUCL’in b-katenin ile direk olarak baglanmasi
kolaylasir. Goruldugu gibi MUCL cesitli yollarla b-katenin ile etkilesime girmektedir.

2.5. BetaKatenin

2.5.1. Beta katenin yapis:

b-katenin, proteinlerin armadillo ailesine aittir. Bu proteinler “armadillo repeat” adi
verilen 42 amino asit tekrarindan olusan santral bir domain ile karakterizedir. Bu bdlge,
helikslerden olusan bir stiperheliks meydana getirir ve pozitif yukli bir kanal olusturur (54).
b-katenin, adezyon reseptorl kaderin, degradasyon kompleksi aksin/APC, transkripsiyon
faktorleri LEF/TCF gibi cogu negatif yuklu ligandlarla etkilesim icin bu tek baglanma
bolgesini kullanir (Sekil 11).
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Sekil 11: b-katenin yapia ve ana fosforilasyon ve baglanma bdélgeleri (55).

b-katenin'in fonksiyonu armadillo bdlgesi ile hangi faktorin etkilestigine bagli olarak
degisir. Genelleme olmamasina ragmen, baglanan proteinlerin fosforilasyonu negatif yukle
yuklenmelerine ve b-katenin’in pozitif yuklu bolgesine baglanma afinitesini artirir. BOylece
ligand fosforilasyonu b-katenin’in transkripsiyonda mi veya hiicre-hiicre adezyonunda mi
kullanilacagini  belirleyebilir. b-katenin’in  kendisinin fosforilasyonu da bazi ligand
etkilesimlerini etkileyebilir. b-katenin’in amino ve karboksil uclari regulatuar bolgeler olup
adezyon ve sinyal iletimi icin gerekli kofaktorleri buraya toplar. Bazi durumlarda, karboksi
ucu b-katenin armadillo tekrar bdlgesinin kaderinler veya APC igin kullanilabilirligini
kisitlayabilir (55).

2.5.2. Beta katenin ve kaderin adezyon kompleksi:
b-katenin, kaderin/katenin adezyon kompleksinin temel bilesenidir. Kaderinler, tip 1,
tek transmembran gecisli glikoproteinler olup, ekstraselltler domainleri ile hicreler arasi

kalsiyum bagimli adezyonu saglarken, sitoplazmik domainleri adezyon igin gerekli yapisal ve
sinyal iletimi aktivitelerine katilir (56).
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Sekil 12: Hulcre-hicre adezyonunda b-kateninin roll: b-katenin, kaderinin sitoplazmik
domainine baglanmir ve a-katenin yoluyla hiicre iskeleti elemanlarindan aktin ile etkilesip adheren
baglantilarin olugsmasim saglar.

Alfakatenin, kaderin kompleksini aktine baglayan “aktin baglayici” bir proteindir (57).
Alfa katenin, hucre-hiicre adezyonunun 6nemli regilatori olmasina ragmen b-katenin’in
kaderine baglanmasi adezyon icin ilk kosuldur ¢linkii kaderin sitoplazmik domainini hizl
degredasyondan korur (57). Boylece, kaderin-katenin kompleksi bitisik hiicrelerde molekiler
kopraler kurulmasin saglar (Sekil 12).

Kaderin ailesi reseptorlerini hiicre iskeleti elemanlarindan aktine baglayan sitoplazmik
plak proteini roliine ek olarak b-katenin aym zamanda Wnt sinyal yolaginin bir bileseni olarak
nukleusta TCF/LEF ile beraber kotranskripsiyonel aktivatordur (58). b-katenin her hiicre
tipinde eksprese edilen bir protein oldugundan, b-kateninin transkripsiyondaki koaktivator
roli onceleri ayr1 ve iliskisiz bir fonksiyonu olarak goruldi. Bu birbiri ile iliskisiz gibi
gorinen fonksiyonlar aslinda son derece diizgln bir sekilde koordine edilmistir (59).

Sitoplazmada b-katenin APC ve aksin proteinlerine baglanir. Bu baglantidan sonra
GSK3b ve kazein kinaz 1 (CK1) adli kinazlar bu bolgeye toplanarak b-kateninin N-
terminalinde serin ve treonin amino asitlerinden fosforile ederler. Boylece b-katenin
poliubiquitinlenerek 26S proteasome tarafindan degrade edilmek Uzere isaretlenir (60) (Sekil
13).
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Sekil 13: Wnt yolag: ve b-katenin degradasyonuna etkis (54).

b-kateninin sitoplazma havuzunun artisina yol agtigindan farkli timdrlerin gelisiminde
anahtar rol oynadigina inanilir (61). Hicrede b-kateninin; kaderinler, APC ve TCF gibi
iliskide bulundugu proteinlerin hepsi “Armadillo tekrarlar” adi verilen merkezi bdlgesindeki
kesisen dizilere baglanir (62). Bu bolgeye baglanacak proteinlerin arasindaki yaris b-kateninin
oynadig: farkl: roller arasindaki dengeyi bozarak hticrenin kaderini belirler (63). b-kateninin
farkl: proteinler ile olan etkilesimlerini kontrol eden molekuler mekanizmalarla ilgili yakin
zamanda yapilan calismalarda Wnt ile muamele edilen hiicrelerde b-katenin sitoplazmik
havuzunun TCF ile baglanma tercihinde oldugu gosterilmistir. Wnt sinyalleri, aksin
degradasyon kompleksini, transmembran protein Fz ve onun ko-reseptoril dusik dansiteli
lipoprotein reseptor iligkili protein (LRP5/6)' nin olusturdugu reseptorler kompleksi yoluyla
inhibe eder (64) (Sekil 13).

LRP5/6 ve Fz reseptorleri ile aktive edilen Dsh proteini ile beraber bir cok dizeyde
aksin kompleksini antagonize edebilir. Aktive LRP aksine baglanabilir ve scaffold
kompleksini bozabilir (65). Ek olarak Dsh, GSK3b aktivitesini inhibe ederek aktin
fosforilasyonunu ve b-katenine baglanmasint  azaltr (66). Wnt etkisiyle aksin
defosforilasyonu b-katenin diizeylerinin regile edildigi en 6nemli basamaklardir.

C-terminalinde meydana gelen bir konformasyonal degisiklikle b-kateninin kaderine
baglanmasi azalir ve secici olarak TCF e baglamir (67). Monomer halde TCF e baglanma

ilgisi olan b-kateninin, a-katenin ile heterodimer halinde olmasi durumunda ise kaderin ile
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kompleks yapar. Boylece, b-kateninin iki farklt molekiler formu adezyonda ve
transkripsiyonda rol alir. b-kateninin bu fonksiyonlarinin kontrolu normal hiicresel
fonksiyonlarin saglanmast igin son derece Onemlidir. Aksine, bu sistemin kontrolunun
kaybolmasi adezyon fonksiyonunu ortadan kaldirirken transkripsiyonel fonksiyonu artirir ve

bircok malign tuimaor gelisir.

2.5.3. Wnt-b-katenin yolaginin HCC ileiligkis

Wnt yolagi cogu karsinogenez sirecinde o6nemli bir gelisimsel yolaktir (68).
Embriyolarda doku gelisimini kontrol ederken, hiicre proliferasyonu, hiicrenin kaderi ve hiicre
oluma ile yakindan iliskilidir. Wnt yolagimin bozuk aktivasyonu kontrolsuz hiicre
proliferasyonuna ve kanser gelisiminin tetiklenmesine yol agar. Wnt yolagin etkileyen
mutasyonlarin insan HCC'larinda en sik rastlananlardan olup bu timorlerin %26-40" inda
bulundugu bildirilmistir. HCC'da b-katenin ve aksin'de mutasyonlar bulundugu tarif
edilmistir (69). b-katenin aktive edici mutasyonlari ana genetik olaylar olup b-kateninin
degradasyonunu Onlerken aksinl gen mutasyonlarinin daha nadir oldugu bildirilmistir. b-
kateninin degradasyonuna bagli olarak Wnt yolagimn aktivasyonunun bozulmasinin
gostergesi; non-timoral hepatositler sadece kisitli bir membran boyanmasi gosterirken timaor
hiicresinde b-kateninin sitozolik ve/veya niukleer boyanmasidir. b-katenin aktivasyonu
gbsteren HCC'lu olgularin %90’ inda b-katenin mutasyonu vardir (70). Bir tumdr baskilayici
gen olan aksin, Wnt yolaginin negatif dizenleyicisidir ancak p53’ U pozitif yonde regiile eder
(71). Aksin mutasyonlar1 ise Wnt yolaginda spesifik fakat zayif bir aktivasyona neden
oldugundan gergek rolti daha tam olarak aydinlatilamamistir ve arastirilmas: gerekmektedir.

Transmembran bir reseptor olan c-Met hicre ylzeyindeki diger proteinlerle
etkilesebilir. Birgok molekuliin c-Met’in ortag: oldugu gosterilmistir. integrin a6b4, CD44,
Fas ve EGFR ve ErbB2 gibi tirozin kinaz reseptorleri bunlardandir (72). insan HCC
hicrelerinde c-Met reseptorinin G-protein iliskili reseptorler ile de fosforile olabilecegi
gogerilmistir (72). Tum bu bilgiler 1s1g8inda, c-Met, MUC1, Wnt/b-katenin yolaklarinin
etkileserek hicre igi sinyal yolaklarint aktive edip HCC gelisiminde rol oynadigi
distndlebilir. Bu nedenle bu calismada once farkli 6zelliklerdeki HCC hicre dizilerinde,
normal karaciger, siroz ve HCC'li hastalardan elde edilen dokularda MUC1 ve c-Met
ekspresyon dizeylerinin belirlenmesi hedeflendi. Bunun ardindan MUCL ile c-Met arasinda
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bir etkilesim olup olmadigi, varsa bu etkilesimin b-katenin-MUC1 etkilesimini ve b-katenin
ekspresyonu/aktivasyonunu nasil  etkilediginin  saptanmasi  yoluyla karaciger kanseri
gelisimindeki rollerinin ortaya konmas: amagland.
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3.GEREC VE YONTEM:

3.1. Hucre Dizleri

Calismada 8 HCC hucre dizisi; Huh7, Hep 3B, HepG2, Snu-449, Snu-475, Snu-398,
Mahlavu ve SkHepl Prof. Dr. M. Oztirk tarafindan saglandi. SNU-398, SNU-449 ve SNU-
475 hucre dizileri, %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), 2mM L-glutamin
(Biological Industries, 03-020-1C), 10 mg/mL penisilin/streptomisin (Biological Industries,
03-031-1C) iceren RPMI-1640 (Biological Industries, 01-104-1A) igerisinde, diger hiicre
dizileri ise aym miktarlarda FBS, L-glutamine, penisilin ve streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biological Industries, 01-050-1A) icerisinde
biyGtuldo.

