T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HEPATOSELLULER KARSINOMA
DOKULARINDA VE HUCRE HATLARINDA
KAVEOLIN- c-Met ILISKISININ
BELIRLENMESI

MURAT COKAKLI

TIBBI BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

[ZMIR-2006



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HEPATOSELLULER KARSINOMA
DOKULARINDA VE HUCRE HATLARINDA
KAVEOLIN- c-Met ILISKISININ
BELIRLENMESI

TIBBI BIYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

MURAT COKAKLI

Danmisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Nese ATABEY

(Bu aragtirma DEU Arastirma Fon Saymanlig1 Tarafindan 2005-346 numarali proje ile

desteklenmistir.)

il



“Hepatoselliiler Karsinoma Dokularinda ve Hiicre Hatlarinda Kaveolin-c-Met Iliskisinin

Belirlenmesi” isimli bu tez 28.08.2006 tarihinde tarafimizdan degerlendirilerek basarih

bulunmustur.

Jiiri Baskam
Prof. Dr. Nese ATABEY

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Jiiri Uyesi
Prof. Dr. Meral SAKIZLI
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Jiiri Uyesi
Yrd. Dog. Dr. Esra ERDAL
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Jiiri Uyesi
Prof. Dr. Ozgiil SAGOL
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal

Jiiri Uyesi
Yrd. Dog. Dr. Cigdem ERESEN
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

iii



ICINDEKILER

Sayfa No
ICINDEKILER iv
Tablo Listesi vi
Sekil Listesi vii
Kisaltmalar viii
Tesekkiir X
OZET 1
ABSTRACT 2
1. GIRIS VE AMAC 3
2. GENEL BILGILER 5
2.1. Kaveolinin Normal Hiicrelerdeki Rolii ve Cesitli Kanserlerdeki Onemi 5
2.1.1. Kaveole ve Lipid Sallarinin Tanimi, Gorevleri ve Onemi 5
2.1.2. Kaveole ve Kaveolinin Yapisi ve Gorevleri 7
2.1.3. Kaveole ve kaveolinlerin kanserle iligkisi 12
2.2. HGF-c-Met Sinyal iletim Yolu 17
2.3. Hepatoselliiler Karsinoma 23
3. MATERYAL VE YONTEM 28
3.1. Hiicre Kiiltiirii 28
3.2. Hiicre Hatlarinda Kaveolin ve c-Met Ekspresyonlarinin RNA Diizeyinde
Belirlenmesi 28
3.2.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu 29
3.2.2. izole Edilen RNA’larin Spektrofotometrik Olarak Kantitasyonu 30
3.2.3. Total RNA’larin Kalitesinin Formaldehidli Agaroz Jel Elektroforezinde
Belirlenmesi 30
3.2.4. Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmesi 30

3.2.5. cDNA Kaliplarindan Spesifik Primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 31
3.2.6. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi ve Goriintiillenmesi 34

3.3. Hiicre Hatlarinda Protein Diizeyinde c-Met ve Kaveolin Ekspresyonlarinin

“Western Blot” Yontemi ile Belirlenmesi 34
3.3.1. Hiicrelerden Total Protein izolasyonu 35
3.3.2. Protein Miktarlarinin BCA Yontemi ile Belirlenmesi 35

v



3.3.3. Proteinlerin “SDS-Page” Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi
3.3.4. Poliakrilamid Jelde Yiiriitiilen Proteinlerin PVDF Membranlara
Transferi ve Membranin Bloklanmasi

3.3.5. Primer ve Sekonder Antikor Muameleleri

3.3.6. Proteinlerin Membran Uzerinde Deteksiyonu

3.4. Kaveolin ve c-Met Ekspresyon ve Lokalizasyonlariin Immunositokimya
Yontemi ile Belirlenmesi

3.5. Kaveolin ve c-Met Ekspresyon ve Lokalizasyonlarmin Immunofloresans
Yontemi ile Belirlenmesi

3.6. HGF Indiiksiyonuna Yanit Olarak Kaveolin ve c-Met Ekspresyon
Diizeylerinin Degisiminin RNA Diizeyinde Belirlenmesi

3.7. Kaveolin-c-Met Iliskisinin Immunopresipitasyon le Belirlenmesi

3.8. Hepatoselliiler Karsinoma Parafin Arsiv Dokularinda Kaveolin
ve c-Met Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

4. BULGULAR

4.1. Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatlarinda Kaveolin-1, 2, ve c-Met
Ekspresyonlari

4.2. Patoloji Arsivindeki Hepatoselliiler Karsinoma Dokularinda Kaveolin
ve c-Met Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

4.3. HCC Hiicre Hatlarinda Kaveolin-c-Met Iliskisinin immunopresipitasyon Ile
Gosterilmesi

5. TARTISMA

6. KAYNAKLAR

7. EK-1: SOLUSYONLAR

36

36

37

38

38

40

40
42

44
46

46

53

56

57

63
68



TABLO LiSTESI

Sayfa No
Tablo 1: Lipid sallarina ait gecerli nomenklatiir 6
Tablo 2: Kaveoleyle iligkili oldugu gosterilen 6nemli molekiiller 11
Tablo 3: Farkli dokularin kanserlerinde kaveolin ekspresyonlarinin degisimi 15
Tablo 4: HCC’de ekpresyonunun degistigi RNA mikro-dizin analizleri belirlenen
Oonemli genler 25

Tablo 5: HCC hiicre hatlarinin diferansiasyon durumlar1 ve bu hiicrelerdeki kaveolin

c-Met ekspresyonlari 47
Tablo 6: HCC ve siroz dokularinda kaveolin ve c-Met ekspresyonlari 53
Tablo 7: HCC ve siroz dokularindaki kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin oranlari 55
Tablo 8: HCC ve sirozda kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin korelasyonu 55

vi



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 1: Kaveole membran yapilarinin elektron mikroskobundaki goriintimleri 5
Sekil 2: Kaveolin gen ailesinin ve kaveolinin sematik gosterimi 8
Sekil 3: Kaveolinlerin oligomerize olarak kaveole yapisini olusturmasi 9
Sekil 4: Kaveolin ve kaveolelerin farkl hiicresel islevlerdeki rolleri 10
Sekil 5: Kaveole ve kaveolinlerin sinyal yollarindaki ana rollerini gdsteren
hipotetik bir model 14
Sekil 6: Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) niin yapis1 ve icerdigi bolgelerin
sematik gosterimi 18
Sekil 7: HGF reseptorii c-Met’in yapisinin ve bolgelerinin sematik gosterimi 19
Sekil 8: c-Met sinyal iletim yolunun 6zet gosterimi 20
Sekil 9: c-Met proteininde yer alan 6nemli bolgelerin ve amino asitlerin yerlesimi 21
Sekil 10: HCC patogenezinde kronik hepatit i¢in 6nerilen rol 24
Sekil 11: Yapilan mikro-dizin ¢aligmalar sonucunda insan ve fare HCC’lerinin
siniflandirilmasi 27
Sekil 12: Kavelin-1, 2 ve c-Met’in mRNA diizeyindeki ekspresyonlarinin HCC
hiicre hatlarinda gosterilmesi 46
Sekil 13: Kaveolin-1’in HCC hiicre hatlarinda protein diizeyindeki ekspresyonlarinin
Western-Blot ile gosterilmesi 47
Sekil 14: HCC hiicre hatlarinda kaveolin 1’in immunofloresans ile gosterilmesi 48
Sekil 15: HCC hiicre hatlarinda kaveolin 1’in immunositokimya ile gosterilmesi 50
Sekil 16: HCC hiicre hatlarinda c-Met’in immunositokimya ile gosterilmesi 51
Sekil 17: SNU-475de kaveolin ve c-Met iliskisinin immunopresipitasyon ile
gosterilmesi 56

vii



KISALTMALAR

EGF: Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor)

EGFR: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (Epidermal Growth Factor Reseptor)
PDGEF: Platelet Tiirevli Bliylime Faktorii (Platelet —Derived Growth Factor)

PDGFR: Platelet Tiirevli Biiylime Faktorii Reseptorii (Platelet —Derived Growth Factor
Reseptor)

eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (endothelial Nitric Oxide Synthase)

HCC: Hepatoselliiler Karsinoma (Hepatocellular Carcinoma)

HBV: Hepatit B Virusu (Hepatitis B Virus)

HCV: Hepatit C Virusu (Hepatitis C Virus)

CSD: Kaveolin iskele Bolgesi (Caveolin Scaffolding Domain)

CBD: Kaveolin Baglanma Bolgesi (Caveolin Binding Domain)

COD: Kaveolin Oligomerizasyon Bolgesi (Caveolin Oligomerization Domain)

IR: Insiilin Reseptorii (Insulin Reseptor)

GPI: Glikozil Fosfatidil Inositol (Glycosyl-Phosphatidyl Inositol)

VIP21: 21 kD’luk Vesikiiler Integral Membran Proteini (Vesicular Integral Membrane
Protein of 21 kD)

MS: Membrani Dolanan (Membrane Spanning)

SV 40: Simian Virusu 40 (Simian Virus 40)

PKA: Protein Kinaz A (Protein Kinase A)

PKC: Protein Kinaz C (Protein Kinase C)

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

NGF: Sinir-hiicresi Biiytime Faktorii (Nerve Growth Factor)

NO: Nitrik Oksit (Nitric Oxide)

HGF/SF: Hepatosit Biiytime Faktorii/Sa¢ilim Faktorii (Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor)

SPH: Serin Proteinaz Homoloji (Serine Proteinase Homology)

MSP: Makrofaj Uyarici Protein (Macrophage Stimulating Protein)

PLC: Fosfolipaz C (Phospholipase C)

APC: Adenomotoz Polipozis Koli (Adenomoutos Poliposis Coli)

pRB: Retinoblastom Proteini (Retinoblastoma rotein)

viii



CDK: Siklin Bagimli Kinaz (Cyclin Dependent Kinase)

AFP: Alfa Fetoprotein (Alpha-feto protein)

VEGEF: Vaskular Endotelyal Biiytime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor)
VEGFR: Vaskular Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii (Vascular Endothelial Growht
Factor Reseptor)

MMP: Matriks Metalloproteinaz (Matrix-Metalloproteinase)

FBS: Fétal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

DMEM: Dulbecco’nun Modifiye Ortami (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
IGF: Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin Like Growth Factor)

uPAR: Urokinaz-tipi Plazminojen Aktivator Reseptorii (Urokinase-type Plasminogen
Activator Receptor)

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

Grb2: Biiyiime Faktorii Reseptorii Baglh Protein 2 (Growth-factor Reseptor Binding Protein 2)
Gab1: Grb2 ile Iliskili Baglanma Proteini 1 (Grb2-associated binding protein 1)
ERK: Ekstraselliiler Olarak Diizenlenen Kinaz (Extracellular Regulated Kinase)
FAK: Fokal Adezyon Kinaz (Focal Adhesion Kinase)

MDCK: Madin Darby Canine Kidney

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

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

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

M-MuLV: Moleney Murine Leukemia Virus

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

NaF: Sodyum Florid (Sodium Floride)

Na3;VOy: Sodyum Orto-vanadat (Sodium Ortho-vanadate)

NaCl: Sodyum Klorid (Sodium Chloride)

PMSF: Fenil-metil-siilfonil (Phenyl-methyl-sulphonyl)

BSA: Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin)

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

PVDF: Poliviniliden Diflorid (Poly-vinylidene floride)

X



TESEKKUR

Yiiksek Lisans 6grenimi boyunca yaptig1 her tiirlii katkidan dolay1 basta danigmanim
Prof. Dr. Nese ATABEY e ve Yrd. Dog. Dr. Esra Erdal’a, immunohistokimya analizleri icin
Prof. Dr. Ozgil SAGOL’a, hiicre hatlari ve verilerle ilgili kritik yorumlar1 igin
Prof. Dr. Mehmet OZTURK ’e, doku rezeksiyonlarin1 yapan Prof. Dr. Sedat KARADEMIR’e,
immunohistokimya boyamalar1 icin Teknisyen Ayse CAYAN’a, laboratuvardaki
yardimlarindan dolayr Dr. Giilay BULUT ve Dr. Ashh TOYLU’ya tesekkiirii bir borg

biliyorum.



OZET

Hepatoselliiler Karsinoma Dokularinda ve Hiicre Hatlarinda Kaveolin ve c-Met

Iliskisinin Belirlenmesi

Murat COKAKLI, Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali, 35340, Balgova—izmir, Tiirkiye

Kaveoleyi olusturan ana protein olan kaveolin Ras, Epidermal Biiylime Faktorii
Reseptorii (EGFR), ve Platelet Tiirevli Biiyiime Faktorii Reseptorii (PDGFR) gibi sinyal
molekiilleriyle iliskiye girer. Ayrica kaveolin, cesitli kanser tiirlerinde farkli ekspresyon
degisimleri gostererek dnemli roller oynamaktadir. Bircok kanser tiirii kaveolinle iligkilidir,
fakat kaveolinin Hepatoselliller Karsinoma (HCC)’daki rolii bilinmemektedir. Kaveoleler
sinyal kaskadlar1 i¢in uygun bolgeler olduklarindan, kaveolinin Hepatosit Biiyiime Faktorii
(HGF) reseptorii olan c-Met ile de iliskili olast muhtemeldir. Bu ¢alismada, HCC hiicrelerinde
kaveolin-c-Met ekspresyonlari ve iliskisi arastirildi. lk olarak kaveolin ve c-Met ekspresyon
seviyeleri HCC hiicre hatlarinda analiz edildi. Kaveolin ekspresyonunun az-diferansiye
hiicrelerde bulunurken iyi-diferansiye hiicrelerde bulunmadigi, c-Met ekspresyonunun ise
SNU-398 hari¢ tiim HCC hiicre hatlarinda bulundugu goriildii. Daha sonra, SNU-475’de
kaveolin ve c-Met’in HGF uyarimina baglh olarak ko-immunopresipite oldugu belirlendi.
Ayrica, kaveolin ve c-Met ekspresyonlar1 arsiv parafin bloklarinda incelendi ve HCC

dokularinda kaveolin ve c-Met ekspresyonlar1 arasinda giiclii bir uyum belirlendi.

Sonug olarak, bu calismada c-Met’in HGF uyarimina bagh olarak kaveolinle iliskiye
girdigi ilk kez gosterilmistir. Bu iligki hepatoselliiler karsinogenez siirecinde c-Met sinyal
yolunun regiilasyonunda onemli olabileceginden, bu hastaligin molekiiler patogenezinin

belirlenmesi icin yeni acilimlar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: kaveolin, kaveole, c-Met, HGF, HCC



ABSTRACT

The Identification of Caveolin and c-Met Interaction in Hepatocellular

Carcinoma Cell Lines and Tissues

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

Caveolin which is the main protein component of caveolae, interacts with several
signaling molecules such as Ras, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), and Platelet
Derived Growth Factor Receptor (PDGFR). Moreover, caveolin plays important roles with
different expression profiles in various cancers . Many cancers are correlated with caveolin,
but there is no data about the role of caveolin in Hepatocellular Carcinoma (HCC). Because of
caveolae are an appropriate location for the signaling cascades, it is also possible that caveolin
interacts with c-Met, which is Hepatocyte Growth Factor (HGF) receptor. In this study, we
investigated the expression and interaction of caveolin and c-Met in HCC cells. Firstly, c-Met
and caveolin expression levels were analyzed in several HCC cell lines. Although caveolin
expressions were only found in poorly-diferantiated cell lines but not well-differentiated
cells, c-Met expressions were found positive in all cell lines except for SNU-398. Secondly,
we showed that c-met coimmunoprecipitated with caveolin under HGF induction on SNU
475. Additionaly, caveolin and c-Met expressions were determined in parafin-embedded
archive materials by immunohistochemistry, and a strong correlation was found between

caveolin and c-Met expressions in HCC tissues.

As a conclusion, it was demostrated firstly in this study that c-met interacts with
caveolin under HGF induction. Since this migth have a role in the regulation of c-Met
signalling during hepatocarcinogenesis, this study opens new insigths in the determination of

molecular pathogenesis of disease.

Key Words: caveolin, caveolae, c-Met, HGF, HCC



1. GIRIS VE AMAC

Kiiciik plazma zarn girintileri olan kaveoleler (caveolae), endositoz, transsitoz,
kolesterol transportunun yami sira sinyal iletiminde de 6nemli roller oynamaktadir (1).
Ozellikle son yillarda bircok kanser tiiriiniin gelisim ve ilerlemesinde gesitli roller oynadig
gosterilmistir . Kaveolelerin spesifik protein bileseni olan kaveolinin (caveolin), ¢esitli sinyal
molekiilleriyle olan iligkileri, bu iligkilerin sinyal yollarim1 ve hiicre davraniglarim
yonlendirmesi, ve bu yOnlenimin kanser gelisimi gibi siireclere olan etkisi tamimlanmaya
baslanmistir. Kaveolinle iliskiye girdigi bilinen molekiillere her gecen giin bir yenisi
eklenmektedir ve bu iliskilerin 6zellikle hiicre sinyal yolaklar iizerindeki etkisi giiniimiizdeki

en aktif aragtirma alanlarindan birisidir (2).

Hepatosit Bilyiime Faktorii (HGF) reseptorii olan c-Met, bir tirozin kinaz reseptoriidiir
ve HGF uyarimiyla birlikte cesitli hiicre tiplerinde proliferasyon, migrasyon ve morfolojik
degisiklikleri aktive eder (3). c-Met sinyal yolu ayrica bir¢ok kanser tiiriinde 6nemli roller
oynar. Ozellikle kanser hiicrelerinin invazif olmasi ve metastatik karakter kazanmasinda
oldukga etkilidir. Cesitli kanser tiirlerinde HGF ve c-Met’in over-ekspresyonuna veya c-Met
konstitiitif aktivasyonuna rastlanmistir (4). c-Met sinyal yolunun proliferasyon, adezyon,
invazyon, morfogenez gibi bircok biyolojik yanitlar1 indiikleyebilmesinde, farkli sinyal
yollariyla yaptig1 karsilikli  haberlesme (cross-talk) oOnemli rol oynar. Bu karsilikli
haberlegmelerin bir kismi1 tanimlanmistir, ancak 6zellikle metastaza giden siirecte hangi sinyal

yollariin ve molekiillerinin ige karigtig1 tam olarak bilinmemektedir (3).

