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MIDE KANSERINDE GLIPIKAN 5 ve GLIPIKAN 6 GENLERININ EXPRESYON
SEVIYELERININ TANISAL ve PROGNOSTIiK ONEMi

OZET

Mide kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen malignansilerden biridir ve kanser nedenli
Oliimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Yapilan gesitli caligmalarda mide kanserine
0zgli kromozomal amplifikasyonlar gosterilmis ve bu amplifikasyon bdlgelerinin
bazilarinda mide kanseri ile iliskilendirilmis genler bildirilmistir. Giimiis-Akay ve
arkadaglarinin 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada mide adenokarsinomunda, yiiksek
coziintirliiklii-karsilagtirmali genomik hibridizasyon (HR-CGH) yontemi ile saptanan DNA
kopya sayisi degisimleri arasinda 13q artisi lenf nodu tutulumu ile iliskili olmasi
bakimindan dikkat ¢ekmistir. Minimal ¢akisma bolgesinde lokalize genler incelendiginde
glipikan-5 (GPC5) ve glipikan-6 (GPC6)’nin mide karsinogenezinde rol oynayabilecek
aday genler olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu ¢alismada mide kanserinde GPCS5 ve GPC6
genlerinin ekspresyon seviyelerinin tanisal ve prognostik Oneminin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla intestinal tip mide adenokarsinomlu 35 hastaya (23E, 12K) ait
normal ve tiimorli doku olmak tizere toplam 70 mide dokusu 6rneginde kantitatif PCR
(Real-Time PCR) yontemi ile ilgili genlerin ekspresyonlari kantitatif olarak belirlenmistir.
GPC5 ve GPC6 gen ekspresyon seviyeleri normal ve tlimorlii dokularda karsilagtirilmigtir.
Ayrica tiimorlii dokularda tespit edilen gen ekspresyon seviyeleri tiimor invazyonu, lenf
nodu tutulumu, histolojik siniflandirma ve Helicobacter pylori enfeksiyonu gibi

Klinikopatolojik parametrelerle iligkisi agisindan degerlendirilmistir.

GPC5 geninin normal ve tiimorlii dokularda eksprese olmadig: tespit edilmistir. Her iki
grupta da ekspresyonu saptanan GPC6’nin mRNA diizeyinin tiimor dokularinda normale
gore istatistiksel olarak anlamli dercede arttig1 (p=0.039) tespit edilmistir. Ancak GPC6
ekspresyonu ve klinikopatolojik parametreler arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir
(p>0.05). Bu bulgular GPC6 ekspresyonu artisinin mide kanseri gelisiminde etkili

olabilecegini, ancak kanserin ilerlemesiyle iliskisinin bulunmadigini diistindiirmektedir.
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DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF GLYPICAN 5 AND
GLYPICAN 6 EXPRESSION LEVELS IN GASTRIC CANCER

ABSTRACT

Gastric carcinoma is one of the most common malignancies throughout the world, and
takes the second place among the cancer related deaths. Studies have revealed several
chromosomal amplifications specific for gastric cancers, and some of these amplification
regions were reported to include several gastric cancer related genes. In the study by
Glumiis - Akay et al. published in 2009, it was noteworthy that among the DNA copy
number changes, which were detected by using high resolution — comparative genomic
hybridization (HR-CGH) method, 13gq amplification was associated with lymph node
involvement of gastric adenocarcinoma. When the genes at the minimal overlapping
regions were examined, glypican-5 (GPC5) and glypican-6 (GPC6) genes were thought to
be candidate genes that may play a role in gastric carcinogenesis. In this study it was aimed
to investigate the diagnostic, and prognostic importance of the expression levels of GPCS5,
and GPC6 genes in gastric cancer. For this purpose GPC5 and GPC6 gene expressions
were quantitatively determined by real-time PCR method in total of 70 tumor and normal
gastric mucosa samples belonging to 35 patient (23M, 12F) with intestinal type gastric
adenocarcinoma. Expression levels of GPC5 and GPC6 genes were compared between
normal and tumor tissues. Additionally, the association of expression levels in tumoral
tissues with several clinicopathological parameters, such as tumoral invasion, lymph node
involvement, histopathological classification, and Helicobacter pylori infection was
evaluated.

It was found that GPC5 gene had no expression in both normal, and tumoral samples. The
MRNA level of GPC6, which was detected in both groups, was found to be significantly
(p=0,039) higher in tumor tissues than that in normal group. However, there was no
statistically significant association between GPC6 expression and any of the
clinicopathological parameters that were studied (p>0.05). Our findings suggest that an
increase in GPCG6 expression levels may play a possible role in gastric cancer developmet,
but not in progression of the cancer.
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1. GIRIS

Mide kanseri diinyada gozlenme sikligina gore ikinci sirada yer alan kanser tipidir ve
kanser nedenli dliimlerin basinda gelmektedir. insanda mide kanseri de dahil olmak iizere
tim kanser tiplerinde genomik amplifikasyon siklikla goézlenen bir durumdur. Gen
amplifikasyonu yoluyla genlerin ekspresyonunun artis1 sonucunda hiicresel davranis
etkilenebilmektedir ve bu bakimdan gen amplifikasyonlarinin tespiti tiimorojenik siirecin
daha detayli anlasilmasi agisindan onem tasimaktadir. Gilinimiizde kanserin tedavisinde
kullanilan diagnostik ve prognostik belirteglere ek olarak yeni terapdtik yaklasimlar igin

hedef molekiil arayislar1 hizla devam etmektedir.

Glimis-Akay ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayinladiklar1 mide adenokarsinomunda DNA
kopya sayis1 degisimlerinin yiiksek ¢oziiniirliiklii karsilagtirmali genomik hibridizasyon
(HR-CGH) yontemiyle arastirildigi calismada 13q artisinin en sik tespit edilen
kromozomal degisiklik oldugu bildirilmis ve bu bulgu artmis lenf nodu tutulumu ile
anlamli derecede iliskili bulunmustur. Minimal c¢akisma bolgesi 13q21-q32 bolgesinde
lokalize ve karsinogenez siirecinde rol oynadigi gosterilmis veya rol oynayabilecegi
diistiniilen genler degerlendirildiginde glipikan-5 (GPC5) ve glipikan-6 (GPC6) genleri
mide kanserinde daha 6nce bildirilmemeleri nedeniyle ilgi ¢ekmistir. Bu tez ¢alismasinda,
bir¢ok kanser tiirlinde amplifikasyonu bildirilmis olan glipikan ailesi tiyelerinden GPC5 ve
GPC6 genlerinin ekspresyonunun mide kanseri tan1 ve prognozu ile iligkisinin aragtirilmasi

amagclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Mide Kanseri

Diinyada kanser nedenli 6liimlerde mide kanseri ikinci sirada yer almaktadir (Daniel vd
2005). 2009 Diinya saglik orgiitii (WHO) verilerine gore diinya ¢apinda her yil 800,000
kisi mide kanseri nedeniyle hayatim1 kaybetmektedir (WHO 2009). Mide kanseri
vakalarinin yaklasik %90°1 sporadik olmakla birlikte geri kalan vakalar kalitsal faktorlere
bagli olarak gelisir. Kalitsal faktorlere bagli olarak gelisen vakalarin %1-3’liik kismini
genetik yolaklar1 aydinlatilmig herediter sendromlar olusmaktadir. Herediter difiiz mide
kanseri sendromlarina neden olan CDH1 (kaderin-1) ‘germline’ mutasyonlar1 genetik
mekanizmalarla iligkilendirilmistir. Mide karsinomlarinin siklikla gozlendigi kalitsal
yatkinlik sendromlarina herediter nonpolipozis kolerektal kanser, Li-Fraumeni ve Peutz-

Jeghers sendromlar1 6rnek olarak verilebilir (Corso vd 2010).

Her gecen giin mide tiimdrlerinin tan1 ve tedavisi amaciyla, tiimorogenezde rol oynayan
biyolojik olaylar1 aydinlatmaya yonelik pek c¢ok calisma gerceklestirilmektedir. Bu
calismalarda mide kanserinin prognozu, tiimoriin biyolojik davranist ve molekiiler genetik
degisiklikler sonucu ortaya c¢ikan patolojik Ozellikler arasinda baglantilar kurulmaya
calisilmaktadir. Fakat genetik degisikliklerin klinik 6nemi hala aydinlatilmamistir. Yapilan
bu calismalar sonucunda ¢ok sayida biyolojik faktér tanimlanmistir. Tiim bu faktorlerin
klinik 6nemleri tam olarak anlasilamamis olsa da s6z konusu faktorler mide kanserinin
biyolojik temelini anlamamiza 6nemli katkilar saglamis ve her gecen giin bu biyolojik
faktorlerin bazilarmin prognostik ve prediktif Onemleri ortaya g¢ikmaya baslamistir.
Boylece, aktin, HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), tirozin kinaz gibi faktorlerin mide kanserinin tedavisinde yeni
hedefler olarak kullanilmalari giindeme gelmektedir (Scartozzi vd 2004, Compare vd 2010,
De Vita vd 2010, Ku ve Ilson 2010, Mlkvy 2010, Ruiz-Tovar vd 2010).



2.1.1. Mide kanserinin siniflandirmasi

Timorlerin dogru bir sekilde siniflandirilmasi, kanserlerin klinik takibi, epidemiyolojisi ve
patogenezini anlamak ag¢isindan son derece 6nemlidir. Mide kanseri i¢in giinlimiizde ¢esitli
siiflandirmalar mevcuttur. Bu smiflandirmalarin bazilari tamamen tiimorlerin klinik ve
endoskopik gorlinlimlerine dayanmakta bazilar1 ise yalnizca histopatolojiyi temel
almaktadir. Bugiin i¢in en yaygmn olarak kullanilan ve en basarili kabul edilen

smiflandirma, 1965 yilinda Lauren tarafindan ortaya konmustur (Lauren 1965).

Lauren siniflandirmasina gore mide kanserleri intestinal ve difiiz olmak {izere iki temel
histolojik tipe ayrilmaktadir (Lauren 1965). Bu sistem, tiiméorlerin mikroskobik
konfigiirasyon ve biiylime 6zelliklerini temel alir. Difiiz tip kanserler midenin stromasina
yayilabilen ve mide duvarina genellikle bez olusturmaksizin derin infiltrasyon yapabilen
non-adeziv tiimor hiicreleri igerir. Bu tip mide kanserleri intestinal metaplaziler ile iligkili
degildir ve ¢evresel faktorler difiiz tip mide kanserinin olusmasinda ¢ok az etkiye sahiptir.
Difiiz tip mide kanserleri ¢ogunlukla gen¢ vakalarda goriiliir ve prognozu kotiidiir.
Intestinal tip kanserlerde ise dikkate deger olciide bez olusumu sdz konusudur ve
mikroskobik goriiniimii kolonik mukozaya benzer. Bu tip mide kanserlerinin kronik atrofik

gastrite sekonder olarak gelistigi diistiniilmektedir (Dincken vd 2005).

Intestinal tip mide kanseri toplumda daha sik goriilmektedir ve cogunlukla yeme
alisgkanlig1 (tuzlanmig balik ve et, tiitstilenmis yiyecekler vb.), sigara ve alkol tiiketimi gibi
cevresel faktorlerle yakindan iliskilidir. Helicobacter pylori enfeksiyonu hem intestinal
hem de difiiz tip mide kanseri ile iliskili goziikkmektedir. Ancak, H. pylori iligkili
preneoplastik lezyonlar ve genetik-gevre iliskilerini etkileyen polimorfizmler daha ziyade
intestinal tip mide kanselerinin 6zelligidir. Difiiz tip mide kanserlerinde ise g¢ogunlukla
primer genetik etiyolojiden sz edilmektedir. Ailesel difliz ve intestinal tip mide kanserleri
farkli genetik temellere sahip olduklari i¢in risk altindaki ailelerin degerlendirilmesinde
etkilenmis bireylerin patolojik olarak siiflandirilmas: oldukg¢a kritik bir basamaktir

(Lynch vd 2005, Corso vd 2010).



2.1.2. Mide kanserinin molekiiler etiyolojisi

Biyolojik aragtirmalarda kullanilan yeni teknikler sayesinde giliniimiizde gen
diizensizlikleri daha detayli ¢alisilabilmektedir. Bu tekniklerden biri olan karsilastirmali
genomik hibridizayon (CGH) yontemi kromozomal segmentlerin amplifikasyon ve
delesyonlariin yiiksek rezoliisyonda tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Transkriptom
analizlerinde “mikroarray” lerin kullanilmas1 ¢ok sayida genin ekspresyon profillerinin ¢ok
kisa zamanda ortaya konmasini olanakli kilmaktadir. Yine yakin ge¢cmiste gelistirilen
transgenik ve “knock-out” fare modelleri sayesinde genlerin ve iriinlerinin in Vvivo
fonksiyonlar1 ¢aligilabilmektedir (Stock ve Otto 2005). Tiim bu araglar sayesinde edinilen
bilgiler 15181nda, giiniimiizde mide kanserinde degigmis gen diizenlenmesine neden olan
cok sayida mekanizma ortaya konmustur. Tiim bu degisiklikler hiicre i¢i proliferasyon ve
diferansiyasyon kontroliinde calisilan yolaklarda sinyal iletim defektine yol agmaktadir.
Gen deregiilasyonu degisik mekanizmalarla meydana gelebilmektedir:

1. Genetik

2. Epigenetik

2.1.2.1. Genetik degisiklikler

Polizomiler, kromozomal translokasyonlar, inversiyonlar veya genis delesyonlar gibi
kromozomal degisiklikler mide kanserlerinin biiylik bir ¢ogunlugunda goriilmekte ve bu
degisiklikler gen ekspresyonlarinin artmasina/azalmasma veya kimerik gen iirtinlerinin
olusmasina neden olabilmektedir. Ancak bu degisikliklerin malign fenotipin nedeni mi

yoksa sonucu mu oldugu tam olarak netlik kazanmamstir (Stock ve Otto 2005).