Musin ekspresyonu calismalarinda pozitif kontrol olarak MUC1 eksprese edildigi
bilinen ve arsivimizde bulunan MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre dizileri
de aymi miktarlarda FBS, L-glutamine, penisilin ve streptomisin iceren DMEM igerisinde
cogaltild.

Hucrelerle ilgili tim islemler laminar kabinet (Aura Vertical S.D.4, C5681) icinde
gerceklestirildi. Hucrelerin inkibasyonu ise 37°C'de %5 CO.'li inkibatorde (Heal Force,
HF90) yapildh.

3.2. RT PCR ile Hucre Dizilerinde MUC1 ve MUC 20 Ekspresyon Duzeylerinin
Belirlenmesi:

3.2.1. Primer Tasarima:

MUC1 ve MUC20 mRNA dizeylerini tespit etmek icin gerekli primerlerin tasarimu igin
once (www. ncbi.nih.gov) web adresinden MUC1 ve MUC20' nin DNA ve RNA dizileri elde
edildi.

Tasarimi yapilacak primerlerin sadece MUC1 ve MUC20 mRNA'’lar1 ile hibridize
olmasin saglamak icin her iki musinin ekzonlarinin birlesme bolgelerini icine alacak sekilde
olmasi planlandi. Primer tasarimi igin web ortaminda bulunan “primer 3" programi kullanildi.
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Elde edilen primer ciftleri yine web ortamindaki “idtdna” programinda analiz edildi.
Analiz isleminde ayrica primerlerin homo-dimer ve hetero-dimer analizleri yapildi. BOylece,
bir primerin kendi kendine veya diger primer ile hibridize olmadhig: tespit edildi.

Son olarak, elde edilen primerlerin MUC1 ve MUC20 disinda baska bir mRNA ile
hibridizasyon ihtimalini ortaya koymak igin (www. nchi.nih.gov) web adresinde “BLAST”
program ile arastirma yapilch. BLAST sonucuna gore primerlerin baska bir mRNA ile
hibridize olmadiklar1 saptandi. Kullamlan primer dizileri asagidaki gibidir:

MUC1  {leri: 5- AGACGTCAGCGTGAGTGATG -3
Geri: 5- ACCTTCTCATAGGGGCTACG -3

MUC20 fileri: 5-CATCACCCCGTCATGGTC-3
Geri: 5-CTCAACAGAGAGGGCTGAGG-3

3.2.2. Total RNA Eldesi:

HCC hicre dizilerinde MUC1, MUC20 ve c-Met genlerinin RNA duzeyindeki
ekspresyonunun belirlenmesi igin Trizol reaktifi (RNAtidy G, Applichem, A2867-0200)
kullanildi. RNA izolasyonu, standart kosullarda 10cm'’lik hticre kultart plaklarinda (Greiner
CellStar, 633 171) Uretilen hicreler %70 yogunluktaiken gergeklestirildi. Fenol ve guanidine
izotiyosiyanat’in monofazik bir solusyonu olan Trizol muamelesini takiben kloroform
eklenmesi ve santrifligasyon sonrasinda bir akéz ve bir organik faz iceren solusyon elde
edildi. RNA iceren akdz fazdan izopropil alkol ile ¢okturtlerek total RNA elde edildi.

Y ontem asagidaki sekilde uygulandi:

1. %70 yogunluktaki hiicre kulturleri inktubatorden ¢ikarilarak buz tGizerine kondu.

2. Ortam dokilerek soguk Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (Ek:1) ile 2-3 kez yikandiktan
sonra PBS tamamiyla uzaklastirildi.

3. 10cm'lik plateigin 1.5mL trizol reaktifi eklenerek plate hiicre kaziyici ile kazindi.

4. Lizat 2mL’lik soguk eppendorf tuipe konarak birkag kez pipetlendi.

5. Uzerine 200uL kloroform (Sigma, C-2432) eklendikten sonra birkag kez yavasca alt-
st edildikten sonra buza gomiuildii ve 15 dk beklendi.
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6. 12.000 rpm'de 15 dk santrifilj (Eppendorf Centrifuge, 5415R) edildikten sonra; en altta
protein, ortada DNA ve en Ustte RNA’dan meydana gelen solusyon elde edildi.

7. Supernatan (takriben 750uL) 1.5mL’lik eppendorf tipe aind.

8. Ayn miktarda izopropanol (Applichem, A3928) eklenerek -20°C ‘ye kaldirildh.

9. Bir gecelik bekletme sonrasi +4 derecede 12000 rpm’ de 15 dk santrifdy edildi.

10. SUpernatan uzaklastirildiktan sonra tipin dibinde bulunan RNA pelletinin Uzerine
ImL %75'lik etanol (Applichem, A3678) eklenerek iki kez yikama yapildi ve son
yikamadan sonra ¢oktirilen RNA pelleti etanoliin uzaklasmast icin oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

11. Uzerine 50uL RNase icermeyen distile su ilave edildi. 60°C’de 15 dk bekletildikten
sonra (-) 80°C’ de saklandh.

3.2.3. RNA Konsantrasyonunun Belirlenmes

izole edilen her bir RNA 6rneginden 10ul alind: ve 990ul 10mM Tris (pH 7.0) (Ek:1)
¢Ozeltisi icinde 1:100 oraminda dilisyonu yapildi. Bu diltsyonlarin 260 ve 280nm’'de
spektrofotometrik absorbanslar1  olclldi  (Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000). RNA
miktarlarinin belirlenmesi icin 260nm’ deki absorbsiyon degeri kullamldi, kontamine protein
miktarinin belirlenmesi igin de 280nm’ deki absorbsiyon degeri kullanildi (Ek:2-Tablo 1).

3.2.4. cDNA Eldesi:

HCC hucre dizilerinden elde edilen RNA’larin cDNA’ya gevrilmesi icin MBI
Fermentas (K1622) First Strand cDNA Sentez kiti kullanildi. Her bir cDNA eldesi igin 2ugr
RNA kullarildi. cDNA eldesi asagidaki sekilde gergeklestirildi:

1. RNA (2ugr) + oligo d(T) + dH,O toplam 12uL olacak sekilde bir eppendorf tipe
kondu.

2. 70°C’de 5dk termal dongileyici (Techne TC-312) icerisinde inkiibe edildi (MRTcDNA1
program).

3. Her bir drnege 4pL reaksiyon tamponu (5X), 1uL ribonukleaz inhibitord, 2ul 10mM
dNTP (0.5mM) eklendi.

4. 37°C’de5 dk inkuibe edildi (MRTcDNAZ2 program).
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5. Her 6rnege 200 U Reverse transkriptaz eklendi.
6. 42°C'de 60 dk, 70°C'de 10 dk inkiibe edildi (MRTCcDNA3 program).
7. Elde edilen cDNA -20°C’ de saklandh.

3.3. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

3.3.1. Gliseraldehit 3Fosfat Dehidrojenaz Primerleri ile RT-PCR:

Kontrol olarak Gliseraldehit 3Fosfat Dehidrojenaz (G3PD) geni kullanildi. Her 6rnek
Ileri: 5-GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT-3
Geri: 5-CAGCCTTCTCATGGTGGTGGTGAAGA-3
primerleri kullamlarak Tm=53°C, 28 dongui ile amplifiye edildi.

3.3.2. MUC1 Geninin RT-PCR ile Incelenmesi

Y apilan optimizasyonlar sonucunda, MUC1 geninin RT-PCR ile incelenmesi igin 10’ ar
pmol ileri ve geri primer, 2.56mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 1.25U Taq polimeraz kullanldi.
Karisim 95°C’ de 5dk denatiire edildikten sonra 30sn denatiirasyon, 56°C’ de 30sn baglanma,
72°C’de 30sn uzama ve 72°C'de 7dk son uzama asamalarim iceren 28 dongi ile PCR
gerceklestirildi.

3.3.3. MUC20 Geninin RT-PCR ile incelenmesi

Optimizasyon galismalar: sonunda MUC20 geninin RT-PCR ile incelenmesi igin 10'ar
pmol ileri ve geri primer, 1.5mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 1.25U Taq polimeraz kullanildi. 95
°C’'de 7dk’'lik denattirasyon asamasimin 5. dksinda Taq polimeraz eklenerek Hot start PCR
yapilch. ilk denatiirasyondan sonra 95°C’de 45sn denatiirasyon, 56°C’de 45sn baglanma,
72°C’de 60sn uzama ve 72°C'de 10dk son uzama asamalarinm iceren 33 dongu ile PCR
gerceklestirildi.
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3.4. Western Blot:
3.4.1. Hiicrelerden Total Protein Jzolasyonu

10 cm'lik hicre kalttra kaplarinda %70 yogunluga erisene kadar blyutilen hicreler
buz Uzerine alinarak 2-3 kez soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiuicreler 1mL soguk PBS
icerisinde hticre kaziyici ile kazindi ve 1.5mL’lik soguk eppendorf tupler icerisine alind.
Hucreleri ¢coktirmek icin 2500 rpm’'de 5 dk santrifiigasyon yapildi (Eppendorf Centrifuge,
5415R). Slpernatan atildiktan sonra hiicre pelleti hacminin U¢ kat1 kadar lizis tamponu (50
mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, %1 NP-40, 1 ug/ml aprotinin, 1
png/mL leupeptin, 1 pg/mL pepstatin, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM NagVO.) eklenerek
tipler buz icinde hicrelerin parcalanmasi icin 3-4 dakikada bir vortekdenerek 20 dk
bekletildi. Bu strenin sonunda tipler 13200 rpm’'de 30 dk santrifij edildi. Proteinleri iceren

stipernatan yeni bir soguk eppendorf tiipe alindi ve protein miktarimin belirlenmesi asamasina
gecildi.

