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SIMGE VE KISALTMALAR

AEC ¢ Aminoetilkarbezol

APC : Adenomatdz Polipozis Koli

BrdU : 5-bromo 2’-deoksiuridin

CDK : Siklin bagimh kinazlar

CTNNB1 : Katenin 3 1 geni

DMEM : Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu
DMSO : Dimetil siilfoksit

Dsh : Dishelleved

Fzd : Frizzled

GSK3 B : Glikojen sentetaz kinaz 3 f3

PBS : Fosfat tampon soliisyonu

SPSS : Sosyal bilimler i¢in istatistik programi

TCF/LEF : T hiicre transkripsiyon faktorii/ Lenfoid ¢ogaltic1 faktor

B TrCP : P transdusin tekrarlar igeren protein

Arastirma Proje Numarasi: HE /0172004



1. OZET

Bu calismada meme kanseri hiicre soylar1 MDA-MB 231, MCF-7 ve T47D
hiicrelerinde f katenin ve fosfo P katenin ekspresyonu immiinositokimyasal «
incelendi. MDA-MB 231 hiicrelerinde niikleer lokalizasyonlu B katenin ekspresyonu
saptandi. Fosfo [ katenin ekspresyonu bazi hiicrelerin nukleus ve nukleusa yakin
bolgelerinde izlendi. MCF-7 hiicrelerinde B katenin ekspresyonu hiicre membraninda
lokalize idi, fosfo P katenin ekspresyonu ise gozlenmedi. T47D hiicrelerinde B katenin
ekspresyonu hiicre membraninda lokalizasyon gosterirken, fosfo f katenin ekspresyonu
az sayida hiicre membraninda zayif olarak izlendi. Hiicrelerin proliferasyon diizeyi BrdU
isaretleyicisi kullanilarak immiinositokimyasal olarak incelendiginde MDA-MB 231
hiicrelerinin proliferasyon oraninin en yiiksek oranda oldugu gozlendi. En diisiik
proliferasyon orani ise T47D hiicre soyunda tespit edildi.

Sonug¢ olarak, MDA-MB 231 hiicre soyunda  katenin ekspresyonunun nukleusta
lokalize olmasi ve proliferasyon hizinin daha yiiksek olmasi bu hiicrelerin MCF-7 ve

T47D hiicrelerine gore daha malign karakterde olmasiyla uyum gostermektedir.



2. SUMMARY

In this study the expression of B catenin and phospho B catenin were examined
immunocytochemicaly in MDA-MB 231, MCF-7 and T47D breast cancer cell lines. In
MDA-MB 231 cells B catenin expression was observed in the nucleus. Phospho [
catenin expression was observed in the nucleus and perinuclear area of some cells. 3
catenin expression was localized in the cell membrane in MCF-7 cells, whereas phospho
[ catenin expression wasn’t observed in these cells. In T47D cells, B catenin expression
was localized in the cell membrane and phospho P catenin expression was weakly
observed in the cell membrane of a few cells. We examined cell proliferation rate
immunocytochemically using BrdU proliferation marker and we observed the highest
proliferation rate in MDA-MB 231 cells. The lowest proliferation rate was observed in
T47D cell lines.

In conclusion, higher proliferation rate and nuclear localization of [ catenin
expression in MDA-MB 231 cells is compatible with its malign character compared to

MCE-7 and T47D cells.



3. GIRIS VE AMAC

B katenin, hiicrede hem adezyon baglantilarinda hem de wnt haberlesme
sisteminde gorev yapan Onemli bir proteindir (1). Hiicrede P katenin miktar1 stabil
tutulur, hiicrede asir1 birikimi durumunda ise ¢ekirdege gecip cesitli faktorleri aktive
ederek tiimor olusumuna neden olur. insanda pek cok kanser tiiriinde B kateninin hiicrede
birikmesine neden olan mutasyonlar rol almaktadir.

B katenin ve APC (adenomat6z polipozis koli) molekiillerinin kolon kanserindeki
rolleri {izerine yapilmis pek cok calisma bulunmaktadir (2,3), ancak meme kanseriyle
iligkisini inceleyen yeterli arastirma mevcut degildir. Meme kanseri kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirlerinden biri olup, Avrupa’da her 8 kadindan biri meme kanseri
gelisim riski tasimaktadir (4). Meme kanserinde prognoz cesitli biyolojik karakteristikler
tarafindan belirlenir. Hiicre proliferasyonu da bu karakteristiklerden biridir ve BrdU
inkorporasyon yontemi, S faz proliferasyon oraninin belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir
yontemdir. Bu ¢alismada, birbirinden farkli hormon duyarliligi ve invazyon 6zelliklerine
sahip olan MDA-MB 231, MCF-7 ve T47D insan meme kanseri hiicre soylarimin
proliferasyon oranlarinin, B katenin ve fosfo B katenin ekspresyon diizeylerinin ve

lokalizasyonlarinin immiinositokimyasal yontemle incelenmesi amag¢lanmustir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. p KATENIN MOLEKULU

B katenin 781 aminosidden olusan 92 kDa'luk bir proteindir (5,6). Temel yapisi
yaklasik 130 aminoasidden olusan bir amino ug, 42 aminoasidden olugan tekrar bolgesi
ve 110 aminoasidden olusan karboksil ucundan olusur (Sekil 1) (7,8). Tekrar bolgesi ilk
olarak drosofila segment polarite geni armadillo (arm)'da tespit edilmis ve bu yiizden
arm tekrar bolgesi olarak adlandirilmistir. Daha sonralari benzer tekrar bolgelerinin
memeli armadillo homologu olarak 3 katenin, y katenin ve baska proteinlerde de varlig
gosterilmistir. Arm tekrar bolgesi B kateninin kaderin molekiilii, adenomatos polipozis
koli (APC), aksin ve TCF/LEF (T hiicre transkripsiyon faktorii/ Lenfoid ¢ogaltic1 faktor)
transkripsiyon faktorii ailesine baglanmasii diizenler (Sekil 2) (9-12). Amino ucu f3
kateninin stabilitesinin saglanmasinda, karboksil ucuda transkripsiyon aktivitesinde
onemli rol oynar (7,13,14).

