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ÖZET 

 

Uzun, S, β-catenin N-Terminal Bölge Değişikliklerinin Neoplastik Süreçlerdeki 

Rolünün Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tümör 

Biyolojisi ve İmmünolojisi Programı Doktora Tezi, Ankara, 2021. β-catenin, Wnt 

sinyal yolağının merkezinde yer alan çok fonksiyonlu bir proteindir. β-catenin’in hücre 

içi yerleşimi ve seviyesi, N-terminal bölgesinde yer alan özel bir amino asit dizisi 

sayesinde sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. Bu amino asit dizisi CTNNB1’in (β-

catenin’i kodlayan gen) üçüncü ekzonu (ekzon 3) tarafından kodlanmaktadır ve bu 

ekzonda görülen mutasyonlar N-terminal bölgede yer alan amino asit dizisini 

değiştirerek neoplastik transformasyona neden olmaktadır. Araştırma grubumuz 

tarafından CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının tespit edilmesini sağlayan 

immünohistokimyasal boyama temelli bir yöntem tanımlanmıştır. Bu tez çalışmasının 

birincil amacı, tanımladığımız yöntemi kullanarak patogenezi bilinmeyen neoplastik 

hastalıklarda CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının araştırılmasıdır. Bu kapsamda, dalağın 

nadir görülen vasküler lezyonlarından biri olan sklerozan anjiomatoid nodüler 

transformasyon (SANT) olgularında tanımladığımız yöntemle N-terminal bölge 

değişiklikleri incelenmektedir. İmmünohistokimyasal boyama sonucunda ekzon 3 

mutasyonu varlığını düşündüren bulgular elde edilmektedir. Bu bulgular polimeraz 

zincir reaksiyonu ve Sanger sekanslama ile doğrulanmaktadır. Tez çalışmasının ikincil 

amacı ise tanımladığımız immünohistokimyasal boyama yöntemini kullanarak β-

catenin’in N-terminal bölgesini etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonların 

araştırılmasıdır. Bu amaç doğrultusunda immünohistokimyasal ve immünofloresan 

boyama yöntemleri kullanılarak S33, S37 ve T41 amino asitlerinden fosforile olan β-

catenin’in (fosfo-S33/S37/T41-β-catenin) hücre içi yerleşimi incelenmektedir ve bu 

proteinin kolon kanseri hücrelerinin çekirdeğinde birikebileceği gösterilmektedir. Ek 

olarak kolorektal kanser protein lizatlarında Western Blot yöntemi ile N-terminal ve 

C-terminal bölgesinden proteolitik olarak kesilmiş, düşük moleküler ağırlığı sahip β-

catenin formlarının bulunabileceği ileri sürülmektedir.  

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

 

Uzun, S, Investigation of The Role of β-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. β-catenin is a multifunctional protein and located at the center of Wnt 

pathway. Intracellular localization and level of β-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 (β-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, β-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 β-catenin N-terminal 

domain by using the immunohistochemical staining method that we have described. 

For this purpose, the intracellular localization of β-catenin phosphorylated at the 

amino acids S33, S37 and T41 (phospho-S33/S37/T41-β-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 β-catenin forms might be formed after 

proteolytic cleavage of N-terminal and C-terminal regions of β-catenin. 

Key Words: β-catenin, CTNNB1, exon 3, phospho-β-catenin, WNT
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1. GİRİŞ 

Wnt sinyal yolağı, erken embriyogenezden başlayarak canlı gelişiminin hemen 

her aşamasında görev alan evrimsel olarak korunmuş bir sinyal yolağıdır. 

Morfogenezin temeli olan hücre çoğalmasını, farklılaşmasını ve polarizasyonunu 

kontrol eden Wnt sinyal yolağı; erişkin hayatta da kök hücre havuzunu düzenleyerek 

doku mimarisinin korunmasını sağlamaktadır (1). Canlılığın devamı için vazgeçilmez 

olan süreçleri yönetmesi nedeniyle, sinyal yolağının doğru çalışmasını etkileyecek 

değişiklikler başta kanser olmak üzere geniş bir hastalık spektrumuna neden 

olmaktadır (2). 

Wnt sinyal yolağının merkezinde transkripsiyon koaktivatörü olarak fonksiyon 

gösteren β-catenin yer almaktadır. β-catenin’in hücre içindeki yerleşimi ve hücre içi 

seviyesi sinyal yolağının aktivite düzeyini belirlemektedir. Bu nedenle hücre içi β-

catenin dengesi, yıkım kompleksi adı verilen özel bir multimerik protein kompleksinin 

başlattığı fosforilasyon-ubikitinasyon-proteozomal yıkım mekanizması ile 

sağlanmaktadır (3). CTNNB1 geni tarafından kodlanan β-catenin; N-terminal, C-

terminal ve armadillo tekrar bölgesi olmak üzere üç farklı bölgeden oluşmaktadır. β-

catenin’in N-terminal bölgesi, yıkım kompleksi proteinleri tarafından tanınan ve 

fosforile edilen serin/treonin amino asit dizisini içermektedir. Bu özel amino asit dizisi 

genin üçüncü ekzonu (ekzon 3) tarafından kodlanmaktadır ve neoplazi gelişimine 

neden olduğu bilinen CTNNB1 mutasyonlarının neredeyse tamamı bu ekzonda ortaya 

çıkmaktadır (4).  

Araştırma grubumuz tarafından, β-catenin’in N-terminal bölgesini etkileyen 

CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının tespit edilmesini sağlayan immünohistokimya 

temelli bir yöntem tanımlanmıştır (5). 

Bu tezde hedeflenenler; tanımladığımız immünohistokimya temelli yöntemi 

kullanarak, etiyolojisi henüz aydınlatılamayan neoplastik hastalıklarda CTNNB1 ekzon 

3 mutasyonlarının varlığını incelemek ve β-catenin’in N-terminal bölgesini 

etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonları araştırmaktır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Wnt Sinyal Yolağı 

2.1.1. Wnt Sinyal Yolağına Giriş 

Wnt sinyal yolağının tanımlanmasına yönelik çalışmalar, fare meme tümörü 

virüsü proviral DNA’sının genoma entegrasyonu sonucunda aktive olan potansiyel 

proto-onkogenlerin araştırılması ile başlamıştır. Nusse ve Varmus (6) tarafından 

yürütülen 1982 tarihli bu ilk çalışma, günümüzde Wnt1 proteinini kodladığını 

bildiğimiz int1’in keşfedilmesini sağlamıştır. Bu genin Drosophila’da tanımlanmış 

segment polarite genlerinden biri olan “wingless (wg)”ın homoloğu olduğunun 

gösterilmesiyle, int1/wg’ın hem morfogenezde görev aldığı hem de onkogen gibi 

davranabildiği fark edilmiştir (7–9). İlerleyen yıllarda yeni int genlerinin 

keşfedilmesiyle ortaya çıkan kavram kargaşasını yok etmek için int1/wg ailesine üye 

olan genlerin “Wnt” olarak adlandırılmasına karar verilmiştir (10).  

Gelişim biyologları tarafından farklı model canlılar kullanılarak yapılan 

çalışmalar, Wnt sinyal yolağının canlı gelişimindeki görevlerinin ve çalışma 

mekanizmasının daha iyi anlaşılmasına olanak tanımıştır. Sharma ve Chopra (7) 

tarafından tanımlanan Drosophila modelinde, wg mutasyonu taşıyan sineklerin kanat 

gelişiminde ve segment polarizasyonunda sorunlar olduğu fark edilmiştir. 

Drosophila’nın model canlı olarak kullanıldığı diğer çalışmalarda da armadillo (β-

catenin’in Drosophila homoloğu), porcupine, dishevelled ve dTCF genlerinde 

mutasyon olan embriyoların; wg mutant Drosophila modelindekine benzer şekilde 

segment polarizasyon hataları olduğu gösterilmiştir ve bu genlerin Wnt sinyal 

yolağının parçası olduğunu ileri süren ilk model geliştirilmiştir (11–13). 

Wnt sinyal yolağının vertebralı canlıların gelişiminde de görev aldığını 

gösteren ilk bulgular, Xenopus embriyolarında yapılan çalışmalar ile elde edilmiştir. 

Fare Wnt1 mRNA’sını Xenopus embriyolarına enjekte eden McMahon ve Moon (14), 

bu embriyolarda eksen duplikasyonunun ortaya çıktığını gözlemlemiştir. Eksen 

duplikasyon deneyi olarak bilinen bu yöntem sayesinde Wnt sinyal yolağının 

vertebralı canlılarda da evrimsel olarak korunduğu anlaşılmıştır, aynı zamanda bu 
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yöntemin vertebralı canlılarda Wnt sinyal yolağı elemanlarının araştırılabilmesi için 

kullanışlı olduğu fark edilmiştir. 

Fare genomunda homolog rekombinasyonla gene spesifik mutasyonların 

yapılabilmesinin imkanlı hale gelmesiyle farklı Wnt genlerinde fonksiyon kaybı 

mutasyonu taşıyan fare modelleri geliştirilmiştir (15). Birbirinden oldukça farklı 

fenotiplerin ortaya çıktığı bu fare modelleri sayesinde, tek bir Wnt genindeki 

fonksiyon kaybının vertebralı canlı gelişimine yaptığı büyük etki açıkça gözlenmiştir 

(16–18). Model canlılarda yapılan çalışmalar ışığında, Wnt sinyal yolağının hücre 

kaderinin belirlenmesinde ve hücre polarizasyonunun sağlanmasında görev alarak 

embriyogenezi düzenlediği anlaşılmıştır (19). 

Wnt sinyal yolağının görevi yalnızca embriyogenez sırasındaki biyolojik 

süreçleri yönetmekle sınırlı olmayıp; bağırsak, saç folikülü ve hematopoetik sistem 

gibi farklı erişkin dokularındaki kök hücre havuzunun devamlılığını da sağlamaktır 

(20). Wnt sinyali ile kök hücre havuzu arasındaki ilişkiyi inceleyen bir çalışmada, Wnt 

sinyal iletiminden sorumlu proteinlerden biri olan Tcf4’ün yokluğunda bağırsak kök 

hücre havuzunun tamamen kaybolduğu ve doku mimarisinin bozulduğu gösterilmiştir 

(21). Bu sonucu destekleyen bir başka çalışmada ise, insan R-spondin 1’i ifade eden 

transgenik farelerde bağırsak ve kolon epitelinin aşırı çoğaldığı gözlenmiştir. R-

spondin ailesi proteinler, Wnt reseptörlerinin ubikitinasyonunu ve proteozomal 

yıkımını engelleyerek Wnt sinyal yolağı aktivitesini desteklemektedir. Bu nedenle Wnt 

agonisti olan insan R-spondin 1’in transgenik farelerde ifade edilmesi, bağırsak ve 

kolon kök hücre havuzunda Wnt yolağı hiperaktivasyonuna neden olmuştur (22,23). 

Bu çalışmaların yanı sıra, Wnt hedef genlerinden biri olan Lgr5’in çok sayıda erişkin 

dokuda kök hücre belirteci olarak kullanılabileceğinin fark edilmesi, Wnt sinyal yolağı 

ile kök hücre havuzu arasındaki ilişkiye yönelik önemli bir kanıt oluşturmuştur (24). 

Wnt sinyal yolağı ile ilgili en önemli gelişmelerden biri 1990’ların başında 

kanser genetiği alanında yaşanmıştır. Herediter kanser sendromlarından biri olan 

Familyal Adenomatöz Polipozis (FAP) otozomal dominant kalıtılan, genç hasta 

popülasyonunu etkileyen ve kolonda çok sayıda polip ile karakterize olan kolon 

kanseri yatkınlık sendromlarından biridir. FAP’a neden olan genomik değişikliği 
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tanımlamak için yapılan çalışmalar sonucunda, Adenomatöz Polipozis Koli (APC) adı 

verilen büyük bir gende ortaya çıkan nonsense ve çerçeve kayması mutasyonların 

FAP’la ilişkili olduğu gösterilmiştir (25,26). Rubinfeld ve ark. (27)’nın yaptığı çalışmada 

ise APC’nin, Drosophila’da Wnt sinyal iletim elemanı olan armadillo’nun insan 

homoloğu β-catenin’e bağlandığı gösterilmiştir ve bu çalışma ile Wnt sinyal yolağının 

kanser gelişimiyle ilişkili olabileceğini düşündüren ilk kanıt elde edilmiştir. Wnt sinyal 

iletiminde görev alan yeni genlerin tanımlanmasıyla bu sinyal yolağının kanserle 

ilişkisi daha iyi anlaşılmıştır. Günümüzde Wnt sinyal yolağının aşırı aktivasyonu ile 

sonuçlanan genetik ve epigenetik değişikliklerin neoplastik dönüşüme neden olduğu 

iyi bilinmektedir (28).  

Gelişimsel biyoloji ve kanser genetiği alanındaki çalışmaların katkılarıyla 

günümüzde kabul edilen Wnt sinyal yolağı modeli oluşturulmuştur. Şu anda Wnt 

reseptörleri aracılığıyla aktifleşen üç farklı sinyal yolağı olduğu düşünülmektedir: 

kanonikal Wnt/β-catenin yolağı, planar hücre polaritesi yolağı ve Wnt/Ca2+ yolağı 

(29,30). Bu üç Wnt sinyal yolağı arasından üzerinde en fazla çalışılan, bu nedenle 

çalışma mekanizması en iyi tanımlanmış olanı kanonikal Wnt/β-catenin yolağıdır. 

2.1.2. Kanonikal Wnt/β-catenin Sinyal Yolağının Çalışma Mekanizması 

İnt1’in keşfinin üzerinden geçen 40 yıl içeresinde, Wnt sinyal yolağının parçası 

olan proteinlerin tanımlanabilmesi ve yolağın temel çalışma prensiplerinin 

aydınlatılabilmesi için yoğun çaba sarf edilmiştir (31). Biyolojik sistemlerdeki kritik 

görevleri nedeniyle aktif bir şekilde araştırılmaya devam eden üç Wnt yolağı içerisinde 

sadece kanonikal Wnt/β-catenin yolağı için genel kabul gören bir çalışma modeli 

oluşturulabilmiştir. Wnt araştırmacıları tarafından öne sürülen bu modele göre sinyal 

yolağının merkezinde yer alan β-catenin’in hücre içerisindeki yerleşimi ve hücre içi 

seviyesi, bu yolağın aktivite durumunu belirlemektedir. Bu nedenle hücre içi β-

catenin dağılımı ve düzeyi çeşitli hücre içi mekanizmalar tarafından sıkı bir şekilde 

kontrol edilmektedir (32).  

Kanonikal Wnt/β-catenin yolağı, diğer tüm sinyal yolaklarında olduğu gibi, 

ligand-reseptör etkileşimi ile aktifleşmektedir. Bugüne kadar memeli genomunda 
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Wnt protein sentezinden sorumlu 19 ayrı WNT geni tanımlanmıştır. Bu genler 

tarafından sentezlenen Wnt proteinleri ekstraselüler alana salınmadan önce 

matürasyonlarını tamamlamak için bir dizi post-translasyonel modifikasyona 

uğramaktadır. Endoplazmik retikulumda sırasıyla palmitoleik asit ve N-bağlı 

oligosakkaritlerin eklenmesiyle aktifleşen Wnt proteinlerinin direk olarak 

ekstraselüler boşluğa bırakıldığı düşünülmektedir (33). Hidrofobik yapısı nedeniyle 

suda çözünemeyen ve bu nedenle kısa hareket mesafesine sahip bu proteinlerin, 

komşu hücre reseptörüne nasıl bağlandığını açıklayabilecek alternatif hipotezler de 

geliştirilmiştir. Bazı çalışmalarda, Wnt proteinlerinin eksozom ve lipoprotein 

kompleksleri gibi ekstraselüler partiküller aracılığıyla uzun mesafeler boyunca 

taşınarak komşu hücre reseptörüne ulaştırılabileceği gösterilmiştir (34,35). Öne 

sürülen bir diğer hipotezde ise Wnt proteinlerinin filopod gibi aktin temelli hücre 

uzantıları yardımıyla komşu hücrelere sunulabileceği belirtilmiştir (36).  

Ekstraselüler alanda bulunan Wnt proteinleri, G-protein bağlı reseptörlere 

benzeyen ve yedi transmembran alfa heliksten oluşan Frizzled (FZD) ailesi 

reseptörlere bağlanmaktadır. Memeli genomunda bugüne kadar FZD reseptörlerini 

kodladığı gösterilen 10 farklı FZD geni tanımlanmıştır. Bu protein ailesi temel WNT 

reseptörleri olarak kabul edilmesine rağmen hangi Wnt proteinlerinin hangi FZD 

reseptörüne özgül olduğu henüz anlaşılamamıştır. Ekstraselüler alana salınan Wnt 

proteinleri, FZD reseptörlerinde yer alan ve sisteinden zengin bölge (CRD) adı verilen 

evrimsel olarak korunmuş büyük bir ekstraselüler bölgeye bağlanmaktadır (37). Wnt 

proteinlerinin CRD’ye bağlanma mekaniğini inceleyen bir çalışmada, Xenopus Wnt8 

(XWnt8)’in parmak benzeri uzantıları yardımıyla fare Fzd8 reseptörüne ait CRD’yi 

“kavradığı” ve bu sayede Wnt ligand-reseptör kompleksini oluşturduğu gösterilmiştir 

(38). Wnt proteinlerine yüksek afinite ile bağlanan FZD reseptörleri, hücre içi 

sinyalizasyonu başlatabilmek için koreseptörlere de ihtiyaç duymaktadır. Hücre 

yüzeyinde yer alan koreseptörler hem Wnt proteinlerine hem de FZD reseptörlerine 

bağlanarak reseptör-ligand kompleksini güçlendirmekten ve bu sayede hücre içi 

sinyal iletiminin sağlanmasından sorumludur. LDL Reseptörüyle İlişkili Protein (LRP) 

ailesine üye olan LRP5, LRP6 ve bu proteinlerin Drosophila homoloğu arrow; 
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kanonikal Wnt/β-catenin yolağında görevli olan temel koreseptörlerdir. Günümüzde 

kabul edilen güncel yaklaşıma göre ekstraselüler Wnt proteinlerinin FZD 

reseptörlerine bağlanması, FZD reseptörü ile LRP ailesi koreseptörlerin 

heterodimerizasyonunu sağlamakta ve bu sayede hücre membranından başlayarak 

nükleusta sonlanacak olan hücre içi sinyal iletim kaskadını aktifleştirmektedir (39–

41). Wnt araştırmacıları tarafından kabul edilen mevcut modele göre kanonikal 

Wnt/β-catenin yolağı, ligand-reseptör etkileşiminin olup olmamasına göre “KAPALI” 

veya “AÇIK” olarak adlandırılan iki farklı durumda bulunabilmektedir (Şekil 2.1.). 