Hepatoselliiler karsinoma, tiim diinyada artan insidansiyla birlikte her yil 500.000
kisinin oliimiine neden olan bir kanser tiiriidiir (5). HCC’nin molekiiler patogeneziyle ilgili
bir¢cok bilinmeyen vardir. Bu bilinmeyenlerin temelinde ise HCC’nin olduk¢a heterojen bir
kanser tiirii olmas1 vardir. HCC’nin erken tanis1 ve tedavisi icin, bu kanser tiirliniin gelisimine
neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Hepatosit biiyiime
faktorii olan c-Met, HCC’de dahil olmak iizere bircok kanserde tiiriinde etkili olmaktadir (6).
HCC’de ozellikle metastatik karakter ve diisiik sagkalimla iligkilendirilmistir (7). c-Met sinyal
yolunun kompleks ve pleiotropik etkili bir sinyal yolu olmasi, ayrica bu kompleks sinyal

yolunun regiilasyonuyla ilgili molekiiler mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamasi, HCC



gelisiminde ve ilerlemesinde c-Met’in nasil etkili oldugu sorusunu da cevapsiz birakmistir.
Cesitli sinyal molekiillerini icerisinde toplayarak 6zellesmis bolgeler olusturan kaveoleler c-
Met sinyal yolunun dallanmasi ve regiilasyonu i¢in, kaveolin de c-Met’in regiilasyonu icin iyi

birer aday olarak goriinmektedir.

Kaveolelerin ¢esitli sinyal molekiilleri icin 06zellesmis membran bolgeleri
olusturmalart ve kaveolinin bircok sinyal molekiilii ile iliskiye girerek onlarin
regiilasyonunda rol almasi, c-Met reseptoriiniin ve sinyal yolunun da kaveole ve kaveolinle
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotez dogrultusunda, ¢alismamizda kaveolin ve
c-Met arasinda bir iliski olup olmadig1 ve bu molekiiler etkilesimin hepatoselliiler karsinoma

gelisiminde ve ilerleyisinde rolii incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kaveolinin Normal Hiicrelerdeki Rolii ve Cesitli Kanserlerdeki Onemi

2.1.1 Kaveole ve Lipid Sallarimin Tanimi, Gérevleri ve Onemi

Kiigiik plazma zar1 girintileri olan kaveoleler ilk olarak 1950’li yillarda elektron
mikroskobu goriintiilerinde fark edilmistir ve kiiciik magaraya benzeyen yapilarindan dolay1
bu ismi almislardir (1) (Sekil-1). Ancak gorevleri ve Snemleriyle ilgili ilk bilgiler 1990’
yillardan itibaren edinilmeye baslanmustir. Ozellikle kaveoleleri olusturan spesifik protein
olan kaveolin-1’in (daha sonra sirasiyla kaveolin-2 ve 3’iin) tamimlanmasiyla ¢esitli hiicresel
islevlerdeki 6nemleri anlasilmis ve gittikce artan bir ivmeyle calisilan molekiiller arasinda yer
almistir (2, 8). Halen sinyal iletimi, endositoz, transsitoz, kolesterol transportu gibi ¢ok farkli
hiicresel siireclerle iliskili olarak kaveolin proteini ve kaveole membran yapilari, tamamen
anlasilamamis bir¢ok siirecle iliskilerinden dolay1 en aktif caligma alanlarn arasinda yerini

korumaktadir (2, 9).

—

Sekil 1: Kaveole membran yapilarinin elektron mikroskobundaki goriintimleri (2).

Kaveole yapilar da bir tiir lipid salidir ve diger lipid sallar1 gibi sfingolipid, fosfolipid
ve kolesterol agisindan zengin, membranin diger bolgelerine gore daha yogun olan, Triton X-
100 gibi iyonik olmayan deterjanlara kars1 diren¢li membran bolgelerini olustururlar (2, 9).

Lipid sallarinin en belirgin 6zelliklerinden birisi de ¢esitli proteinlerin, farkli lipid sallarinda



yogunlagsmasi veya hi¢ bulunmamasidir. Sallara afinitesi yiiksek olan proteinler arasinda G-
protein bagh reseptorler, Src-ailesi tirozin kinazlari, GPI-bagli proteinler, Hedgehog gibi
kolesterol bagli ve palmitollii proteinler bulunur (9, 10). Zamaninin biiyiik kismin1 sal disinda
geciren bir protein, ¢apraz baglanmayla ya da oligomerizasyonla sallara ¢ekilebilir. Proteinin
ayr1 bir bolgeye cekilmesi ise kinazlar, fosfatazlar, palmitolazlar gibi degisik enzimleri iceren
bir cevrede sinyal iletimini saglayabilir. Lipid sallar1 i¢in degisik siniflandirma sistemleri
vardir, cilinkii bu yapilan birbirinden ayirmak oldukca zordur (Tablo 1). Ayrica sallarin canli
hiicrelerde varligint kanitlamak ¢ok giic oldugundan, lipid sali kavrami uzun zamandan beri
tartismalidir. Ancak kaveole yapilar1 spesifik bir protein bileseni olan kaveolinin varlig

nedeniyle tanimlanmasi1 ve ¢alisilmasi kolaydir ve bu 6zelligiyle diger sallardan ayrilmaktadir

).

Tablo-1: Lipid sallarina ait gecerli nomenklatiir (9).

Sallar Sal Gruplari Deterjan- Kaveoleler
Direncli
Membranlar
- Glikosfingolipidler - Sal kiimelenmeleri - Triton X-100 , - Sal lipid ve
- Kolesterol * antikor Brij-58, NP-40, | proteinleri
. - Doymus agil zincirleri * lektin CHAPS gibi
Bilesenler iceren lipid modifiye * komsu hiicre deterjanlar ile | - Kaveolin
proteinler proteinleri muameleden  sonra
* GPI-bagh * fizyolojik insoluble kalma
* Src-tipi capraz-baglh
proteinler
- 50 nm capinda - Biiyiik, siklikla - Siikroz ya da - Morfolojik “cave-
- Hareketli yiizlerce nm ile um optiprep yogunluk benzeri” hiicre
2 . (10® em’sec™) boyutlarinda gradiyentinde diisiik | yiizey
Ozellikler | _ S1vi-diizenli fazda - Genellikle yogunlukta yayilim invaginasyonlari
sitoiskelete bagl
- Dogal sallar yalnizca | - Kiimelenme hem - Dogal olmayan - Sal alt-kategorisi
canli hiicrelerde tesbit | yapay olarak hem de | (agrege) sal - Son derece
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Sallarin hiicre yiizeyindeki en 6nemli rolii, sinyal iletimindeki rolleridir (11). Tirozin
kinaz sinyalinde ligand aktivasyonunun bir sonucu olarak plazma membraninin sitoplazmik
tarafina adaptorler, iskele (scaffolding) proteinleri ve enzimler ¢ekilir. Sallarin buradaki rolii,
ligand baglanmasiyla aktive olan reseptor i¢in, konsantre platformlar olusturmaktir (2, 9, 12).
Eger reseptor aktivasyonu bir lipid salimin iginde olursa, sinyal kompleksi membran
fosfatazlar gibi sal icerisinde bulunmayan fosfatazlardan korunur. Genellikle, sal baglanmasi
proteinleri yeni bir mikrocevreye getirir, burada lokal kinazlar ve fosfatazlarla fosforilasyon
durumu diizenlenebilir (11). Sallarda sinyal iletiminin baslamasiyla ilgili birka¢ model vardir
(9). Birinci modelde, reseptorler duragan halde iken sallarla iligkili olabilirler ve ligand
baglanmasiyla aktive olurlar. Ikinci modelde, bireysel reseptorler (zayif sal afiniteli) ligand
baglanmasiyla oligomerize olabilir ve bu sallarda bulunma siiresinin artmasina onciiliik eder.
Son olarak, aktive reseptorler diger sallardaki proteinlere baglanan capraz-baglayici

proteinleri devreye sokar, bu da sal birlesmesiyle sonuglanir.

2.1.2 Kaveole ve Kaveolinin Yapist ve Gorevleri

Kiigiik flask benzeri hiicre ylizey girintileri olan kaveolenin ana yapisal proteini
kaveolindir (1). Kaveolin ilk olarak v-Src ile transforme olan tavuk embriyolarinda ana bir
fosfoprotein olarak kesfedilmistir (13) (Sekil 2-a). Genom c¢aligmalar1 sonucunda bu kaveolin
genlerinin, trans-golgi tiirevli transport vezikiillerinin bir tiyesi olan VIP-21 (vesicular integral
protein of 21 kD)’a 6zdes oldugu bulunmustur (8). Bunlarin da kaveole mikrobolgelerini
secici sekilde hedef aldiklar1 gosterilmistir. Insanlarda kaveolin gen ailesi 3 iiye igerir:
kaveolin 1, 2, ve 3. Bu ii¢ kaveolin proteininin ekspresyon profilleri ise farklilik gosterir.
Kaveolin 1 ve 2 adipositlerde, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde, pndmositlerde ve
fibroblastlarda yiiksek oranda eksprese edilirken, kaveolin-3 kas hiicre tiplerinde (kardiyak,
iskeletal ve diiz kas hiicreleri) eksprese olmaktadir. Kaveolin 2’nin tek basina iiretimi kaveole
olusumunu indiiklemezken, kaveolin 1 veya 3’tin {retimi kaveole olusumunu
saglayabilmektedir. Kaveolin 1 ve 2’nin de kendi aralarinda farkli izoformlar1 bulunmaktadir

(1, 2) (Sekil 2-b).
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Sekil 2: Kaveolin gen ailesinin ve kaveolinin sematik gosterimi. a) Kaveolin gen ailesi
iyelerinin ve izoformlarinin sematik gosterimi. b) Kaveolin proteininin membrani1 nasil
gectigini ve ana bolgelerini gosteren sekil. MS bolgesi membran iginde bir sa¢ tokasi yapisi
olusturuyor, fakat membrana penetre olmuyor. Ayrica kaveolin mebrana ii¢ adet palmitol
capasi ile tutturulmus durumda. CSD: Caveolin Scaffolding Domain, MS: Membrane

Spanning domain (1).

Kaveolinlerin bir diger onemli o©zelligi de daha yiiksek diizende komplekslere
oligomerize olma yetenekleridir. Kaveolin 1, endoplazmik retikulumdaki sentezinden sonra
homo-oligomerize ya da kaveolin-2 ile hetero-oligomerize olur ve 14-16 bireysel molekiilden
olusan bir birim olusturur (2). Kaveolin-1’in 61-101’inci amino asitleri (Caveolin
Oligomerization Domain = COD) homo-oligomerizasyonu gerceklestirirken, kaveolin 1 ve
2’nin membrani gecen bolgeleri hetero-oligomerizasyonu gerceklestirir. Plazma membranina
transportun ge¢ asamalarinda, kaveolin oligomerleri daha yiiksek diizeyde bir iligkiye girer,
bu sefer kaveolin 1’in C-terminalinden diizenlenme olur (Sekil-3). Kaveolin 2, kaveolin 1 ile
hetero-oligomerizasyona girerek kaveolin 1’in stabilitesine yardimci olur. Asil hiicresel
fonksiyonlar1 gerceklestiren, cesitli protein-protein iligkilerine katilan kaveolin 1’dir.

Kaveolin 3 ise kas hiicrelerinde kaveolin 1’in roliinii iistlenmistir (1, 2, 13).
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Sekil 3: Kaveolinlerin oligomerize olarak kaveole yapisini olusturmasi. Kaveolinler ya
homo-oligomerizasyonla (kaveolin 1 veya 3’tin kendi aralarinda), ya da hetero-

oligomerizasyonla (kaveolin 1 ve 2 arasinda) kompleksler olustururlar (14).

Kaveolinler ¢ok farkli hiicresel islevin gerceklestirilmesinde rolleri olan molekiillerdir
(2). Bunlarin basinda epitel hiicrelerinde madde ge¢isini saglamak icin kullanilan transsitoz
olay1 gelir (Sekil 4-a). Hiicrelerarasi tasinim, endotel hiicreleri icin 6nemli bir madde alinimi
mekanizmasidir. Kaveoleler ayrica klatrin kapli olmayan endositozda da gosterilmistir.
Kaveolar endositoz sadece bireysel molekiillerle sinirli degildir, SV40 ve E. coli’nin bazi
suglarinin aliniminin da kaveoledeki bazi reseptorler araciligiyla oldugu gosterilmistir (10).
Ornegin Listeria’min hiicre icine almiminin, InB proteininin sallarda lokalize olan bazi
reseptorler araciligiyla oldugu gosterilmistir. Hiicre igine dogru girinti yapmis olan
kaveoleler, lizozomal ve endozomal olmayan ve endoplazmik retikulumdan koken alan,

kaveolin 1 iceren “kaveozom”lar ile birlesir (15)(Sekil 4-b).

Kaveolelerin bir diger 6nemli hiicresel fonksiyonu da kolesterol tasinimindaki rolleridir
(16) (Sekil 4-c). In-vivo da kolesterole baglanma yetenegi gosterilmis olan kaveolin 1’in
kolesterol azalmasma karst duyarlii@i yiiksektir. Ornegin hiicrelerin kolesterol oksidazla
muamelesi, bu proteinin endoplazmik retikulum — golgi kompartmanlarina yonlenmesine
neden olur; kolesterol oksidazin ¢ikarilmasi ise kolesterol ve kaveolin-1’in kaveoleye tekrar

donmesini saglar. Hiicrelerin kaveolin-1 cDNA’s1 ile transfeksiyonu, kaveolede yiiksek



seviyede kolesterol tutulmasina onciiliikk eder (1, 2, 16). Radyoaktif isaretli asetat (kolesterol
biyosentezinin bir Onciisii) kullanilarak “de-novo” sentezlenen kolesteroliin kaveolin-1
bagiml1 bir rotada endoplazmik retikulumdan plazma membranina gittigi goriilmiistiir. Ayrica
bu tasimm, kaveolin-1’in Onemli bir iiyesi oldugu, bir saperon-kolesterol kompleksi

olusumunu gerektirir (2).

a) transsitoz c)kolesterol transportu
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Sekil 4: Kaveolin ve kaveolelerin farkli hiicresel islevlerdeki rolleri. a) transsitoz, b)

endositoz, ¢) kolesterol transportu, d) sinyal iletimi (14).

Kaveolin ve kaveolelerin belkide en Onemli fonksiyonlar1 ise sinyal iletimindeki
rolleridir (13, 17). Su ana kadar kaveolin ve kaveole ile iliskili oldugu bilinen bir¢ok sinyal
molekiilii bilinmektedir ve her gecen giin bu listeye yeni bir molekiil veya sinyal yolu
eklenmektedir (18, 19)(Tablo 2). Kaveoleler spesifik lipid ve protein igeriklerinden dolay1
Ozellesmis membran bolgeleri olustururlar ve sinyal molekiillerinin belli bolgelerde
yogunlagsmasina yardim ederler. Ayrica kaveolin 1, EGFR gibi bazi tirozin kinaz reseptorleri

ve Src gibi sinyal molekiilleriyle iliskiye girerek aktivasyonlarini engelleyen bir inhibitor gibi
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davranirlar (20, 21, 22). Bir proteinin kaveolede bulunma yeteneginin tam bir kriteri heniiz
olmasa da, bu sinyal molekiillerinin bazilar1 lipid modifikasyonlari igerirler. H-Ras, Src-ailesi
tirozin kinazlari, heterotimerik G-proteinlerinin a-altbirimi, ve e-NOS gibi iyi tanimlanmis
kaveole iligkili molekiiller, bir ya da birka¢ palmitol, miristol ya da prenil gruplar
barindirirlar. Boyle molekiillerin kompartmanlara ayrilmasi, asagr yondeki sinyal
molekiillerinin (downstream effectors) diizenlenmesi i¢in bir mekanizma saglar ve farkh
sinyal yollar1 arasindaki karsilikli haberlesmeyi (cross-talk) aciklar. Bu hipotez “Kaveole

Sinyal iletimi Hipotezi” olarak bilinir (22, 23).

Tablo 2: Kaveoleyle iliskili oldugu gosterilen 6nemli molekiiller (1, 2, 14).

Kaveole Ile Iliskiye Girdigi Bilinen Molekiiller

* Gos *  p75 NGEF reseptorii
*  G-proteini-eslikli » TrkA

reseptorler + Insiilin reseptorii
* PKA * H-Ras
* PKCa * c-Src
* Fosfolipaz D1 * Fyn
*  TGFp tip-1 reseptor + Integrinler
*  EGF reseptoril * eNOS
* cNeu * nNOS
*  PDGEF reseptorii

Kaveolin I’in iligkili oldugu molekiiller CSD (Caveolin Scaffolding Domain)
araciligiyla kaveolinle iliski kurarlar (24). CSD’ye baglanan bolgeler ise CBD (Caveolin
Binding Domain) olarak adlandirilir. Faj-goriintilleme deneyleri ile kaveolinl CSD’sine
baglanan peptid dizileri belirlenmistir. Buna gore PXPXXXXD, PXXXXPXXD,
PXOXXXXDXXD (P: hidrofobik bir amino asid, X: herhangi bir amino asid) motifleri
iceren bazi peptidlerde yiiksek siklikta baglanma gozlenmistir. Gercekten de kaveolinle
iliskiye giren sinyal molekiillerinin cogunda bdyle bir dizi bulunur, ve bu dizi mutasyona

ugratildiginda baglanma ortadan kalkmaktadir (25).
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Kaveolinin MS bolgesinin eNOS enzimiyle iliskili oldugu bulunmustur. Kaveolini
olmayan hiicrelerde nitrik oksit (NO) iiretimi inhibe edilir. Artmis NO sinyali olan farelerde
al-adrenerjik uyariya yanit olarak vazokonstriksiyon bozulmasi gozlenir, asetilkolin uyaril

vaskular relaksasyon ise artirilir (26).