B katenin, a ve y katenin, birlikte, katenin ailesini olustururlar. Bu genis aile Ca™
bagimli homotipik hiicre hiicre adezyon molekiillerinin olusumunda, biiyiime, epitelyal
hiicre polaritesi ve tiimor gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Bu ii¢ katenin de arm tekrar
bolgesine sahiptirler. § katenin ve y katenin yiiksek oranda homologturlar, %70 oraninda
ayn1 aminoasitleri tasirlar ve arm tekrar kistmlarinin %80’i ayn1 aminoasitlerden olusur
fakat fonksiyonlan farkliliklar gosterir (15). y katenin tiimor olusumunu baskilarken, 3
kateninin kontrolsiiz ¢cogalmay1 ve tiimor olusumunu arttirdig bildirilmistir (16).

B katenin hiicrede iki O©Onemli goreve sahiptir. Hiicreler arast adezyon
baglantilarinin temel yapisal komponenti olarak biitiinligiin korunmasinda ve wnt

haberlesme sisteminde kritik dneme sahiptir.



APC

BT 41 45 . :
SYLDS GIHS GATITAPSLS G fuin | conductin
Tof ! Lef

'
1 i ¥ o B ()

T / transaktivasyon

bolgesi
GSK3IB fosforilasyonu arm tekran

Sekil 1. B katenin molekiiliiniin yapisi (8).

uluaiey u

(- katenin

Sekil 2. B katenin ve ona baglanan molekiiller (13).



4.1.1. p Katenin ve Adezyon

B katenin, epitelyal hiicrelerin sitoplazmasinda ve plazma hiicre membraninda yer
alir. Hiicreler aras1 adezyonu diizenleyen kaderin-katenin kompleksinin bir iiyesi olarak
gorev yapar. Adezyon baglantilart hiicre ve doku morfolojilerinin belirlenmesinde,
hareket, biiyiime, farklilasma ve hayatta kalma gibi biyolojik olaylarin diizenlenmesinde
rol oynar. Ayrica hiicre hareketi, proliferasyon ve kontakt inhibisyonda da onemlidir.
Adezyon baglantilar1 birbirine komsu hiicrelerin kaderin molekiilleri arasindaki
homofilik baglantilar tarafindan kurulurlar (Sekil 3) (17).

Kaderin molekiilleri, Ca* bagimli proteinlerdir bu yiizden adezyon baglantilarinin
morfolojik ve fonksiyonel devamliligl icin Ca* gereklidir. Ca*™ un uzaklastirlmasi
kaderin molekiillerinin ayrilmasina ve baglantinin bozulmasina sebep olur (18).

Farkli dokularda farkli kaderin tipleri bulunmaktadir, E-kaderin normal epitelde, P-
kaderin plasentada, N-kaderin ise sinir dokusunda ilk kez tanmimlanmis ve bu isimleri
almiglardir. Kaderin molekiillerinin fonksiyon kaybina pek c¢ok kanser tipinde
rastlanmaktadir (19).

Kaderin molekiilleri sitoplazmik tarafta kateninlere baglanirlar (20). B kateninin
adezyon baglantilaria katilmasi, o kateninin amino ug¢ bolgesine kaderinin ise tekrar
bolgesine baglanmasi sonucu olur. B katenin ve y katenin (plakoglobin) direk olarak
kaderinin karboksil ucuna baglanir, o katenin ise sitoplazmik aktin molekiiliine
baglantiy1 saglar (21,22). Adezyon baglantilarinda rol oynayan diger molekiil katenin
benzeri bir molekiil olan p120 (sigma) katenindir ve kaderine bagli bulunur. Fakat p 120

kateninin fonksiyonu heniiz anlasgilamamistir (23-25).
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Sekil 3. B katenin molekiiliiniin adezyon baglantilarindaki rolii (17).

4.1.2. p Katenin ve Wnt Haberlesme Sistemi

B katenin wnt haberlesme sisteminde Onemli bir yere sahiptir (26,27). Wnt
proteinleri gelisim sirasinda hiicreler arasi iletisimde rol oynayan molekiillerden olugmus
genis bir ailedir. Wnt ismini ilk kesfedilen iki iiyesi; wingless (drosofila) ve int-1
(fare)’den alir (28).

Wnt proteinleri, solucandan memelilere kadar pek ¢ok organizmada bulunur ve
gelisimi kontrol eden sisteinden zengin glikolize ligandlardan olusurlar. Uyeleri hiicresel
diizeyde hiicre ¢ogalmasi, morfolojisi ve hareketi gibi yasamsal fonksiyonlariin
diizenlenmesinde rol alir. Ayrica son zamanlarda yapilan calismalar tiimor olusumunda
da rol oynadiklarim1 géstermektedir (29).