 

Şekil 2.1. Kanonikal Wnt/β-catenin sinyal yolağının çalışma mekanizmasının şematik 
                  gösterimi: A) KAPALI konumda B) AÇIK konumda. (MacDonald, BT ve ark. 
                  (32)’ndan alınmıştır.)” 

Ekstraselüler alanda Wnt ligandının olmadığı “Wnt KAPALI” durumda, sinyal 

yolağının merkezinde yer alan β-catenin proteini sırasıyla fosforilasyon ve 

ubikitinasyon basamaklarını takip ederek proteozomal yıkıma uğramaktadır. Hücre içi 

β-catenin düzeyinin düşük tutulmasını sağlayan bu yıkım süreci, β-catenin’in 

nükleusta birikmesini engelleyerek Wnt hedef genlerinin ifade edilememesine neden 

olmaktadır. β-catenin, yıkım kompleksi olarak isimlendirilen özel bir multiprotein 

kompleks aracılığıyla yıkılmaktadır. Bu kompleksin temel olarak 6 farklı proteinden 

oluştuğu kabul edilmektedir. Bunlar serin/treonin kinazlar Kazein Kinaz 1 (CK1) ve 

Glikojen Sentez Kinaz 3 (GSK-3), iskele proteinler APC ve AXİN, bir E3 ubikitin ligaz 
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olan β-TrCP ve Protein Fosfataz 2A (PP2A)’dır (3). β-catenin’in yıkım kompleksi 

elemanlarına bağlanma mekanizması ve yıkım sürecinin aşamaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da genel olarak kabul edilen bir çalışma modeli oluşturulmuştur 

(42). 

İlk olarak, sentezlenen sitoplazmik β-catenin proteinleri sırasıyla iskele 

proteinleri AXİN ve APC’ye bağlanmaktadır. Bu proteinlerin ana görevi β-catenin’in N-

terminal bölgesini CK1’in yakınına konumlandırarak fosforilasyon sürecini 

desteklemektir. Esnek ve hareketli bir yapıya sahip olan N-terminal bölgenin CK1 ile 

etkileşimi, fosforilasyon kaskadının başlaması için gerekli olan 45. serin (S45) amino 

asidinin fosforilasyonunu tetiklemektedir. Yıkım kompleksinde yer alan bir diğer 

serin/treonin kinaz olan GSK-3, fosforile formdaki S45’i tanıyarak sırasıyla 41. treonin 

(T41), 37. serin (S37) ve 33. serin (S33) amino asitlerini fosforile etmektedir (43–45). 

Bu fosforilasyon işleminin temel hedefi, β-catenin’in ubikitinasyonu için gerekli olan 

kritik amino asit motifini oluşturmaktır. SCF ubikitin ligaz kompleksinin parçası olan 

β-TrCP tarafından tanınan bu özel motif, fosforile formdaki S33 ve S37 amino asitlerini 

içermektedir (46). N-terminal fosforilasyonu tamamlanmış olan ve β-TrCP tarafından 

tanınan β-catenin proteinleri, poliubikitin zincirleri eklenerek 26S proteozomal yıkım 

kompleksine yönlendirilmektedir (47). N-terminal fosforilasyonun düzenlenmesinde 

görev aldığı gösterilen bir diğer protein ise bir serin/treonin fosfataz olan PP2A’dır 

(48). β-catenin’in N-terminal bölgesini çevreleyen iskele proteinlerinin yokluğunda 

PP2A’nın, S33/S37 amino asitlerini defosforile ederek β-TrCP tanıma motifini yok 

ettiği bildirilmiştir (49). 

Sitoplazmik β-catenin düzeyinin proteozomal yıkım sonucunda azalması, β-

catenin’in nükleusta birikmesine engel olmaktadır. Transkripsiyon faktörü 

koaktivatörü olduğu gösterilen nükleer β-catenin’in temel görevi, TCF/Lef ailesine üye 

olan proteinler başta olmak üzere çok sayıda transkripsiyon faktörüne bağlanarak 

Wnt hedef genlerinin ifadesini uyarmaktır. Nükleer β-catenin’in yokluğunda 

korepresör proteinlere afinitesi artan TCF/Lef transkripsiyon faktörleri, bu proteinlere 

bağlanarak transkripsiyonel represyon kompleksini oluşturmaktadır ve Wnt hedef 

genlerinin ifadesini inhibe etmektedir (50–52). 
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Ekstraselüler alanda Wnt proteinlerinin bulunduğu “WNT AÇIK” durumda, 

Wnt proteinleri FZD reseptörlerine bağlanarak, FZD reseptörleri ile LRP5/6 

koreseptörlerinin heterodimerizasyonunu uyarmaktadır. Wnt proteini, FZD reseptörü 

ve LRP5/6 koreseptöründen oluşan ligand-reseptör kompleksinin görevi, 

sitoplazmada yer alan Dishevelled (DVL) isimli fosfoproteini hiperfosforile ederek bu 

proteinin reseptör kompleksi çevresinde kümelenmesini sağlamaktır. Klasik Wnt 

aktivasyon modeline göre hiperfosforile formdaki DVL, sitoplazmada serbest halde 

bulunan AXİN’i hücre membranına doğru çekerek yıkım kompleksinin dağılmasına 

neden olmaktadır (53–55). Klasik aktivasyon modeline alternatif olarak çok sayıda 

farklı model öne sürülmesine rağmen biyolojik sistemlerde hangi modelin geçerli 

olduğu henüz bilinmemektedir. Tüm modellerde kabul edilen ortak yaklaşıma göre, 

yıkım kompleksinin inaktivasyonu sonucu N-terminal fosforilasyonu 

gerçekleşemeyen β-catenin proteini stabilize olarak önce sitoplazmada daha sonra da 

nükleusta birikmektedir (56). Nükleer β-catenin düzeyindeki artışla beraber oluşan 

TCF/Lef/β-catenin transkripsiyon faktör kompleksi, genom üzerindeki spesifik DNA 

dizilerine bağlanarak Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu başlatmaktadır (57).  

2.2. β-catenin ve N-Terminal Bölge 

2.2.1. β-catenin’in Moleküler Yapısı ve Fonksiyonları 

 β-catenin’i ilk defa 1989 yılında tanımlayan Rolf Kemler ve ekibi, bu proteinin 

hücre adezyon molekülü olan E-Kaderin ile aktin hücre iskeletini birbirine bağlayan 

moleküler bir köprü olabileceğini öne sürmüştür (58). Daha sonra yapılan 

çalışmalarda β-catenin’in, Wingless yolağına (vertebralı canlılarda Wnt yolağı) ait bir 

protein olan armadillo’nun vertebralı canlılardaki homoloğu olduğu fark edilmiştir 

(59,60). Hücre adezyonunun ve Wnt sinyal yolağının düzenlenmesinden sorumlu 

olduğu bilinen β-catenin, günümüzde kabul edilen yaklaşıma göre hücre içerisinde iki 

farklı havuzda kümelenmektedir. Hücre adezyon sisteminin temel parçası olan β-

catenin’in büyük bölümü E-kaderin’e bağlı olarak hücre membranında yer almaktadır. 

β-catenin’in küçük bir bölümü ise sitoplazmada serbest olarak bulunmakta ve Wnt/β-

catenin sinyal yolağının koaktivatörü olarak görev almaktadır. Multifonksiyonel bir 
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protein olan β-catenin’in hücre içi regülasyonu çok sayıda araştırmaya konu olsa da, 

β-catenin’in bu iki havuz arasında nasıl geçiş yaptığı henüz bilinmemektedir (61). 

 β-catenin, 3. kromozomun kısa kolunda (3p21) yer alan ve 16 ekzondan oluşan 

CTNNB1 tarafından kodlanmaktadır (62,63). Bu genden sentezlenen RNA 

transkriptinin farklı 3’ UTR uzunluğuna sahip üç izoformunun olduğu bildirilmiştir. 

Hücre içi yarı ömrü birbirinden farklı olan bu üç izoformun ifade düzeyindeki 

farklılıkların Wnt sinyal yolağının kontrolünde önemli rol oynayabileceği 

düşünülmektedir (64). 

  β-catenin, 12 üyeden oluşan katenin ailesi proteinlerin ilk keşfedilen ve en 

çok çalışılan üyelerinden bir tanesidir (65). Bu protein birden fazla görevi yerine 

getirebilme yeteneği nedeniyle özel bir moleküler yapıya sahiptir (Şekil 2.2.). Üç 

boyutlu yapısı incelendiğinde β-catenin’in üç ana bölümden oluştuğu görülmektedir: 

N-terminal bölge, armadillo tekrar bölgesi ve C-terminal bölge. Proteinin merkezinde 

yer alan armadillo tekrar bölgesi, β-catenin’in evrimsel olarak en iyi korunmuş ve en 

stabil bölgesidir. Bu bölge, üçgen konfigürasyonunda dizilmiş üç alfa heliksten oluşan 

12 armadillo tekrar motifine sahiptir. Bu motifler bir süperheliks yapısı oluşturacak 

şekilde sıralanmakta ve β-catenin’in bağlanma partnerleri ile etkileşiminde görev alan 

pozitif yüklü uzun bir girinti oluşturmaktadır (66,67). β-catenin’in bağlanma 

partnerleri olan Wnt sinyal yolağı elemanları ve hücre adezyon molekülleri genellikle 

armadillo tekrar bölgesi ile etkileşime girmektedir. Bu nedenle bu bölge, β-catenin’in 

hücre içi fonksiyonlarının büyük kısmını yürütmekten sorumludur (68–70). 

CTNNB1’de görülen mutasyonlardan bazılarının armadillo tekrar motiflerini de 

etkilediği bildirilmiştir. Bu mutasyonların β-catenin’in bağlanma partnerleri ile 

etkileşimini engelleyerek neoplastik dönüşüme neden olabileceği gösterilmiştir 

(71,72). 
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Şekil 2.2.  β-catenin’in Moleküler Yapısı:  
A) β-catenin’in moleküler yapısının üç boyutlu görünümü 
B) β-catenin’in moleküler yapısının iki boyutlu şematik görünümü. 
(Gottardi, CJ ve Peifer, M (73)’dan alınmıştır.) 

 β-catenin’in iki ucunda yer alan N- ve C-terminal bölgeler, armadillo tekrar 

bölgesinden farklı olarak daha esnek ve hareketli bir yapıya sahiptir. Bu yapısal 

özellikleri sayesinde armadillo motifleriyle dinamik olarak etkileşebilen terminal 

bölgeler, hem Wnt sinyal iletiminde hem de hücre adezyonunda görev almaktadır 

(74–76). β-catenin’in son 120 amino asitlik kısmını oluşturan C-terminal bölge, β-

catenin’le kompleks oluşturduğu bilinen çok sayıda transkripsiyon aktivatörü ve 

inhibitörüne bağlanarak Wnt sinyal yolağını düzenlemektedir (77). Aynı zamanda bu 

bölgenin, hareketli yapısı sayesinde armadillo tekrar motifleri üzerine katlandığı ve E-

kaderin-AXİN gibi β-catenin bağlanma partnerleri ile etkileşimini kontrol edebildiği 

öne sürülmüştür (78–80). Yakın zamanlı bazı çalışmalarda ise C-terminal bölgenin β-

catenin’in nükleusa geçişinde rol oynayabileceği gösterilmiştir (81,82). 

2.2.2. β-catenin N-Terminal Bölgenin Moleküler Yapısı ve Fonksiyonları 

N-terminal bölge β-catenin’in ilk 150 amino asitlik bölümünü oluşturmaktadır. 

β-catenin’in moleküler yapısının incelendiği kristalografi çalışmalarında, esnek ve 

hareketli bir yapıya sahip olan N-terminal bölgenin tamamını gösteren üç boyutlu bir 

model elde edilememiştir. Dinamik moleküler yapısının yanı sıra yüksek bir negatif 
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yüke sahip olan N-terminal bölgenin, armadillo tekrar bölgesinde yer alan pozitif 

yüklü girintiyle aktif olarak etkileştiği düşünülmektedir (74). Bu zayıf ve özgül olmayan 

etkileşimin, AXİN ve APC gibi bazı proteinlerin β-catenin’e bağlanmasını 

engelleyebileceği öne sürülmüştür (83). N-terminal bölge, armadillo tekrar bölgesine 

kıyasla evrimsel olarak daha az korunmuş olmasına rağmen β-catenin’in iki temel 

fonksiyonu olan hücre adezyonu ve Wnt sinyal iletiminde görev almaktadır.  

 Kaderin-katenin adezyon kompleksinin parçası olan β-catenin, E-kaderin’in 

sitoplazmik kısmı ile α-catenin’i birbirine bağlayan moleküler bir köprü gibi 

davranmaktadır (84). β-catenin’le etkileşime giren proteinlerin büyük bölümü 

armadillo tekrar bölgesine bağlanırken, α-catenin bağlanma bölgesi N-terminal 

bölgede 120. ve 150. amino asitler arasında yer almaktadır (85) (Şekil 2.3.). Bush ve 

ark. (86) tarafından gerçekleştirilen yakın zamanlı bir çalışmada, N-terminal bölgenin 

“dil” benzeri esnek bir katlanma yaparak α-catenin’e bağlandığı gösterilmiştir. Bu 

çalışma ile N-terminal bölgenin, E-kaderin/β-catenin/α-catenin kompleksinin bir 

araya gelmesini dinamik olarak modüle edebildiği ve hücre adezyon sisteminin 

önemli bir bileşeni olduğu gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.3. β-catenin’in bağlanma partnerleri ile ilişkisinin şematik gösterimi. 
    Kahverengi transkripsiyon represörlerini, mavi transkripsiyon faktörünü, 
    yeşil transkripsiyon koaktivatörlerini, kırmızı yıkım kompleksi proteinlerini, 
    siyah adezyon proteinlerini belirtmektedir. (Trautmann, M ve ark. (87)’ndan 
    alınmıştır.) 
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N-terminal bölgenin Wnt sinyal iletiminin kontrolünde de önemli görevleri 

bulunmaktadır. Aktif Wnt sinyal yolağında sitoplazmadan nükleusa geçen β-

catenin’in, Wnt hedef genlerinin ifadesini uyarabilmesi için çeşitli transkripsiyon 

faktörlerine ve koaktivatörlere bağlanması gerekmektedir. Bu koaktivatörlerden biri 

olan BCL9, β-catenin’in N-terminal bölgesi ile birinci armadillo motifi arasında kalan 

amino asit dizisine bağlanmaktadır (88). Drosopohila’da segment polarizasyonundan 

sorumlu genlerden biri olan legless’ın vertebralı canlılardaki homologları olan BLC9 

ve BCL9L’nin β-catenin aracılıklı transkripsiyonda görev aldığı bilinmektir (89,90). 

Brembeck ve ark. (90) tarafından yapılan çalışmada BCL9L’nin, hücre membranında 

bulunan β-catenin’i adezyon kompleksinden ayırarak proteinin nükleusa geçişini 

sağladığı gösterilmiştir. Buna ek olarak, N-terminalde bölgede yer alan 142. tirozin 

amino asitinin (Tyr142) fosforilasyonunun, β-catenin-α-catenin kompleksini dağıtarak 

BCL9L ile kompleks oluşturmasını desteklediği öne sürülmüştür. Fizyolojik 

görevlerinin yanı sıra proto-onkogen olduğu gösterilen BCL9 ve BCL9L’nin, β-

catenin/TCF kompleksini desteklediği ve bu sayede neoplastik hücrelerin proliferatif 

ve metastatik potansiyelini artırdığı bildirilmiştir (91,92). Hepatoselüler karsinom ve 

kolorektal kanser gibi Wnt sinyal yolağı bozluklarının sıklıkla tespit edildiği 

neoplazilerde BCL9/BCL9L’nin ifadesinin arttığı gösterilmiştir. Bu neoplazilerde BCL9-

β-catenin kompleksinin oluşmasını engelleyecek moleküler yöntemlerin etkili bir 

tedavi opsiyonu olabileceği düşünülmüştür (93–95).  

N-terminal bölgenin biyolojik sistemlerdeki fonksiyonlarını araştırmak için N-

terminal bölgesi olmayan mutant β-catenin varyantlarının hücre hatlarına transfekte 

edildiği çeşitli in vitro deney düzenekleri kullanılmaktadır (75). N-terminal bölgenin β-

catenin aracılıklı transkripsiyondaki görevini inceleyen bazı çalışmalarda, “N-terminal 

transaktivasyon bölgesi” adı verilen ve β-catenin’in transkripsiyon faktörlerine 

bağlanma dinamiğini kontrol eden özel bir bölge olduğu tespit edilmiştir. Bu bölgeye 

sahip olmayan β-catenin varyantlarının hücre hatlarına transfeksiyonu sonrasında 

Wnt sinyal yolağı aktivitesinin azaldığı gösterilmiştir (96,97). 

N-terminal bölgenin en iyi tanımlanmış fonksiyonu sitoplazmik β-catenin 

miktarının ve hücre içi dağılımının kontrolüdür. N-terminal bölge bu işlevini yerine 
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getirmesini sağlayan evrimsel olarak korunmuş dört serin/treonin amino asiti (S33, 

S37, T41, S45) taşımaktadır. Daha önce bahsedildiği üzere, Wnt sinyal yolağının 

“KAPALI” olduğu durumda, serin/treonin kinazlar tarafından sıralı olarak fosforile 

edilen bu amino asitler β-TrCP için bir tanınma motifi oluşturmaktadır. N-terminal 

bölgeden fosforile olan β-catenin (fosfo-β-catenin) poliubikutin zincirlerinin 

eklenmesinin ardından 26S proteozom kompleksi tarafından yıkılmaktadır (98). 

Sonuç olarak N-terminal bölge, sahip olduğu serin/treonin amino asit dizisi sayesinde 

Wnt sinyal yolağının ana kontrol noktası konumundadır. Bu kritik amino asit dizisini 

etkileyen değişiklikler Wnt sinyal yolağının aşırı aktivasyonuna yol açarak başta kanser 

olmak üzere çok sayıda hastalığa neden olmaktadır. 