2.1.3 Kaveole ve kaveolinlerin kanserle iliskisi

Kaveolin 1’in v-Src ile transforme tavuk embriyo fibroblastlarinda ana bir fosfoprotein
olarak kesfi, kaveole/kaveolin ve kanser arasindaki ilk olas1 baglantiy1 saglamistir. NIH 3T3
hiicrelerinin  onkogenik transformasyonunun kaveolin 1’in transkripsiyonel down-
regiilasyonuna ve morfolojik kaveole olusumunun kaybina neden oldugu bulunana kadar bu
iliski tam olarak tanimlanamamustir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da diger tiimor kokenli
hiicre hatlarinda ve karsinomalarda benzer etkiler gozlenmistir. Bu ac¢idan, kaveolin 1’in
transforme hiicre hatlarindaki heterolog ekspresyonu de-novo kaveole olusumuyla ve

tutunma-bagimli biiyiimenin ortadan kalkmasiyla sonuglanir (27).

Kaveolin 1’in H-Ras, v-Abl, c-Src, c-Myc, Neu tirozin kinaz ve “insan papillom virusii
erken geni E6” gibi aktive onkogenleri eksprese eden hiicrelerde baskilanmis oldugu
gosterilmistir (28). Kaveolin 1’in bu onkogenleri ve asagi yondeki efektorlerini karsilikli
olarak diizenleme yetenekleri arastirnlmistir. Over-ekspresyon deneyleri, kaveolin 1’in
gercekten Ras-p42/44 MAP kinaz yolunun etkili bir inhibitorii oldugunu gdstermistir (2, 29).
[lging bir sekilde, C. elegans’da RNAi ile kaveolin 1 ekpresyonunun baskilanmasi, kontrolsiiz
Ras sinyaline ¢cok benzeyen fenotipte mayotik hiicre dongiisiiniin hiperaktivasyonuna onciiliik
etmistir.  Kaveolin 1 ve 2, bir¢ok insan kanserinde delete olan 7q3.1 bolgesinde
haritalanmistir (30). Ayrica, incelenen meme kanseri Orneklerinin %16’sindan fazlasinda
kaveolin 1 geni mutant olarak bulunmustur (31). Bu mutasyonu tasiyan kaveolin 1
cDNA’simin rekombinant ekspresyonu, NIH 3T3 hiicrelerini transforme etmek icin yeterli
olmaktadir. Kaveolin 1’in CSD’sinden tiirevlenen bazi peptidler meme kanserinin tedavisinde
terapotik degere sahiptir. Meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve T-47D’de kaveolin 1’in
promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon saptanmistir ve bu kaveolin 1

ekpresyonunu baskilar. Boylece kaveolin 1 geni, yeni metilasyon inhibitorleri icin de bir
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adaydir (10, 28). Prostat kanserlerinde kaveolin 1 ekpresyonlarindaki artis ile metastatik
karakter arasinda dogrudan bir baglant1 vardir (32). Kaveolin 1, normal prostatin glandiiler
epitelinde yoktur, fakat yanindaki zayif olarak farklilasmis prostat kanser hiicrelerinde vardir

ve standart prostat kanserinin marker1 olarak iligkilendirilmistir (13).

Kaveolin 1 ve 2 genlerinin bulundugu genom bdlgesinin malin tiimorlerde siklikla
kayip olmasi, ayrica kaveolin 1 ekspresyonunun birka¢ insan kanserinde ve onkogenik olarak
transforme hiicrelerde down-regiile olmasi kaveolin 1’1 aday bir tiimor baskilayici gen
yapmaktadir. Kaveolin 1’in hedeflenmis down-regiilasyonu, hiicre transformasyonunu
siiriiklemek icin yeterlidir (25, 33). Kanser hiicrelerinde ekprese edilen rekombinant kaveolin
1, malignant 6zelliklerin bazilarin1 normale dondiirebilmek i¢in yeterlidir (34). Aym1 zamanda
kaveolin 1 ekpresyonu, hiicre dongiisii siiresince azaltilmaktadir (35). Kaveolin 1’in
ekspresyonundaki artis mitozu durdurur, bu da kaveolinin, hiicre dongiisiiniin negatif
regiilasyonu i¢in gerekli oldugunu gosterir. Kaveolin 1 geni olmayan fibroblastlar, yabanil tip
esleniklerinden daha hizli prolifere olurlar ve daha aktif hiicre dongiisii profiline sahiptirler

(1, 13).

Kaveolin scaffold bolgesi (CSD), baz1 sinyal molekiilleri i¢in bir tutunma bolgesi
(docking-site) olarak rol alir (24). CSD, kaveolinin membran lokalizasyonunda oldugu kadar
oligomerizasyon siirecinde de esansiyeldir. Kaveolinin, neredeyse bilinen tiim partnerleriyle
olan iligkileri bu bolge araciligiyladir. Birgok membranla iliskili tirozin kinaz aktivitesi,
kaveolar membranlarda lokalizedir (13). Src ve Src iligkili kinazlar ilk calisilanlardir. Daha
sonra epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) , platelet kokenli biiyiime faktorii
reseptorii (PDGFR) ve Insulin reseptorii (IR) sinyal yollari, su ya da bu sekilde kaveoleyle
iligkili bulunmustur (20, 36, 37, 38). Kaveolin v-Src ve aktive c-Src i¢in bir fosforilasyon
substratidir (39). Diger yandan kaveolin c-Src aktivitesini inhibe edebilir. Kaveolin c-Src’a
CSD ile baglanir. In-vitro kosullardakaveolin 1’in CSD peptidleri c-Src ya da Fyn tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eder (34). EGFR iizerinde de ¢alisildiginda aymi sonuglar alinir (20).
CSD peptidinin bu kinaz inhibitorii aktivitesi sadece tirozin kinazlara sinirli degildir. Protein
kinaz-A, Cy, ve MEKI gibi serin/treonin kinazlar1 da kapsar. IR hari¢, CSD bolgesi evrensel

bir kinaz inhibitorii olarak dikkate alinir (13).
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Sekil 5: Kaveole ve kaveolinlerin sinyal yollarindaki ana rollerini gosteren hipotetik bir
model. Filamin-kaveolin iliskisi kaveoleyi aktin sitoiskeletine baglamaktadir. Kaveolede
bulunan aktive biiyiime hormonu reseptorleri, Grb2 ve mSOS gibi adaptor proteinleri devreye
sokarlar ve kaveolede bulunan H-Ras’1 aktive ederler. Kaveole disindaki bir kaveolin havuzu
da integrinlerle iliskiye girer ve Fyn gibi Src ailesi tirozin kinazlarini inaktif durumda tutar.
Hiicre-matriks adezyonuyla birlikte Fyn aktif hale gecer ve adaptor proteinler aracilifiyla H-
Ras’1 aktive eder. H-Ras’in aktivasyonu MAP kinaz kaskadini etkinlestir. K-Ras ise kaveole
disindaki bir bolgede bulunur ve kaveolinle iliskiye girmez. Membranda kolesterol

deplesyonu yapilmasi ise kaveolinin ve kaveole olusumunun kaybina neden olur (2).

Kaveole vezikiillerinin hiicre sinyal yolaklarinda onemli oldugu, en azindan bir¢cok
sinyal molekiililyle ayr1 bir hiicresel lokalizasyonda yogunlagmasindan dolay1r kabul
edilmektedir (40)(Sekil 5). Ancak, hala kaveolinin diizenleyici roliiniin 6nemi ve dogasi
izerinde tartismalar vardir. Bu tartismalarin olasi nedenlerinden bir tanesi, kaveolin
yoklugunda bile lipid-modifiye molekiillerin diisiikk yogunluklu membran bdolgelerinde
bulunmasidir. Ornegin, eNOS’un sistein palmitolasyon bolgesinin mutasyonunun kaveole
lokalizasyonunu engellemesi, kaveolinin gerekli olmadigin1 destekler (1, 2). Ancak cesitli
calismalar, kaveolin 1 ve 3’iin NOS enzimatik aktivitesi iizerine inhibitor etkisini destekler

(41). c-Src ve Src-iliskili kinazlarin lipid modifikasyonlarinin uygun membran lokalizasyonu
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icin esansiyel olmasi  (H-Ras hari¢) kaveolinin bir “scaffolding” olarak roliiniin merkezi
olmadigin1 destekler (25). Yine de, baz1 sinyal yollarinin bir modiilatérii olarak kaveolinin
rolii kanit olmaktadir. Ornegin, Ras-p42/44 MAP kinaz yolunda bu rol gosterilmistir (2, 22).
Bu yolun aktivasyonu kaveolin 1 gen ekpresyonunu azaltir; kaveolin 1 protein seviyesi
artirldiginda ise bu yolak inhibe olur. Benzer bir durum Neu-aracili yolda da gecerlidir.
Kiiltiir hiicrelerinde kaveolin 1 ifadesinin bloklanmasi veya kolesterol deplesyonu, Ras

bagimli yolun aktivasyonuna neden olur. Ayrica, Shc ve Fyn tirozin kinazla iligkiye giren

Triton-soluble bir kaveolin havuzu da tanimlanmstir (42).

Tablo 3: Farkli dokularin kanserlerinde kaveolin ekspresyonlarinin degisimi (parentez

iclerindeki y1ldiz sayisi, o konuyla ilgili kanitlarin bollugunu gostermektedir) (13).

Normal Dokuya
DOKU ALT-TIiP gore Degisim

Safra kesesi karsinom Artig (F*%)
Beyin astrositom Mliski yok
Meme adenokarsinom Azalma (¥**%*)
Serviks karsinom Azalma (¥*)
Kolon karsinom Acik degil
Ozofagus skuamoz hiicre karsinom Artis (¥%)
Bobrek karsinom Acik degil
Lenfositler T hiicre 16semisi Artig (%)

multipl myelom Artis (¥)
Akciger kiigiik hiicreli karsinom Azalis (*)

kiigiik hiicreli olmayan kars. | Ac¢ik degil
Mezensim sarkom Azalma (*%)
Oral karsinom Acik degil
pankreas karsinom Azalma (*%%)
Prostat karsinom Artig (FF¥F¥)
Tiroid papiller karsinom Artis (%)

folikiiler karsinom Azalma (¥)
Vaskular anjiosarkom Azalma (*)
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Kaveolin ekspresyonlarn farkli kanser tiirlerinde farkli degisim gostermektedir
(43, 44)(Tablo 3). Meme gibi bazi1 kanser tiirlerinde ekspresyonu azalmaktadir ve bir timor
baskilayici olarak kabul edilmektedir (31). Ancak prostat gibi baz1 kanser tiirlerinde, 6zellikle
metastatik fenotiple iligkili olarak kaveolin ekspresyonlarinda bir artis goriilmektedir (13).
Boyle durumlarda ise kaveolin bir onkogen gibi davranmaktadir. Bazi kanser tiirlerinde ise
kaveolin ekpresyonlarindaki degisimle ilgili heniiz kesin veriler bulunmamaktadir (45, 46).
Sonug olarak kaveolin ekspresyonunun kaybi ya da kazanilmasinin, doku tipine baglh olarak

tiimorogenez siirecini farkli yonlere siirekledigi goriilmektedir (13).
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2.2. HGF-c-Met Sinyal iletim Yolu

c-Met ilk olarak 1980’lerde bir onkogen olarak belirlenmistir (3). c-Met’in bu formu
tirozin kinaz domaininin bir dimerizasyon domaini ile birlesmesinden olusan mutant
formudur. Proto-onkogenin ise bir tirozin kinaz reseptoriinii kodladiglr bulunmustur. c-Met’in
proto-onkogen ve onkogen formlarinin ilk tamimlandigi donemlerde ligandi heniiz
bilinmiyordu; ancak bagimsiz olarak yiiriitiilen calismalarda, etkili bir motilite faktoriiniin
(SF=Scattering Factor) ve hepatositler icin mitojenik olan bir faktoriin (HGF=Hepatocyte
Growth Factor) c-Met’in yiiksek afiniteli ligandlar1 oldugu anlagilmistir. Daha sonra bu iki

faktoriin ayn1 molekiil oldugu bulunmus ve HGF/SF olarak adlandirilmistir (6).

HGEF, c¢esitli hiicre tiplerinde proliferasyon, migrasyon ve morfolojik degisiklikleri
uyaran bir salgi proteinidir (3). Bu hedef hiicreler arasinda hepatositler ve diger epitelyal
hiicreler, melanositler, endotelyal ve hematopoietik hiicreler sayilabilir (3). Bu hiicre tiplerinin
cogu HGF’e yanit olarak prolifere olurken, endotelyal ve epitelyal hiicre kiiltiirii kolonileri
prolifere olmadan dagilir ve bu 6zellik HGF’in bir SF olarak bilinmesine neden olur. HGF
ayrica kiiltiir hiicrelerinin kollajen matriks i¢ine invaze olmasini da uyarabilir; veya tiibiiler
yapilar olugmasina (branching morphogenesis) neden olabilir (47). Baz1i sarkoma ve
karsinoma hiicre hatlarinda ise HGF sitotoksik etkiye sahiptir. HGF’e verilen tiim bu yanitlar

reseptoril olan c-Met proto-onkogen iiriinii araciligiyla gerceklestirilir. Genel olarak:

e Epitelyal farklilagma programini koruyan hiicreler HGF’e morfogenezle yanit
verirler.

e Epitelyal-mezensimal doniisiime ugrama gibi epitelyal karakteristiklerini
kaybetmis karsinom hiicreleri ise HGF’e invazyon ve metastazla yanit verirler

(3).

HGF, % 38’lik ortak amino asit dizisi paylasimi ve ¢esitli yapisal motiflerin varligiyla
insan plazminojenlerine benzer (3)(Sekil 6). Her iki protein de tek zincirli bir polipeptit olarak
sentezlendikten sonra proteolitik yikimla, biyolojik olarak aktif, disiilfit bagli heterodimer
olusturur. Yine her ikisinde de dimerin agir zinciri oncii polipeptidin N-terminal tarafindan

tiirevlenir ve bu bolgede kringle domainleri tasir (HGF de 4, plazminojende 5). Yaklagik 80
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amino asit uzunlugundaki kringle domainler, 3 tane intramolekiiler disiilfit bagi ve korunmus
dizilerle karakteristik bir katlanma paterni gosterirler. HGF’in 60 kDa’luk agir zincirinin
yanindaki yaklasik 34 kDa’luk hafif zincir, tipki plazminojende oldugu gibi bir serin proteaz
yapisina sahiptir. Fakat bu bolge katalitik aktiviteden yoksundur (3, 6, 48).

a B
[ I \
| Hepatosit Bityiime Faktdril (HGF) |

N: Amino terminal domain

K1-K4: Kringle domainler

SPH: Serin proteinaz homoloji domaini

o ve 3: Proteoclitik yikimdan sonra olusan alt-birimler

Murat

Sekil 6: Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) niin yapis1 ve icerdigi bolgelerin sematik

gosterimi (3).

728 amino asitlik tam-uzunluklu HGF proteinine ilaveten, c¢esitli alternatif mRNA
splayslarindan olusan iki HGF izoformu daha bulunur. Her iki izoform da N-terminal
domainini ve 1. kringle domaini icerdigi halde, izoformlarin biri NK1’de digeri ise NK2’de
sonlanir. Her iki izoform da c-Met’e baglanabildigi halde aktive ettikleri sinyal yollar1 ve

olusan biyolojik yanitlar farkli olmaktadir (3, 6).

HGF’in pleiotropik etkileri gelisim, organogenez ve doku rejenerasyonu sirasinda
olduk¢a onemlidir. Uygunsuz HGF sinyalleri bircok insan kanserlerinde bulunur ve HGF’in
proteaz iiretimi, hiicre disosiasyonu ve motilite programlarim1 baslatma yetenegi tiimor

metastaziyla baglantili olarak bulunmustur (3, 49).

Bir tirozin kinaz reseptorii olan c-Met, tipki HGF gibi disiilfit bagl bir heterodimer
yapisindadir ve bu heterodimer 6ncii, tek bir polipeptidin proteolitik yikimindan olusur (3,
6)(Sekil 7). Heterodimerin a-zinciri ekstraselliiler bolgede bulunur; B-zinciri ise ekstraselliiler
bolgenin geri kalanini, transmembran bolgeyi ve intraselliiler kinaz domainini kapsar. o-

zincirinin ve P-zincirinin ilk 212 rezidiisiiniin (Sema domainleri) ligand baglanmasi icin
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gerekli oldugu bulunmustur. c-Met’in ekstraselliiler bolgesinin geri kalanmi ise kiigiik bir
sisteince zengin bolge ve dort immunoglobulin domaini igerir. HGF/SF ve c-Met’in yapisal
ozellikleri bir diger ligand-reseptor ¢ifti olan MSP (Macrophage Stimulating Protein) ve Ron

reseptoriine oldukca benzer (50).

S: Sema domaini

Ig1-1g4: immiinoglobulin domainleri
J: Juxtamembrane domaini

K: Kinaz domaini

Y1349, Y1359: Multisubstrat docking site

o ve B: Reseptor alt-birimleri

Muraf

Sekil 7: HGF reseptorii c-Met’in yapisinin ve bolgelerinin sematik gosterimi (3).