Iki ve 20 numarali kromozomlarin polizomileri mide kanserlerinde en sik rastlanan sayisal
anomalilerdir. Rapor edilen mide kanseri drneklerinin %50’sinden fazlasinda 1, 3, 7 ve 13
numarali kromozomlar1 iceren kromozom yeniden diizenlenmeleri bildirilmektedir. 6q’nun
parsiyel delesyonlar1 yine siklikla gozlenen sitogenetik bulgular arasinda yer almaktadir.
Mide kanserinde inversiyonlar ¢ogunlukla 8q ve 17q i¢in bildirilmektedir (Stock ve Otto
2005). Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucu 17q24-qgter (%53), 20q13-qter (%48),
1p32-p36 (%42), 22q12-qter (%27), 17pl3-pter (%24), 16pl3-pter (%21), 6p21-pter
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(%19), 20p12-pter (%19), 7921.3-922.1 (%57), 13921-932 (%26), 3928-qter (%8), 7pll-
p22/7921-9q36 (%80) 13ql3-ql4 (%8) ve 20q13.12-q13.33 (%41-70) bolgelerindeki
artiglarin; 18ql12-qter (%11), 3pl2 (%8), 3p25-pter (%8), 5q14-923 (%8) ve 9p21-p23
(%5) bolgelerindeki kayiplarin mide kanseri ile iligkili oldugu bidirilmistir (Wu vd 2002,
Glimiig-Akay vd 2009, Yang 2007, Myllykangas vd 2010, Uchida vd 2010). Mide
kanserlerinde LOH gozlenen lokuslar ¢ogunlukla 1p, 3p, 4p, 59, 7p, 79, 8p, 9p, 12q, 13q,
17p, 18q, 22q ve Y kromozomlarinda yer almaktadir (Schneider vd 1995, Tamura vd 1996,
Gleeson vd 1997, Choi vd 1998, Yustein vd 1999, Baffa vd 2000, Koo vd 2000,French vd
2004, Suzuki vd 2004, Xia vd 2006).

Kromozomal degisimler disinda gen ekspresyonlarinin degisimine yol agan gen
mutasyonlart da mide kanseri ile iligkilendirilmistir (Cizelge 2.1). Mide tiimoérlerinde gen
amplifikasyonu ve bunun sonucu olarak asir1 gen ekspresyonu c-erb B2, c-Met, K-sam, K-
ras ve c-myc gibi ¢esitli onkogenlerde de gozlenmistir (Smolen vd 2006, Smith vd 2006,
Varis vd 2004, Song vd 2009, Burbano vd 2006). Bu onkogenlerin bazilarindaki
ekspresyon artig1 kotii prognozla iliskilendirilmistir. CDH1, APC, p53, PTEN ve RUNX3
gibi tiimor baskilayic1 genlerde goriilen ve islev kaybina yol acan mutasyonlar da mide
kanseri ile siklikla iliskilendirilmistir (Fenoglio-Preiser vd 2003, Li vd 2005, Sakakura vd
2005, Wang 2006). Bunlarin disinda CDK (sikline bagimli protein kinaz) hiicre siklusu
diizenleyicilerinin baskilanan ekspresyonlarmin saptandigi ¢alismalar da mevcuttur
(Panani 2008). Ayrica, Rajkumar vd’nin yaptiklar1 ¢alismada (2010) mide kanserinde IL8,
SIX3, MMP3, REG4, CCL3, CTSB genlerinin de i¢inde bulundugu 32 genin
ekspresyonunda artis saptanirken, PGA5, SST, RNASE1, PGC, MFNG dahil oldugu 18

genin ekspresyonunda azalma saptanmistir.



Cizelge 2.1. Mide kanseri ile iliskilendirilmis genler ve tiimdr olusumundaki rolleri

Genler

c-met

K-sam
C-erb B2
K-ras
c-myc
P53
APC
RARB

Bcl-2

RUNX3

PTEN
E-kaderin

Siklin E
P27
P16

2.1.2.2. Epigenetik degisiklikler

Fonksiyon

Onkogen

Onkogen
Onkogen
Onkogen
Onkogen
Timor baskilayici
Timor baskilayici

Timor baskilayici

Onkogen

Timor baskilayict

Timor baskilayict

Timor baskilayict

Onkogen
Timor baskilayict

Timor baskilayici

Mutasyon Tipi
Asiri ekspresyon

Asir1 ekspresyon
Asir1 ekspresyon
Nokta Mutasyonu
Amplifikasyon
Nokta Mutasyonu
Nokta Mutasyonu

Hipermetilasyon sonucu

baskilanmis ekspresyon

Asir1 ekspresyon

Delesyon, hipermetilasyon

sonucu baskilanmis

ekspresyon

LOH, Nokta Mutasyonu

LOH, mutasyon,

Tiimérogenez ile iliskisi

Timor invazyonu, lenf nodu tutulumu,
kot prognoz

Koti prognoz

Timor invazyonu, lenf nodu tutulumu
Tiimor ilerlemesi ve metastaz

Kotii prognoz

Cogalma, lenf nodu tutulumu

B-katenin ekspresyonunu arttirir

?

Invazyon, lenf nodu tutulumu ile ters
iligki
?

Metastaz

Metastaz, kotii prognoz

hipermetilasyon sonucu
baskilanmis ekspresyon
Asir1 ekspresyon

Baskilanmig ekspresyon

Baskilanmis ekspresyon

Lenf nodu tutulumu, kétii prognoz

Tiim6r invazyonu, metastaz

Lenf nodu tutulumu

Mide kanserlerinde gen inaktivasyonuna sebep olan epigenetik mekanizmalarin baginda

“DNA metilasyonu yoluyla epigenetik susturulma” gelmektedir. Memelilerde DNA

metilasyonu cogunlukla CpG adaciklarinda gozlenir. CpG adaciklart genlerin promotor

veya diger cis- etkili diizenleyici dizilerinde go6zlenmektedir. DNA metiltransferaz

(DNMT) enzimleri bu bdlgelerde yer alan sitidinleri 5. pozisyonlarindan metiller. Bugiine

kadar memelilerde DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b olmak iizere CpG metilasyonundan

sorumlu ii¢ enzim tanimlanmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu degisik timor

tiplerinde karsinogenez ile iliskili genlerin anormal metilasyonu saptanmistir. Bu
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calismalarda artmis DNMT1 ekspresyonu bildirilmis ve her zaman olmamakla birlikte
DNMTI1 asir1 ekspresyonunun az diferansiye tiimorlerle iligkili oldugu belirtilmistir
(Lynch vd 2005).

Mikrosatellit instabilitesi (MSI), genetik instabilite ile sonuclanan DNA tamir
sistemlerindeki aksakliklarin yol agtigi bir semptomdur. Mide kanserlerinde gozlenen
MSI'ne neden olan tamir mekanizmasi bozukluklari, mutasyonel inaktivasyon ve
¢ogunlukla hMLH1, hMSH2, hPMS1 ve hPMS2 yanlis eslesme tamir genlerindeki
hipermetilasyon ile susturulma sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Panani 2008). MSI intestinal
veya difliz tipli mide kanser tiimorlerinin yaklasik %15-35’inde tanimlanmigtir. MSI
varlig1 ile mide kanserin diger klinikopatolojik 6zellikleri arasinda korelasyon oldugunu

gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Zaky vd 2008, Seo vd 2009)

RARp (Retinoik asit reseptor beta), RUNX3 (Runt-bagimli transkripsiyon faktér 3), CDH1,
p53 ve pl6’nin transkripsiyonel susturulmasi mide kanserinde siklikla gosterilmistir
(Panani 2008, Al-Moundhri vd 2010). Promotor bélgedeki CpG adalarinin
hipermetilasyonu sonucu bu genlerde fonksiyon kaybi mide karsinomlarinin %65’inde
goriilmistiir. Benzer sekilde CDH4 (kaderin-4) ve COX-2 (siklooksijenaz 2) genlerinin
promotorundaki hipermetilasyon da mide kanseri vakalarmin ¢ogunda bildirilmektedir.
Bugiin i¢in genlerin metilasyon durumundaki degisimlerin genel veya gene 6zgii olup
olmadig1 ve hipermetilasyonun malign fenotipin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu

bilinmemektedir (Stock ve Otto 2005).

Mide kanserinde histon modifikasyon paternini arastiran bir ¢alismada H3K9
trimetilasyonu tiimor derecesi, rekiirensi ve azalmig sagkalim siiresi ile iligskilendirilmistir
(Park vd 2008). ChIP-chip array ile yapilan bir ¢alismada ise 119 gende H3K27
trimetilasyonu saptanmistir (Zhang vd 2009). Literatiirde mide kanserinde histon
modifikasyonlar: ile iligkili olarak bazi genlerin ekspresyonel degisimlerinin saptandigi
caligmalar da mevcuttur. Ornegin ZNF312b ve Spl genlerinin ekspresyonlarindaki artis ile
histon asetilasyonu arasinda iliski oldugu bildirilmistir (Song vd 2010a). insan mide
kanserlerinde p16 tiimor baskilayici geninin ekspresyonu ile H3K9 dimetilasyonu, H3K9
asetilasyonu ve DNA metilasyonu arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir ¢alismada, bu
modifikasyonlarin kombine bir sekilde p16 geninin susturulmasinda rol oynadiklar tespit
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edilmistir (Meng vd 2009). Benzer sekilde mide kanserinde H3K9 dimetilasyonu, H3K4
dimetilasyonu, H3K9 asetilasyonu ve DNA metilasyonunun birlikte MGMT geninin

susturulmasinda rol oynadigi rapor edilmistir (Meng vd 2010).

Yapilan son caligmalarda mide kanseri ve miRNA aracili gen diizenlenmesi iizerinde
durulmaktadir. Kodlamayan RNA sinifina ait 22 niikleotid uzunlugunda olan miRNAlarin
mide kanseri dokularinda degismis ekspresyonlar1 gosterilmistir. miRNA’lar1 kodlayan
genlerin bir kismi1 yeni protoonkogen olarak (miR-516a-3p, miR-192, miR-199a, miR-107
gibi) bir kismi ise timor baskilayict olarak (miR-43c, miR-126 gibi) karakterize edilmis
ve bu miRNA’larin bazilar1 malign mide kanser hiicrelerinin olusumunu kontrol ettigi
gosterilmistir (Feng vd 2010, Guo vd 2010, Jin vd 2010, Li vd 2010, Song vd 2010b, Takei
vd 2010). miRNA ekspresyonlarindaki degisikliklerin hiicre proliferasyonunu, apopitoz
direncini, invazyonu ve metastaz yetenegini arttirdigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir
(Li vd 2010, Jin vd 2010, Song vd 2010b, Takei vd 2010). miRNA genlerindeki
polimorfizmlerin de mide kanseri ve atrofik gastrit riskini arttirdig bildirilmistir (Wu vd

2010).

2.1.3. Mikroorganizmalar veya Viriisler ile Enfeksiyon

Mikroorganizmalar veya viriisler ile enfeksiyon genlerin ekspresyonlarinda degisime
neden olabilmektedir ve bu durumun tiimor gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili oldugu
yoniinde kanitlar mevcuttur. Helicobacter pylori enfeksiyonunun mide kanseri
gelisimindeki rolii tamamen bilinmektedir. H. pylori spiral, gram-negatif bir bakteridir ve
spesifik olarak gastrik antrumda yer alan epitel hiicrelerine tutunur. Bu bakteri
enfeksiyonunun anlamli (kronik gastrit ve mide kanseri riski ile) derecede iligkili oldugu
gosterilmistir. Hiicre proliferasyonunda rol oynayan peptid hormon gastrin’in de H.pylori
enfeksiyonundan sonra serumda konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir. H. pylori
enfeksiyonu sonrast ekspresyonunun arttigr bildirilen genler, Anneksin 11, S100A7, Rho-
GTP, IQGAP-1 ve COX-2’dir. Ayrica, SSTR-1 geninin ekspresyonunun H.pylori
enfeksiyonuna bagl olarak azaldigi rapor edilmistir (Stock ve Otto 2005, Vauhkonen vd
2006).



H. pylori enfeksiyonu sonrasi COX-2 ekspresyonunun artmasi siklikla goriilmektedir.
COX-2 prostaglandin sentezinde yer alan hiz kisitlayict enzimlerden birisidir. COX-2
artistnin - mide tiimoérogenezinin erken evrelerinde meydana gelen bir olay oldugu
diistiniilmektedir. COX-2 asir1 ekspresyonu intestinal tip mide kanserlerinde daha sik

gbzlenmektedir ve tiimoriin farklilasma derecesi ile iliskilidir (Stock ve Otto 2005).