2.2.3. β-catenin N-Terminal Bölgede Görülen Genetik Değişiklikler 

CTNNB1 neoplastik hastalıklarda en sık mutasyona uğradığı gösterilen 

genlerden biridir. Bugüne kadar tanımlanmış mutasyonların tamamına yakını 16 

ekzondan oluşan CTNNB1’in 3. ekzonunu etkilemektedir. Ekzon 3’ün protein 

düzeyinde karşılık geldiği bölge β-catenin’in N-terminal’inde yer alan 5. ve 80. amino 

asitler arasındaki amino asit dizisidir. Bu nedenle ekzon 3’ü etkileyen mutasyonlar 

aynı zamanda N-terminal bölge mutasyonları olarak da isimlendirilmektedir. N-

terminal bölge mutasyonlarının dağılımı incelendiğinde, mutasyonların 32. aspartik 

asit (D32) ile S45 amino asitleri arasında kalan bölgeyi etkilediği görülmektedir (Şekil 

2.4.). Önceki bölümlerde bahsedildiği üzere bu bölge, β-catenin’in N-terminal 

fosforilasyonundan ve proteozomal yıkımından sorumludur. Bu amino asit dizisini 

etkileyen mutasyonlar β-catenin’in stabilizasyonuna neden olmakta ve proteinin 

önce sitoplazmada ardından da nükleusta birikmesine yol açmaktadır. Wnt sinyal 

yolağının devamlı aktivasyonu ile sonuçlanan β-catenin stabilizasyonunun neoplastik 

transformasyona neden olduğu artık iyi bilinmektedir (99,100). CTNNB1 ekzon 3 

mutasyonlarının büyük kısmını nokta mutasyonları oluşturmaktadır (101). Fakat son 

yıllarda yapılan bazı çalışmalarda inframe delesyonların sıklığının da oldukça yüksek 

olduğu bildirilmiştir (102). N-terminal bölge mutasyonlarının ilk defa kolorektal 

kanser ve melanom hücre hatlarında tanımlanmasının ardından farklı dokulardan 
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köken alan pek çok neoplastik hastalıkta bu mutasyonların varlığı gösterilmiştir (103–

105).  

 

Şekil 2.4. CTNNB1 mutasyonlarının protein düzeyinde etkilediği bölgelere göre 
dağılımının ve mutasyon tiplerinin şematik görünümü. (Lawrence ve ark.   
(106)’ndan alınmıştır.) 

2.3. WNT/β-catenin Sinyal Yolağı Mutasyonları ile İlişkili Neoplaziler 

2.3.1. Hepatoselüler Karsinom 

Hepatoselüler karsinom dünyada en sık tanı konulan beşinci kanser olup tüm 

karaciğer kanserlerinin yaklaşık %90’ını oluşturmaktadır. Hastaların büyük 

çoğunluğunda kronik karaciğer hastalığının geç dönem komplikasyonu olarak ortaya 

çıkan hepatoselüler karsinom, viral enfeksiyonlar ve yoğun alkol kullanımı gibi 

etiyolojik faktörlerle ilişkilidir (107). Etkin tedavi olanaklarının kısıtlı olması nedeniyle 

ileri evre hepatoselüler karsinom olguları yüksek mortaliteye sahiptir ve bu nedenle 

yeni tedavi stratejilerine ihtiyaç bulunmaktadır. Yapılan yakın zamanlı çalışmalar 

sayesinde hastalığın patogenezinde rol oynayan sinyal yolağı bozuklukları daha iyi 

anlaşılmaya başlamıştır ve tedavide hedeflenebilecek yeni moleküller keşfedilmiştir 

(108). Hepatoselüler karsinomla ilişkisi en iyi tanımlanmış olan sinyal yolağı WNT/β-

catenin yolağıdır ve olguların %20-35’inde WNT yolağı hiperaktivasyonuna neden 

olan genetik ve/veya epigenetik bir değişiklik bulunmaktadır. Bu genetik 
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değişikliklerin büyük bölümünü β-catenin’in stabilizasyonuna ve nükleer birikimine 

neden olan CTNNB1 ekzon 3 mutasyonları oluşturmaktadır. Ekzon 3 mutasyon sıklığı 

vaka serilerine göre değişkenlik göstermekle birlikte tüm olguların yaklaşık %18’inde 

bulunduğu düşünülmektedir. Bu mutasyonların %75’ini nokta mutasyonları 

oluştururken, ekzon 3’ün silinmesine neden olan inframe delesyonların da oldukça sık 

olduğu gösterilmeye başlamıştır (109). CTNNB1 mutasyonları ile hepatoselüler 

adenom/karsinom fenotipi arasındaki ilişkiyi inceleyen bir çalışmada, geniş inframe 

ekzon 3 delesyonlarının ve D32-S37 amino asit dizisini (β–TrCP tanıma motifini içeren 

bölge) etkileyen nokta mutasyonlarının daha malign bir fenotipe neden olduğu 

gösterilmiştir. Bunun aksine T41 ve S45 amino asitlerini etkileyen nokta 

mutasyonlarının orta-zayıf Wnt yolağı hiperaktivitesine yol açarak daha benign bir 

fenotiple ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (71). Boyault ve ark. (110) tarafından 

yapılan transkriptom analizi temelli çalışmada ise hepatoselüler karsinom olguları 

moleküler profillerine göre altı alt gruba ayrılmıştır ve CTNNB1 mutasyonu taşıyan 

olgular G5-G6 alt grubu içerisinde sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırmanın prognostik 

açıdan önemi henüz gösterilememiş olsa da WNT sinyal yolağını hedef alan potansiyel 

tedavi alternatiflerinin doğru hasta grubunda kullanılabilmesi için CTNNB1 

mutasyonlarının tespit edilebilmesi önem taşımaktadır (111). β-catenin yalnızca WNT 

sinyal yolağı ile ilişkili olmayıp karaciğer homeostazının sağlanmasında görevli pek çok 

sinyal yolağını da kontrol etmektedir (112). Michael ve ark. (113) ‘nın yaptığı yakın 

zamanlı bir çalışmada CTNNB1 mutasyonlarının glutamin bağımlı mTORC1 

aktivasyonuna neden olabileceği ve bu nedenle mTORC1 inhibisyonu sayesinde 

CTNNB1 mutant hepatoselüler karsinom olgularında tedavi yanıtı alınabileceği in vivo 

olarak gösterilmiştir. Sonuç olarak, hepatoselüler karsinom olgularında CTNNB1 

ekzon 3 mutasyonlarının etkin bir şekilde saptanabilmesi hastalığın doğru 

sınıflanmasına ve etkin tedavi stratejisinin belirlenmesine katkı sağlayacaktır.  
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2.3.2. Kolorektal Kanser 

Kolorektal kanser dünyada en sık tanı konulan üçüncü malignite olup kansere  

bağlı ölümlerde de ikinci sırada yer almaktadır (114). Kolorektal kanser olgularının 

büyük bölümü sporadik olmakla beraber %10’dan azı kalıtsal kanser sendromları ile 

ilişkilidir. Çok adımlı karsinogenez modeline göre, normal kolon epitelinin genetik ve 

epigenetik değişiklikler sonucunda önce benign bir öncül lezyon olan kolon 

adenomuna, ardından da kolorektal adenokarsinoma evrildiği düşünülmektedir 

(115). 2012 yılında kanser genom atlas projesi kapsamında, yüksek çıktılı sekanslama 

ve biyoinformatik analiz yöntemleri kullanılarak kolorektal kanserin detaylı moleküler 

karakterizasyonu yapılmıştır (Şekil 2.5.).  

 

Şekil 2.5.  Kolorektal kanserle ilişkili sinyal yolaklarının ve genetik değişikliklerin 
şematik gösterimi. Kırmızı renk aktive genleri, mavi renk inaktive genleri 
temsil etmektedir. (The Cancer Genome Atlas Network (116)’ndan 
alınmıştır.)  
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Bu kapsamlı çalışmanın sonucunda 5 sinyal yolağının hiper- veya hipoaktivasyonuna 

neden olan mutasyonların kolorektal kanser patogenezinde kilit rol oynadığı 

gösterilmiştir. Bu sinyal yolaklarından biri olan WNT/β-catenin yolağı, kolorektal 

kanser olgularının neredeyse tamamında hiperaktiftir ve kolon epitelinin neoplastik 

transformasyonundaki temel tetikleyici olduğu düşünülmektedir. En sık görülen 

Wnt/β-catenin sinyal yolağı bozukluğunun APC’de görülen fonksiyon kaybı 

mutasyonları olduğu bilinmektedir. Sporadik kolorektal kanser olgularının yaklaşık 

%80’ininde APC inaktivasyonuna neden olan somatik mutasyonlar bulunmaktadır. 

Wnt sinyal yolağı hiperaktivasyonuna neden olduğu bilinen bir diğer genetik değişiklik 

ise CTNNB1 mutasyonlarıdır (116). CTNNB1 mutasyonları kolorektal kanser 

olgularının yaklaşık %5’inde görülmekle birlikte bazı serilerde bu oran %8’e kadar 

çıkmaktadır (102,116). Bu mutasyonların büyük çoğunluğunu, diğer neoplazilerde 

olduğu gibi, CTNNB1 ekzon 3’ü etkileyen nokta mutasyonları oluşturmaktadır. Buna 

ek olarak metastatik kolorektal kanser olgularında görülen genomik değişikliklerin 

yüksek çıktılı sekanslama yöntemiyle değerlendirildiği yakın zamanlı bir çalışmada, 

ekzon 3 inframe delesyonlarının da oldukça sık olduğu belirlenmiştir (102). 

Kanser genomunda ortaya çıkan değişikliklerin tespit edilebilmesi, kansere 

neden olan mekanizmaların daha iyi anlaşılmasını sağlamaktadır ve etkili tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesine yardımcı olmaktadır(117). Araştırma grubumuz 

tarafından, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının immünohistokimyasal olarak tespit 

edilmesine sağlayan bir yöntem tanımlanmıştır (Şekil 2.6.). Bu yönteme göre, bir 

hastaya ait doku örneğinden iki farklı doku kesiti alınmaktadır ve her bir doku kesiti 

farklı bir β-catenin antikoru ile boyanmaktadır. Bu β-catenin antikorlarından ilki 

defosforile durumdaki S33/T41 amino asitlerine bağlanarak yalnızca aktif formdaki β-

catenin’i tanıyan “aktif β-catenin” antikorudur. Diğer antikor ise β-catenin’in 571 ve 

781. amino asitleri arasındaki diziyi tanıyan ve hücre içerisindeki tüm β-catenin 

havuzunu gösteren “β-catenin” antikorudur. β-catenin antikoru ile yapılan 

immünohistokimyasal boyama sonucunda tümör alanında kuvvetli β-catenin birikimi 

(siyah oklar) görülmesine rağmen aktif β-catenin antikoru ile boyanan diğer doku 

kesitinden sinyal alınamaması (kırmızı oklar) “mutasyon deseni” olarak 
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adlandırılmaktadır ve bu hastada β-catenin N-terminal bölge değişikliği olduğunu 

göstermektedir. Aynı β-catenin proteinini tanıyan iki farklı antikor ile iki farklı görüntü 

elde edilmesinin nedeni, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının aktif β-catenin 

antikorunun tanıdığı epitopun üç boyutlu yapısını değiştirmesi ve bu nedenle etkin bir 

antijen-antikor bağlanmasının gerçekleşememesidir. Bu yöntem kullanılarak 

incelenen kolon adenomu örneklerinin %4,8’inde bahsedilen mutasyon deseni 

izlenirken, kolorektal kanser örneklerinde bu oranın %19,3’e çıktığı fark edilmiştir 

fakat bu belirgin oransal farkın nedeni henüz anlaşılamamıştır (5).  

 

Şekil 2.6. β-catenin N-terminal bölge değişikliklerinin immünohistokimyasal boyama 
    ile saptanması: A) β-catenin N-terminal bölge değişikliklerinin tespit 
    edilebilmesi için iki farklı β-catenin antikoru kullanılmıştır. B) Bir hastaya ait 
    kolon adenomu örneğinden alınan üç farklı doku kesiti hematoksilen & 
    eozinle (H&E) histokimyasal olarak, aktif β-catenin ve β-catenin antikorları 
    ile immünohistokimyasal olarak boyanmıştır.  
    (Akyol ve ark. (5)’ndan alınmıştır.)  
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2.3.3. Medulloblastom 

Serebellumun embriyonal tümörü olan medulloblastom en sık tanı konulan 

çocukluk çağı intrakraniyal malignitelerinden biridir (118). Kalıtsal kanser 

sendromlarına neden olan bazı germline mutasyonların medulloblastom ile ilişkili 

olduğunun gösterilmesinin ardından medulloblastomun genetik zemini daha iyi 

anlaşılmaya başlamıştır (119,120). Klinik, biyolojik ve genetik özellikler bakımından 

oldukça heterojen bir görünüm sergileyen medulloblastom olguları, son konsensüse 

göre “WNT medulloblastom (WNT-MB)”, “Sonic Hedgehog medulloblastom (SHH-

MB)”, “Grup 3 medulloblastom” ve “Grup 4 medulloblastom” olmak üzere 4 alt gruba 

ayrılmıştır (121).  

WNT sinyal yolağının hiperaktivasyonu ile karakterize olan WNT-MB alt grubu 

tüm medulloblastom olgularının yalnızca %10’luk bölümünü oluşturmasına rağmen 

güncel tedavi yöntemlerine en iyi cevap veren grup olarak bilinmektedir. Bu alt grubu 

oluşturan olguların yaklaşık %85-90’ının CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu taşıdığı 

gösterilmiştir. Bu mutasyonu taşımayan olguların büyük çoğunluğunda ise APC 

fonksiyon kaybı mutasyonlarının olduğu bildirilmiştir (122). 

Medulloblastom olgularının moleküler sınıflaması prognoz tayini ve doğru 

tedavi stratejisinin seçimi için büyük önem taşımaktadır. Yüksek sağ kalım oranlarıyla 

karakterize olan WNT-MB olgularının tamamına yakınının CTNNB1 ekzon 3 

mutasyonu taşıyıcısı olması, bu mutasyonları WNT-MB alt grubunun belirlenmesi için 

kritik bir belirteç yapmaktadır. CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının hızlı ve pratik bir 

şekilde saptanabilmesi için önerilen yöntemlerden biri, WNT yolağı aktivasyonunu 

gösteren nükleer β-catenin birikiminin incelenmesidir (123). Goschzik ve ark. (124) 

tarafından yapılan çalışmada, immünohistokimyasal olarak nükleer β-catenin birikimi 

tespit edilen olguların tamamına yakınında CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu olduğu 

gösterilmesine rağmen bazı vakalarda herhangi bir WNT yolağı elemanında 

mutasyona rastlanmamıştır. Bu nedenle medulloblastom olgularında CTNNB1 ekzon 

3 mutasyonlarının tespit edilmesi için yeni stratejilere ihtiyaç bulunmaktadır.  
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2.3.4. Dezmoid Tümör ve Diğer Yumuşak Doku Tümörleri 

Dezmoid tümör (veya diğer adıyla dezmoid-tip fibromatozis) monoklonal 

fibroblastik proliferasyon sonucunda ortaya çıkan, lokal infiltrasyon ile karakterize 

nadir bir yumuşak doku tümörüdür (125). Dezmoid tümörler “sporadik dezmoid 

tümör” ve “APC mutasyonuyla ilişkili dezmoid tümör” olmak üzere iki temel 

klinikopatolojik gruba ayrılmaktadır. Sporadik dezmoid tümör tüm olguların %85’ini 

temsil etmektedir ve neredeyse tamamında CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu olduğu 

gösterilmiştir. CTNNB1 mutasyonları ile ilişkili diğer neoplazilerden farklı olarak, 

dezmoid tümör olgularında bugüne kadar tespit edilen ekzon 3 mutasyonlarının 

tamamına yakınını T41 veya S45 amino asitlerini etkileyen nokta mutasyonları 

oluşturmaktadır ve S32-S37 arasında kalan β-TrCP bağlanma motifi nadiren 

mutasyona uğramaktadır. APC mutasyonuyla ilişkili dezmoid tümörler ise olguların 

%10-15’ini oluşturmaktadır ve APC’de fonksiyon kaybına neden olan germline APC 

mutasyonu ile ilişkilidir (126). Genellikle kalıtsal kanser sendromu FAP zemininde 

gelişen bu alt grubun belirlenmesi, sendromik hastaların tespiti için büyük önem 

taşımaktadır. CTNNB1 ve APC mutasyonlarının aynı tümör örneğinde bir arada 

bulunmadığı gösterilmiştir, bu nedenle CTNNB1 ekzon 3 mutasyonunun varlığı FAP’ı 

dışlayan bir belirteç olarak kullanılmaktadır (127). Bugüne kadar yapılan genom analiz 

çalışmalarında dezmoid tümör olgularının neredeyse tamamının WNT/ β-catenin 

sinyal yolağı hiperaktivasyonuna neden olan genetik değişikliklerle ilişkili olduğu 

tespit edilmiştir. Diğer sinyal yolaklarının hastalığın patogenezindeki önemi henüz 

bilinmemektedir (128).  

Yumuşak doku tümörleri, çok sayıda farklı tümör tipini içeren ve benzediği 

mezenkimal doku türüne göre sınıflanan heterojen bir tümör grubunu ifade 

etmektedir (129). WNT yolağı hiperaktivasyonu ile ilişkisi en iyi tanımlanan dezmoid 

tümör olmasına rağmen immünohistokimyasal boyama ve sekanslama temelli 

tekniklerin birlikte kullanımıyla diğer yumuşak doku tümörlerinde de WNT yolağı 

bozuklukları olduğu tespit edilmeye başlanmıştır (130–132). Özellikle son yıllarda 

yapılan çalışmalar, etiyolojisi ve patogenezi henüz bilinmeyen bazı yumuşak doku 

tümörlerinin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu taşıdığını göstermiştir. Bu tümörlerin 
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benign karakteri, miyofibroblastik özelliklere sahip olması ve çoğunun vasküler 

alanlar içermesi CTNNB1 mutasyonlarıyla karakterize olan tümörlerin benzer 

özellikler taşıyabileceğini göstermektedir (133). CTNNB1 mutasyonlarını etkin bir 

şekilde tespit etmeye yarayacak yeni yöntemler, etiyopatogenezi henüz bilinmeyen 

çok sayıda yumuşak doku tümörünün β-cateninopati sonucu ortaya çıkan yumuşak 

doku tümörleri ailesine dahil olmasını sağlayacaktır. 