Whnt ligandlan Frizzled (Fzd) reseptorlerinin ekstraseliiler kisimlarina baglanirlar.
Frizzled genleri ilk defa drosofila doku polarite geni olan Frizzled'da tespit edilmis ve bu
ylizden bu ismi almislardir. Wnt ligandinin Fzd reseptoriine baglanmasiyla wnt

haberlesme sistemi aktive olur. Dishelleved (Dsh) fosforilize olur ve aksin ile baglanarak



GSK3 B (Glikojen sentetaz kinaz 3 )’ min kinaz aktivitesini inhibe eder. GSK3 [’nin
B katenini fosforile etmesi engellenir ve B katenin yikimdan kurtulur (Sekil 4) (30,31).

A WNT Sinyali Yoklugunda B WNT Sinyali Varhiinda
Wit
LAP Frizzled LAP Frizzled

Sekil 4. Wnt haberlesme sistemi. Sinyal yoklugunda [ kateninin yikilmasi

gerceklesmekte, sinyal varliginda ise ¢ekirdekte birikmesi s6z konusu olmaktadir (31).



4.1.2.1. Wnt Sinyali f Kateninin Sitoplazma ve Cekirdekte Birikmesine Neden
Olur.

Biriken B katenin, cekirdekte transkripsiyon faktor ailesinden TCF/LEF ile
baglanir ve hedef genlerin ekspresyonunu uyarir. 3 katenin-TCF/LEF sistemi tarafindan
aktive edilen genlerden bazilari: siklin D1, c-myc gibi hiicre siklusunu diizenleyen
genler; fibronektin, WISP 1 gibi hiicre ekstraseliller matriks baglantilarinin
diizenlenmesinde rol oynayan genler; Tcf 1, c-jun, fra 1, PPAR delta gibi cesitli

transkripsiyon faktorleridir (32).

4.1.2.2. Wnt Sinyali Yoklugunda ise Normalde Plazma Membraninda Kaderin
Molekiiliine ya da Sitoplazmada APC ve Aksine Bagh Bulunan 3 Kateninin Yikimm

So6z Konusudur.

Whnt sinyali yoksa GSK3, kazein kinaz 1’in B katenini Serin (Ser) 45 tarafindan
isaretlemesinin ardindan, Threonin (Thr) 41, Serin 35 ve Serin 33’ii ardarda fosforilize
eder (33-36). Fosforilize B katenin, § TrCP (B transdusin tekrarlar iceren protein)
tarafindan baglanir. B-TrCP, [ kateninin proteozom tarafindan tanimmmasini ve
yikilmasini saglar (37). Kisacasi, GSK3p, APC ve aksinden olusan kompleks B kateninin
proteozom tarafindan taninmasini saglar ve yikimina yol acar.

B kateninin yikimi ubikitin-proteozom yikim yolu ile gerceklestirilir. Ubikitin 76
aminoasitten olusan bir polipeptiddir, bir proteinin lizis yan zincirlerinin amino grubuna
baglanarak o proteini isaretler. Bu noktaya daha sonra yeni ubikitinler eklenerek bir
multiubikitin zincir olustururlar. Bu sekilde ¢ok sayida ubikitin ile isaretlenmis protein,
oldukcga iri, ¢ok sayida alt birimden olusmus bir proteaz kompleksi olan proteozom

tarafindan yikilir (38).

4.1.3. p Katenin ve Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve metastaz ile karakterizedir.

Hiicrenin genetik olarak degisimi ile yani transformasyonla baslar. Bunu hiicrelerin



kontrolsiiz olarak cogalmasi, cevre dokulara yayilma (invazyon) ve baska organlara
yayilma (metastaz) asamalar izler.

Insanda pek ¢ok kanser tiiriinde B kateninin hiicrede birikmesine neden olan
mutasyonlarin rol aldigi bildirilmistir. Bu mutasyonlar B kateninde veya diger wnt
haberlesme sistemi elemanlarinda goriilebilmektedir (39).

CTNNB1 (Katenin B 1) geni  katenini kodlar. Bu genin ekson 3 bolgesi insan
timorlerinde mutasyonlarin gelisim noktast olarak tanimlanmistir. Ekson 3 kritik
Ser/Thr residiilerini kodlayan kisimdir ve [ katenin ancak bu residiillerin GSK3p
tarafindan fosforile edilmesinden sonra hiicrede yikima ugrayabilir. Bu yiizden, bu
bolgede olusan bir mutasyon [ kateninin hiicrede birikmesine yol acar. Kolorektal
karsinoma, desmoid tiimor, endometrial karsinoma, hepatoblastoma, intestinal
karsinoma, melanoma, over karsinomu, pankreatik ve prostatik karsinoma gibi bazi

kanser tiplerinde ekson 3 mutasyonlari tanimlanmigtir (40,41).

4.2. HUCRE SiKLUSU

Biitiin organizmalar siirekli olarak bdliinen ve cogalan hiicrelerden olusurlar.
Hiicreler, yaralanmis ya da Olmiis hiicrelerin yerine ge¢mek igin veya dollenmis
yumurtanin gelisimi icin boliiniirler. Viicudumuzda, dakikada 300 milyon hiicre mitoz
boliinme gecirmektedir (42).

Hiicre siklusu hiicre igeriginin kopyalandigi ve hiicrenin ikiye boliindiigii olaylar
biitiiniidiir. Temel olarak G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 fazinda hiicre biiyiimesi
bagslar, hiicre %20 biiyiir, S faz1 kromozomlarin duplike oldugu ve hiicre bilyiimesinin
devam ettigi fazdir. G2 fazinda hiicre yeterli biiyiikliige ulasir ve M fazinda hiicre
boliinmesi gergeklesir (43).