3.4.2. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin Pierce BCA Protein Assay kiti (Pierce, 23225) kullanildh.
Standart egri grafiginin ¢izilebilmesi icin 0, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ng bovine serum albumin
(BSA) (Pierce, 23209) 1mL reaktif ile spektrofotometre kivetleri (Brand, 759220) icerisinde
birlestirilerek indirgenme tepkimesinin olusmasi icin 42°C'de 5 dk inkibe edildi. Ayni
zamanda hticre dizilerinden elde edilen proteinlerden 10uL BCA resktifi ile karistirilip aym
sartlarda inkilbasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 562nm’'de spektrofotometrik olarak
Olcim yapildi. BSA konsantrasyonlarina bagli olarak ¢ikan absorbans degerleri ile standart
egri cizildi. Elde edilen standart egriye gore 6rneklerin protein konsantrasyonlar: ve western
blot esnasinda ne kadar 6rnek kullanilacag: tespit edildi.

3.4.3. Sodyum Dodesi| Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)
MUCL1 190-240 kDa arasinda bir protein oldugundan, ayrilmasi igin %10’ luk, c-Met ise

140 kDa'luk bir protein oldugundan %8'lik “resolving” poliakrilamid jel ile %?5'lik
“stacking” jel hazirlandi. Jellerin kalinligi 1.5 mm idi ve bilesimleri asagidaki gibiydi.
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Resolving jel (10mL icin)  Stackingjel (5mL igin)

%10’ luk %8’ lik %5’ lik
(mL) (mL) (mL)
dH,O 4 4.6 34
%30 akrilamid 3.3 2.6 0.83
1.5M Tris(pH=8.8) 2.5 2.5 0.63 (1M Tris-Cl, pH 6.8)
%10 SDS 0.1 0.1 0.05
%10 APS* 0.1 0.1 0.05
TEMED 0.004 0.004 0.005

*APS (=Amonyum peroxodisulphate, HsN2OsS,) (Fluka, Biochemica, 09913) %10’ luk APS

taze olarak hazirland.

Her bir 6rnekten 50 pg total protein eppendorf tupler icine alindi ve proteinlerin
denaturasyonu igin %10 oraninda b-merkaptoetanol (Sigma, M-7154) igeren 2X yukleme
tamponu (Applichem, A3484) ile esit hacimde karistirilarak 95°C’lik su banyosunda 5 dk
inkube edildi. Kaynatilan protein 6rnekleri yukleme islemine gegilene kadar oda sicakliginda
bekletildi. Elektroforez tankimin (BioRad) igine Tris-Glisin elektroforez tamponu (“running
buffer”, 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklendi ve jeller uygun olarak
yerlestirildikten sonra Ornekler kuyucuklara yiklendi. Aym zamanda protein gocuni
izleyebilecek nitelikteki markerlardan da (MBI Fermentas, SM0671) 7’ ser uL yuklendi ve 70
V’luk gerilim uygulanarak 30 dk drneklerin stacking jeli gecmesi beklendi. Daha sonra 110
V’luk gerilim uygulanarak marker bantlar: agilana kadar proteinler yaritalda.

3.4.4. Proteinlerin Poliviniliden Diflorid (PVDF) Membranlara Transferi

Membrana transfer icin 1slak transfer sistemi kullamldi. Elektroforez islemi bittikten
sonra jeller cam aparatlardan cikartilarak Tris-Glisin transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM
Glisin, %0.02 SDS, %20 metanol) icine alindi. PVDF membran (Millipore, IPVH15150) 15-
20 sn metanol icerisinde bekletilerek porlarinin agilmasi saglandiktan sonra transfer tamponu
icine alindi. Hazirlanan transfer kaseti igine sirasiyla; stinger, “Whatmann” kagid, jel, PVDF
membran, “Whatmann” kagidi ve siinger olacak sekilde yerlestirildi. Kaset kapatildiktan
sonra transfer tankinin igerisine yerlestirildi. 300 mA’lik akimda 1.5 saat transferde

tutulduktan islem tamamlandi. Cikartilan membran bloklama soltisyonu (MUCL igin %3 siit
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tozu (NFDM) iceren TBS-Tween, c-Met icin %5 BSA iceren PBS-NP40) igerisine alinarak
oda sicakliginda 70rpm’ de karistirilarak 1 saat bloklamaya birakildi.

3.4.5. Primer ve Sekonder Antikor iglemleri
Yapilan optimizasyon caligmalart sonrasinda optimum primer ve sekonder antikor

konsantrasyonlar: ile bloklama kosullar1 belirlendi. Bloklama sonrasi membranlar asagidaki
konsantrasyonlarda primer antikor ile muamele edildi.

Antikor (Ak) K onsantrasyon Ajan Soliisyon
Anti-MUC1 (Santa Cruz, sc-7313) 1:500 %5 NFDM TBST
Anti-c-Met (Santa Cruz, sc-161) 1:2000 %0.1 BSA PBS-NP40

MUCL1 ve c-Met membranlar: primer antikorda +4 °C’'de bir gece inkibe edildi. Primer
antikor inktbasyonlar: bittikten sonra membranlar 5'er dk 2 kez uygun tamponlarla (MUC1
icin TBS-T, c-Met igin PBS-NP40) yikarip baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Daha sonra
sekonder antikor diltsyonlar: asagidaki gibi hazirlandh.

Antikor K onsantrasyon Ajan Soliisyon
Anti-mouse |gG (Pierce, 1858413) (MUC1) 1:5000 %5 NFDM TBST
Anti-rabbit 1gG (Pierce, 1848415) (c-Met)  1:5000 9%0.1 BSA PBS-NP40

MUCL1 ve c-Met membranlar: oda sicakhiginda 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
baglanmayan sekonder antikorlarin uzaklastirilmasi igin uygun tamponlarla (MUC1 igin TBS-
T, c-Met icin PBS-NP40) 10'ar dk 6 kez tamponlar degistirilerek yikama yapild.

3.4.6. Proteinlerin Membran Uzerinde Tespiti

Yikama islemi bitince distile su ile yikanan membran, hazirlanan ECL solusyonu
(Pierce, Prod no: 34075, Lot no: HL106611, Super signal, west dura extended duration
substrat) ile muamele edildi. Membran bir film kaseti igine alindiktan sonra Uzerine
kemilUminesansa duyarl: film (Kodak, 5256441) konup yeterli siire beklendi ve film banyo
edilerek protein bantlari gérunttlendi.
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3.4.7. Kantitasyon

Her membran kalneksin antikoru ile de muamele edilerek relatif kantitasyon yapild.
Elde edilen bantlar taranarak bantlarin yogunlugu belirlendi ve kalneksine gore ekspresyon
miktarlar: tespit edildi.

3.5. immunopresipitasyon

MUC1-c-Met ve MUC1-b-katenin arasinda bir iliski olup olmadig: ve bu iliskinin HGF
induksiyonuyla nasil degistigini belirlemek igin immunopresipitasyon deneyi yapildi. 10
cm' lik hicre kulttrd kaplarinda buyttulen Mahlavu hicreleri %70 yogunlukta oldugunda, %1
serum iceren ortamla bir gece inklbe edildi. 40ng/mL konsantrasyonda HGF'in 1:100' Itk
dilisyonundan hicrelere eklendi ve 15, 30 ve 60 dk’lik HGF induksiyonu yapild:.
Immunopresipitasyon asagidaki gibi gerceklestirildi:

1. Hucreler buz Uzerine konarak Gzerindeki ortam cekildi.

2. Soguk PBSile (NagV O, inhibitorlt) 3 kere yikama yapildi ve en son yikamada dipte
kalan tim PBS cekildi.

3. 1mL soguk PBS eklenerek hicreler kazindi ve elde edilen lizat 1.5 mL’lik soguk
eppendorf tipe alind:.

4. 1000g de 5 dk. +4°C’ de santrifllj ederek hiicreler cokturdldu.

5. Sipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet miktarinin 3 kat1 oraninda lizis tamponu (50
mM TrissCl pH:7.4, 150mM NaCl, 1mM EDTA pH:8.0, %1 NP-40, 1ug/mL
aprotinin, 1pug/mL leupeptin, 1ug/mL pepstatin, ImM PMSF, 1mM NaF, 1mM
NagV O4) eklendi, 30 dk buz iginde bekletildi. Bekleme siiresince 2-3 dk’da bir vorteks
yapildi.

6. 20-30 dk 150009 devirde santrif)j yapildiktan sonra stipernatan yeni bir eppendorf tip
icine alinch ve protein miktar tayini yapilana kadar buz iginde bekletildi.

7. BCA protein assay ile orneklerdeki protein miktar1 belirlendi. Toplam tup igerigi
300uL olacak sekilde ilk 6nce 1 mg protein, sonra gerekli miktarda lizis tamponu, en
son olarak da 4-g antikor Kkilitli kapakli eppendorf tip icine eklendikten sonra +4°C
soguk odada ya da buz icinde, karistirmadan 1-2 saat inkibe edildi. Ayrica, diger
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bilesenleri 6rnek tlpleri ile aym olan ancak protein icermeyen bir tip negatif kontrol
olarak kullanildi.

