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Hepatoseliiler Karsinoma’da Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) Gen Promotoriiniin
‘Deoksi Adenozin’ Bolgesinde Meydana Gelen Mutasyonlarin ve Bu Mutasyonlarin
Sorafenib Direnci Gelisimindeki Roliiniin Tanimlanmasi

Mesude Angin, Saghk Bilimleri Enstitiisii, msdangn@gmail.com

OZET

Amac: Hepatosit Biiytime Faktorii (HGF), diger kanser tiplerinde oldugu gibi ekspresyonu
arttigi  bilinmektedir. Bu c¢alismada HGF ekspresyonun transkripsiyonel diizeyde
ekspresyonunu incelemeyi amacladik. Bu nedenle HGF prométoriinde 30 deoksiadenozin
tekrarindan olusan bdlgede hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde mutasyon varligini inceledik

ve HGF diizeylerinin yiiksek olmasi ile iligkisi olup olmadigini aragtirdik

Yontem: adet hiicre hatti, iki adet sorafenib direnci gelistirilmis olan iki hepatoseliiler
karsinoma hiicre hatti ve bir adet insan genomik DNA's1 bu ¢alismada kullanildi. Genomik
DNA'lar kit yardimi ile elde edildi ve bolgeye 06zgli primerler tasarlandi ve c¢ogaltildi.
Ardindan promotor bolgesi i¢in ¢ift yonlii sekanslama yapildi. Kromatogram verileri ile
bolgedeki deoksi adenozin sayisi saptandi. Ardindan bu hiicrelerdeki mevcut HGF

ekspresyonlari verilerimiz ile karsilastirildi

Bulgular: HGF mutasyonlar1 bazi hepatoseliiler karsinomali hiicrelerde normal saptanirken
nbazi hiicre hatlarinda DATE bolgesinde kisalma oldugu saptandi, otokrin HGF ekspresyonu
yiiksek olan hiicrelerde DATE bolgesinde normal sayida deoksidenozin sayisi oldugu

belirlendi

Sonu¢: HGF DATE bolgesi bazi kanser tiplerinde transkripsiyonu etlkiledigi igin
ekspresyonun artmasina otokrin HGF aktivasyonuna neden olmaktadir. Sonug¢larimiz HGF
DATE bolgesinin ekspresyonda roliiniin anlagilmasi icin DATE bdlgesinin normal ve

kisalmis oldugu hiicre hatlarinda metilasyon seviyelerinin incelenmesi gerektigi yontindedir

Anahtar Sozciikler: Hepatoseliiler karsinoma, HGF, promotdr, mutasyon, delesyon,

deoksiadenozin tekrari, Sorafenib direnci



Identification of the Mutations Occurring in the 'Deoxy Adenosine' Region of the
Hepatocyte Growth Factor (HGF) Gene Promoter in Hepatocellular Carcinoma and the
Role of These Mutations in the Development of Sorafenib Resistance

Mesude Angin, Institute of Health Sciences, msdangn@gmail.com

ABSTRACT

Objective: Hepatocyte Growth Factor (HGF) is known to increase expression as in other
cancer types. This study aimed to investigate expression at the transcriptional level of HGF
expression. Because of this, we examined the presence of mutation in the hepatocellular
carcinoma cells in the region of 30 reprocessed deoxyadenosine in the HGF promoter and

found that it was related to high HGF levels

Method: Two hepatocellular carcinoma cell lines and two human genomic DNA lines were
used in this study. Genomic DNAs were obtained with the aid of kit and region specific
primers were designed and amplified. Next, bi-directional Sequencing was done.
Chromatogram data showed deoxyadenosine levels in the region. Subsequently, the present

HGF expressions in these cells were compared with our data

Results: When HGF mutations were normal in some hepatocellular carcinoma cells,
shortening in DATE region was observed in nascent cell lines, and it was determined that the
number of deoxyadenine in the DATE region was normal in cells with high autocrine HGF

expression

Conclusion: HGF is responsible for the activation of autocrine HGF in the DATE region due
to its transcription in some cancer types. Our results suggest that methylation levels should be
examined in cell lines where the DATE region is normal and shortened in order to understand

the role of HGF DATE region in expression

Key Words: Hepatocellular carcinoma, HGF, promoter, mutation, deletion, deoxyadenosine

repeat, Sorafenib resistance



1.GiRiS VE AMAC

Diinyada kanser nedeniyle goriilen 6liim nedenleri arasinda hepatoseliiler karsinoma

ikinci sirada yer alir (Park et al., 2015) Asya ve Afrika lilkelerinde daha yaygindir. Bati

tilkelerinde ise son 40 yildir morbidite ve mortalite oranlar1 artttig1, buna karsin bu oranlarin