Memeli hiicre siklusu, siklinler tarafindan yiiriitiiliir. Siklinler gérevlerini CDK’lar

(siklin bagiml kinazlar) iizerinden gerceklestirirler (Sekil 5) (44).

10



Hiicre siklusunun diizenlenmesi:

. G1- S Gegisi

Siklin D, CDK4 ve CDK6’y1 aktive eder. Bu aktivasyon, retinoblastoma proteinin (pRb)
fosforilasyonu ve deaktivasyonuna neden olur.

. S Fazi

Siklin E ve siklin A CDK?2’yi aktive eder, siklin A ayn1 zamanda CDK1’i aktive eder.

. G2- M gecisi

Siklin B CDK1’1 aktive eder.

Siklusun kontroliinii saglayan iki grup CDK inhibitorii vardir. INK4 grubu pl6,
pl5, p18 ve p19 tarafindan olusturulur ve siklin D, CDK4 ve CDK6’y1 inhibe eder. p21,
p27 ve p57 ise tiim CDK’lar1 inhibe ederler (45).

Genetik yapinin sorunsuz aktarilmasi igin hiicre siklusunda kontrol noktalari
vardir:

Kontrol noktasi1 1: G1 fazinda yer alir. Hiicre biiyiikliigiinii ve genetik materyali
kontrol eder.

Kontrol noktasi 2: G2 fazinda yer alir. Biitiin genetik materyal duplike oldu mu,
genetik materyal intakt m1 kontrol eder.

Kontrol noktasi 3: M fazinda yer alir. Kromozomlar spindle’a baglandi m1 kontrol
eder.

Eger bu noktalardan herhangi birinde sorun varsa hiicre siklusu durdurulur ve

sorun tamir edilmeye ¢alisilir. Tamir basarilamazsa hiicre yok edilir.

11



Sekil 5: Hiicre siklusu (44).

4.3. METASTAZ

Kanserli hiicrelerin bulunduklar1 doku disinda, dogrudan ya da kan-lenf
damarlariyla, bagka bolgelere go¢ etmelerine metastaz denir. Metastaz kanserin ileri
asamasidir ve ¢ogunlukla Sliimciildiir.

Metastaz malign tiimorlerin belirleyici 6zelliklerindendir. Metastatik kanser
hiicreleri ilk 6nce ekstraseliiler matriksi gecerek ¢evre dokuya invaze olurlar. Daha sonra
lenf yada kan damarlartyla hedef dokuya yayilirlar ve orada sekonder tiimor odagim
olustururlar. Hiicreler hedef dokuda kontrolsiiz ¢ogalmaya devam ederler. Fakat kan
destegi olmayan kanser hiicreleri cogalamayacagindan cesitli faktorler salgilayarak yeni

kan damarlarinin olusumunu saglarlar.
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4.4. MEME KANSERI

Ureme sisteminin 6nemli bir orgami olan memede goriilen meme kanseri,
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. ileri yas, erken menars, gec menapoz, aile
hikayesinin bulunmasi, alkol kullanimi gibi faktorler risk grubunu olustururlar.

Meme kanserleri, kanser hiicrelerinin lokalize oldugu yere veya yayilma
egilimlerine gore siniflandirilabilirler. Kanser hiicreleri siit kanallarinda lokalize ise
duktal, lobullerde lokalize ise lobuler, medullada ise medullar meme kanseri ismini alir.
Eger kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 yerle sinirli kalirlarsa in situ, yayilma egilimi
gosterirlerse invazif meme kanseri olarak adlandirilirlar. Meme kanseri metastazlar
kemik, akciger, lenf nodu ve beyinde ortaya ¢ikarlar.

Meme kanseri prognozunun degerlendirilmesinde hasta yasi, timor capi, timor
evresi, hormon reseptor varligi veya yoklugu ve S faz proliferasyon indeksi
parametreleri kullanilir. Meme kanserleri hormon reseptor porzitif veya negatif olarak
hiicre ylizeyinde yer alan Ostrojen ve progesteron reseptdor diizeylerine gore
siniflandirilirlar (46). Bu siniflama sonucu hormon reseptor pozitif bulunan tiimorler,
tamoksifen ve aromataz inhibitorleri gibi anti-Ostrojenlerle tedaviye iyi yanit verirler ve
bu nedenle hormon reseptdr pozitifligi iyi prognozla iliskilendirilir. Progesteron
pozitifligi de prognozun 6nceden belirlenmesinde dstrojen kadar 6nemli bir faktor olarak

kabul edilmektedir (47).

4.4.1. Meme Kanseri Hiicre Soylari

Meme kanseri ¢aligmalar in vitro olarak meme kanseri hiicre soylar kullanilarak
yapilmaktadir. Calismamizda ii¢ tiir meme kanseri hiicre soyu kullanildi. Bunlar; MDA-
MB 231, MCF-7 ve T47D hiicre soylaridir. Bu ii¢ hiicre soyu, dstrojen ve progesteron

pozitif ve negatifligi ile invazyon 6zellikleri bakimindan farkliliklar géstermektedir.
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MDA-MB 231, insan adenokarsinomu kaynaklidir. Ostrojen negatiftir. invazif bir
hiicre soyudur.

MCF-7, insan adenokarsinomu kaynaklidir. Ostrojen pozitiftir. invazif degildir.

