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OzZET

Uzun, S, B-catenin N-Terminal Bolge Degisikliklerinin Neoplastik Siireclerdeki
Roliiniin Arastinlmasi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Timor
Biyolojisi ve immiinolojisi Programi Doktora Tezi, Ankara, 2021. B-catenin, Wnt
sinyal yolaginin merkezinde yer alan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. B-catenin’in hiicre
ici yerlesimi ve seviyesi, N-terminal bolgesinde yer alan 6zel bir amino asit dizisi
sayesinde siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu amino asit dizisi CTNNB1'in (B-
catenin’i kodlayan gen) lglincl ekzonu (ekzon 3) tarafindan kodlanmaktadir ve bu
ekzonda gorilen mutasyonlar N-terminal bdlgede yer alan amino asit dizisini
degistirerek neoplastik transformasyona neden olmaktadir. Arastirma grubumuz
tarafindan CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin tespit edilmesini saglayan
immunohistokimyasal boyama temelli bir yontem tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasinin
birincil amaci, tanimladigimiz yontemi kullanarak patogenezi bilinmeyen neoplastik
hastaliklarda CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin arastirilmasidir. Bu kapsamda, dalagin
nadir gorllen vaskiler lezyonlarindan biri olan sklerozan anjiomatoid nodiler
transformasyon (SANT) olgularinda tanimladigimiz yontemle N-terminal boélge
degisiklikleri incelenmektedir. immiinohistokimyasal boyama sonucunda ekzon 3
mutasyonu varhgini diisiindiiren bulgular elde edilmektedir. Bu bulgular polimeraz
zincir reaksiyonu ve Sanger sekanslama ile dogrulanmaktadir. Tez ¢calismasinin ikincil
amaci ise tanimladigimiz immuinohistokimyasal boyama yontemini kullanarak B-
catenin’in N-terminal bolgesini etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonlarin
arastirilmasidir. Bu amag dogrultusunda immiinohistokimyasal ve imminofloresan
boyama yontemleri kullanilarak S33, S37 ve T41 amino asitlerinden fosforile olan -
catenin’in (fosfo-S33/S37/T41-B-catenin) hiicre ici yerlesimi incelenmektedir ve bu
proteinin kolon kanseri hiicrelerinin ¢ekirdeginde birikebilecegi gosterilmektedir. Ek
olarak kolorektal kanser protein lizatlarinda Western Blot yontemi ile N-terminal ve
C-terminal bolgesinden proteolitik olarak kesilmis, diisiik molekiler agirhg! sahip B-
catenin formlarinin bulunabilecegi ileri slirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: B-catenin, CTNNB1, ekzon 3, fosfo-B-catenin, WNT
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ABSTRACT

Uzun, S, Investigation of The Role of B-catenin N-terminal Domain Alterations in
Neoplastic Processes, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Tumor Biology and Immunology Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2021. B-catenin is a multifunctional protein and located at the center of Wnt
pathway. Intracellular localization and level of B-catenin are strictly controlled by
special amino acid residues located at its N-terminal domain. These amino acid
residues are encoded by the third exon (exon 3) of CTNNB1 (B-catenin encoding gene)
and the mutations altering this region lead to neoplastic transformation by changing
the amino acid sequence of the N-terminal domain. Our research group has recently
defined an immunohistochemistry-based approach that can detect CTNNB1 exon 3
mutations. The primary purpose of this study is to evaluate the CTNNB1 exon 3
alterations in neoplastic diseases of unknown pathogenesis by using this
immunohistochemistry-based approach. For this purpose, B-catenin N-terminal
domain alterations were evaluated with this method in the cases of sclerosing
angiomatoid nodular transformation (SANT) of the spleen, a rare vascular lesion of
the spleen. As a result of immunohistochemical staining, findings suggesting the
presence of exon 3 mutations were obtained. These findings were confirmed with
polymerase chain reaction and Sanger sequencing. The secondary purpose of this
study is to evaluate the post-translational modifications of the B-catenin N-terminal
domain by using the immunohistochemical staining method that we have described.
For this purpose, the intracellular localization of B-catenin phosphorylated at the
amino acids S33, S37 and T41 (phospho-533/S37/T41-B-catenin) was investigated
using immunohistochemical and immunofluorescent staining methods, and it was
shown that this protein could accumulate in the nucleus of the colon cancer cells. By
evaluating protein lysates of colorectal cancer patients with Western Blot method, it
was also suggested that low molecular weight B-catenin forms might be formed after
proteolytic cleavage of N-terminal and C-terminal regions of B-catenin.

Key Words: B-catenin, CTNNB1, exon 3, phospho-B-catenin, WNT



iCINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETiK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKILLER
TABLOLAR
1. GIRiS
2. GENEL BiLGILER
2.1. Wnt Sinyal Yolagi
2.1.1. Wnt Sinyal Yolagina Giris
2.1.2. Kanonikal Wnt/B-catenin Sinyal Yolaginin Calisma Mekanizmasi
2.2. B-catenin ve N-Terminal Bolge
2.2.1. B-catenin’in Molekiler Yapisi ve Fonksiyonlari
2.2.2. B-catenin N-Terminal Bélgenin Molekiler Yapisi ve Fonksiyonlari
2.2.3. B-catenin N-Terminal Bolgede Goérilen Genetik Degisiklikler
2.3. WNT/B-catenin Sinyal Yolag Mutasyonlari ile iliskili Neoplaziler
2.3.1. Hepatoseliiler Karsinom
2.3.2. Kolorektal Kanser
2.3.3. Medulloblastom
2.3.4. Dezmoid Timor ve Diger Yumusak Doku Timorleri
3. GEREC VE YONTEM

3.1. Dalagin Sklerozan Anjiomatoid Noduler Transformasyonu (SANT) Olgularinin
Secilmesi

3.2. insan Kolorektal Kanser Doku Orneklerinin Toplanmasi
3.3. Hastalara ait Kolorektal Kanser Doku Orneklerinden DMD Olusturulmasi

3.4. DNA izolasyonu

Vi
Vii

viii

Xi
Xii

Xiv

coO O A N N N -

10
13
14
14
16
19
20
22

22
22
22
23



3.4.1. Formalin ile Fikse edilmis Parafine Gomlu (FFPG) Doku Kesitinden
DNA izolasyonu

3.4.2. Taze Donmus Dokudan DNA izolasyonu
3.5. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
3.5.1. FFPG Doku Kesitinden RNA izolasyonu
3.5.2. Taze Donmus Dokudan RNA izolasyonu
3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Revers-Transkriptaz PZR (RT-PZR)
3.7. Agaroz Jel Ekstraksiyonu, PZR Pirifikasyonu ve Sekanslama
3.8. immiinohistokimyasal Boyama
3.9. immunofloresan Boyama
3.10. Protein izolasyonu, Protein Konsantrasyon Tayini ve Western Blot
3.11. istatistiksel Analiz
4. BULGULAR

4.1. Etiyopatogenezi Bilinmeyen Yumusak Doku Timoérlerinde CTNNB1
Mutasyonlarinin Arastiriimasi

4.2. B-catenin’in N-terminal Bolgesini Etkileyebilecek Post-Translasyonal
Degisikliklerin Arastiriimasi

4.2.1. Fosfo-B-catenin’in Hiicre ici Yerlesiminin immiinofloresan Boyama ile
incelenmesi

4.2.2. Fosfo-B-catenin, B-catenin ve Aktif-B-catenin ifadesinin Western Blot
ile Degerlendirilmesi

4.2.3. Niikleer ve Sitoplazmik Fosfo-B-catenin ifadesinin Kolorektal Kanser
Olgularinin Sagkalimina Etkisi

5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR

8. EKLER

EK-1: Tez Calismasi ile ilgili Etik Kurul izinleri
EK-2: Turnitin Ekran Goriintlsu

EK-3: Dijital Makbuz

9. 0ZGECMIS

23
24
24
24
25
25
26
27
28
29
30
31

31

43

51

53

57
58
67
69
82

85



ABC
APC
CK1
CRD
CTNNB1
DMD
DVL
EBV
FAP
FFPG
FZD
GSK-3
H&E
KKH
LRP
PP2A
S33
S37
$45
SANT
T41
3’UTR

SIMGELER ve KISALTMALAR

Aktif-B-catenin

Adenomatoéz Polipozis Koli
Kazein Kinaz 1

Sisteinden Zengin Bolge
B-catenin’i Kodlayan Gen

Doku Mikrodizini

Dishevelled

Epstein-Barr Virusu

Familyal Adenomatoz Polipozis
Formalinle Fikse Parafine Gémula
Frizzled

Glikojen Sentez Kinaz 3
Hematoksilen ve Eozin

Kord Kapiller Hemanjiyom

LDL Reseptoriiyle iliskili Protein
Protein Fosfataz 2A

33. Serin Amino Asidi

37. Serin Amino Asidi

45. Serin Amino Asidi

Sklerozan Anjiomatoid Noduler Transformasyon

41. Treonin Amino Asidi

3’ Translasyona Ugramayan Bolge

Xi



Sekil
2.1.

2.2

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.
4.7.

4.8.

4.9.

4.10.
4.11.

SEKILLER

Xii

Sayfa
Kanonikal Wnt/B-catenin sinyal yolaginin ¢calisma mekanizmasinin
sematik gosterimi 6
B-catenin’in Molekiiler Yapisi 10
B-catenin’in baglanma partnerleri ile iliskisinin sematik gosterimi 11
CTNNB1 mutasyonlarinin protein diizeyinde etkiledigi bolgelere gore
dagiliminin ve mutasyon tiplerinin sematik goriinimi 14
Kolorektal kanserle iliskili sinyal yolaklarinin ve genetik degisikliklerin
sematik gosterimi 16
B-catenin N-terminal bolge degisikliklerinin immiinohistokimyasal
boyama ile saptanmasi 18
Olgu 1’e ait H&E ve immiinohistokimyasal boyama (CD31, CD34, CD8)
goruntlsu 34
SANT olgularinin anti-aktif B-catenin ve anti-B-catenin antikorlari ile
immunohistokimyasal olarak boyanmasi 36
Olgu 1, 2 ve 3’e ait CTNNB1 ekzon 3 sekans sonucu 37
SANT olgularina ait genomik DNA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu analizi 38
Olgu 1 ve 3'te fark edilen kisa PZR Urlinline ait Sanger sekans analizi
sonucu 39
SANT olgularina ait cONA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu analizi 40
Olgu 7’de tespit edilen kisa PZR (rlinlerine ait Sanger sekans analizi
sonucu 40

Yedi SANT olgusuna ait genomik DNA ve/veya cDNA 6rneklerinde PZR ve
Sanger sekans analizi sonucunda tespit edilen tiim genetik degisiklikler
CTNNB1 ekzon 3 bolgesi DNA/RNA diizeyinde degisiklik gostermeyen
olgularda mutant B-catenin boyanma desenini aciklamak icin iki hipotez
Iimmiinohistokimyasal fosfo-B-catenin boyamasi

Kolorektal kanser olgularinin niikleer fosfo-B-catenin boyanma kuvvetine

gore skorlanmasi

42

44
46

47



4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

4.21.

Kolorektal kanser olgularinda niikleer ve sitoplazmik fosfo-B-catenin’in
boyanma siddetine gore yapilan skorlama sonucu

DMD-5’in B-catenin ve aktif B-catenin antikorlari ile yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucu

K12C78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait B-catenin, aktif B-catenin
ve fosfo-B-catenin imminohistokimyasal boyamasi

K12A78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait B-catenin, aktif B-catenin
ve fosfo-B-catenin imminohistokimyasal boyamasi

Normal kolon dokusunun B-catenin ve fosfo-B-catenin antikorlariyla
yapilan immiinofloresan boyanma sonucu

Kolon kanseri dokusunun farkl B-catenin antikorlariyla yapilan
immunofloresan boyanma sonucu

Kolon kanseri dokusunun farkl B-catenin antikorlariyla yapilan western
blot analizi sonucu

Farkh kolorektal kanser olgularinin B-catenin ve aktif B-catenin
antikorlari ile yapilan western blot analizi

Farkli kolorektal kanser olgularinda ekzon 3 mutasyonlarinin genomik
DNA ve cDNA diizeyinde incelenmesi

Fosfo-B-catenin ifadesinin kolorektal kanser olgularinda sagkalima

etkisi

xiii

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57



Tablo
3.1.
3.2
3.3.

4.1.
4.2.

TABLOLAR

Xiv

Sayfa
DMD-5’teki hasta doku drneklerinin yerlesimi 23
Primerler ve DNA sekanslari 26

immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikor diliisyonlari ve antijen
geri kazanimi kosullari

SANT olgularinin klinik ve patolojik ozellikleri

Doku mikrodizinindeki 185 kolorektal kanser hastasi 6rneginin klinik

ve patolojik ozellikleri

28
32

45



1. GiRiS

Whnt sinyal yolagi, erken embriyogenezden baslayarak canli gelisiminin hemen
her asamasinda gorev alan evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolagidir.
Morfogenezin temeli olan hiicre ¢ogalmasini, farkhlasmasini ve polarizasyonunu
kontrol eden Wnt sinyal yolagi; eriskin hayatta da kdk hiicre havuzunu dizenleyerek
doku mimarisinin korunmasini saglamaktadir (1). Canhligin devami i¢in vazgecilmez
olan siirecleri yonetmesi nedeniyle, sinyal yolaginin dogru calismasini etkileyecek
degisiklikler basta kanser olmak lizere genis bir hastalik spektrumuna neden
olmaktadir (2).

Whnt sinyal yolaginin merkezinde transkripsiyon koaktivatori olarak fonksiyon
gosteren B-catenin yer almaktadir. B-catenin’in hiicre igindeki yerlesimi ve hiicre igi
seviyesi sinyal yolaginin aktivite dizeyini belirlemektedir. Bu nedenle hiicre igi B-
catenin dengesi, yikim kompleksi adi verilen 6zel bir multimerik protein kompleksinin
baslattigi  fosforilasyon-ubikitinasyon-proteozomal yikim  mekanizmasi ile
saglanmaktadir (3). CTNNB1 geni tarafindan kodlanan B-catenin; N-terminal, C-
terminal ve armadillo tekrar bolgesi olmak lzere Uc¢ farkli bélgeden olusmaktadir. B-
catenin’in N-terminal bdlgesi, yikim kompleksi proteinleri tarafindan taninan ve
fosforile edilen serin/treonin amino asit dizisini icermektedir. Bu 6zel amino asit dizisi
genin Uglincl ekzonu (ekzon 3) tarafindan kodlanmaktadir ve neoplazi gelisimine
neden oldugu bilinen CTNNB1 mutasyonlarinin neredeyse tamami bu ekzonda ortaya
cikmaktadir (4).

Arastirma grubumuz tarafindan, B-catenin’in N-terminal bdélgesini etkileyen
CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin tespit edilmesini saglayan immiuinohistokimya
temelli bir yontem tanimlanmistir (5).

Bu tezde hedeflenenler; tanimladigimiz immiinohistokimya temelli yontemi
kullanarak, etiyolojisi henliz aydinlatilamayan neoplastik hastaliklarda CTNNB1 ekzon
3 mutasyonlarinin varligini incelemek ve PB-catenin’in N-terminal bdlgesini

etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonlari arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Wnt Sinyal Yolagi
2.1.1. Wnt Sinyal Yolagina Girig

Whnt sinyal yolaginin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar, fare meme timori
virlst proviral DNA’sinin genoma entegrasyonu sonucunda aktive olan potansiyel
proto-onkogenlerin arastirilmasi ile baslamistir. Nusse ve Varmus (6) tarafindan
ylrittlen 1982 tarihli bu ilk ¢alisma, ginimizde Wntl proteinini kodladigini
bildigimiz int1’in kesfedilmesini saglamistir. Bu genin Drosophila’da tanimlanmis
segment polarite genlerinden biri olan “wingless (wg)’in homologu oldugunun
gosterilmesiyle, int1/wg’in hem morfogenezde gorev aldigi hem de onkogen gibi
davranabildigi fark edilmistir (7-9). llerleyen vyillarda vyeni int genlerinin
kesfedilmesiyle ortaya ¢ikan kavram kargasasini yok etmek icin int1/wg ailesine lye
olan genlerin “Wnt” olarak adlandirilmasina karar verilmistir (10).

Gelisim biyologlari tarafindan farkli model canhlar kullanilarak yapilan
¢alismalar, Wnt sinyal yolaginin canli gelisimindeki goérevlerinin ve c¢alisma
mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina olanak tanimistir. Sharma ve Chopra (7)
tarafindan tanimlanan Drosophila modelinde, wg mutasyonu tasiyan sineklerin kanat
gelisiminde ve segment polarizasyonunda sorunlar oldugu fark edilmistir.
Drosophila’nin model canli olarak kullanildigi diger ¢alismalarda da armadillo (B-
catenin’in Drosophila homologu), porcupine, dishevelled ve dTCF genlerinde
mutasyon olan embriyolarin; wg mutant Drosophila modelindekine benzer sekilde
segment polarizasyon hatalari oldugu gosterilmistir ve bu genlerin Wnt sinyal
yolaginin parcasi oldugunu ileri siiren ilk model gelistirilmistir (11-13).

Wnt sinyal yolaginin vertebrali canlilarin gelisiminde de gorev aldigini
gosteren ilk bulgular, Xenopus embriyolarinda yapilan calismalar ile elde edilmistir.
Fare Wnt1 mRNA’sini Xenopus embriyolarina enjekte eden McMahon ve Moon (14),
bu embriyolarda eksen duplikasyonunun ortaya ciktigini gozlemlemistir. Eksen
duplikasyon deneyi olarak bilinen bu yontem sayesinde Wnt sinyal yolaginin

vertebrali canlilarda da evrimsel olarak korundugu anlasiimistir, ayni zamanda bu



yontemin vertebrali canlilarda Wnt sinyal yolagi elemanlarinin arastirilabilmesi igin
kullanisli oldugu fark edilmistir.

Fare genomunda homolog rekombinasyonla gene spesifik mutasyonlarin
yapilabilmesinin imkanlh hale gelmesiyle farkli Wnt genlerinde fonksiyon kaybi
mutasyonu tasiyan fare modelleri gelistirilmistir (15). Birbirinden oldukca farkh
fenotiplerin ortaya c¢iktigi bu fare modelleri sayesinde, tek bir Wnt genindeki
fonksiyon kaybinin vertebrali canli gelisimine yaptigl blyuk etki acikca gozlenmistir
(16-18). Model canhlarda yapilan ¢alismalar isiginda, Wnt sinyal yolaginin hiicre
kaderinin belirlenmesinde ve hiicre polarizasyonunun saglanmasinda gorev alarak
embriyogenezi diizenledigi anlasiimigtir (19).