Aktif c-Met’e cekilen sinyal molekiilleri arasinda Grb2, Gabl, Shc ve Crk/CRKL
adaptor proteinleri; PI3K, Stat3, PLC-y, SOS, Src kinaz, SHP2 fosfataz gibi molekiiller
bulunmaktadir (51, 52, 53)(Sekil 8). “Multisubstrate docking site” ile yapilan mutasyonel
analizler, Y'*®nm Grb2, PI3K, PLC-y ve SHP2 cagrilmasindan sorumlu iken, Y% ve
Y "****un birlikteki iliskisinin Gab1, Src ve SHC ile iliskiyi sagladigi bulunmustur (3, 6).
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MN-WWASP pRB LPA Paxillin Bad
Arp2f3 Caks MMPs FAK Caspase-9
Cadherins p27 Fibronectin Integrins
Hiicre polaritesi Proliferasyon Hiicre baglantisi Hiicre sagkalhmi
Aktin sitoiskeleti Hicre déngisi Migrasyon
I Motilite ilerlemesi Invazyon |
Dallanan morfogenez (branching morphogenesis) WMurat

Sekil-8: c-Met sinyal iletim yolunun 6zet gosterimi. HGF uyarilmasiyla baslayan c-Met
sinyal yolunda rol alan 6nemli molekiiller, ve bu molekiiller araciligiyla farkli sinyal yollarina

giden dallanmalar gosterilmektedir (3, 49).

c-Met sinyaline yanit olarak, hiicre tipi ve kiiltiir sartlarma bagli karakteristik hiicresel
yanitlar ortaya cikar. HGF/SF ve c-Met sinyalleri ¢esitli hiicre tiplerinde proliferatif ve anti-
apoptotik yamtlar: indiikler (3). Ozellikle MDCK hiicreleri olmak iizere epitelyal hiicreler
HGF/SF ve c-Met sinyaline yanit olarak koloni ayrilmasi ve epitelyal-mezensimal gecis
gosterirler. Ayrica bu hiicrelerin motiliteleri artar. Boyle hiicreler kollajen matriks icine
invaze olurlar. MDCK hiicreleri kollajen bir matriks i¢inde Kkiiltiire alindiklarinda dallanan
tiibiiller olustururlar. Tiibiiler dallanma, kiiltiirde gézlenen kompleks morfolojik bir olaydir ve

hiicre biiylimesinin, polaritesinin, hareketinin siki bir koordinasyonunu gerektirir (47, 54).
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Adherens baglantilarin ayrilmasi, hiicre yayilmasi ve motilite i¢in olduk¢a 6nemli olan
ERK/MAPK yolaginin ¢esitli inhibitorlerle engellenmesi, epitelyal hiicrelerin dagilmasini
onler. Gab1-Shp2-ERK/MAPK kaskadi hiicre ploriferasyonunu, baglanmasini ve mobilitesini
kontrol eden ETS/AP1 transkripsiyon faktorlerini ve adezyon molekiillerini diizenler (55). c-
Met ayrica Ras, Racl ve PAK bilesenlerini iceren bir sinyal yolunu da aktive ederek
sitoiskeletal diizenlenmeyi ve hiicre adezyonunu da kontrol eder. Hiicre sagkalimi ise PI3K ve
Akt/PKB yoluyla kontrol edilir. Ozetle c-Met sinyali kompleks, farkli dallarda ama iliskili
yolaklar1 aktive eder. Bunun yaninda c-Met plazma membraninda CD44, Bs-integrin, ezrin,
Fas reseptorii, semaforin reseptorleri ve E-kadherin gibi molekiillerle farkli sinyal platformlari

olusturmak {iizere iliskiye girer (4, 49).

Kiriima noktas ATP
baglanma biilgesi
S =
] oo T jun} o
2 a0 Bz B o 5 @Eeo F88
i 5 =z 2 g5 = Joam iz
> o] o = ST S B RS,
25 | alb | I 1390
| R S|
] | | C
| TPR-Met onkegeninin .
SEMA iligki I | 5 "multisubstrate”
ilaesi HGF baglanma bélgesi glusumu icin 5| slacsi
bélgesi 9 9 kil Kt baglanma bélgesi
(HS-proteoglikenlari da dahil) friina noktas!
Otofosforilasyon
Aktivasyon balgesi
[ 125-932 Ekstraselliler bélge Il 933-955 Transmembran bslge
Il 956-1390 Sitoplazmik bélge 1] 1078-1345 Kinaz bélgesi

Sekil 9: c-Met proteininde yer alan 6nemli bolgelerin ve amino asitlerin yerlesimi

(Orijinal).

HGF/SF ve c-Met’in genetik analizleri bu sinyal sisteminin 6zellikle embriyonik
gelisim sirasinda cok ©6nemli oldugunu gostermistir (3). HGF/SF eriskinde ve gelisim
sirasinda epitelyal hiicreler i¢in etkili bir motilite faktoriidiir ve c-Met bir¢ok organin epitelyal
hiicrelerinde eksprese edilir (50). Gelisimde HGF/SF ve c-Met, hepatositlerin ve plasental
trofoblastlarin sagkalimi ve proliferasyonu icin esansiyel olan sinyalleri saglar. HGF/SF - c-
Met sisteminin gelisim sirasindaki bir diger onemli etkisi de motiliteyle ilgilidir. Gelisim

sirasinda cesitli hiicreler uzun mesafelerde go¢ etmek zorunda kalirlar ve HGF/SF- c-Met
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sistemi Ozellikle de epitelyal-mezengimal gecisi saglayacak sekilde hiicrelerin motilitelerinin

artmasini saglayan sinyal yollarini aktive eder (56).

Eriskinde ise c-Met sinyalleri cesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde
gosterilmistir (3, 57). Ornegin karaciger, bobrek, kalp gibi dokularda olusan yaralanmalar
sonucunda plazma HGF diizeyleri artar ve HGF ifadesi sadece hasarli dokuda degil diger
dokularda da yiikselir. Bu durum HGF regiilasyonunun doku hasarina kars1 fizyolojik bir
savunma yanit1 oldugunu gosterir. Ilging bir sekilde interlokin-1 ve 6 gibi sitokinler HGF
transkripsiyonunu aktive ederler. HGF/SF etkili bir karaciger mitojenidir, ortalama karaciger
boyutunu ve karaciger rejenerasyonunu arttirir. HGF’in diger bir aktivitesi de oOzellikle

kanserde 6nem tasiyan anjiogenezdir (54, 55).

c-Met ve HGF/SF sinyal iletiminin bozuklugu bir¢ok insan malignansinda rastlanan
bir ozelliktir (3, 54). Insan tiimor hiicrelerinde HGF/SF ya da c-Met’in ekspresyonunun
downregiilasyonu, onlarin tiimorijenik potansiyellerini azaltir. Bir¢cok calismada HGF/SF
ve/veya c-Met’in siklikla karsinomalarda, insan solid tiimorlerinin ve metastazlarinin diger

tiplerinde eksprese oldugu gosterilmistir (6).

Bir¢ok kanserdeki c-Met aktivasyonu ligand-bagimli otokrin ya da parakrin
mekanizmalarla gerceklesir. Ornegin, osteosarkomalar ve glioblastoma multiforme c-Met ve
HGF/SF eksprese ederler (3). Ligand-bagimsiz aktivasyon ise reseptoriin yiiksek seviyelerde
aktivasyonuyla olusur. Aktive Ras gibi diger onkogenler de transkripsiyonel mekanizmalarla
c-Met overekpresyonunu gerceklestirebilirler. Kisacasi bircok insan kanserinin gelisiminde
c-Met ve HGF/SF o6nemli roller oynarlar, ancak kanser i¢in tek baslarina bir gosterge

degildirler (3, 6, 50).
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2.3. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) primer karaciger kanserinin neredeyse tamamini
olusturur ve tiim kanserler icinde % 5.4’liik bir paya sahiptir. Insidans1 cografik kosullara gore
degiskenlik gostermektedir; en fazla Asya ve Afrika’daki gelismekte olan iilkelerde, daha az
oranda ise gelismis iilkelerde. HCC genellikle viral hepatitli (HBV ve HCV), aflatoksine
maruz kalmig ya da asir1 alkol tiiketimi olan hastalarda gelismektedir (58). Tiim HCC’lerin %
85’inden, gelismekte olan iilkelerdeki HBV enfeksiyonlari sorumludur. Gelismis iilkelerde ise
HCYV enfeksiyolar1 ve alkol kullanimi HCC gelisiminden daha fazla oranlarda sorumludur.
Siroz gelisimi ise HCC gelisiminde oldukca dnemli, fakat 6n kosul olmayan bir siire¢ olarak
goriilmektedir. HBV enfeksiyonlarina bagli HCC’lilerin ¢ogunda siroz goriilmezken, HCV ve

alkole bagli HCC’lerin neredeyse tamaminda siroz da goriilmektedir (59).

HCC’nin tedavi edilmesi ve onlenmesi i¢in yapilan ¢alismalar, hastaligin gelisimi ve
molekiiler patogenezinin anlasilmasi iizerine yogunlagmistir. Fakat HCC patogenezi, hastalar
arasinda oldukga heterojen goriinmektedir (60). HCC patogenezinin anlasilmasi su nedenlerle
onemlidir:

e Kanser i¢in risk tagiyan hastalarin belirlenmesi.

e Kanser varligi i¢in tarama ve tesbit yontemlerinin gelistirilmesi.
e Klinik olarak sonucun 6ngoriilmesi.

e Tedavi yaklasiminin secilmesi.

® Yeni tedavi ya da Onleme stratejilerinin gelistirilmesi.

Ozellikle birkag tiimorogenez siirecinin (tiimoér baskilayict  kaybi, onkogen
aktivasyonu, direkt viral etkiler, DNA metilasyonu ve anjiyogenez) birlikte etkili oldugu
bilinmektedir. Bunlardan hangisinin tiimér baslangici, hangisinin tiimoér gelisimi i¢in dnemli
oldugu ise agik degildir (61). RNA mikro-dizin ve proteomiks caligmalari, bu kompleks ve

yaygin hastaligin anlasilmasinda umut vaat eden yontemler olarak goriilmektedir.
HCC’nin molekiiler analizleri, hepatokarsinogenez siirecinin genetik, viral ve ¢evresel

faktorlerin bir kombinasyonuna bagli oldugunu ve son derece kompleks ve heterojen

oldugunu gostermektedir (Sekil 10). Tek bir karacigerdeki preneoplastik nodiillerde bile
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biiyiik bir heterojenite vardir (59). Kromozomal seviyede ise bilyiik degisiklikler bulunur. 1p,
4q, 5q, 69, 8p, 9p, 13q, 16p, 17p bolgelerinde kayiplar gozlenirken, 1p, 6p, 8q, 17q
bolgelerinde fazlaliklar tespit edilmistir (62). Bu bolgelerin iginde cesitli tiimor baskilayici

genlerin ve onkogenlerin olacag agiktir.

Viral enfeksiyon

Qksidatif stres

N

rejenerasyonu l

_ 7

Sekil 10: HCC patogenezinde kronik hepatit i¢in 6nerilen rol (61).

HCC’de cesitli tiimor baskilayict genlerin rolii tanimlanmistir (Tablo 4). pS3 geni en
fazla calisitlamdir. HCC’li hastalarin %30-60’1inda p53 kaybi tespit edilmistir. En fazla
bulunan p53 degisimleri, bir allelin nokta mutasyonu ve diger allelin delesyonu seklindedir.
Fakat ¢ogu durumda p53 degisimi hastalifin baslangicina degil gelisimine etkili olmaktadir.
p53 mutasyonlart az-diferansiye tiimérlerde bulunurken, iyi-diferansiye tiimérlerde bulunmaz.
HCC’deki p53 mutasyonuyla iligkili spesifik cevresel bir etken aflatoksindir. Aflatoksin
maruziyetinin yiiksek oldugu Cin ve Afrikanin giineyindeki bolgelerde calisilan HCC’lerde
p53 mutasyonlarina siklikla rastlanmaktadir (60, 61).

p53’in disindaki diger tiimor baskilayict genlerin de HCC’de degisimi bulunmustur

(Tablo 4) . APC, retinoblastoma geni (pRb) ve p16™“* bunlarin basinda gelir. Ayrica p16’nin

bircok hastada hipermetilasyonla inaktif duruma geldigi de belirlenmistir. Ayrica CpG
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adalarinin metilasyonu, E-kadherin, p15, SOCS-1 ve GSTP gibi molekiillerin promotorlerinde

de gozlenmistir (61).

Proto-onkogenler ise HCC patogenezinde daha az kritik olarak degerlendirilmektedir.

HCC’de Ras, c-fos ve c-erbB-2 mutasyonlar1 yaygin degildir. c-Myc ise tiimorlerin %30’unda

gen amplifikasyonu yoluyla over-ekprese durumdadir. c-Met proto-onkogeni ise HCC’lerin

%50’sinden daha azinda over-ekspresedir, ancak yiiksek c-Met seviyeleri intrahepatik

metastaz ve diisiik sagkalimla iligkilidir (60, 61).

Tablo 4: HCC’de ekpresyonunun degistigi RNA mikro-dizin analizleri belirlenen

onemli genler (61).

e

Gen Islevi Gen Ekspresyon
Biiyiime (growth) Myb +
EGFR +
IGF2 +
PDGFRA/PDGFRB +
Hiicre dongiisii CDK 8,9, 10 +
Siklin G1 +
Siklin D1 -
Apoptoz TRAIL -
TRAF6 -
Survivin +
Metastaz MMP 1,7 +
Sinyal iletimi Wnt yolu +/-
MAPK yolu +
Metabolizma GST -
Sitokrom proteinleri -
Diger AFP +
VEGFB +
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HCC baslangicinda HBV’nin direkt bir etkisi HBV X proteini araciligiyla olur. 154
amino asitlik bu proteinin tam islevi bilinmedigi i¢in X proteini olarak adlandirilir. X proteini,
c-fos ve c-jun’1 da iceren cesitli onkogenlerin promoterlerini aktive etme yetenegindedir.
Ayrica p53 proteinini inhibe ederek apoptozisi de engelleyebilir. X proteini HCC hiicre
hatlarinda EGFR ekspresyonunu artirir ve TGF-a iiretimini indiikler. Ayrica X proteini,
karaciger fibrozisinin bir mekanizmasi olmasit muhtemel TGF-B sinyal yolunun
aktivasyonunu saglar. X proteini eksprese eden transgenik farelerin %84’iinde HCC gelisimi
gozlenmistir. X proteininin etkisine ilaveten HBV, direkt olmayan yollarla da HCC gelisimini
saglayabilir. Kronik viral hepatitis, hepatosit replikasyonunun devamli uyarilmasina ve
hepatik fibrozise yol acabilir. Bunlar ise heniiz bilinmeyen mekanizmalarla HCC baslangicini

uyarmak icin yeterli olabilir (61).

HCV, 9.6 kb uzunlugunda tek iplikli bir RNA virusudur. Ozellikle gelismis iilkelerde
HCC’lerin biiyiik kismindan sorumludur. Kronik hepatit C’li hastalarda HCC’nin molekiiler
patogenezi acik degildir. HCV konukc¢u genomuna entegre olmaz, ancak viral RNA, HCC
orneklerinde tespit edilebilir. HBV’nin X proteini gibi HCV’nin de kor proteini direkt olarak
HCC gelisimine onciiliik edebilir. In-vitro olarak cesitli onkogenleri aktive edebilir ve primer
hiicreleri transforme edebilir. Ayrica kor proteini transgenik farelerde HCC gelisimine neden

olur. p53 transkripsiyonunu da blokladig: bilinmektedir (61).

HCC’lerden yapilan mikro-dizin ¢alismalar1 sonucunda hiicre biiyiimesi ve biiylime
inhibisyonuyla ilgili ¢esitli genlerde degisiklikler belirlenmistir. Ancak hastalar arasinda, hatta
ayn1 hastanin farkli nodiilleri arasinda bile biilylik heterojenite gozlenmistir. Bu durum
HCC’nin siiflandirilmasini ve etkenlere bagli olarak degisen mekanizmalarin tanimlanmasini
zorlagtirmaktadir. Yine de bazi genlerin ve mekanizmalarin degisimi ve rolii
tanimlanabilmistir. HCC’deki bu 6nemli mekanizmlar arasinda, HCC gelisiminin erken
asamalarindan itibaren etkili goriinen Wnt/Beta-catenin yolu, interferon yaniti1 yolu ve TGF-

B/IGF2R/Smad yolu sayilabilir (60, 61, 63).
Yapilan bagka bir mikro-dizin ¢alismasinda HCC’ler siniflandirilabilmistir (Sekil 11).

Diisiik sagkalimli HCC smifinda, ubikitinasyon ve histon modifikasyonuyla iligkili genlerde

ekspresyon artig1 goriilmiistiir. Bu bulgu, ubikitin sisteminin genellikle kanserlerde bozulmus
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olmas1 gercegiyle celismektedir. Ayrica ubikitinasyon derecesi HCC’nin rekurrensinde de
muhtemel 6ngoriicii bir marker olabilir. Ayrica, ubikitin aracili protein degradasyonundaki

regiilasyonu bozulmus bilesenler, HCC tedavisi i¢in terapotik hedef olabilir (63).

Insan HCC
| alt-simf A | | alt-simif B |
Proliferasyon | Viiksek | | Duiguk |
Apoptozis | Duisuk | | Viksek |
Ubikitinasyon | Yuksek | | Dusuk |
B-katenin aktivesyonu | Diigiik [y |[p]|o]
Genomik stabilite | Yiiksek | | Drisuk |
Ubikitinasyon | Viksek | | Duisuk |
Apoptozis | Dusuk || viksek |
Proliferasyon | Yuksek | | Dusuk |
| Myc/Tofa | [E55] |Mye] |E2f1]

Fare HCC

Sekil 11: Yapilan mikro-dizin caligsmalari sonucunda insan ve fare HCC’lerinin
siniflandirilmasi. Gen ekspresyon degisimlerinin incelenmesi sonucunda proliferasyon,
apoptozis, ubikitinasyon gibi mekanizmalarda yer alan genlerin iki alt-sinif olusturacak

sekilde bir patern olusturdugu gériilmektedir (63).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlart (SNU-475, Huh7,
HepG2, Hep3B, Mahlavu, SK-Hepl, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5) Bilkent
Universitesinden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan saglanmigtir. SNU-398, SNU-449 ve
SNU-475 hiicre hatlar1, %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), 2 mM L-glutamin
(Biological Industries, 03-020-1C), 100 u/ml penisilin (Biological Industries, 03-031-1C) ve
0,1 mg/ml streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) iceren RPMI-1640 (Biological
Industries, 01-104-1A) igerisinde, diger hiicre hatlar1 ise aym miktarlarda FBS, L-Glutamine,
penisilin ve streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biological
Industries, 01-050-1A) igerisinde gelistirilmistir. Hiicrelerle ilgili tiim iglemler laminer
kabinet (Aura Vertical S.D.4, C5681) icerisinde gerceklestirilmistir. Hiicrelerin inkiibasyonu
ise 37 °C’de %5 CO;’li inkiibatorde (Heal Force, HF90) yapilmistir. Hiicre pasajlamalarinda
hiicreleri kaldirmak icin Tripsin/EDTA (%0.05/%0.02) soliisyonu kullanilmistir.

3.2. Hiicre Hatlarinda Kaveolin ve c-Met Ekspresyonlarimmn RNA Diizeyinde

Belirlenmesi

Hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlarinda kaveolin ve c-Met genlerinin RNA

diizeyindeki ekspresyonunun belirlenmesi i¢in asagidaki basamaklar uygulanmstir.

Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatlar

(SNU-475, Huh-7, HepG2, Hep3B, Mahlavu,
SK-Hepl, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5)

l Total RNA izolasyonu

Total RNA

RNA kalitesinin kontrolii
/ l Ters-Transkripsiyon ile cDNA sentezi
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l Spesifik primerler ile PCR

PCR iiriinleri

l Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi
3.2.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA Izolasyonu:

Standart kosullarda 100 mm’lik hiicre kiiltiirii plaklarinda (Greiner CellStar,
633 171) tretilen hiicreler %70 “confluent” olduklarinda total RNA izolasyonlar1 yapildi.
Yontem asagidaki gibi uygulandi:

1. Hiicreler buz iizerine alindi ve ortamlar1 ¢ekilerek soguk PBS ile 2-3 kez yikama
yapildi.

2. Hiicrelerin iizerine uygun miktarda (3 ml) Trizol kimyasali (RNAtidy G,
Applichem, A2867-0200) eklendi ve bir hiicre kaziyici ile hiicreler kazindi.

3. Soguk ependorflar icine alinan hiicre soliisyonu iizerine %10 oraninda kloroform
(Sigma, C-2432) eklendi, organik ve sulu fazin ayrismasi i¢cin 12,000 g’ de santrifiij edildi
(Eppendorf Centrifuge, 5415R).

4. RNA’lar igeren sulu faz yeni bir tiipe alindiktan sonra RNA’larin presipitasyonu
icin esit hacimde izopropanol (Applichem, A3928) eklendi ve -20 °C’de bir gece inkiibe
edildi.

5. Coken RNA’lar 7,000 g de 10 dk. santrifiijlenerek coktiiriildii, %75°lik etanol
(Applichem, A3678) ile 2 kez yikama yapildi ve son yikamadan sonra ¢oktiiriilen RNA pelleti
etanoliin uzaklagmasi i¢cin kurumaya birakildi.

6. Kuruyan RNA pelleti 50 pl RNaz’dan armdirilmis dH,O igerisinde ¢oziildii. Bu
RNA’larin bir kism1 spektrofotometrik 6l¢iim icin, bir kismi1 da RNA kalitesinin belirlenmesi
amaciyla formaldehidli RNA jel elektroforezinde kullanildi. Geri kalani ise cDNA sentezi i¢in

kullanildi.
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3.2.2. Izole Edilen RNA’larin Spektrofotometrik Olarak Kantitasyonu

Izole edilen her bir RNA 6rneginden 10 pl alindi ve 990 pl 10 mM Tris (pH 7.0)
¢ozeltisi i¢inde 1:100 oraninda diliisyonu yapildi. Bu diliisyonlarin 260 nm’de ve 280 nm’de
spektrofotometrik absorbsiyonlar1 0l¢iildii (Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000). RNA
miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi, kontamine protein

miktarinin belirlenmesi i¢in de 280 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi.

3.2.3. Total RNA’larin Kalitesinin Formaldehidli Agaroz Jel Elektroforezinde

Belirlenmesi

RNA izolasyonu sonucunda DNA kontaminasyonu olup olmadigimi veya RNA’larin
integritesinin korunup korunmadigini belirlemek amaciyla RNA’lar agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi. Bu jel sisteminde RNA’lar1 denatiire durumda tutabilmek icin formaldehid
kullanildi. %1.5 agaroz (BRL, 5510UB), 2.2 M formaldehid (Applichem, A0823) ve 1X
MOPS tamponu iceren bir jel dokiildii. 2 pl’lik RNA ornekleri, MOPS buffer (1X),
formaldehid (%?20), formamid (%50, Applichem, A2156) ve etidyum bromid (0,2 Hg)
karistirllarak hazirlandi ve 55 C’lik su banyosunda 60 dk. inkiibe edilerek ornekler denatiire
edilip yiiklemeye hazir hale getirildi. Formaldehidli agaroz jel yatay elektroforez tankina
yerlestirildi ve tank 1X MOPS tamponu ile dolduruldu. Hazirlanan RNA Ornekleri 2x
yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyulara yiiklendi. Yiikleme tamponundaki bromofenol
mavisi yeterli uzakliga gidene kadar (2-3 saat) 80 V’luk gerilimde yiiriitiildii. Daha sonra jel
transilliiminator (Stratagene, Eagle Eye II) altinda UV 15181 ile goriintiilendi ve RNA kalitesi

degerlendirildi.

3.2.4. Total RNA’lardan ¢cDNA Sentezlenmesi

Hiicre hatlarindan total RNA izole edilip konsantrasyonlart ve kalitesi belirlendikten
sonra bu RNA’lardan 2 pg kullanilarak cDNA sentezlendi. cDNA sentezinde MBI Fermentas
marka cDNA sentez kiti (K1622) ve bilesenleri kullanildi. 2 pg total RNA ve 0.2 pg/ ul
“random primer”, RNaz’dan arindirilmis dH,O icerisinde hazirlandiktan sonra 70 °C’de 5 dk.

inkiibe edildi. Daha sonra karisima 5x reaksiyon tamponu, riboniikleaz inhibitorii (20 u) ve
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dNTP (0.5 mM) eklendi ve 37 °C’de 5 dk. inkiibe edildi. En son “M-MulLV Reverse
Transcriptase” (200 u) eklendi ve 42 °C’de 60 dk. inkiibe edilerek ilk-zincir cDNA sentezi bir
termal dongiileyici (Techne TC-312) igerisinde yapildi. Tiipler 70 °C’de 10 dk. tutularak

reaksiyon sonlandirildi.
3.2.5. cDNA Kaliplarindan Spesifik Primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

[Ik-zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar (her bir cDNA reaksiyonundan
2 ul) kalip olarak kullanilarak spesifik primerler araciligiyla PCR reaksiyonu kuruldu.
Kaveolin-1 (GenBank, Accession Number: NM_001753+3), kaveolin-2 (NM_0O0O1233+3) ve
c-Met (NM_000245+2) mRNA’larn tizerindeki korunmus bolgelerden “Primer-3” programi
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ile primer dizayn edildi ve bu
primerler PCR reaksiyonlarinda kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin belirlenmesi amaciyla
kullanildi. Ayrica kontrol olarak da B-aktin genine spesifik primerler kullanildi. Kullanilan

primer dizileri asagidaki gibidir.

Kaveolin-1: Ileri 5> CGTAGACTCGGAGGGACATC 3’
Geri 5 TCATCGTTGAGGTGTTTAGGG 3’
Kaveolin-2: fleri 5 ATCCCCACCGGCTCAACT 3’
Geri 5 CTCAGTTGCAGGCTGACAGA 3’
c-Met: fleri: 5 CTGGGCACCGAAAGATAAACC 3’
Geri: 5 TGGCACCAAGGAAAATGTGATG 3’
B-aktin:  lleri: 5 ATCATGTTTGAGACCTTCAA 3’
Geri: 3> CATCTCCTGCTCGAAGTCCA 3’

Kaveolin-1’in A¢ik Okuma Cercevesi ve Primerlerin Yerlesimi

atgtctgggggcaaatacgtagactcggagggacatctctacaccgttcccatccgggaacagggcaacatctacaageccaacaac
aaggccatggcagacgagctgagcgagaagceaagtgtacgacgegeacaccaaggagatcgacctggtcaaccgegaccctaaa
cacctcaacgatgacgtggtcaagattgactttgaagatgtgattgcagaaccagaagggacacacagttttgacggcatttggaaggc
cagcttcaccaccttcactgtgacgaaatactggttttaccgettgetgtetgeectetttggeatccegatggeactcatctgggecattta
cttcgecattctetctttectgecacatctgggeagttgtaccatgcattaagagcettcctgattgagattcagtgeatcageegtgtetattee
atctacgtccacaccgtctgtgacccactctttgaagetgttgggaaaatattcagcaatgtccgeatcaacttgcagaaagaaatataa
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Kaveolin-2’in A¢cik Okuma Cercevesi ve Primerlerin Yerlesimi

a ve b-izoformlar:
atggggctggagacggagaaggcggacgtacagctcttcatggacgacgactcctacagecaccacageggectcgagtacgecg
accccgagaagttcgeggactcggaccaggaccgggatccccaccggetcaactegeatctcaagetgggcttcgaggatgtgatcg
cagagccggtgactacgeactectttgacaaagtgtggatctgcagecatgecctetttgaaatcagcaaatacgtaatgtacaagttect
gacggtgttcctggecattceectggecttcattgegggaattetctttgecaccctcagetgtetgeacatctggattttaatgecttttgta
aagacctgcctaatggttctgccttcagtgcagacaatatggaagagtgtgacagatgttatcattgctecattgtgtacgagegtaggac
gatgcttctcttctgtcagectgecaactgagecaggattga

c-izoformu
atgggectggagacggagaaggcggacgtacagcetcttcatggacgacgactectacagecaccacageggcectcgagtacgecg
accccgagaagttcgeggactcggaccaggaccgggatccccaccggetcaactegeatctcaaggattttaatgecttttgtaaagac
ctgcctaatggttctgecttcagtgecagacaatatggaagagtgtgacagatgttatcattgetccattgtgtacgagegtaggacgatgct
tctettctgtcagectgcaactgagecaggattgaatacttggaccccaggictggagattgggatactgtaa

c-Met’in Acik Okuma Cercevesi ve Primerlerin Yerlesimi

cgegtgtggtecttgcgecgetgacttetecactggticctgggcaccgaaagataaaccictcataatgaaggecceegetgtgettge
acctggcatcctcgtgctectgtttaccttggtgcagaggagcaatggggagtgtaaagaggcactagcaaagtccgagatgaatgtga
atatgaagtatcagcttcccaacttcaccgcggaaacacccatccagaatgtcattctacatgageatcacattttecttggtgccactaac
tacatttatgttttaaatgaggaagaccttcagaaggttgctgagtacaagactgggectgtgctggaacacccagattgtttcccatgtca
ggactgcagcagcaaagccaatttatcaggaggtgtitggaaagataacatcaacatggctctagttgtcgacacctactatgatgatca

actcattagctgtggcagcegtcaacagagggacctgecagegacatgtcetttccccacaatcatactgetgacatacagtcggaggttc

actgcatattctccccacagatagaagageccagecagtgtectgactgtgtggtgagegecctgggagecaaagtectttcatetgtaa
aggaccggttcatcaacttctttgtaggcaataccataaattcttcttatttcccagatcatccattgcattcgatatcagtgagaaggctaaa
ggaaacgaaagatggttttatgtttttgacggaccagtcctacattgatgttttacctgagttcagagattcttaccccattaagtatgtccat

gcctttgaaagcaacaattttatttacttcttgacggtccaaagggaaactctagatgctcagacttitcacacaagaataatcaggttctgtt
ccataaactctggattgcattcctacatggaaatgectctggagtgtattictcacagaaaagagaaaaaagagatccacaaagaaggaa
gtgtttaatatacttcaggctgegtatgtcagcaagectggggceccagettgetagacaaataggagecagectgaatgatgacattcttt
tcggggteticgcacaaagcaagecagattctgeccgaaccaatggatcgatctgecatgtgtgcattccctatcaaatatgtcaacgactt
cttcaacaagatcgtcaacaaaaacaatgtgagatgtctccagcattittacggacccaatcatgagcactgctttaataggacactictga
gaaattcatcaggctgtgaagegegecgtgatgaatatcgaacagagtttaccacagcetttgcagegegttgacttattcatgggtcaatt
cagcgaagtcctcttaacatctatatccaccttcattaaaggagacctcaccatagctaatcttgggacatcagagggtcgcttcatgeag

gttgtggtttctcgatcaggaccatcaacccetcatgtgaattttctcctggactcccatccagtgtctccagaagtgattgtggageataca
ttaaaccaaaatggctacacactggttatcactgggaagaagatcacgaagatceceattgaatggettgggctgecagacatttccagtee
tgcagtcaatgcectetctgecccaccctttgttcagtgtggetggtgccacgacaaatgtgtegcgatcggaggaatgectgagegggac

atggactcaacagatctgtctgectgcaatctacaaggttttcccaaatagtgcaccccttgaaggagggacaaggetgaccatatgtgg
ctgggactttggatttcggaggaataataaatttgatttaaagaaaactagagttctccttggaaatgagagetgeaccttgactttaagtga
gagcacgatgaatacattgaaatgcacagttggtcctgecatgaataageatttcaatatgtccataattatttcaaatggccacgggaca

acacaatacagtacattctcctatgtggatcetgtaataacaagtatttcgecgaaatacggtectatggetggtggeactttacttactttaa
ctggaaattacctaaacagtgggaattctagacacattticaattggtggaaaaacatgtactttaaaaagtgtgtcaaacagtattcttgaat
gttataccccageccaaaccatttcaactgagtttgctgttaaattgaaaattgacttagccaaccgagagacaagcatcttcagttaccgt

gaagatcccattgtctatgaaattcatccaaccaaatcttttattagtggtgggagcacaataacaggtgttgggaaaaacctgaattcagt
tagtgtcccgagaatggtcataaatgtgcatgaagcaggaaggaactttacagtggcatgtcaacatcgetctaattcagagataatctgt
tgtaccactecttcecctgecaacagetgaatctgecaactcccectgaaaaccaaagectttttcatgttagatgggatcctttccaaatacttt

gatctcatttatgtacataatcctgtgtttaagecttttgaaaagccagtgatgatctcaatgggcaatgaaaatgtactggaaattaaggga
aatgatattgaccctgaagcagttaaaggtgaagtgttaaaagttggaaataagagctgtgagaatatacacttacattctgaagecgtttt
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atgcacggtccccaatgacctgetgaaattgaacagegagetaaatatagag

atctgggcagtgaattagticgctacgatgcaagagtacacactcctcatttggataggcttgtaa

gtgcccgaagtgtaagceccaactacagaaatggtttcaaatgaatctgtagactaccgagcetacttttccagaagatcagtttcctaattca
tctcagaacggttcatgccgacaagtgcagtatcctctgacagacatgtcecccatectaactagtggggactcetgatatatccagtecat
tactgcaaaatactgtccacattgacctcagtgctctaaatccagagetggtccaggeagtgcageatgtagtgattgggcccagtagec
tgattgtgcatttcaatgaagtcataggaagag

gaatcactgacataggagaagtttcccaatttctgaccgagggaatcatcatgaaagattttagtcatccc
aatgtcctctcgetectgggaatctgectgecgaagtgaagggtetecegetggtggtectaccatacatgaaacatggagatcttcgaaatt
tcattcgaaatgagactcataatccaactgtaaaagatcttattggctttggtcticaagtagccaaaggcatgaaatatcttgcaagcaaa
aaglttgtccacagagacttggctgcaagaaactgtatgctggatgaaaaattcacagtcaaggttgctgattttggtcttgeccagagaca
tgtatgataaagaatactatagtgtacacaacaaaacaggtgcaaagctgccagtgaagtggatggctttggaaagtctgcaaactcaa
aagtttaccaccaagtcagatgtgtggtcctttggcgtgetectetgggagetgatgacaagaggagecccaccttatcctgacgtaaac
acctttgatataactgtttacttgttgcaagggagaagactcctacaacccgaatactgeccagaceccttatatgaagtaatgetaaaatg
ctggcaccctaaagccgaaatgecgeccatecttttctgaactggtgtcccggatatcagegatcttetetactttcattggggageactatg
tccatgtgaacgctacttatgtgaacgtaaaatgtgtcgeteccgtatecttetetgttgtcatcagaagataacgetgatgatgaggtggac
acacgaccagcctccttctgggagacatcatag

Her dort gen icin de fakli primer konsantrasyonlari, farkli termal profiller gibi

degiskenler uygulanarak optimizasyon yapildi ve optimizasyon sonucunda asagidaki

profillerde PCR reaksiyonlar1 kuruldu.

B-aktin Kaveolin-1 Kaveolin-2 c-Met

Primer 5 pmol 10 pmol 10 pmol 10 pmol
MgCl 2.5 mM 2.5 mM 1.5 mM 1.5 mM
dNTP 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM
Taq polimeraz 1.25u 1.25u 1.25u 1.25u
[k denaturasyon 95 °C 95 °C 95 °C 95 °C

Denaturasyon 95 °C 95 °C 95 °C 95 °C

Baglanma 56 °C, 40 s 60 °C, 60 s 65 °C, 60 s 56 °C, 40 s

Uzama 72 °C, 40 s 72 °C, 60 s 72 °C, 60 s 72 °C, 40 s
Dongii sayisi 27 30 30 30
Son Uzama 72 °C, 5 dk 72 °C, 5 dk 72 °C,5dk 72 °C,5dk

Biitiin PCR reaksiyonlar1 Techne TC-312 termal-dongiileyici ile yapildi.
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3.2.6. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR diiriinlerinin yiiriitiilmesi ve analizi i¢in 30 ml TBE tamponu icerisinde %?2’lik
agaroz (BRL, 5510UB) jel dokiildii. Jel icerisine 0,2 g etidyum bromiir de eklendi. PCR
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen iiriinlerin herbirinden 5’er pl alinarak 1 pl 6X yiikleme-
tamponu ile karigtirllip jeldeki kuyulara yiiklendi. Bantlar agilana kadar (30-60 dk) 70 V’luk
gerilim uygulanarak ornekler TBE ile dolu elektroforez tankinda yiiriitiildii. Daha sonra
amplifiye edilmis olan DNA’lar transilliiminator (Stratagene, Eagle Eye II) ile UV 15181

altinda DNA’ya interkale olan etidyum bromiir araciligi ile incelendi.

3.3. Hiicre Hatlarinda Protein Diizeyinde c-Met ve Kaveolin Ekspresyonlarmin

“Western Blot” Yontemi ile Belirlenmesi

Kaveolin ve c-Met ekspresyonlarini protein diizeyinde belirlemek amaciyla western-
blot yonteminden yararlanildi. Yapilan iglemlerin kisaca sematize edilmis hali asagidaki

gibidir.

Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatlar1

(SNU-475, Huh-7, HepG2, Hep3B, Mahlavu,
SK-Hepl, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5)

l Hiicrelerden total protein izolasyonu

Total Protein

l Protein miktarinin belirlenmesi

X pg protein

l Proteinlerin elektroforez ile ayrilmasi

SDS-Page

l Primer ve sekonder antikorlarla blotlama
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Blotlama

l Kemiliiminesans ile protein bantlarinin

goriintiilenmesi

Deteksiyon

3.3.1. Hiicrelerden Total Protein Izolasyonu

100 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda % 70 “confluent” olana kadar biiyiitiilen hiicreler
buz iizerine alinarak 2-3 kez soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 1 ml PBS icerisine
hiicre kaziyict ile kazindi ve 1.5 mI’lik tiipler igerisine alindi. Hiicreleri ¢oktiirmek icin 1,500
g’de 5 dk santrifiigasyon yapildi (Eppendorf Centrifuge, 5415R). Siipernatandaki PBS
atildiktan sonra hiicre pelleti hacminin ii¢ kati kadar lizis tamponu (50 mM Tris-Cl pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, %1 NP-40, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1
pg/ml pepstatin, | mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3zVO,) eklenerek tiipler buz iistiinde lizis
icin 3-4 dakikada bir vortekslenerek 20 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda tiipler 15,000
g’de 30 dk santrifiij edildi. Proteinleri iceren siipernatan yeni bir tiipe alindi ve protein

miktarinin belirlenmesi asamasina gegildi.

3.3.2. Protein Miktarlarvun BCA Yontemi Ile Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesi icin Pierce marka “BCA protein assay kit” (Pierce,
23225) kullanildi. Standart grafigin cizilebilmesi icin 0, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 pg BSA
(Pierce, 23209) 1 ml reagen (kitin kullanim yonergesi dogrultusunda kit bilesenleri ile
hazirlananan) ile spektrofotometre kiivetleri (Brand, 759220) igerisinde birlestirilerek
indirgenme tepkimesinin olusmasi i¢in 42 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Ayn1 zamanda hiicre
hatlarindan elde edilen proteinlerden de 10 pl kullanilarak reagenle karistirilip inkiibasyona
birakildi. Daha sonra protein konsantrasyonuyla birlikte artan BCA/bakir kompleksi 562
nm’de spektrofotometrik olarak oOl¢iildi. BSA konsantrasyonlarina bagli olarak ¢ikan
Olctimler standart grafigin ¢izilmesinde kullanild1 ve orneklerin bu standart grafige gore ne

kadar protein icerdigi “Microsoft Office Excel” programinda hesaplandi.
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3.3.3. Proteinlerin “SDS-Page” Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Kaveolin 24 kD’luk bir protein oldugundan, ayrilmasi i¢in %12’lik, c-Met ise 140
kD’luk bir protein oldugundan %8’lik poliakrilamid jeller (“resolving”) kullanildi. “Stacking”
olarak da %5’lik jel kullanildi. Jellerin kalinligi 1.5 mm’dir ve bilesimleri asagidaki gibidir.

%8’lik jel J012°1ik jel %5’lik jel
dH,0O 4.6 ml 3.3 ml 6.8 ml
%30’1uk akrilamid 2.7 ml 4 ml 1.66 ml
1.5 M Tris-Cl, pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml 1.26*ml
%10 SDS 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
%10 amonyum persulfat 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 0.006 ml 0.004 ml 0.005 ml

* %5’1lik jel icin 1 M Tris-Cl, pH 6.8 kullanilmistir.

Ornekler yiiklemeye hazirlanirken her bir 6rnekten 50 pg total protein alindi ve bu
proteinlerin denaturasyonu icin %5 oraninda B-merkaptoetanol (Sigma, M-7154 )iceren 2X
yiikleme tamponu (Applichem, A3484) ile esit hacimde karistirilarak 95 °C’lik su banyosunda
5 dk. inkiibe edildi. Kaynatilan protein Ornekleri yilikleme islemine gecilene kadar oda
sicakliginda bekletildi. Elektroforez tankinin (BioRad, ) igerisine Tris-Glisin elektroforez
tamponu (“running buffer”, 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklendi ve jeller uygun
olarak yerlestirildikten sonra Ornekler ince uclu pipet tipleri ile yiiklendi. Aym1 zamanda
protein gociinii izleyebilecek nitelikteki marker’lardan da (MBI Fermentas, SM0441 ve
SMO0671) S’er pl yiiklendi ve 70 V’luk gerilim uygulanarak 30 dk, daha sonra 110 V’luk

gerilim uygulanarak marker bantlar1 acilana kadar proteinler yiiriitiildii.

3.3.4. Poliakrilamid Jelde Yiiriitiilen Proteinlerin PVDF Membranlara Transferi ve

Membranin Bloklanmast
Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam aparatlardan cikartilarak Tris-Glisin

transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.02 SDS, %20 metanol) icerisine alindu.
PVDF membran (Millipore, IPVH15150) 15-20 sn metanol igerisinde bekletilerek porlarinin
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acilmasi saglandi ve daha sonra o da transfer tamponu igerisine alindi. Bu tampon igerisinde
bir kaset icerisine sirasiyla siinger, “Whatmann” kagidi, jel, PVDF membran, “Whatmann”
kagidi ve siinger olacak sekilde yerlestirildi. Kaset kapatildiktan sonra transfer tankinin
icerisine yerlestirildi.. 300 mA’lik akimda 1.5 saat transferde tutuldu ve daha sonra
proteinlerin jelden iizerine geg¢tigZi membran c¢ikartildi. Cikartilan membran bloklama
soliisyonu (c-Met i¢in %5 BSA iceren PBS-NP40, kaveolin i¢in %3 siit tozu=NFDM iceren

TBS-Tween) icerisine alinarak oda sicakliginda 1 saat bloklamaya birakildi.

3.3.5. Primer ve Sekonder Antikor Muameleleri

Bloklama asamasindan alinan membranlar uygun dilusyonlarda primer antikor ile

muamele edildi. Kullanilan antikorlar, diliisyonlar ve antikorlarin hazirlandigi soliisyonlar

asagidaki gibidir.
Antikor Dilusyon Ajan Soliisyon
anti-kaveolin antikoru (Santa Cruz, sc-894) 1:4000 %3 NFDM TBS-T
anti-c-Met antikoru (Santa Cruz, sc-161) 1:2000 %0.1 BSA PBS-NP40

Kaveolin membran1 primer antikorda +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. c-Met
membrami ise oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Primer antikor inkiibasyonlar bittikten
sonra membranlar 5’er dakika 2 kez uygun tamponlarla (kaveolin i¢in TBS-T, c-Met i¢in
PBS-NP40) yikanip baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Daha sonra sekonder antikor

dilisyonlar1 asagidaki gibi hazirlandi.

Antikor Dilusyon Ajan Soliisyon
Anti-rabbit IgG (Pierce, 1848415) (c-Met) 1:5000 %3 NFDM TBS-T
Anti-rabbit IgG (Pierce, 1848415) (kaveolin) 1:10000 %0.1 BSA PBS-NP40

Kaveolin ve c-Met membranlan oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra baglanmayan sekonder antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in uygun tamponlarla (kaveolin
icin TBS-T, c-Met icin PBS-NP40) 10’ar dakika 6 kez tamponlar degistirilerek yikama
yapildi.
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3.3.6. Proteinlerin Membran Uzerinde Deteksiyonu

Sekonder antikor yikamalari bittikten sonra Amersham marka “ECL Detection
Reagents” (RPN2108) kullanirak protein bantlariin deteksiyonuna gecildi. Kit direktiflerine
gore hazirlanan reagent’den membrani kaplayacak miktarda membran iistiine yayilarak 2-3 dk
bekletildi. Bu siirede sekonder antikorlara bagli olan peroksidaz enzimleri reagentdeki
substratlarin1 parcalamakta ve sonucta modifiye substrattan kimyasal bir 1s1ma olugmaktadir.
Membranlar bir kaset i¢ine alindiktan sonra iizerlerine kemiliiminesansa duyarl film (Kodak,

5256441) koyulup yeterli siire beklendi ve film yikanarak protein bantlar1 goriintiilendi.

3.4. Kaveolin ve c-Met Ekspresyon ve Lokalizasyonlarinin immunositokimya

Yontemi ile Belirlenmesi

Steril lameller iizerinde biiyiitiillen HCC hiicre hatlar
(SNU-475, Huh-7, HepG2, Hep3B, Mahlavu,
SK-Hep1, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5)

l

Hiicrelerin metanol ve paraformaldehid ile fiksasyonu

|

Bloklama (FBS’li PBS ile)

|

Primer ve Sekonder antikor uygulamalar1

|

DAB substrat1 ile boyama, Hematoksilen ile karsit boyama

|

Lamellerin kapatilmasi ve 151k mikroskobu altinda incelenmesi
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Alt1 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplar icerisine steril lameller yerlestirildi ve bu lameller
tizerine hiicreler ekildi. Her bir hiicre hatt1 i¢in biri negatif kontrol olmak iizere iki kuyuya
ekim yapildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra ortamlar1 ¢ekilerek PBS ile 2-3 kez
yikama yapildi. Yikamalardan sonra kaveolin icin %3’liikk paraformaldehid (Applichem,
A3813) ile 15 dk, c-Met i¢in soguk metanol ile (Merck, UN-1230) 3 dk fiksasyon yapildu.
Kaveolin icin fiksasyondan sonra PBS i¢inde hazirlanan %0.1°1lik Triton X-100 (Sigma, X-
100) soliisyonu ile membran permeabilizasyonu yapildi. Daha sonra %10 FBS iceren PBS ile
hiicreler 30 dk inkiibe edilerek bloklama islemi yapildi. PBS ile 5 dk’lik bir yikama
basamagindan sonra lameller iizerine primer antikor soliisyonlar1 (100’er pl) eklenerek igi
1slak havlu yerlestirilerek nemlendirilmis bir kap igerisinde 1 saat inkiibe edildi. Kullanilan

antikorlar, antikorun i¢inde hazirlandig1 soliisyon ve antikor diliisyonlar1 agagidaki gibidir.

Antikor Dilusyon Soliisyon
anti-kaveolin antikoru (Upstate, 05-762-26776)  1:50 %1.5 FBS’li PBS
anti-c-Met antikoru (Santa Cruz, sc-161) 1:50 %1.5 FBS’li PBS

Primer antikor inkiibasyonunun ardindan PBS ile 10’ar dk 3 kez yikama yapildi. Daha
sonra Dako EnVision kitinin (Dako, 4061) peroksidaz isaretli sekonder antikorundan 100’er
pl lamellerin tizerine eklendi ve yine primer antikorlarda oldugu gibi nemli kap igerisinde 30
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 4 kez 10’ar dk’lik PBS yikamalar1 yapildi. Dako DAB-
substrat1 (3468) kit direktiflerine gore hazirlandiktan sonra 100’er pl her bir lamel iizerine
eklendi ve 5 dk bekletildi. Distile suyla 1-2 dk, 2 kez yikama yapildiktan sonra hematoksilen
ile 5 dk karsit boyama yapildi. Yine PBS ile hematoksilen kalintilar1 gidene kadar yikama
yapildi ve 6-7 kez lameller ksilol (Merck, UN-1307) icine batirllip kurumaya birakildi.
Kuruyan lameller 1 damla “mounting medium” (Dako, S3025) ile lam iizerine yapistirildi ve

151k mikroskobunda analiz edildi.
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3.5. Kaveolin ve c-Met Ekspresyon ve Lokalizasyonlarimn Immunofloresans

Yontemi ile Belirlenmesi

Immunositokimya kisminda anlatildig1 gibi tiim hiicreler lameller iizerine ekildi, aym
sekilde fiske edildi, bloklandi ve primer antikorla muamele edildi. Primer antikor
yikamasindan sonra sekonder antikor olarak c-Met icin Rhodamine-konjuge anti-rabbit
sekonder antikoru (Chemicon, AP307R), kaveolin i¢in de FITC-konjuge anti-mouse sekonder
antikoru (Chemicon, AP124F) ile 30 dk inkiibasyon yapildi. Sekonder antikor diliisyonlar1 her
iki antikor i¢in de 1:250 olarak kullanildi ve bu antikorlar yine %1.5 FBS iceren PBS
soliisyonu icerisinde hazirlandi. Sekonder antikor muamelesinden sonra 10’ar dk 4’er kez
PBS ile yikamalar yapildi. Daha sonra 0,1 pg/ml konsantrasyonunda DAPI iceren PBS
soliisyonu ile 45 saniye inkiibasyon yapildi, ve yine 2-3 dk PBS ile yikandi. Lameller 1 damla
floresans “mounting medium” (Dako, S3023) ile lam iizerine kapatildi ve floresans
mikroskopta (Nikon, Y-FL) FITC ve rhodamine dalga boylarina uygun filtreler kullanilarak

analiz edildi.

3.6. HGF Indiiksiyonuna Yamt Olarak Kaveolin ve c-Met Ekspresyon

Diizeylerinin Degisiminin RNA Diizeyinde Belirlenmesi
Hepatosit bilyiime faktorii ile indiiksiyon sonrasinda kaveolin ve c-Met

ekspresyonlarinda bir degisim olup olmadigint RNA diizeyinde belirlemek icin asagidaki

deney sistemi kurulmustur.
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1, 2, 3, 4 ve 5 giinlitk HGF indiiksiyonu

|

Total RNA izolasyonu

RNA kalitesi kontrolii cDNA olusturulmasi

|

Spesifik primerler ile PCR, ve PCR fiiriinlerinin jel elektroforezi

60 mm’lik hiicre kiiltiri kaplarinda biiyiitilen SNU-475 hiicreleri HGF
indiiksiyonundan bir gece once ortamlart ¢ekilerek %1 serum iceren starvasyon ortamina
alindi. Starvasyon sonunda farkli siirelerde HGF indiiksiyonu uygulandi. Kullanilan HGF
diliisyonlarinin hazirlanmasinda Tris-BSA soliisyonu kullanildi. Kullanilan konsantrasyonlar

su sekildedir:

Stok HGF: 2300 ng/ul

Calisma konsantrasyonu: 40 ng/ml

Stok HGF’den sirasiyla 1:10 ve 1:100 diliisyonlar hazirland1 ve 1:100’liik diliisyondan
son konsantrasyon 40 ng/ml olacak sekilde hiicrelerin bulundugu ortama eklendi. Ayrica HGF
indiiksiyonu yapilmayan kontrol hiicreleri de kullanildi. HGF indiiksiyonlan 1, 2, 3, 4 ve 5
giin yapildi. Indiiksiyonlar bittiginde hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. RNA
izolasyonu sayfa 29’da yazilan protokole gore yapildi. Total RNA’lar yine sayfa 30’da
belirtilen protokole gore formaldehidli RNA-jel elektroforezinde yiiriitillerek integriteleri
kontrol edilip, spektrofotometre ile miktarlar1 6l¢iildii. Her bir 6rnekten 2 pig total RNA kalip
olarak kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Hazirlanan cDNA’lardan 2 pl kalip olarak
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kullanilarak kaveolin 1, 2, c-Met ve kontrol olarak da B-aktin primerleri ve profilleri ile PCR
reaksiyonu kuruldu. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip transilliiminatorde
goriintiilendikten sonra farkl siirelerde HGF indiiksiyonuna yanit olarak ekspresyonlarin nasil

e

degistigi analiz edildi.

3.7. Kaveolin-c-Met Iliskisinin Immunopresipitasyon ile Belirlenmesi

Kaveolin ve c-Met arasinda bir iliski olup olmadigi ve bu iligkinin HGF
indiiksiyonuyla nasil degistigini belirlemek icin immunopresipitasyon deneyi yapildi. 100
mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda biiyiitiilen SNU-475 hiicreleri %70 “confluent” oldugunda,
%1 serum iceren ortamla bir gece starve edildi. Starvasyon sonrasi bir grup hiicreye HGF
indiiksiyonu yapildi. 40 ng/ml konsantrasyonda HGF, 1:100’liikk diliisyondan hiicrelere
eklendi ve 5, 15 ve 30 dk’lik HGF indiiksiyonu yapildi. Daha sonra hiicreler buz iizerine
aliarak asagidaki sekilde islemler yapildi.

¢ Buz iizerine alman hiicrelerin ortamlar1 cekildikten sonra soguk PBS ile 2-3
kez yikama yapildi.

e 1 ml PBS icerisinde hiicrler bir hiicre kaziyici ile kazinarak ©Onceden
sogutulmus 1.5 ml’lik santrifiij tiipleri i¢erisine alindi.

e Hiicreleri ¢coktiirmek icin 1500 g’de 5 dk. santrifiij edildi.

e Siipernatandaki PBS cekildi ve hiicre pelleti iizererine pellet miktarinin 3 kati
lizis-tamponu (50 mM Tris-CI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0,
%1 NP-40, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1 mM
PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3;VOy eklenerek vortekslendi ve buz iizerine
alindi. Buz iizerinde 25 dk. bekletilen tiipler 3-4 dk’da bir vortekslendi.

e Tipler 30 dk. 15000 g’de santrifiij edildikten sonra siipernatandaki proteinler
yeni bir soguk santrifiij tiipiine alindi. Sayfa 35’daki gibi BCA-assay ile protein
miktarlan ol¢iildii.

¢ Her bir kosul i¢in (HGF-, 5 dk. HGF, 15 dk. HGF, 30 dk. HGF) 1 mg protein, 3
Mg antikor kullanilarak immunopresipitasyon islemi yapilacagi icin gerekli
miktarlar Microsoft Office Excel programinda hesaplandi ve islem asagidaki

gibi yapildi.
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HGF (-)

HGF (+) HGF (+) HGF (+)
5 DK 15 DK 30 DK

l

l l l

1 mg protein (x) 1 mg protein (x) 1 mg protein (x) 1 mg protein (x)

3 pg anti c-Met (y) 3 pg anti c-Met (y) 3 Ug anti c-Met (y) 3 ug anti c-Met (y)

500 — (x+y) li

zis tam. 500 — (x+y) lizis tam. 500 — (x+y) lizis tam. 500 — (x+y) lizis tam.

Yukardaki sekilde immunopresipitasyon bilesenleri bir santrifiij tiipii
icerisinde hazirlandiktan sonra 2 saat +4 °C’de bekletildi. Bu siire icerisinde
anti-c-Met antikoru c-Met proteinine baglanirken, c-Met ile iliskili
molekiiller de birlikte bulunmaktadir.