Epstein-Barr viriisii (EBV) ile enfeksiyon da yine mide kanseri ile iligkili bulunmustur.
Mide kanseri vakalarinin yaklagsik %7-20’sinde EBV enfeksiyonu mevcuttur. EBV
enfeksiyonu gastrik epitel hiicrelerini immortalize etmeksizin bu hiicrelerin jenerasyon
sayisini arttirmaktadir. Molekiiler seviyede bakildiginda pl6 geni hipermetilasyonu ile
EBV enfeksiyonu arasinda anlamli bir iligki bildirilmistir. Bu durumun EBV enfeksiyonu
ile iligkili olarak gosterilen artmis DNMT1 ekspresyonundan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Mide kanserinde EBV iliskili olarak ekspresyonu baskilanan genler: p16,
Smad4, FHIT ve KAI-1dir (Takada 2000).

2.1.4. Sinyal iletim Yolaklarimin Mide Kanserindeki Etkisi

Wnt/B-kateninin sinyal aktivasyonu mide kanserlerin %30’unda gozlenmektedir (Oshima
vd 2006). B-katenin’in siirekli stabilizasyonuna neden olan mutasyonlar B-katenin’in
niikleusa translokasyon oranmin artmasina sebep olmaktadir. Boylece Tcf/Lef-bagimli
olarak gen ekspresyonu arttirarak c-Myc, siklin D1, MMP-7, fibronektin, gastrin ve ITF2
gibi hiicre proliferasyonu tizerinde pozitif etkili genlerin asir1 ekspesyonuna neden
olmaktadir. (Scartozzi vd 2004). APC/B-katenin sinyal yolagimin mide kanseri gelisimi
izerinde etkisini arastiran ¢aligsmalar celiskili sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Bir calismada mide kanseri olgularinda f-katenin mutasyonlar1 bildirilirken; baska bir
¢alismanin sonuglari bu durumu destekler nitelikte degildir (Maesawa vd 1995, Candidus
vd 1996, Woo vd 2001, Li vd 2002, Abraham vd 2003). Benzer sekilde mide kanseri
gelisiminde APC geni mutasyonlari ile ilgili olarak da tezat sonuglarin verildigi ¢aligmalar

bulunmaktadir (Stock ve Otto 2005).



Gelisim siirecinde aktive olan Hegehog (Hh) sinyal yolagi kanser hiicrelerinde kontrolsiiz
bir sekilde aktive olmaktadir. Son yapilan calismalarda mide kanseri Orneklerinde Hh
yolak aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Mide kanseri hiicrelerinde in vitro ¢alismalarda Hh
sinyal yolagimin baskilanmasina paralel olarak hiicre biiyiimesinin de baskiladigi
gosterilmistir. Ayrica Hh yolak aktivasyonu mide kanserinde kotii prognoz ve agresif
tiimorlerle iligkilendirilmektedir (Fukaya vd 2006, Wang vd 2006, Lee vd 2007, Yanai vd
2007). Hh sinyali TGF-B (Transforme edici biiyiime faktorii B) yolagini kullanarak mide
kanserinde 6liimsiizliige ve invazyon fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Fu vd
2009). TGF-B birgok hiicrede ¢ogalmay ve farklilagmayi kontrol eden bir faktordiir. TGF-3
tip2 reseptore baglanarak tip 1 reseptdriiniin fosforilasyonuna neden olur ve bdylece
Smad2 ve Smad3 aktive olur. Aktive Smad 2/3, Smad 4 ile heterodimer olustururmak
suretiyle transkriptor faktor olarak fonksiyon goriir. Kanserin erken asamalarinda TGF-3
sinyali, hiicre ¢ogalmasini baskilamak ve apopitozu uyarmak suretiyle tiimorii basklayici
olarak fonksiyon goriir. Tiimdriin ge¢ asamalarinda ise TGF-B sinyali tiimdriin invazyonu
ve metastazini artirmak suretiyle anjiyogenezi, hiicre oliimsiizliigiinii, immun cevabin
baskilanmasin1 ve timor hiicrelerin ektraseliiller matriks ile etkilesimini arttirnmaktadir.
TGF-B asirt ekspresyonu mide kanserinde anjiyogenezin, invazyonun ve metastazin
artmasiyla iliskilendirilmistir ( Miyazono vd 2003, Mishra vd 2005). Ayrica TGF-
tarafindan uyarilan ERK ve JNK bagiml sinyal yolaklar1 da mide kanseri hiicrelerinin

invazyon ve metastazinda rol oynamaktadir (Yoo vd 2008, Fu vd 2009).

EGFR ve HER2, ErbB reseptor ailesi liyesidir. EGFR’iin reseptore baglanmasinin mide
karsinomlarinda mide mukozas: biiylimesine yol ag¢ti1 gosterilmistir. Ayrica, EGFR agir1
ekspresyonu kotii prognozla iliskilendirilmistir (Yoshida vd 1989, Matsubara vd 2008).
HER2’nin ise asir1 ekspresyonu mide karsinomlarinda %23-%27 oraninda tespit edilmistir
(Gravalos vd 2008). Bununla birlikte, EGFR ve HER2’nin reseptor aktivasyonunun hiicre
cogalmasi, apopitoz, adezyon ve go¢ olaylarinda etkili oldugu bildirilmistir (Roskoski vd
2004).

Mide de BMP (Bone morfogenic protein) sinyal iletiminin, inflamasyon sirasinda ‘up
regiile’ olmasina karsin mide kanseri dokularinda ‘down regiile’ oldugu gosterilmistir.
BMP etkisini spesifik tip 1 ve 2 serin-treonin kinaz reseptori ile gostermektedir. BMPR
aktivasyonu ‘downstream’ sinyal proteinleri Smad 1, 5 ve 8’i fosforilasyonunu attirmak
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suretiyle proteinlerin etkinliklerini arttirmaktadir. Fosforile olan smadlar bir diger smad
protein olan Smad 4 ile heterodimer olusturarak, niikleusa goc¢ eder ve ilgili genlerin

aktivasyonunu saglarlar (Bleuming vd 2006, Hardwick vd 2008).

NF-kB (Niikleer faktdr kappa B) memelilerde dimer seklinde bulunan bir transkrisiyon
faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorii normalde inhibitér IkB’ye (kappa B inhibitorii)
baglanmakta ve sitoplazmada kesimlemeye ugramaktadir. Hiicresel stres ile aktive olan
NF-kB yolagi 6zellikle inflamasyon sirasinda artmaktadir (Spehlmann vd 2009). Mide
kanserinde NF-«xB, H.pylori enfeksiyonuna verilen cevapta etkili olmaktadir. Anormal NF-
kb aktivasyonu hiicrelerin apoptozdan kagmasina ve buna bagl olarak hiicre ¢ogalmasina
neden olmaktadir. Bununla birlikte, genomik instabiliteye, glikolizise ve ila¢ direncinine
neden oldugu bildirilmistir. (Liu vd 2004, Matsumoto vd 2007, Cho vd 2008, Kang vd
2008, Liu vd 2010).

2.2. Proteoglikanlar

Glikoprotein molekiilii temelli olan proteoglikanlar ekstraseliiler matrikste hiicre
membranina yapisik olarak bulunur. Proteoglikanlar, bir kor proteini ve bu kor proteine
spesifik bolgelerde kovalan olarak bagli bir veya daha c¢ok glikozaminglikan (GAG)
zincirlerinden olusmaktadir. Proteoglikanlar doku organizasyonunun yapisal bileseni olup
hiicre proliferasyonu, adezyonu, migrasyonu ve degisimi gibi ¢cok sayida biyolojik siirecte
gorev almaktadir (Syrokou vd 1999, Kirn-Safran vd 2009). Tim bu fonksiyonlar
ekstraseliiler ve sitoplazmik ligandlarin etkilesimi araciligiyla olmaktadir (Jackson vd
1991).

GAG’lar, dallanmamis, yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritler olup amin sekeri ve
tironik asit birlesimiyle olusan disakkarit tekrarlarindan olusan bir iskelete sahiptir (Hécker
vd 2005). Proteoglikanlar icermis olduklar1 karbonhidrat zincir tipine gore; Kondroitin
Stilfat (CS), Dermatan Siilfat (DS), Keratan Siilfat (KS) ve Heparan Siilfat (HS) olarak dort
alt gruba ayrilmaktadir (Theocharis vd 2010). N-asetilglikozamin ve glukuronik asit

tiniteleri  HS’1, N-asetilgalaktozamin ve glukuronik asit {niteleri CS’1, CS’daki

11



glukuronikasitlerin iduronik asit ile epimerizasyonu DS’1, N-asetil glukozamin galaktoz
eklenmesi de KS’1 olusturmaktadir (Hacker vd 2005).

Proteoglikanlar1 yerlesimine gore, matriks proteoglikanlar1 ve membran proteoglikanlari
olarak iki sinifa ayirabilmekteyiz. Matriks proteoglikanlart biiyiik ¢ogunlukta yapisinda
karbonhidrat zincirini igermesine karsin membran proteoglikanlari, glipikan ve sindekan
gibi, cogunlukta yapisinda HS zinciri barindirmaktadir. Glipikan ve sindekan protein
aileleri sirasiyla ortalama 60-70 kDa ve 20-25 kDa’luk korunmus Kkor proteini
icermektedir. Bu proteinler gelisim siiresince doku ve satha spesifik olarak eksprese

edilirler (Hacker vd 2005).

Glipikanlar, HS proteoglikanlar (HSPG) olup hiicre membranina glikozilfosfotidilinisitol
(GPI c¢apasi) araciligiyla baglanirlar (Sekil 2.1). Glipikan ailesinin memelilerde 6,
Drosophila melanogaster’de 2 ve Caenorhabditis elegans’da da en az bir tane iiyesi
bulunmaktadir (Filmus vd 2008). Farkli aile {iyeleri sinirli dizi homolojisi gostermesine
karsin biitiin glipikanlarda 14 korunmus sistein rezidiisii ve membrana yakin -COOH
terminal bolgesinde 2-3 GAG baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu nedenle biitiin

glipikanlar benzer {i¢iinciil yapilara sahiptir (Veugelers vd 1999).

Sindekanlar ise tip I transmembran proteini olup bes adet GAG baglanma bdlgesi igerir ve
bunlarin bazilar1t HS, CS veya DS zinciri tasiyabilir. Farkli sindekanlarin sitoplazmik ve
transmembran domainleri benzerlik gostermesine karsin ekstraseliiler domainleri farklilik
gosterir ve bir tane GAG baglanma bolgesi igerir. Memelilerde dort sindekan (sdc) geni
tanimlanmis olmasina kargin omurgasizlarda yalnizca bir tane bulunmaktadir (Hécker vd

2005).

< S
GPl-gapasi ) S _— Kor proteini
Glipikanlar Sindekanlar

Sekil 2.1. Membran heparan sulfat proteoglikanlarinin yapisi.
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2.3. Glipikanlar

Proteoglikanlarin, GPI-¢capalanmis heparan siilfat (HS) ailesinin ilk iiyesi olan glipikanlar
(GPC) yaklasik 20 yil o6nce David vd tarafindan tanimlanmistir (David vd 1990).
Glipikanlarin memelilerde simdiye kadar tanimlanmis alti; GPC1, -2, -3, -4, -5 ve -6,
D.melanogaster’de iki; Dally ve Dally-like ve bir tane de C.elegans’da; knypek iiyesi
bulunmaktadir. Biitiin glipikanlar N-terminal sekansinda yaklasik 60-70 kDa globiiler bir
domain igerir. Bu domainde iyi korunmus 14 sistein rezidiisii ve HS baglanma bolgeleri
bulunmaktadir. -COOH terminal bdlgesinde ise plazma membranina baglanmak i¢in GPI-
capast yer almaktadir. Glipikanlarin yapisi tiirler arasinda iyi korunmustur (Bernfield vd
1999, Veugelers vd 1999, Filmus vd 2008).

Glipikanlar gostermis olduklar1 homoloji dikkate alindiginda iki gruba ayrilmaktadir.
Birinci grup icerisinde GPC1, GPC2, GPC4 ve GPC6 yer almaktadir ve %40-60 oraninda
homoloji géstermektedirler. Ikinci grup icerisinde ise GPC3 ve GPC5 yer almaktadir ve
%40 homoloji gostermelerine karsin birinci grupla benzerlikleri %20°dir. Ayrica genomik
analizler gostermistir ki; GPC1, GPC2, GPC4 ve GPC6 genleri dokuz ekzon, GPC3 ve
GPC5 genleri ise yalnizca sekiz ekzon icermektedir (Filmus vd 2008).

Glipikanlar, membran1 ge¢meksizin membran lipitlerine baglanirlar (Brown vd 1992)
(Sekil 2.2) GPI c¢apalart aracilifiyla proteinlerin membrana baglanmasininin énemi tam
olarak anlasilamamasina ragmen, sitoplazmik domainleri olmaksizin spesifik hiicre i¢i
sinyal molekiilleri ile etkilesime aracilik ettigi ve GPI ¢apalar ile fosfotidilinositol spesifik
fosfolipaz C’nin aktivasyonu ve proteolitik kesimleme araciligiyla hiicre yiizeyinden
ekstraseliiler ortama salinan proteinlerin diizenlenmesini sagladigir diistintilmektedir
(Ishihara vd 1997). Ayrica capalarin hiicre yiizey bilesenlerinin endositoz araciligiyla geri
dontisiimiine aracilik ettigi ifade edilmektedir (Yanagashita vd 1998). Genel olarak
glipikanlar gelisim siiresince genis Olclide eksprese olmaktadirlar. Ekspresyon diizeyleri
satha ve doku spesifik olarak degismektedir (Pellegrini vd 1998, Saunders vd 1997, De Cat
vd 2001). Glipikan kor proteini, sayisiz disiilfid baglar1 sayesinde fazlasiyla kompakt
globiiler bir domain seklinde organize olmaktadir. HS zincirleri serin rezidiilerine kovalen
olarak baglanmakta ve polipeptid zincirindeki Ser-Gly-X-Gly motiflerinin bir kismin

olusturmaktadir (De Cat ve David 2001).
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Sekil 2.2. Glipikanlarin sematik gosterimi.