Wnt sinyal yolaginin gorevi yalnizca embriyogenez sirasindaki biyolojik
surecleri yonetmekle sinirli olmayip; bagirsak, sa¢ folikiili ve hematopoetik sistem
gibi farkh eriskin dokularindaki kék hicre havuzunun devamliligini da saglamaktir
(20). Wnt sinyali ile kok hicre havuzu arasindaki iliskiyi inceleyen bir calismada, Wnt
sinyal iletiminden sorumlu proteinlerden biri olan Tcf4’liin yoklugunda bagirsak kok
hlcre havuzunun tamamen kayboldugu ve doku mimarisinin bozuldugu gosterilmistir
(21). Bu sonucu destekleyen bir baska calismada ise, insan R-spondin 1’i ifade eden
transgenik farelerde bagirsak ve kolon epitelinin asir ¢ogaldigi gozlenmistir. R-
spondin ailesi proteinler, Wnt reseptorlerinin ubikitinasyonunu ve proteozomal
yikimini engelleyerek Wnt sinyal yolagi aktivitesini desteklemektedir. Bu nedenle Wnt
agonisti olan insan R-spondin 1’in transgenik farelerde ifade edilmesi, bagirsak ve
kolon kok hiicre havuzunda Wnt yolagi hiperaktivasyonuna neden olmustur (22,23).
Bu ¢alismalarin yani sira, Wnt hedef genlerinden biri olan Lgr5’in ¢ok sayida erigkin
dokuda kok hiicre belirteci olarak kullanilabileceginin fark edilmesi, Wnt sinyal yolagi
ile kok hiicre havuzu arasindaki iliskiye yonelik dnemli bir kanit olusturmustur (24).

Wnt sinyal yolagi ile ilgili en 6nemli gelismelerden biri 1990’larin basinda
kanser genetigi alaninda yasanmistir. Herediter kanser sendromlarindan biri olan
Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP) otozomal dominant kalitilan, gen¢ hasta
poptlasyonunu etkileyen ve kolonda cok sayida polip ile karakterize olan kolon

kanseri yatkinhk sendromlarindan biridir. FAP’a neden olan genomik degisikligi



tanimlamak igin yapilan galismalar sonucunda, Adenomaté6z Polipozis Koli (APC) adi
verilen bilyik bir gende ortaya ¢ikan nonsense ve gergeve kaymasi mutasyonlarin
FAP’la iliskili oldugu gosterilmistir (25,26). Rubinfeld ve ark. (27)'nin yaptigi calismada
ise APC’nin, Drosophila’da Wnt sinyal iletim elemani olan armadillo’'nun insan
homologu B-catenin’e baglandigi gosterilmistir ve bu calisma ile Wnt sinyal yolaginin
kanser gelisimiyle iliskili olabilecegini distindiren ilk kanit elde edilmistir. Wnt sinyal
iletiminde gorev alan yeni genlerin tanimlanmasiyla bu sinyal yolaginin kanserle
iliskisi daha iyi anlasilmistir. Ginimuiizde Wnt sinyal yolaginin asiri aktivasyonu ile
sonuclanan genetik ve epigenetik degisikliklerin neoplastik donisiime neden oldugu
iyi bilinmektedir (28).

Gelisimsel biyoloji ve kanser genetigi alanindaki calismalarin katkilariyla
glinimizde kabul edilen Wnt sinyal yolagi modeli olusturulmustur. Su anda Wnt
reseptorleri aracihgiyla aktiflesen Gg¢ farkh sinyal yolagl oldugu distnilmektedir:
kanonikal Wnt/B-catenin yolagl, planar hiicre polaritesi yolagi ve Wnt/Ca?* yolagi
(29,30). Bu l¢ Wnt sinyal yolagl arasindan Uzerinde en fazla c¢alisilan, bu nedenle

calisma mekanizmasi en iyi tanimlanmis olani kanonikal Wnt/B-catenin yolagidir.
2.1.2. Kanonikal Wnt/B-catenin Sinyal Yolaginin Calisma Mekanizmasi

int1’in kesfinin Gizerinden gecen 40 yil iceresinde, Wnt sinyal yolaginin parcasi
olan proteinlerin tanimlanabilmesi ve yolagin temel ¢alisma prensiplerinin
aydinlatilabilmesi icin yogun caba sarf edilmistir (31). Biyolojik sistemlerdeki kritik
gorevleri nedeniyle aktif bir sekilde arastirilmaya devam eden Gic Wnt yolagiicerisinde
sadece kanonikal Wnt/B-catenin yolagi icin genel kabul goren bir ¢alisma modeli
olusturulabilmistir. Wnt arastirmacilari tarafindan 6ne stirilen bu modele gore sinyal
yolaginin merkezinde yer alan B-catenin’in hiicre icerisindeki yerlesimi ve hiicre igi
seviyesi, bu yolagin aktivite durumunu belirlemektedir. Bu nedenle hiicre ici B-
catenin dagilimi ve diizeyi cesitli hiicre ici mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilmektedir (32).

Kanonikal Wnt/B-catenin yolagi, diger tum sinyal yolaklarinda oldugu gibi,

ligand-reseptor etkilesimi ile aktiflesmektedir. Bugline kadar memeli genomunda



Wnt protein sentezinden sorumlu 19 ayri WNT geni tanimlanmistir. Bu genler
tarafindan sentezlenen Wnt proteinleri ekstraselller alana salinmadan 6nce
matiirasyonlarini tamamlamak icin bir dizi post-translasyonel modifikasyona
ugramaktadir. Endoplazmik retikulumda sirasiyla palmitoleik asit ve N-bagli
oligosakkaritlerin eklenmesiyle aktiflesen Wnt proteinlerinin direk olarak
ekstraselller bosluga birakildigi distintlmektedir (33). Hidrofobik yapisi nedeniyle
suda ¢ozlinemeyen ve bu nedenle kisa hareket mesafesine sahip bu proteinlerin,
komsu hiicre reseptoriine nasil baglandigini aciklayabilecek alternatif hipotezler de
gelistirilmistir. Bazi calismalarda, Wnt proteinlerinin eksozom ve lipoprotein
kompleksleri gibi ekstraselller partiklller araciligiyla uzun mesafeler boyunca
tasinarak komsu hiicre reseptériine ulastirilabilecegi gésterilmistir (34,35). One
suriilen bir diger hipotezde ise Wnt proteinlerinin filopod gibi aktin temelli hiicre
uzantilari yardimiyla komsu hicrelere sunulabilecegi belirtilmistir (36).

Ekstraseliiler alanda bulunan Wnt proteinleri, G-protein bagh reseptorlere
benzeyen ve yedi transmembran alfa heliksten olusan Frizzled (FZD) ailesi
reseptorlere baglanmaktadir. Memeli genomunda bugline kadar FZD reseptorlerini
kodladigl gosterilen 10 farkh FZD geni tanimlanmistir. Bu protein ailesi temel WNT
reseptorleri olarak kabul edilmesine ragmen hangi Wnt proteinlerinin hangi FZD
reseptorine 6zgul oldugu heniliz anlasilamamistir. Ekstraseliiler alana salinan Wnt
proteinleri, FZD reseptorlerinde yer alan ve sisteinden zengin bélge (CRD) adi verilen
evrimsel olarak korunmus buyik bir ekstraselller boélgeye baglanmaktadir (37). Wnt
proteinlerinin CRD’ye baglanma mekanigini inceleyen bir ¢alismada, Xenopus Wnt8
(XWnt8)'in parmak benzeri uzantilari yardimiyla fare Fzd8 reseptoriine ait CRD’yi
“kavradigl” ve bu sayede Wnt ligand-reseptér kompleksini olusturdugu gosterilmistir
(38). Wnt proteinlerine yiksek afinite ile baglanan FZD reseptorleri, hiicre igi
sinyalizasyonu baslatabilmek icin koreseptorlere de ihtiya¢ duymaktadir. Hiicre
ylzeyinde yer alan koreseptorler hem Wnt proteinlerine hem de FZD reseptorlerine
baglanarak reseptor-ligand kompleksini gliclendirmekten ve bu sayede hicre igi
sinyal iletiminin saglanmasindan sorumludur. LDL Reseptériiyle iliskili Protein (LRP)

ailesine (iye olan LRP5, LRP6 ve bu proteinlerin Drosophila homologu arrow;



kanonikal Wnt/B-catenin yolaginda gorevli olan temel koreseptoérlerdir. GlinUmuzde
kabul edilen glincel yaklasima gore ekstraseliler Wnt proteinlerinin FZD
reseptorlerine baglanmasi, FZD reseptorii ile LRP ailesi koreseptorlerin
heterodimerizasyonunu saglamakta ve bu sayede hiicre membranindan baslayarak
nikleusta sonlanacak olan hicre igi sinyal iletim kaskadini aktiflestirmektedir (39—
41). Wnt arastirmacilari tarafindan kabul edilen mevcut modele gore kanonikal
Whnt/B-catenin yolagi, ligand-reseptor etkilesiminin olup olmamasina gére “KAPALI”

veya “ACIK” olarak adlandirilan iki farkli durumda bulunabilmektedir (Sekil 2.1.).

A KAPALI
LRP5/6
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Sekil 2.1. Kanonikal Wnt/B-catenin sinyal yolaginin ¢alisma mekanizmasinin sematik
gosterimi: A) KAPALI konumda B) ACIK konumda. (MacDonald, BT ve ark.
(32)'ndan alinmistir.)”

Ekstraseliler alanda Wnt ligandinin olmadigl “Wnt KAPALI” durumda, sinyal
yolaginin merkezinde yer alan pB-catenin proteini sirasiyla fosforilasyon ve
ubikitinasyon basamaklarini takip ederek proteozomal yikima ugramaktadir. Hiicre ici
B-catenin dilizeyinin distk tutulmasini saglayan bu yikim siireci, B-catenin’in
niikleusta birikmesini engelleyerek Wnt hedef genlerinin ifade edilememesine neden
olmaktadir. B-catenin, yilkim kompleksi olarak isimlendirilen 6zel bir multiprotein
kompleks araciligiyla yikilmaktadir. Bu kompleksin temel olarak 6 farkli proteinden
olustugu kabul edilmektedir. Bunlar serin/treonin kinazlar Kazein Kinaz 1 (CK1) ve

Glikojen Sentez Kinaz 3 (GSK-3), iskele proteinler APC ve AXIN, bir E3 ubikitin ligaz



olan B-TrCP ve Protein Fosfataz 2A (PP2A)'dir (3). B-catenin’in yikim kompleksi
elemanlarina baglanma mekanizmasi ve yikim sirecinin asamalari henliz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da genel olarak kabul edilen bir galisma modeli olusturulmustur
(42).

ilk olarak, sentezlenen sitoplazmik PB-catenin proteinleri sirasiyla iskele
proteinleri AXiN ve APC’ye baglanmaktadir. Bu proteinlerin ana gérevi B-catenin’in N-
terminal bolgesini CK1’'in  yakinina konumlandirarak fosforilasyon sirecini
desteklemektir. Esnek ve hareketli bir yapiya sahip olan N-terminal bolgenin CK1 ile
etkilesimi, fosforilasyon kaskadinin baslamasi icin gerekli olan 45. serin (S45) amino
asidinin fosforilasyonunu tetiklemektedir. Yikim kompleksinde yer alan bir diger
serin/treonin kinaz olan GSK-3, fosforile formdaki S45’i taniyarak sirasiyla 41. treonin
(T41), 37. serin (S37) ve 33. serin (533) amino asitlerini fosforile etmektedir (43—45).
Bu fosforilasyon isleminin temel hedefi, B-catenin’in ubikitinasyonu icin gerekli olan
kritik amino asit motifini olusturmaktir. SCF ubikitin ligaz kompleksinin pargasi olan
B-TrCP tarafindan taninan bu 6zel motif, fosforile formdaki S33 ve S37 amino asitlerini
icermektedir (46). N-terminal fosforilasyonu tamamlanmis olan ve B-TrCP tarafindan
taninan B-catenin proteinleri, poliubikitin zincirleri eklenerek 26S proteozomal yikim
kompleksine yonlendirilmektedir (47). N-terminal fosforilasyonun diizenlenmesinde
gorev aldigi gosterilen bir diger protein ise bir serin/treonin fosfataz olan PP2A’dir
(48). B-catenin’in N-terminal bolgesini ¢cevreleyen iskele proteinlerinin yoklugunda
PP2A’nin, $33/S37 amino asitlerini defosforile ederek B-TrCP tanima motifini yok
ettigi bildirilmistir (49).

Sitoplazmik B-catenin diizeyinin proteozomal yikim sonucunda azalmasi, B-
catenin’in nlkleusta birikmesine engel olmaktadir. Transkripsiyon faktori
koaktivatori oldugu gosterilen niikleer B-catenin’in temel gorevi, TCF/Lef ailesine lGye
olan proteinler basta olmak lizere cok sayida transkripsiyon faktoriine baglanarak
Wnt hedef genlerinin ifadesini uyarmaktir. Nikleer B-catenin’in yoklugunda
korepresor proteinlere afinitesi artan TCF/Lef transkripsiyon faktorleri, bu proteinlere
baglanarak transkripsiyonel represyon kompleksini olusturmaktadir ve Wnt hedef

genlerinin ifadesini inhibe etmektedir (50-52).



Ekstraseliiler alanda Wnt proteinlerinin bulundugu “WNT ACIK” durumda,
Wnt proteinleri FZD reseptorlerine baglanarak, FZD reseptorleri ile LRP5/6
koreseptorlerinin heterodimerizasyonunu uyarmaktadir. Wnt proteini, FZD reseptori
ve LRP5/6 koreseptorinden olusan ligand-reseptor kompleksinin  gorevi,
sitoplazmada yer alan Dishevelled (DVL) isimli fosfoproteini hiperfosforile ederek bu
proteinin reseptér kompleksi cevresinde kiimelenmesini saglamaktir. Klasik Wnt
aktivasyon modeline gore hiperfosforile formdaki DVL, sitoplazmada serbest halde
bulunan AXIN’i hiicre membranina dogru cekerek yikim kompleksinin dagilmasina
neden olmaktadir (53-55). Klasik aktivasyon modeline alternatif olarak ¢ok sayida
farkli model 6ne siriilmesine ragmen biyolojik sistemlerde hangi modelin gegerli
oldugu heniz bilinmemektedir. Tim modellerde kabul edilen ortak yaklasima gore,
yikim  kompleksinin  inaktivasyonu  sonucu  N-terminal  fosforilasyonu
gerceklesemeyen B-catenin proteini stabilize olarak dnce sitoplazmada daha sonra da
niikleusta birikmektedir (56). Niikleer B-catenin diizeyindeki artisla beraber olusan
TCF/Lef/B-catenin transkripsiyon faktér kompleksi, genom Uzerindeki spesifik DNA

dizilerine baglanarak Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatmaktadir (57).
2.2. B-catenin ve N-Terminal Bolge
2.2.1. B-catenin’in Molekiiler Yapisi ve Fonksiyonlari

B-catenin’i ilk defa 1989 yilinda tanimlayan Rolf Kemler ve ekibi, bu proteinin
hiicre adezyon molekili olan E-Kaderin ile aktin hiicre iskeletini birbirine baglayan
molekiler bir kopriu olabilecegini 6ne slirmustiir (58). Daha sonra vyapilan
calismalarda B-catenin’in, Wingless yolagina (vertebrali canhlarda Wnt yolag)) ait bir
protein olan armadillo’nun vertebral canlilardaki homologu oldugu fark edilmistir
(59,60). Hiicre adezyonunun ve Wnt sinyal yolaginin diizenlenmesinden sorumlu
oldugu bilinen B-catenin, glinimizde kabul edilen yaklasima gore hiicre icerisinde iki
farkli havuzda kiimelenmektedir. Hiicre adezyon sisteminin temel parcasi olan B-
catenin’in blylk bolimu E-kaderin’e baglh olarak hiicre membraninda yer almaktadir.
B-catenin’in kiigk bir bolim ise sitoplazmada serbest olarak bulunmakta ve Wnt/B-

catenin sinyal yolaginin koaktivatoru olarak gérev almaktadir. Multifonksiyonel bir



protein olan B-catenin’in hiicre ici regllasyonu cok sayida arastirmaya konu olsa da,
B-catenin’in bu iki havuz arasinda nasil gegis yaptigl heniiz bilinmemektedir (61).

B-catenin, 3. kromozomun kisa kolunda (3p21) yer alan ve 16 ekzondan olusan
CTNNB1 tarafindan kodlanmaktadir (62,63). Bu genden sentezlenen RNA
transkriptinin farkli 3 UTR uzunluguna sahip Uc¢ izoformunun oldugu bildirilmistir.
Hicre ici yari émri birbirinden farkh olan bu ¢ izoformun ifade dizeyindeki
farkhliklarin = Wnt sinyal yolaginin kontroliinde &nemli rol oynayabilecegi
distnilmektedir (64).

B-catenin, 12 Giyeden olusan katenin ailesi proteinlerin ilk kesfedilen ve en
cok calisilan Uyelerinden bir tanesidir (65). Bu protein birden fazla gorevi yerine
getirebilme yetenegi nedeniyle 6zel bir molekiiler yapiya sahiptir (Sekil 2.2.). Uc
boyutlu yapisi incelendiginde B-catenin’in li¢c ana bolimden olustugu gortlmektedir:
N-terminal bolge, armadillo tekrar bélgesi ve C-terminal bélge. Proteinin merkezinde
yer alan armadillo tekrar bolgesi, B-catenin’in evrimsel olarak en iyi korunmus ve en
stabil bolgesidir. Bu bolge, licgen konfiglirasyonunda dizilmis ti¢ alfa heliksten olusan
12 armadillo tekrar motifine sahiptir. Bu motifler bir sliperheliks yapisi olusturacak
sekilde siralanmakta ve B-catenin’in baglanma partnerleriile etkilesiminde gérev alan
pozitif yukli uzun bir girinti olusturmaktadir (66,67). B-catenin’in baglanma
partnerleri olan Wnt sinyal yolagi elemanlari ve hiicre adezyon molekiilleri genellikle
armadillo tekrar bélgesi ile etkilesime girmektedir. Bu nedenle bu bdlge, B-catenin’in
hicre ici fonksiyonlarinin buyidk kismini  yiritmekten sorumludur (68-70).
CTNNB1'de gorilen mutasyonlardan bazilarinin armadillo tekrar motiflerini de
etkiledigi bildirilmistir. Bu mutasyonlarin B-catenin’in baglanma partnerleri ile
etkilesimini engelleyerek neoplastik donlisime neden olabilecegi gosterilmistir

(71,72).
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Sekil 2.2. B-catenin’in Molekdler Yapisi:
A) B-catenin’in molekdler yapisinin tg¢ boyutlu gériinimd
B) B-catenin’in molekdler yapisinin iki boyutlu sematik gériinima.
(Gottardi, CJ ve Peifer, M (73)’dan alinmistir.)