Immunopresipitasyon iglemi devam ederken gamma-bagli protein-G
sefarozlar (Amersham, 17-0886-02) su sekilde hazirlandi: sefaroz sisesi buz
iizerinde alt-iist edilerek karigtirildi ve homojenize olmasi saglandi. Daha
sonra ornek miktarinin 1X fazlasi olacak miktarda sefaroz soguk bir santrifiij
tiipii igerisine kesik uclu pipet ile alinarak 2000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
Siipernatandaki etanol uzaklagtirildiktan sonra, etanol miktar1 kadar lizis
tamponu eklenip buz iizerinde alt-list edildi ve tekrar santrifiijlenerek bu
yikamalar 3 kere tekrarlandi. En son santrifiijden sonra pellet miktar1 kadar
lizis tamponu eklendi, sefarozlar hazir vaziyette immunopresipite olan
orneklere eklenmek iizere buz iizerinde bekletildi.

Immunopresipite edilen o6rneklere, aym yerden kesilmis pipet uclar
kullanilarak yikanmis sefaroz’lardan 30 pl eklendi ve yatay sekilde
hibridizasyon tiipii icerisine yerlestirilerek +4 °C’da 1 saat 300 rpm’de
dondiiriilerek hibridizasyon firininda (Hoefer HB-400) inkiibe edildi.

Daha sonra 6rnekler 2000 rpm’de +4 °C’da santrifiij edildi.

Siipernatan sefarozlara degmeden bir pipetle cekildikten sonra iistiine 800-
850 pl lizis tamponu eklenip toplam hacim 1ml’ye getirildi. 10-15 saniye
buz iizerinde alt-iist edilerek homojenize edildi. sonra tekrar 2000 rpm’de 1

dk santrifiij edildi ve bu yikama islemi aym sekilde 5 kere tekrarlanda.
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En son yikamadan sonra siipernatan ¢ekilerek drneklere pellet miktar1 kadar
(yaklagik 70-80 pl) 2X-yiikleme tamponu eklendi ve 95 °C’da 5 dk.
kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi saglandi.

Ornekler bekletilmeden poliakrilamid jele yiiklendi. Jel bilesenleri,
konsantrasyonu, hazirlanmas1 ve elektroforezi daha o©nce sayfa 36’da
anlatildig gibidir.

Elektroforez sonras1 PVDF mebrana aktarilan proteinler primer ve sekonder
antikor  muamelelerinden sonra daha ©Once anlatildigt  sekilde

elektrokemiliiminesans ile detekte edildi.

3.8. Hepatoselliiller Karsinoma Parafin Arsiv Dokularinda Kaveolin ve c-Met

Ekspresyonlariin Belirlenmesi

Immunohistokimya analizlerinde, Dr. Sedat Karademir tarafindan takip edilen ve

patolojik degerlendirmesi Dr. Ozgiil Sagol tarafindan yapilan, prognostik verileri ve

sagkalim siireleri bilinen, bagka bir kronik hastaligi bulunmamakla birlikte HCC tanis1 almig

34 olguya ait parafine gomiilmiis arsiv materyali kullamildi. Ayrica olgulart patolog

tarafindan ayrilan normal ve/veya sirotik dokular1 da calismaya dahil edildi. Her olguya ait

arsiv materyali tekrar degerlendirildi, makroskobik ve mikroskobik bulgular yeniden gézden

gecirildi.

Immunohistokimya boyamalarinda kullanilan protokol su sekildedir:

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

terrarlandi.

Kesitler iki kez %100’lik etanol ile 3 dk inkiibe edildi, ardindan sirasiyla %95
ve %80’lik etanol muameleleri (1 dk) ile hidrate edildi.

Kesitlerin iizeri Proteinaz K soliisyonu (pH 8.0’lik TE-tamponu igerisinde 20

ug/ml oraninda Proteinaz K) ile kaplanarak nemli bir ortamda 15 dk 37 °C’de
inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 10 dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 2 dk, 2 kez yikandi.

%]1.5’1luk serum ile 30 dk bloklama yapildu.
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Kesitler primer antikor diliisyonlari ile (kaveolin icin 1:20, c-Met i¢in 1:50) oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Kesitler PBS ile 2 dk, 2 kez yikandi.

Ornekler peroksidaz bloklama soliisyonu ile 10 dk. muamele edildi.

PBS ile 3x2 dk yikama yapildi.

ScyTek monovalent boyama kiti ile boyamalar yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatlarinda Kaveolin-1, 2, ve c-Met

Ekspresyonlari

Hepatoselliller Karsinoma hiicre hatlarindan SNU-475, Huh-7, HepG2, Hep3B,
Mahlavu, SK-Hepl, SNU-398, SNU-449 ve PLC/PRF-5’de kaveolin 1, 2 ve c-Met
ekspresyonlart hem RNA transkripti diizeyinde, hem de protein iiriinii diizeyinde RT-PCR ve
Western-blot ile incelenmigtir. Sekil 12 ve 13’de goriildiigii gibi bu hiicrelerden sadece SNU-
398’de c-Met ekspresyonu goriilmezken, hem HepG2 hem de SNU-398’de kaveolin
ekspresyonu RNA diizeyinde gozlenmemektedir. Protein diizeyinde ise HepG2 ve SNU-
398’e ilaveten PLC/PRF-5, Huh-7 ve Hep3B’de de kaveolin-1 ekspresyonu gdzlenmemistir.

0 -3
(19
T .38 28034
o 2 88 F DS ON
2=uwu3223
v I I I = w v un =
B - | caveolin-1
—
caveolin-2
c-Met

230 bp—» | S 0 S SN SN S SN S W | E-octin

Sekil 12: Kavelin-1, 2 ve c-Met’in mRNA diizeyindeki ekspresyonlarinin HCC hiicre

hatlarinda gosterilmesi.
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SNU-475
Huh7
HepG2
Hep3B
Mahlavu
SK-Hepl
SNU-398
SNU-449
PLC-PRF

24 kD st B =y FeE
caveolin

Sekil 13: Kaveolin-1’in HCC hiicre hatlarinda protein diizeyindeki ekspresyonlarinin

western-blot ile gosterilmesi.

Tablo 5: HCC hiicre hatlarinin diferansiasyon durumlar1 ve bu hiicrelerdeki kaveolin

ve c-Met ekspresyonlart.

Hiicre Hatlar Diferansiasyon Kaveolin c-Met
Durumu Ekpsresyonu Ekspresyonu
Huh7 Iyi - +
Hep3B Iyi - +
HepG2 Iyi - +
PLC/PRF-5 Iyi - +
SNU-398 Iyi - -
SNU-475 Az + +
SNU-449 Az + +
SK-Hepl Az + +
Mahlavu Az + +

HCC hiicre hatlarindaki kaveolin ekspresyonlarma bakildiginda, bu hiicrelerin
diferansiasyon derecesiyle iliskili olduklar1 goriilmektedir (Tablo 5). Iyi diferansiye olan
Huh7, Hep3B, HepG2 ve PLC/PRF-5 hiicrelerinde kaveolin ekspresyonu yoktur. Ancak az-
diferansiye olan SNU-475, Mahlavu, SNU-449 ve SK-Hepl hiicrelerinde yiiksek derecede

kaveolin ekspresyonu bulunmaktadir.
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Kaveolin ve c-Met’in protein diizeyinde ekspresyon ve lokalizasyonlarini belirlemek
icin de immunofloresans ve immunositokimya yaklasimlar1 uygulanmistir. Kaveolin 1 icin
yapilan immunofloresans sonuglart Sekil 14’de goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi
kaveolin hem membranda hem de sitoplazmada lokalizedir. Membranda ise belli bolgelerde
yogunlagsmis olarak goriilmektedir. Ayrica, PLC/PRF-5 hiicrelerinde western-blot ile
kaveolin-1 ekspresyonu gozlenmezken, immunofloresans sonucunda diisiik diizeyde kaveolin

varlig1 goriilmektedir.
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Sekil 14: HCC hiicre hatlarinda kaveolin 1’in immunofloresans ile gosterilmesi: a)
HepG2, b) SK-Hepl, c) SNU-398, d) Hep3B, e) SNU-449, f) Mahlavu, g) PLC/PRF-5, h)
SNU-475, 1) Huh-7.

Kaveolin ve c-Met ekspresyon ve lokalizasyonlarina immunositokimya ile de
bakilmigtir. c-Met genelde membrandz ve biraz da sitoplazmik (Sekil 15), kaveolin ise hem
membrandz hem de sitoplazmik boyanmaktadir (Sekil-16). Bu yontem, western-blot ve RT-

PCR ile yapilan ekspresyon analizlerini de dogrulamaktadir.

49



50



i)

Sekil 15: HCC hiicre hatlarinda kaveolin 1’in immunositokimya ile gosterilmesi: a)
HepG2, b) SK-Hepl, c¢) SNU-398, d) Hep3B, e) SNU-449, f) Mahlavu, g) PLC/PRF-5, h)
SNU-475, i) Huh-7.

a)
c)

b)
d)
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f)
h)

Sekil 16: HCC hiicre hatlarinda c-Met’in immunositokimya ile gosterilmesi: a)
HepG2, b) SK-Hepl, c¢) SNU-398, d) Hep3B, e) SNU-449, f) Mahlavu, g) PLC/PRF-5, h)
SNU-475, i) Huh-7.
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4.2. Patoloji Arsivindeki Hepatoselliller Karsinoma Dokularinda Kaveolin ve c-

Met Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Patoloji arsivinde bulunan HCC dokularinda ve bu dokularin igerisinde yer alan sirotik

dokularda kaveolin ve c-Met ekspresyonlart immunohistokimya yontemi ile belirlenmistir.

Dokulardaki ekspresyonlar Tablo 6’da, bu ekspresyonlarin oranlar1 Tablo 7°da, kaveolin ve c-

Met ekspresyonlarinin korelasyonu ise Tablo 8’da goriilmektedir.

Tablo 6: HCC ve siroz dokularinda kaveolin ve c-Met ekspresyonlart.

Hasta No Doku Tipi Kaveolin c-Met
Ekspresyonu Ekspresyonu
1 HCC, Orta-diferansiye ) )
2 HCC, Orta-diferansiye () ()
Sirotik ) )
3 HCC, Orta-diferansiye ) )
Sirotik 1(+) )
4 HCC, lyi-diferansiye ) )
Sirotik ) )
5 HCC, 1yi—diferansiye (igne biyopsi) 1(+) )
6 HCC, lyi-diferansiye (-) ()
7 HCC, Orta-diferansiye 1(+) )
Sirotik ) )
8 HCC, Orta-diferansiye ) )
Sirotik 1(+) )
9 HCC, Az-diferansiye 2(+) )
10 HCC, lyi-diferansiye (-) (-)
Sirotik ) )
11 HCC, Orta-diferansiye 2(+) 1(+)
12 HCC, lyi-diferansiye (igne biyopsi) 2(+) 2(+)
13 HCC, Orta-diferansiye 1(+) )
14
Sirotik 1(+) )
15 HCC, lyi-diferansiye 2(+) 2(+)
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16 HCC, Orta-diferansiye 2(+) 2(+)
17 HCC, lyi-diferansiye 2(+) 1(+)
18 HCC, lyi-diferansiye ) 1(+)
19 HCC, lyi-diferansiye (igne biyopsi) 1(+) 2(+)
20 HCC, lyi-diferansiye (igne biyopsi) 1(+) 2(+)
21 HCC, Orta-diferansiye (-) (-)
22 HCC, Orta-diferansiye (igne biyop.) (-) 1(+)
23 HCC, Orta diferansiye 2(+) 1(+)
24 HCC, Orta-diferansiye (-) ()
25 HCC, Orta-diferansiye (igne biyop.) ) (-)
26 HCC, Orta-diferansiye 1(+) 1(+)
27 HCC, Orta-diferansiye (igne biyop.) ) ()
28 HCC, Orta-diferansiye (igne biyop.) ) (-)
29 HCC, lyi-diferansiye () )
30 HCC, Orta-diferansiye 1(+)

Sirotik 1(+)
31 HCC, Orta-diferansiye (-) (-)
32 HCC, Orta-diferansiye (-) (-)
33 HCC, lyi-diferansiye () )
34 HCC, Orta-diferansiye ) )

Sirotik ) )
35 HCC, lyi-diferansiye )

HCC, Orta-diferansiye 1(+) 2(+)

Sirotik 2(+) 2(+)
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Tablo 7: HCC ve siroz dokularindaki kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin oranlart.

HCC ve Siroz Dokularinda
Kaveolin Ekspresyonlarinin Oranlari

HCC ve Siroz Dokularinda
c-Met Ekspresyonlarimin Oranlari

Doku Tipi | Ornek | Kaveolin | Yiizde Doku Tipi | Ornek | c-Met Yiizde
Sayis1 | pozitif oran Sayis1 | pozitif oran
Tyi Iyi
Diferansiye 13 6 % 46 Diferansiye 12 6 % 50
HCC HCC
Orta Orta
Diferansiye 21 8 % 38 Diferansiye 20 6 % 30
HCC HCC
Az Az
Diferansiye 1 1 % 100 | Diferansiye 1 0 % 0
HCC HCC
Toplam Toplam
HCC 35 15 % 43 HCC 33 12 % 36
Siroz 10 5 % 50 Siroz 9 2 % 22
Tablo 8: HCC ve sirozda kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin korelasyonu.
Doku Tipi Ornek | Kaveolin (+) | Kaveolin (-) Korele Olan Korelasyon
Sayisi c-Met (+) c-Met (-) Toplam Ornek Yiizdesi
Iyi
Diferansiye 12 5 5 10 % 83
HCC
Orta
Diferansiye 20 5 12 17 % 85
HCC
Az
Diferansiye 1 0 0 0 % 0
HCC
Toplam
HCC 33 10 17 27 % 82
Siroz 9 1 5 6 % 67
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Bu sonuglara gore kaveolin HCC dokularinin %43’tinde , siroz dokularinin ise
%50’sinde eksprese olmaktadir. c-Met ise HCC’lerin %36’sinda, sirotik dokularin ise
%22’sinde eksprese olmaktadir. Kaveolin ve c-Met ekspresyonlarinin dokulara gore
birlikteligine bakildiginda oldukga giiclii bir uyum goriilmektedir. HCC dokularinda kaveolin

ve c-Met ekspresyonlariin uyumu %82, siroz dokularinda ise %67’ dir.

4.3. HCC Hiicre Hatlarinda Kaveolin-c-Met iliskisinin immunopresipitasyon fle

Gosterilmesi

SNU-475 ile yapilan immunopresipitasyon deneylerinde, kaveolin ve c-Met arasinda
bir iligki olup olmadigina ve bu iliskiye HGF’in etkisine bakilmistir. Sekil 17°de de goriildiigii
gibi %1 serum ile bir gece starve edilen SNU-475 hiicrelerinde kaveolin ve c-Met arasinda bir
baglanma bulunmamaktadir. Ancak, HGF indiiksiyonuyla birlikte hizlica kaveolin-c-Met
baglanmasi ortaya ¢ikmaktadir. Deney sistemimizdeki en uzun HGF indiiksiyon siiresi olan

30 dk.’da da bu baglanma devam etmektedir.

IF: e-Met
Blot: kaveolin

HGF e 5dk. 15dk. 30 dk.

24 kD

kaveolin

Sekil 17: SNU-475’de kaveolin ve c-Met iliskisinin immunopresipitasyon ile
gosterilmesi. HGF (-) hiicrelerde kaveolin-c-Met baglanmasi olmazken, HGF indiiksiyonuyla

birlikte baglanma baglamaktadir, ve bu baglanma en azindan 30 dk. devam etmektedir.
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Kaveole ve kaveolinler, 6zellikle son yillarda sinyal molekiilleriyle olan etkilesimleri
ve regiilator rolleri tamimlanmaya bagladiktan sonra biiyiik dikkat cekmistir (10). EGFR,
PDGFR, Insiilin-reseptorii, Src, eNOS gibi son derece 6nemli sinyal yollarma katilarak bu
sinyal yollarimi farkli sekillerde etkileyen kaveolinin, cesitli kanser tiirlerinin gelisimi ve
ilerlemesindeki rolleri de tanimlanmistir (2, 28). Ayrica, kaveolin bazi kanser tiirleri icin
terapotik bir hedef olarak da goriilmektedir (64). Ornegin memenin adenokarsinomunda
kaveolin bir tiimor baskilayici olarak rol oynar ve ekspresyonu kayiptir. Bu kanser tiiriinde
kaveolinin timor baskilayici fonksiyonlarimi geri kazandirmak icin, kaveolin CSD’sinden
tiirevli peptidlerin terapotik olarak kullanim1 arastirilmaktadir ve sonuglar umut vericidir (31).
Prostat karsinomasinda ise kaveolin ekspresyonlarinda biiyilik bir artis s6z konusudur, ve bu
artis 6zellikle metastatik karakter ve kotii prognozla iligkilendirilmistir. Bu kanser tiiriinde ise
kaveolinin onkogenik etkisini ortadan kaldirmak ig¢in, kaveolin fonksiyonunu bozacak
inhibitorler iizerinde calisilmaktadir (28). Yine benzer sekilde safra kesesi karsinomunda
kaveolin over-ekspresyonu, pankreas karsinomunda ise kaveolin ekspresyonunun kaybi
gozlenmektedir. Diger bircok kanser tiiriinde de, tiimorogenez ve karsinogenez siirecinin
cesitli basamaklarinda kaveolinin ekspresyonlarinda farkli oranlarda degisim gozlenmektedir

(13, 17).