8. Bu arada IgG bagli protein-G sefaroz bilyeler (Amersham, 17-0886-02) yikanarak
hazirland: (bilye miktar: IP yapilacak 6rnek basina 30pL olacak sekilde ayarlandi).

9. Soguk eppendorf icine 500uL 1gG-bagli protein-G sefaroz alindi ve 2000 rpm’de 1 dk
+4 °C'de santrifilj edildi. Supernatandaki etanol lizis tamponu eklenip santrif(jj
yapilarak uzaklastirildh.

10. Santriftj sonrasi bilye (pellet) miktar1 kadar (IP yapacak 6Ornek miktarina bagli
yaklagik 300-350pL ) lizis tamponu ekleyip buz Ustinde alt Gst edilerek karistirildi.

11. Antikorla muamele edilen her bir 6rnege yaklasik 30-40uL gamma-bilye
soltisyonundan eklendi.

12. Ornekler parafilmle kapatilip 1 saat +4°C’ de inkiibe edildikten sonra 2000 rpm' de 1
dk santriflj edildi.

13. Sipernatan bilyelere dokunmadan alindh ve Ustiine 850pL lizis tamponu ekleyerek
toplam hacim 1 mL’ye tamamlandi, 2000 rpm’de 1 dk santrifij edildi.

14. Tam inhibitorlerin 1:10 oraninda oldugu 1mL’lik yikama tamponu ile toplam 5 defa
yikandiktan sonra slpernatan alindi ve orneklere pellet miktar1 kadar yukleme
tamponu eklenerek 95°C’ de 5 dk kaynatild.

15. Ornekler jele yiiklenerek elektroforez islemi uygulanch.

16. Elektroforez sonrasi PVDF mebrana aktarilan proteinler primer ve sekonder antikor
muamelelerinden sonra elektrokemiltiminesans ile belirlendi.

3.6. Immunohistokimya

Prof. Dr. Sedat Karademir tarafindan takip edilen ve patolojik degerlendirmesi Prof. Dr.
Ozgiil Sagol tarafindan yapilan, prognostik verileri bilinen, bilgilendirilmis onam formu olan
HCC tamist almis 42 olguya ait parafine gomulmuis arsiv materyali ile 26 sirotik doku da
calismaya dahil edildi. Normal dokulardan MUC1 boyamasi icin DETF patoloji arsivinde
bulunan 18 normal karaciger dokusu kullamlirken c-Met boyamas: icin EUTF patoloji
arsivindeki 14 dondr normal karaciger doku oOrnegi kullamildi. Her olgu tekrar
degerlendirilerek, makroskobik ve mikroskobik bulgular yeniden gozden gegirildi.
Immunohistokimya boyamalarinda asagidaki protokol uygulandt:



Doku kestleri 5 dk ksilende bekletilerek de-parafinize edildi. Bu islem iki kere
tekrarlandh.

Kesitler iki kez %100'1Uk etanol ile 3 dk inklbe edildi, ardindan sirasiyla %95 ve
%80’ lik etanol muameleleri ile 1'er dk hidrate edildi.

Kesitlerin Uzeri proteinaz K soliisyonu (pH 8.0’lik TE-tamponu igerisinde 20 pg/mL
oraninda Proteinaz K) ile kaplanarak nemli bir ortamda 15 dk 37°C’de inkibe edildi.
Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 10 dk bekletildi.

4. Kesitler PBSile 2 dk, 2 kez yikandi.

5. %1.5'luk serum ile 30 dk bloklama yapildh.

6. Kesitler primer antikor dilusyonlar: ile (MUCL igin 1:100, c-Met icin 1:100) oda

7.
8.
9.

sicaklhiginda 1 saat inkiibe edildi.

Kesitler PBSile 2 dk, 2 kez yikand:.

Ornekler peroksidaz bloklama soliisyonu ile 10 dk muamele edildi.
PBSile 3x2 dk yikama yapildh.

10. ScyTek monovalent boyama kiti ile boyamalar yapildh.

Boyanma olmayan ornekler negatif, %20’'ye kadar olan boyanmalar 1(+), %20-50 arasi

olan boyanmalar 2(+), %50 nin Uzeri boyanmalar 3(+) olarak degerlendirildi.

3.7. Etik Kurul Onay1

Calismanin tamam igin 209/2006 protokol numarasi ile DEUTF Klinik ve Laboratuvar

Arastirmalari Etik Kurulu’ ndan onay alind:.

3.8. igtatistik Analiz

Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesi igin SPSS 15.0 istatistik programinda

anlamlilik testleri icin ki-kare analizi ve degiskenler arasi iliskilerin tespitinde Pearson ve
Spearman korelasyon analizleri kullanildh.
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4. BULGULAR

4.1. HCC Hucre Dizilerinde MUC20 Ekspresyonlari

HCC hiicre dizilerinden Huh-7, Hep3B, HepG2, Snu-449, Snu-475, Mahlavu, Snu-398,
SK-Hepl, MDA-MB 468 ve MDA-MB 231'de MUC20 ekspresyonlar: RT-PCR ile incelendi.
Bu hticrelerden Snu-449 ve Snu-398'de RNA diizeyinde MUC20 mRNA duzeylerinin ¢ok
distk oldugu goruldi. Diger HCC hiicrelerinde farkl: diizeylerde MUC20 mRNA’s1 saptandi
(Sekil 14).
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Sekil 14: HCC hucredizilerinde mRNA duizeyindeki MUC20 ekspresyonlari. A: RT PCR
goruntust, B: GA3PD ile oranlanarak elde edilen dansitometrik analiz sonuclari

MUC20 ticari antikorunun bulunmamasi ve baska kaynaklardan saglanma girisimlerinin
olumsuz sonuglanmasi nedeniyle ¢alismamizin bundan sonraki bdlimine MUCL1 Uzerinden
devam edildi.
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4.2. HCC Hucre Dizilerinde MUC1 Ekspresyonlari

HCC hiicre dizilerinden Huh-7, Hep3B, HepG2, Snu-449, Snu-475, Mahlavu, Snu-398,
SK-Hepl, ve MDA-MB 468 de MUC1 ekspresyonlart hem RNA transkripti diizeyinde, hem
de protein Urtind diizeyinde RT-PCR ve western-blot ile incelendi. Bu hticrelerden HepG2' de
RNA dizeyinde MUC1 ekspresyonu gorilmezken diger hicre dizilerinin tamaminda farkl:
duzeylerde MUC1 mRNA’si varligi saptandh (Sekil 15).
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Sekil 15: HCC hucredizilerinde mRNA diizeyindeki MUC1 ekspresyonlar:
A: RT PCR goruntisi, B: GA3PD ile oranlanarak el de edilen dansitometrik analiz
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Bu hicre dizilerinde MUCL1 protein dizeyinin belirlenmesi amaci ile western blot
yapildi. En fazla MUC1 eksprese eden hiicre dizisinin Snu-475 oldugu belirlendi. Daha sonra
sirastyla Snu 449, Mahlavu, Snu-398 ve SK Hepl hiicre dizilerinde protein diizeyinde MUC1
ekspresyonu bulundugu saptand: (Sekil 16).
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Sekil 16: HCC huicredizilerinde protein diizeyindeki MUC1 ekspresyonlar:
A: western blot gériintisil, B: kalneksin ile oranlanarak dde edilen dansitometrik analiz
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4.3. HCC Hucre Dizilerinde c-M et Ekspresyonlari

Projemizde MUC1-c-Met etkilesiminin HCC gelisimi ve ilerleyisindeki rolinu
tanimlamay1 hedefledigimiz i¢in dnce MUC1 ekspresyonunu inceledigimiz tim HCC htcre
dizilerinde c-Met ekspresyon diizeyi western blot ile analiz edildi. Bu hicrelerden en fazla
Snu-475 hicre dizisinde olmak Uizere sirasiyla Snu 449, Mahlavu, SK-Hepl, Hep3B, HepG2
ve Huh-7 hicre hatlarinda protein diizeyinde c-Met ekspresyonu bulundugu saptandi. Snu-
398 hiicre dizisinin c-Met eksprese etmedigi gozlendi (Sekil 17).
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Sekil 17: HCC hucredizilerinde protein diizeyindeki c-M et ekspresyonlarst:
A: western blot gortntiisi, B: kalneksin ile oranlanarak elde edilen dansitometrik analiz
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MUCL1 ekspresyonu olan HCC hicreleri literattrde var olan diferansiyasyon o6zellikleri
ve fenotiplerine, ayrica E-kaderin ekspresyon duzeylerine gore gruplandirildiginda; MUC1
ekspresyonu olmayan, c-Met ekspresyonu olmayan veya diusuk olan HCC htcrelerinin iyi
diferansiye ve epitelyal fenotipte olduklari, MUC1 ve c-Met ekspresyonu yiksek olanlarin ise
kota diferansiye ve mezensimal fenotipli olduklar: ve E-kaderin eksprese etmedikleri buna
karsin vimentin eksprese ettikleri saptanmistir (73) (Sekil 16) (Tablo 2).

Tablo 2: HCC hucrelerinin E-kadherin, MUC1 ve c-M et ekspresyon duzeyleri ile hiicre
fenotipi arasindaki iliski.

Hucre Diferansiyasyon Fenotip E-kaderin*  Vimentin* MUC1 c-Met
dizis

Huh? lyi Epitelyal + - - |
HepG2 lyi Epitelyal + - - |
Hep3B Tyi Epitelyal + - ] l
Snu-398 Koti M ezensimal - + + -
Snu-449 K 6tu M ezensimal - + + 1
Snu-475 K 6tu M ezensimal - + + 1
Mahlavu Koti M ezensimal - + + 1
SK-Hepl Koti M ezensimal - + + 0

* Cokakli M, Ozen E, Erdal E, Atabey N (yayinlanmanmus veri) ve Fuchs BC ve ark (73).