Glipikan proteinleri 555-580 aminoasit uzunlugundadir ve bu genlerin uzunluklar1 7.7 kb
(GPC2 geni)’dan 1.5Mb (GPC5 geni)’a kadar degismektedir. Bu ¢alismada ekspresyon
seviyesi arastirilan GPC5 geninin uzunlugu 1,468,556 b¢’dir ve 8 ekzondan olusmaktadir.
mRNA’s1 2904 baz uzunlugundadir, 572 amino asitten olusan bir protein kodlar. Yapilan
calismalarla, GPC5’te 3 adet SNP belirlenmistir. Ekspresyon seviyesini arastirdigimiz
GPC6 geninin uzunlugu ise 1,181,197 bg¢’dir 10 ekzondan meydana gelmektedir. 555
amino asitten olusan protein 7144 baz uzunlugundaki mRNA’dan kodlanmaktadir

(GenBank).

Glipikan-1 (GPC1, UniProtKB/Swiss-Prot girisi P35052), serin 530’dan modiye
edilmektedir. N-bagli modifikasyonu i¢in 2, gagosilasyon (gagosylation) i¢in 4 potansiyel
bolgesi bulunmaktadir. Proteinin —COOH terminal bdlgesinde yer alan 27 amino asitlik
(531 ile 558 amino asitler arasi) bir bolgenin ¢ikarilmasiyla olgun GPC1 protein formu
olusur (Kirn-Safran vd 2009). Glipikan-2 (GPC2, UniProtKB/Swiss-Prot girisi Q8N158)
serebroglikan olarak da adlandirilir. -COOH terminal bolgesindeki 555-579 amino asitlerin
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¢ikarilmasindan sonra -COOH terminal bolgesinde yer alan 554. amino asitten modifiye
olmaktadir (Kirn-Safran vd 2009). Glipikan-3 ise ayrica (GPC3, UniProtKB/Swiss-Prot
girisi P51654) intestinal protein OCI-5 olarak da adlandirilmaktadir. 580 amino asitten
olusan Oncii protein, diger glipikanlar gibi benzer sekilde isleme tabi tutulmaktadir (Kirn-
Safran vd 2009). K-glipikan olarak adlandirilan Glipikan-4 (GPC4, UniProtKB/Swiss-Prot
girisi O75487) bobrekte bol miktarda bulunmaktadir. 529 amino asitlik bir Onctil
proteinden olusmaktadir. —COOH terminal bdlgenin kaldirilmasi ve lipit ¢apasinin
eklenmesinden sonra olgun GPC4 proteini olusmaktadir. Olgun forma HS ve N-bagh

karbonhidrat eklenmektedir (Kirn-Safran vd 2009).

Glipikan-5 (GPC5, UniProtKB/Swiss-Prot girisi P78333) HS’in eklenmesi ve N-bagl
karbonitrat zincirlerinin modifikasyonu i¢in ¢oklu bolge icermektedir. GPCS proteininin
446-509’uncu amino asitleri arasinda O-gagosilasyon i¢in 5 bolge mevcuttur. —-COOH
terminal kismina yakin bolgede lipitlerin eklenmesi i¢in birgok potansiyel bolge mevcuttur
ve hangi bdlgenin lipit eklenmesi i¢in kullanilacagi tam olarak bilinmemektedir. Glipikan-
6 (GPC6, UniProtKB/Swiss-Prot girisi Q9Y625) proteini ise 555 amino asitlik 6nciil bir
proteinden olugmaktadir. 529’uncu amino asitinden modifiye edilmesiyle olgun GPC6

proteini olusur (Kirn-Safran vd 2009).

2.3.1. Glipikan sentezi

Olgunlasmamis glipikan polipeptidlerinin hem N- ve hem de —-COOH terminal
bolgelerindeki sinyal dizileri incelenmistir. N- ucunda endoplazmik retikuluma taginma
sinyali ve C-ucunda ise membrana gegici olarak tutunma ve glipiasyon (glypiation) i¢in

gerekli diziler bulunmaktadir (Fransson 2003).

HS’ler ortak bir protein-glikan baglanma bdlgesi olan GlcUA-Gal-Gal-Xyl-Ser iizerinden
eklenmektedir ve HS biyosentezi i¢in XylT (ksilozil transferaz), GalT-1 (galaktozil
transferaz-1), GalT-2 (galaktozil transferaz-2) ve GIcUA-T (glukozamin transferaz)
enzimleri gereklidir. Insanda XylIT i¢in kodlanan gen sayisi oldukca fazladir. Fakat diger
enzimler tek bir gen ile sentezlenmektedir (Esko ve Selleck 2000, Gétting vd 2000). Xyl
rezidiileri gecici olarak 2-fosforilasyona maruz kalmaktadir (Fransson vd 2000).
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Glipikan sentezi HS zincirinin o-Glc-NAc-T (a-N-asetil glukozamin transferaz) enzimi
tarafindan katalizlenmesiyle baslamaktadir (Sekil 2.3). (Esko ve Selleck 2000, Chen ve
Lander 2001). HS polimerizasyonu igin glukuronik asit-glukozamin tekrarlarinin,
(-4GIcUA_1-4GIcNAc_1-)n, omurgasini meydana getirmek iizere {i¢ farkli ko-polimeraz
geninin gerekli oldugu diislinlilmektedir. Zincirin uzamast ile birlikte veya zincir
uzamasinin ardindan zincir modifikasyonlar1 olmaktadir. Diger bir enzim ailesi, HS’da
N-asetili N-stilfatlarla yer degistirir. NDST-1 (N-deasetilaz/siilfo transferaz-1) bolgesel
olarak zinciri degistirir buna karsin NDST-2 (N-deasetilaz/siilfo transferaz-2) daha genis
ardisik yer degistirmeleri saglar (Fransson 2003). NDST-3 (N-deasetilaz/siilfotransferaz-3)
enziminin deasetilaz aktivitesi, siilfotransferaz aktivitesinden 10 kat daha yiiksektir ve bu
enzim serbest amino gruplu (GIcNHs+) glukozaminlerin olusumundan sorumlu olabilir
(Esko ve Selleck 2000). N-siilfatlanma isleminden sonra C-5 epimerizasyonu (EPI)
gerceklesir ve bu asamada GIcUA (glukuronik asit), [IdoUA’e (iduronik asit) ¢evrilir. Son
olarak bazi O-siilfotransferazlar (OST) sayesinde GIcNSOs, IdoUA ve bazen de GICNAc
(N-asetil galaktozamin) ve GIcUA molekiillerinin genis ve degisik siilfatlanmalari

meydana gelir. (Esko ve Selleck 2000).

Kor
proteini
HS l
. o
MN-deasetilaz/
MN-siilfotransferaz L)
0 o ] | e
GlcACh-epimeraz

e B8R —

2-, B- ve 3-O-siilfotransferaz

mw mw —

Sekil 2.3. Heparan siilfat glikozaminoglikanlarinin biyosentezi.
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2.3.2. Glipikan dongiisii

Glipikanlarin dongiisii HS’1n yeniden degrade olmasi veya yapilmasi ile olmaktadir. Bu
dongii membrandan golgiye ve oradan tekrar membrana dogru bir yol izlemektedir.
Glipikanlar, 3 adet HS zinciri lizerinde bulunan asir1 siilfath kisimlar1 sayesinde polibazik
bilesikler ile baglanir ve glipikan hiicre i¢ine girince bu polibazik bilesikler de igeri girmis
olur (muhtemelen caveolae araciligr ile). GPC1’deki HS degradasyonu nitrik oksit (NO)
tarafindan katalizlenmektedir. NO, HS’1 glukozamin boélgesinden deaminatif olarak
kesmektedir. Kesimlemeye ugrayan bu bolgeler genellikle kor protein kismina yakin
yerlerde bulunmaktadir. GPC1 de, HS’in NO-katalizli degradasyonu, Cu(Il)/Cu(l) redoks
dongiisiine bagimli olarak yapilmaktadir. Bakir redoks dongiisiinde NO’dan olugan nitrozil
anyonlar1, HS zincirindeki GIcNHs (glikozamin) rezidiilerinden kesimlenir. HS zincirlerin
tekrar sentezi sonucunda GPC1 hiicre membranina baglanmaktadir (Fransson 2003,

Fransson vd 2004) (Sekil 2.4).

Glipikanlar . Endozom igine alinir

Heparanaz
ve NO
Golgi'de
tekrar sentez HS degradasyou

S

Sekil 2.4. Glipikan dongiisii.
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2.3.3. Gelisim siirecinde glipikanlar

Glipikan ekspresyonunun embriyogenezin ilerleyen asamalarinda azaldigir gosterilmistir
(embriyonun 13’lincii giinlinden sonra) (Cizelge 2.2). Genel olarak, glipikanlarin
ekspresyonu gelisen dokularda spesifik spatio-temporal olarak diizenlenmektedir. Bu
nedenle morfogenezde dnemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. GPC1’in beyin ve iskelet
sistemi boyunca yiiksek seviyede eksprese edildigi bildirilmistir (Litwack vd 1998).
Beyinde GPCL1 esas olarak ventrikiilleri ¢evreleyen, hem noron hem de glial hiicrelerin
cogalan Onciillerini iceren bir bdlge olan gelisim halindeki noroepitelyumda eksprese
olmaktadir. GPC1 ekspresyonu post-mitotik noronlarda da goriilmektedir (Litwack vd
1998).

GPC1 ilk olarak, neonatal Schwann hiicrelerinin in vitro kiiltiirlerinde tanimlanmistir. /n
vivo glial hiicrelerinde GPC1 ekspresyonunun olmadigi veya ¢ok az oldugu gosterilmistir
(Carey ve Stahl 1990, Litwack vd 1998). Ayrica, iskelet sisteminde, osteoblastlarda
kemiklesen intramembrandz ve kikirdak bolgelerinde yiliksek oranda eksprese edildigi
gosterilmistir. (Brandan vd 1996). Ilging bir sekilde, neonatal ve yetiskin kalpte post-natal
olarak tespit edilen giiglii ekspresyonuna ragmen embriyonik kardiyomiyositlerde GPC1
ekspresyonunun olmadig1 veya ¢ok az oldugu gosterilmistir (Asundi vd 1997, Litwack vd
1998). GPC1 ekspresyonu deri gelisiminde de tespit edilmistir. Sa¢ folikiillerinde ve
epidermisin tiim tabakalarinda post-natal olarak devam etmekte fakat dermis veya stratum
corneumda bulunmamaktadir. Bobrekte GPC1 ekspresyonunun gelisimin sonraki

asamalar1 sirasinda glomerulide lokalize oldugu bulunmustur (Litwack vd 1998).

GPC2 ekspresyonu beyin, spinal kord, dorsal kok ganglionlar1 ve kranial sinirleri igeren
noronal dokularla sinirlanmistir (Ivins vd 1997). GPC1’den farkli olarak GPC2 ilgili
yetiskin dokularda eksprese olmaktadir. Ilging bir sekilde GPC2’nin ‘down-regiilasyonu’
sonucunda néronlarin maturasyonu ve migrasyonu gergeklesmektedir. Bu durum
serebellumda belirgin olarak goriilmektedir. Serebellum’da GPC2 ekspresyonu internal
graniil tabakada olmamasina ragmen noronlarin eksternal graniil tabakasinin derin

bolgelerinde lokalize oldugu bulunmustur (Ivins vd 1997).
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Memeli gelisimi boyunca GPC3’iin, sinir sistemi hari¢ bir¢ok dokuda yiiksek seviyede
eksprese oldugu bulunmustur (Pellegrini vd 1998). Buna karsin, yetiskin dokularda
akcigerler, ovaryum, memeli epitelyumu ve mezotelyumu igeren yalniz birka¢ dokuda
sinirlandigr tespit edilmistir. Embriyoda GPC3 seviyelerinin 6zellikle epitel veya kemigi
cevreleyen mezensimal hiicrelerde yiiksek oldugu gosterilmistir. Bagirsak gelisiminde
GPC3 ekspresyonu ile ilgili detayli bir ¢calismada bu glipikanin hem endoderm hem de
mezensim kokenli hiicrelerde tespit edildigi bildirilmektedir (Li vd 1997).