Japonya’da azaldigi bildirilmistir (Okuma & Kondo, 2016)

Hepatoseliiler karsinoma nedenleri arasinda hepatit B, asir1 alkol tiiketimi, obezite,
diyabet ve alkol nedenli olmayan yaglh karaciger hastaliklar1 bulunur. Hepatoseliiler
karsinomanin erken tanisina yonelik biyobelirtecler yeterli degildir, bu nedenle hastalarda
genellikle ge¢ tanit alinmaktadir. Hepatoseliiller karsinomada gegerli tedaviler; cerrahi
girisimler, karaciger nakli ve kemoterapidir. Bu tedavilerin uygulandigi hastalarin ancak
yarisinda bes yillik sagkalim orani miimkiin olabilmektedir. Sorafenib; hepatoseliiler
karsinomali hastalarda FDA tarafindan onayli, tedavide gegerliligi olan tek ilagtir. Sorafenib
tedavisi alan hastalarda sagkalimda on ay siire ile iyilesme oldugu gosterilmistir(Sanoff,
Chang, Lund, O'Neil, & Dusetzina, 2016)

Sorafenib ¢oklu etkileri olan bir kinaz inhibitoriidiir. Mezenkimal epitelyal gecis faktorii
(MET) vaskiiler endotelyal ¢ogalma faktorii( VEGF), platelet ¢cogalma faktorii(PDGF) gibi
hiicrede etkili faktorler ile ve hiicre ici kaskadlar1 olan RAF kinaz (MAPKKK) ve ERK kinaz
(MAPK ) sinyalizasyonunun inhibisyonu araciligi ile tiimore karsi etkilidir. Bu kaskadlarin

inhibe edilmesi basarisiz oldugunda ila¢ direnci ortaya ¢ikar. (Nishida, Kitano, Sakurai, &

Kudo, 2015) Sorafenibin inhibe ettigi molekiiller c-RAF ve b-RAF proto onkogenleri,
serin/treonin kinazlar, VEGFR, KIT ve PDGFR- B 'dir. Sorafenib tedavisine kars1 hiicrelerin

direnc gelistirmesi ise tedavi etkinligini sinirlamaktadir. Ilag direnci hepatoseliiler
karsinomada sik goriilmesi nedeniyle buna sebep olan molekiiller mekanizmalarin

aydinlatilmas1 onemlidir (Okuma & Kondo, 2016) Daha o6nce grubumuzca yaptigimiz

calismalarda, hem hepatoseliiler karsinoma gelisimi ve ilerlemesinde, hem de Sorafenib
direnci gelisimde c-Met’in aktive oldugunu ve siirekli c-Met aktivasyonunun agresif hiicre
fenotipi ile iliskili oldugunu gostermis bulunmaktayiz. Sorafenib’e direng godsteren hiicre
klonlarinda c-Met’in siirekli aktivasyonunun molekiiler mekanizmasini inceledigimizde ise,
otokrin HGF’nin sekresyonunun aktive oldugunu tanimlamis bulunmaktayiz (Firtina

Karagonlar, Koc, Iscan, Erdal, & Atabey, 2016; Gumustekin et al., 2012)




Hepatoseliiler karsinoma gelisiminde ve sorafenib direnci gelisiminde otokrin HGF
sekresyonunun nasil saglandiginin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir
2009 yilinda, Ma ve arkadaglar1 meme kanserinde HGF gen ekspresyonunun
regiilasyonunda, HGF’nin promotor bdlgesinden 750bp yukarisinda yer alan ve
“deoksiadenozin kuyruk elementi” veya DATE olarak adlandirililan bir bélgenin 6nemini

tanimlamistir (J. Ma et al., 2009) Sonraki ¢alismada HGF geninde DATE bdlgesindeki

uzunluk c¢esitli kanser hiicre hatlarinda incelenmis, Ma ve arkadaslarinin yaptig1 caligma ile
uyumlu sonuglar elde edilmistir. DATE uzunlugu incelendiginde gastrik kanser hiicresinde
IM95 [poly(dA), 17 bp], akciger kanseri hiicresi H69 [poly(dA), 24 bp] nazaran m RNA ve
protein diizeyinde HGF'nin daha yiiksek eksprese oldugu gosterilmistir. Calismada DATE
bolgesi kisa olup HGF ekspresyonu normal olan hiicrelerde ise bunun metilasyon
secviyelerinin farkli olmasi nedeniyle oldugu bildirilmistir(Sakai, Takeda, Okamoto,