Hepatoselliller karsinomada ise su ana kadar kaveolin ekspresyonlarinin nasil
degistigiyle ilgili kesin veriler bulunmamaktadir. Yalmzca birka¢ mikro-dizin ¢alismasindan
gelen ekspresyon degisimleriyle ilgili veriler bulunmaktadir (65). Ancak bu veriler oldukga
celigkilidir. Normal hepatositlerde ise kaveolin ekspresyonunun olmadigi bilinmektedir.
Yalnizca sinuzoidal endotelyal hiicreler, normal karaciger dokusunda kaveolin eksprese
etmektedirler (65, 66). HCC hiicre hatlarinda yaptigimiz ekspresyon analizlerine gore
kaveolin ekspresyonu hiicrelerin diferansiasyon diizeyiyle baglantilidir. Iyi-diferansiye HCC
hiicre hatlar1 kaveolin eksprese etmezken, kotii diferansiye hiicreler yiiksek oranda kaveolin
eksprese etmektedirler. Bu durum oldukga ilgingtir, ¢iinkii az diferansiye HCC hiicre hatlar
soft-agarda koloni olusturabilme ve “nude” farelerde tiimor olusturabilme yetenegine sahiptir

(67). lyi-diferansiye hiicreler ise soft-agarda koloni olusturmazlar ve “nude” farelerde tiimor

olusumuna neden olmazlar. Bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda kaveolin
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ekspresyonundaki artisin, HCC hiicrelerinin tiimorijenik potansiyelleriyle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Burada kaveolin 1 ve kaveolin 2 ekspresyonlarindan 6zellikle kaveolin 1
ekspresyonlan dikkate alinmistir. Ciinkii kaveole ve kaveolinlerin asil diizenleyici rollerini
istlenen kaveolin 1’dir. Bilinen biitiin molekiillerle olan etkilesimler kaveolin 1 araciligiyla
olmaktadir. Kaveolin 2 ise kaveolin 1’in oligomerizasyon ve stabilizasyonuna katilmaktadir.
Tek basina kaveolin 1 fonksiyonel kaveole olusumuna neden olabilirken, kaveolin 2 tek

basina etkili degildir.

Patoloji arsivindeki HCC dokularinda yapmis oldugumuz immunohistokimya
sonuclarina gore de kaveolin HCC’lerin %43’iinde eksprese olmaktadir. Bu sonuglar
kaveolinin HCC’de ekspresyonunun oOnemli bir oranda arttigim gostermektedir. Yani
kaveolin, hepatoselliiler karsinomada onkogenik bir etkiye sahip olabilir. Hiicre hatlarinda
goriillen diferansiyasyon derecesiyle kaveolin ekspresyonlarn arasindaki iligki, HCC
dokularinda gozlenmemistir. Bunun en onemli nedeni 6rnek sayisinin yetersiz olmasidir. Az-
diferansiye HCC doku 6rnegi yalnizca bir adet oldugundan, anlamli bir karsilastirma yapmak
mimkiin degildir. Ayrica burada HCC’nin, patogenezi olduk¢a kompleks ve heterojen bir
kanser tiirii oldugunu da dikkate almak gerekir. Ayni hastanin farkli nodiillerinde bile biiyiik
bir heterojenite gozlenebilmektedir. Bu nedenle hiicre hatlarinda gozlenen diferansiyasyon
derecesiyle kaveolin ekspresyonu arasindaki iliskinin dokularda da gecerli olup olmadigim
anlamak icin, diferansiyasyon diizeyleri farkli olan c¢ok sayida o©rnekle caligmak

gerekmektedir.

HCC gelisiminde olduk¢a onemli basamaklardan biri de siroz gelisimidir. HCV ve
alkol kokenli HCC’lerin neredeyse tamaminda siroz da gozlenirken, HBV kokenli HCC
gelisiminde siroz gelisimi genellikle goriilmez (60). HBV enfeksiyonuna baghh HCC ise,
yasam standartlar1 ve saglik sistemi oturmamis gelismekte olan iilkelerde gozlenmektedir.
Gelismis iilkelerde HCC’nin en biiyiik etkenleri HVC enfeksiyonlar1 ve alkol tiiketimidir.
Dolayisiyla bu HCC’lerin hemen tamaminda siroz da goriilmektedir. Bu nedenle HCC
gelisiminde bir basamak olarak da sirotik dokular1 degerlendirmek 6nemlidir. Inceledigimiz
HCC ornekleri igerisinde bulunan sirotik doku kisimlarinda da kaveolin ekspresyonlarina
bakilmigtir. Buna goére HCC’si olan hastalarin sirotik dokularinin %50’sinde kaveolin

ekspresyonu bulunmaktadir. HCC dokularindaki oranla kiyaslandiginda, sirotik dokularda
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kaveolin ekspresyonu daha fazla goriilmektedir. Ancak yalmizca sirotik dokular1 da olan
HCC’ler dikkate alindiginda oldukca karmasik bir tablo ortaya ¢ikmaktadir. Baz1 6rneklerde
sirotik dokuda kaveolin ekspresyonu gozlenirken, tiimor dokusunda gozlenmemektedir.
Bazilarinda sirozda ekspresyon gozlenmezken, tiimorde gozlenmektedir. Bazilarinda ise hem
siroz hem de tiimor dokusu kaveolin ekspresyonu agisindan negatif veya pozitiftir. 35
numarali 6rnekte ise ilging bir durum gozlenmektedir. Bu ornegin sirotik dokusunda fazla
miktarda kaveolin ekspresyonu gozlenmekte (2+), iyi-diferansiye tiimoriinde ekspresyon
gozlenmemekte, orta-diferansiye tiimoriinde ise ekspresyon gozlenmektedir (1+). Bu durum
hem HCC’nin heterojenitesinden kaynaklaniyor olabilir, hem de tiimdrogenez siirecinin farkli
asamalarinda kaveolin ekspresyonlarinin farkli sekillerde regiile ediliyor olabilecegini
gosterir. Nitekim total olarak sirotik, iyi ve az-diferansiye dokulardaki ekspresyon profillerine
bakildiginda, ayrica kaveolinin tiimorogenez siirecin farkli basamaklarinda farkli sekillerde
etkili oldugu hesaba katildiginda, kaveolin ekspresyonlarinin sirozdan metastatik HCC’ye
giden siiregte degisken olarak regiile ediliyor olmasi olasidir. Tabil ki bu ekspresyon
degisimlerinin tam olarak nasil oldugunu anlayabilmek i¢in ¢ok fazla sayida ornege ihtiyag
vardir. Ancak calismamizin sonuglarina gore, normal kaveolin ekspresyonlar1 sirozda ve

HCC’de oldukga 6nemli miktarda artmaktadir (sirasiyla %50 ve %43 oraninda).

Hepatosit biiyiime faktorii reseptorii olan c-Met, proliferasyon, motilite-invazyon,
metastaz ve anjiogeneze yol acan farkli sinyal yollarin1 aktive edebilen bir tirozin kinaz
reseptoriidiir. ifade edildigi hiicre tipine, hiicrenin diferansiasyon durumuna ve bulundugu
mikrogevreye bagli olarak c-Met bagimli biyolojik yanitlar farkli olabilmektedir (3). Ancak
bircok kanser tipinde c-Met’in 6zellikle metastatik karakterle iliskili oldugu bulunmustur (54,
56) . Hepatoselliiler karsinoma da dahil olmak {iizere, bircok kanserde HGF ve c-Met over-
ekspresyonuna ya da konstitutif aktivasyonuna rastlanmistir (7). HCC dokularinda bizim
yaptigimiz immunohistokimya analizlerimizde de c-Met’in, HCC’lerin %36’sinda eksprese
oldugu goriilmiistiir. Diferansiyasyon diizeyleriyle karsilastirdigimizda ise iyi-diferansiye
dokularda, orta-diferansiye dokulara oranla daha fazla eksprese olmaktadir (sirasiyla %50 ve
%30). Az-diferansiye tek ornekte ise c-Met ekspresyonu gdzlenmemistir. Ancak tek bir 6rnek
icerdiginden dolayi, az-diferansiye HCC’lerde c-Met’in ekspresyonuyla ilgili bir yargiya
varilamaz. Bu sonuglar literatiirle de uyumludur. c-Met’in HCC dokularinin %50’sinden daha

azinda eksprese oldugu bilinmektedir (7). Bizim bulgularimiz da bu sonuglarla uyumludur.
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Sirotik dokulara baktigimizda ise, c-Met’in HCC’ye gore daha diisiik bir oranda (%22)
eksprese oldugu goriilmektedir. Bu sonugta yine literatiirle uyumlu bi¢imde, c-Met
ekspresyonlarinin HCC gelisiminin farkli asamalarinda farkli sekillerde regiile edildigini

gostermektedir.

Hiicre hatlarinda yaptigimiz ekspresyon analizlerinde de c-Met’in tek bir hiicre hatti
haric (SNU-398) tiim hiicrelerde eksprese oldugu goriilmiistiir. Yani kaveolin
ekspresyonlarinda oldugu gibi c-Met ekspresyonlariyla diferansiyasyon derecesi arasinda bir

baglant1 bulunamamuistir.

c-Met, HCC dokularinin %50’sinden daha azinda eksprese olmasina ragmen c-Met
over-ekspresyonlar1 HCC’nin metastatik karakter kazanmasiyla ve diisiik sagkalimla
iliskilendirilmistir (7). Diger bircok kanser tiiriinde oldugu gibi, HCC’de de c-Met metastaz
gelisimine katkida bulunmaktadir. Ancak bu katkinin molekiiler mekanizmalar1 agik degildir.
Kaveolinin tirozin kinaz reseptorleri de dahil olmak iizere bir¢ok molekiille iliskiye girerek bu
molekiillerin katildigi sinyal yollarim regiile etmesi, kaveole membran yapilarinin cesitli
proteinlerin konsantre oldugu spesifik bolgeler olusturmasi, ve c-Met sinyal yolunun son
derece kompleks, pleiotropik etkili ve 6zel sinyal molekiillerinin lokalize oldugu bolgelere
ihtiya¢ duymasi, c-Met’in ve c-Met sinyal yolunun da kaveole ve kaveolin tarafindan regiile
ediliyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezi test etmek i¢in yaptigimiz
immunopresipitasyon deneylerinin sonucunda, kaveolin ve c-Met molekiilleri arasinda bir
baglanma oldugu, bu baglanmanin HGF indiiksiyonuyla birlikte gerceklestigi ve en az 30 dk
siireyle devam ettigi bulunmustur. Bu sonug, hipotezimiz dogrultusunda kaveolin ve c-Met
arasinda bir iliski oldugunu literatiirde ilk kez gostermektedir. Bu iliski HGF
indiiksiyonundan hemen sonra, yani reseptor aktivasyonuyla birlikte baslamaktadir ve deney

sistemimizdeki en uzun siire olan 30. dakikada da devam etmektedir.

Kaveolin ve diger tirozin kinaz reseptorleri arasindaki iliskiye bakildiginda, c-Met ve
kaveolin arasindaki bu iligkinin PDGFR ve kaveolin arasinda olan iligkiye benzedigi
goriilmektedir. PDGF indiiksiyonundan iki dakika sonra kaveolin-PDGFR baglanmasi ortaya
cikmaktadir ve bu iligki 2 saat devam ettikten sonra sonlanmaktadir. Bu kaveolin-PDGFR

baglanmas1 PDGEF ile indiiklenen yanitlarin olusmasinda olduk¢a onemlidir (37). PDGFR
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sinyal yolunun aktivasyonu ve uygun biyolojik yanitlarin olusumu kaveolin bulunmadiginda
bozulmaktadir. PDGF indiiksiyonundan sonra reseptoriin cesitli bolgelerden fosforilasyonu ve
devreye giren adaptor molekiiller, kaveole yoklugunda olusamamaktadir. Yani PDGFR sinyal
yolu kaveole igerisinde baslamaktadir. Bu nedenle kaveolin-PDGFR iliskisi, PDGFR sinyal

yolu a¢isindan son derece 6nemlidir (1, 2, 7).

c-Met’in de HGF indiiksiyonuyla birlikte kaveolinle baglanmasi, c-Met sinyal yolunun
da kaveole igerisinde bagladigin1 ve kaveolin tarafindan regiile edildigini giiclii bir sekilde
gostermektedir. Ancak, bu konuyla ilgili aydinlatilmasi gereken ©nemli sorular vardir.
Bunlardan ilki, c-Met’in bazal ve HGF uyarili1 kosullarda kaveole igerisindeki yerlesim
durumuyla ilgilidir. Bu konuyla iliskili iki olasilik s6z konusudur. c-Met normalde kaveole
disarisinda lokalize olmasina ragmen reseptor aktivasyonuyla kaveole icine ¢ekilip kaveolinle
iliskiye girebilir; veya c-Met her zaman kaveole icerisinde olmasina ragmen, kaveolinle
baglanmak i¢in reseptor aktivasyonuna ihtiya¢ duyulur. Aydinlatilmasi gereken bir diger soru
da c-Met kaveolin baglanmasinin ne kadar siireyle devam ettigidir. Ayrica, kaveolinin c-Met
sinyal yolunda hangi molekiiler mekanizmalarla etkili oldugu ve bu etkinin c-Met ile uyarilan

biyolojik yanitlar1 nasil etkiledigi de ilerleyen donemlerde arastirilacak diger konulardir.

Kaveolin ve c-Met arasinda bir iliski oldugu, bu ¢alismamizda bir HCC hiicre hatt1
olan SNU-475’de immunopresipitasyon ile gosterilmistir. c-Met sinyal yolunun metastatik
karakter ve diisiik sagkalimla iliskili oldugu hepatoselliiler karsinoma, c-Met sinyal yolunda
kaveolinin etkisini ¢alismak icin iyi bir modeldir. Kaveolin ekspresyonlarinin HCC’de nasil
degistigi de su ana kadar bilinmiyordu. Yaptigimiz immunohistokimya analizleri sonucu
kaveolinin de HCC’de ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir. Kaveolin-c-Met iliskisinin
HCC’de 6nemli olup olmadiginin belirlenmesi icin, her iki molekiiliin ekspresyonlarinin ayni
dokularda ne kadar korele oldugu belirlenmelidir. Kaveolin ve c-Met’in aym1 dokulardaki
ekspresyonlarinin  korelasyonunu dogru degerlendirebilmek icin, kaveolin ve c-Met
boyamalar1 ardisik kesitler {izerinde yapilmistir. Sonug olarak HCC orneklerinin tiimiiniin
%82 (33 ornekten 27°si)’sinde kaveolin ve c-Met ekspresyonlar1 koreledir. Bu oran iyi-
diferansiye dokularda %85 (12 ornekte 10), orta-diferansiye dokularda %83 (20 ornekte

17)’tiir. Az-diferansiye tek bir ornekte ise kaveolin ve c-Met ekspresyonlar1 korele degildir.

Sirotik dokularda ise kaveolin ve c-Met ekspresyonlar1 %67 (9 6rnekte 6) oraninda koreledir.
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HCC orneklerindeki ekspresyon analizlerinde goriildiigii gibi kaveolin ve c-Met
ekspresyonlar1 arasinda oldukca giiclii bir uyum vardir. Kaveolin ve c-Met arasinda
immunopresipitasyon ile bir baglanma belirlenmesi, c-Met sinyal yolunda kaveolinin ¢ok
onemli rolii oldugunu gostermektedir. Ayrica, HCC dokularinda bulunan bu giiclii ekspresyon
uyumu da gercekten kaveolin-c-Met iliskisinin hem c-Met sinyal yolunda, hem de HCC

gelisiminde onemli rolleri olabilecegini desteklemektedir.

Hepatoselliiler karsinoma, tiim diinyada artan insidansiyla birlikte her yil 500.000
kisinin 6liimiine neden olan bir kanser tiiriidiir. HCC’nin molekiiler patogeneziyle ilgili bir¢ok
bilinmeyen vardir (5, 61). Bu bilinmeyenlerin temelinde ise HCC’nin olduk¢a heterojen bir
kanser tiirli olmas1 yatar. HCC’nin erken 6ngoriisii, tanis1 ve tedavisi i¢in, bu kanser tiiriiniin
gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Hepatosit
biiyiime faktorii olan c-Met, HCC’de dahil olmak iizere bircok kanser tiiriinde etkili
olmaktadir. HCC’de 6zellikle metastatik karakter ve diisiik sagkalimla iliskilendirilmistir (7).
c-Met sinyal yolunun kompleks ve pleiotropik etkili bir sinyal yolu olmasi, ayrica bu
kompleks sinyal yolunun regiilasyonuyla ilgili molekiiler mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilamamasi, HCC gelisiminde ve ilerlemesinde c-Met’in nasil etkili oldugu sorusunu
da cevapsiz birakmistir. Cesitli sinyal molekiillerini igerisinde toplayarak 6zellesmis bolgeler
olusturan kaveole membran yapilart c-Met sinyal yolunun dallanmasi ve regiilasyonu icin,
bircok molekiil ile iliskiye girerek onlarin regiilasyonunu saglayan kaveolin de c-Met’in
regiilasyonu i¢in iyi birer aday olarak goriinmektedir. Nitekim yaptifimiz calismalar
sonucunda kaveolin ve c-Met’in iligkili oldugunu, reseptor aktivasyonuyla birlikte kaveolin-c-
Met baglanmasimmin ortaya c¢iktigimi, ve bu iki molekiilin HCC dokularindaki
ekspresyonlarinin oldukca yiiksek oranda korele oldugunu gostermis durumdayiz. Bu
sonuclar hem hiicre biyolojisi acisindan yeni ve énemli bilgiler ortaya koymaktadir, hem de
hepatoselliiler karsinogenezde kaveolin-c-Met iliskisinin 6nemini gostermesi agisindan dikkat

cekicidir. Bu nedenle bu konuyla ilgili yapilacak yeni ¢aligmalar biiyiik onem tagimaktadir.
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EK-1: SOLUSYONLAR

PBS (1X, 1000 ml)
0.2 g KC1

0.2 g KH,PO,

8 g NaCl

1.15 g Na,HPO4

TBE (1X, 1000 ml)

10.8 g Tris-baz1

5.5 g Borik asit

4 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0

Protein Yiikleme Tamponu (5X, 20 ml)
2 g SDS

10 ml Gliserol

0.65 g Tris-baz1

0.15 g Bromofenol mavisi

SDS-Page Tamponu (1X, 1000 ml)
10 ml %10 SDS

3 g Tris-baz1

14.4 g Glisin

Transfer Tamponu (1X, 1000 ml)
3 g Tris-baz1

14.4 g Glisin

2 ml %10 SDS

200 ml MeOH
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Tris-BSA (pH 7.3)
0.5 M Tris-baz1

1.5 M NaCl

%2 BSA

MOPS Tamponu (10X)
0.2 M MOPS (pH 7.0)
20 mM Sodyum Asetat
10 mM EDTA (pH 8.0)

RNA Jel Yiikleme Tamponu (10X)
%95 deiyonize formaldehid

%0.025 Bromofenol mavisi

9%0.025 ksilen siyanol

5 mM EDTA (pH 8.0)

%0.025 SDS

TBS (1X, pH 7.4, 1000 ml)
8 g NaCl

0.2 g KC1

3 g Tris-baz1

Tris-EDTA (pH 8.0)
10 mM Tris-ClI (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
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