T47D, duktal karsinoma kaynaklhidir. Ostrojen ve progesteron pozitiftir. invazif

degildir.
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiIMYASALLAR

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)

NaCl, Atabay AT091-950

KCl, Carlo Erba 360107

Na,HPO,, Riedel-de Hiden 81890

KH,PO,, Riedel-de Hien 8210A

HCI, Merck K23226314 632

DMEM, Sigma D5546

Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C
Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
Fetal Sigir Serumu, Seromed SO115

Anti- B katenin antikoru, Cell Signaling Technology 9562
Anti-Fosfo B katenin antikoru, Cell Signaling Technology, 9561
Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058

Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

Aminoetilkarbazol (AEC), Lab Vision TA-060-HA
Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

Tripsin EDTA, Biological industries 243338

DMSO, Sigma D 2650

Borik Asit, Sigma B0252

Sodyum tetra borat, Sigma B0127
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231, MCF-7 ve T47D hiicreleri % 10 fetal sigir serumu ve antibiyotik
(100 U/ml penisilin G, 100 pg/ml streptomisin) ilaveli Dulbecco’nun modifiye Eagle
medyumu ve F12 (DMEM-F12) iceren flasklarlarda 37°C’ de % 5 COy’li inkiibatoérde
biiyiitiildii. Tripsinize edilen hiicreler yuvarlak lameller iizerine ekildi ve iki giin siireyle

kulture edildi.

5.2.2. immiinositokimya

5.2.2.1. Bromodeoksiuridin Immiinositokimyasi

Hiicreler lameller iizerinde ekildikten 2 giin sonra PBS ile yikanip metanol ile 5
dakika -20 °C’de fikse edildi. Proliferasyon indeksi tayini i¢in S faza Ozgii
bromodeoksiuridin (BrdU) isaretlemesi kullanildi. Anti- BrdU monoklonal antikoru ile
immiinositokimyasal boyama yapilacak hiicreler, fiksasyon Oncesi 5-bromo-2'-
deoksiuridin (ImM) ile 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. PBS yikamalarini takiben
hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCI ile 37°C’de 30 dakika denatiire edildi. Borat
tampon ile (pH 8) notralize edildikten sonra, PBS yikamalarini takiben spesifik olmayan
reaksiyonlar1 engellemek i¢in bloking islemi uygulandi (Histostain Plus Kit, Zymed).
Anti-BrdU mouse monoklonal antikoru (NeoMarkers) ile 1 saat oda 1sisinda (1.5/300)
inkiibe edildi. Sirasiyla streptavidin ve biyotin-HRP bagli sekonder antikorlarla 20
dakika inkiibasyon gerceklestirildi (Histostain Plus Kit, Zymed). Aminoetilkarbazol
(AEC) kromojeni uygulamasi sonucu olusan spesifik kirmizi renk reaksiyonu, Olympus

BX 50 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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5.2.2.2. p Katenin ve Fosfo p Katenin immiinositokimyasi

B ve fosfo B katenin immiinositokimyasal incelemesi i¢in lameller iizerine ekilmis
olan hiicreler metanol ile fikse edildi. Bloking isleminden sonra anti- B katenin (Cell
Signaling Technology) ve Serin 33/37/Threonin 41 aminoasit bdlgelerinin
fosforilasyonuna 6zgii anti-fosfo [ katenin primer antikorlar1 (Cell Signaling
Technology) 1/300 diliisyonda, oda sicakliginda 1 saat uygulandi. Primer antikor
uygulamasin1 takiben, BrdU immiinositokimyasinda uygulanan asamalar aynen

tekrarlandi.

5.2.3. istatistiksel inceleme

BrdU isaretli S fazindaki hiicrelerin orami ii¢ kez tekrarlanan deney sonuglarinin
degerlendirilmesiyle hesaplandi. Proliferasyon indeksi, mikroskop alanindaki pozitif
isaretli hiicrelerin/ toplam hiicre sayisina oranmi alinarak bulundu.

Istatistiksel inceleme Sosyal Bilimler icin Istatistik Programi (SPSS 9.0) ile
Krusker Wallis ve Mann Whitney-U testleri uygulanarak degerlendirildi. p<0.05 degeri

istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. MDA-MB 231, MCF-7 VE T47D MEME KANSERi HUCRE
SOYLARINDA B KATENIN VE FOSFO p KATENIN
EKSPRESYONUNUN LOKALIZASYONU

Meme kanseri hiicre soylarindan MDA-MB-231, MCF-7 ve T47D hiicrelerinde
B katenin ve fosfo P katenin ekspresyonunu immiinositokimyasal olarak inceledik ve
karsilagtirdik. Calismamizda Ostrojen negatif ve invazif Ozelliklere sahip insan meme
adenokarsinomundan elde edilmis olan MDA-MB-231 hiicre soyunda, B katenin (V)
ekspresyonunun hiicrelerin nukleuslarinda lokalize oldugu izlendi (Resim 1la).
Serin 33/37/Threonin 41 aminoasit bolgelerine 6zgii fosfo B katenin aktivitesi tim

hiicrelerde izlenmedi. Aktivite izlenen hiicrelerde fosforilasyonun nukleuslarda ( y )

veya sitoplazmik bolgelerde (—) lokalize oldugu gosterildi (Resim 1b).