B-catenin’in iki ucunda yer alan N- ve C-terminal bolgeler, armadillo tekrar
bolgesinden farkli olarak daha esnek ve hareketli bir yapiya sahiptir. Bu yapisal
Ozellikleri sayesinde armadillo motifleriyle dinamik olarak etkilesebilen terminal
bolgeler, hem Whnt sinyal iletiminde hem de hiicre adezyonunda gérev almaktadir
(74-76). B-catenin’in son 120 amino asitlik kismini olusturan C-terminal bolge, B-
catenin’le kompleks olusturdugu bilinen ¢ok sayida transkripsiyon aktivatori ve
inhibitorine baglanarak Wnt sinyal yolagini diizenlemektedir (77). Ayni zamanda bu
bolgenin, hareketli yapisi sayesinde armadillo tekrar motifleri Gzerine katlandigi ve E-
kaderin-AXIN gibi B-catenin baglanma partnerleri ile etkilesimini kontrol edebildigi
one surilmustir (78-80). Yakin zamanli bazi ¢calismalarda ise C-terminal bolgenin B-

catenin’in niikleusa gecisinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (81,82).
2.2.2. B-catenin N-Terminal Bélgenin Molekiiler Yapisi ve Fonksiyonlari

N-terminal bolge B-catenin’in ilk 150 amino asitlik bolimund olusturmaktadir.
B-catenin’in molekiler yapisinin incelendigi kristalografi calismalarinda, esnek ve
hareketli bir yapiya sahip olan N-terminal bélgenin tamamini gésteren (g boyutlu bir

model elde edilememistir. Dinamik molekiiler yapisinin yani sira yiiksek bir negatif
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yuke sahip olan N-terminal bélgenin, armadillo tekrar bolgesinde yer alan pozitif
yukli girintiyle aktif olarak etkilestigi distnilmektedir (74). Bu zayif ve 6zgil olmayan
etkilesimin, AXIN ve APC gibi baz proteinlerin B-catenin’e baglanmasini
engelleyebilecegi 6ne strtlmustir (83). N-terminal bolge, armadillo tekrar bolgesine
kiyasla evrimsel olarak daha az korunmus olmasina ragmen B-catenin’in iki temel
fonksiyonu olan hiicre adezyonu ve Wnt sinyal iletiminde gérev almaktadir.
Kaderin-katenin adezyon kompleksinin pargasi olan B-catenin, E-kaderin’in
sitoplazmik kismi ile a-catenin’i birbirine baglayan molekiler bir kopri gibi
davranmaktadir (84). B-catenin’le etkilesime giren proteinlerin biyik bolimi
armadillo tekrar bdlgesine baglanirken, a-catenin baglanma bdlgesi N-terminal
bolgede 120. ve 150. amino asitler arasinda yer almaktadir (85) (Sekil 2.3.). Bush ve
ark. (86) tarafindan gerceklestirilen yakin zamanl bir calismada, N-terminal bolgenin
“dil” benzeri esnek bir katlanma yaparak a-catenin’e baglandigi gosterilmistir. Bu
calisma ile N-terminal bolgenin, E-kaderin/B-catenin/a-catenin kompleksinin bir
araya gelmesini dinamik olarak modile edebildigi ve hilicre adezyon sisteminin

onemli bir bileseni oldugu gosterilmistir.

1 151 Armadillo Tekrar Bolgesi 664 781
N ¢ {-)1)2)3)4)5)G)?)BJS)IO)H)IZ):'C
ICAT
Reptin 52
TCF/Lef
Pontin52 BRG1
BCL9 Axin CBP/p300
a-katenin APC
E-Kaderin

Sekil 2.3. B-catenin’in baglanma partnerleri ile iliskisinin sematik gésterimi.
Kahverengi transkripsiyon represorlerini, mavi transkripsiyon faktoriing,
yesil transkripsiyon koaktivatorlerini, kirmizi yikim kompleksi proteinlerini,
siyah adezyon proteinlerini belirtmektedir. (Trautmann, M ve ark. (87)'ndan
alinmstir.)
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N-terminal bélgenin Wnt sinyal iletiminin kontroliinde de 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. Aktif Wnt sinyal yolaginda sitoplazmadan niikleusa gecen pB-
catenin’in, Wnt hedef genlerinin ifadesini uyarabilmesi igin gesitli transkripsiyon
faktorlerine ve koaktivatorlere baglanmasi gerekmektedir. Bu koaktivatorlerden biri
olan BCL9, B-catenin’in N-terminal bolgesi ile birinci armadillo motifi arasinda kalan
amino asit dizisine baglanmaktadir (88). Drosopohila’da segment polarizasyonundan
sorumlu genlerden biri olan legless’in vertebrali canlilardaki homologlari olan BLC9
ve BCL9L'nin B-catenin aracilikli transkripsiyonda gorev aldigi bilinmektir (89,90).
Brembeck ve ark. (90) tarafindan yapilan ¢alismada BCL9L nin, hiicre membraninda
bulunan B-catenin’i adezyon kompleksinden ayirarak proteinin nikleusa gegisini
sagladigi gosterilmistir. Buna ek olarak, N-terminalde bélgede yer alan 142. tirozin
amino asitinin (Tyr142) fosforilasyonunun, B-catenin-a-catenin kompleksini dagitarak
BCLIOL ile kompleks olusturmasini destekledigi one sirilmustir. Fizyolojik
gorevlerinin yani sira proto-onkogen oldugu gosterilen BCL9 ve BCL9L'nin, B-
catenin/TCF kompleksini destekledigi ve bu sayede neoplastik hiicrelerin proliferatif
ve metastatik potansiyelini artirdigi bildirilmistir (91,92). Hepatoseliler karsinom ve
kolorektal kanser gibi Wnt sinyal yolagi bozluklarinin siklikla tespit edildigi
neoplazilerde BCL9/BCLIL nin ifadesinin arttigi gésterilmistir. Bu neoplazilerde BCL9-
B-catenin kompleksinin olusmasini engelleyecek molekiler yontemlerin etkili bir
tedavi opsiyonu olabilecegi diistiniImistiir (93—-95).

N-terminal boélgenin biyolojik sistemlerdeki fonksiyonlarini arastirmak igin N-
terminal bolgesi olmayan mutant B-catenin varyantlarinin hiicre hatlarina transfekte
edildigi gesitli in vitro deney diizenekleri kullaniimaktadir (75). N-terminal bélgenin B-
catenin aracilikli transkripsiyondaki gérevini inceleyen bazi calismalarda, “N-terminal
transaktivasyon bolgesi” adi verilen ve B-catenin’in transkripsiyon faktorlerine
baglanma dinamigini kontrol eden 6zel bir bélge oldugu tespit edilmistir. Bu bolgeye
sahip olmayan B-catenin varyantlarinin hiicre hatlarina transfeksiyonu sonrasinda
Whnt sinyal yolagi aktivitesinin azaldigi gosterilmistir (96,97).

N-terminal bélgenin en iyi tanimlanmis fonksiyonu sitoplazmik B-catenin

miktarinin ve hiicre ici dagiliminin kontroltidir. N-terminal bdlge bu islevini yerine
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getirmesini saglayan evrimsel olarak korunmus dort serin/treonin amino asiti (S33,
S37, T41, S45) tasimaktadir. Daha 6nce bahsedildigi lGzere, Wnt sinyal yolaginin
“KAPALI” oldugu durumda, serin/treonin kinazlar tarafindan sirali olarak fosforile
edilen bu amino asitler B-TrCP i¢in bir taninma motifi olusturmaktadir. N-terminal
bolgeden fosforile olan p-catenin (fosfo-B-catenin) poliubikutin zincirlerinin
eklenmesinin ardindan 26S proteozom kompleksi tarafindan yikilmaktadir (98).
Sonug olarak N-terminal bolge, sahip oldugu serin/treonin amino asit dizisi sayesinde
Whnt sinyal yolaginin ana kontrol noktasi konumundadir. Bu kritik amino asit dizisini
etkileyen degisiklikler Wnt sinyal yolaginin asiri aktivasyonuna yol acarak basta kanser

olmak lizere ¢cok sayida hastaliga neden olmaktadir.
2.2.3. B-catenin N-Terminal Bélgede Goriilen Genetik Degisiklikler

CTNNB1 neoplastik hastaliklarda en sik mutasyona ugradigi gosterilen
genlerden biridir. Bugline kadar tanimlanmis mutasyonlarin tamamina yakini 16
ekzondan olusan CTNNBI1’in 3. ekzonunu etkilemektedir. Ekzon 3’iin protein
diizeyinde karsilik geldigi bolge B-catenin’in N-terminal’inde yer alan 5. ve 80. amino
asitler arasindaki amino asit dizisidir. Bu nedenle ekzon 3’l etkileyen mutasyonlar
ayni zamanda N-terminal bdlge mutasyonlari olarak da isimlendiriimektedir. N-
terminal bolge mutasyonlarinin dagilimi incelendiginde, mutasyonlarin 32. aspartik
asit (D32) ile S45 amino asitleri arasinda kalan bolgeyi etkiledigi goriilmektedir (Sekil
2.4.). Onceki béliimlerde bahsedildigi iizere bu bélge, B-catenin’in N-terminal
fosforilasyonundan ve proteozomal yikimindan sorumludur. Bu amino asit dizisini
etkileyen mutasyonlar B-catenin’in stabilizasyonuna neden olmakta ve proteinin
once sitoplazmada ardindan da niikleusta birikmesine yol agmaktadir. Wnt sinyal
yolaginin devamli aktivasyonu ile sonuglanan B-catenin stabilizasyonunun neoplastik
transformasyona neden oldugu artik iyi bilinmektedir (99,100). CTNNB1 ekzon 3
mutasyonlarinin bliyik kismini nokta mutasyonlari olusturmaktadir (101). Fakat son
yillarda yapilan bazi calismalarda inframe delesyonlarin sikliginin da oldukga yiiksek
oldugu bildirilmistir (102). N-terminal bolge mutasyonlarinin ilk defa kolorektal

kanser ve melanom hicre hatlarinda tanimlanmasinin ardindan farkh dokulardan
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koken alan pek ¢cok neoplastik hastalikta bu mutasyonlarin varligi gésterilmistir (103—

105).
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Sekil 2.4. CTNNB1 mutasyonlarinin protein diizeyinde etkiledigi bolgelere gore
dagiliminin ve mutasyon tiplerinin sematik gérinim. (Lawrence ve ark.
(106)'ndan alinmustir.)

2.3. WNT/B-catenin Sinyal Yolagi Mutasyonlari ile iliskili Neoplaziler
2.3.1. Hepatoseliiler Karsinom

Hepatoseliiler karsinom diinyada en sik tani konulan besinci kanser olup tim
karaciger kanserlerinin yaklasitk %90'in1  olusturmaktadir. Hastalarin  biylk
¢ogunlugunda kronik karaciger hastaliginin ge¢ dénem komplikasyonu olarak ortaya
cikan hepatoseliiler karsinom, viral enfeksiyonlar ve yogun alkol kullanimi gibi
etiyolojik faktorlerle iliskilidir (107). Etkin tedavi olanaklarinin kisith olmasi nedeniyle
ileri evre hepatoseliiler karsinom olgulari yliksek mortaliteye sahiptir ve bu nedenle
yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ bulunmaktadir. Yapilan yakin zamanh calismalar
sayesinde hastaligin patogenezinde rol oynayan sinyal yolagi bozukluklari daha iyi
anlasilmaya baslamistir ve tedavide hedeflenebilecek yeni molekdller kesfedilmistir
(108). Hepatoseliler karsinomla iliskisi en iyi tanimlanmis olan sinyal yolagi WNT/B-
catenin yolagidir ve olgularin %20-35’inde WNT yolagi hiperaktivasyonuna neden

olan genetik ve/veya epigenetik bir degisiklik bulunmaktadir. Bu genetik
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degisikliklerin buylik bolimiini B-catenin’in stabilizasyonuna ve ntikleer birikimine
neden olan CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlari olusturmaktadir. Ekzon 3 mutasyon sikligi
vaka serilerine gore degiskenlik gdstermekle birlikte tiim olgularin yaklasik %18’inde
bulundugu dusliniilmektedir. Bu mutasyonlarin %75’ini nokta mutasyonlari
olustururken, ekzon 3’lin silinmesine neden olan inframe delesyonlarin da oldukga sik
oldugu gosterilmeye baslamistir (109). CTNNB1 mutasyonlari ile hepatoseliiler
adenom/karsinom fenotipi arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alismada, genis inframe
ekzon 3 delesyonlarinin ve D32-S37 amino asit dizisini (B—TrCP tanima motifini iceren
bolge) etkileyen nokta mutasyonlarinin daha malign bir fenotipe neden oldugu
gosterilmistir.  Bunun aksine T41 ve S45 amino asitlerini etkileyen nokta
mutasyonlarinin orta-zayif Wnt yolagi hiperaktivitesine yol acarak daha benign bir
fenotiple iliskili olabilecegi 6ne sirilmustir (71). Boyault ve ark. (110) tarafindan
yapilan transkriptom analizi temelli calismada ise hepatoseliler karsinom olgulari
molekiler profillerine gore alti alt gruba ayrilmistir ve CTNNB1 mutasyonu taslyan
olgular G5-G6 alt grubu icerisinde siniflandiriimistir. Bu siniflandirmanin prognostik
acidan 6nemi heniiz gdsterilememis olsa da WNT sinyal yolagini hedef alan potansiyel
tedavi alternatiflerinin dogru hasta grubunda kullanilabilmesi icin CTNNBI1
mutasyonlarinin tespit edilebilmesi 6nem tasimaktadir (111). B-catenin yalnizca WNT
sinyal yolagiile iliskili olmayip karaciger homeostazinin saglanmasinda gorevli pek cok
sinyal yolagini da kontrol etmektedir (112). Michael ve ark. (113) ‘nin yaptig1 yakin
zamanli bir ¢alismada CTNNB1I mutasyonlarinin glutamin bagimli mTORC1
aktivasyonuna neden olabilecegi ve bu nedenle mTORC1 inhibisyonu sayesinde
CTNNB1 mutant hepatoseliiler karsinom olgularinda tedavi yaniti alinabilecegi in vivo
olarak gosterilmistir. Sonug olarak, hepatoselller karsinom olgularinda CTNNB1
ekzon 3 mutasyonlarinin etkin bir sekilde saptanabilmesi hastaligin dogru

siniflanmasina ve etkin tedavi stratejisinin belirlenmesine katki saglayacaktir.
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2.3.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser diinyada en sik tani konulan tg¢lincti malignite olup kansere
bagh 6limlerde de ikinci sirada yer almaktadir (114). Kolorektal kanser olgularinin
biylk bolimu sporadik olmakla beraber %10’dan azi kaltsal kanser sendromlari ile
iliskilidir. Cok adimh karsinogenez modeline gére, normal kolon epitelinin genetik ve
epigenetik degisiklikler sonucunda ©6nce benign bir oncil lezyon olan kolon
adenomuna, ardindan da kolorektal adenokarsinoma evrildigi distnilmektedir
(115). 2012 yihinda kanser genom atlas projesi kapsaminda, ylksek ciktili sekanslama
ve biyoinformatik analiz yontemleri kullanilarak kolorektal kanserin detayl molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Kolorektal kanserle iligkili sinyal yolaklarinin ve genetik degisikliklerin
sematik gosterimi. Kirmizi renk aktive genleri, mavi renk inaktive genleri
temsil etmektedir. (The Cancer Genome Atlas Network (116)'ndan
alinmstir.)
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Bu kapsamli ¢calismanin sonucunda 5 sinyal yolaginin hiper- veya hipoaktivasyonuna
neden olan mutasyonlarin kolorektal kanser patogenezinde kilit rol oynadig
gosterilmistir. Bu sinyal yolaklarindan biri olan WNT/B-catenin yolagi, kolorektal
kanser olgularinin neredeyse tamaminda hiperaktiftir ve kolon epitelinin neoplastik
transformasyonundaki temel tetikleyici oldugu dislintlmektedir. En sik gortlen
Wnt/B-catenin sinyal yolagli bozuklugunun APCde gorilen fonksiyon kaybi
mutasyonlari oldugu bilinmektedir. Sporadik kolorektal kanser olgularinin yaklagik
%80’'ininde APC inaktivasyonuna neden olan somatik mutasyonlar bulunmaktadir.
Whnt sinyal yolagi hiperaktivasyonuna neden oldugu bilinen bir diger genetik degisiklik
ise  CTNNB1 mutasyonlaridir (116). CTNNB1 mutasyonlari kolorektal kanser
olgularinin yaklasik %5’inde goriilmekle birlikte bazi serilerde bu oran %8’e kadar
¢ikmaktadir (102,116). Bu mutasyonlarin biyik cogunlugunu, diger neoplazilerde
oldugu gibi, CTNNB1 ekzon 3’0 etkileyen nokta mutasyonlari olusturmaktadir. Buna
ek olarak metastatik kolorektal kanser olgularinda gorilen genomik degisikliklerin
yuksek ciktili sekanslama yontemiyle degerlendirildigi yakin zamanl bir ¢alismada,
ekzon 3 inframe delesyonlarinin da oldukga sik oldugu belirlenmistir (102).

Kanser genomunda ortaya cikan degisikliklerin tespit edilebilmesi, kansere
neden olan mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini saglamaktadir ve etkili tedavi
stratejilerinin  gelistiriimesine yardimci olmaktadir(117). Arastirma grubumuz
tarafindan, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin imminohistokimyasal olarak tespit
edilmesine saglayan bir yontem tanimlanmistir (Sekil 2.6.). Bu yonteme gore, bir
hastaya ait doku 6rneginden iki farkl doku kesiti alinmaktadir ve her bir doku kesiti
farkli bir B-catenin antikoru ile boyanmaktadir. Bu B-catenin antikorlarindan ilki
defosforile durumdaki S33/T41 amino asitlerine baglanarak yalnizca aktif formdaki -
catenin’i taniyan “aktif B-catenin” antikorudur. Diger antikor ise B-catenin’in 571 ve
781. amino asitleri arasindaki diziyi taniyan ve hiicre icerisindeki tim [-catenin
havuzunu gosteren “B-catenin” antikorudur. pB-catenin antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucunda timor alaninda kuvvetli B-catenin birikimi
(siyah oklar) gorilmesine ragmen aktif B-catenin antikoru ile boyanan diger doku

kesitinden sinyal alinamamasi (kirmizi oklar) “mutasyon deseni” olarak
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adlandiriimaktadir ve bu hastada B-catenin N-terminal bolge degisikligi oldugunu
gostermektedir. Ayni B-catenin proteinini taniyan iki farkli antikor ile iki farkli goriinti
elde edilmesinin nedeni, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin aktif B-catenin
antikorunun tanidigi epitopun ¢ boyutlu yapisini degistirmesi ve bu nedenle etkin bir
antijen-antikor baglanmasinin gerceklesememesidir. Bu yontem kullanilarak
incelenen kolon adenomu o6rneklerinin %4,8’inde bahsedilen mutasyon deseni
izlenirken, kolorektal kanser érneklerinde bu oranin %19,3’e ¢iktigi fark edilmistir

fakat bu belirgin oransal farkin nedeni heniiz anlasilamamistir (5).
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B-catenin Antikoru [B-catenin aa. 571-781 tanir]
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Hematoksilen & Eozin Aktif-B-catenin antikoru ile B-catenin antikoru ile
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Sekil 2.6. B-catenin N-terminal bélge degisikliklerinin immunohistokimyasal boyama
ile saptanmasi: A) B-catenin N-terminal bolge degisikliklerinin tespit
edilebilmesi icin iki farkli B-catenin antikoru kullanilmistir. B) Bir hastaya ait
kolon adenomu 6rneginden alinan Ug farkli doku kesiti hematoksilen &
eozinle (H&E) histokimyasal olarak, aktif B-catenin ve B-catenin antikorlari
ile immiuinohistokimyasal olarak boyanmustir.

(Akyol ve ark. (5)’'ndan alinmistir.)
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2.3.3. Medulloblastom

Serebellumun embriyonal timori olan medulloblastom en sik tani konulan
cocukluk ¢agl intrakraniyal malignitelerinden biridir (118). Kaltsal kanser
sendromlarina neden olan bazi germline mutasyonlarin medulloblastom ile iligkili
oldugunun gosterilmesinin ardindan medulloblastomun genetik zemini daha iyi
anlasilmaya baslamistir (119,120). Klinik, biyolojik ve genetik 6zellikler bakimindan
oldukga heterojen bir gériinim sergileyen medulloblastom olgulari, son konsenslise
gore “WNT medulloblastom (WNT-MB)”, “Sonic Hedgehog medulloblastom (SHH-
MB)”, “Grup 3 medulloblastom” ve “Grup 4 medulloblastom” olmak lizere 4 alt gruba
ayrilmistir (121).