Nakagawa, & Nishio, 2015)

HGF promotoriinde bulunan DATE boélgesinde cesitli transkripsiyon faktorleri buraya
gelip baglanmakta hiicre tipine bagl olarak genin sessizlestirilmesi veya aktive olmasinda bu
etkilesimler 6nem tasimaktadir. Delesyon olmasi; ekspresyonunun baskilanmasindan sorumlu
histon proteinleri ile DNA etkilesimini bozarak HGF ekspresyonunun yeniden aktive
olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle DATE elementinde gdzlenen mutasyonlarin otokrin
HGF sekresyonuna neden olan promotor mutasyonlari i¢in 'hot spot' bir bolge oldugu

bildirilmistir (Seneviratne et al., 2015)

Daha 6nceki ¢aligmamizda gelistirdigimiz Sorafenibe direncli hepatoseliiler karsinomali hiicre
hatlarinda saptadigimiz otokrin HGF sekresyonunun, DATE bolgesindeki mutasyonlardan
kaynaklanip kaynaklanmadigini aragtirmayi bu calismada amagladik. Calismamizda ilk
olarak edinsel sorafenib direnci gelistirdigimiz HuH-7 ve Mahlavu hiicre hatlarinda HGF’ nin
promotdr bolgesinde mutasyon olup olmadigini incelemeyi, daha sonra laboratuvarimizda
mevcut diger hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda HGF ekspresyonu ile DATE

bolgesinin uzunlugu arasinda bir iliski olup olmadigini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hastaligin epidemiyolojisi ve rol oynayan risk faktorleri

Kanser siralamasinda karacigerde goriilen kanserler 6.sirada yer alir, kansere

bagli meydana gelen 6lim nedenleri arasinda 2.siradadir (Park et al., 2015) Kronik hepatit B

ve C enfeksiyonu karaciger kanserinin en sik goriilme nedenlerindendir. Dolayis1 ile
enfeksiyonunun oOnlenebilmesi ve etkin tedavisi ile hepatoseliiler karsinoma kanserinde

goriilme insidanst ve mortalitenin azaltilmasi da miimkiin olabilecektir. (Global Burden of

Disease Cancer et al., 2017)

Hepatoseliiler karsinomada prognoz kotiidiir ve kanserin goriilme insidansi yiiksektir.
Asya ve Afrika iilkelerinde insidans ve mortalitede belirgin olarak artis gdzlenmektedir. Inatc1
hepatit B (HBV) ve hepatit C virus (HCV) enfeksiyonlari, karacigerde siroz ve timor
olusumunda baslica nedenlerdir. Aflatoksin B1 (AFBI1) maruziyeti ve kronik alkol tiiketimi
de, hepatoseliiler karsinom gelisimi i¢in 6nemli risk faktorlerindendir. Hepatoseliiler
karsinomali hastalarin tedavisinde kullanilan cerrahi yontemlerin oldukga ilerlemesine
ragmen, sag kalim orami halen %18'de seyretmektedir. Sag kalim oraninin hastalarda koti
olmasimin baslica nedeni; ge¢ tan1 alinmasidir. Ileri evre hastalarda, cerrahi rezeksiyon veya
karaciger nakli miimkiin olamamaktadir. Hastaligin prognozunun kotii olmasimin bir diger
nedeni ise cerrahi operasyon sonrasi bes yillik donemde %50in iizerinde bir oranla tekrar

etmesidir (Niu, Niu, & Wang, 2016)