Bununla paralel olarak SK-Hepl hicre dizisi digindaki HCC hicrelerinde c-Met
ekspresyon profilinin de MUCL' dekine benzer olarak hiicrelerin diferansiyasyon ¢zellikleri
ileiligkili oldugu; iyi diferansiye hiicrelerde distk, kot diferansiye hiicrelerde yiksek oldugu
belirlendi (Tablo 2).
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4.4. HCC Hicre Dizlerinde MUCI1-c-Met 1liskisnin Immunopresipitasyon ile

Gosterilmes

HCC htcre dizilerinde yapilan western blot analizleri ile MUC1 ve c-Met ekspresyon

diizeyleri arasinda korelasyon gbzlenmesi Uzerine hem MUC1 hem de c-Met ekspresyonu

pozitif olan Mahlavu hicre dizisi ile yapilan immunopresipitasyon deneylerinde, MUCL ve c-

Met arasinda fiziksel bir etkilesim olup olmadigi ve HGF uyariminin bu etkilesimdeki roll
arastirilch. Sekil 19'da goruldugi gibi Mahlavu hiicrelerinde c-Met ile MUCL1 arasinda bazal
kosullarda fiziksel bir etkilesim oldugu saptandi. HGF in 40ng/mL konsantrasyonundaki

uyariminin c-Met/MUC1 etkilesimini zamana bagli olarak azalttigi, 30. dakikadan sonra
etkilesimin bazal diizeyin altina dustugt belirlendi (Sekil 18).

()
|

1]

(+)
1

0 15 30 60 ()K

[ .

-

b e S e

HGF

IP: c-Met / WB: MUCL1

IP: c-Met / WB: c-Met

Sekil 18: Mahlavu hiicre dizilerinin HGF ile uyarilmas ile c-Met’e baglanan MUC1
miktarinin immunopresipitasyon ile gosterilmes. [HGF uyarimi 15, 30 ve 60dk slreyle
yapildi. (-)K: Negatif kontrol ].
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4.5. HCC Hucre Dizilerinde b-katenin Ekspresyonlari

Calismanin bundan sonraki bolimiinde, saptadigimiz c-Met-MUCL arasindaki fiziksel
etkilesimin MUC1 aracilikli sinyal iletiminde rol oynayip oynamadig: incelendi. Bu amacla
MUCL in sitoplazmik kuyrugunda b-katenin baglanma motifi olmasi nedeniyle aday molekdil
olarak b-katenin secildi. Oncelikle calismaya dahil edilen HCC hiicre dizilerindeki bazal b-
katenin ekspresyon duzeyleri western blot ile degerlendirildi. Bu hiicrelerden b-katenin
ekspresyonu en yuksek olanlarin Hep3B, Huh-7 ve HepG2 olmast MUCL1 ve c-Met
ekspresyon profili ile b-katenin ekspresyon profilinin Snu-475 hicre dizisi disinda negatif
korelasyon gostermesi nedeniyle MUC1 c-Met etkilesiminin b-katenin MUCL etkilesimini
degistirebilecegi dusunuldi (Sekil 19).

A
-
i N 2L 38
53035888
8 S § & =2 =2 8 3 -
=S I I IO H =6 6
f__. ﬁ-__m <+— Kalneksin
B b - katenin
3
25
2
5 15
1,7
05 1 —
O T T T T T T T
Huh 7 Hep3B HepG&2 Snu449 Snu 475 Mahlavu Snu 398 SK-Hepl
hicredizileri

Sekil 19: HCC hucredizilerinde protein diizeyindeki b-katenin ekspresyonlarr:
A: western blot gortntiisi, B: kalneksin ile oranlanarak elde edilen dansitometrik analiz
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4.6. Mahlavu Hucre Dizisnde MUC1- b-katenin Arasinda Fiziksel Etkilesim Olup

Olmadiginin ve Varsa Bu Etkilesime HGF'in Etkisinin Gdsterilmes

Mahlavu hticre dizisi ile yapilan immunopresipitasyon ¢alismas: sonrasinda MUCL1 ile
b-katenin arasinda bazal kosullarda bir etkilesim oldugu, HGF uyarimimin bu etkilesimi
zamana bagl1 olarak azalttig: belirlendi (Sekil 20).

Q) (+) HGF

<yt ‘i IP: MUC1 — WB: b-katenin

Sekil 20: Mahlavu hicre dizilerinin HGF ile uyarilmasmn MUC1 b-katenin
etkilesimine etkis.

HGF uyarimindan sonraki MUC1-c-Met etkilesimindeki azalmamn MUC1-b-katenin
baglantisinin azalmasina yol agtigi disunuldi. HGF uyarim sonrast MUC1'den ayrilan b-

katenin miktarinda degisim olup olmadigin belirlemek icin yapilan western blot calismasinda
b-katenin miktarimin da zamana bagli azaldig1 saptand: (Sekil 21).

B
A 150
1,00
O] (+) 050
| | ——| 0,00
© 15 30 60 FOF 0ck. 15k 30k 60dk
L — Fosfo b-katenin WB c
150
s— N — =, |atenin WB
e 100
- e ‘ Kalneksin WB
050
0,00

Odk. 15dk. 30dk. 60dk.

Sekil 21: Mahlavu hicre dizilerinin HGF ile uyarilmasimin b-katenin ekspresyonuna
etkis. A: western blot gorintiisil, B: Fosfo b-katenin'in (S552) kalneksin ile oranlanarak elde edilen

dansitometrik analizi ve C: b-katenin'in kalneksin ile oranlanarak € de edilen dansitometrik analizleri
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b-katenin fosforilasyonunun b-katenin aktivasyonundaki 6nemi nedeniyle HGF uyariminin b-
katenin S552 fosforilasyonuna etkisi incelendi. HGF uyarimimin total htcre lizatindaki
fosforile b-katenin diizeyini azalttigi1 saptand: (Sekil 21).

Verilerimiz, MUC1 ekspresyonu olmayan, c-Met ekspresyonu distk ve b-katenin
ekspresyonu yiksek HCC hticrelerinin Huh-7, Hep3B, ve HepG2 oldugunu, MUCL1 ile c-Met
ve MUC1 ile b-katenin arasinda fiziksel bir etkilesim oldugunu, bu etkilesimin HGF
varliginda azaldigim ve HGF uyarimimin MUCL ile b-katenin arasindaki fiziksel etkilesimi,
total hucre lizatindaki b-katenin miktarint ve S552 fosfo b-katenin miktarin azalttigin
gostermistir.

HCC hicre dizilerinden elde edilen MUC1 ve c-Met ekspresyon degisimlerinin
hepatokarsinogenez sirecinde rol oynayip oynamadigint ve MUCL ile c-Met ekspresyonu
arasinda bir korelasyon olup olmadigint belirlemek igin parafine gdbmult normal karaciger,
siroz ve HCC dokularinda MUC1 ve c-Met ekspresyonlart immunohistokimyasal analizler ile
incelendi.

4.7. Patoloji Arsivindeki HCC, Siroz ve Normal Dokularda MUC1 ve c-Met
Ekspresyonlarinin Iimmunohistokimya Y éntemi ile Belirlenmesi

Patoloji arsivinde bulunan 42 HCC, 26 siroz ve 18 normal karaciger dokusunda MUC1
ve c-Met ekspresyonlart immunohistokimya yontemi ile belirlendi. Yaslart 37-64 arasi
degisen (ortalamatst.sapma: 53.7+6.3) 38 (%91) erkek ve 4 (%9) kadin hastaya ait klinik ve
patolojik veriler Tablo 3'de gorulmektedir. HCC gelisiminde viral nedenlerin buyuk bir
cogunlugu olusturdugu 39 (%93), akole bagli gelisen HCC sayisimin distk 3 (%7) oldugu
belirlendi. TUMOrin boyutuna gore yapilan siniflamada 34 (%81) HCC 6rneginin bes cm’den
kuciik oldugu ve 31 (%74) vakada nodiil sayisimn tigten az oldugu saptand. Iyi diferansiye 7
(%17), orta diferansiye 29 (%69) ve kotlu diferansiye 6 (%14) HCC o6rnegi bulundugu
goruldl. Yirmialt: siroz orneginden; 16’ sinin (%61) etkeninin viral, 3 (%12) drnegin alkol,
geri kalan 7 (%27) 6rnegin diger etyolojiler oldugu belirlendi.



Tablo 3: HCC hastalarinin klinik ve patolojik verileri

Klinikopatolojik 6zellik Sayi %
Cingyet Erkek 38 91
Kadin 4 9
Tm boyutu (cm) <5 34 81
>5 8 19
Etyoloji Vird 39 93
Alkol 3 7
Tm nodil sayis <3 31 74
>3 11 26
Diferansiyasyon Iyi 7 17
Orta 29 69
Kotu 6 14

4.7.1. Patoloji Arsivindeki Normal, Siroz ve HCC dokularinda MUC1 Ekspresyon
Analiz

MUC1 antikoru kullanilarak yapilan IHC analizleri sonrasinda analiz edilen 18 normal
karaciger dokusunda MUC1 ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz dokusunun 4’ tinde
(%15) ve HCC orneklerinin 19'unda (%45) MUC1 boyamasimin pozitif oldugu belirlendi
(Sekil 22).

Bu veriler istatistik olarak analiz edildiginde normal karaciger ve siroz dokular1 arasinda
anlaml1 bir fark elde edilemezken (p=0.089), normal karaciger-HCC ve siroz-HCC arasindaki
farkin anlamli oldugu saptand: (sirastyla p=0.000, p=0.008).