 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında test etmek istediğimiz iki temel hipotez 

bulunmaktadır. İlk hipotezimiz, araştırma grubumuz tarafından tanımlanmış olan β-

catenin immünohistokimyasal boyama yönteminin, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının 

tespit edilmesinde kullanılabileceğidir. Bu hipotez doğrultasındaki hedefimiz ise 

etiyopatogenezi henüz bilinmeyen dalağın sklerozan anjiomatoid nodüler 

transformasyonu (SANT) olgularında CTNNB1 ekzon 3 mutasyon varlığını 

araştırmaktır. İkinci hipotezimiz ise, β-catenin’in N-terminal bölgesini etkileyebilecek 

post-translasyonal modifikasyonların kolorektal kanser ile ilişkili olduğudur. İkinci 

hipotezimiz doğrultusundaki hedefimiz ise kolorektal kanser doku örneklerinde, β-

catenin’in farklı epitoplarına bağlanan antikorlar kullanarak β-catenin’in N-terminal 

bölgesini etkileyebilecek post-translasyonal modifikasyonları incelemektir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Dalağın Sklerozan Anjiomatoid Nodüler Transformasyonu (SANT) 

Olgularının Seçilmesi 

Üç farklı üniversite hastanesinden (Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi, 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi ve İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Tıp Fakültesi) 

2006-2018 yılları arasında tanı almış 7 adet SANT hasta örneği çalışmaya dahil 

edilmiştir. Hastalara ait FFPG doku blokları patoloji departmanlarının arşivlerinden 

çıkarılmıştır. H&E ve anti-CD34, anti-CD31 ve anti-CD8 antikorları ile 

immünohistokimyasal olarak boyanmış doku kesitleri rutin patolojik incelemenin 

parçası olarak tanı tarihinde oluşturulmuştur. Ek olarak, nodüler alanları çevreleyen 

fibrosklerotik stromanın daha iyi değerlendirilebilmesi için Masson's trichrome (MTC) 

ve Elastin van Gieson (EVG) histokimyasal boyamaları yapılmıştır. Her bir hasta örneği 

en az iki farklı patolog tarafından değerlendirilmiştir ve 

histopatolojik/immünofenotipik görünümü SANT tanısı ile uyumlu olan olgular 

seçilmiştir.  

3.2. İnsan Kolorektal Kanser Doku Örneklerinin Toplanması  

Kolorektal kanser tanısı alan ve kolon rezeksiyonu yapılan hastalardan alınan 

doku örnekleri patolojik olarak değerlendirilmiştir. Değerlendirme sonucunda rutin 

patolojik incelemeye dahil edilmeyecek olan kanserli ve normal dokudan bistüri 

yardımıyla doku parçası alınmıştır. Bu dokular 25 x 20 x 5mm’lik plastik kalıplara 

(Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetek) alındıktan sonra üzerine doku dondurma 

solüsyonu (Cryobloc, Diapath, 070130) damlatılarak -80oC’ye kaldırılmıştır. 

3.3. Hastalara ait Kolorektal Kanser Doku Örneklerinden DMD Oluşturulması 

Tez çalışmasında hastalara ait normal kolon, kolon adenomu ve kolorektal 

kanser dokuları kullanılarak hazırlanan 1 mm çaplı ve toplamda 205 farklı hastanın 

doku örneğini içeren 4 adet DMD (DMD1-4) araştırma grubumuz tarafından daha 

önce hazırlanmıştı (5). Bu tez çalışması kapsamında 20 farklı hastanın doku örneğini 
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içeren 3 mm çaplı 1 adet DMD (DMD-5) hazırlanmıştır. Çalışmada kullanılan bütün 

DMD’lerde her hastaya ait doku örneği iki tekrar olacak şekilde bloğun içerisine 

yerleştirilmiştir (Tablo 3.1.). 

Tablo 3.1. DMD-5’teki hasta doku örneklerinin yerleşimi 

A1 A1 A2 A2 A3 A3 A4 A4 

B1 B1 B2 B2 B3 B3 B4 B4 

C1 C1 C2 C2 C3 C3 C4 C4 

D1 D1 D2 D2 D3 D3 D4 D4 

E1 E1 E2 E2 E3 E3 E4 E4 

3.4. DNA İzolasyonu  

3.4.1. Formalin ile Fikse edilmiş Parafine Gömülü (FFPG) Doku Kesitinden 

DNA İzolasyonu 

SANT örneklerine ait doku bloklarından mikrotom ile 4 μm kalınlığında 

kesilerek elde edilen kesitler lam üzerine alınmıştır. Her hasta örneğine ait bir doku 

kesiti H&E ile boyanmış ve tümöral alan ışık mikroskobu altında belirlenerek 

işaretlenmiştir. Belirlenen tümöral alan, lam yüzeyine alınmış boyasız doku 

kesitlerinden bistüri yardımıyla kazınarak ependorf tüplere alınmıştır. Çalışmada, 

DNA izolasyonu için önceden tanımlanmış olan mikrodalga temelli bir yöntem 

modifiye edilerek kullanılmıştır (134). Bu yönteme göre ilk olarak, bistüri ile kazınmış 

ve tüpe alınmış doku kesiti parçaları üzerine 200 µl lizis tamponu (50 mM Tris-HCl, 

pH: 9,0/ 1 mM 0,5M EDTA, pH: 8,0/ 0,5% Tween-20) eklenmiştir ve daha sonra 

mikrodalgada 2 dakika kaynatılarak deparafinizasyon sağlanmıştır. Daha sonra 

örnekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiş ve tüpün üstünde oluşan parafin 

halka pipetajla uzaklaştırılmıştır. Proteinlerin yıkılması için örneklere 4 µl Proteinaz K 

(10 mg/ml) eklenmiş ve 55oC’deki su banyosunda 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun ardından örneklere 200 µl fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) ilave 

edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika oda sıcaklığında santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Santrifüj sonrası en üst katmanda yer alan transparan sıvı faz yeni bir ependorf tüpe 
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toplanmıştır. Elde edilen örnekteki final DNA miktarını artırabilmek için etil alkol 

presipitasyonu uygulanmıştır. Bu işlem için her örneğe 20 µl 3M sodyum asetat (pH: 

7,0) ve 550 µl %100 etanol ilave edilmiştir. Örnekler -20oC’de 30 dakika inkübe 

edilmiştir ve ardından 13.000 rpm’de 10 dakika +4oC’de santrifüj edilmiştir. Santifüj 

sonrası süpernatan atılarak 20 µl ddH20 ile elüsyon gerçekleştirilmiştir. Total DNA 

miktarı spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher) ile belirlenmiştir. 

3.4.2. Taze Donmuş Dokudan DNA İzolasyonu 

-80oC’de saklanan taze kolorektal kanser dokuları, içerisinde bulunduğu 

plastik kalıplardan çıkarıldıktan sonra kriyostat ile kesilerek donmuş doku kesitleri 

elde edilmiştir ve hemen ependorf tüplere alınmıştır. DNA izolasyonu için her hasta 

örneği başına 6 μm kalınlığında 2 adet doku kesiti alınmasına karar verilmiştir. Her 

tüpe 200 µl lizis tamponu (50 mM Tris-HCl, pH: 9,0/ 1 mM 0,5M EDTA, pH: 8,0/ 0,5% 

Tween-20) ve 4 µl Proteinaz K (10 mg/ml) eklenmiştir ve 55oC’deki su banyosunda 3 

saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından örneklere 200 µl 

fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) ilave edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika oda 

sıcaklığında santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonrası en üst katmanda yer 

alan transparan sıvı faz yeni bir ependorf tüpe toplanmıştır. Elde edilen örnekteki final 

DNA miktarını artırabilmek için etil alkol presipitasyonu uygulanmıştır. Bu işlem için 

her örneğe 20 µl 3M sodyum asetat (pH: 7,0) ve 550 µl %100 etanol ilave edilmiştir. 

Örnekler -20oC’de 30 dakika inkübe edilmiştir ve ardından 13.000 rpm’de 10 dakika 

+4oC’de santrifüj edilmiştir. Santifüj sonrası süpernatan atılarak 50 µl ddH20 ile 

elüsyon gerçekleştirilmiştir. Total DNA miktarı spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, 

Thermo Fisher) ile belirlenmiştir. 

3.5. RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi  

3.5.1. FFPG Doku Kesitinden RNA İzolasyonu 

SANT örneklerine ait doku bloklarından mikrotom ile 10 μm kalınlığında 

kesilerek elde edilen doku kesitleri ependorf tüpe alınmıştır. Total RNA izolasyonu 

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, 73504) ile üretici firmanın protokolü izlenerek 
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gerçekleştirilmiştir. Final RNA konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, 

Thermo Fisher) ile belirlenmiştir. RNA örnekleri, her biri 0,2 μg/μl final 

konsantrasyona sahip olacak şekilde alikotlanmıştır. cDNA sentezi için cDNA Revers 

Transkripsiyon kiti (Thermo Fisher, 4368814) kullanılmıştır ve her bir örnek için 2 μg 

RNA reaksiyona dahil edilmiştir. 

3.5.2. Taze Donmuş Dokudan RNA İzolasyonu 

-80oC’de saklanan taze kolorektal kanser dokuları, içerisinde bulunduğu 

plastik kalıplardan çıkarıldıktan sonra kriyostat ile kesilerek doku kesitleri elde 

edilmiştir ve hemen içerisinde 1 ml TRIzol (Thermo Scientific, 15596026) bulunan 

ependorf tüplere alınmıştır. RNA izolasyonu için her hasta örneği başına 6 μm 

kalınlığında 6 adet doku kesiti alınmasına karar verilmiştir. Doku kesitleri TRIzol 

içerisinde homojenize edilmiştir ve üreticinin protokolü izlenerek RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. RNA örnekleri, her biri 0,2 μg/μl final konsantrasyona sahip olacak 

şekilde alikotlanmıştır. cDNA sentezi için cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Thermo 

Scientific, 4368814) kullanılmıştır ve her bir örnek için 2 μg RNA reaksiyona dahil 

edilmiştir. 

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

PZR için iki farklı DNA polimeraz enzimi kullanılmıştır. FFPG doku kesitlerinden 

elde edilen genomik DNA ve cDNA örnekleri kullanılarak yapılan PZR 

amplifikasyonunun daha zor olması nedeniyle Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 

(New England Biolabs, M0491S) tercih edilmiştir. Taze donmuş doku kesitlerinden 

elde edilen DNA ve cDNA örnekleri ise DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher, 

EP0705) ile amplifiye edilmiştir. Kullanılan PZR koşulları gradyen PZR uygulaması ile 

her primer çifti için özel olarak belirlenmiştir. Tüm PZR deneyleri için GenePro (Bioer 

Technology) cihazı kullanılmıştır. 

CTNNB1 ekzon 3 bölgesinde bulunabilecek nokta mutasyonlarının genomik 

DNA düzeyinde araştırılması için BCAT_F ve BCAT_R primer çifti kullanılmıştır. Bu 

primer çifti ile yapılacak PZR sonucunda beklenen normal amplikon boyutu 226 baz 
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çiftidir. Ekzon 3 bölgesinin interstisiyel delesyonuna neden olabilecek mutasyonların 

genomik DNA düzeyinde incelenmesi için ise BCAT_ex2_ex4_del_F ve 

BCAT_ex2_ex4_del_R primer çifti kullanılmıştır ve bu primerler ile yapılan PZR 

sonucunda beklenen normal amplikon boyutu 931 baz çiftidir. Revers transkripsiyon 

sonucunda elde edilen cDNA sentezinin başarısını değerlendirmek için U6 küçük 

nükleer RNA primer çifti U6_F ve U6_R kullanılmıştır. CTNNB1 mRNA 

transkriptlerindeki ekzon 3 varlığı/kaybı ise olgulara ait cDNA örnekleri kullanılarak 

değerlendirilmiştir. cDNA kullanılarak yapılan RT-PZR deneylerinde CTNNB1_S_F ve 

CTNNB1_AS_R primer çifti kullanılmıştır ve bu primerler ile yapılan PZR sonucunda 

beklenen normal amplikon boyutu 404 baz çiftidir. Çalışmada kullanılan primerlere 

ait sekanslar Tablo 3.2.’de paylaşılmıştır. PZR ürünlerinin yürütüldüğü agaroz jel 

konsantrasyonu %0,8 ile 2 arasında deney dizaynına göre farklılık göstermiştir. 

Görüntüleme için FluorChem FC3 sistemi (Protein Simple) kullanılmıştır. 

Tablo 3.2. Primerler ve DNA sekansları 

Primer  DNA Sekansı (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 

U6_F GTGCTCGCTTCGGCAGCACATAT 

U6_R AAAAATATGGAACGCTTCACGAA 

GAPDH_F CGGGTCTTTGCAGTCGTATG 

GAPDH_R GCGAAAGGAAAGAAAGCGTC 

3.7. Agaroz Jel Ekstraksiyonu, PZR Pürifikasyonu ve Sekanslama 

Agaroz jel ekstraksiyonu için ilk olarak PZR ürünleri %1,5 konsantrasyonlu 

agaroz jelde yürütülmüştür ve yürütme işlemi tamamlandıktan sonra UV ışık kaynağı 

altında görüntülenmiştir. Belirlenen bantlar bistüri yardımıyla kesilerek ependorf 
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tüplere alınmıştır. Jel ekstraksiyonu GeneJET jel ekstraksiyon kiti (Thermo Fisher, 

K0691) ile üretici firmanın protokolü ile gerçekleştirilmiştir.  

Yapılan PZR’ler sonucunda elde edilen ürünler GeneJET PZR pürifikasyon kiti 

(Thermo Fisher, K0701) kullanılarak üretici firmanın protokolüyle pürifiye edilmiştir. 

Agaroz jel ekstraksiyonu ve PZR pürifikasyonu sonucu elde edilen ürünlerin 

konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher) ile 

belirlenmiştir. Elde edilen PZR ürünleri ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanılarak Hacettepe Üniversitesi Nefroloji Ünitesi 

Nefrogenetik Laboratuvarı’nda sekanslanmıştır. 

3.8. İmmünohistokimyasal Boyama 

Hazırlanan DMD bloklarından ve SANT hastalarına ait doku bloklarından 

mikrotom ile 4 µm kalınlığında doku kesitleri elde edilerek yüksek adeziv özellik 

gösteren lamlara alınmıştır. Deparafinizasyon için ilk olarak etüvde 60oC’de gece 

boyu inkübe edilmiştir ve ksilende 20 dakika bekletilmiştir. Kesitler rehidrasyon için 

sırasıyla %96, %90 ve %70’lik etil alkolde 10’ar dakika bekletilmiştir. Antijen geri 

kazanımı işlemi için doku kesitleri sitrat (pH:6.0) içeren tampon çözeltide 10 dakika 

boyunca mikrodalgada kaynatılmıştır. Doku örneklerindeki endojen peroksidaz 

aktivitesini engellemek için %7 H202 / %80 metanol solüsyonu içerisinde 20 dakika 

bekletilmiştir. Çalışmada 3 farklı β-catenin primer antikoru kullanılmıştır (Tablo 3.3.). 

Fare monoklonal anti-β-catenin (BD Transduction Laboratories, 610154) antikoru 

proteinin C-terminal bölgesindeki 571-781. amino asitler arasına bağlanarak 

hücredeki tüm β-catenin havuzunu tanımaktadır. Tavşan monoklonal non-phospho 

(Active) β-catenin (Ser33/37/Thr41) (CST, 8814) antikoru spesifik olarak Ser33, Ser37 

ve Thr41 amino asitlerinin defosforile olduğu β-catenin formuna bağlanmaktadır. 

Tavşan poliklonal phospho-β-catenin Ser33/37/Thr41 (9561, Cell Signaling 

Technology) antikoru ise S33, S37 veya Thr41 amino asitlerinden biri fosforile olduğu 

zaman β-catenin’i tanımaktadır. Dokular primer antikorlar ile +4oC’de gece boyunca 

inkübe edilmiştir ve Tris Buffered Saline (TBS) ile yıkanmıştır. Doku kesitleri sırasıyla 

biyotinlenmiş keçi sekonder antikoru ve streptavidin peroksidaz (Thermo Scientific, 
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anti-polyvalent HRP, TP-125-HL) ile inkübe edilmiştir. Kromojen olarak 3,3′-

diaminobenzidine (DAB) (Thermo Scientific, 34002) kullanılmıştır ve hematoksilen ile 

zıt boyama yapılmıştır. Tüm kesitler Olympus VS 120 sistemi ile dijital olarak 

taranmıştır ve OlyVIA yazılımı ile görüntülenmiştir.  

Tablo 3.3.  İmmünohistokimyasal boyamada kullanılan antikor dilüsyonları ve 
 antijen geri kazanımı koşulları 

Primer Antikor Antijen Geri Kazanımı 

İsim 
Marka- 

Katalog No 
Dilüsyon 

Kullanılan 

Solüsyon 
Süre (dk) 

Purified Mouse Anti-β-

catenin 

BD Transduction 

Laboratories 

(610154) 

1:500 Sitrat 10 

Non-phospho (Active) 

β-catenin 

(Ser33/37/Thr41)  

Cell Signaling 

Technology (8814) 
1:800 Sitrat 10 

Phospho-β-catenin 

(Ser33/37/Thr41)  

Cell Signaling 

Technology (9561) 
1:50 Sitrat 10 

3.9. İmmunofloresan Boyama 

Normal kolon ve kolorektal kanser dokularından kriyotom ile 8 µm kalınlığında 

frozen doku kesitleri alınmıştır. Kesitler 15 dakika %100 metanol içerisinde fikse 

edilmiştir. Fikse olan doku kesitleri, fare monoklonal anti-β-catenin [1:1000] (610154, 

BD Transduction Laboratories) ve poliklonal phospho-β-catenin Ser33/37/Thr41 

[1:50] (9561, Cell Signaling Technology) antikorundan oluşan primer antikor karışımı 

ile gece boyu +4oC‘de inkübe edilmiştir. TBS ile yapılan yıkamalardan 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) antikorlarından oluşan sekonder 

antikor karışımı ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Çekirdek boyası olarak 

DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) (ZytoVision, MT-0008-0.8) kullanılmıştır. 

Görüntüler Leica DM2500 sistemi kullanılarak elde edilmiştir.  
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3.10. Protein İzolasyonu, Protein Konsantrasyon Tayini ve Western Blot 

Hastalara ait normal kolon ve kolorektal kanser taze dokusundan 6 µm 

kalınlığında frozen kesit alınarak H&E boyaması gerçekleştirilmiştir. Boyama 

sonucunda tümöral alan ve normal kolon epiteli ışık mikroskobu altında 

belirlenmiştir. Belirlenen alanlar bistüri yardımıyla taze dokudan kesilerek ependorf 

tüplere aktarılmıştır. Hedeflediğimiz alanların elde edilip edilemediğini onaylamak 

için taze dokudan tekrar 6 µm kalınlığında frozen kesit alınarak H&E boyaması ile 

kontrol edilmiştir.  