WNT sinyal yolaginin hiperaktivasyonu ile karakterize olan WNT-MB alt grubu
tim medulloblastom olgularinin yalnizca %10’luk bélimini olusturmasina ragmen
glncel tedavi yontemlerine en iyi cevap veren grup olarak bilinmektedir. Bu alt grubu
olusturan olgularin yaklasik %85-90’'inin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu tasidigl
gosterilmistir. Bu mutasyonu tasimayan olgularin biylik c¢ogunlugunda ise APC
fonksiyon kaybir mutasyonlarinin oldugu bildirilmistir (122).

Medulloblastom olgularinin molekiler siniflamasi prognoz tayini ve dogru
tedavi stratejisinin secimi icin bliylk dnem tasimaktadir. Yiiksek sag kalim oranlariyla
karakterize olan WNT-MB olgularinin tamamina vyakininin CTNNB1 ekzon 3
mutasyonu taslyicisi olmasi, bu mutasyonlari WNT-MB alt grubunun belirlenmesi icin
kritik bir belirte¢ yapmaktadir. CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin hizli ve pratik bir
sekilde saptanabilmesi icin 6nerilen yontemlerden biri, WNT yolagi aktivasyonunu
gosteren nikleer B-catenin birikiminin incelenmesidir (123). Goschzik ve ark. (124)
tarafindan yapilan ¢alismada, immiinohistokimyasal olarak niikleer B-catenin birikimi
tespit edilen olgularin tamamina yakininda CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu oldugu
gosterilmesine ragmen bazi vakalarda herhangi bir WNT vyolagl elemaninda
mutasyona rastlanmamistir. Bu nedenle medulloblastom olgularinda CTNNB1 ekzon

3 mutasyonlarinin tespit edilmesi icin yeni stratejilere ihtiyac bulunmaktadir.



20

2.3.4. Dezmoid Tiimor ve Diger Yumugak Doku Tiimorleri

Dezmoid timor (veya diger adiyla dezmoid-tip fibromatozis) monoklonal
fibroblastik proliferasyon sonucunda ortaya cikan, lokal infiltrasyon ile karakterize
nadir bir yumusak doku timoridar (125). Dezmoid timorler “sporadik dezmoid
timor” ve “APC mutasyonuyla iligkili dezmoid timor” olmak Uzere iki temel
klinikopatolojik gruba ayrilmaktadir. Sporadik dezmoid tiimor tiim olgularin %85’ini
temsil etmektedir ve neredeyse tamaminda CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu oldugu
gosterilmistir. CTNNB1 mutasyonlari ile iliskili diger neoplazilerden farkh olarak,
dezmoid timor olgularinda bugline kadar tespit edilen ekzon 3 mutasyonlarinin
tamamina yakinini T41 veya S45 amino asitlerini etkileyen nokta mutasyonlari
olusturmaktadir ve S32-S37 arasinda kalan B-TrCP baglanma motifi nadiren
mutasyona ugramaktadir. APC mutasyonuyla iliskili dezmoid tiimorler ise olgularin
%10-15’ini olusturmaktadir ve APC’de fonksiyon kaybina neden olan germline APC
mutasyonu ile iliskilidir (126). Genellikle kalitsal kanser sendromu FAP zemininde
gelisen bu alt grubun belirlenmesi, sendromik hastalarin tespiti icin blylk 6nem
tasimaktadir. CTNNB1 ve APC mutasyonlarinin ayni timor orneginde bir arada
bulunmadigi gosterilmistir, bu nedenle CTNNB1 ekzon 3 mutasyonunun varligi FAP’|
dislayan bir belirtec olarak kullanilmaktadir (127). Bugline kadar yapilan genom analiz
calismalarinda dezmoid timor olgularinin neredeyse tamaminin WNT/ B-catenin
sinyal yolagl hiperaktivasyonuna neden olan genetik degisikliklerle iliskili oldugu
tespit edilmistir. Diger sinyal yolaklarinin hastaligin patogenezindeki 6nemi heniiz
bilinmemektedir (128).

Yumusak doku tiimorleri, ¢ok sayida farkh timor tipini iceren ve benzedigi
mezenkimal doku tliriine gore siniflanan heterojen bir timoér grubunu ifade
etmektedir (129). WNT yolagi hiperaktivasyonu ile iliskisi en iyi tanimlanan dezmoid
timor olmasina ragmen immiinohistokimyasal boyama ve sekanslama temelli
tekniklerin birlikte kullanimiyla diger yumusak doku timorlerinde de WNT vyolagi
bozukluklari oldugu tespit edilmeye baslanmistir (130-132). Ozellikle son yillarda
yapilan calismalar, etiyolojisi ve patogenezi heniiz bilinmeyen bazi yumusak doku

timorlerinin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu tasidigini gostermistir. Bu timorlerin
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benign karakteri, miyofibroblastik 6zelliklere sahip olmasi ve g¢ogunun vaskiler
alanlar icermesi CTNNB1 mutasyonlariyla karakterize olan timorlerin benzer
ozellikler tasiyabilecegini gostermektedir (133). CTNNB1 mutasyonlarini etkin bir
sekilde tespit etmeye yarayacak yeni yontemler, etiyopatogenezi heniiz bilinmeyen
¢ok sayida yumusak doku tiimoérinin B-cateninopati sonucu ortaya ¢ikan yumusak

doku tlimorleri ailesine dahil olmasini saglayacaktir.

Sonug olarak bu tez calismasinda test etmek istedigimiz iki temel hipotez
bulunmaktadir. ilk hipotezimiz, arastirma grubumuz tarafindan tanimlanmis olan B-
catenin immiinohistokimyasal boyama yonteminin, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin
tespit edilmesinde kullanilabilecegidir. Bu hipotez dogrultasindaki hedefimiz ise
etiyopatogenezi heniiz bilinmeyen dalagin sklerozan anjiomatoid nodiler
transformasyonu (SANT) olgularinda CTNNB1 ekzon 3 mutasyon varligini
arastirmaktir. ikinci hipotezimiz ise, B-catenin’in N-terminal bdlgesini etkileyebilecek
post-translasyonal modifikasyonlarin kolorektal kanser ile iliskili oldugudur. ikinci
hipotezimiz dogrultusundaki hedefimiz ise kolorektal kanser doku orneklerinde, B-
catenin’in farkl epitoplarina baglanan antikorlar kullanarak B-catenin’in N-terminal

bolgesini etkileyebilecek post-translasyonal modifikasyonlari incelemektir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Dalagin Sklerozan Anjiomatoid Nodiiler Transformasyonu (SANT)

Olgularinin Segilmesi

Ug farkli Gniversite hastanesinden (Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Ankara Universitesi Tip Fakdiltesi ve istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi)
2006-2018 yillari arasinda tani almis 7 adet SANT hasta 6rnegi ¢alismaya dahil
edilmistir. Hastalara ait FFPG doku bloklari patoloji departmanlarinin arsivlerinden
cikarilmistir.  H&E ve anti-CD34, anti-CD31 ve anti-CD8 antikorlari ile
immunohistokimyasal olarak boyanmis doku kesitleri rutin patolojik incelemenin
parcasi olarak tani tarihinde olusturulmustur. Ek olarak, nodiiler alanlari cevreleyen
fibrosklerotik stromanin daha iyi degerlendirilebilmesi icin Masson's trichrome (MTC)
ve Elastin van Gieson (EVG) histokimyasal boyamalari yapilmistir. Her bir hasta érnegi
en az iki farkli patolog tarafindan degerlendirilmistir ve
histopatolojik/immiinofenotipik goériinUmd SANT tanisi ile uyumlu olan olgular

secilmistir.
3.2. insan Kolorektal Kanser Doku Orneklerinin Toplanmasi

Kolorektal kanser tanisi alan ve kolon rezeksiyonu yapilan hastalardan alinan
doku ornekleri patolojik olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda rutin
patolojik incelemeye dahil edilmeyecek olan kanserli ve normal dokudan bistiri
yardimiyla doku parcasi alinmistir. Bu dokular 25 x 20 x 5mm’lik plastik kaliplara
(Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetek) alindiktan sonra Uzerine doku dondurma

soltisyonu (Cryobloc, Diapath, 070130) damlatilarak -80°C’ye kaldirilmistir.
3.3. Hastalara ait Kolorektal Kanser Doku Orneklerinden DMD Olusturulmasi

Tez calismasinda hastalara ait normal kolon, kolon adenomu ve kolorektal
kanser dokulari kullanilarak hazirlanan 1 mm ¢apl ve toplamda 205 farkl hastanin
doku 6rnegini iceren 4 adet DMD (DMD1-4) arastirma grubumuz tarafindan daha

once hazirlanmisti (5). Bu tez calismasi kapsaminda 20 farkli hastanin doku 6rnegini
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iceren 3 mm capli 1 adet DMD (DMD-5) hazirlanmistir. Calismada kullanilan bitin
DMD’lerde her hastaya ait doku 6rnegi iki tekrar olacak sekilde blogun igerisine

yerlestirilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. DMD-5"teki hasta doku orneklerinin yerlesimi

Al Al A2 A2 A3 A3 A4 A4
Bl B1 B2 B2 B3 B3 B4 B4
C1 C1 C2 C2 C3 C3 Cc4 Cc4
D1 D1 D2 D2 D3 D3 D4 D4
El El E2 E2 E3 E3 E4 E4

3.4. DNA izolasyonu

3.4.1. Formalin ile Fikse edilmis Parafine Gomiilli (FFPG) Doku Kesitinden

DNA izolasyonu

SANT orneklerine ait doku bloklarindan mikrotom ile 4 um kalinhginda
kesilerek elde edilen kesitler lam lzerine alinmistir. Her hasta 6rnegine ait bir doku
kesiti H&E ile boyanmis ve timoéral alan i1sik mikroskobu altinda belirlenerek
isaretlenmistir. Belirlenen timoral alan, lam vyizeyine alinmis boyasiz doku
kesitlerinden bistilri yardimiyla kazinarak ependorf tiiplere alinmistir. Calismada,
DNA izolasyonu igin 6nceden tanimlanmis olan mikrodalga temelli bir yontem
modifiye edilerek kullaniimigtir (134). Bu yonteme gore ilk olarak, bistiri ile kazinmis
ve tlpe alinmis doku kesiti parcalari Gzerine 200 pl lizis tamponu (50 mM Tris-HClI,
pH: 9,0/ 1 mM 0,5M EDTA, pH: 8,0/ 0,5% Tween-20) eklenmistir ve daha sonra
mikrodalgada 2 dakika kaynatilarak deparafinizasyon saglanmistir. Daha sonra
ornekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve tipiin Ustlinde olusan parafin
halka pipetajla uzaklastirilmistir. Proteinlerin yikilmasi icin 6rneklere 4 pl Proteinaz K
(10 mg/ml) eklenmis ve 55°C’deki su banyosunda 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyonun ardindan érneklere 200 pl fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) ilave
edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij islemi gerceklestirilmistir.

Santriflij sonrasi en Ust katmanda yer alan transparan sivi faz yeni bir ependorf tiipe
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toplanmistir. Elde edilen 6rnekteki final DNA miktarini artirabilmek icin etil alkol
presipitasyonu uygulanmistir. Bu islem i¢in her 6rnege 20 pl 3M sodyum asetat (pH:
7,0) ve 550 pl %100 etanol ilave edilmistir. Ornekler -20°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir ve ardindan 13.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santriflij edilmistir. Santifij
sonrasi stipernatan atilarak 20 pl ddH20 ile eliisyon gergeklestirilmistir. Total DNA

miktari spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher) ile belirlenmistir.
3.4.2. Taze Donmus Dokudan DNA izolasyonu

-80°C’de saklanan taze kolorektal kanser dokulari, icerisinde bulundugu
plastik kaliplardan ¢ikarildiktan sonra kriyostat ile kesilerek donmus doku kesitleri
elde edilmistir ve hemen ependorf tlplere alinmistir. DNA izolasyonu igin her hasta
ornegi basina 6 pum kalinhginda 2 adet doku kesiti alinmasina karar verilmistir. Her
tlpe 200 pl lizis tamponu (50 mM Tris-HCI, pH: 9,0/ 1 mM 0,5M EDTA, pH: 8,0/ 0,5%
Tween-20) ve 4 pl Proteinaz K (10 mg/ml) eklenmistir ve 55°C’deki su banyosunda 3
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiilbasyonun ardindan érneklere 200 pl
fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) ilave edilerek 13.000 rom’de 5 dakika oda
sicakliginda santrifij islemi gerceklestirilmistir. Santriflij sonrasi en Ust katmanda yer
alan transparan sivi faz yeni bir ependorf tiipe toplanmistir. Elde edilen 6rnekteki final
DNA miktarini artirabilmek igin etil alkol presipitasyonu uygulanmistir. Bu islem igin
her 6rnege 20 ul 3M sodyum asetat (pH: 7,0) ve 550 pl %100 etanol ilave edilmistir.
Ornekler -20°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir ve ardindan 13.000 rpm’de 10 dakika
+4°C'de santrifij edilmistir. Santiflij sonrasi slipernatan atilarak 50 pl ddH20 ile
elisyon gerceklestirilmistir. Total DNA miktari spektrofotometre (NanoDrop™ 2000,

Thermo Fisher) ile belirlenmisgtir.

3.5. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

3.5.1. FFPG Doku Kesitinden RNA izolasyonu

SANT orneklerine ait doku bloklarindan mikrotom ile 10 um kalinhiginda
kesilerek elde edilen doku kesitleri ependorf tiipe alinmistir. Total RNA izolasyonu

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, 73504) ile dretici firmanin protokolli izlenerek
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gerceklestirilmistir. Final RNA konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop™ 2000,
Thermo Fisher) ile belirlenmistir. RNA 6rnekleri, her biri 0,2 pg/ul final
konsantrasyona sahip olacak sekilde alikotlanmistir. cDNA sentezi igin cDNA Revers
Transkripsiyon kiti (Thermo Fisher, 4368814) kullanilmistir ve her bir 6rnek icin 2 g
RNA reaksiyona dahil edilmistir.

3.5.2. Taze Donmus Dokudan RNA izolasyonu

-80°C'de saklanan taze kolorektal kanser dokulari, icerisinde bulundugu
plastik kaliplardan cikarildiktan sonra kriyostat ile kesilerek doku kesitleri elde
edilmistir ve hemen icerisinde 1 ml TRIzol (Thermo Scientific, 15596026) bulunan
ependorf tlplere alinmigtir. RNA izolasyonu igin her hasta 6rnegi basina 6 um
kalinhginda 6 adet doku kesiti alinmasina karar verilmistir. Doku kesitleri TRIzol
icerisinde homojenize edilmistir ve Ureticinin protokoli izlenerek RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. RNA 6rnekleri, her biri 0,2 pug/ul final konsantrasyona sahip olacak
sekilde alikotlanmistir. cDNA sentezi icin cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Thermo
Scientific, 4368814) kullaniimistir ve her bir 6rnek icin 2 pug RNA reaksiyona dahil

edilmistir.
3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Revers-Transkriptaz PZR (RT-PZR)

PZR icin iki farkli DNA polimeraz enzimi kullaniimistir. FFPG doku kesitlerinden
elde edilen genomik DNA ve cDNA ornekleri kullanilarak vyapilan PZR
amplifikasyonunun daha zor olmasi nedeniyle Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(New England Biolabs, M0491S) tercih edilmistir. Taze donmus doku kesitlerinden
elde edilen DNA ve cDNA ornekleri ise DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher,
EPO705) ile amplifiye edilmistir. Kullanilan PZR kosullari gradyen PZR uygulamasi ile
her primer cifti icin 6zel olarak belirlenmistir. Tim PZR deneyleri icin GenePro (Bioer
Technology) cihazi kullaniimistir.

CTNNB1 ekzon 3 bolgesinde bulunabilecek nokta mutasyonlarinin genomik
DNA diizeyinde arastiriimasi icin BCAT_F ve BCAT_R primer cifti kullaniimistir. Bu

primer cifti ile yapilacak PZR sonucunda beklenen normal amplikon boyutu 226 baz
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ciftidir. Ekzon 3 bodlgesinin interstisiyel delesyonuna neden olabilecek mutasyonlarin
genomik DNA dizeyinde incelenmesi icin ise BCAT_ex2_ex4_del F ve
BCAT ex2_ex4 del R primer cifti kullanilmistir ve bu primerler ile yapilan PZR
sonucunda beklenen normal amplikon boyutu 931 baz ciftidir. Revers transkripsiyon
sonucunda elde edilen cDNA sentezinin basarisini degerlendirmek icin U6 kiglk
nikleer RNA primer gifti U6_F ve U6_R kullanilmistir. CTNNB1 mRNA
transkriptlerindeki ekzon 3 varhgi/kaybi ise olgulara ait cDNA 6rnekleri kullanilarak
degerlendirilmistir. cDNA kullanilarak yapilan RT-PZR deneylerinde CTNNB1_S_F ve
CTNNB1_AS_R primer cifti kullanilmistir ve bu primerler ile yapilan PZR sonucunda
beklenen normal amplikon boyutu 404 baz ciftidir. Calismada kullanilan primerlere
ait sekanslar Tablo 3.2.'de paylasiimistir. PZR (rilinlerinin yUrituldiglu agaroz jel
konsantrasyonu %0,8 ile 2 arasinda deney dizaynina gore farklihk gostermistir.

Goruntuleme i¢in FluorChem FC3 sistemi (Protein Simple) kullaniimistir.

Tablo 3.2. Primerler ve DNA sekanslari

Primer DNA Sekansi (5°-3’)

BCAT_F ATTTGATGGAGTTGGACATGGC
BCAT_R CCAGCTACTTGTTCTTGAGTGAAGG
BCAT ex2_ex4_del F CCAGCGTGGACAATGGCTAC
BCAT_ex2_ex4_del_R TGAGCTCGAGTCATTGCATAC
CTNNB1_S F CCTGAGGGTATTTGAAGTATAC
CTNNB1_AS_R GCAGCATCAAACTGTGTAG

ue_F GTGCTCGCTTCGGCAGCACATAT
U6_R AAAAATATGGAACGCTTCACGAA
GAPDH_F CGGGTCTTTGCAGTCGTATG
GAPDH_R GCGAAAGGAAAGAAAGCGTC

3.7. Agaroz Jel Ekstraksiyonu, PZR Piirifikasyonu ve Sekanslama

Agaroz jel ekstraksiyonu igin ilk olarak PZR {rlinleri %1,5 konsantrasyonlu
agaroz jelde ylrutilmastir ve ylritme islemi tamamlandiktan sonra UV isik kaynagi

altinda gorintilenmistir. Belirlenen bantlar bistliri yardimiyla kesilerek ependorf
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tiplere alinmistir. Jel ekstraksiyonu GenelET jel ekstraksiyon kiti (Thermo Fisher,
K0691) ile Uretici firmanin protokoli ile gergeklestirilmistir.