45



MUC1

oran (%)

20 15
RN
0+ !
Normal Siroz HCC

Sekil 22: Normal, sirozve HCC’deIHC ile MUC1 ekspresyonlary: A: Normal, MUCL(-), B:
Siroz, MUC1(+), C: HCC, MUCL(+), D: Farkl1 dokulardaki MUC1 ekspresyon oranlari

4.7.2. Patoloji Arsivindeki Normal, Siroz ve HCC Dokularinda c-Met Ekspresyon
Analiz

c-Met antikoru kullanilarak yapilan IHC analizleri sonrasinda ise analiz edilen 14
normal karaciger dokusunda c-Met ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz dokusunun
23'Unde (%89) ve HCC orneklerinin 37'sinde (%88) c-Met boyamasinin pozitif oldugu
belirlendi (Sekil 23).

Bu veriler istatistik olarak analiz edildiginde normal karaciger ile siroz ve HCC dokular:

arasinda anlamli bir fark elde edildi (sirasiyla, p=0.001, p=0.001). Siroz ve HCC arasinda
anlaml1 bir fark yoktu.
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Sekil 23: Normal, sirozve HCC'de IHC ile c-M et ekspresyonlari: A: Normal, c-Met (-), B:
Siroz, c-Méet (+), C: HCC, c-Met (+), D: Farkli dokulardaki c-Met ekspresyon oranlari

Bu veriler MUC1 ekspresyonundaki artisin sirozdan HCC'ye gegis icin, c-Met

ekspresyon artisinin ise siroz gelisim stirecinde 6énemli oldugunu distndirmektedir.

4.7.3. Patoloji Arsivindeki Normal, Siroz ve HCC Dokularinda Diferansiyasyon
Durumuna Gore MUC1 ve c-M et Ekspresyon Analizi

HCC dokularindaki MUC1 ve c-Met ekspresyon diizeyleri timorlerin diferansiyasyon
durumu ile iliskisi degerlendirildiginde iyi diferansiye 7 ornegin 2'sinde (%29), orta
diferansiye 29 oOrnegin 13'Unde (%45), kotl diferansiye 6 6rnegin 4'tnde (%67) MUC1
ekspresyonunun pozitif oldugu belirlendi. Sekil 24 A-D’de goruldigi gibi hicrelerin
diferansiyasyon diizeyi azaldikca MUC1 ekspresyonu artmaktadir. Ancak bu artis istatistiksel
olarak anlaml: degildir (p=0.067). Ayn sekilde iyi diferansiye 7 6rnegin 5’ sinde (%71), orta
diferansiye 29 ornegin 26’ sinda (%90), kotu diferansiye 6 ornegin tamaminda (%100) c-Met
ekspresyonunun pozitif oldugu belirlendi. Buna karsin c-Met’in sitoplazmik olarak boyandigi
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42 olgunun 35'inin (%83) orta veya kot diferansiye oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gorildi (p=0.001). Bu bulgular hiicre kultirinde elde ettigimiz MUCL ve c-
Met ekspresyon dizeylerinin mezensimal kokenli ve koétl diferansiye hicre dizilerinde
arttigim gosteren verilerimiz ile (Tablo 2) uyumludur. Hucrelerin diferansiyasyon dizeyi
azaldikca c-Met ekspresyonu da artmaktadir fakat bu artis istatistiksel olarak anlaml1 degildir
(p=0.255) (Sekil 24 E-H).

oran (%)

lyi Orta Kétu i Orta Kot

Sekil 24: Diferansiyasyon Durumuna Gore IHC ile MUC1 ve c-M et ekspresyonlarr:

A: Az diferansiye MUCL(+), B: Orta diferansiye MUC1(+), C: lyi diferansiye MUC1(+), D:
Diferansiyasyon durumuna gore MUC1 ekspresyon oranlart E: Az diferansiye c-Met (-), F: Orta
diferansiye c-Met (+), G: lyi diferansiye c-Met (+), H: Diferansiyasyon durumuna gore c-Met
ekspresyon oranlari



5. TARTISMA

Karsinogenez sirecinde hicrelerin musin ekspresyonlarimin ve eksprese ettikleri
musin tdrlerinin hem glikozilasyonlar1 ve oligosakkarit igerikleri ve hem de ekspresyon
duzeyi agisindan farklilastig: bilinmektedir. Musin ekspresyon ve tiplerindeki bu degisiklikler
tumor hicrelerine tumor hicrelerini ortadan kaldiracak immiunolojik mekanizmalara karsi
direng kazandirdig: gibi, ayni zamanda farkl: reseptérler ile etkilesime girme ve boylece hiicre
ici sinyal yolaklarindaki molekuller ile etkileserek hiicre-hiicre baglantilarint etkileme, hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile ilgili genlerin regulasyonu degistirme gibi 6zellikler
kazandirabilir. Yapilan ¢alismalarda bircok MUC ekspresyon diizeyi incelenmis olsa da, en
cok etkilenen musin tipinin MUC1 oldugu saptanmistir. Meme dokusu, tukrik bezi, mide,
pankreas, karaciger, akciger, bobrek, mesane, prodat, uterus, ve testis gibi bircok organ ve
dokunun timorlerinde ekspresyonunun arttigi saptanmstir (5).

HCC gelisiminde MUCY’in ve MUC1/c-Met etkilesimlerinin rolini inceledigimiz bu
calismada sekiz HCC hiicre dizisinde MUC1 ekspresyonu hem mRNA dizeyinde hem de
protein dizeyinde arastirilmis ve Huh7, Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde protein dizeyinde
MUC1 ekspresyonuna rastlanmamistir. Daha onceki calismalarimizda HCC hiicrelerinin
diferansiyasyon belirteclerine gore iyi ve kotu diferansiye olarak gruplandirilabilecegi
tammlanmis ve Huh-7, Hep3B ve HepG2 hiicrelerinin iyi diferansiye, Snu-398, Snu-449,
Snu-475, Mahlavu ve Sk-Hepl hicrelerinin kotu diferansiye olduklar: belirlenmisti (74).
Buna ek olarak, literatirde HCC hicre dizilerinin vimentin, E-kaderin gibi cesitli
diferansiyasyon belirtecleri ile yapilan analizler ve mikroarray calismalar: ile elde edilen gen
ekspresyon profillerine gore mezensimal ve epitelyal fenotipli hicreler olarak ikiye
ayrilabilecegi, mezensimal fenotipli grupta invazyon ve metastaza yol agan genlerin
ekspresyonunun arttigi tammlanmisti (73). HCC hicre dizilerinde saptadigimiz MUC1
ekspresyon verileri bu bilgiler esliginde degerlendirildiginde MUC1 ekspresyonu bulunmayan
hicrelerin epitelyal fenotipte iyi diferansiye hiicreler oldugu, MUC1 eksprese eden hicrelerin
mezensimal fenotipli kotu diferansiye olduklar: gorilmektedir (Tablo 2). Calismamizda
MUCL1 eksprese etmeyen hucrelerin E-kaderin eksprese ettikleri, MUC1 eksprese eden
hicrelerde E-kaderin ekspresyonuna rastlanmadhigi, buna karsin vimentin eksprese ettikleri
bildirilmistir (73). Bu bulgular, ¢alistigimiz HCC hicre dizilerinin MUCL1 ekspresyon artisi
ile  hicre-hiicre baglantilarint  kaybederek  mezensimal  karakter  kazandiklarin
dustndirmektedir. TUmor hucreleri bu sayede motilitelerini artirarak daha kolay invazyon
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yapma yetenegi kazamyor olabilir. Anti adhesif bir protein olan MUCL'in bu htcrelerde
eksprese ediliyor olmasi bu hicrelerin de adhesif Ozelliklerini kaybederek hicre-hiicre
etkilesimlerinin azalmasinda rol oynuyor olabilir.

Bilindigi gibi hiicrelerin epitelyal veya mezensimal 0zellikte olmasi kemoterapotiklere
verecegi yanit1 belirleyici faktorlerden biridir. Bu nedenle, MUCL ekspresyonunun varligi
hicrelere invaziv ve metastatik 0Ozellik kazandirmasinin yam sira kemoterapi direnci
kazandirmada da etkili olabilir. Fuchs ve ark. (73) epitelyal fenotipteki hticrelerin erlotinib,
gefitinib ve cetuximab gibi ilaglara duyarli oldugu buna karsin E-kaderin ekspresyonu diistk
ve mezensimal fenotipli olanlarin bu ilaglara 5 kat daha direncli olduklarint gostermislerdir.
Benzer bulgular EGFR inhibisyonu icin de gegerlidir (73). Bu veriler MUCY'in blyltme
faktorl reseptorleri ile birlikte galistig: verisini desteklemektedir.

Hucre invazyon ve metastazinda dnemli rol oynayan sinyal ileti yolaklarindan birisi de
HGF/c-Met yolagidir (3). HGF velveya c-Met’in bircok solid timér ve onlarin
metastazlarinda eksprese edildigi, asirt ekspresyonlarinin siklikla kétt prognoz ile iligkili
oldugu gosterilmistir (3). Karaciger kanserlerinde HGF in rolini tammmlayan bircok calisma
olmasina karsin c-Met’in roltint tanimlayan pek az calisma vardir. Biz de ¢calismanmizda hiicre
invazyon ve metastazinda ve tedavi direnci gelisiminde rol oynayan bir blyime faktori
reseptoru olan c-Met ile MUCL etkilesimini degerlendirdik. Hicre dizilerinde yaptiginiz
calismalar c-Met ekspresyon profilinin MUC1 ekspresyon profili ile uyumlu oldugunu
gogerdi. Tablo 2'de de goruldigt gibi MUC1 eksprese eden hiicre dizilerinde c-Met
overekspresyonu vardir ve verilerimiz c-Met overekspresyonunun HCC hicrelerinde
epitelyal-mezensimal gegis fenotipi kazanmalarinda ve daha invaziv ve metastatik fenotipik
Ozellik gostermelerinde rol oynayabilecegi dustncesini desteklemektedir. Saptadigimiz
MUC1 ekspresyonu ile c-Met overekspresyonu arasindaki bu benzerlik MUCL'in c-Met ile
etkilesime girerek hiicre sinyal iletimini etkiledigini distindirmektedir.