Normal kolon epiteli ve kolorektal kanser dokularından protein lizatı elde 

edebilmek için radioimmunoprecipitation assay (RIPA) tamponu ve proteaz inhibitör 

kokteyli (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich) 

karışımı hazırlanarak Dounce homojenizatörü yardımıyla homojenizasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Protein konsantrasyon tayini bikinkoninik asit (BCA) yöntemi 

(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, 23225) ile yapılmıştır. Protein 

örnekleri, her biri 2 mg/ml final konsantrasyona sahip olacak şekilde alikotlanmıştır.  

Western Blot için Mini-PROTEAN Tetra Cell sistemi (Bio-rad) kullanılmıştır. 

Taze dokudan izole edilen proteinler sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel 

elektroforezi (SDS-PAJE) ile moleküler ağırlıklarına göre ayrılmıştır. Protein örnekleri 

β-merkaptoetanol ile kaynatılarak denatüre edilmiştir ve kuyu başına 30 µg örnek 

yüklenmiştir. Jelde yürütme işlemi tamamlanınca proteinler PVDF membrana transfer 

edilmiştir. Transfer işlemi sonrasında membranlar 1 saat oda sıcaklığında %5 yağsız 

süt tozu/TBS-T solüsyonu veya %5 bovine serum albumin (BSA)/TBS-T solüsyonu 

içerisinde 1 saat oda sıcaklığında bloklanmıştır. %5 BSA/TBS-T solüsyonu ile bloklanan 

membranlar, phospho-β-catenin (Ser33/37/Thr41) antikoru ile yapılan çalışmalarda 

tercih edilmiştir. Bloklama işlemi sonrasında membranlar anti-β-catenin antikoru 

[1:1000] (610154, BD Transduction Laboratories), non-phospho (Active) β-catenin 

(Ser33/37/Thr41) (D13A1) antikoru [1: 1.000] (8814, Cell Signalling Technology) ve 

phospho-β-catenin (Ser33/37/Thr41) antikoru [1:500] (9561, Cell Signalling 

Technology) ile gece boyu +4oC’de inkübe edilmiştir. Yıkama işleminin ardından 

membranlar uygun sekonder antikorlar ile [goat anti-mouse IgG (H+L), HRP (31430, 
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Thermo Scientific) ve goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP (31430, Thermo Scientific)] 1 

saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Membranlar kemilüminesan substrat (Pierce™ 

ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, 34578) kullanılarak 

görüntülenmiştir. Yükleme kontrolü olarak anti-β-Actin-Peroxidase [1:30.000] 

(A3854, Sigma) antikoru kullanılmıştır. Görüntüler FluorChem FC3 sistemi (Protein 

Simple) kullanılarak elde edilmiştir. 

3.11. İstatistiksel Analiz 

Tanımlayıcı analizler kategorik değişkenler için yüzde ve frekans tabloları, 

normal olmayan dağılıma sahip sayısal değişkenler için ortanca ve minimum-

maksimum değerler olarak sunulmuştur. Sağkalım eğrileri Kaplan-Meier yöntemi ile 

oluşturulmuştur ve eğriler arasındaki fark log-rank testi ile karşılaştırılmıştır. Genel 

sağkalım, bir hastanın kolorektal kanser tanısı aldığı gün ile herhangi bir nedene bağlı 

öldüğü gün arasındaki fark olarak tanımlanmıştır. Sağkalım eğrilerinin oluşturulması 

için 10 yıl (120 ay) kesim değeri olarak belirlenmiştir ve kolorektal kanser tanısı aldığı 

günden sonraki 10 yılda hayatta kalan olgular sansürlenmiştir. Bunun nedeni, çalışma 

grubundaki hasta sayısının ve ölüm sıklığının bu zaman diliminden sonra çok 

azalmasıdır. Benzer bir yöntem Chung ve ark. (135) tarafından da uygulanmıştır. 

Çalışmada yapılan tüm deneyler en az üç kere tekrarlanmıştır. p <0,05 olarak bulunan 

sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. İstatistiksel analizler IBM SPSS 

Statistics 23.0 sürümü kullanılarak yapılmıştır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Etiyopatogenezi Bilinmeyen Yumuşak Doku Tümörlerinde CTNNB1 

Mutasyonlarının Araştırılması 

Dalağın sklerozan anjiomatoid nodüler transformasyonu (SANT), dalağın nadir 

görülen iyi huylu vasküler tümörlerinden biridir ve ilk defa Martel ve ark. (136) 

tarafından 2004 yılında tanımlanmıştır. Tez çalışması kapsamında üç farklı üniversite 

hastanesinden toplam yedi SANT olgusu araştırmaya dahil edilmiştir. Çalışmaya 

alınan olguların medyan yaşı 48 (açıklık: 31-68) olarak belirlenmiştir. Olguların 

tamamına tanısal ve tedavi amaçlı olarak splenektomi uygulanmıştır. Olguların beş 

tanesinde lezyonun varlığı radyolojik görüntülemede rastlantısal olarak tespit 

edilmişken, bir olguda lezyonun varlığı laparotomi sırasında rastlantısal olarak fark 

edilmiştir. Lezyonların makroskopik görünümleri birbirleri ile benzerlik 

göstermektedir ve tipik SANT morfolojisini taşımaktadır. Splenektomi spesimenleri 

incelendiğinde lezyonların, merkezi bir skar dokusu içeren çok sayıda krem rengi-

beyaz veya kahverengi nodüler kitleden oluştuğu gözlenmiştir. Çalışmaya dahil edilen 

yedi SANT olgusunun klinik ve patolojik özellikleri Tablo 4.1'de sunulmuştur.  
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Tablo 4.1. SANT olgularının klinik ve patolojik özellikleri 

Olgu 

 

Cinsiyet/Yaş 

(yıl) 

Klinik Özellikler 

 

Dalak 

Ağırlığı (g) 

Makroskopik Özellikler 

 

1 E/61 M/D 639 

10 x 8.5 x 7 cm boyutlarında 

iyi sınırlı, fibröz bantlar 

içeren gri-kahverengi kitle 

2 K/68 
Laparotomi sırasında 

rastlantısal bulgu 
M/D 

1.5 x 1.5 x 1 cm 

boyutlarında düzensiz 

şekilli, krem rengi-beyaz 

kitle 

3 K/38 

Radyolojik 

görüntülemede 

rastlantısal bulgu 

400 

7 x 6 x 5 cm boyutlarında iyi 

sınırlı, ortası sklerotik, 

çevreye doğru yıldız 

şeklinde dallanma gösteren 

lezyon 

4 K/51 

Radyolojik 

görüntülemede 

rastlantısal bulgu 

260 
3 x 2.5 x 1 cm boyutlarında, 

iyi sınırlı nodüler lezyon 

5 E/48 

Radyolojik 

görüntülemede 

rastlantısal bulgu 

650 

Krem rengi-beyaz sklerotik 

merkeze sahip, çevreye 

doğru yıldız şeklinde 

dallanma gösteren nodüler 

lezyon 

6 K/46 

Radyolojik 

görüntülemede 

rastlantısal bulgu 

427 

9 x 7 x 6,5 cm boyutlarında 

çevre dokudan ayrılan gri-

kahverengi, sert lezyon 

7 E/31 

Radyolojik 

görüntülemede 

rastlantısal bulgu 

M/D 

11 x 7 x 5,5 cm boyutlarında 

sarı-beyaz renkli, sert, 

elastik, kapsül invazyonu 

göstermeyen nodül 

E: Erkek, K: Kadın, g: gram M/D: Veri Mevcut Değil 
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Histolojik olarak incelendiğinde SANT olgularının, damardan zengin farklı 

boyutlarda nodüler alanlardan oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 4.1.A). Bu nodüler alanlar 

kendisini çevreleyen dalağın normal kırmızı pulpasından keskin sınırlarla 

ayrılmaktadır. Kollajen ve elastik fibrillerden zengin fibrosklerotik bir stroma ise 

nodüler yapıları birbirinden ayırmaktadır (Şekil 4.1.B,C). Nodüllerin içerisinde yer 

alan damarlar immünofenotipik olarak karakterize edildiğinde temel olarak iki farklı 

damar yapısını içerdiği gösterilmiştir. Bu damarlar CD31+ küçük damarlar ve CD34+ 

dar kılcal damarlardır (Şekil 4.1.D,E). Bu iki damar yapısının yanı sıra bazı nodüler 

alanlarda ise CD8 antikoru ile pozitif boyanan ve normal kırmızı pulpa sinüzoidlerine 

benzerlik gösteren az sayıda damar yapısı fark edilmiştir (Şekil 4.1.F).  
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Şekil 4.1.  Olgu 1’e ait H&E boyaması. Ölçek: 500 μm (A). Olgu 2’ye ait MTC boyaması. 
  Ölçek: 200 μm (B). Olgu 5’e ait EVG boyaması. Ölçek: 100 μm (C). Olgu 1’e 
  ait CD34 boyaması. Ölçek: 200 μm (D). Olgu 1’e ait CD31 boyaması. Ölçek: 
  200 μm (E). Olgu 3’e ait CD8 boyaması. Ölçek: 50 μm (F).  
  SANT olguları nodüler alanlardan (N) oluşmaktadır. Yıldız fibrosklerotik 
  stromayı göstermektedir. Siyah oklar CD34 ve CD31 antikorları ile pozitif 
  boyanan damarları göstermektedir. Ok başları CD8 antikoru ile pozitif 
  boyanan sinüzoid benzeri damar yapılarını belirtmektedir.  
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Klinik özellikleri, makroskopik ve mikroskopik bulguları SANT ile uyumlu olan 

yedi olguda β-catenin N-terminal bölge değişikliklerinin araştırılmasına karar 

verilmiştir. İlk olarak, daha önce araştırma grubumuz tarafından tanımlanmış olan β-

catenin immnühistokimyasal boyama yöntemini (5) kullanarak N-terminal bölge 

değişikliklerinin varlığı değerlendirilmiştir. Bu amaçla, yedi SANT olgusuna ait her bir 

doku bloğundan iki doku kesiti alınmış ve bu doku kesitlerinden biri N-terminal 

bölgedeki spesifik amino asit dizisini tanıyan aktif β-catenin antikoruyla [Non-

phospho (Active) β-catenin, CST], diğeri ise C-terminal bölgeyi tanıyan β-catenin 

antikoruyla [anti-β-catenin, BD Biosciences] immünohistokimyasal olarak 

boyanmıştır (Şekil 4.2.A). Yapılan immünohistokimyasal boyamada normal kırmızı 

pulpada yer alan sinüzoidleri döşeyen endotel hücrelerinin her iki β-catenin antikoru 

ile de sitoplazmik boyandığı gösterilmiştir ve normal dalak dokusunun her iki antikor 

ile de benzer kuvvette boyandığı fark edilmiştir (Şekil 4.2.B,C,D). Normal dokunun 

ardından lezyonu oluşturan nodüler alanlar da β-catenin ifadesi açısından 

değerlendirilmiştir ve aktif β-catenin antikoruyla yapılan immünohistokimyasal 

boyama sonucunda nodüler alanlarda boyanmanın olmadığı gösterilmiştir (Şekil 

4.2.E,F). Bu durumun aksine C-terminali tanıyan β-catenin antikorunun, nodüler 

alanda yer alan damar yapılarını normal dalaktakine benzer kuvvette boyadığı tespit 

edilmiştir (Şekil 4.2.G). β-catenin antikoru ile boyanan hücrelerin çoğunluğu 

sitoplazmik boyanma göstermekle birlikte az sayıda hücrede β-catenin’in nükleusta 

biriktiği fark edilmiştir (oklar ve büyütülmüş görsel). Araştırma grubumuz tarafından 

daha önce tanımlandığı üzere bu boyanma görünümü CTNNB1 ekzon 3’ü etkileyen 

mutasyonların, aktif β-catenin antikorunun N-terminal bölgede tanıdığı epitopu 

değiştirmesi sonucu ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle grubumuz tarafından bu 

görünüm β-catenin mutant boyanma deseni olarak adlandırılmıştır ve CTNNB1 ekzon 

3 mutasyonlarının değerlendirilmesine yönelik ilk adımı oluşturmuştur.  
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Şekil 4.2. SANT olgularının aktif β-catenin ve β-catenin antikorlarıyla 
 immünohistokimyasal olarak boyanması. SANT olgularına ait doku 
 kesitleri proteinin farklı epitoplarını tanıyan iki β-catenin antikoru ile 
 immünohistokimyasal olarak boyanmıştır (A). Olgu 2’ye ait normal kırmızı 
 pulpa H&E’le (B), aktif β-catenin antikoruyla (C) ve β-catenin antikoruyla 
 (D) boyanmıştır. Olgu 2’ye ait nodüler lezyon H&E’le (E), aktif β-catenin 
 antikoruyla (F) ve β-catenin antikoruyla (G) boyanmıştır. Oklar β-catenin’in 
 nükleer birikim gösterdiği hücreleri göstermektedir. Büyütülmüş görsel 
 nükleer ve sitoplazmik β-catenin birikimi olan bir hücreyi göstermektedir. 
 Ölçek: 20 μm.  
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İmmünohistokimyasal boyama sonucunda β-catenin mutant boyanma deseni 

elde edilmesi nedeniyle CTNNB1 ekzon 3 bölgesinin moleküler olarak 

değerlendirilmesine karar verilmiştir. İlk olarak SANT olgularından genomik DNA 

izolasyonu gerçekleştirilerek CTNNB1 ekzon 3 bölgesi PZR ile çoğaltılmıştır. Elde 

edilen PZR ürünlerinde nokta mutasyonu varlığını değerlendirebilmek için 

sekanslama işlemi yapılmıştır. Sekans analizi sonucunda yedi SANT olgusunun 

hiçbirinde nokta mutasyonu tespit edilmemiştir (Şekil 4.3.).  

 

Şekil 4.3.  Olgu 1, 2 ve 3’e ait CTNNB1 ekzon 3 sekans sonucu. S33, S37, Thr41 ve 
 S45 amino asitleri CTNNB1 ekzon 3 tarafından kodlanan, mutasyonların 
 sıklıkla etkilediği sıcak noktaları temsil etmektedir. 

Bu bulgu doğrultusunda, immünohistokimyasal boyama ile tespit ettiğimiz β-

catenin mutant boyanma desenine ekzon 3’ün interstisyel delesyonlarının neden 

olup olmadığı incelenmiştir. Bu amaçla, CTNNB1 ekzon 2 ve ekzon 4’e ait DNA dizisine 

bağlanacak bir çift primer tasarlanmıştır ve ekzon 3 bölgesi bu primer çifti kullanılarak 

PZR ile çoğaltılmıştır. Beklenen normal amplikon boyutu 931 baz çifti olmasına 

rağmen 1,2 ve 3 numaralı SANT olgularında beklenenden kısa PZR ürünleri tespit 

edilmiştir (Şekil 4.4.).  
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Şekil 4.4.  SANT olgularına ait genomik DNA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu 
 analizi.  

Olgu 1 ve 3’te gözlenen kısa PZR ürünlerinin uzunluğunun 500-600 baz çifti arasında 

olduğu görülürken, olgu 2’de ortaya çıkan PZR ürününün uzunluğu 400-500 baz çifti 

arasındadır. Beklenen 931 baz çiftlik normal amplikon yalnızca 6 numaralı olguda 

gösterilebilmiştir ve bu olguda yaklaşık 300 baz çiftlik uzunluğa sahip kısa bir PZR 

ürünü silik olarak izlenmiştir (yıldız). Fakat tespit edilen kıza PZR ürünü tekrarlayan 

deneylerde gösterilememiştir. İlk üç olguda tespit edilen yaklaşık 400-600 baz çifti 

uzunluğa sahip kısa PZR ürünleri jel ekstraksiyonu yöntemiyle saflaştırılmıştır ve izole 

edilen ürünler Sanger sekanslama yöntemi ile incelenmiştir. Sekans analizi sonucunda 

üç SANT olgusuna ait PZR ürününde de CTNNB1 ekzon 3’ün olmadığı fark edilmiştir 

ve üç olguda da ekzon 3’ün intronik bölgelerdeki kırılmalar sonucunda kaybolduğu 

tespit edilmiştir. Olgu 1 ve 3’e ait sekans sonucuna göre her iki olguya ait PZR 

ürünündeki 5’ ve 3’ uçlarındaki kırılma noktaları aynıdır ve bu kırılmalar sonucunda 

ekzon 3’ü içine alan 390 baz çifti uzunluğunda geniş bir delesyon ortaya çıkmıştır 

(Şekil 4.5). Olgu 2 ait sekans sonucunda ise diğer iki olgudan farklı olarak 520 baz çifti 

uzunluğunda daha büyük bir ekzon 3 delesyonu olduğu fark edilmiştir.  
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Şekil 4.5.  Olgu 1 ve 3’te tespit edilen kısa PZR ürününe ait Sanger sekans analizi 
 sonucu. Koyu ve büyük harf ile belirtilen nükleotidler sekanslama 
 sonucunda elde edilen nükleotid dizisinde bulunmaktadır ve CTNNB1’de 
 yer alan intronik bölgelere karşılık gelmektedir. İtalik ve küçük harf ile 
 belirtilen nükleotidler ise PZR ürünlerinde kaybolduğu fark edilen intronik 
 bölgeleri temsil etmektedir. 

β-catenin immünohistokimyasal boyamaları sonucunda β-catenin mutant boyanma 

deseninin olguların tamamında görülmesine rağmen genomik değişikliğin yalnızca üç 

SANT olgusunda gösterilebilmesi nedeniyle CTNNB1 ekzon 3 değişikliklerinin mRNA 

düzeyinde araştırılmasına karar verilmiştir. Bu amaçla yedi SANT olgusuna ait doku 

kesitlerinden RNA izolasyonu yapılmış ve ardından cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

CTNNB1 ekzon 3 kaybının cDNA örnekleri kullanılarak değerlendirilebilmesi için ekzon 

2 ve ekzon 4’e ait nükleotid dizisine bağlanacak yeni bir primer çifti tasarlanmıştır. 

CTNNB1 ekzon 2-4 bölgesinin cDNA’lar kullanılarak PZR ile çoğaltılması sonucunda 

beş SANT olgusunda 200 baz çiftlik uzunluktan biraz kısa PZR ürünleri elde edilmiştir 

(Şekil 4.6.). Yalnızca 1 ve 3 numaralı olgularda yapılan PZR sonucunda herhangi bir 

bant gösterilememiştir. Beklenen 404 baz çiftlik normal amplikon yalnızca 4 numaralı 

olguda izlenebilmiştir (çift yıldız). 
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Şekil 4.6.  SANT olgularına ait cDNA’da CTNNB1 ekzon 3 delesyonu analizi. Yedi SANT 
 olgusuna ait cDNA kullanılarak CTNNB1 ekzon 2-4 bölgesi RT-PZR ile 
 çoğaltılmıştır. Normal 404 baz çiftlik amplikon yalnızca olgu 4’te 
 gösterilmiştir (çift yıldız). 