Ostrojen pozitif ve invazif 6zellikte olmayan MCF-7 ile hem ostrojen hemde
progesteron pozitif olup invazif 6zellik tasimayan T47D meme kanseri hiicrelerinde,
MDA-MB-231 hiicrelerinde izlenen niikleer lokalizasyonlu [ katenin ekspresyonu
izlenmedi. MCF-7 hiicre soyunda,  kateninin hiicrelerin plazma membranlarina (—)
lokalize oldugu gozlendi (Resim 2a). Serin 33/37/Threonin 41 anti fosfo P katenin
antikoru aktivitesi ise izlenmedi (Resim 2b).

T47D hiicre soyunda MCF-7 hiicrelerine benzer olarak plazma membraninda
lokalizasyon gosteren P katenin ekspresyonu (» ) saptandi (Resim 3a). Fosfo p katenin
(—) ekspresyonu tiim hiicrelerde izlenmemekle birlikte az sayida hiicrenin plazma
membraninda zayif olarak, noktasal alanlar seklinde izlendi (Resim 3b).

B katenin ekspresyon diizeyleri ve lokalizasyonlar1 hiicre soylarinin malignite
kriterleri, hormon yanitlari, proliferasyon oranlar1 ve invazyon yetenekleri ile korele bir

aktivite gdstermistir.
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Resim 1a, b: MDA-MB 231 hiicrelerinde 151k mikroskobik B katenin('¥) (a) ve fosfo

katenin (—) immiinositokimyasal aktivasyonu izlenmekte (b). X600.

Resim 2a, b: MCF-7 hiicrelerinde plazma membranlarinda B katenin (V) aktivitesi

izlenirken (a) fosfo B katenin aktivitesi izlenmedi (b). X600.
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Resim 3a, b: T47D hiicrelerinin tamaminin plazma membraninda B katenin (V)
aktivitesi (a) az sayida hiicrenin membraminda ise zayif noktasal fosfo B katenin (—)

aktivitesi izlendi (b). X600.

6.2. MDA-MB 231, MCF-7 VE T47D HUCRE
PROLIFERASYONUNUN BrdU iLE GOSTERILMESI

BrdU isaretli S fazindaki hiicre oranlar1 MDA-MB-231, MCF-7 ve T47D hiicre
soylarinda immiinositokimyasal olarak anti-BrdU monoklonal antikoru ile gosterildi
(Resim 4). Bir timidin analogu olan BrdU; hiicre boliinmesinin S fazinda DNA’ya
baglanarak isaretlenmesini saglar.

S fazindaki hiicre oranlan karsilastirildiginda Ostrojen negatif ve invazif 6zellige
sahip MDA-MB 231 hiicrelerinin proliferasyon orani 65.57+3.35 olarak bulundu.
MCF-7 hiicre soyunda S faz1 proliferasyon oram 41.8+2.75 olarak saptandi. T47D hiicre
soyunda ise BrdU isaretli proliferatif hiicre oram1 30.85+3.02 olarak bulundu (Tablo 1).
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Resim 4a, b, c: MDA-MB-231, MCF-7 ve T47D insan meme kanser hiicre soylarinda

strastyla BrdU isaretli S fazindaki hiicreler izlenmekte. X600.

= MDA-MB-231
8 MCF-7
o T47D

BrdU proliferasyon indeksi %

Tablo 1: Meme kanseri hiicre soylarinin S fazi proliferasyon indeksi oranlari.
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Proliferasyon oranlarmin ii¢ hiicre grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh
farklihik gosterdigi saptandi (p<0.0001). En yiiksek proliferasyon oranina sahip
MDA-MB 231 hiicre soyu ile MCF-7 ve T47D hiicre soylarinin proliferasyon oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0.001). Ostrojen pozitif
MCEF-7 ile 6strojen ve progesteron pozitif T47D hiicrelerinin proliferasyon oranlar1 da

istatistiksel olarak anlamli1 farklilik gostermekteydi (p<0.001).
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7. TARTISMA

Bu calismada, MDA-MB-231, MCF-7 ve T47D insan meme kanser hiicrelerinde
B katenin, fosfo B katenin ekspresyonlar1 ve hiicre proliferasyonu immiinositokimyasal
yontemler kullanarak incelendi.

B kateninin hiicredeki yerlesiminin fonksiyonunu etkiledigi bildirilmistir. 3
kateninin membrana lokalize olmasi hiicre adezyonundaki roliiyle, ¢cekirdekte birikmesi
ise artmis transkripsiyon ve hedef genlerin aktivasyonu ile iligkili bulunmustur.
Hiicrelerin mutasyonel gecmisi, dediferansasyon derecesi ile artmig serbest B katenin
miktarlar1 arasinda genel bir korelasyon oldugu ileri siiriilmiistiir (48). Bunun yani sira
selim dokularda P kateninin sadece membranda eksprese oldugu, adenoma ve
karsinomalarda ise sitoplazma ve c¢ekirdekte eksprese oldugu rapor edilmistir (49,50).
Calisgmamizda, [ katenin lokalizasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde nukleusta,
invazif Ozellikte olmayan MCF-7 ve T47D hiicrelerinde ise plazma membraninda
lokalize oldugu gozlendi. Bulgularimiz B kateninin, Hao ve arkadaslarinin tanimladigi
bening ve karsinom olarak yapilan siniflamanin disinda kanser hiicrelerinin invazif
ozellikleriyle iliskili olarakta membrana veya c¢ekirdege lokalize oldugunu
gostermektedir. Tiimoriin ilerlemesinde kritik onem tasiyan adezyon molekiillerinin
kayb1 sonucu hiicreler motilite kazanmakta ve invazyon gerceklesmektedir (51).
MDA-MB-231 hiicrelerinde gozledigimiz niikleer B katenin lokalizasyonu, E-kaderin
aracili adezyon yapisinin bozulmasiyla hiicrenin invazif 0zelligi arasinda iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir.