GPC3 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlart1 insanda Simpson-Golabi-Behmel
Sendromu gelisimiyle iligskilendirilmistir. Bu sendromda pre- ve post-natal agir1 biiyiime,
viseral ve kemik anomalileri goriilmektedir. Ayrica Wilms’ tiimor, noroblastoma,
hepatoblastoma ve gonadal tiimérler iceren embriyonik tiimor gelisimi i¢in riskin arttigi
gosterilmistir (Behmel vd 1984, Neri vd 1988, Hughes-Benzie vd 1992, Pilia vd 1996,
Veugelers vd 2000). Yapilan birgok ¢alismaya ragmen molekiiler mekanizma halen tam
olarak anlagilabilmis degildir. GPC3 ile aymi boélgede lokalize olan GPC4’deki
mutasyonlarin  da  Simpson-Golabi-Behmel Sendromu iizerinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir (Veugelers vd 2000).

GPC4’lin embriyonik ekspresyon paterni ile smirli oldugu gosterilmistir (Watanabe vd
1995). GPC4, bobregin tiibiiler epitelyumunda, adrenal bezlerde endotelyum ve bagirsagin
diiz kaslarinda ve mandibular/maksiler bolgede tespit edilmistir. Beyinde ise noronal
prekiirsor hiicrelerinden iiretilen GPC4’iin telensefalik ventrikiiler zonda yiliksek oranda

eksprese oldugu tespit edilmistir (Hagihara vd 2000).

Genel olarak GPCS5, embriyodaki birka¢ farkli organ igindeki simirli bir grup hiicrede
bulunmaktadir (Saunders vd 1997). Gelismenin erken evrelerinde, GPC5 dorsal root
gangliada, kol tomurcuklarinda, géz vezikiillerinde, maksiler silirecte ve mezonefrozda
eksprese olmaktadir. ilging bir sekilde GPC5 ekspresyonuna mezensimal ¢ogalma ve
kondensasyonunun baslangic asamasinda rastlanmaktadir. Ornegin; kol tomurcuklarmin
olusumu sirasinda eksprese olmasina ragmen pre-kondrogenik mezensimin parmak
gelisiminin distal kisminda ekspresyonunun azaldigi bulunmustur. GPC5 ekspresyonu
ayrica metanefrik mezensimde bobrek organogenezi sirasinda tespit edilmistir. Bobrekte
GPC5 ekspresyonu mezengim etrafinda pre-tiibiiler epitelyumda mevcut olmakla birlikte
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glomeriil ve olgun tiibiiler yapilarinda tespit edilmemistir. GPC5 ekspresyonu merkezi
sinir sistemi gelisimde siirlidir fakat yetiskin merkezi sinir sistemi boyunca yaygin olarak

gorilmektedir (Saunders vd 1997).

GPC6 ekspresyonunun, GPC5 gibi brons, uterik tomurcuk ve metanefrik kismi gevreleyen
mezensimde yogunlastigt bulunmustur. GPC6 ekspresyonu en fazla gastrointestinal
bolgenin gelisimi sirasinda, ventrikiilleri ¢evreleyen néroektodermde, aort ve diger major
kan damarlarinin subendotelyal diiz kas hiicre tabakasinda goriilmektedir. Fetal bobrek ve
fetal akcigerde yiiksek oranda eksprese olurken fetal karaciger ve fetal beyinde diisiik

oranda eksprese olmaktadir (Veugelers vd 1999).

Cizelge 2.2. Insanda glipikan ailesi iiyelerinin kromozomal lokalizasyonu ve ekspresyon

paternleri.
Kromozomal Eksprese oldugu doku/dokular
Glipikan Ad1 .
Lokalizasyon
Glipikan-1 (GPC1) 2035-37 Iskelet sistemi, Sag folikiilleri ve Epidermis
Glipikan-2 (GPC2, . .
7922.1 Merkezi Sinir Sistemi
cerebro-glycan)
Glipikan-3 (GPC3, OCI-5) X026 Sinir sistemi hari¢ bir¢ok doku
Glipikan-4 (GPC4, K- . Bobrek, Noronlar, Bobrekiistii Bezi, Barsak,
. qzb. .
glypican) Mandibular/Maksiler Bolge
o Beyin, Ganglia, Kol tomurcuklari, Géz vezikiilleri,
Glipikan-5 (GPC5) 13q32
Bobrek
o Kalp, Karaciger, Bobrek
Glipikan-6 (GPC6) 13g32

Over, Barsak

2.3.4. Glipikanlar ve kanser

Glipikanlar, ligand-reseptoér komplekslerinin olusumunu kolaylastirarak ko-reseptor gorevi
gormekte ve ihtiya¢ duyulan ligand konsantrasyonunu etkin bir bigimde diisiirmektedirler.
Bu nedenle glipikanlarin tim6r mikrogevresinde eksprese olmalar1 ¢cok da sasirtict degilidir
(Fuster ve Esko 2005). GPC -1, -3, ve -5’in, daha ¢ok biiylime faktor sinyallerini ve hiicre

boliinmesini etkilemek suretiyle tiimorojenik gelisimde rol oynadiklar diisiiniilmektedir.
20



GPCl’in, insan gliomalar1 ve glioma-kokenli hiicre serilerinde ekspresyon artisi
saptanmistir. Bu gen iriinii ayrica temel FGF (Fibroblast biiylime faktorii) sinyalini ve
mitogenezi kolaylastirarak etki gostermektedir (Su vd 2006). Benzer sekilde pankreas ve
meme kanseri hiicre serilerinde de GPC1 asir1 {iretimi s6z konusu olup, burada temel FGF
sinyalini ve heparin baglayan EGF benzeri biiylime faktor sinyalini diizenleyerek is
yapmaktadir (Kleeff vd 1998). Pankreas kanseri hiicrelerinde olusturulan GPC1 antisense
inhibisyonunun, in vivo olarak bu hiicrelerin tiimor kitlesi olusturma yeteneklerini azalttig
bildirilmistir (Kleeff vd 1999).

flging bir sekilde, GPC3'iin tiimdérogenez iizerindeki etkisi daha karmasiktir. Ornegin,
hepatoseliiler karsinomda GPC3 artmis ekspresyonu bir yandan temel FGF sinyalini ve
BMP-7 islevini zayiflatarak, diger yandan Wnt sinyalini uyararak hiicre ¢ogalmasini
tetikledigi gosterilmistir (Midorikawa vd 2003, Capurro vd 2005). HepG2 hepatoma hiicre
serileriyle yapilan bagka bir ¢alismada bunun aksine GPC3 islevinin ‘knock-down’
edilmesinin, hiicre ¢ogalmasini uyardigi bildirilmistir. Benzer sekilde GPC3 geninin,
mezotelyomalarda, over kanserlerinde ve meme kanseri hiicre serilerinde siklikla
susturuldugu gorilmiistiir (Filmus 2001, Sung vd 2003). GPC3'iin hiicre ¢ogalmasini
baskiliyan bir etken oldugu goriisiinii destekleyen bir diger durum da Simpson-Golabi-
Behmel sendromudur. Bu sendromda GPC3 proteini fonksiyonel degildir. Hastalarda,
dogum Oncesi ve sonrasi asirt biiylime ve bazi malignensilere yatkinlik gibi birgok
anormallik goriilmektedir (Jakubovic ve Jothy 2007). Tiimor gelisimini tetikleyen bir diger
glipikan kodlayict gen de GPC5’dir. Bu genin ekspresyon artisi, rabdomiyosarkom
gelisimi ve artmig hiicre c¢ogalmasi ile yliksek oranda iliskili olarak bildirilmistir
(Williamson vd 2007). Literatirde GPC6 ekspresyonu ve kanser iligkisinin
degerlendirildigi caligmalarin sayis1 oldukg¢a sinirlidir. GPC6 nin ekspresyonundaki azalma

ise retinoblastoma gelisimi ile iliskilendirilmistir (Lau vd 2009).

Kor proteinleri de, HS zincirlerinden bagimsiz olarak biiylime faktorleri ile etkilesime
girebilmektedir. Bunlarin disinda, glipikanlarin salgilanabildigi ve bu durumda zara bagh
formlarindan muhtemelen daha farkli mekanizmalarla etki edebildikleri diisiiniilmektedir
(Filmus vd 2001, Bishop vd 2007). Sonug olarak, biiylime faktor salgilanmasi ve sinyal
diizenlenmesi ilizerindeki etkileri sayesinde glipikanlar ve diger glikanlar, kanser tedavisi
icin cazip hedefler olarak kabul edilmektedir (Fuster ve Esko 2005).
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2.4. Amac¢

Bugiine kadar glipikanlarin aktiviteleri ve gelisimdeki roliinii aydinlatmaya yonelik yapilan
bircok c¢aligma bulunmaktadir. Glipikanlarin hiicre adezyonu ve migrasyonu ile
ekstraseliiler matriks organizasyonu veya hiicre g¢ogalmasi gibi ¢esitli fonksiyonlar
bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarindan dolay1 o6zellikle morfogenezden sorumludurlar.
Glipikan ekspresyonundaki degisiklikler nedeniyle ¢esitli patolojik ve dismorfik sonuglari
olan sendromlarin tanimlanmasi, fonksiyonlarini hangi ligandlara baglanarak gosterdiginin
Ogrenilmesi, glipikanlarin morfogenezde ve kanserdeki roliinii arastirmaya olanak

saglamistir.

Bircok kanser tiirlinde glipikanlarin ekspresyonlarinda degisiklikler gozlenmistir ve
etkilerini ¢esitli biiyiime faktorlerine baglanarak gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica,
glipikanlar hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks adezyonunun olusturulmasina
aracilik etmeleri nedeniyle pro-tiimorojenik veya anti-timorojenik etkiye sahiptir.
Literatiirde glipikanlarin kanser olusumu veya ilerlemesi ile ilgili caligsmalarin sayist sinirl

olmakla birlikte bu saymin artmas1 beklenmektedir.

Glimiis-Akay ve arkadaslarinin (2009), Tiirk toplumunda mide adenokarsinom 6rnekleriyle
HR-CGH yontemi kullanarak DNA kopya sayilarindaki degisiklikleri arastirdiklar:
calismada, tespit edilen genomik degisiklikler arasinda 13q artis1 (%26) en sik gozlenen
kromozomal degisiklikler arasinda belirtilmistir. Ayrica bu genomik dengesizlik artmis
lenf nodu tutulumu ile anlamli derecede iliskili bulunmus ve minimal ¢akisma bolgesi
13921-q32 olarak belirlenmistir. Bu bodlgede lokalize ve karsinogenez siirecinde rol
oynadig1 gosterilmis veya oynayabilecegi diisiiniilen genler degerlendirildiginde GPC5 ve
GPC6 genleri mide kanserinde daha once bildirilmemeleri nedeniyle ilgi ¢ekmistir. Bu
calismada GPC5 ve GPC6 genlerinin ekspresyonlarinin mide kanserinin tani ve prognozu

ile iliskisinin arastirilmasi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, Tibbi Onkoloji Bilim Dali ve Cerrahi Onkoloji Bilim Dali tarafindan daha once
gerceklestirilen “Mide Kanserinde Genomik Degisikliklerin Telomeraz Aktivitesi Uzerine
Etkisi” baslikli proje kapsaminda galisilan intestinal tip mide adenokarsinomlu 23 erkek ve
12 kadm hastaya ait toplam 35 hastanin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda -80°C’de saklanmakta olan tiimor ve normal doku Ornekleri
kullanilmistir. Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’u tarafindan Karar
N0:152-4798 ile onaylanmuistir.

3.2. Arac ve Gerecler
3.2.1. Kullanilan cihazlar

DNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif PCR asamalarinda kullanilan cihazlar

markalar1 ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan cihazlar

Ad1/ Model (Marka) Kullanim Yeri/ Amaci

Sogutmal Mikrosantrifiij (Eppendorf) RNA izolasyonu, cDNA sentezi, Kantitatif PCR
Otomatik Mikropipet Seti (Eppendorf) RNA izolasyonu, cDNA sentezi, Kantitatif PCR
Isitica (Eppendorf) RNA izolasyonu

Termocycler (Eppendorf) cDNA sentezi

LightCycler 2.0 (Roche) Kantitatif PCR

Spectramax Plus (Molecular Devices) Kantitasyon

Hassas Terazi (Sartorius) Dokularm tartim

Buzdolabi (+4°C) (Beko) Soliisyonlar1 saklama

Derin dondurucu (-20 °C) (Argelik) c¢DNA’larini uzun siireli saklama

-80 °C’lik ultra derin dondurucu (Heto) Doku ve RNA 6rneklerini saklama
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3.2.2. Kullamlan kimyasal sarf malzemeleri

Calisma siiresince kullanilan tiim kimyasal sarf malzemeleri, markalar1 ve kullanim

amagclan Cizelge 3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan kimyasal sarf malzemeleri

Ad1 (Marka) Kullanim Yeri/ Amaci
TriPure Isolation Reagent (Roche, Almanya) RNA izolasyonu
Glikojen (Roche, Almanya) RNA izolasyonu
Kloroform (AppliChem, Almanya) RNA izolasyonu
izopropanol (AppliChem, Almanya) RNA izolasyonu
Etanol (AppliChem, Almanya) RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, %75°lik etanol

Molecular Grade Water (AppliChem, Almanya) hazirlanmast

High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche, Almanya) cDNA sentezi

LightCycler TagMan Master (Roche, Almanya) Kantitatif PCR
GPCS5 primer sag (TibMolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GPC5 primer sol (TibmolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GPC5 prob (Roche, Almanya) Kantitatif PCR
GPC6 primer sag (TibMolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GPC6 primer sol (TibmolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GPC6 prob (Roche, Almanya) Kantitatif PCR
GAPDH primer sag (TibMolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GAPDH primer sol (TibmolBiol, Almanya) Kantitatif PCR
GAPDH prob (Roche, Almanya) Kantitatif PCR
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3.2.3. Kullanilan bilesik ve cozeltiler

Calismada kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler ile igerikleri, asagidaki Cizelge

listelenmistir.