Daha oOnceki calismalarda MUCY'in sitoplazmik kuyrugunun EGFR ile etkileserek
sitozolik adaptor proteinlerle iliski kurup sinyal iletiminde rol aldiginin, hiicre buyimesi ve
diferansiyasyonunu aktive ettiginin ve ayrica MUC20'nin de c-Met ile etkilestiginin
gosterilmesi bu dustincemizi desteklemektedir (37, 39, 44). MUCL ile c-Met arasinda fiziksel
bir etkilesim olup olmadigim belirlemek icin yaptigimiz immunopresipitasyon ¢alismalarinda
c-Met ve MUCL arasinda bazal kosullarda fiziksel bir etkilesim oldugunu ve HGF uyariminin
bu etkilesimi 6nce minimal dizeyde artirdigini, 30. dakikadan sonraise 4 kat kadar azalttigini
gogerdik (Sekil 18). Calismalarimiz devam ederken Singh ve ark. (75) pankreas kanseri hticre
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dizilerinde MUCL1 ile c-Met arasinda fiziksel bir etkilesim oldugunu yayinladi. Singh
caismasinda c-Met MUC1 etkilesiminin MUCY'in sitoplazmik kuyrugundaki YHPM
motifinde bulunan tirozin fosforilasyonunu katalize ettigi ve HGF uyarimi sonrast MUC1'in
sitoplazmik parcasinin nukleusa gegisinin kolaylastigint tammladh. Bu galismada ayrica,
MUC1 overekspresyonunun HGF tarafindan uyarilan hicre invazyonunu azalttigi ve
MUCY'in c-Met tarafindan uyarilan onkojenik sinyalleri kontrol ettigini destekleyen veriler
sunuldu. Bizim calismamizda MUC1 ve c-Met ekspresyonu yiksek olan hicrelerin daha
invaziv karakterde olmasi bu veriler ile uyumludur, HCC gelisiminde de MUC1/c-Met
etkilesiminin pankreas kanserindekine benzer oldugunu distundirmektedir. Ancak bunun
kanitlanmasi igin ek calismalara gerek vardir.

Calismamizda HCC gelisiminde de sirecin benzer olup olmadigimin incelenmesi
amaciyla Mahlavu hticrelerinde MUCL'in sSiRNA ile sessizlestirilmesinin hiicre davranslar:
ve c-Met aktivasyonu/ekspresyonuna etkisinin incelenmesi planlandi. Ancak bu amagla
yaptigimiz deneyler sonucunda degerlendirilebilir veri elde edilemedi. Bunun Uzerine, Singh
ve ark’nin calismasinda MUC1-c-Met etkilesiminin YHPM motifine baglanan p53 protein
duzeyini etkilediginin tammlanmas: ve EGFR ile yapilan ¢alismada MUC1 sitoplazmik
kuyrugu icindeki SAGNGGSSL motifinin b-katenin ile baglanarak sinyal iletimini
etkilediginin gosterilmesi sonrasinda galismaya bu yonde devam etmeyi planladik. EGFR
MUCL1 etkilesimlerini tanimlayan cgalismalarda MUCL’in sitoplazmik kuyruk pargasinin
MUCL ¢ekirdek proteininden ayrilarak b-katenin ile birlikte nukleusa gittigi ve TCF/LEF gibi
transkripsiyon faktorleri yoluyla transkripsiyonu etkiledigi veya b-kateninin sitoplazmada
tutularak kaderinler ve diger komplekslerle iligkisinin engelledigi bildirilmisti (40). Biz de,
MUC1 sitoplazmik kuyrugunda bulunan ve MUCL1 aracilikli sinyal iletiminde dnemli role
sahip olan b-katenin baglanma bdlgesinin de etkileniyor olabilecegini dustindik. Daha 6nce
tanimlanan veriden yola gikarak MUC1-c-Met etkilesiminin b-katenin sinyal yolagini nasil
etkiledigini inceledik. Oncelikle MUC1 ve c-Met ekspresyonunu belirledigimiz hiicre
dizilerinde bazal b-katenin ekspresyonunu degerlendirdik. Bu hicrelerden b-katenin
ekspresyonu en yuksek olanlarin epitelyal fenotipte olan Hep3B, Huh-7 ve HepG2 hiicreleri
oldugu saptandi (Sekil 19, Tablo 2). MUC1 ve c-Met ekspresyon profili ile b-katenin
ekspresyon profilinin Snu-475 hticre dizisi disginda negatif korelasyon gostermesi nedeniyle
MUC1 c-Met etkilesiminin b-katenin MUCL etkilesimini degistirebilecegi distnuldi.
Y aptigimiz immunopresipitasyon ¢alismast MUCL ile b-katenin arasinda bazal kosullarda bir
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etkilesim oldugunu gosterdi. Bu etkilesimin HGF etkisiyle zamana baglh olarak azaldigi
belirlendi. Bilindigi gibi hicre igi serbest b-katenin diizeyi kontrol altinda tutulmaktadir ve
gerekmedikge b-kateninin nukleusa gecisi veya sitoplazmadaki diger molekillere baglanmast
ve transkripsiyon faktorleri ile birleserek hiicre proliferasyon, diferansiyasyon, motilite gibi
siregleri etkilemesi 6nlenir.

Calismamizda elde edilen MUCI1-b-katenin etkilesiminin  HGF aracilikli olarak
azalmasi iki sekilde agiklanabilir. Bunlardan birincisi, HGF uyarimiyla MUCL1 sitoplazmik
kuyrugunun b-katenin ile birlikte nukleusa tasinmasichr. ikinci olasilik, HGF ile nukleusa
gitmesi uyarilan MUCY'in sitoplazmik kuyruguna bagli b-kateninin serbestlesmesidir. Bu
durumda serbest kalan b-katenin ya ubikitin aracilikli olarak yikilabilir veya nukleusa transfer
edilebilir. Sitoplazmadaki b-kateninin kaderinin belirlenmesinde fosforilasyonlar 6nemli role
sahiptir  (76). E-kaderinin Y860 rezidusinden ve b-kateninin Y654 rezidisinden
fosforilasyonu E-kaderin-b-kateninin etkilesimini onlerken, b-kateninin S33, S37 ve T4l
rezidulerinden fosforilasyonu, ubikitinasyon yoluyla degradasyonuna yol acar. c-Met yoluyla
Y142 fosforilasyonu veya Akt yoluyla S654 fosforilasyonu b-kateninin TCF/LEF ile
etkilesime girerek transkripsiyonal aktivasyona yol acar (76). Biz HGF uyarimina bagli b-
katenin miktarinda veya S552 fosforilasyonunda degisiklik olup olmadigini inceledik. Toplam
hicre lizatindaki b-katenin miktarinin ve fosforile S552 b-katenin miktarinin HGF uyarimina
bagli olarak azaldigim belirledik. HGF tarafindan uyarilan b-katenin-MUC1 iligkisinin
azalmasi, b-katenin miktarinin ve b-kateninin karboksi ucundaki S552 fosforilasyonunun
azalmasi HGF uyarimi sonrasinda MUCL den ayrilan b-kateninin nikleusa go¢ etmis veya
yikilmig olabilecegini disundurmektedir. Ancak mekanizmanmin tam olarak belirlenmesi igin
ayrica b-kateninin nikleer lokalizasyonunun belirlenmesine yonelik ek calismalara gerek
vardir. Ayrica bu degisimde c-Met reseptorinin rolinin ne oldugu, c-Met tarafindan aktive
edilen ve BCL9 baglanmasinda Onemli olan Y142 fosforilasyonu ve b-kateninin
degradasyonunda 6nemli olan S33, S37, T41 ve $45 fosforilasyonlar: gibi diger b-katenin
fosforilasyonlarimin incelenmesi sonrasinda karar verilebilir. Bilindigi gibi b-katenin-Wnt
yolaginin aktivasyonu kolon kanserlerinin %80’ inden fazlasinda baslatict faktor oldugunun
bilinmesine karsin bu yolagin karaciger kanserleri gelisimindeki rolu tam olarak
bilinmemektedir. Bu yeni veriler dogrultusunda MUCI1-c-Met etkilesiminin b-katenin

aktivasyonunu ve yerlesimini nasil etkiledigine iliskin yeni bilgiler hepatokarsinogenez
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siirecinde b-kateninin rolint agiklamaya yardimc: olacak veriler saglayacaktir. Bu yolagin
normal karaciger gelisiminde 6nemli rol oynadigi ve hicre diferansiyasyonu kontroltinde
Oonemli oldugu belirlenmistir (68). Bu bilgiler verilerimizle birlikte degerlendirildiginde
MUCI1-b-katenin etkilesiminin  c-Met reseptor aktivasyonundan nasil  etkilendiginin
belirlenmesi bu konuya 6nemli katkilar saglayabilir.