B kateninin 33, 37 ve 41. residiileri GSK3 B fosforilasyonu icin hedeftirler ve 8
kateninin yikiminit saglarlar. Anti fosfo 33/37/41 [ katenin antikoru, [ katenin
fosfopeptidinin bu ii¢ residiisiine karsi iiretilmistir. Fosforilize B kateninin GSK3 f3
tarafindan taninmasi ve ubikitin aracili proteozomal yikim yolu ile hizla yikilmasi
beklenir. Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde fosfo § katenin aktivitesi izlenmezken, az
sayida T47 hiicresinin membraninda zayif immiinreaktivite izlendi. B kateninin normal
plazma membran lokalizasyonu gosterdigi bu hiicrelerde fosforilasyonun olmamasi ya da

diisiik seviyelerde fizyolojik oranlarda ve normal lokalizasyonda saptanmasi bu hiicrelerin
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az invazif fakat malign karakteristikleriyle paralel bulgu olarak degerlendirildi. MDA-
MB-231 hiicre soyunda ise bazi hiicrelerin nukleus ve sitoplazmasinda fosfo B katenin
ekspresyonu saptandi. Niikleer lokalizasyonlu [ katenin ekspresyonu, fosforilize B
kateninin yikimiyla dengelenebilecek diizeyin {iizerinde ekspresyon gerceklestigini
diistindiirmektedir. Fosfo [ kateninin meme kanser hiicrelerindeki diizeyi ve
lokalizasyonu ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur. Cekirdekte ve membranda lokalize 3
kateninin farkli fonksiyonlara sahip olabilecegi ve fosforilize formun transkripsiyon
aktivitesinden yoksun olmasinin miimkiin oldugu ileri siiriilmiistiir. Kolorektal kanserde
yapilan bir c¢aligmada niikleer fosfo [ kateninin iyi prognozla iliskili oldugunu
bildirilmistir (52).

Meme kanserinde hastaligin prognozu, hasta yasi, hiicre tipi, timor evresi ve
proliferasyon hiz1 gibi biyolojik karakteristikler tarafindan belirlenir. S faz belirteci
olarak BrdU inkiibasyonu sonrasi uygun antikor kullanilarak  yapilan
immiinositokimyasal isaretleme hiicre proliferasyonu tayininde yaygin olarak
kullanilmaktadir (53). BrdU pozitif S faz proliferatif hiicre oraninin timor evre ve
prognozu ile iligkili oldugu rapor edilmistir (54). Yiiksek S faz proliferasyon oranlarinin
meme kanserinde de kotil prognozla iliskili oldugu tanimlanmastir (55). Calismamizda da
MCF-7 ve T47D hiicre soylarniyla karsilastirildiginda daha malign karakterde hormon
negatif ve invazif bir hiicre soyu olan MDA-MB-231’de BrdU isaretli S faz
proliferasyon orani en yiiksek degerde bulundu. Ostrojen pozitif ve invazif olmayan
MCF-7 hiicrelerinin daha diisiik, dstrojen - progesteron pozitif ve invazif olmayan T47D
hiicrelerinin ise en diisiik proliferasyon oranina sahip oldugu izlendi. Bulgularimiz S faz
proliferasyon oranlarinin meme kanserlerinde prognozu belirleyici bir parametre olarak
Onemini desteklemektedir.

B kateninin hiicre siklusunun konroliindeki rolii kesin olarak anlagilamamigtir. Pek
cok kolon kanseri tipinde ve melanomalarda APC mutasyonu tanimlanmistir. APC’nin
inaktive olmasi ile B kateninin yikim yolunun bozuldugu ve sitoplazmada [ katenin
miktarinin arttig1 bildirilmistir. B kateninin asir1 birikimi ¢ myc gen aktivasyonuna ve

tiimor gelisimine neden olur. ¢ myc spesifik DNA baglant1 bolgesi iceren bir transkripsiyon
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faktoriidiir ve hiicre siklusunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (56). Meme kanseri
hiicrelerinde de diisiik diizeyde APC mutasyonuna rastlanmis fakat B kateninin asir
ekspresyonu ile ¢ myc protein diizeyinin artmasi arasinda bir korelasyon saptanmamistir
(57).

Hiicre proliferasyonu ve P katenin iliskisini arastiran, cesitli hiicre tiirleriyle
yapilmis ¢aligmalarin bir kismi, 3 kateninin G1/S kontroliinde pozitif rol oynadigini (58),
bazilar p53’iin stabilize edilmesiyle hiicre siklusu arrestine yol agtigini (59), bazilari ise
G1/S gecisinden bagimsiz olarak apopitoza yol actigin1 (60) bildirmektedir. APC’nin
kinetokorlarda mikrotubullerle iliskide oldugu bildirilmistir. Bu da APC’nin kromozom
kararliliginin kontroliinde ek bir role sahip oldugunu fikrini desteklemektedir (61).