3.3°de

Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler

Cozeltinin Adx
TriPure lIsaolation Reagent

Transcriptor High Fidelity Revers
Transkriptaz

Transcriptor High Fidelity
Reaksiyon Tamponu (5X)

Protektor RNaz inhibitor

Deoksiriboniikleotid Trifosfat
Karisim

Hekzamer Primer
DTT

Kontrol RNA’s1
LighCycler Tagman Master vial 1a

LighCycler Tagman Master vial 1b

3.3. RNA izolasyonu

Cozeltinin Icerigi
Fenoliin monofazik soliisyonu ve guanidin tiyosiyanat

200mM potasyum fosfat, 2mM ditiyotireyitol, %0.2 Triton X-100
(VIV), %50 gliserol, pH 7.2

250mM Tris/HCI, 150mM KCI, 40 mM MgCl, pH 8.5 25°C’de

20mM Hepes-KOH, 50mM KCI, 8mM ditiyotireyitol, %50
gliserol, pH 7.6 4°C’de

Her biri 10mM olan dATP, dCTP, dGTP, dTTP karigimi
600uM Random Hekzamer Primer

0.1M Ditiyotireyitol

K562 hiicre hatlarindan elde edilen total RNA(50ng/ul)

Enzim (5X)

FastStart Tag DNA Polimeraz, Reaksiyon Tamponu, MgCl, ve
dNTP karigimi

Solid dokudan RNA eldesi Roche TriPure Isolation Reagent (Roche, Almanya; Kat. No:

11667157001) kullanilarak iretici firmanin Onerdigi ve asagida agiklanan protokol

dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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3.3.1. Doku hazirlama asamasi

1.  50-100 mg doku 6rnegi buz lizerinde ve steril petri kaplarinda bistiiri yardimiyla

kiigiik parcalara ayrildi.
2. Pargalanan dokular 1.5ml’lik polipropilen santrifiij tiipelerine aktarildu.

3. 50-100 mg doku Ornegi iizerine 1 ml TriPure Isolation Reagent ilave edildi. 10
mg’dan kiiclik dokular i¢in 800ul TriPure Isolation Reagent ile birlikte 5-10pug
Glikojen (Roche, Almanya; Kat N0:10997920) kullanilda.

3.3.2. Faz ayrimi asamasi

4.  Nikleoprotein kompleksinin ayrimindan emin olmak i¢in tiipler oda sicakliginda 5

dakika inkiibe edildi.

5. Ornekler iizerine her bir 1ml TriPure Isolation Reagent igin 200 ul kloroform
(AppliChem, Almanya; Kat No:81010461) eklendikten sonra tiipler 15 saniye

kuvvetlice ¢alkalandi.
6. Tipler +4°C’de 12,000Xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiijjden sonra ii¢ ayr1 faza ayrilan soliisyondan RNA o6rnegi igeren Tstteki

renksiz sivi faz 1.5ml’lik RNase free steril tliplere aktarildu.

3.3.3. RNA izolasyonu

8.  Ornekler iizerine her bir 1ml TriPure Isolation Reagent i¢in 500 pl izopropanol

(AppliChem, Almanya; Kat N0:94008601) eklendi.

9.  Tipler sikica kapatilip ve ters gevirerek birka¢ defa iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Tipler +4°C’de 12,000Xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

Ornekler iizerine her bir 1ml TriPure Isolation Reagent icin 1ml %75’lik etanol
(Absoliit etanol, AppliChem, Almanya; Kat N0:95008417) eklendi ve tiipler +4°C’de
7500Xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan uzaklastirildiktan sonra RNA peleti 5 dakika havada kurumaya birakildi.

RNA peleti 50ul steril dH,O ile (Molecular Grade Water, AppliChem, Almanya; Kat
No:9M010127) 60°C’de 10 dakika inkiibe edilerek ¢oziildii.

Elde edilen RNA ornekleri 3 ayr steril mikrofiij tlipline boliistiiriilerek -80°C’de

saklanda.

3.4. RNA’nin Kantitasyonu

Kantitasyon igin Molecular Devices markanin Spectramax Plus model spektofotometre ve

Softmax Plus 4.8 yazilim programi kullanildu.

Spektrofotometrik Ol¢lim yapilacak Ornek sayist kadar kuvartz plate’e 195pl dHO

koyularak 260 ve 280nm’de 6lgiim yapildi. dH,O eklenen kuyucuklara olgiilecek her bir

RNA 6rneginden Sul eklenerek 260 ve 280nm’de 6l¢tim yapildi.

Her bir Ol¢limiin 260/280 oranit hesaplandi. Miktar tayini yapmak icin her Ornegin

260nm’deki absorbans degeri, dillisyon orani, kuyucugun hacmi ile RNA miktar1 icin

standardize edilen 40 ile carpildi.

3.5. cDNA Sentezi

CDNA sentezi igin, elde edilen tim RNA 6rnekleri 100 ng/pl olacak sekilde diliie edildi.

RNA orneklerinden cDNA sentezi, High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche

Almanya; Kat. No: 0508995001) kullanilarak iiretici firmanin Onerdigi ve asagida
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Ozetlenen protokol dogrultusunda gergeklestirildi (Sekil 3.1). cDNA sentezi sirasinda kit

icerisinde saglanan RNA ornegi de kontrol amacli kullanilda.

| ¥
By

™

: ) Final konsantrasyonu 100ng/pl olacak sekilde RMA
| 2ulHekzamer primer

Toplam hacim 11.4plolacak sekilde dH:O

| 65°C'de 10 dk inkiibasyon |
Buz tzerine alma

{ B.6pul Master Karisim™® J

{ 29°C’de 10 dk inkiibasyon J

{ 48°C'de 60dk inkiibasyon J

{ 85°C'de 5 dk inkiibasyon J

Sekil 3.1. cDNA sentez basamaklari. Master Karisim* calisilan 6rnek sayisina gore
hesaplanarak Cizelge 3.4’de verildigi gibi hazirlandi.
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Cizelge 3.4. Master karisim hazirlama prosediirii

Transcriptase Reaction Buffer 4 pL
Protector RNase Inhibitor 0.5 uL
dNTP 2L
DTT ims
Reverse Transcriptase 1.1 pL
TOPLAM HACIM 8.6 uL

Elde edilen cDNA’lar kantitatif PCR yapilana kadar -20°C’de saklandi.

3.6. Kantitatif PCR (Real-Time PCR)

Kantitatif PCR yontemi LightCycler 2.0 cihazinda TagMan prob yontemi ile
gerceklestirildi. Roche LightCycler TagMan Master (Roche, Almanya; Kat No:
04735536001) kullanildi. Sonuglarin giivenilir olmast agisindan her deney iki defa
tekrarland1 ve istatistiksel degerlendirme sirasinda bu iki deneyin ortalama degeri

kullanildi.

GPC5 (Glipikan 5), GPC6 (Glipican 6) ve GAPDH (Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrojenaz)

genlerinin ekspresyon analizi i¢in kullanilan primer ve problar www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/ezhome.html web adresindeki “Universal Probe Library’den

tasarlandi. Primer ve prob dizileri ile Tm sicakliklar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Primer, prob dizileri, Tm sicakliklar1 ve katalog numaralari

Dizi (5’ 2 3°) ™ Marka ve Katalog Numaralari
TibMolBiol, Almanya;
Sol aagttcggaaacttttccagtg 56.8°C
Kat. No: 1162414
TibMolBiol, Almanya;
GPC5 Sag ggatatgcaaacctgaagatca 53.8°C
Kat. No: 1162415
Prob Roche, Almanya;
ctgctgag
(FAM isaretli) Kat. No: 04685008001
TibMolBiol, Almanya;
Sol acctcgacacagagtggaatc 55.2°C
Kat. No: 1162416
TibMolBiol, Almanya;
GPC6 Sag gtccatgaccgactcaatgtt 55.5°C
Kat. No: 1162417
Prob Roche, Almanya;
tggcagag
(FAM isaretli) Kat. No: 04688503001
TibMolBiol, Almanya;
Sol agccacatcgctcagacac 56.5°C
Kat. No: 1162418
TibMolBiol, Almanya;
GAPDH | Sag gcccaatacgaccaaatcc 55.9°C
Kat. No: 1162419
Prob Roche, Almanya;
tggggaag
(FAM isaretli) Kat. No: 04688589001

Aragtirilacak her bolge icin reaksiyon karisimi i¢cin Roche Tagman Master Miks kullanildi

ve reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandi (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Reaksiyon karigim1 hazirlama prosediirii

Arastirilacak her bir gen icin ayr1 ayr reaksiyon karisimi hazirlandi. Her bir 6rnek igin
kapillere 15ul reaksiyon karigimi ve Sul cDNA 6rnegi ilave edildi. Reaksiyon kosullari
asagidaki ¢izelgedeki gibi olusturuldu.

Cizelge 3.7. Kantitatif PCR reaksiyon kosullari

Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Amplifikasyon “Annealing” 50°C 30 sn
45 dongii
Uzama/Sentez 72°C 3sn

31



3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Her bir genin ekspresyon seviyesi igin AACt (Delta delta Ct) yontemi ile rolatif gen
ekspresyon analizi yapilmistir. Bir dokuda ilgili genin ekspresyon seviyesi, o dokuda ilgili
gen icin elde edilen Ct degerinin, ayn1 dokuda GAPDH (housekeeping) i¢in elde edilen Ct
degerine oranlanmasiyla hesaplanmistir. Higbir 6rnekte GPC5 geni i¢in Ct degeri elde

edilemedigi i¢in istatistiksel analiz yapilmamuistir.

Tiimdr ve normal doku Orneklerinde GPC6 ekspresyonlar1 arasinda fark olup olmadigi
Wilcoxon Signed Ranks test ile degerlendirilmistir. GPC6 ekspresyonlarinin cinsiyet,
timor invazyonu, lenf nodu tutulumu, histolojik grade ve H. pylori enfeksiyon durumu ile
iligkisi Mann Whitney U test ile arastirlmistir. GPC6 ekspresyon seviyesinin yas ile
iligkisi Nonparametrik Correlations ile test edilmistir. p <0.05 degerleri istatistiksel agidan

anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Cizelge 4.1°de hastalara ait bilgiler 6zetlenmistir. Calismaya 35 (23E, 12K) intestinal tip
mide adenokarsinom hastasina ait tiimor ve normal mide mukoza dokusu dahil edilmistir.
Erkeklerin yas ortalamasi 59.45+10.89 ve kadinlarin yas ortalamasi 60.55+14.73 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.1. Tiimor dokularin alinmis oldugu 35 hastaya ait demografik ve klinik bilgiler

E 54 T3N2MO G1 -

E 48 T3N2MO G1 +

K 78 T3N2M1 G3 +

E 53 T3N2MO G1 +

E 73 T3N2MO G3 -

E 45 T3N2MO G2 Bilgi yok
E 72 T3N1MO G3 Bilgi yok
K 72 T3NOMO G3 Bilgi yok
E Bilgi yok T2NOMO Gl -

E 60 T3N1MO Gl Bilgi yok
E 79 T3N2MO Gl Bilgi yok
K 67 T3N1MO G1 +

K 66 T3N1MO G1 -

E 38 T3N3MO G3 i

E 65 T3N2MO G1 +

K 72 TINOMO G1 -

K 49 Bilgi yok G2 +

E 49 T2NOMO Gl -

E 52 TINOMO Gl -

E 73 T3N2MO G3 -

E 60 T3N3MO G3 +

E 55 T3N2MO G3 i

E 79 T3N1MO G2 -

K 81 T3N1MO Gl +

E 60 T3NOMO G1

K Bilgi yok T2NOMO Gl -

E 53 T3N1MO G1 -

K 43 T3N1MO G3 i

K 48 T3N3MO G3 -

E 53 T3N1IMO G3 -

K 49 TINOMO G1 -

E 61 T3NOMO G3 -

E 62 T3N3MO G2 -

E 64 T3NOMO G3 +

K 41 T4NOMO G2 +
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4.1. GPC5 Ekspresyonu ve Mide Kanseri

Otuzbes hastaya ait toplam 70 doku Orneginin tiimiinde GAPDH ekspresyonu tespit
edilirken; hi¢bir doku 6rneginde GPC5 i¢in Ct degeri elde edilememistir. Bu nedenle
GPC5’in erigkin mide dokusunda eksprese olmadigi ve bu durumun karsinogenez
stirecinde de degismedigi sonucuna varilmistir. Sekil 4.1°de 24 nolu hastaninin normal ve
tiimor dokularinda elde edilen GPC5 ve GAPDH genlerine ait amplifikasyon egrileri 6rnek

olarak verilmistir.