Olgu 2, 4, 5, 6 ve 7’de tespit edilen kısa bantların ekzon 3 kaybını gösterip 

göstermediğini değerlendirebilmek için agaroz jel ekstraksiyonu yöntemiyle PZR 

ürünleri elde edilmiştir ve izole edilen ürünler Sanger sekanslama ile incelenmiştir. 

Sekans analizi sonucunda beş olgunun tamamında da 228 baz çifti uzunluğundaki 

CTNNB1 ekzon 3’ün tamamen kaybolduğu fark edilmiştir (Şekil 4.7.).  

 

Şekil 4.7.  Olgu 7’de tespit edilen kısa PZR ürününe ait Sanger sekans analizi sonucu. 
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SANT olgularına ait genomik DNA ve cDNA örneklerinde CTNNB1 ekzon 3 kaybının 

gösterilmesi ile bu lezyonun patogenezinde rolü olabilecek genetik bir değişiklik ilk 

defa tanımlanmış oldu. Çalışma sonucunda yedi SANT olgusunda tespit edilen tüm 

değişiklikler Şekil 4.8.’de özetlenmiştir. 
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4.2. β-catenin’in N-terminal Bölgesini Etkileyebilecek Post-Translasyonal 

Değişikliklerin Araştırılması 

CTNNB1 ekzon 3 mutasyonları tüm kolorektal kanser olgularının yalnızca %5-

10’ununda görülmektedir (116). Fakat araştırma grubumuz tarafından yapılan önceki 

çalışmalarda, β-catenin immünohistokimyasal boyaması sonucunda kolorektal kanser 

olgularının %19,3’ünde ekzon 3 mutasyonunu düşündüren mutant β-catenin 

boyanma deseni elde edilmiştir. Literatürde paylaşılan ve bizim çalışmamızda 

belirlenen mutasyon yüzdesinin belirgin farklılık göstermesi nedeniyle, mutant β-

catenin boyanma deseni gösteren olgularda genomik DNA ve RNA düzeyinde CTNNB1 

ekzon 3 değişiklikleri incelenmiş fakat herhangi bir değişiklik tespit edilememiştir (5). 

Bu nedenle kolorektal kanser olgularında β-catenin N-terminal bölgeyi 

etkileyebilecek post-translasyonel modifikasyonların bu boyanma desenine neden 

olabileceği düşünülmüştür. Bu durumu açıklamak için N-terminal bölge 

modifikasyonuna neden olabilecek iki alternatif hipotez geliştirilmiştir (Şekil 4.9.): 

Birinci hipoteze göre yıkım kompleksi tarafından N-terminal bölge fosforilasyonu 

gerçekleştirilmiş olan β-catenin proteini (fosfo-β-catenin), bir şekilde proteozomal 

yıkımdan kaçmayı başararak nükleusta birikmektedir. Bu nedenle, yalnızca aktif 

(hipo-fosforile) β-catenin’i tanıyan aktif β-catenin antikoru ile boyanma 

gözlenmezken, C-terminali tanıyan β-catenin antikoru ile kuvvetli boyanma 

gözlenecektir ve böylece mutant β-catenin boyanma deseni ortaya çıkacaktır. İkinci 

hipoteze göre ise β-catenin’in N-terminal bölgesi enzimatik sistemler tarafından 

proteolitik kesime uğramaktadır ve bu nedenle fosforile olamayan β-catenin, 

proteozomal yıkımdan kaçarak nükleusta birikmektedir. N-terminal bölgesi olmayan 

β-catenin proteini aktif β-catenin antikoru ile boyanmazken, C-terminali tanıyan β-

catenin antikoru boyanma gösterecektir. Sonuç olarak ikinci hipotezde de birinci 

hipotezde öne sürüldüğü gibi mutant β-catenin boyanma deseni ortaya çıkacaktır.  
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Şekil 4.9.  CTNNB1 ekzon 3 bölgesi DNA/RNA düzeyinde değişiklik göstermeyen 
 olgularda mutant β-catenin boyanma desenini açıklamak için iki hipotez. P 
 proteozom kompleksini, makas sembolü ise proteolitik sistemleri ifade 
 etmektedir. 

İlk hipotezimizi incelemek için kolon kanseri hastalarına ait doku örneklerini 

içeren 1 mm doku çapına sahip 4 adet DMD (DMD 1-4) kullanılmıştır. Kullanılan 

DMD’ler farklı klinik ve patolojik özelliğe sahip 205 kolon kanseri hastasının dokularını 

içermektedir. Kolorektal kanser hastalarında fosfo-β-catenin proteininin hücre içi 

dağılımını ve ifade düzeyini değerlendirebilmek için hazırlanan DMD’ler, β-catenin’i 

yalnızca S33, S37 ve T41 amino asitlerine fosfat grubu bağlıyken tanıyan fosfo-β-

catenin antikoru ile immünohistokimyasal olarak boyanmıştır. Antijen geri kazanımı 

sırasında ortaya çıkan doku kaybı nedeniyle 205 olgudan yalnızca 185’inde fosfo-β-

catenin ifadesi değerlendirilebilmiştir. Fosfo-β-catenin ifadesi değerlendirilen 185 

olgunun klinikopatolojik verileri Tablo 4.2.’de sunulmuştur.   
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Tablo 4.2. Doku mikrodizinindeki 185 kolorektal kanser hastası örneğinin klinik ve 
patolojik özellikleri 

Olguların Özellikleri Olgu Sayısı Yüzde (%) 

Yaş (yıl); medyan (min-maks)a 63 (24-93)  

Cinsiyet   

  Kadın 61 33 

  Erkek 124 67 

Tümör Boyutu (cm); medyan (min-maks)b 5 (1.7-16)  

Tümörün Yerleşim Yeri   

  Sağ Kolon 58 31.4 

  Sol Kolon 118 63.8 

  Transvers Kolon 8 4.3 

  Belirlenememiş 1 0.5 

Tümör Evresic   

I 13 8 

II 48 29.6 

III 44 27.2 

IV 57 35.2 

Takip Süresi (yıl); medyan (min-maks)d 4.9 (5g-16y)  

Sağ kalım Durumu   

  Yaşıyor 130 70.3 

  Ölmüş 55 29.7 

Fosfo-β-catenin Boyanması-Nükleer   

  Boyanma Yok   130 70.3 

  Zayıf Boyanma (1+) 31 16.8 

  Orta Boyanma (2+) 15 8.1 

  Kuvvetli Boyanma (3+) 9 4.9 

Fosfo-β-catenin Boyanması-Sitoplazmik   

  Boyanma Yok   157 84.9 

  Zayıf Boyanma (1+) 21 11.4 

  Orta Boyanma (2+) 4 2.2 

  Kuvvetli Boyanma (3+) 3 1.6 

aOlguların %99,5’i (184/185) için veri mevcut 
bOlguların %99,5’i (184/185) için veri mevcut 
cOlguların %87,6’sı (162/185) için veri mevcut 
dOlguların %98,4’ü (182/185) için veri mevcut (g: gün, y: yıl)  
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Fosfo-β-catenin antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamanın 

değerlendirilebilmesi için bir skorlama sistemi oluşturulmuştur. Bu skorlama 

sistemine göre ilk olarak fosfo-β-catenin ifadesinin olup olmadığı değerlendirilmiş ve 

eğer ifade edilmiş ise kolon kanseri hücrelerinin hangi hücre içi kompartmanında 

(membran, sitoplazma veya nükleus) lokalizasyon gösterdiği incelenmiştir. Bu ilk 

değerlendirmeye göre olguların %50’sinden fazlasında fosfo-β-catenin boyanmasının 

olmadığı gözlenmiştir. Fosfo-β-catenin ifadesinin görüldüğü olgularda ise proteinin ya 

yalnızca nükleusta ya da yalnızca sitoplazmada lokalize olduğu belirlenmiştir; sadece 

üç olguda hem nükleer hem de sitoplazmik fosfo-β-catenin ifadesinin bir arada 

bulunduğu fark edilmiştir (Şekil 4.10.). Tüm olguların %29,7’sinde (55/185) fosfo-β-

catenin nükleer boyanma gösterirken olguların yalnızca %15,1’inde (28/185) 

sitoplazmik boyanma görülmüştür. 
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Şekil 4.10.  İmmünohistokimyasal fosfo-β-catenin boyaması. Fosfo-β-catenin negatif 
 (A), nükleer pozitif (B), sitoplazmik pozitif (C) olgular gösterilmiştir. K2GH5 
 kodlu olguda hem nükleer pozitiflik (D) hem de sitoplazmik pozitiflik (E) 
 bir arada bulunmaktadır. Siyahlar oklar nükleer fosfo-β-catenin birikimini, 
 kırmızı oklar ise sitoplazmik fosfo-β-catenin birikimini göstermektedir. 
 Ölçek: 50 µm. 

Fosfo-β-catenin ifadesinin değerlendirilmesinde ikinci adım olarak olgular, 

boyanma kuvvetine göre skorlanmıştır. Hiç boyanma göstermeyen olgular negatif (0), 

boyanma gösteren olgular ise zayıf-orta-kuvvetli (1,2 ve 3) olacak şekilde dört 

skorlama grubuna ayrılmıştır (Şekil 4.11.).  

 

Şekil 4.11.  Kolorektal kanser olgularının nükleer fosfo-β-catenin boyanma kuvvetine 
 göre skorlanması. Ölçek: 50 µm. 

Bu skorlama sistemine göre nükleer veya sitoplamik fosfo-β-catenin ifadesi gösteren 

olgular incelendiğinde, tüm olguların %13’ünde (24/185) nükleer boyanma şiddeti 

orta-kuvvetli (2-3) olarak belirlenmiştir (Şekil 4.12.A). Bu durumun aksine sitoplazmik 

boyanma gösteren olguların büyük bir bölümü yalnızca zayıf (1) boyanma göstermiştir 

(Şekil 4.12.B). 
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Şekil 4.12. Kolorektal kanser olgularında nükleer ve sitoplazmik fosfo-β-catenin’in 
 boyanma şiddetine göre yapılan skorlama sonucu. 

Kolorektal kanser örneklerinde fosfo-β-catenin’le birlikte diğer β-catenin 

formlarının hücre içerisindeki dağılımının ve ifade düzeyinin daha iyi anlaşılabilmesi 

için immünohistokimyasal boyamaya ek olarak immünofloresan boyama ve western 

blot analizi gibi diğer protein temelli tekniklerin de kullanılmasına karar verilmiştir. Bu 

amaca yönelik olarak 20 farklı kolorektal kanser hastasından taze doku örnekleri 

toplanarak bu hastalara ait doku örneklerini içeren 3 mm çaplı yeni bir DMD (DMD-5) 

oluşturulmuştur. Hazırlanan DMD-5 ilk olarak β-catenin, aktif β-catenin ve fosfo-β-

catenin antikorları ile immünohistokimyasal olarak boyanmıştır. DMD-5’te yer alan 

her bir olguya ait β-catenin ve aktif β-catenin immünohistokimyasal boyaması 

değerlendirildiğinde, 18 olguda bu iki β-catenin antikor ile yapılan boyamanın benzer 

bir desen oluşturduğu görülmüştür. Bu 18 olgunun bir kısmında her iki antikorla 

yapılan boyamada da yalnızca membranöz β-catenin ifadesi tespit edilmişken (Şekil 

4.13.A,B); diğer olgularda ise her iki antikorla yapılan boyamada da β-catenin’in 

sitoplazmada ve nükleusta birikim gösterdiği fark edilmiştir (Şekil 4.13.C,D).  
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Şekil 4.13. DMD-5’in β-catenin ve aktif β-catenin antikorları ile yapılan 
 immünohistokimyasal boyama sonucu. K12D56 kodlu olgunun β-catenin 
 (A) ve aktif β-catenin antikoru (B) ile yapılan immünohistokimyasal 
 boyaması. Ölçek: 100 µm. K12C12 kodlu olgunun β-catenin (C) ve aktif β- 
 catenin antikoru (D) ile yapılan immünohistokimyasal boyaması. Oklar 
 nükleer β-catenin birikimini göstermektedir. Ölçek: 50 µm. 

DMD-5’te yer alan iki olgu ise, diğer olgulardan farklı olarak β-catenin ve aktif 

β-catenin antikorları ile ortaya çıkan boyama deseni açısından farklılık 

göstermektedir. Bu olgulardan ilkinde β-catenin antikoru ile kuvvetli sitoplazmik ve 

nükleer boyanma görülürken, aktif β-catenin antikoru ile boyanma gözlenmemiştir 

(Şekil 4.14.A,B). Daha önce açıklandığı üzere β-catenin antikorlarının bağlandığı 

epitopların farklı olması sonucunda ortaya çıkan bu durum mutant β-catenin 

boyanma deseni olarak tanımlanmaktadır ve tipik boyanma desenine sahip olan bu 

olgu fosfo-β-catenin boyaması açısından da negatiftir (Şekil 4.14.C). 
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Şekil 4.14. K12C78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait β-catenin, aktif β-catenin ve 
 fosfo-β-catenin immünohistokimyasal boyaması. Ölçek: 100 µm. 

β-catenin ve aktif β-catenin antikorları ile ortaya çıkan boyama deseni 

açısından farklılık gösteren ikinci olguda da ilkine benzer şekilde mutant β-catenin 

deseni olduğu fark edilmiştir. Bu olguda β-catenin antikoru ile yapılan 

immünohistokimyasal boyama sonucunda kuvvetli sitoplazmik boyanmanın yanı sıra 

hücrelerin bir kısmında nükleer β-catenin birikimi görülmüştür (Şekil 4.15.A). Bu 

durumun aksine aktif β-catenin antikoru ile yapılan boyamada ise yalnızca 

membranda lokalize olan β-catenin’den sinyal elde edilebilmiştir (Şekil 4.15.B). İlk 

olgunun aksine bu olguda nükleer fosfo-β-catenin birikimi olduğu tespit edilmiştir 

(Şekil 4.15.C) ve bu bulgu, nükleer fosfo-β-catenin birikiminin mutant β-catenin 

boyanma desenine neden olabileceği hipotezini desteklemektedir. 
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Şekil 4.15. K12A78 kodlu kolorektal kanser olgusuna ait β-catenin, aktif β-catenin ve 
 fosfo-β-catenin immünohistokimyasal boyaması. Ölçek: 50 µm. 

4.2.1. Fosfo-β-catenin’in Hücre İçi Yerleşiminin İmmünofloresan Boyama ile 

İncelenmesi 

Fosfo-β-catenin’in hücre içerisindeki yerleşimini daha detaylı 

değerlendirebilmek için kolon kanser hastalarına ait normal kolon epiteli ve kanser 

doku örnekleri, β-catenin ve fosfo-β-catenin antikorlarıyla immünofloresan olarak 

boyanmıştır. Normal kolon dokusunun β-catenin antikoru ile boyanması sonucunda, 

β-catenin’in normal kolon epitelinin membranına difüz olarak lokalize olduğu 

gösterilmiştir (Şekil 4.16.A,D). β-catenin’in aksine fosfo-β-catenin’in ise normal kolon 

epitel hücrelerinin apikalinde sitoplazmik olarak konumlandığı ve burada punktat bir 

boyanma deseni (beyaz oklar) oluşturduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.16.B,D). Benzer 

bulgular immünofloresan yöntemle boyanan tüm normal kolon dokularından elde 

edilmiştir. 
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Şekil 4.16. Normal kolon dokusunun β-catenin ve fosfo-β-catenin antikorlarıyla 
 yapılan immünofloresan boyanma sonucu. Beyaz oklar sitoplazmik fosfo 
 β-catenin birikimini göstermektedir. Beyaz ok başı fosfo-β-catenin’in 
 vasküler yapılardaki lokalizasyonunu belirtmektedir.  

Kolorektal kanser olgularına ait kanser dokusu örnekleri β-catenin ve fosfo-β-

catenin antikorlarıyla boyandığında ise farklı sonuçlar elde edilmiştir. Yapılan 

immünofloresan boyamada normal kolon epiteline benzer şekilde β-catenin’in, 

kanser hücrelerinin membranında lokalize olduğu gösterilmiştir (Şekil 4.17.A,D). 

Fakat normal kolon epitelinin aksine fosfo-β-catenin’in, kanser hücrelerinin 

sitoplazmasında bulunmadığı ve yalnızca çekirdek içerisinde birikim gösterdiği fark 

edilmiştir (beyaz oklar). Çekirdekte bulunan bu fosfo-β-catenin’in normal epitel 

hücrelerine benzer bir şekilde punktat boyanma deseni gösterdiği de tespit edilmiştir 

(Şekil 4.17.B,D). İlginç olarak fosfo-β-catenin ifadesi normal kolon epiteliyle veya 

neoplastik hücrelerle sınırlı olmayıp, bağ dokuda yer alan vasküler yapılarda da 

görülmüştür (beyaz ok başları).  



53 
 

 

Şekil 4.17. Kolon kanseri dokusunun farklı β-catenin antikorlarıyla yapılan 
 immünofloresan boyanma sonucu. KA4 kodlu kolorektal kanser olgusuna 
 ait kanser dokusu fosfo-β-catenin ve β-catenin antikorları ile 
 immünofloresan olarak boyanmıştır. Beyaz oklar nükleer fosfo-β-catenin 
 birikimini göstermektedir. Beyaz ok başı fosfo-β-catenin’in vasküler 
 yapılardaki lokalizasyonunu belirtmektedir. (A-D). 

4.2.2. Fosfo-β-catenin, β-catenin ve Aktif-β-catenin İfadesinin Western Blot 

ile Değerlendirilmesi 

Yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucunda hem normal dokuda 

hem de kanser dokusunda β-catenin ifadesinin membran ile sınırlı olduğu 

görülmüştür ve fosfo-β-catenin ile kolokalizasyon göstermemiştir. β-catenin ve fosfo-

β-catenin antikorları, aynı β-catenin proteinin iki farklı terminal bölgesindeki 

epitopları tanıyacak şekilde geliştirilmiştir ve bu nedenle iki antikorun kolokalizasyon 

göstermemesi C-terminal bölgesi olmayan farklı moleküler boyuta sahip β-catenin 

formlarının olabileceğini düşündürmüştür. Bu hipotezi incelemek için, KA4 kodlu aynı 
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kolorektal kanser olgusundan hazırlanan protein lizatı üç farklı β-catenin antikoru ile 

western blot yöntemi kullanılarak değerlendirmiştir (Şekil 4.18.).  