Yapilan PZR’ler sonucunda elde edilen Urlinler GenelJET PZR purifikasyon kiti
(Thermo Fisher, KO701) kullanilarak uretici firmanin protokoliyle purifiye edilmistir.
Agaroz jel ekstraksiyonu ve PZR pirifikasyonu sonucu elde edilen (Urinlerin
konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher) ile
belirlenmistir. Elde edilen PZR {riinleri ABlI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanilarak Hacettepe Universitesi Nefroloji Unitesi

Nefrogenetik Laboratuvari’nda sekanslanmistir.
3.8. immiinohistokimyasal Boyama

Hazirlanan DMD bloklarindan ve SANT hastalarina ait doku bloklarindan
mikrotom ile 4 um kalinliginda doku kesitleri elde edilerek yiiksek adeziv 6zellik
gosteren lamlara alinmistir. Deparafinizasyon igin ilk olarak etlivde 60°C’'de gece
boyu inkiibe edilmistir ve ksilende 20 dakika bekletilmistir. Kesitler rehidrasyon igin
sirasiyla %96, %90 ve %70’lik etil alkolde 10’ar dakika bekletilmistir. Antijen geri
kazanimi islemi igcin doku kesitleri sitrat (pH:6.0) iceren tampon ¢ozeltide 10 dakika
boyunca mikrodalgada kaynatilmistir. Doku o6rneklerindeki endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek igin %7 H,02 / %80 metanol soliisyonu igerisinde 20 dakika
bekletilmistir. Calismada 3 farkli B-catenin primer antikoru kullaniimistir (Tablo 3.3.).
Fare monoklonal anti-B-catenin (BD Transduction Laboratories, 610154) antikoru
proteinin C-terminal bolgesindeki 571-781. amino asitler arasina baglanarak
hiicredeki tim B-catenin havuzunu tanimaktadir. Tavsan monoklonal non-phospho
(Active) B-catenin (Ser33/37/Thr41) (CST, 8814) antikoru spesifik olarak Ser33, Ser37
ve Thr4l amino asitlerinin defosforile oldugu B-catenin formuna baglanmaktadir.
Tavsan poliklonal phospho-B-catenin Ser33/37/Thr4l (9561, Cell Signaling
Technology) antikoru ise S33, S37 veya Thr41 amino asitlerinden biri fosforile oldugu
zaman B-catenin’i tanimaktadir. Dokular primer antikorlar ile +4°C’de gece boyunca
inklibe edilmistir ve Tris Buffered Saline (TBS) ile yikanmistir. Doku kesitleri sirasiyla

biyotinlenmis keci sekonder antikoru ve streptavidin peroksidaz (Thermo Scientific,
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anti-polyvalent HRP, TP-125-HL) ile inkiibe edilmistir. Kromojen olarak 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) (Thermo Scientific, 34002) kullaniimistir ve hematoksilen ile
zit boyama yapilmistir. Tum kesitler Olympus VS 120 sistemi ile dijital olarak

taranmistir ve OlyVIA yazilimi ile goriintllenmistir.

Tablo 3.3. immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikor diliisyonlari ve
antijen geri kazanimi kosullari

Primer Antikor Antijen Geri Kazanimi
) Marka- Kullanilan
Isim Diliisyon Sire (dk)
Katalog No Soliisyon
BD Transduction
Purified Mouse Anti-p-
Laboratories 1:500 Sitrat 10
catenin
(610154)
Non-phospho (Active)
Cell Signaling
B-catenin 1:800 Sitrat 10
Technology (8814)
(Ser33/37/Thr41)
Phospho-f-catenin Cell Signaling
1:50 Sitrat 10
(Ser33/37/Thra1) Technology (9561)

3.9. immunofloresan Boyama

Normal kolon ve kolorektal kanser dokularindan kriyotom ile 8 um kalinliginda
frozen doku kesitleri alinmigtir. Kesitler 15 dakika %100 metanol igerisinde fikse
edilmistir. Fikse olan doku kesitleri, fare monoklonal anti-B-catenin [1:1000] (610154,
BD Transduction Laboratories) ve poliklonal phospho-B-catenin Ser33/37/Thr4l
[1:50] (9561, Cell Signaling Technology) antikorundan olusan primer antikor karisimi
ile gece boyu +4°C‘de inklibe edilmistir. TBS ile yapilan yikamalardan sonra goat anti-
mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 647) [1:200] (ab150115, Abcam) ve goat anti-rabbit IgG
H&L (Alexa Fluor® 488) [1:1000] (ab150077, Abcam) antikorlarindan olusan sekonder
antikor karisimi ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Cekirdek boyasi olarak
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (ZytoVision, MT-0008-0.8) kullanilmistir.

Gorintiler Leica DM2500 sistemi kullanilarak elde edilmistir.
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3.10. Protein izolasyonu, Protein Konsantrasyon Tayini ve Western Blot

Hastalara ait normal kolon ve kolorektal kanser taze dokusundan 6 pm
kalinhginda frozen kesit alinarak H&E boyamasi gerceklestirilmistir. Boyama
sonucunda timoral alan ve normal kolon epiteli 1stk mikroskobu altinda
belirlenmistir. Belirlenen alanlar bistiiri yardimiyla taze dokudan kesilerek ependorf
tlplere aktariimistir. Hedefledigimiz alanlarin elde edilip edilemedigini onaylamak
icin taze dokudan tekrar 6 um kalinhginda frozen kesit alinarak H&E boyamasi ile
kontrol edilmistir.

Normal kolon epiteli ve kolorektal kanser dokularindan protein lizati elde
edebilmek icin radioimmunoprecipitation assay (RIPA) tamponu ve proteaz inhibitor
kokteyli (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich)
karisimi hazirlanarak Dounce homojenizatori yardimiyla homojenizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Protein konsantrasyon tayini bikinkoninik asit (BCA) yontemi
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, 23225) ile yapilmistir. Protein
ornekleri, her biri 2 mg/ml final konsantrasyona sahip olacak sekilde alikotlanmuistir.

Western Blot icin Mini-PROTEAN Tetra Cell sistemi (Bio-rad) kullanilmistir.
Taze dokudan izole edilen proteinler sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAIJE) ile molekiler agirliklarina gére ayrilmistir. Protein drnekleri
B-merkaptoetanol ile kaynatilarak denatlire edilmistir ve kuyu basina 30 pg ornek
yliklenmistir. Jelde ylritme islemi tamamlaninca proteinler PVDF membrana transfer
edilmistir. Transfer islemi sonrasinda membranlar 1 saat oda sicakliginda %5 yagsiz
st tozu/TBS-T sollisyonu veya %5 bovine serum albumin (BSA)/TBS-T sollisyonu
icerisinde 1 saat oda sicakliginda bloklanmistir. %5 BSA/TBS-T sollsyonu ile bloklanan
membranlar, phospho-B-catenin (Ser33/37/Thr41) antikoru ile yapilan ¢alismalarda
tercih edilmistir. Bloklama islemi sonrasinda membranlar anti-B-catenin antikoru
[1:1000] (610154, BD Transduction Laboratories), non-phospho (Active) B-catenin
(Ser33/37/Thr41) (D13A1) antikoru [1: 1.000] (8814, Cell Signalling Technology) ve
phospho-B-catenin (Ser33/37/Thr41) antikoru [1:500] (9561, Cell Signalling
Technology) ile gece boyu +4°C’de inkibe edilmistir. Yikama isleminin ardindan

membranlar uygun sekonder antikorlar ile [goat anti-mouse IgG (H+L), HRP (31430,
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Thermo Scientific) ve goat anti-rabbit 1gG (H+L), HRP (31430, Thermo Scientific)] 1
saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Membranlar kemiliiminesan substrat (Pierce™
ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, 34578) kullanilarak
gorintilenmistir. Yikleme kontroli olarak anti-B-Actin-Peroxidase [1:30.000]
(A3854, Sigma) antikoru kullanilmistir. Gérintiler FluorChem FC3 sistemi (Protein

Simple) kullanilarak elde edilmistir.
3.11. istatistiksel Analiz

Tanimlayici analizler kategorik degiskenler icin ylzde ve frekans tablolari,
normal olmayan dagilima sahip sayisal degiskenler icin ortanca ve minimum-
maksimum degerler olarak sunulmustur. Sagkalim egrileri Kaplan-Meier yontemi ile
olusturulmustur ve egriler arasindaki fark log-rank testi ile karsilastiriimistir. Genel
sagkalim, bir hastanin kolorektal kanser tanisi aldigi1 glin ile herhangi bir nedene bagl
oldigu glin arasindaki fark olarak tanimlanmistir. Sagkalim egrilerinin olusturulmasi
icin 10 yil (120 ay) kesim degeri olarak belirlenmistir ve kolorektal kanser tanisi aldigi
glnden sonraki 10 yilda hayatta kalan olgular sansiirlenmistir. Bunun nedeni, ¢alisma
grubundaki hasta sayisinin ve 6lim sikliginin bu zaman diliminden sonra ¢ok
azalmasidir. Benzer bir yontem Chung ve ark. (135) tarafindan da uygulanmistir.
Calismada yapilan tim deneyler en az U¢ kere tekrarlanmistir. p <0,05 olarak bulunan
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. istatistiksel analizler IBM SPSS

Statistics 23.0 strimu kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Etiyopatogenezi Bilinmeyen Yumusak Doku Tiimorlerinde CTNNB1

Mutasyonlarinin Arastirilmasi

Dalagin sklerozan anjiomatoid nodiler transformasyonu (SANT), dalagin nadir
gorilen iyi huylu vaskiler timorlerinden biridir ve ilk defa Martel ve ark. (136)
tarafindan 2004 yilinda tanimlanmistir. Tez galismasi kapsaminda (g farkli tniversite
hastanesinden toplam yedi SANT olgusu arastirmaya dahil edilmistir. Calismaya
alinan olgularin medyan yasi 48 (aciklik: 31-68) olarak belirlenmistir. Olgularin
tamamina tanisal ve tedavi amacgli olarak splenektomi uygulanmistir. Olgularin bes
tanesinde lezyonun varlhigi radyolojik gorintilemede rastlantisal olarak tespit
edilmisken, bir olguda lezyonun varhg laparotomi sirasinda rastlantisal olarak fark
edilmistir.  Lezyonlarin  makroskopik gorlinimleri  birbirleri ile benzerlik
gostermektedir ve tipik SANT morfolojisini tasimaktadir. Splenektomi spesimenleri
incelendiginde lezyonlarin, merkezi bir skar dokusu igeren ¢ok sayida krem rengi-
beyaz veya kahverengi nodiler kitleden olustugu gézlenmistir. Calismaya dahil edilen

yedi SANT olgusunun klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo 4.1'de sunulmustur.
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Olgu Cinsiyet/Yas Klinik Ozellikler Dalak Makroskopik Ozellikler
(yi) Agirhg (g)
10x 8.5 x 7 cm boyutlarinda
1 E/61 M/D 639 iyi sinirh, fibroz bantlar
iceren gri-kahverengi kitle
15 x 15 x 1 cm
Laparotomi sirasinda boyutlarinda diizensiz
2 K/68 M/D
rastlantisal bulgu sekilli, krem rengi-beyaz
kitle
7 X6 x 5 cm boyutlarinda iyi
Radyolojik sinirli,  ortasi  sklerotik,
3 K/38 gorintilemede 400 cevreye dogru yildiz
rastlantisal bulgu seklinde dallanma gosteren
lezyon
Radyolojik
3x2.5x1 cm boyutlarinda,
4 K/51 goruntlilemede 260
iyi sinirli noddler lezyon
rastlantisal bulgu
Krem rengi-beyaz sklerotik
Radyolojik merkeze sahip, c¢evreye
5 E/48 gérinttlemede 650 dogru  yildiz  seklinde
rastlantisal bulgu dallanma gosteren noddler
lezyon
Radyolojik 9 x 7 x 6,5 cm boyutlarinda
6 K/46 goruntilemede 427 cevre dokudan ayrilan gri-
rastlantisal bulgu kahverengi, sert lezyon
11x7x5,5 cm boyutlarinda
Radyolojik
sari-beyaz renkli, sert,
7 E/31 goruntlilemede M/D

rastlantisal bulgu

elastik, kapsil invazyonu

gostermeyen nodiil

E: Erkek, K: Kadin, g: gram M/D: Veri Mevcut Degil
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Histolojik olarak incelendiginde SANT olgularinin, damardan zengin farkl
boyutlarda nodiiler alanlardan olustugu gozlenmistir (Sekil 4.1.A). Bu noddler alanlar
kendisini ¢evreleyen dalagin normal kirmizi pulpasindan keskin sinirlarla
ayrilmaktadir. Kollajen ve elastik fibrillerden zengin fibrosklerotik bir stroma ise
nodiler yapilari birbirinden ayirmaktadir (Sekil 4.1.B,C). Nodiillerin icerisinde yer
alan damarlar imminofenotipik olarak karakterize edildiginde temel olarak iki farkli
damar yapisini icerdigi gosterilmistir. Bu damarlar CD31* kiiciik damarlar ve CD34*
dar kilcal damarlardir (Sekil 4.1.D,E). Bu iki damar yapisinin yani sira bazi nodiler
alanlarda ise CD8 antikoru ile pozitif boyanan ve normal kirmizi pulpa sinlizoidlerine

benzerlik gbsteren az sayida damar yapisi fark edilmistir (Sekil 4.1.F).
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Sekil 4.1.
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Olgu 1’e ait H&E boyamasi. Olgek: 500 pm (A). Olgu 2’ye ait MTC boyamasi.
Olcek: 200 pm (B). Olgu 5’e ait EVG boyamasi. Olcek: 100 um (C). Olgu 1’e
ait CD34 boyamasi. Olgek: 200 um (D). Olgu 1’e ait CD31 boyamasi. Olgek:
200 pm (E). Olgu 3’e ait CD8 boyamasi. Olgek: 50 pm (F).

SANT olgulari nodiler alanlardan (N) olusmaktadir. Yildiz fibrosklerotik
stromayi gostermektedir. Siyah oklar CD34 ve CD31 antikorlari ile pozitif
boyanan damarlari gostermektedir. Ok baslari CD8 antikoru ile pozitif
boyanan sinlizoid benzeri damar yapilarini belirtmektedir.
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Klinik 6zellikleri, makroskopik ve mikroskopik bulgulari SANT ile uyumlu olan
yedi olguda [-catenin N-terminal bolge degisikliklerinin arastirilmasina karar
verilmistir. ilk olarak, daha énce arastirma grubumuz tarafindan tanimlanmis olan B-
catenin immnuhistokimyasal boyama yontemini (5) kullanarak N-terminal bolge
degisikliklerinin varhigi degerlendirilmistir. Bu amagla, yedi SANT olgusuna ait her bir
doku blogundan iki doku kesiti alinmis ve bu doku kesitlerinden biri N-terminal
bolgedeki spesifik amino asit dizisini taniyan aktif B-catenin antikoruyla [Non-
phospho (Active) B-catenin, CST], digeri ise C-terminal bolgeyi taniyan B-catenin
antikoruyla [anti-B-catenin, BD Biosciences] immiinohistokimyasal olarak
boyanmistir (Sekil 4.2.A). Yapilan immiinohistokimyasal boyamada normal kirmizi
pulpada yer alan siniizoidleri déseyen endotel hiicrelerinin her iki B-catenin antikoru
ile de sitoplazmik boyandigi gosterilmistir ve normal dalak dokusunun her iki antikor
ile de benzer kuvvette boyandigi fark edilmistir (Sekil 4.2.B,C,D). Normal dokunun
ardindan lezyonu olusturan nodiler alanlar da [-catenin ifadesi acgisindan
degerlendirilmistir ve aktif B-catenin antikoruyla yapilan imminohistokimyasal
boyama sonucunda nodiiler alanlarda boyanmanin olmadigi gosterilmistir (Sekil
4.2.E,F). Bu durumun aksine C-terminali taniyan B-catenin antikorunun, nodiler
alanda yer alan damar yapilarini normal dalaktakine benzer kuvvette boyadigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2.G). B-catenin antikoru ile boyanan hiicrelerin g¢ogunlugu
sitoplazmik boyanma gostermekle birlikte az sayida hiicrede B-catenin’in niikleusta
biriktigi fark edilmistir (oklar ve biiyiitiilmiis gérsel). Arastirma grubumuz tarafindan
daha o6nce tanimlandigi lzere bu boyanma goérinimi CTNNB1 ekzon 3’U etkileyen
mutasyonlarin, aktif B-catenin antikorunun N-terminal boélgede tanidigi epitopu
degistirmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle grubumuz tarafindan bu
goriinim B-catenin mutant boyanma deseni olarak adlandiriimistir ve CTNNB1 ekzon

3 mutasyonlarinin degerlendirilmesine yonelik ilk adimi olusturmustur.
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Sekil 4.2. SANT olgularinin aktif B-catenin ve B-catenin antikorlariyla
immunohistokimyasal olarak boyanmasi. SANT olgularina ait doku
kesitleri proteinin farkl epitoplarini taniyan iki B-catenin antikoru ile
imminohistokimyasal olarak boyanmistir (A). Olgu 2’ye ait normal kirmizi
pulpa H&E'le (B), aktif B-catenin antikoruyla (C) ve B-catenin antikoruyla
(D) boyanmustir. Olgu 2’ye ait nodiler lezyon H&E’le (E), aktif B-catenin
antikoruyla (F) ve B-catenin antikoruyla (G) boyanmistir. Oklar B-catenin’in
niikleer birikim gosterdigi hiicreleri gbstermektedir. Biiyditilmiis gérsel
niikleer ve sitoplazmik B-catenin birikimi olan bir hiicreyi géstermektedir.

Olgek: 20 pum.
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imminohistokimyasal boyama sonucunda B-catenin mutant boyanma deseni
elde edilmesi nedeniyle CTNNB1 ekzon 3 bdlgesinin molekiler olarak
degerlendiriimesine karar verilmistir. ilk olarak SANT olgularindan genomik DNA
izolasyonu gerceklestirilerek CTNNB1 ekzon 3 bolgesi PZR ile ¢ogaltiimistir. Elde
edilen PZR (driunlerinde nokta mutasyonu varligini degerlendirebilmek igin
sekanslama islemi yapilmistir. Sekans analizi sonucunda yedi SANT olgusunun

hicbirinde nokta mutasyonu tespit edilmemistir (Sekil 4.3.).

533 537 T4 545

TCT GGAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAG CTCCT TCT

Sekil 4.3. Olgu 1, 2 ve 3’e ait CTNNB1 ekzon 3 sekans sonucu. 533, S%7, Thr#! ve
S* amino asitleri CTNNB1 ekzon 3 tarafindan kodlanan, mutasyonlarin
siklikla etkiledigi sicak noktalari temsil etmektedir.

Bu bulgu dogrultusunda, immunohistokimyasal boyama ile tespit ettigimiz -
catenin mutant boyanma desenine ekzon 3’lin interstisyel delesyonlarinin neden
olup olmadigi incelenmistir. Bu amacla, CTNNB1 ekzon 2 ve ekzon 4’e ait DNA dizisine
baglanacak bir ¢ift primer tasarlanmistir ve ekzon 3 bolgesi bu primer cifti kullanilarak
PZR ile ¢ogaltilmistir. Beklenen normal amplikon boyutu 931 baz cifti olmasina
ragmen 1,2 ve 3 numarali SANT olgularinda beklenenden kisa PZR (rinleri tespit

edilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. SANT olgularina ait genomik DNA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu
analizi.