Hucre kuoltari calismalarinda elde edilen verilerin HCC gelisimindeki rolUnin
saptanmasinda primer dokularda yapilacak calismalar giderek daha cok 6nem kazanmaktadir.
Insan timérlerinde yapilan cogu calismada, meme kanserlerinin %90’ indan fazlasinda olmak
Uzere over, akciger, kolon ve pankreas kanserlerinde MUCL ekspresyonunda artis
saptanmistir (28). Tumor ilerledikge MUCL ekspresyonu da artma egilimindedir ve 6rnegin
meme kanserinde bu durum dustk sag kalim ile iliskilidir (31). HCC hucre dizilerinden elde
edilen MUCL1 ve c-Met ekspresyon degisimlerinin hepatokarsinogenez srecinde rol oynayip
oynamadigim belirlemek icin normal karaciger, siroz ve HCC dokularinda immunohisto-
kimyasal olarak MUC1 ve c-Met ekspresyonlar incelendi. IHC analizleri sonrasinda analiz
edilen 18 normal karaciger dokusunda MUCL ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz
dokusunun 4’ tinde (%15) ve 42 HCC 6rneginin 19'unda (%45) MUC1 boyamasinin pozitif
oldugu belirlendi. Literatirde prekanserdz dokularda ve normal karacigerde MUCL
ekspresyonunu degerlendiren ¢ok az sayida calisma vardir. Bu galismalardan birisinde MUC1
ekspresyonunun histolojik diferansiyasyon, metastaz ve post-op rekurrens ile yakin iligkili
oldugu, tumor eksizyonundan 3 yil sonra metastaz oraminin MUCL pozitif olgularda negatif
olgulara gore ¢ok daha yuksek oldugu saptanmistir (32). Bizim calismamizda istatistiksel
anlaml1 bir prognostik parametre saptanamamis olmasi tim olgularimizda invazyon verisinin
bulunmamasi ve kot ve iyi diferansiye olgu sayimizin diisiik olmasindan kaynaklanabilir.

HCC dokular1 kullanilarak yapilan bir baska ¢calismada HCC dokularinda %38 oraninda
MUCL pozitifligi saptanmistir (33). Diferansiyasyon duizeylerine gore MUCL pozitifligi
incelendiginde elde ettikleri; iyi diferansiye olanlarda 1/7 (%14), orta diferansiye olanlarda
13/31 (%42) ve kotu diferansiye olanlarda 2/4 (%50) oranlari bizim c¢aligmamizda elde
ettigimiz verilerle son derece uyumludur. Bizim c¢alismamiz Sirerken yapilan bir diger
calismada Ichikawa ve ark. (34) 186 HCC dokusunda %46 oramnda MUCL pozitif boyama
tespit etmisler ve bunlarin %21’inin iyi, %52'sinin orta ve %47’ sinin kotu diferansiye
oldugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada da HCC o6rneklerinde %77 oraninda pozitif
sonug alinmustir (32). Ancak Lau ve ark.’nin (35) ¢alismasi, 13 HCC 6rneginin hicbirisinde
MUCL1 pozitif boyanma tespit edilmemis olmasiyla bizim galismamizdan ve digerlerinden
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farklidir. Bu calisgmada olgu sayisinin gok dusiik olmast ve olgularin diferansiyasyon
duizeylerinin bilinmemesi nedeniyle farkl: sonuglar elde edilmis olabilir.

IHC analizi sonuclarina gore c-Met ekspresyonunun siroz dokularina arttigi, analiz
edilen 14 normal karaciger dokusunda c-Met ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz
dokusunun 23’ inde (%89) ve HCC o6rneklerinin 37’ sinde (%88) c-Met boyamasinin pozitif
oldugu tespit edilmistir.

Calismamizdaki hedeflerden birisi de MUCL ekspresyonu ile c-Met ekspresyon artisi
arasinda bir korelasyon olup olmadiginin arastiriimasiydi. Bu nedenle IHC ile MUCL1
ekspresyonu analiz edilen HCC'li dokularda c-Met ve MUC1 ekspresyonu olup olmamasina
gore istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigi belirlendi. Ancak veriler analiz
edildiginde MUC1 negatif olgularin %98’ inde (41/42) c-Met ekspresyonunun pozitif oldugu
belirlendi.

Calisma sonuclarimiz MUC1-c-Met etkilesiminin HCC gelisiminde b-katenin aracilikl
olarak rol oynayabilecegi gostermistir. Ancak bu baglantimin biyolojik éneminin tam olarak
belirlenmesi icin MUCL ve c-Met’in overekspresyonu ya da inhibisyonu ile yapilacak daha
kapsaml: caligmalara ihtiyag vardir.



6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak projemiz kapsaminda gergeklestirilen galigmalar dogrultusunda:

1.

HCC hcre dizilerindeki MUC1, MUC20, c-Met ve b-katenin ekspresyon duzeyleri
belirlenmistir. MUC1 ekspresyonu olmayan, c-met ekspresyonu olmayan veya disuk
olan HCC hucrelerinin iyi diferansiye ve epitelyal fenotipte olduklari, MUC1 ve c-met
ekspresyonu yuksek olanlarin ise kotu diferansiye ve mezensimal fenotipli olduklari
saptanmustir.

HCC de MUC1-c-Met arasinda fiziksel bir etkilesim oldugu, HCC hicrelerinde HGF
uyarimina bagli olarak c-Met’e baglanan MUC1 miktarinda zamana bagli olarak
azalma oldugu ko-immunopresipitasyon ile gosterilmistir.

MUCIL ile b-katenin arasinda fiziksel bir etkilesimin oldugu, HGF uyarimimin MUC1-
b-katenin baglantisim ve b-katenin miktar: ve fosforilasyonunu zamana bagl azalttig:
sirastyla ko-immunopresipitasyon ve western blot ile ortaya konmustur.

IHC analizi sonuclarinagore MUC1'in HCC' de, c-Met’in sirozda arttigi, analiz edilen
18 normal karaciger dokusunda MUC1 ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz
dokusunun 4’tinde (%15) ve HCC 06rneklerinin 19'unda (%45) MUC1 boyamasinin
pozitif oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, analiz edilen 14 normal karaciger
dokusunda c-Met ekspresyonu olmadigi, buna karsin 26 siroz dokusunun 23’ inde
(%89) ve HCC orneklerinin 37’ sinde (%88) c-Met boyamasinin pozitif oldugu tespit
edilmistir.

HCC orneklerinin diferansiyasyon durumu ile iliskisi degerlendirildiginde hicrelerin
diferansiyasyon duzeyi azaldikca MUC1 ve c-Met ekspresyonunun arttigi tespit
edilmistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna karsin c-Met’in
sitoplazmik olarak boyandigi 42 olgunun 35'inin (%83) orta veya kétu diferansiye
oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlaml: oldugu gorilmustir (p=0.001).

Bu veriler HCC gelisiminde MUCL ile c-Met etkilesiminin 6nemli olabilecegini

distndlrmektedir.
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8. EKLER
Ek 1: Kullanilan bazi tampon solusyonlarin hazirlanmas

PBS haairlanmas (5X)

19 KCI

40g NaCl

5.259 NapHPO,4

1.29 KH,PO, tartilarak distile su ile 1L’ ye tamamlanir. pH: 7.4’ e ayarlanir.

TBS hazirlanmasa (10X)

80g NaCl
29 KCI
30g Tristartilarak distile su ile 1L"ye tamamlanir. pH: 7.4’ e ayarlanr.

Run Buffer hazirlanmasa (1X)
3,025¢g Tris
14.49 Glisin tartilir
10mL %10 SDSile karistirilarak 1L’ ye tamamlanr.

Transfer Buffer hazirlanmas (1X)

3.025g Tris
14.49 Glisin tartilir
2mL %10 SDS ile karistirilarak 800mL’ye tamamlamr. Kullamm 6ncesi 200mL

metanol ilave edilir.
Lizis Buffer haairlanmas (1X)

50mM Tris-Cl (pH=7.4)

150mM  NaCl
1mM EDTA (pH=8.0)
%1 NP-40 konsantrasyonda olacak sekilde 100mL’ye tamamlanr
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Ek 2:
Tablo 1: Hucredizilerinden elde edilen total RNA absorbans ve konsantrasyon degerleri

A260 A280 RNA Gerekli volim
(mgr/mL) (ML)
1.Huh 7 2,282 1,972 0,91 2,2
2. Hep3B 2,347 1,240 0,94 2,13
3. HepG2 2,243 1,927 0,89 2,23
4. Snu-449 1,719 0,923 0,68 2,91
5. Snu-475 2,043 1,111 0,81 2,45
6. Mahlavu 2,252 1,669 0,90 2,22
7. Snu-398 2,266 1,855 0,91 2,2
8. SKHepl 2,202 1,633 0,88 2,27
9. MDA-M B-468 2,051 1,094 0,82 2,44
10. MDA-MB-231 1,979 1,031 0,79 2,53

Ek3:
Tablo 1: HCC dokularinda Diferansiyasyona Gore MUC1 ve c-M et ekspresyonlarsi.

No: Doku tipi MUC1 Sitoplazmik c-Met  Membrandz c-M et
(Diferansiyasyon) Ekspresyonu Ekspresyonu Ekspresyonu

1 lyi ) ) 2(+)

2 Iyi 1(+) 1(+) 1(+)

3 lyi ) 2(+) 1(+)

4 Tyi ) 2(+) 2(+)

5 lyi ) 3(+) 2(+)

6 lyi ) 2(+) 2(+)

7 Tyi 2(+) 2(+) 1(+)

8 Orta ) 2(+) 2(+)

9 Orta O] ) 1(+)

10 Orta ) ) )

11 Orta ) ) )

12 Orta () () )

13 Orta 2(+) ) 2(+)

14 Orta 2(+) ) )

15 Orta ) 1(+) 2(+)
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

35
36
37
38
39
40
41
42

Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Orta
Kotu
Kotu
Kotu
Kotu
Kotu
Kotu

)
)
)
)
)
)
1(+)
1(+)
1(+)
1(+)
2(+)
2(+)
2(+)
3(+)
)
)
)
)
2(+)
2(+)
2(+)
)
3(+)
3(+)
)
1(+)
2(+)

2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
2(+)
3(+)
3(+)
3(+)
3(+)
3(+)
3(+)
3(+)
)
2(+)
2(+)
3(+)
3(+)
3(+)

)
2(+)
1(+)
1(+)
1(+)
2(+)
2(+)
2(+)
1(+)

)
3(+)
2(+)
2(+)
2(+)
3(+)
3(+)
3(+)
1(+)
2(+)
2(+)

)

)
1(+)
2(+)

)
2(+)
2(+)
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