 

Şekil 4.18. Kolon kanseri dokusunun farklı β-catenin antikorlarıyla yapılan western 
 blot analizi sonucu. KA4 kodlu kolorektal kanser dokusundan elde edilen 
 total protein lizatı, farklı β-catenin formlarını tanıyan üç antikorla western 
 blot yöntemi kullanılarak incelenmiştir. Siyah, yeşil ve mor ok yaklaşık 92 
 kDa ağırlığındaki β-catenin bandının yerini göstermektedir. Kırmızı oklar, 
 75 ve 85 kDa ağırlığındaki β-catenin bantlarını göstermektedir ve bu 
 bantların aktif-β-catenin antikoru ile yapılan western blot analizinde 
 kaybolduğu görülmektedir. Mavi ok, Ig ağır zincirini göstermektedir. 

Fosfo-β-catenin antikoru ile yaklaşık olarak 60 kDa ve 80 kDa arasında iki bant 

tespit edilmiştir. 92 kDa ağırlığındaki normal fosfo-β-catenin bandı oldukça zayıf 

sinyal vermiştir (siyah ok) ve yalnızca pozlama süresinin uzatılması ile görünür hale 

gelmiştir. Daha sonra aynı membranın β-catenin antikoru kullanılarak yapılan 

western blot analizinde ise 75 kDa ile 110 kDa arasında değişen dört farklı β-catenin 

bandı gösterilmiştir. Normal boyutlardaki β-catenin proteini için beklenen moleküler 

ağırlık olan 92 kDa da β-catenin antikoru ile yapılan deneyde gösterilebilmiştir (yeşil 

ok). İlginç olarak aynı membranın, β-catenin proteinin N-terminal bölgesini tanıyan 

aktif β-catenin antikoru ile yapılan western blot analizinde ise β-catenin antikoru ile 

elde edilen yaklaşık olarak 75 kDa ve 85 kDa ağırlığındaki iki bant kaybolmuştur 

(kırmızı oklar). Hem β-catenin hem de aktif β-catenin antikorları ile yapılan western 

blot analizinde beklenen 92 kDa ağırlığındaki β-catenin bandı beklenildiği gibi tespit 

edilmiştir. Bunun yanı sıra her iki β-catenin antikoru ile yapılan deneyde de yaklaşık 

110 kDa ağırlığında ekstra bir bant daha tespit edilmiştir.  
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β-catenin antikoru ile yapılan western blot analizinde ortaya çıkan fakat aktif-

β-catenin antikoru ile yapılan deneyde ise kaybolduğu gösterilen 75 kDa ve 85 kDa 

ağırlığındaki iki bandın varlığının, farklı kolorektal kanser olgularına ait doku 

örneklerinde de incelenmesine karar verilmiştir. Farklı kolorektal kanser olgularına ait 

protein lizatlarıyla yapılan western blot deneylerinde de 75 kDa ve 85 kDa 

ağırlığındaki bantların β-catenin antikoru ile ortaya çıktığı, fakat bu bantların aktif β-

catenin antikoru ile yapılan analizlerde kaybolduğu gösterilmiştir (Şekil 4.19.).  

 

Şekil 4.19.  Farklı kolorektal kanser olgularının β-catenin ve aktif β-catenin antikorları 
 ile yapılan western blot analizi. Farklı kolorektal kanser olgularına ait 
 kanser dokularından elde edilen protein lizatları β-catenin ve aktif  
 β-catenin antikorlarıyla western blot yöntemi kullanılarak incelenmiştir. 
 Siyah oklar, 92 kDa ağırlığındaki beklenen moleküler ağırlıktaki β-catenin 
 proteinini göstermektedir. Kırmızı oklar, 75 ve 85 kDa ağırlığındaki  
 β-catenin bantlarını göstermektedir ve bu bantların aktif-β-catenin 
 antikoru ile yapılan western blot analizinde kaybolduğu görülmektedir. 
 Beyaz ok başı 92 kDa ağırlığındaki beklenen β-catenin bandının olgu 1’de 
 olmadığını göstermektedir.  

İlginç olarak bir olguya ait protein lizatında (olgu 1) 92 kDa ağırlığındaki beklenen β-

catenin bandı hem β-catenin hem de aktif-β-catenin antikorları ile yapılan western 

blotlar deneylerinde gösterilememiştir (beyaz ok başı). Bu nedenle olgu 1 ait genomik 

DNA veya RNA’da, normal moleküler ağırlığa sahip β-catenin proteinin ifade 

edilmesine engel olacak genetik bir değişikliğin olup olmadığı incelenmiştir. Bu 

amaçla CTNNB1 ekzon 3 bölgesi, ekzon 2 ve ekzon 4’e ait DNA/cDNA dizisini tanıyacak 

primer çiftleri kullanılarak PZR ile çoğaltılmıştır. Beklenen normal amplikon boyutu 
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DNA örnekleri ile yapılan PZR için 931 baz çifti, cDNA örnekleri ile yapılan RT-PZR için 

404 baz çifti olmasına rağmen olgu 1’de hem DNA hem de cDNA düzeyinde 

beklenenden kısa PZR ürünleri gözlenmiştir (Şekil 4.20.). Olgu 2’ye ait genomik DNA 

izolasyonu GAPDH primeri ile onaylanamamıştır, cDNA örnekleri ile yapılan RT-PZR 

sonucunda ise CTNNB1’de benzer bir delesyon gözlenmemiştir. Olgu 3’e ait genomik 

DNA örneğinde beklenen 931 baz çiftlik normal amplikon tespit edilmekle birlikte 

olgu 1’dekine benzer bir delesyon görülmemiştir. 

 

Şekil 4.20.  Farklı kolorektal kanser olgularında ekzon 3 mutasyonlarının genomik 
 DNA ve cDNA düzeyinde incelenmesi. GAPDH primeri yapılan PZR 
 genomik DNA izolasyonunu doğrulamak için, U6 primeri ile yapılan RT 
 PZR ise cDNA sentezini doğrulamak için yapılmıştır. bç: baz çifti. 

Sonuç olarak bu bulgu, olgu 1’e ait kolorektal kanser dokusunda CTNNB1 ekzon 3 

bölgesinin interstisiyel delesyon sonucu kaybolduğunu göstermektedir. 228 baz çifti 

uzunluğundaki ekzon 3’ün kaybolması, moleküler ağırlığı 92 kDa olan β-catenin 

proteinin yaklaşık olarak 8,5 kDa kısalmasına neden olacaktır ve bu nedenle β-catenin 

antikoru ile yapılan western blot analizinde (Bkz. Şekil 4.19.) yaklaşık 85 kDa tespit 

edilmesi beklenen bir bulgudur. 



57 
 

4.2.3. Nükleer ve Sitoplazmik Fosfo-β-catenin İfadesinin Kolorektal Kanser 

Olgularının Sağkalımına Etkisi 

 Son olarak immünohistokimyasal boyama ile gösterilen fosfo-β-catenin 

ifadesinin kolorektal kanser olgularının genel sağkalımı ile ilişkisi araştırılmıştır. 

İmmünohistokimyasal boyama sonucunda nükleer veya sitoplazmik fosfo-β-catenin 

birikimi gösteren olgular, boyanma göstermeyen (negatif = 0) ve zayıf-orta-kuvvetli 

boyanma gösteren (pozitif = ≥1) olacak şekilde iki gruba ayrılmıştır. Bu iki grubun 

karşılaştırıldığı Kaplan-Meier analizi sonucunda nükleer fosfo-β-catenin (p=0,263) 

(Şekil 4.21.A) veya sitoplazmik fosfo-β-catenin ifadesinin (p=0,132) (Şekil 4.21.B) 

genel sağkalıma etkisi olmadığı gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.21.  Fosfo-β-catenin ifadesinin kolorektal kanser olgularında sağkalıma etkisi. 
 Nükleer fosfo-β-catenin’in kolorektal kanser hastalarında sağkalıma 
 etkisini gösteren Kaplan-Meier eğrisi. Mavi eğri nükleer boyanmanın 
 olmadığı (0) olguları gösterirken, yeşil eğri zayıf-orta-kuvvetli (≥1) 
 boyanmayı belirtmektedir (A). Sitoplazmik fosfo-β-catenin’in kolorektal 
 kanser hastalarında sağkalıma etkisini gösteren Kaplan-Meier eğrisi. Mavi 
 eğri nükleer boyanmanın olmadığı (0) olguları gösterirken, yeşil eğri zayıf 
 orta-kuvvetli (≥1) boyanmayı belirtmektedir (B).  
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5. TARTIŞMA 

Tez çalışmasının birinci bölümünü oluşturan ve SANT doku örneklerini 

kullanarak yaptığımız araştırmayla, tanımlamış olduğumuz β-catenin 

immünohistokimyasal boyama yönteminin etiyolojisi ve patogenezi bilinmeyen 

tümörlerde N-terminal bölge değişikliklerinin incelenmesi için kullanılabileceğini 

göstermiş olduk. Son yıllarda yapılan çalışmalar, CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının 

juvenil nazofaringeal anjiyofibroma, sinonazal hemanjiyoperisitom veya akciğerin 

sklerozan hemanjiyomu gibi bazı nadir fibrovasküler lezyonların patogenezinde 

önemli rol oynayabileceğini göstermiştir (137–139). WNT/β-catenin sinyal yolağının 

fibrozisi desteklediği ve fibrozisle ilerleyen çok sayıda hastalıkla ilişkili olduğu iyi 

bilinmektedir (140); bu nedenle nadir görülen ve fibrozis ile karakterize olan dalağın 

fibrovasküler lezyonu SANT, β-catenin N-terminal bölge değişikliklerinin araştırılması 

için seçilmiştir.  

Bu amaçla ilk olarak, histopatolojik ve immünofenotipik olarak SANT tanısının 

kesinleştirildiği doku örneklerinde, daha önceki çalışmamızda tanımlamış olduğumuz 

(5) immünohistokimyasal boyama yöntemini kullanarak β-catenin N-terminal bölge 

değişiklikleri araştırılmıştır. Yaptığımız immünohistokimyasal boyama sonucunda 

olguların tamamında mutant β-catenin boyanma deseni olarak adlandırdığımız ve 

SANT olgularının CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu taşıdığını düşündüren boyanma 

görünümü elde edilmiştir. Uyguladığımız bu yaklaşım, ekzon 3 mutasyonlarının 

moleküler yöntemlerle detaylı analizi öncesinde uygulanabilecek pratik bir mutasyon 

tarama stratejisi olarak tercih edilmiştir. 

Nokta mutasyonları, CTNNB1 ekzon 3’ü etkileyen mutasyonların yaklaşık 

olarak %90’ını oluşturmaktadır (101), fakat yapılan Sanger sekans analizi sonucunda 

SANT olgularının hiçbirinin nokta mutasyonu taşımadığı gösterilmiştir. Bu nedenle 

ikinci adım olarak bu olgularda delesyon analizi yapılmıştır ve üç SANT olgusunda 

ekzon 3’ün tamamının kaybına neden olan geniş interstisyel delesyonlar tespit 

edilmiştir. CTNNB1 ekzon 3’ün kaybına neden olan geniş delesyonların neoplazi 

gelişiminde rol oynadığı bilinmektedir. Bu delesyonlar, β-catenin N-terminal bölgede 

yer alan ve proteinin protezomal olarak yıkılmasını sağlayan kritik amino asit dizisinin 
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tamamen kaybolmasına neden olmaktadır. Bu durum β-catenin’in stabilizasyonu, 

nükleusa geçişi ve WNT sinyal yolağının hiperaktivasyonu ile sonuçlanmaktadır 

(141,142). Çalışma sonucunda elde edilen bir diğer önemli bulgu ise delesyon tespit 

edilen SANT olgularından iki tanesindeki (olgu 1 ve olgu 3) delesyonun, intronik 

bölgelerde yer alan 5’ ve 3’ uçlarındaki kırılma noktalarının aynı olmasıdır. Aynı 

delesyonun iki farklı olguda tespit edilmiş olması, bu genetik değişikliğin SANT 

hastalığının patogenezinde kritik bir görevi olduğunu düşündürmektedir.  

Yedi olgudan dört tanesinde (olgu 4-7) ekzon 3’ün genomik delesyonu 

gösterilememiştir, fakat bu olgulara ait cDNA örnekleri incelendiğinde ekzon 3 

kaybının olduğu tespit edilmiştir. Dört olguda genomik DNA düzeyinde delesyon 

tespit edilememesine rağmen mRNA seviyesinde ekzon 3’ün kaybolduğunun 

belirlenmesi, sonuçlar arasında önemli bir uyumsuzluk olduğuna işaret etmektedir. 

Bu uyumsuzluğun birkaç olası nedeni bulunmaktadır. Bu olasılıklardan ilki FFPG doku 

örneklerinden izole edilen DNA’nın kırılmaya uğraması ve ancak kısa DNA 

fragmanlarının PZR ile çoğaltılabilir duruma gelmesidir. Özellikle formalin 

fiksasyonunun kalitesi ile ilişkili olan bu durum elde edilen DNA kalitesini doğrudan 

etkilemektedir (141, 142). Çalışmada kullanılan SANT olguları farklı zamanlarda tanı 

almıştır ve her olguya ait doku bloğu üç farklı üniversite hastanesinin patoloji 

departmanına ait arşivden elde edilmiştir. Bu nedenle her bir olguya ait doku 

örneğinin farklı fiksasyon kalitesine ve bunun bir sonucu olarak farklı DNA kalitesine 

sahip olması beklenen bir durumdur. Olgulara ait genomik DNA kullanılarak yapılan 

PZR sonucunda 931 baz çiftlik normal amplikon, olgu 6 dışında hiçbir SANT olgusunda 

gösterilememiştir. DNA kırılmasına bağlı gerçekleştiği düşünülen bu durum FFPG 

doku örnekleri ile çalışmanın teknik zorluğunu göstermektedir ve dört SANT 

olgusunda mRNA seviyesinde ekzon 3 kaybı bulunmasına rağmen neden genomik 

DNA ile yapılan PZR’de ürün elde edilemediğini açıklamaktadır. 

Genomik DNA ve mRNA sonuçları arasındaki farklılığın bir diğer nedeni ise 

CTNNB1 ekzon 3 bölgesinin “ekzon atlama” gibi alternatif splicing mekanizmaları ile 

kaybı olabilir. Ekzon atlama sonucu, kritik ekzonların olmadığı mRNA transkriptlerinin 

üretiminin, farklı organlardan köken alan çok sayıda neoplastik hastalığın gelişiminde 
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rol oynadığı gösterilmiştir (145–147). İnsan örneklerinde bu splicing mekanizmasının 

CTNNB1 ekzon 3’ün kaybına neden olduğu henüz gösterilmemiş olsa da, in vitro 

deneylerde, CTNNB1 geninin intronik bölgelerinde CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak 

ekzon atlama motifleri yaratılabildiği ve bu sayede ekzon 3 taşımayan onkojenik β-

catenin formlarının oluşturulabildiği kanıtlanmıştır (148).  

Bugüne kadar SANT hastalığının etiyopatogenezini açıklamaya çalışan bir dizi 

çalışma gerçekleştirilmiştir, fakat yapılan çalışmaların hiçbiri bu hastalığın oluşum 

mekanizmasını açıklamaya yakın değildir. İlk olarak Martel ve ark. (136) anormal 

stromal hücre proliferasyonunun, küçük damar yapılarını tıkayarak anjiyomatoid 

nodüllerin oluşumunu tetikleyebileceğini öne sürmüştür ve damarlardan yeterli kan 

akışının uzun süreli bozulması sonucunda ise nodülleri çevreleyen fibrotik alanların 

ortaya çıkabileceğini belirtmiştir. Bu çalışmayı takip eden diğer araştırmalarda ise 

SANT olgularında EBV (Epstein-Barr Virüsü) pozitif stromal hücrelerin bulunduğu 

bildirilmiş ve bu hastalığın EBV ile ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (149,150). 

SANT’ın etiyolojisini açıklamaya çalışan diğer çalışmalarda ise stromal alanda IgG4 

pozitif plazma hücrelerinin yer aldığı bildirilmiştir ve bu hastalığın IgG4 ilişkili hastalık 

grubu içerisinde yer alabileceği düşünülmüştür (150,151). Fakat yapılan bu 

çalışmaların hiçbiri SANT’ın nasıl ortaya çıktığını tam olarak açıklamayı 

başaramamıştır. Bu çalışmaların neredeyse tamamı SANT’ı, damar hasarına ikincil 

olarak gelişen ve immün sistemin bu cevaba reaksiyonu sonucunda ortaya çıkan 

immünreaktif bir hastalık olarak kabul etmiştir. Buna karşın bizim bulgularımız, 

çalışmaya dahil edilen tüm SANT olgularında somatik bir değişiklik olduğunu 

göstermiştir ve SANT’ın reaktif bir hastalık değil, neoplastik bir hastalık olduğunu 

destekleyen önemli bir kanıt sunmuştur. Yakın zamanlı bir çalışmada X kromozom 

inaktivasyonuna dayalı bir yöntem (HUMARA analizi) kullanılarak SANT’ın 

monoklonal bir hastalık mı yoksa poliklonal bir hastalık mı olduğu incelenmiştir ve 

bizim çalışmamızın gösterdiğinin aksine bu hastalığın poliklonal reaktif bir hastalık 

olduğu öne sürülmüştür (152). Bizim çalışmamızla yapılan bu çalışma arasındaki 

uyuşmazlığın nedenini belirlemek zor olmakla beraber şu şekilde bir açıklama 

getirilebilir: Araştırma kapsamında oluşturduğumuz çalışma grubumuz histopatolojik 
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ve immünofenotipik olarak belirgin SANT morfolojisini taşımaktadır; fakat çalışmaya 

dahil ettiğimiz olgular, hastalığın CTNNB1 ekzon 3 mutasyonu sonucu ortaya çıkan 

farklı bir alt grubunu temsil ediyor olabilir. Bu hipotezi destekleyen ilginç bir bulgu, 

SANT hastalığına histopatolojik ve immünofenotipik olarak oldukça benzeyen, dalağın 

nadir vasküler hastalıklarından biri olan kord kapiller hemanjiyom (KKH) olgularının 

HUMARA yöntemiyle klonalitesinin incelenmesi sonucunda elde edilmiştir. Bu 

çalışma ile SANT’a büyük benzerlik gösteren KKH’nin, monoklonal bir hastalık olduğu 

anlaşılmıştır (153,154). Bu bulgudan yola çıkarak dalağın bu iki nadir lezyonun, WNT 

sinyal yolağının hiperaktivasyonu ile ilişkili benzer histogenetik mekanizmalar sonucu 

ortaya çıktığı düşünülebilir. Bu nedenle SANT hastalığının daha iyi anlaşılabilmesi için 

benzer morfolojik özelliklere sahip olgular daha geniş vaka serilerinde CTNNB1 ekzon 

3 mutasyonu varlığı açısından detaylı incelenmelidir ve ek olarak farklı sinyal 

yolaklarındaki bozuklukların da hastalığın etiyopatogenezine katkıları araştırılmalıdır.  