Olgu 1 ve 3’te gozlenen kisa PZR Urunlerinin uzunlugunun 500-600 baz ¢ifti arasinda
oldugu goriillirken, olgu 2’de ortaya ¢cikan PZR Urintnin uzunlugu 400-500 baz cifti
arasindadir. Beklenen 931 baz ciftlik normal amplikon yalnizca 6 numaral olguda
gosterilebilmistir ve bu olguda yaklasik 300 baz ciftlik uzunluga sahip kisa bir PZR
Urina silik olarak izlenmistir (yildiz). Fakat tespit edilen kiza PZR Urlini tekrarlayan
deneylerde gosterilememistir. ilk {ic olguda tespit edilen yaklasik 400-600 baz cifti
uzunluga sahip kisa PZR Urunleri jel ekstraksiyonu yontemiyle saflagtirilmistir ve izole
edilen Urlinler Sanger sekanslama yontemi ile incelenmistir. Sekans analizi sonucunda
Ug SANT olgusuna ait PZR Urininde de CTNNB1 ekzon 3’lUn olmadigi fark edilmistir
ve lc¢ olguda da ekzon 3’ln intronik bolgelerdeki kirllmalar sonucunda kayboldugu
tespit edilmistir. Olgu 1 ve 3’e ait sekans sonucuna gore her iki olguya ait PZR
Urinundeki 5’ ve 3’ uglarindaki kirilma noktalari aynidir ve bu kirilmalar sonucunda
ekzon 3’ icine alan 390 baz cifti uzunlugunda genis bir delesyon ortaya ¢ikmistir
(Sekil 4.5). Olgu 2 ait sekans sonucunda ise diger iki olgudan farkli olarak 520 baz cifti

uzunlugunda daha biyik bir ekzon 3 delesyonu oldugu fark edilmistir.



39

Genomik DNA_CTNNB1 Sekansi

5'...CTGAGCTAA/ccctggt... ....agtattat/TTTTCATTG...3’

v
C TGAGCTAATTTT CATTTS®G

.

Sekil 4.5. Olgu 1 ve 3'te tespit edilen kisa PZR iriiniine ait Sanger sekans analizi
sonucu. Koyu ve biyiik harf ile belirtilen niikleotidler sekanslama
sonucunda elde edilen niikleotid dizisinde bulunmaktadir ve CTNNB1’de
yer alan intronik bélgelere karsilik gelmektedir. italik ve kiigiik harf ile
belirtilen nikleotidler ise PZR urlnlerinde kayboldugu fark edilen intronik
bolgeleri temsil etmektedir.

B-catenin imminohistokimyasal boyamalari sonucunda B-catenin mutant boyanma
deseninin olgularin tamaminda gorilmesine ragmen genomik degisikligin yalnizca Ug
SANT olgusunda gosterilebilmesi nedeniyle CTNNB1 ekzon 3 degisikliklerinin mRNA
diizeyinde arastirilmasina karar verilmistir. Bu amacgla yedi SANT olgusuna ait doku
kesitlerinden RNA izolasyonu yapilmis ve ardindan cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
CTNNB1 ekzon 3 kaybinin cDNA 6rnekleri kullanilarak degerlendirilebilmesi igin ekzon
2 ve ekzon 4’e ait niikleotid dizisine baglanacak yeni bir primer cifti tasarlanmistir.
CTNNB1 ekzon 2-4 bolgesinin cDNA’lar kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda
bes SANT olgusunda 200 baz ciftlik uzunluktan biraz kisa PZR urinleri elde edilmistir
(Sekil 4.6.). Yalnizca 1 ve 3 numaral olgularda yapilan PZR sonucunda herhangi bir
bant gosterilememistir. Beklenen 404 baz ciftlik normal amplikon yalnizca 4 numarali

olguda izlenebilmistir (gift yildiz).



40

Sekil 4.6. SANT olgularina ait cDNA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu analizi. Yedi SANT
olgusuna ait cDNA kullanilarak CTNNB1 ekzon 2-4 bolgesi RT-PZR ile
cogaltilmistir. Normal 404 baz ciftlik amplikon yalnizca olgu 4’te
gosterilmistir (cift yildiz).

Olgu 2, 4, 5, 6 ve 7'de tespit edilen kisa bantlarin ekzon 3 kaybini gosterip

gostermedigini degerlendirebilmek icin agaroz jel ekstraksiyonu yontemiyle PZR

Urlinleri elde edilmistir ve izole edilen Urinler Sanger sekanslama ile incelenmistir.

Sekans analizi sonucunda bes olgunun tamaminda da 228 baz cifti uzunlugundaki

CTNNB1 ekzon 3’lin tamamen kayboldugu fark edilmistir (Sekil 4.7.).

cDNA _CTNNB1 Sekansi

EKZON 2 EKZON 4

v
A TGGCTACT CAAGATATTAG

Sekil 4.7. Olgu 7’de tespit edilen kisa PZR (irlinline ait Sanger sekans analizi sonucu.
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SANT olgularina ait genomik DNA ve cDNA oOrneklerinde CTNNB1 ekzon 3 kaybinin
gosterilmesi ile bu lezyonun patogenezinde rolii olabilecek genetik bir degisiklik ilk
defa tanimlanmis oldu. Calisma sonucunda yedi SANT olgusunda tespit edilen tim

degisiklikler Sekil 4.8.’de 6zetlenmistir.
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4.2. B-catenin’in N-terminal Bolgesini Etkileyebilecek Post-Translasyonal

Degisikliklerin Arastiriimasi

CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlari tiim kolorektal kanser olgularinin yalnizca %5-
10’ununda gorilmektedir (116). Fakat arastirma grubumuz tarafindan yapilan énceki
calismalarda, B-catenin immiinohistokimyasal boyamasi sonucunda kolorektal kanser
olgularinin %19,3’Unde ekzon 3 mutasyonunu dislindliren mutant B-catenin
boyanma deseni elde edilmistir. Literatirde paylasilan ve bizim ¢alismamizda
belirlenen mutasyon yuzdesinin belirgin farklilik géstermesi nedeniyle, mutant -
catenin boyanma deseni gésteren olgularda genomik DNA ve RNA diizeyinde CTNNB1
ekzon 3 degisiklikleri incelenmis fakat herhangi bir degisiklik tespit edilememistir (5).
Bu nedenle kolorektal kanser olgularinda pB-catenin N-terminal bolgeyi
etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonlarin bu boyanma desenine neden
olabilecegi duslnulmustir. Bu durumu acgiklamak igin N-terminal bdlge
modifikasyonuna neden olabilecek iki alternatif hipotez gelistirilmistir (Sekil 4.9.):
Birinci hipoteze gore yikim kompleksi tarafindan N-terminal bolge fosforilasyonu
gerceklestirilmis olan B-catenin proteini (fosfo-B-catenin), bir sekilde proteozomal
yikimdan kagmayi basararak nikleusta birikmektedir. Bu nedenle, yalnizca aktif
(hipo-fosforile) B-catenin’i taniyan aktif PB-catenin antikoru ile boyanma
gozlenmezken, C-terminali taniyan B-catenin antikoru ile kuvvetli boyanma
gdzlenecektir ve bdylece mutant B-catenin boyanma deseni ortaya cikacaktir. ikinci
hipoteze gore ise B-catenin’in N-terminal bdlgesi enzimatik sistemler tarafindan
proteolitik kesime ugramaktadir ve bu nedenle fosforile olamayan B-catenin,
proteozomal yikimdan kacarak niikleusta birikmektedir. N-terminal bélgesi olmayan
B-catenin proteini aktif B-catenin antikoru ile boyanmazken, C-terminali taniyan B-
catenin antikoru boyanma gosterecektir. Sonug olarak ikinci hipotezde de birinci

hipotezde 6ne siriildiigl gibi mutant B-catenin boyanma deseni ortaya c¢ikacaktir.
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Aktif B-catenin Antikoru B-catenin Antikoru

Hipotez 1 Hipotez 2

Fosfo-B-Catenin’in Stabilizasyonu N-Terminal’in Proteolitik Kesimi
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Sekil 4.9. CTNNB1 ekzon 3 bolgesi DNA/RNA duzeyinde degisiklik gostermeyen
olgularda mutant B-catenin boyanma desenini agciklamak icin iki hipotez. P
proteozom kompleksini, makas sembolii ise proteolitik sistemleri ifade
etmektedir.

ilk hipotezimizi incelemek icin kolon kanseri hastalarina ait doku érneklerini
iceren 1 mm doku ¢apina sahip 4 adet DMD (DMD 1-4) kullaniimistir. Kullanilan
DMD'ler farkh klinik ve patolojik 6zellige sahip 205 kolon kanseri hastasinin dokularini
icermektedir. Kolorektal kanser hastalarinda fosfo-B-catenin proteininin hiicre igci
dagilimini ve ifade diizeyini degerlendirebilmek i¢in hazirlanan DMD’ler, B-catenin’i
yalnizca S33, S37 ve T41 amino asitlerine fosfat grubu bagliyken taniyan fosfo-p-
catenin antikoru ile immunohistokimyasal olarak boyanmistir. Antijen geri kazanimi
sirasinda ortaya cikan doku kaybi nedeniyle 205 olgudan yalnizca 185’inde fosfo-B-
catenin ifadesi degerlendirilebilmistir. Fosfo-B-catenin ifadesi degerlendirilen 185

olgunun klinikopatolojik verileri Tablo 4.2.”de sunulmustur.
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Tablo 4.2. Doku mikrodizinindeki 185 kolorektal kanser hastasi 6rneginin klinik ve

patolojik 6zellikleri

Olgularin Ozellikleri Olgu Sayisi Yiizde (%)
Yas (yil); medyan (min-maks)? 63 (24-93)
Cinsiyet
Kadin 61 33
Erkek 124 67
Tiimor Boyutu (cm); medyan (min-maks)® 5(1.7-16)
Timoriin Yerlesim Yeri
Sag Kolon 58 31.4
Sol Kolon 118 63.8
Transvers Kolon 8 4.3
Belirlenememis 1 0.5
Tumor Evresi©
I 13 8
Il 48 29.6
I 44 27.2
\% 57 35.2
Takip Siiresi (yil); medyan (min-maks)? 4.9 (5g-16y)
Sag kalim Durumu
Yasiyor 130 70.3
Olmiis 55 29.7
Fosfo-B-catenin Boyanmasi-Niikleer
Boyanma Yok 130 70.3
Zayif Boyanma (1+) 31 16.8
Orta Boyanma (2+) 15 8.1
Kuvvetli Boyanma (3+) 9 4.9
Fosfo-B-catenin Boyanmasi-Sitoplazmik
Boyanma Yok 157 84.9
Zayif Boyanma (1+) 21 11.4
Orta Boyanma (2+) 4 2.2
Kuvvetli Boyanma (3+) 1.6

a0lgularin %99,5’i (184/185) igin veri mevcut
®Olgularin %99,5’i (184/185) igin veri mevcut
Olgularin %87,6’s1 (162/185) igin veri mevcut
dOlgularin %98,4’(1 (182/185) icin veri mevcut (g: giin, y:

yil)
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Fosfo-B-catenin antikoru ile yapilan imminohistokimyasal boyamanin
degerlendirilebilmesi icin bir skorlama sistemi olusturulmustur. Bu skorlama
sistemine gore ilk olarak fosfo-B-catenin ifadesinin olup olmadigi degerlendirilmis ve
eger ifade edilmis ise kolon kanseri hiicrelerinin hangi hiicre i¢i kompartmaninda
(membran, sitoplazma veya nikleus) lokalizasyon gosterdigi incelenmistir. Bu ilk
degerlendirmeye gore olgularin %50’sinden fazlasinda fosfo-B-catenin boyanmasinin
olmadigi gozlenmistir. Fosfo-B-catenin ifadesinin gorildigl olgularda ise proteinin ya
yalnizca niikleusta ya da yalnizca sitoplazmada lokalize oldugu belirlenmistir; sadece
U¢ olguda hem nikleer hem de sitoplazmik fosfo-B-catenin ifadesinin bir arada
bulundugu fark edilmistir (Sekil 4.10.). Tum olgularin %29,7’sinde (55/185) fosfo-B-
catenin niikleer boyanma gosterirken olgularin yalnizca %15,1'inde (28/185)

sitoplazmik boyanma gorilmustiir.
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Sekil 4.10. immiinohistokimyasal fosfo-B-catenin boyamasi. Fosfo-B-catenin negatif
(A), nukleer pozitif (B), sitoplazmik pozitif (C) olgular gosterilmistir. K2GH5
kodlu olguda hem niikleer pozitiflik (D) hem de sitoplazmik pozitiflik (E)
bir arada bulunmaktadir. Siyahlar oklar niikleer fosfo-B-catenin birikimini,
kirmizi oklar ise sitoplazmik fosfo-B-catenin birikimini géstermektedir.
Olgek: 50 pum.

Fosfo-B-catenin ifadesinin degerlendirilmesinde ikinci adim olarak olgular,
boyanma kuvvetine gore skorlanmistir. Hi¢ boyanma goéstermeyen olgular negatif (0),
boyanma gosteren olgular ise zayif-orta-kuvvetli (1,2 ve 3) olacak sekilde dort

skorlama grubuna ayrilmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Kolorektal kanser olgularinin niikleer fosfo-B-catenin boyanma kuvvetine
gore skorlanmasi. Olgek: 50 pum.

Bu skorlama sistemine gore niikleer veya sitoplamik fosfo-B-catenin ifadesi gosteren
olgular incelendiginde, tiim olgularin %13’tinde (24/185) niikleer boyanma siddeti
orta-kuvvetli (2-3) olarak belirlenmistir (Sekil 4.12.A). Bu durumun aksine sitoplazmik
boyanma gosteren olgularin biyik bir bolimu yalnizca zayif (1) boyanma gostermistir

(Sekil 4.12.B).
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Niikleer Fosfo-B-catenin Sitoplazmik Fosfo-B-catenin
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Sekil 4.12. Kolorektal kanser olgularinda nikleer ve sitoplazmik fosfo-B-catenin’in
boyanma siddetine gore yapilan skorlama sonucu.

Kolorektal kanser orneklerinde fosfo-B-catenin’le birlikte diger B-catenin
formlarinin hiicre igerisindeki dagiliminin ve ifade diizeyinin daha iyi anlasilabilmesi
icin immiinohistokimyasal boyamaya ek olarak immiinofloresan boyama ve western
blot analizi gibi diger protein temelli tekniklerin de kullanilmasina karar verilmistir. Bu
amaca yonelik olarak 20 farkli kolorektal kanser hastasindan taze doku 6rnekleri
toplanarak bu hastalara ait doku 6rneklerini iceren 3 mm capli yeni bir DMD (DMD-5)
olusturulmustur. Hazirlanan DMD-5 ilk olarak B-catenin, aktif B-catenin ve fosfo-B-
catenin antikorlari ile imminohistokimyasal olarak boyanmistir. DMD-5’te yer alan
her bir olguya ait B-catenin ve aktif B-catenin imminohistokimyasal boyamasi
degerlendirildiginde, 18 olguda bu iki B-catenin antikor ile yapilan boyamanin benzer
bir desen olusturdugu goérilmistir. Bu 18 olgunun bir kisminda her iki antikorla
yapilan boyamada da yalnizca membrandz B-catenin ifadesi tespit edilmisken (Sekil
4.13.A,B); diger olgularda ise her iki antikorla yapilan boyamada da B-catenin’in

sitoplazmada ve niikleusta birikim gosterdigi fark edilmistir (Sekil 4.13.C,D).
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Sekil 4.13. DMD-5’in B-catenin ve aktif B-catenin antikorlari ile yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucu. K12D56 kodlu olgunun B-catenin
(A) ve aktif B-catenin antikoru (B) ile yapilan immiinohistokimyasal
boyamasi. Olgek: 100 pm. K12C12 kodlu olgunun B-catenin (C) ve aktif B-
catenin antikoru (D) ile yapilan immunohistokimyasal boyamasi. Oklar
niikleer B-catenin birikimini gostermektedir. Olgek: 50 um.

DMD-5’te yer alan iki olgu ise, diger olgulardan farkl olarak B-catenin ve aktif
B-catenin antikorlari ile ortaya c¢ikan boyama deseni acisindan farklilik
gostermektedir. Bu olgulardan ilkinde B-catenin antikoru ile kuvvetli sitoplazmik ve
niikleer boyanma goriillirken, aktif B-catenin antikoru ile boyanma goézlenmemistir
(Sekil 4.14.A,B). Daha 6nce aciklandigl Uzere B-catenin antikorlarinin baglandig
epitoplarin farkli olmasi sonucunda ortaya ¢ikan bu durum mutant B-catenin
boyanma deseni olarak tanimlanmaktadir ve tipik boyanma desenine sahip olan bu

olgu fosfo-B-catenin boyamasi agisindan da negatiftir (Sekil 4.14.C).
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Sekil 4.14. K12C78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait B-catenin, aktif B-catenin ve
fosfo-B-catenin immiinohistokimyasal boyamasi. Olcek: 100 pm.

B-catenin ve aktif B-catenin antikorlari ile ortaya ¢ikan boyama deseni
acisindan farkhlik gosteren ikinci olguda da ilkine benzer sekilde mutant B-catenin
deseni oldugu fark edilmistir. Bu olguda B-catenin antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucunda kuvvetli sitoplazmik boyanmanin yani sira
hicrelerin bir kisminda niikleer B-catenin birikimi gortlmustir (Sekil 4.15.A). Bu
durumun aksine aktif P-catenin antikoru ile yapilan boyamada ise yalnizca
membranda lokalize olan B-catenin’den sinyal elde edilebilmistir (Sekil 4.15.B). ilk
olgunun aksine bu olguda niikleer fosfo-B-catenin birikimi oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.15.C) ve bu bulgu, nikleer fosfo-B-catenin birikiminin mutant B-catenin

boyanma desenine neden olabilecegi hipotezini desteklemektedir.



51

Z.,e" D F e Gy,
L gpt DL . osfo-f-catenin’
AW Wteeey et
B o .{a L} AR P ’ 2 e ]
@Y gl ¥ sa7 | - A
\S “‘ wl A P ‘il ¥ N (o -ﬁ
N PRI = 7 5 I
t')r s - - ) et & / r? lﬁ ;
S-S Y o L5 ve
Ji i .
[ e h W o H{::e?‘ 4 %.
R L A o
@ §'V o 154 ,"3&( h"}g. 4L (’:‘) b
~ e '} "(-.L o J.( ‘Qﬂ A '%Q_y_ £
LS SOV S

Sekil 4.15. K12A78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait B-catenin, aktif B-catenin ve
fosfo-B-catenin immiinohistokimyasal boyamasi. Olgek: 50 pm.

4.2.1. Fosfo-B-catenin’in Hiicre igi Yerlesiminin immiinofloresan Boyama ile

incelenmesi

Fosfo-B-catenin’in  hiicre  icerisindeki  yerlesimini  daha  detayl
degerlendirebilmek icin kolon kanser hastalarina ait normal kolon epiteli ve kanser
doku ornekleri, B-catenin ve fosfo-B-catenin antikorlariyla immuinofloresan olarak
boyanmistir. Normal kolon dokusunun B-catenin antikoru ile boyanmasi sonucunda,
B-catenin’in normal kolon epitelinin membranina difiiz olarak lokalize oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.16.A,D). B-catenin’in aksine fosfo-B-catenin’in ise normal kolon
epitel hiicrelerinin apikalinde sitoplazmik olarak konumlandigi ve burada punktat bir
boyanma deseni (beyaz oklar) olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.16.B,D). Benzer
bulgular immunofloresan yéntemle boyanan tim normal kolon dokularindan elde

edilmistir.
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B-catenin Fosfo-B-catenin

DAPI Birlestirilmis

Sekil 4.16. Normal kolon dokusunun B-catenin ve fosfo-B-catenin antikorlariyla
yapilan immiinofloresan boyanma sonucu. Beyaz oklar sitoplazmik fosfo
B-catenin birikimini gostermektedir. Beyaz ok basi fosfo-B-catenin’in
vaskdler yapilardaki lokalizasyonunu belirtmektedir.