Hiicre siklusu sirasinda P katenin diizeyleri Olmeda ve arkadaslari tarafindan,
normal ve transforme epitelyal hiicre soylarinda (fare epidermal keratinosit hiicre soyu
MCA3D, PB ve HaCa4, kanin bobrek MDCK ve SW480 hiicreleri) incelenmistir (61).
Sonuglart B katenin miktarlarinin hiicre siklusu sirasinda devamli diizenlendigini
gostermektedir. Calismalarinda, B katenin diizeyinin S fazinda yiikseldigini, ge¢ G2/M
fazinda maksimum diizeye ulastigim ve G1 fazinda ani bir azalma gosterdigini
bildirmislerdir. Buna paralel olarak S ve G2 fazlarinda sitoplazma ve ¢ekirdekte lokalize
B katenin ve APC diizeylerinin arttigini, B kateninin S fazinda bazal diizeye gore 5 yada
10 kat artis gosterdigini agiklamiglardir.

Normal hiicreler, hiicre hasarin1 belirleyen korunma mekanizmalarina sahiptirler.
Ozellikle DNA’daki hasarlar hemen tespit edilir. Tiimor supresor genlerdeki
bozukluklar, DNA’daki hasarin ortaya cikarilmasini engeller, kanser olusumu ve
ilerlemesine neden olan mutasyonlarin ¢ogalmasina neden olurlar. Hiicre boliinmesinin
kontroliiniin bozulmas1 meme kanseri dahil tiim kanserlerde goriiliir. insan kanserlerinin
yaklasik %50’sinde p53 geninde mutasyon saptanmistir. pS3 ve B katenin yollar
arasindaki etkilesimin timor olusumu ve DNA hasarindaki 6nemi tanmimlanmistir.
p53’ iin, B kateninin cekirdekteki asir1 birikimini fark ederek hiicrenin apopitoza

gitmesini sagladig1 ve sonrasinda [ kateninin plazma membranina gonderildigi bildirilmistir.
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pS3’iin B katenin iizerindeki inhibitor etkisinin kesin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir fakat ubikitin proteozom sistemi tarafindan diizenlendigi ve aktif GSK3
B’ya ihtiya¢ duydugu diisiiniilmektedir (63,64).

Calismamizda, invazif ozellige sahip MDA-MB-231 hiicrelerinde [ kateninin
niikleer lokalizasyon gosterdigi, invazif 6zellikte olmayan MCF-7 ve T47D hiicrelerinde
ise membran lokalizasyonlarinin korundugu gosterildi. BrdU pozitif S faz proliferasyon
oranlarinin hiicrelerin yiiksek malignite 6zellikleriyle paralel artis gosterdigi tespit edildi.
Elde edilen bulgular 1s181nda, gerceklestirilecek klinik ¢alismalar desteginde P kateninin
meme kanserlerinin malignite ve invazyon Ozelliklerinin tanimlanmasinda potansiyel bir

belirte¢ olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.
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8. SONUC

. MDA-MB-231 hiicre soyunda 3 katenin ekspresyonunun nukleus lokalizasyonu

gosterdigi izlendi.

. MDA-MB-231 hiicre soyunda fosfo p katenin ekspresyonu baz1 hiicrelerin nukleus

ve nukleusa yakin sitoplazmik bolgelerinde gézlendi.

. MCEF-7 hiicrelerinde B katenin ekspresyonunun hiicre membranlarinda lokalize

oldugu gosterildi.

. MCEF-T7 hiicrelerinde fosfo 3 beta katenin ekspresyonu ise izlenmedi.

° T47D hiicre soyunda MCEF-7 hiicrelerine benzer olarak hiicre membraninda

lokalizasyon gosteren [ katenin ekspresyonu saptandi.

. T47D hiicre soyunda fosfo B katenin ekspresyonu tiim hiicrelerde izlenmemekle
birlikte bazi hiicrelerin plazma membraninda zayif immiinreaktivite gosteren noktasal

alanlar olarak izlendi.

. S fazindaki hiicre oranlarn karsilastinldiginda MDA-MB 231 hiicrelerinin

proliferasyon oraninin en yiiksek, T47D hiicrelerinin ise en diisiik oranda oldugu izlendi.

° Calistigimiz meme kanseri hiicre soylarinda, B katenin ve fosfo [ katenin
ekspresyonlar1 ve S faz proliferasyon oranlarinin hiicrelerin invazif 6zellikleri ve hormon

duyarliliklar ile paralellik gosterdigi sonucuna varilmistir.
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Yiiksek Lisans caligmalarimda bana yol gosteren ¢ok degerli hocam
Do¢. Dr. Meral Koyutiirk’e cok tesekkiir ederim. Seminerlerimizde bize destek olan
sayin Dog. Dr. Nedret Altiok’a, laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda benden yardimlarini
ve arkadagliklarin1 esirgemeyen Laboratuvar Sorumlulart Melike Ersoz ve Tiirkan
Sarioglu’na tesekkiir ederim. Sevgili Enstitii Sekreterimiz ilknur Karaosmanoglu'na
sevimliligi, telefonla hatirlatmalar ve yardimseverligi icin tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans egitimi yapmami cani goniilden isteyen ve bu konuda beni
heveslendiren babam Sedat Karan ve annem Laika Karan’a, sadece egitim konusunda
degil her konuda bana destek, yardimci ve yol gosterici olan ablalarim Ozden
Senkoyuncu ve Esin Karan’a sonsuz tesekkiir ederim.

Tezimin son asamalarinda bana yardimci olan yakin arkadagim Uzman Tibbi
Biyolog Gozde Erkanli’ya hep yanimda oldugu icin tesekkiirlerimi sunarim.

Nisanlim Canbek Korkmaz’a iki y1l 6nce karsima ¢iktigi icin, o giinden beri bana

sevgisini verdigi i¢in ve diisiinceli oldugu i¢in ¢ok tesekkiir ederim.
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