A Target Amplification Curves

NZ4 GAPDH

Fluorescence (5300
s

24 GPCE

O 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 25 25 30 32 34 35 30 40 42 44
Cycles

B Target Amplification Curves

Tid GAPDH

084

Fluorescence (530}
T

0E

0.4

02y T24 GPCS

0 2 4 6 & 10 12 14 16 15 20 22 24 25 28 30 32 34 35 36 40 42 44
Cycles

Sekil 4.1. 24 nolu hastanin normal (A) ve tiimor (B) dokularinda elde edilen GPC5 ve
GAPDH genlerine ait amplifikasyon egrileri.
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4.2. GPC6 Ekspresyonu ve Mide Kanseri

Otuzbes hastaya ait toplam 70 doku Orneginin tiimiinde GAPDH ve GPC6 genlerinin
ekspresyonlarinin her ikisi i¢in de Ct degeri elde edilmistir. Sekil 4.2°de 24 nolu hastaninin
normal ve timdr dokularinda elde edilen GPC6 ve GAPDH genlerine ait amplifikasyon

egrileri 6rnek olarak verilmistir.

A Target Amplification Curves

1.5
1.6
1.4

N24 GAPDH
1.2

0.5 MZ4 GPCE

Fluorescence (530}
i

0.6

0.4

0.2

o S —_—

0 2 4 6 6 10 12 14 16 16 20 22 24 26 25 30 32 34 35 35 40 42 44
Cycles

B Target Amplification Curves

T24 GAPDH

G
72 T24 GPCE

0.5+

Fluorescence (530}
i

0.5

0.4

0.2+

O 2 4 6 © 10 12 14 16 15 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles
Sekil 4.2. 24 nolu hastanin normal (A) ve tiimor (B) dokularinda elde edilen GPC6 ve

GAPDH genlerine ait amplifikasyon egrileri.
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GPC6 ekspresyonunun yas ve cinsiyete gore anlamli bir fark gostermedigi saptanmigtir
(p>0.05). Normal dokularda GPC6 ekspresyon seviyesi en diisiik 1.21 ve en yiiksek 1.37
olarak bulunmus ve ortanca degeri 1.28 olarak hesaplanmistir. Tiimor dokularinda GPC6
ekspresyon seviyesi en diisiik 0.69 ve en yiiksek 1.46 olarak bulunmus ve ortanca degeri
1.31 olarak hesaplanmigtir. GPC6 geninin ortalama ekspresyon seviyesi normal ve timor
doku oOrneklerinde sirasiyla 1.284+0.04 ve 1.30+0.12 olarak bulunmus ve bu degerler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, GPC6 gen ekspresyonunun timoér dokusunda

normal dokuya kiyasla anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir (p=0.039).

4.2.1. GPC6 ekspresyonu ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Bu c¢alismada tiim6r dokularinda tespit edilen GPC6 ekspresyon seviyeleri ile TNM
smiflandirmasi, histolojik grade ve H. pylori enfeksiyon durumu arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Normal dokularda da bazal seviyede GPC6 ekspresyonu tespit edildigi
icin, her bir hastada GPC6Tiimor/GPC6Normal orant hesaplandiktan sonra istatistiksel

degerlendirme yapilmistir.

GPC6 gen ekspresyon seviyesi erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tiimorlerde
karsilastirildiginda, erken evre tiimorlerde ortalama 1.01+0.07 ve gec¢ evre tiimorlerde
1.0120.10 olarak hesaplanmustir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Lenf nodu tutulumu negatif olan (NO) tiimér 6rnekleri ve lenf nodu
tutlumu tespit edilen (N1+N2+N3) timor doku ornekleri, ortalama GPC6 ekspresyon
seviyeleri bakimindan karsilastinildiginda  istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamistir (1.04+0.74 vs 0.99+0.10, p>0.05). Sadece bir olguda uzak metastaz var
oldugu i¢in ve gruplar arasinda ornek sayis1 bakimindan biiyiik fark gozlendigi i¢in, GPC6
ekspresyon  seviyesi ve  metastaz  arasindaki  iligki  istatistiksel  olarak

degerlendirilememistir.

Histolojik olarak diferansiye (G1) ve az diferansiye (G2+G3) mide tiimorii 6rneklerinde
ortalama GPC6 geni ekspresyon seviyesi sirasiyla 1.02+0.53 ve 1.01+0.13 olarak

hesaplanmistir ve bu iki grup arasinda GPC6 gen ekspresyon seviyesi arasindaki fark
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istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.644, p>0.05). H.pylori pozitif
tiimor dokularinda ortalama GPC6 geni ekspresyon seviyesi 1.01+0.46 ve benzer sekilde
H.pylori negatif tiimor dokularinda ortalama GPC6 geni ekspresyon seviyesi 1.01+0.15
olarak bulunmustur (p=0.127, p>0.05) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Orneklere ait klinikopatolojik 6zelliklerin istatistiksel degerlendirmesi

GPC6Tiimoér/GPC6Normal
Klinokopatolojik Ozellikler X+SD Median(Min-Max)
Tiimor invazyonu
T1/T2(n=6) 1.01+0.07 1.02(0.90-1.10)
T3/T4(n=28) 1.01+0.10 1.02(0.55-1.18)
p 0.912
Lenf Nodu Tutulumu
NO(n=11) 1.04+0.74 1.04(0.90-1.18)
N1/N2/N3(n=23) 0.99+0.10 1.00(0.55-1.10)
p 0.08
Histolojik Grade
G1(n=17) 1.02+0.53 1.02(0.90-1.10)
G2/G3(n=18) 1.01+0.13 1.03(0.55-1.18)
p 0.644
H.pylori enfenksiyonu
Pozitif ( n=17) 1.01+0.46 1.01(0.90-1.10)
Negatif ( n=13) 1.01+0.15 1.05(0.55-1.18)

p 0.127
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5.TARTISMA VE SONUC

Mide kanseri tiim diinya genelinde kanser nedenli 6liimler arasinda ikinci siradaki yerini
korumaktadir. Mide kanserini de igeren solid kanserlerin en 6nemli belirteclerinden biri,
tim kromozomlarda veya kromozom pargalarinda artiglarin veya kayiplarin oldugu
kromozomal diizensizliklerdir (Lengauer vd 1998). Mide kanserlerinde bu diizensiz
fenotipe neden olan mekanizma hala anlagilamamustir. 3q, Sp, 7p, 7q, 8q, 13q, 17q ve 20q
‘daki artiglar ve 4q, 5q, 6q, 9p, 17p, 18q, 21p ve 21q’daki kayiplar mide kanseri
calismalarinda siklikla gosterilmistir (Wu vd 1997, Sakakura vd 1999, Grieken vd 2000,
Koo vd 2000, Wu vd 2002, Hidaka vd 2003, Weiss vd 2003a, Kimura vd 2004, Takada vd
2005, Panani 2008, Isinger-Ekstrand vd 2010, Kawauchi vd 2010, Zhang vd 2010). Buna
ek olarak, 7q, 8q, 9q, 11q, 13q ve 20q’daki artislar ve 4p, 5q, 6q, 9p, 17p ve 18q’daki
kayiplar mide kanserinin dogrudan malign potansiyel tasiyan onciil lezyonlarinda bile
tespit edilebilmektedir. Bu durum, bu diizensizliklerin mide kanserinin erken donem
patogenezinde yeri oldugunu gostermektedir (Kokkola vd 1998, Kim vd 2001, Van
Dekken vd 2001, Weiss vd 2003b, Buffart vd 2007a).

Mide kanserinde 13q’daki artis ve kayiplar cesitli calismalarda bildirilmistir. Mide
kanserlerinin %30’undan fazlasinda 13q’da kayiplar, %40’ indan fazlasinda 13q’da artiglar
tanimlanmistir (Kokkola vd 1998, Van Dekken vd 2001, Kim vd 2001, Kimura vd 2004,
Weiss vd 2004, Carvalho vd 2006, Buffart vd 2007b).

13q’da lokalize olan genlerden GPCS5 ve GPC6’nin {iyesi oldugu hiicre yiizey PG ailesi
adezyon ve biiylime faktori sinyal iletiminde rol alan ve son yillarda tiimor gelisiminde de
rolleri yavas yavas anlasilmis olan ¢ok islevli molekiillerdir. Su ana kadar insanlarda 11
adet membrana bagli PG bulunmustur. Bunlarin bir kisminin ya lokal tiimér biiylimesine
ya da metastatik yayilima katki saglayarak tiimorogenezi arttirdig1 6ne siiriilmektedir. Hem
salgilanan, hem de yiizeye bagli bulunan PG'larin artmis, ya da sifirdan indiiklenmis
ekspresyonu, bircok timor icin karakteristik bulgudur. Bununla beraber, bu molekiillerin
bazen tiimor olusumu ve gelisiminin zitti yoniinde (eksprese oldugu tiimoér dokusunun
tipine bagl olarak) ¢aligtiklar1 da goriilmektedir (Nurcombe vd 1993, Cattaruzza vd 2008).
Oyle ya da bdyle, ¢esitli tiimor dokularindaki PG asir1 ekspresyonu, hem prognostik hem
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de terapotik onem agisindan arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bu makromolekiillerin
bazilar1 prognostik faktor olarak onemli rol oynamaktadir ve klinik kullanima girmek
tizeredir. Yiizey PG'larinin hem tiimdrogenezi kolaylastirici, hem de tiimdr baskilayici
sekilde ikili etkilerinin olmasi, arastirmacilar1 farkli yiizey PG kombinasyonlarinin nasil
calistigin1 aydinlatmaya yonelik caligmalar yapmalarii tesvik etmektedir. Belirli yiizey
PG'lariin hangi sekilde tiimdrojenik siirece etkide bulundugu detayli olarak incelenmistir
(Fico vd 2007, Munusue vd 2007, Williamson vd 2007, Sanderson vd 2008). Bunlarin
bazilarmin, farklilasmada rol alan veya hiicre boliinmesini diizenleyen hiicre ylizeyi
komponentleriyle interferans gostererek antineoplastik potansiyele sahip oldugu

bulunmustur (Lacrima 2005).

HSPG’lar, ¢cogu yapisik hiicrelerin ylizeyinde ve hiicreleri saran ve onlar1 destekleyen
ektraseliiler matrikste bulunurlar. Bu molekiillerin heparin benzeri kisimlar1 negatif
yiiklerinden dolayr ¢esitli matriks komponentlere, biiylime faktorlerine, proteinaz
inhibitorlerine, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyon molekiillerine baglanmak suretiyle
onlar1 diizenlerler (Hileman vd 1998). Hiicre ylizeyi ile iligkili HSPG’larin, hem
embriyonik gelisimde hem de tiimorogenez sirasinda etkili olan fibroblast biiylime faktorii
(FGF) , epidermal biiyiime faktorii (EGF), Wnt ve transforme edici biiytime faktorii (TGF-
beta) siiper ailesi igin ko-reseptor olarak fonksiyon goriirler. Boylece spesifik sinyal-iletici
reseptorler ile bunlarin ligandlarinin etkilesimini kolaylastirarak iligkili sinyal yolaklarinin
diizenlenmesini 6nemli Olclide etkilerler (Yayon vd 1991, Higashiyama vd 1993,
Cumberledge ve Reichsman 1997, Jackson vd 1997, Godin vd 1998). Bununla birlikte,
Janus kinaz (JAK), sinyal transdiiser ve transkripsyon aktivatdr (STAT), veya EGF
yolaklarinin da HSPG’lerden etkilendigine yonelik bir bulgu heniiz bulunmamistir (Hacker
vd 2005).

Bugiine kadar mide kanserinde iletim kusurlar1 en sik bildirilen WNT sinyal yolagi -
katenin aracilig1 ile gen ekspresyonunu etkilemektedir. Normal sartlar altinda GSK3f
tarafindan fosforile olan B-kateninin, ubiquitin-proteazom yolag1 araciligr ile degrade olur.
Wnt ligandinin Frizzled reseptoriine baglanmasi f-katenin degredasyon kompleksinin
(APC, Aksin ve GSK3pB) fonksiyonunu inhibe etmekte ve sitoplazmada [-katenin
seviyesinin artmasina neden olmaktadir. Stabilize B-kateninin niikleer translokasyonun
ardindan B-katenin, TCF/LEF ile kompleks olusturarak Wnt hedef genlerin
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transkripsiyonel aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 5.1). Glipikanlar bu yolakta, Wnt
ligandinin reseptorii olan Frizzled’lara baglanmasini kolaylastirarak etkilesimin stabilize
edilmesinde fonksiyon gormektedir (Capurro vd 2005). B-katenin aracili Wnt sinyal
yolaginin aktivasyonu mide kanser olgularmi yaklasik olarak %30’unda goriilmektedir

(Nelson ve Nusse 2004, Seto ve Bellen 2004).

GLIPIKAN
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Sekil 5.1. Insanda Wnt sinyal iletiminin ve glipikan iliskisinin sematik gosterimi

Glipikanlar Hedgehog (Hh) sinyal iletiminde de rol oynamaktadir. Insanda Hh

homologlari; Sonic Hedgehog (SHH), Indian hedgehog (IHH) ve Desert hedgehog (DHH)

dur. Hh PTC’ye baglanir. Bu baglamda yedi-transmembran protein Smoothened (SMO)
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aktivasyonuna yol acar. Aktif SMO, SUFU’nun STK36 tarafindan fosforile edilmesini
saglar. GLI ailesi liyelerinin niikleusda alikonmasi ve bdylece tam uzunluktaki GLI ailesi
tiyelerinin niikleusda birikmine yol agar. Bu birikim, GLI ailesi iiyeleri araciligiyla Hh
hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olur (Sekil 5.2 A). Hh sinyal
yolaginin normal olmayan aktivasyonu basta mide kanseri olmak iizere ¢ok cesitli insan
tiimorlerin patogenezinde rol oynar (Katoh ve Katoh 2005). Hh sinyal yolaginda GPC3’lin
etkisi incelenmistir. GPC3 Hh’a baglanmak icin Patched ile rekabate girmektedir. Boylece
Hh sinyalini azaltarak baskilayici etki gostermektedir. Hh’un GPC3’e¢ baglanmasi

sonucunda endositoz ve degredasyon yolu tetiklenmektedir (Sekil 5.2 B).