Kolorektal kanser olgularina ait kanser dokusu 6érnekleri B-catenin ve fosfo-p-
catenin antikorlariyla boyandiginda ise farkli sonuglar elde edilmistir. Yapilan
immunofloresan boyamada normal kolon epiteline benzer sekilde B-catenin’in,
kanser hucrelerinin membraninda lokalize oldugu gosterilmistir (Sekil 4.17.A,D).
Fakat normal kolon epitelinin aksine fosfo-B-catenin’in, kanser hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunmadigi ve yalnizca cekirdek icerisinde birikim gosterdigi fark
edilmistir (beyaz oklar). Cekirdekte bulunan bu fosfo-B-catenin’in normal epitel
hiicrelerine benzer bir sekilde punktat boyanma deseni gosterdigi de tespit edilmistir
(Sekil 4.17.B,D). ilgin¢ olarak fosfo-B-catenin ifadesi normal kolon epiteliyle veya
neoplastik hicrelerle sinirli olmayip, bag dokuda yer alan vaskiiler yapilarda da

gorilmustir (beyaz ok baslar).
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Sekil 4.17. Kolon kanseri dokusunun farkl B-catenin antikorlariyla yapilan
immunofloresan boyanma sonucu. KA4 kodlu kolorektal kanser olgusuna
ait kanser dokusu fosfo-B-catenin ve B-catenin antikorlari ile
immunofloresan olarak boyanmistir. Beyaz oklar niikleer fosfo-B-catenin
birikimini gostermektedir. Beyaz ok basi fosfo-B-catenin’in vaskiler
yapilardaki lokalizasyonunu belirtmektedir. (A-D).

4.2.2. Fosfo-B-catenin, B-catenin ve Aktif-B-catenin ifadesinin Western Blot

ile Degerlendirilmesi

Yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda hem normal dokuda
hem de kanser dokusunda B-catenin ifadesinin membran ile sinirli oldugu
gorilmustir ve fosfo-B-catenin ile kolokalizasyon gdstermemistir. f-catenin ve fosfo-
B-catenin antikorlari, ayni B-catenin proteinin iki farkli terminal bolgesindeki
epitoplari taniyacak sekilde gelistirilmistir ve bu nedenle iki antikorun kolokalizasyon
gostermemesi C-terminal bolgesi olmayan farkli molekiler boyuta sahip B-catenin

formlarinin olabilecegini diisiindiirmistir. Bu hipotezi incelemek icin, KA4 kodlu ayni
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kolorektal kanser olgusundan hazirlanan protein lizati ¢ farkli B-catenin antikoru ile

western blot yontemi kullanilarak degerlendirmistir (Sekil 4.18.).

Fosfo-B-catenin B-catenin Aktif B-catenin
100 kDa
100 kDa 100 kDa
70 kDa
55 kDa 70 kDa 70 kDa
B-Actin B-Actin B-Actin

Sekil 4.18. Kolon kanseri dokusunun farkh B-catenin antikorlariyla yapilan western
blot analizi sonucu. KA4 kodlu kolorektal kanser dokusundan elde edilen
total protein lizati, farkh B-catenin formlarini taniyan ti¢ antikorla western
blot yontemi kullanilarak incelenmistir. Siyah, yesil ve mor ok yaklasik 92
kDa agirligindaki B-catenin bandinin yerini géstermektedir. Kirmizi oklar,
75 ve 85 kDa agirligindaki B-catenin bantlarini gostermektedir ve bu
bantlarin aktif-B-catenin antikoru ile yapilan western blot analizinde
kayboldugu gorilmektedir. Mavi ok, Ig agir zincirini gostermektedir.

Fosfo-B-catenin antikoru ile yaklasik olarak 60 kDa ve 80 kDa arasinda iki bant
tespit edilmistir. 92 kDa agirhigindaki normal fosfo-B-catenin bandi oldukca zayif
sinyal vermistir (siyah ok) ve yalnizca pozlama siiresinin uzatilmasi ile gorinir hale
gelmistir. Daha sonra ayni membranin B-catenin antikoru kullanilarak yapilan
western blot analizinde ise 75 kDa ile 110 kDa arasinda degisen dort farkli B-catenin
bandi gosterilmistir. Normal boyutlardaki B-catenin proteini icin beklenen molekiler
agirhk olan 92 kDa da B-catenin antikoru ile yapilan deneyde gosterilebilmistir (yesil
ok). ilginc olarak ayni membranin, B-catenin proteinin N-terminal bélgesini taniyan
aktif B-catenin antikoru ile yapilan western blot analizinde ise B-catenin antikoru ile
elde edilen yaklasik olarak 75 kDa ve 85 kDa agirhgindaki iki bant kaybolmustur
(kirmizi oklar). Hem B-catenin hem de aktif B-catenin antikorlari ile yapilan western
blot analizinde beklenen 92 kDa agirligindaki B-catenin bandi beklenildigi gibi tespit
edilmistir. Bunun yani sira her iki B-catenin antikoru ile yapilan deneyde de yaklasik

110 kDa agirliginda ekstra bir bant daha tespit edilmistir.
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B-catenin antikoru ile yapilan western blot analizinde ortaya c¢ikan fakat aktif-
B-catenin antikoru ile yapilan deneyde ise kayboldugu gosterilen 75 kDa ve 85 kDa
agirhgindaki iki bandin varliginin, farkli kolorektal kanser olgularina ait doku
orneklerinde de incelenmesine karar verilmistir. Farkl kolorektal kanser olgularina ait
protein lizatlariyla yapilan western blot deneylerinde de 75 kDa ve 85 kDa
agirhgindaki bantlarin B-catenin antikoru ile ortaya ¢iktigi, fakat bu bantlarin aktif B-

catenin antikoru ile yapilan analizlerde kayboldugu gosterilmistir (Sekil 4.19.).

B-catenin Aktif-B-catenin

100 kDa 100 kDa
e

70 kDa 70 kDa

55 kDa 55 kDa

B-ACtin _ B-ACtin _

Sekil 4.19. Farkli kolorektal kanser olgularinin B-catenin ve aktif B-catenin antikorlari
ile yapilan western blot analizi. Farkh kolorektal kanser olgularina ait
kanser dokularindan elde edilen protein lizatlari B-catenin ve aktif
B-catenin antikorlariyla western blot yontemi kullanilarak incelenmistir.
Siyah oklar, 92 kDa agirligindaki beklenen molekiler agirliktaki B-catenin
proteinini gostermektedir. Kirmizi oklar, 75 ve 85 kDa agirligindaki
B-catenin bantlarini gostermektedir ve bu bantlarin aktif-B-catenin
antikoru ile yapilan western blot analizinde kayboldugu goriilmektedir.
Beyaz ok basi 92 kDa agirligindaki beklenen B-catenin bandinin olgu 1'de
olmadigini géstermektedir.

ilging olarak bir olguya ait protein lizatinda (olgu 1) 92 kDa agirhgindaki beklenen B-
catenin bandi hem B-catenin hem de aktif-B-catenin antikorlari ile yapilan western
blotlar deneylerinde gosterilememistir (beyaz ok basi). Bu nedenle olgu 1 ait genomik
DNA veya RNA’da, normal molekiler agirliga sahip B-catenin proteinin ifade
edilmesine engel olacak genetik bir degisikligin olup olmadigi incelenmistir. Bu
amacla CTNNB1 ekzon 3 bolgesi, ekzon 2 ve ekzon 4’e ait DNA/cDNA dizisini tantyacak

primer giftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. Beklenen normal amplikon boyutu
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DNA o6rnekleri ile yapilan PZR igin 931 baz ¢ifti, cDNA 6rnekleri ile yapilan RT-PZR igin
404 baz cifti olmasina ragmen olgu 1’de hem DNA hem de cDNA diizeyinde
beklenenden kisa PZR (riinleri gozlenmistir (Sekil 4.20.). Olgu 2’ye ait genomik DNA
izolasyonu GAPDH primeri ile onaylanamamistir, cDNA ornekleri ile yapilan RT-PZR
sonucunda ise CTNNB1’de benzer bir delesyon gézlenmemistir. Olgu 3’e ait genomik
DNA orneginde beklenen 931 baz ciftlik normal amplikon tespit edilmekle birlikte

olgu 1’dekine benzer bir delesyon gorilmemistir.

GENOMIK DNA_CTNNB1 cDNA_CTNNB1
s 1 2 3
1000 bg... =
———
-
500 bg.... 400 bg....-
e—— R d
i
-
-

- - -

Sekil 4.20. Farkl kolorektal kanser olgularinda ekzon 3 mutasyonlarinin genomik
DNA ve cDNA diizeyinde incelenmesi. GAPDH primeri yapilan PZR
genomik DNA izolasyonunu dogrulamak igin, U6 primeri ile yapilan RT
PZR ise cDNA sentezini dogrulamak igin yapiimistir. bg: baz ifti.

Sonuc olarak bu bulgu, olgu 1’e ait kolorektal kanser dokusunda CTNNB1 ekzon 3
bolgesinin interstisiyel delesyon sonucu kayboldugunu géstermektedir. 228 baz cifti
uzunlugundaki ekzon 3’lin kaybolmasi, molekiler agirligi 92 kDa olan B-catenin
proteinin yaklasik olarak 8,5 kDa kisalmasina neden olacaktir ve bu nedenle B-catenin
antikoru ile yapilan western blot analizinde (Bkz. Sekil 4.19.) yaklasik 85 kDa tespit

edilmesi beklenen bir bulgudur.
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4.2.3. Niikleer ve Sitoplazmik Fosfo-B-catenin ifadesinin Kolorektal Kanser

Olgularinin Sagkalimina Etkisi

Son olarak immunohistokimyasal boyama ile gosterilen fosfo-B-catenin
ifadesinin kolorektal kanser olgularinin genel sagkalimi ile iliskisi arastirilmistir.
immiinohistokimyasal boyama sonucunda niikleer veya sitoplazmik fosfo-B-catenin
birikimi gdsteren olgular, boyanma gostermeyen (negatif = 0) ve zayif-orta-kuvvetli
boyanma gosteren (pozitif = 21) olacak sekilde iki gruba ayrilmistir. Bu iki grubun
karsilastirildigi Kaplan-Meier analizi sonucunda niikleer fosfo-B-catenin (p=0,263)
(Sekil 4.21.A) veya sitoplazmik fosfo-B-catenin ifadesinin (p=0,132) (Sekil 4.21.B)

genel sagkalima etkisi olmadigi gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Fosfo-B-catenin ifadesinin kolorektal kanser olgularinda sagkalima etkisi.
Nikleer fosfo-B-catenin’in kolorektal kanser hastalarinda sagkalima
etkisini gosteren Kaplan-Meier egrisi. Mavi egri niikleer boyanmanin
olmadigi (0) olgulari gosterirken, yesil egri zayif-orta-kuvvetli (>1)
boyanmayi belirtmektedir (A). Sitoplazmik fosfo-B-catenin’in kolorektal
kanser hastalarinda sagkalima etkisini gosteren Kaplan-Meier egrisi. Mavi
egri nikleer boyanmanin olmadigi (0) olgulari gosterirken, yesil egri zayif
orta-kuvvetli (>1) boyanmayi belirtmektedir (B).
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5. TARTISMA

Tez g¢alismasinin birinci bélimind olusturan ve SANT doku o6rneklerini
kullanarak  yaptigimiz  arastirmayla, tanimlamis  oldugumuz  B-catenin
immunohistokimyasal boyama yodnteminin etiyolojisi ve patogenezi bilinmeyen
timorlerde N-terminal bolge degisikliklerinin incelenmesi igin kullanilabilecegini
gostermis olduk. Son vyillarda yapilan ¢alismalar, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin
juvenil nazofaringeal anjiyofibroma, sinonazal hemanjiyoperisitom veya akcigerin
sklerozan hemanjiyomu gibi bazi nadir fibrovaskiiler lezyonlarin patogenezinde
onemli rol oynayabilecegini gostermistir (137—139). WNT/B-catenin sinyal yolaginin
fibrozisi destekledigi ve fibrozisle ilerleyen cok sayida hastalikla iliskili oldugu iyi
bilinmektedir (140); bu nedenle nadir gorilen ve fibrozis ile karakterize olan dalagin
fibrovaskiler lezyonu SANT, B-catenin N-terminal bolge degisikliklerinin arastiriimasi
icin secilmistir.

Bu amacla ilk olarak, histopatolojik ve imminofenotipik olarak SANT tanisinin
kesinlestirildigi doku 6rneklerinde, daha 6nceki ¢calismamizda tanimlamis oldugumuz
(5) immiinohistokimyasal boyama yontemini kullanarak B-catenin N-terminal bolge
degisiklikleri arastirilmistir. Yaptigimiz immiinohistokimyasal boyama sonucunda
olgularin tamaminda mutant B-catenin boyanma deseni olarak adlandirdigimiz ve
SANT olgularinin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu tasidigini distindiren boyanma
gorinimi elde edilmistir. Uyguladigimiz bu yaklasim, ekzon 3 mutasyonlarinin
molekiler yontemlerle detayl analizi dncesinde uygulanabilecek pratik bir mutasyon
tarama stratejisi olarak tercih edilmistir.

Nokta mutasyonlari, CTNNB1 ekzon 3’G etkileyen mutasyonlarin yaklasik
olarak %90’in1 olusturmaktadir (101), fakat yapilan Sanger sekans analizi sonucunda
SANT olgularinin hicbirinin nokta mutasyonu tasimadigl gosterilmistir. Bu nedenle
ikinci adim olarak bu olgularda delesyon analizi yapilmistir ve ic SANT olgusunda
ekzon 3’lGn tamaminin kaybina neden olan genis interstisyel delesyonlar tespit
edilmistir. CTNNB1 ekzon 3’Gn kaybina neden olan genis delesyonlarin neoplazi
gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Bu delesyonlar, B-catenin N-terminal bolgede

yer alan ve proteinin protezomal olarak yikilmasini saglayan kritik amino asit dizisinin
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tamamen kaybolmasina neden olmaktadir. Bu durum B-catenin’in stabilizasyonu,
nikleusa gecisi ve WNT sinyal yolaginin hiperaktivasyonu ile sonuglanmaktadir
(141,142). Galisma sonucunda elde edilen bir diger 6nemli bulgu ise delesyon tespit
edilen SANT olgularindan iki tanesindeki (olgu 1 ve olgu 3) delesyonun, intronik
bolgelerde yer alan 5’ ve 3’ uglarindaki kirilma noktalarinin ayni olmasidir. Ayni
delesyonun iki farkh olguda tespit edilmis olmasi, bu genetik degisikligin SANT
hastaliginin patogenezinde kritik bir gérevi oldugunu distindiirmektedir.

Yedi olgudan dort tanesinde (olgu 4-7) ekzon 3’Gn genomik delesyonu
gosterilememistir, fakat bu olgulara ait cDNA ornekleri incelendiginde ekzon 3
kaybinin oldugu tespit edilmistir. Dort olguda genomik DNA diizeyinde delesyon
tespit edilememesine ragmen mMRNA seviyesinde ekzon 3’iin kayboldugunun
belirlenmesi, sonuglar arasinda 6nemli bir uyumsuzluk olduguna isaret etmektedir.
Bu uyumsuzlugun birkag olasi nedeni bulunmaktadir. Bu olasiliklardan ilki FFPG doku
orneklerinden izole edilen DNA’nin kirillmaya ugramasi ve ancak kisa DNA
fragmanlarinin  PZR ile c¢ogaltilabilir duruma gelmesidir. Ozellikle formalin
fiksasyonunun kalitesi ile iliskili olan bu durum elde edilen DNA kalitesini dogrudan
etkilemektedir (141, 142). Calismada kullanilan SANT olgulari farkl zamanlarda tani
almistir ve her olguya ait doku blogu g farkh Universite hastanesinin patoloji
departmanina ait arsivden elde edilmistir. Bu nedenle her bir olguya ait doku
orneginin farkh fiksasyon kalitesine ve bunun bir sonucu olarak farkli DNA kalitesine
sahip olmasi beklenen bir durumdur. Olgulara ait genomik DNA kullanilarak yapilan
PZR sonucunda 931 baz ciftlik normal amplikon, olgu 6 disinda higbir SANT olgusunda
gosterilememistir. DNA kirilmasina bagl gergeklestigi distinilen bu durum FFPG
doku ornekleri ile calismanin teknik zorlugunu gostermektedir ve doért SANT
olgusunda mRNA seviyesinde ekzon 3 kaybi bulunmasina ragmen neden genomik
DNA ile yapilan PZR’de Uriin elde edilemedigini agiklamaktadir.

Genomik DNA ve mRNA sonugclari arasindaki farklihgin bir diger nedeni ise
CTNNB1 ekzon 3 bolgesinin “ekzon atlama” gibi alternatif splicing mekanizmalari ile
kaybi olabilir. Ekzon atlama sonucu, kritik ekzonlarin olmadigi mRNA transkriptlerinin

Uretiminin, farkli organlardan kdken alan ¢ok sayida neoplastik hastaligin gelisiminde
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rol oynadigi gosterilmistir (145—147). insan érneklerinde bu splicing mekanizmasinin
CTNNB1 ekzon 3’lUn kaybina neden oldugu heniiz gosterilmemis olsa da, in vitro
deneylerde, CTNNB1 geninin intronik bolgelerinde CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak
ekzon atlama motifleri yaratilabildigi ve bu sayede ekzon 3 tasimayan onkojenik B-
catenin formlarinin olusturulabildigi kanitlanmistir (148).