Tez çalışmasının ikinci bölümünde, önceden tanımlamış olduğumuz mutant β-

catenin deseni ile β-catenin’in post-translasyonel modifikasyonları arasındaki ilişki 

araştırılmıştır. Bu amaçla ilk olarak S33, S37 ve T41 amino asitlerinden fosforilasyona 

uğramış β-catenin’in (fosfo-β-catenin) kolorektal kanser olgularındaki ifade düzeyi ve 

hücre içi dağılımı değerlendirilmiştir. WNT sinyal yolağı bozukluklarının olmadığı 

normal dokularda fosfo-β-catenin, proteazom kompleksi tarafından sitoplazmik 

olarak hızla yıkılmaktadır ve bu nedenle kısa bir yarı ömre sahiptir. Bununla birlikte 

bazı çalışmalar, fosfo-β-catenin lokalizasyonunun sitoplazma ile sınırlı olmadığını, 

hücre çekirdeğinde veya membranında da lokalizasyon gösterebileceğini öne 

sürmüştür (155,156). Çalışmamızda, kolorektal kanser olgularının yaklaşık %30’unda 

immünohistokimyasal boyama ile nükleer fosfo-β-catenin birikimi gösterilmiştir ve 

nükleer birikim gösteren olguların yaklaşık olarak yarısında (tüm olguların %13’ü) 

orta-kuvvetli fosfo-β-catenin boyanması tespit edilmiştir. Chung ve ark. (135) 

tarafından gerçekleştirilen ve 650 kolorektal kanser olgusunu içeren çalışmada da 

immünohistokimyasal boyama sonucunda benzer sıklıkta nükleer fosfo-β-catenin 

ifadesi gösterilmiştir. Fakat bu çalışmada fosfo-β-catenin lokalizasyonu nükleusla 

sınırlıyken, bizim çalışmamızda olguların yaklaşık %15’inde sitoplazmik fosfo-β-
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catenin boyanması tespit edilmiştir. İnvazif meme kanseri doku örneklerinin 

incelendiği bir çalışmada, nükleer fosfo-β-catenin birikimi agresif tümör fenotipi ile 

ilişkilendirilirken, fosfo-β-catenin’in sitoplazmik lokalizasyonunun daha az agresif 

tümör fenotipine neden olduğu öne sürülmüştür (157). Kolorektal kanser örnekleri 

kullanarak gerçekleştirdiğimiz çalışmada fosfo-β-catenin’in hücre içi lokalizasyonu ile 

tümör fenotipi arasında belirgin bir ilişki gözlenmemiştir. Nükleer ve sitoplazmik 

fosfo-β-catenin ifadesinin yalnızca üç olguda eş zamanlı bulunması, sitoplazmik fosfo-

β-catenin birikiminin nükleer birikimden farklı bir mekanizma sonucunda ortaya 

çıktığını düşündürmüştür.  

Kolorektal kanser olgularında fosfo-β catenin birikimini hücresel düzeyde 

daha detaylı değerlendirebilmek için 20 kolorektal kanser olgusundan taze normal 

kolon ve kanser dokusu toplanmış ve bu olgulardan yeni bir DMD (DMD-5) 

oluşturulmuştur. İlk olarak farklı β catenin formlarının birbirleri ile ilişkisini incelemek 

amacıyla DMD-5; β catenin, aktif β-catenin ve fosfo-β catenin antikorlarıyla 

boyanmıştır. İki olguda araştırma grubumuz tarafından tanımlanan mutant β catenin 

boyanma deseni olduğu fark edilmiş, bu iki olgudan birinde ise nükleer fosfo-β 

catenin birikimi olduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak bu bulgu, fosfo-β catenin’in 

nükleusta birikerek mutant β catenin boyanma desenine neden olabileceği hipotezini 

desteklemiştir. 

Nükleer/perinükleer alana yerleşen fosfo-β catenin’in hücre içi fonksiyonlarını 

araştıran az sayıda çalışma bulunmaktadır. İlk olarak Huang ve ark. (158) sıçan 

fibroblast hücre hatlarında yaptığı in vitro çalışma ile fosfo-β catenin’in 

sentrozomlarda kümelendiğini göstermiştir ve bu sayede fosfo-β catenin’in 

mikrotübül organizasyonunu ve sentrozom matürasyonunu düzenlediğini öne 

sürmüştür. Bu çalışmayı takip eden bir başka araştırmada ise fosfo-β catenin’in 

sentrozomlarda lokalize olduğu görüşü desteklenmiş ve sentrozomların 

kohezyonunda rol oynadığı belirtilmiştir (159). Bu çalışmalar sonucunda fosfo-β 

catenin’in sentrozomlara yerleşerek mikrotübül aktivitesini düzenlediğine yönelik 

kuvvetli kanıtlar elde edilmiş olsa da, bu işlevi hangi biyokimyasal mekanizmalar 

aracılığıyla gerçekleştirdiği henüz bilinmemektedir (160).  
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Bu tez çalışmasında immünofloresan boyama sonucunda kolorektal kanser 

olgularına ait doku örneklerinde nükleer fosfo-β catenin’in punktat bir boyanma 

deseni sergilediği gösterilmiştir. Fosfo-β catenin’in nükleusta ve perinükleer alanlarda 

bu şekilde birikim göstermesi, proteinin sentrozomlarda veya mikrotübül ağında 

konumlanabileceğini ve bu sayede hücre bölünmesinde rol oynayabileceğini 

düşündürmüştür. Normal kolon epitel hücrelerinde de fosfo-β catenin antikoru ile 

yapılan immünofloresan boyaması sonucunda da punktat boyanma deseni elde 

edilmiştir. Fakat kanser dokusunun aksine bu boyanma deseni nükleusta değil 

sitoplazmada tespit edilmiştir. Normal kolon epitelinde sitoplazmada, kolon kanseri 

hücrelerinde ise nükleusta benzer boyanma deseni gösteren fosfo-β catenin’in, yıkım 

kompleksi proteinlerinin bulunduğu alanlarda lokalize olabileceği de akla 

gelmektedir. Genellikle sitoplazmada konumlanan yıkım kompleksi proteinlerinin 

nükleus ve sitoplazma arasında hareket edebildiği bilinmektedir ve bu proteinlerin β-

catenin proteininin N-terminal fosforilasyonunu yalnızca sitoplazmada değil, aynı 

zamanda nükleus içerisinde de gerçekleştirebileceği gösterilmiştir (161–163). 

Literatürde yer alan bu gözlemlerden yola çıkarak, yıkım kompleksi tarafından 

fizyolojik bir sürecin parçası olarak sitoplazmada gerçekleşen β-catenin 

fosforilasyonu, kolon kanseri hücrelerinde yıkım kompleksi proteinleri veya henüz 

tanımlanmamış başka serin treonin kinazlar tarafından nükleusta gerçekleşiyor 

olabilir. 

İmmunofloresan boyama sonucunda elde edilen bir diğer ilginç sonuç ise 

neoplastik hücrelerde fosfo-β catenin antikoru ile nükleer boyanma gözlemlerken, 

aynı proteinin C-terminal bölgesini tanıyan β-catenin antikoru ile yalnızca membranöz 

boyanma görülmesi ve β-catenin antikorunun fosfo-β catenin ile nükleer 

kolokalizasyon göstermemesidir. Bu durumun olası açıklamalarından bir tanesi C-

terminal bölgesi olmayan ve bu nedenle C-terminal bölgeye bağlanan β-catenin 

antikoru tarafından tanınamayan kısa β catenin formlarının nükleusta birikiyor 

olmasıdır. Bu hipotezi test etmek amacıyla yapılan western blot analizinde, aynı 

kolorektal kanser örneğine ait protein lizatı fosfo-β catenin antikoru ile blotlanmıştır 

ve sonuç olarak 60-65 kDa ağırlığında kuvvetli bir β catenin bandı tespit edilmiştir. 
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Fakat aynı membranın β-catenin antikoru ile blotlanması sonucunda ise 70 kDa’dan 

daha düşük moleküler ağırlığa sahip hiçbir bant gösterilememiştir. Western blot 

analizi ile elde edilen bu bulgu, immunofloresan boyama sonucunda yapmış 

olduğumuz gözlemler ile uyumludur ve C-terminali olmayan kısa β-catenin 

formlarının varlığına işaret etmektedir. 

β-catenin sıkça post-translasyonel modifikasyona uğrayan proteinlerden 

biridir ve bu modifikasyonlardan en sık görülenlerden biri proteinin proteolotik 

kesimidir. Goretsky ve ark. (164) tarafından yakın zamanda yapılan bir çalışmada β-

catenin’in hem C-terminal hem de N-terminal bölgeden proteozomların kemotripsin 

benzeri aktivitesi aracılığıyla proteolitik olarak kesilebildiği ve böylece onkojenik 

özellik gösteren düşük moleküler ağırlığa sahip β-catenin formlarının oluşabildiği 

gösterilmiştir. Yakın zamanlı bir başka çalışmada ise 48 kDa ağırlığa sahip kısa bir β-

catenin formonun siroz ve hepatoselüler kanser ile ilişkili olabileceği ileri sürülmüştür 

(165). Bu araştırmalarda elde edilen sonuçlar ile bu tez çalışmasında gözlemlenen 

bulgular bir arada değerlendirildiğinde , C-terminali kesilmiş fakat N-terminal bölgesi 

korunarak fosforile olmuş kısa β-catenin formlarının henüz bilinmeyen bir 

mekanizmayla nükleusta biriktiği çıkarımı yapılabilir. 

Tez çalışması kapsamında yapılan western blot deneyleri ile β-catenin’in 

proteolitik olarak kesildiğini destekleyen başka bulgular da elde edilmiştir. Kolorektal 

kanser olgularına ait protein lizatlarının β-catenin antikoru ile blotlanması sonucunda 

92 kDa ağırlığındaki normal β-catenin bandının yanı sıra iki tane düşük moleküler 

ağırlığa sahip ekstra bant gözlemlenmiştir. İlginç olarak bu iki bant, proteinin spesifik 

olarak N-terminal bölgesini tanıyan aktif β-catenin antikoru ile yapılan western blot 

analizinde kaybolmuştur.  

Literatür incelendiğinde, çalışmamızın sonucunda elde ettiğimiz bulguları 

destekleyen çok sayıda farklı araştırma bulunduğu fark edilmiştir. Bu çalışmaların 

büyük bölümünde, fosforilasyon motifinin yer aldığı β-catenin N-terminal bölgesinin 

çeşitli proteazlar ile kesildiği ve bu sayede düşük moleküler ağırlığa sahip onkojenik 

β-catenin formlarının oluştuğu bildirilmiştir. Li ve İyengar (166) tarafından bu konuda 

yayımlanmış ilk çalışmalardan birinde kolorektal kanser hücre hatlarından elde edilen 
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protein lizatlarının western blot yöntemi ile incelenmesi sonucunda 75 kDa ağırlığında 

düşük moleküler ağırlığa sahip β-catenin bandının oluştuğu gözlemlenmiştir ve bu 

bandın kaspaz ailesi proteinlere benzerlik gösteren “calpain” proteinlerinin 

proteolitik aktivitesi sonucu ortaya çıktığı öne sürülmüştür. Bu çalışmayı takip eden 

diğer bir çalışmada ise aynı 75 kDa moleküler ağırlığa sahip β-catenin bandının prostat 

ve meme kanseri gibi farklı hücre hatlarında bulunduğu bildirilmiş ve önceki çalışmaya 

benzer bir şekilde bu durum calpain proteaz ailesi ile ilişkilendirilmiştir (167). Her iki 

araştırmada da 75 kDa’luk bandın yanı sıra yaklaşık 90 kDa ağırlığa sahip başka bir β-

catenin bandı daha gözlemlenmiştir fakat bu bandın nasıl ortaya çıktığı ile ilgili bir 

mekanizma henüz tanımlanmamıştır. Sonuç olarak çalışmamızda gözlemlediğimiz 

düşük moleküler ağırlığa sahip β-catenin bantlarının, β-catenin’in N-terminal kesimi 

sonucunda ortaya çıkmış olabileceği düşünülmüştür ve bu çıkarımın literatür bilgisi 

ile uyum içinde olduğu görülmektedir. 

Çalışmamızın sonunda fosfo-β catenin ifadesi ile kolorektal kanser olgularının 

genel sağkalımı arasındaki ilişki de incelenmiştir. Yapılan sağkalım analizinde, Chung 

ve ark. (135) tarafından yapılan çalışmanın aksine nükleer veya sitoplazmik fosfo-β 

catenin ifadesinin genel sağkalım üzerine etkisi olmadığı görülmüştür. İki çalışma 

arasındaki uyumsuzluğun olası nedenlerinden biri, bu tez çalışmasında kullanılan 

örneklem boyutunun önceki çalışmaya kıyasla daha küçük olması olabilir. Tez 

çalışmasının örneklemini oluşturan olguların %70’inde fosfo-β catenin ifadesi 

negatiftir. Bu nedenle örneklem boyutunun küçük olması, kohortu oluşturan fosfo-β 

catenin pozitif ve negatif gruplar arasında olgu sayısı açısından büyük bir eşitsizlik 

yaratmaktadır ve bu eşitsizliğin sağkalım analizi sonucunu etkileyebileceği 

düşünülmektedir. İki çalışma arasındaki sağkalım analizi sonucunu etkileyebilecek bir 

diğer temel fark ise, DMD’lerde kullanılan doku boyutlarının bu iki çalışma arasında 

farklılık göstermesidir. Chung ve ark. (135) DMD dizaynı sırasında kullanılan dokuların 

çapı boyutu 0,6 mm iken bu tez çalışmasında tercih edilen doku çapı boyutu 1 mm’dir. 

Çaplar arasındaki bu farklılık diffüz boyanma gösteren örneklerde büyük bir öneme 

sahip olmasa da fokal boyanma gösteren pozitif örneklerin negatif olarak 
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skorlanmasına neden olmakta ve bu nedenle sağkalım analizi sonucunu direk olarak 

etkileyebilmektedir.  

Sonuç olarak tez çalışmasının ikinci bölümünde β-catenin, aktif-β-catenin ve 

fosfo-β-catenin gibi β-catenin proteininin farklı formlarının hücre içerisinde farklı 

bölgelerde konumlanabileceği gösterilmiştir. Aynı zamanda fosfo-β-catenin’in 

nükleer birikiminin kolorektal kanser olgularında oldukça sık görüldüğü ve tanımlamış 

olduğumuz mutant β-catenin desenine neden olabileceği öne sürülmüştür. Ek olarak 

yapılan immünofloresan boyama ve western blot deneyleriyle β-catenin’in farklı 

moleküler ağırlığı sahip kısa formlarının olduğu tespit edilmiş ve bu formların 

kolorektal kanser patogenezi ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu çalışmada, araştırma grubumuz tarafından tanımlamış olan ve β-catenin N-

terminal bölge değişikliklerinin kolay bir şekilde tespit edilmesini sağlayan 

immünohistokimyasal boyama temelli yöntemin farklı kullanım alanları incelenmiştir. 

Sonuç olarak, dalağın nadir bir fibrovasküler lezyonu olan SANT hastalığında bu 

yöntem kullanılarak β-catenin N-terminal bölge değişikliği tespit edilmiştir ve böylece 

bu yöntemin etiyopatogenezi henüz bilinmeyen neoplastik hastalıklarda CTNNB1 

ekzon 3 mutasyonlarının araştırılabilmesi için pratik ve etkili bir yöntem olduğu 

gösterilmiştir. Çalışmamız sonucunda CTNNB1 ekzon 3 kaybının SANT hastalığı ile 

ilişkisi moleküler düzeyde ispatlanmıştır. Fakat araştırmada incelenen dört SANT 

olgusunda ekzon 3 kaybının yalnızca cDNA düzeyinde gösterilebilmesi, ekzon 3 

kaybına neden olabilecek “alternatif splicing” gibi genomik delesyon harici 

mekanizmaların araştırılmasını gerektirmektedir. Yakın zamanlı pek çok çalışmada 

CTNNB1 ekzon 3 mutasyonlarının sıklığının mezenkimal tümörlerde oldukça yüksek 

olduğu fark edilmiştir. Wnt sinyal yolağının fibrozis ile ilişkisi göz önüne alındığında, 

fibrozisin eşlik ettiği mezenkimal tümörlerin CTNNB1 ekzon 3 mutasyonları yönünden 

araştırılması β-catenin bozukluğu sonucu ortaya çıkan yeni tümörlerin keşfedilmesini 

sağlayacaktır.  

 Çalışmamızın bir diğer önemli sonucu ise β-catenin N-terminal bölgede 

görülen post-translasyonel modifikasyonların kolorektal kanser ile ilişkisinin 

gösterilmesidir. Kolorektal kanser olgularının önemli bir bölümünde nükleer fosfo-β-

catenin birikimi görülmektedir. Klasik Wnt/β-catenin sinyal yolağına göre 

proteozomal olarak yıkılması gereken fosfo-β-catenin’in neoplastik hücrelerin 

nükleusunda neden biriktiği araştırılmalı ve kolorektal kanser gelişimiyle ilgili olası 

işlevleri aydınlatılmalıdır. Çalışmada elde ettiğimiz bir diğer ilginç sonuç ise kolorektal 

kanser olgularında β-catenin’in, N-terminal ve C-terminal bölgeden kesilerek kısa β-

catenin formlarının ortaya çıktığının gösterilmesidir. Literatürde bulunan önceki 

çalışmalarla desteklenen bu bulgu, β-catenin’in proteolitik kesiminin neoplazi 

gelişiminde rol oynayabileceğini göstermektedir. Bundan sonra yapılacak 

çalışmalarda bu kısa β-catenin formlarının hangi proteolitik sistemler tarafından 
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oluşturulduğu incelenmeli ve bu formların neoplazi gelişimi ile ilişkisi in vitro ve in vivo 

fonksiyonel deneylerle belirlenmelidir. 
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