Hh
Hh

- ‘H » Hh x

P Smoothe ~ ! Hh
atched hened . ;
“l‘ atched Smoothened

GPC3Hhigin Patched ile
rekabate girer

\ |
\ J
b m —> TRANSKRIPSiYON |/ Endositoz ve

degredasyon

Sekil 5.2. (A) Insanda Hh sinyal iletimi. (B) insanda Hh sinyal iletiminde glipikanlarin
gorevi.

Literatiirde glipikanlarin kanser ile iligkisini aragtiran ¢aligmalar mevcuttur. Kleeff vd 1998
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada glipikanlar ve kanser arasindaki baglantiyr
gostermiglerdir. S6z konusu calismada GPC1 ekspresyonunun pankreatik kanserlerin
biiyiik bir oraninda arttig1 goriilmiistiir. Ayrica, GPC1 antisense transfeksiyonu ile kiiltiire
edilen pankreatik kanser hiicrelerinde mitojenik cevabin inhibe edildigi gosterilmistir.

Baska bir ¢alismada meme kanserinde hastaligin 2. veya 3. evresinde olan 10 tiimdrden 8
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tanesinde GPC1’in ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Buna karsin GPC3 ve GPC4’lin
ekspresyonlart normal meme dokusu ile karsilagtirildiginda ekspresyonunun azaldigi,
GPC2 ve GPC5’in ise ekspresyonlarinda bir farklilik olmadigini bildirilmistir (Matsuda vd
2001).

Su vd’nin (2006) glioma hiicre hatlari ile yaptiklar1 ¢alismada non-neoplastik gliosisi
astrositoma ve oligodendroma ile karsilagtirdiklarinda astrositoma ve oligodendroma
orneklerinde GPC1’in asir1 eksprese oldugu gosterilmistir. Pankreastaki intraductal-
papillary-mucinous tiimoérlerinin incelendigi cDNA microarray calismasinda 4992 insan
geni taranmis ve 62 gen asir1 eksprese olurken 58 tanesinin ekspresyonunda azalma oldugu
géze carpmustir. S6z konusu ¢alismada GPCLl’in ekspresyon diizeyinin artmasi tiimor
ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Terris vd 2002). Bagka bir ¢alismada ise GPC1’in asir1
ekspresyonu ovaryum kanserinin kotii prognozu ile iligkili oldugu bildirilmistir

(Ricciardelli ve Rodgers 2006).

GPC3 geni i¢in, basta mide kanseri, over kanseri ve mezotelyomay da igeren ¢esitli kanser
tiplerinde ekspresyonda azalma bildirilirken; bu genin hepatoseliiler karsinom, Wilm’s
timorti, kolerektal kanser, skuaméz hiicre karsinomunu, hepatoblastoma, foikiiler ve
papiller tiroid kanserlerinde asir1 eksprese oldugu gosterilmistir (Hsu vd 1997, Lin vd
1999, Murthy vd 2000, Toretsky 2001, Zhu vd 2002, Kim vd 2003, Yamanaka vd 2007,
Aviel-Ronen vd 2008, Zynger vd 2008). Ayrica Nakatsura vd (2004) melonomada, Jia vd
(2007) hepatoseliiler karsinom ve Aviel-Ronen vd (2008) ise skuaméz hiicre karsinomunda
yaptiklar1 caligmalarinda GPC3’iin  tiimor belirteci  olarak kullanilabilecegi ifade
etmislerdir. Benzer sekilde, Kandil vd’nin calismasinda (2007) metastatik ve benign
karaciger lezyonlarmin tanimlanmasinda GPC3’{in bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirmektedir. Kim vd. (2003) akciger adenokarsinom Orneklerinde GPC3
ekspresyonunun azaldigimi gostermis ve GPC3’lin aday tiimor baskilayici bir gen
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Oxaliplatine direncli ovaryum karsinom hiicre hatlar ile
yapilan gen ekspresyon profilleme ¢alismasinda da GPC3 ve GPC4’iin ekspresyonunun
azaldig1 goze garpmustir (Varma vd 2005). GPC3 ekspresyonunda genetik mekanizmalarin
yant sira epigenetik mekanizmalar da 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir. Xiang vd’nin
(2001) yaptiklar1 calismada 10 adet gogiis kanseri hiicre hattinin sekizinde promotor
hipermetilasyonu sonucunda GPC3 ekspresyonunun baskilandigi gosterilmistir.
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Simdiye kadar farkli kanser tiirlerinde GPC5 ve GPC6’nin arastirildigi c¢alismalar
yayinlanmistir. Yu vd’nin (2003) farkli tipteki lenfoma hiicre serileri ile yaptiklar
calismada 13q31-q32’yi igeren 13q kopya sayisinin artis1 6ne ¢ikan sonuglar arasinda
bildirilmistir. Arastirmacilar bu bolgede daha detayli inceleme yaptiklarinda GPC5’in agir1
eksprese oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde folikiiler lenfomali 42 hastadan
6’sinda 13q21-33 bolgesinde artis goriilmiis ve bu bolgede GPC5 ve GPC6’nin olusu
dikkat gekmistir (Neat vd 2001).

Rabdomiyosarkomada yapilan bir ¢aligmada 13q31-32 bolgesinde genomik amplifikasyon
saptanmistir. S6z konusu ¢alismada incelenen 6rneklerde GPC5 ekspresyonunun normal
kas dokusuna nazaran daha fazla oldugu goriilmiis ve genomik kopya sayisi ile ekspresyon
seviyesi arasinda 6nemli derecede korelasyon oldugu bildirilmistir (Williamson vd. 2007).
Ayni ¢alismada GPC5’in asir1 ekspresyonunun in Vitro etkisi rabdomiyosarkoma hiicre
hatlarinda degerlendirilmis ve sonug olarak GPC5 ekspresyon artiginin hiicre ¢ogalmasini
tetikledigi bildirilmistir. Benzer sekilde GPCS5 “knockdown” hiicre hatlarinda hiicre
cogalmasimin baskilandig1 tespit edilmistir. Bu caligmada ayrica GPC5’in ekspresyon
artisginin  hiicre ¢ogalmasini tetikleme mekanizmasi degerlendirilmis ve GPC5 asir1
derecede eksprese olmast FGF2, HGF ve WntlA cevaplarim1 hiicre membranindaki

dagilimlarini etkileyerek arttirdigi gosterilmistir (Williamson vd. 2007).

Hig sigara igmemis akciger kanseri vakalarinda kanserin genetik temellerini arastiran bir
calismada, sigara icmemis 754 kiside SNP array ile genom boyu asosiyasyon (GWAS)
caligmas1 yapilmistir. Bu calismada giiclii asosiyasyon gosteren 44 SNP’nin sigara
kullanmayan bireylerde akciger kanseri riskini etkileyebilecegi belirtilmis ve 13931.3
bolgesinde tanimlanan SNP’ler ile normal akciger dokusunda GPC5 geninin transkripsiyon
seviyesi arasinda giiclii bir iligki saptanmistir. Sonu¢ olarak 13q31.3’deki genetik
varyantlarin GPC5 ekspresyonunu etkiledigi ve bu durumun sigara kullanmayan bireylerde

akciger kanseri yatkinlig1 ile uyumlu oldugu bildirilmistir (Li vd 2010).

Bu tez calismasinda, daha once farkli kanserlerde ekspresyonu gozlenmis olan GPC5
geninin mide kanserli hastalarim ne normal ne de timor dokularinda eksprese olmadigi
saptanmigtir. Saunders vd (1997)’nin farkli embriyonik ve eriskin dokularinda GPC5
ekspresyon seviyelerini degerlendirdikleri ¢aligmada, GPC5’in embriyonik donemde
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neredeyse tim dokularda eksprese oldugu, eriskin doneme gecildiginde bu ekspresyon
seviyesinin Ozellikle beyin dokusunda artarak devam ettigi, ancak mide de dahil olmak
tizere diger eriskin dokularinda bu genin ekspresyonunun belirgin 6lgiide baskilandigi ve
eser miktarda tespit edildigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde normal
mide mukoza Grneklerinin higbirisinde GPC5 ekspresyonu tespit edilmemistir. Gelisim
stirecinde eksprese olan ancak erigkin donemde baskilanan gelisimsel genlerin ekspresyon
degisikliklerinin bazi dismorfik hastaliklar ve kanserler ile iligkili oldugu bilinen bir
gercektir. Bu c¢alismamizin sonuglarina gore, normal mide mukozasinda saptanmayan
GPC5 ekspresyonunun tiimor dokularinda herhangi bir degisiklige ugramadan sessiz
kalmast yukarida oOzetlenen diger kanser orneklerinden farkli olarak bu genin mide
karsinogenez siirecindeki potansiyel rolii olmadigimi diisiindiirmektedir. Ayrica, bu
calismamizdan elde edilen sonuglar, genomik seviyede kopya sayisinda gozlenen artiglarin
her zaman gen ekspresyon seviyesinde artigla sonuglanmayabilecegini gostermektedir.
Epigenetik diizenlenme gibi diger gen ekspresyonu diizenleme mekanizmalart bu durumu

aciklayabilir.

Literatirde GPC6 geni ve kanser iliskisinin arastirildigi g¢aligmalarin sayisi oldukca
kisithdir.  Sporadik  retinoblastoma  hastalarinda 140 mikrosatelit  belirtecinin
kullanilmasiyla gerceklestirilen heterozigosite kaybi (LOH) ¢alismasinda GPC6 lokusunda
da LOH tespit edilmis ve bu durumun GPC6 ekspresyonunun azalmasina neden oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak retinoblastomada 13q’daki rastgele olmayan allelik kayip ile
iligkili olarak GPC6 mRNA seviyesindeki azalma retinoblastoma geligimi ile iliskili olarak

rapor edilmistir (Lau vd 2009).

Osteosarkoma hiicre serilerinde (143B) yapilan bir c¢alismada GPC6 geninin asir
ekspresyonu sonucunda hiicre gocilinde artis gézlenmis ve bu durumun hiicre iskeletinin re-
organizasyonu ile iligkili oldugu saptanmistir. MCF 10A hiicre serilerinde GPC6
ekspresyonunun baskilanmas1 sonucunda hiicre goég¢iinde azalma meydana geldigi

bildirilmistir (Lacrima 2005).

Bu ¢alismada, GPC6 geninin normal ve timor doku orneklerinde eksprese oldugu
saptanmistir. Timorli dokularda tespit edilen GPC6 ekspresyon seviyesi normal dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ancak, timor
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orneklerindeki GPC6 seviyesinin klinikopatolojik parametreler ile iliskisinin bulunmamasi
bu genin mide karsinogenezinin erken donemlerinde rol oynadigini ve prognozunda
herhangi bir role sahip olmadigimi1 diisiindiirmektedir. GPC6 ifadesinin mide kanserinin
prognozu ile iligkisini daha net olarak yorumlayabilmek i¢in 6rnek sayisinin arttilmasinin
faydali olacagmi diistinmekteyiz. Sonuclarimiz GPC6’nin yukarida Ozetlenen sinyal
yolaklar1 (Wnt, Hh, FGF, EGF, HGF ve TGF-f) iizerinden mide karsinogenez siirecinde
rol oynabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, bulgularrmiz GPC5 ekspesyonu

baskilanmasinin, GPC6’nin ekspresyon artisina neden olabililecegini akla getirmektedir.

GPC6'nin tiimorli dokularda normal dokuya oranda daha fazla eksprese oldugunun tespit
edilmesi, GPC6 mRNA ekspreson seviyesinin mide kanserinin tanisinda aday bir
biyobelirte¢ olabilecegini diisiindlirmektedir. Ancak bu amagla 6ncelikle GPC6 mRNA
seviyesi i¢in bir kesim noktast (cut off) degeri hesaplanmali ve testin spesifite ve
sensitivitesi  istatistiksel olarak degerlendirilmelidir. Boyle bir degerlendirme
yapabilmemiz i¢cin GPC6 mRNA ifade seviyesinin mide kanseri olmayan saglikli
bireylerden elde edilecek normal mide mukozasi Orneklerinde de kantitatif olarak

degerlendirilmesi gerekmektedir.

Glipikanlarin hiicre adezyonu, migrasyonu ile ekstraseliiler matriks organizasyonunu
degistirip veya ligand-reseptdr komplekslerinin olusumunu kolaylastirip hiicrenin ihtiyag
duydugu biiyiime faktorii konsantrasyonunu etkin bir bicimde diislirdiigii ve bu yolla
tiimorogenezde rol oynadigini destekleyen ¢aligsmalarin sayis1 her gecen giin artmaktadir.
GPC6 aracili mide karsinogenez siirecinin olasi molekiiler mekanizmasini aydinlatmak
icin in vitro hiicre kiiltiiri ¢alismalariyla ve sonrasinda in vivo hayvan modelleriyle GPC6

geninin fonksiyon ¢aligmalarinin yapilmasi gerektigini diisinmekteyiz.
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