Bugline kadar SANT hastaliginin etiyopatogenezini agiklamaya ¢alisan bir dizi
calisma gergeklestirilmistir, fakat yapilan ¢alismalarin higbiri bu hastaligin olusum
mekanizmasini aciklamaya yakin degildir. ilk olarak Martel ve ark. (136) anormal
stromal hiicre proliferasyonunun, kiiciik damar yapilarini tikayarak anjiyomatoid
nodillerin olusumunu tetikleyebilecegini 6ne slirmistir ve damarlardan yeterli kan
akisinin uzun siireli bozulmasi sonucunda ise nodiilleri ¢evreleyen fibrotik alanlarin
ortaya cikabilecegini belirtmistir. Bu calismayi takip eden diger arastirmalarda ise
SANT olgularinda EBV (Epstein-Barr Virlsi) pozitif stromal hicrelerin bulundugu
bildirilmis ve bu hastaligin EBV ile iliskili olabilecegi 6ne slirtlmustir (149,150).
SANT'In etiyolojisini agiklamaya calisan diger ¢alismalarda ise stromal alanda IgG4
pozitif plazma hicrelerinin yer aldigi bildirilmistir ve bu hastaligin 1gG4 iliskili hastahk
grubu icerisinde yer alabilecegi disunidlmistir (150,151). Fakat yapilan bu
¢alismalarin  hicbiri SANT'In  nasil ortaya c¢iktigini tam olarak aciklamayi
basaramamistir. Bu calismalarin neredeyse tamami SANT’I, damar hasarina ikincil
olarak gelisen ve immin sistemin bu cevaba reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan
imminreaktif bir hastalik olarak kabul etmistir. Buna karsin bizim bulgularimiz,
¢alismaya dahil edilen tim SANT olgularinda somatik bir degisiklik oldugunu
gostermistir ve SANT’In reaktif bir hastalik degil, neoplastik bir hastalik oldugunu
destekleyen onemli bir kanit sunmustur. Yakin zamanl bir calismada X kromozom
inaktivasyonuna dayali bir yontem (HUMARA analizi) kullanilarak SANTIn
monoklonal bir hastalik mi yoksa poliklonal bir hastalik mi oldugu incelenmistir ve
bizim calismamizin gosterdiginin aksine bu hastaligin poliklonal reaktif bir hastalik
oldugu 6ne sirilmiustir (152). Bizim ¢alismamizla yapilan bu calisma arasindaki
uyusmazligin nedenini belirlemek zor olmakla beraber su sekilde bir aciklama

getirilebilir: Arastirma kapsaminda olusturdugumuz ¢alisma grubumuz histopatolojik
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ve immiunofenotipik olarak belirgin SANT morfolojisini tagimaktadir; fakat ¢alismaya
dahil ettigimiz olgular, hastali§in CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan
farkl bir alt grubunu temsil ediyor olabilir. Bu hipotezi destekleyen ilging bir bulgu,
SANT hastaligina histopatolojik ve immiinofenotipik olarak oldukga benzeyen, dalagin
nadir vaskiler hastaliklarindan biri olan kord kapiller hemanjiyom (KKH) olgularinin
HUMARA yontemiyle klonalitesinin incelenmesi sonucunda elde edilmistir. Bu
calisma ile SANT’a buyuk benzerlik gdsteren KKH’nin, monoklonal bir hastalik oldugu
anlasiimistir (153,154). Bu bulgudan yola gikarak dalagin bu iki nadir lezyonun, WNT
sinyal yolaginin hiperaktivasyonu ile iliskili benzer histogenetik mekanizmalar sonucu
ortaya ciktigi distinulebilir. Bu nedenle SANT hastaliginin daha iyi anlasilabilmesi igin
benzer morfolojik 6zelliklere sahip olgular daha genis vaka serilerinde CTNNB1 ekzon
3 mutasyonu varligl acisindan detayli incelenmelidir ve ek olarak farkli sinyal
yolaklarindaki bozukluklarin da hastaligin etiyopatogenezine katkilari arastirilmalidir.

Tez calismasinin ikinci bolimiinde, 6nceden tanimlamis oldugumuz mutant p-
catenin deseni ile B-catenin’in post-translasyonel modifikasyonlari arasindaki iliski
arastirilmistir. Bu amacla ilk olarak S33, S37 ve T41 amino asitlerinden fosforilasyona
ugramis B-catenin’in (fosfo-B-catenin) kolorektal kanser olgularindaki ifade diizeyi ve
hiicre ici dagihmi degerlendirilmistir. WNT sinyal yolagi bozukluklarinin olmadigi
normal dokularda fosfo-B-catenin, proteazom kompleksi tarafindan sitoplazmik
olarak hizla yikilmaktadir ve bu nedenle kisa bir yari 6mre sahiptir. Bununla birlikte
bazi ¢alismalar, fosfo-B-catenin lokalizasyonunun sitoplazma ile sinirli olmadigini,
hiicre ¢ekirdeginde veya membraninda da lokalizasyon go&sterebilecegini ©6ne
surmistir (155,156). Calismamizda, kolorektal kanser olgularinin yaklasik %30’unda
immunohistokimyasal boyama ile niikleer fosfo-B-catenin birikimi gdsterilmistir ve
niikleer birikim gosteren olgularin yaklasik olarak yarisinda (tiim olgularin %13’()
orta-kuvvetli fosfo-B-catenin boyanmasi tespit edilmistir. Chung ve ark. (135)
tarafindan gerceklestirilen ve 650 kolorektal kanser olgusunu iceren calismada da
immunohistokimyasal boyama sonucunda benzer siklikta niikleer fosfo-B-catenin
ifadesi gosterilmistir. Fakat bu calismada fosfo-B-catenin lokalizasyonu nikleusla

sinirhyken, bizim calismamizda olgularin yaklasik %15’inde sitoplazmik fosfo-p-
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catenin boyanmasi tespit edilmistir. invazif meme kanseri doku 6rneklerinin
incelendigi bir calismada, niikleer fosfo-B-catenin birikimi agresif timor fenotipi ile
iliskilendirilirken, fosfo-B-catenin’in sitoplazmik lokalizasyonunun daha az agresif
timor fenotipine neden oldugu 6ne strtlmustir (157). Kolorektal kanser 6rnekleri
kullanarak gerceklestirdigimiz calismada fosfo-B-catenin’in hiicre ici lokalizasyonu ile
timor fenotipi arasinda belirgin bir iliski gozlenmemistir. Nikleer ve sitoplazmik
fosfo-B-catenin ifadesinin yalnizca (¢ olguda es zamanli bulunmasi, sitoplazmik fosfo-
B-catenin birikiminin niikleer birikimden farkli bir mekanizma sonucunda ortaya
¢iktigini distindlirmustr.

Kolorektal kanser olgularinda fosfo-B catenin birikimini hiicresel diizeyde
daha detayl degerlendirebilmek igin 20 kolorektal kanser olgusundan taze normal
kolon ve kanser dokusu toplanmis ve bu olgulardan yeni bir DMD (DMD-5)
olusturulmustur. ilk olarak farkli B catenin formlarinin birbirleri ile iliskisini incelemek
amaciyla DMD-5; B catenin, aktif PB-catenin ve fosfo-f catenin antikorlariyla
boyanmustir. iki olguda arastirma grubumuz tarafindan tanimlanan mutant B catenin
boyanma deseni oldugu fark edilmis, bu iki olgudan birinde ise niikleer fosfo-B
catenin birikimi oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu bulgu, fosfo-B catenin’in
niikleusta birikerek mutant B catenin boyanma desenine neden olabilecegi hipotezini
desteklemistir.

Nukleer/periniikleer alana yerlesen fosfo-B catenin’in hiicre ici fonksiyonlarini
arastiran az sayida calisma bulunmaktadir. ilk olarak Huang ve ark. (158) sican
fibroblast hiicre hatlarinda yaptigi in vitro calisma ile fosfo-B catenin’in
sentrozomlarda kiimelendigini gostermistir ve bu sayede fosfo-B catenin’in
mikrotlbill organizasyonunu ve sentrozom matilirasyonunu diizenledigini 6ne
sirmustiir. Bu calismayi takip eden bir baska arastirmada ise fosfo-B catenin’in
sentrozomlarda lokalize oldugu gorist  desteklenmis ve sentrozomlarin
kohezyonunda rol oynadigi belirtilmistir (159). Bu calismalar sonucunda fosfo-B
catenin’in sentrozomlara yerleserek mikrotibdl aktivitesini diizenledigine yonelik
kuvvetli kanitlar elde edilmis olsa da, bu islevi hangi biyokimyasal mekanizmalar

araciligiyla gerceklestirdigi heniz bilinmemektedir (160).
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Bu tez galismasinda immunofloresan boyama sonucunda kolorektal kanser
olgularina ait doku orneklerinde niikleer fosfo-B catenin’in punktat bir boyanma
deseni sergiledigi gosterilmistir. Fosfo-B catenin’in nikleusta ve perinikleer alanlarda
bu sekilde birikim gostermesi, proteinin sentrozomlarda veya mikrotiibiil aginda
konumlanabilecegini ve bu sayede hicre bdlinmesinde rol oynayabilecegini
distndirmistir. Normal kolon epitel hiicrelerinde de fosfo-B catenin antikoru ile
yapilan immiinofloresan boyamasi sonucunda da punktat boyanma deseni elde
edilmistir. Fakat kanser dokusunun aksine bu boyanma deseni nikleusta degil
sitoplazmada tespit edilmistir. Normal kolon epitelinde sitoplazmada, kolon kanseri
hlcrelerinde ise niikleusta benzer boyanma deseni gésteren fosfo-B catenin’in, yikim
kompleksi proteinlerinin bulundugu alanlarda lokalize olabilecegi de akla
gelmektedir. Genellikle sitoplazmada konumlanan yikim kompleksi proteinlerinin
nikleus ve sitoplazma arasinda hareket edebildigi bilinmektedir ve bu proteinlerin -
catenin proteininin N-terminal fosforilasyonunu yalnizca sitoplazmada degil, ayni
zamanda nikleus icerisinde de gerceklestirebilecegi gosterilmistir (161-163).
Literatirde yer alan bu goézlemlerden yola cikarak, yikim kompleksi tarafindan
fizyolojik bir slrecin pargasi olarak sitoplazmada gerceklesen [-catenin
fosforilasyonu, kolon kanseri hiicrelerinde yikim kompleksi proteinleri veya heniiz
tanimlanmamis baska serin treonin kinazlar tarafindan niikleusta gerceklesiyor
olabilir.

Immunofloresan boyama sonucunda elde edilen bir diger ilging sonug ise
neoplastik hiicrelerde fosfo-f catenin antikoru ile niikleer boyanma gézlemlerken,
ayni proteinin C-terminal bolgesini taniyan B-catenin antikoru ile yalnizca membranoz
boyanma goriilmesi ve p-catenin antikorunun fosfo-B catenin ile nikleer
kolokalizasyon gostermemesidir. Bu durumun olasi aciklamalarindan bir tanesi C-
terminal bolgesi olmayan ve bu nedenle C-terminal bolgeye baglanan B-catenin
antikoru tarafindan taninamayan kisa B catenin formlarinin niikleusta birikiyor
olmasidir. Bu hipotezi test etmek amaciyla yapilan western blot analizinde, ayni
kolorektal kanser 6rnegine ait protein lizati fosfo-B catenin antikoru ile blotlanmistir

ve sonuc olarak 60-65 kDa agirliginda kuvvetli bir B catenin bandi tespit edilmistir.
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Fakat ayni membranin B-catenin antikoru ile blotlanmasi sonucunda ise 70 kDa’dan
daha dusiik molekiler agirhga sahip hicbir bant gosterilememistir. Western blot
analizi ile elde edilen bu bulgu, immunofloresan boyama sonucunda yapmis
oldugumuz gozlemler ile uyumludur ve C-terminali olmayan kisa B-catenin
formlarinin varligina isaret etmektedir.

B-catenin sikga post-translasyonel modifikasyona ugrayan proteinlerden
biridir ve bu modifikasyonlardan en sik goriilenlerden biri proteinin proteolotik
kesimidir. Goretsky ve ark. (164) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada -
catenin’in hem C-terminal hem de N-terminal bélgeden proteozomlarin kemotripsin
benzeri aktivitesi araciligiyla proteolitik olarak kesilebildigi ve bdylece onkojenik
Ozellik gosteren diisik molekiler agirliga sahip B-catenin formlarinin olusabildigi
gosterilmistir. Yakin zamanl bir bagka galismada ise 48 kDa agirliga sahip kisa bir B-
catenin formonun siroz ve hepatoseliler kanser ile iliskili olabilecegi ileri strilmustir
(165). Bu arastirmalarda elde edilen sonuglar ile bu tez calismasinda gozlemlenen
bulgular bir arada degerlendirildiginde , C-terminali kesilmis fakat N-terminal bélgesi
korunarak fosforile olmus kisa B-catenin formlarinin henlz bilinmeyen bir
mekanizmayla niikleusta biriktigi cikarimi yapilabilir.

Tez calismasi kapsaminda yapilan western blot deneyleri ile B-catenin’in
proteolitik olarak kesildigini destekleyen baska bulgular da elde edilmistir. Kolorektal
kanser olgularina ait protein lizatlarinin B-catenin antikoru ile blotlanmasi sonucunda
92 kDa agirhigindaki normal B-catenin bandinin yani sira iki tane disiik molekiler
agirliga sahip ekstra bant gézlemlenmistir. ilging olarak bu iki bant, proteinin spesifik
olarak N-terminal bolgesini taniyan aktif B-catenin antikoru ile yapilan western blot
analizinde kaybolmustur.

Literatlr incelendiginde, calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgular
destekleyen cok sayida farkli arastirma bulundugu fark edilmistir. Bu ¢alismalarin
blyik boliminde, fosforilasyon motifinin yer aldigi B-catenin N-terminal bélgesinin
cesitli proteazlar ile kesildigi ve bu sayede diistik molekiler agirliga sahip onkojenik
B-catenin formlarinin olustugu bildirilmistir. Li ve iyengar (166) tarafindan bu konuda

yayimlanmis ilk calismalardan birinde kolorektal kanser hiicre hatlarindan elde edilen
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protein lizatlarinin western blot ydontemi ile incelenmesi sonucunda 75 kDa agirliginda
diisik molekiler agirliga sahip B-catenin bandinin olustugu gézlemlenmistir ve bu
bandin kaspaz ailesi proteinlere benzerlik gosteren “calpain” proteinlerinin
proteolitik aktivitesi sonucu ortaya ¢iktigl 6ne strtlmustir. Bu ¢alismayi takip eden
diger bir calismada ise ayni 75 kDa molekiiler agirliga sahip B-catenin bandinin prostat
ve meme kanseri gibi farkli hiicre hatlarinda bulundugu bildirilmis ve 6nceki ¢calismaya
benzer bir sekilde bu durum calpain proteaz ailesi ile iliskilendirilmistir (167). Her iki
arastirmada da 75 kDa’luk bandin yani sira yaklasik 90 kDa agirliga sahip baska bir -
catenin bandi daha gozlemlenmistir fakat bu bandin nasil ortaya ciktigi ile ilgili bir
mekanizma heniiz tanimlanmamistir. Sonug olarak ¢alismamizda gozlemledigimiz
disik molekiler agirhga sahip B-catenin bantlarinin, B-catenin’in N-terminal kesimi
sonucunda ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiniilmustiir ve bu cikarimin literatiir bilgisi
ile uyum icinde oldugu gortlmektedir.

Calismamizin sonunda fosfo-f catenin ifadesi ile kolorektal kanser olgularinin
genel sagkalimi arasindaki iliski de incelenmistir. Yapilan sagkalim analizinde, Chung
ve ark. (135) tarafindan yapilan ¢alismanin aksine niikleer veya sitoplazmik fosfo-p
catenin ifadesinin genel sagkalim Uzerine etkisi olmadigl gérilmistir. iki calisma
arasindaki uyumsuzlugun olasi nedenlerinden biri, bu tez calismasinda kullanilan
orneklem boyutunun o6nceki calismaya kiyasla daha kiiclik olmasi olabilir. Tez
calismasinin  6rneklemini olusturan olgularin %70’inde fosfo-B catenin ifadesi
negatiftir. Bu nedenle 6rneklem boyutunun kiiciik olmasi, kohortu olusturan fosfo-
catenin pozitif ve negatif gruplar arasinda olgu sayisi agisindan buyulk bir esitsizlik
yaratmaktadir ve bu esitsizligin sagkalim analizi sonucunu etkileyebilecegi
diisiinilmektedir. iki calisma arasindaki sagkalim analizi sonucunu etkileyebilecek bir
diger temel fark ise, DMD’lerde kullanilan doku boyutlarinin bu iki ¢calisma arasinda
farkhlik gostermesidir. Chung ve ark. (135) DMD dizayni sirasinda kullanilan dokularin
¢api boyutu 0,6 mm iken bu tez calismasinda tercih edilen doku ¢api boyutu 1 mm’dir.
Caplar arasindaki bu farkhlik diffiz boyanma gosteren 6rneklerde biyiik bir Gneme

sahip olmasa da fokal boyanma gosteren pozitif oOrneklerin negatif olarak
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skorlanmasina neden olmakta ve bu nedenle sagkalim analizi sonucunu direk olarak
etkileyebilmektedir.

Sonug olarak tez calismasinin ikinci béliminde B-catenin, aktif-B-catenin ve
fosfo-B-catenin gibi B-catenin proteininin farkli formlarinin hiicre igerisinde farkli
bolgelerde konumlanabilecegi gosterilmistir. Ayni zamanda fosfo-B-catenin’in
nikleer birikiminin kolorektal kanser olgularinda oldukga sik gorildiugi ve tanimlamis
oldugumuz mutant B-catenin desenine neden olabilecegi 6ne strilmustir. Ek olarak
yapilan imminofloresan boyama ve western blot deneyleriyle B-catenin’in farkh
molekiler agirhgr sahip kisa formlarinin oldugu tespit edilmis ve bu formlarin

kolorektal kanser patogenezi ile iliskili olabilecegi diistinGlmustur.



67

6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, arastirma grubumuz tarafindan tanimlamis olan ve B-catenin N-
terminal bolge degisikliklerinin kolay bir gsekilde tespit edilmesini saglayan
imminohistokimyasal boyama temelli ydontemin farkli kullanim alanlari incelenmistir.
Sonug olarak, dalagin nadir bir fibrovaskiler lezyonu olan SANT hastaliginda bu
yontem kullanilarak B-catenin N-terminal bolge degisikligi tespit edilmistir ve boylece
bu yontemin etiyopatogenezi heniiz bilinmeyen neoplastik hastaliklarda CTNNB1
ekzon 3 mutasyonlarinin arastirilabilmesi icin pratik ve etkili bir yontem oldugu
gosterilmistir. Calismamiz sonucunda CTNNB1 ekzon 3 kaybinin SANT hastaligi ile
iliskisi molekiler dilizeyde ispatlanmistir. Fakat arastirmada incelenen dort SANT
olgusunda ekzon 3 kaybinin yalnizca ¢cDNA dizeyinde gosterilebilmesi, ekzon 3
kaybina neden olabilecek “alternatif splicing” gibi genomik delesyon harici
mekanizmalarin arastiriimasini gerektirmektedir. Yakin zamanh pek ¢ok c¢alismada
CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarinin sikhginin mezenkimal timorlerde oldukga yliksek
oldugu fark edilmistir. Wnt sinyal yolaginin fibrozis ile iliskisi gz énline alindiginda,
fibrozisin eglik ettigi mezenkimal timorlerin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlari yoninden
arastirilmasi B-catenin bozuklugu sonucu ortaya cikan yeni timorlerin kesfedilmesini
saglayacaktir.

Gahsmamizin bir diger 6nemli sonucu ise B-catenin N-terminal bdlgede
goriilen post-translasyonel modifikasyonlarin kolorektal kanser ile iliskisinin
gosterilmesidir. Kolorektal kanser olgularinin 6nemli bir bélimiinde nikleer fosfo-B-
catenin birikimi gortulmektedir. Klasik Wnt/B-catenin sinyal yolagina gore
proteozomal olarak yikilmasi gereken fosfo-B-catenin’in neoplastik hiicrelerin
niikleusunda neden biriktigi arastiriimali ve kolorektal kanser gelisimiyle ilgili olasi
islevleri aydinlatilmahdir. Calismada elde ettigimiz bir diger ilgin¢ sonug ise kolorektal
kanser olgularinda B-catenin’in, N-terminal ve C-terminal bélgeden kesilerek kisa B-
catenin formlarinin ortaya ciktiginin gosterilmesidir. Literatiirde bulunan onceki
calismalarla desteklenen bu bulgu, B-catenin’in proteolitik kesiminin neoplazi
gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bundan sonra vyapilacak

calismalarda bu kisa B-catenin formlarinin hangi proteolitik sistemler tarafindan
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olusturuldugu incelenmeli ve bu formlarin neoplazi gelisimi ile iligkisi in vitro ve in vivo

fonksiyonel deneylerle belirlenmelidir.
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