2.2.Hepatoseliiler karsinoma patofizyolojisi

Hepatoseliiler karsinoma; inflamasyon, oksidatif stres, nekroz ve hepatosit
rejenerasyonu siireclerinde meydana gelir, genellikle kronik hepatit veya siroz zemininde

gelisir(Saffroy et al., 2007)Inflamatuvar etkili sitokinlere maruziyet, hepatositleri stimule eder

ve agirt miktarda nitrik oksid sentetaz (iNOS) sentezine neden olur. Onkogenik etkili bu

enzim prokanserdz lezyonlarin artmasina neden olur, bu lezyonlar ise daha sonra agresif

tiimdrlerin icerigini en iyi temsil eden neoplazi formuna dontisiir.(I Marks & S Yee, 2016)



Fokal odaciklar halinde yogun sekilde paketlenmis, ancak bireysel olarak normal
goriinen hiicreler sirotik karaciger kokenlidir. Bu fokal odaciklara veya lezyonlara
'hiperplastik noduller' ad1 verilir ve hepatoseliiler karsinoma prekiirsorii olarak tanimlanabilen
ilk olusumdur. Hepatoseliiler karsinomada nodul asamasindan bir sonraki faz1 fokal
goriintimdeki seliiler atipidir. Fokal topluluklardaki degismis hepatositler (FAH) basta
asidofilik olup yogun sekilde diiz endoplazmik retikulum igerir, sonralar1 uniform olarak
bazofilik hale doner. Fenotipik doniigiim sirasinda, hiicre ¢ogalmasi ve anjiyogenezise aracilik
eden RAS/ RAF/MEK/MAPK sinyali aktivasyonu vardir. FAH topluluklarinda giderek
displastik epitel noduller goriiniir hale gelir. Displastik noduller yapisal olarak genomik
instabilite gosterirler ve hizli sekilde kromozomal anormallikler birikimi gézlenir. Bunun

sonucunda tiimor supresor kayb1 meydana gelmektedir. (I Marks & S Yee, 2016)(Sekil 1)
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Sekil 1:Hepatoseliiler karsinoma patofizyolojisi(I Marks & S Yee, 2016)

2.3 Hepatoseliiler karsinomada mikrogevrenin rolii ve molekiiler patogenez

. Karacigerde parenkimal hiicreler olan hepatositler metabolik aktivitenin ¢ogunu
iistlenmektedir. Stromal yapt elemani olan hepatik stellat hiicreler ve fibroblastlar,
karacigerde ekstraseliiler matriks bilesimini olusturur ve yapiminda rol oynar. Immun hiicre
eleman1 olarak makrofajlar (kupffer hiicreleri) ve bir dizi inflamasyonla iligkili 16kositleri
bulunur. Safra kanalimi ddseyen epitel hiicreleri olan kolanjiyositler ve karaciger
sinozoidlerindeki kan damarlarinda bulunan endotelyal hiicreler yanisira hem hepatosit hem
de hepatosit diginda diger hiicrelerin Onciisii olan progenitor hiicre populasyonlar1 (oval

hiicreler) bulunur(I Marks & S Yee, 2016)




Karacigerde hepatosit ile hepatosit disinda bulunan diger hiicreler ve hepatit viruslari
hepatoseliiler karsinoma baslamasi ve ilerlemesinde etkili olabilmektedir. Bunun disinda
hipoksi ve yapist degisen ekstraseliiler matriks ¢evredeki stromal dokuda parakrin sinyaller

transformasyon siirecini baslatabilir. (I Marks & S Yee, 2016)Sekil 2)
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Sekil 2:Hepatoseliiler karsinoma molekiiler patogenezi (Saffroy et al., 2007)

Kanser hiicreleri sagkalimi icin onkojenik sinyallere baglidir. Bu nedenle tedavi
stratejisinde sinyal yollarinin hedeflenmesi sik kullanilan bir yaklasimdir. Bununla birlikte
tlimorler sadece malign hiicrelerden olusmaz. Tiimor hiicrelerinden ayri olarak, tiimor nisinde
stromal hiicreler olan kanserle iliskili fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler, notrofiller ve mast
hiicreleri ekstraseliiler matriks ve kan damarlari, lenfatik damarlar ve perisitlerden olusan
vaskiiler bir ag bulunur. Tiimor mikrocevresi, tiimor baslamasi, ilerlemesi, metastazinda ve
tedavi direncinde rol oynamaktadir. Kanser hiicreleri baz1 spesifik onkogenlere bagimlidir
ancak timor stromasi tarafindan saglanan sagkalimda oncii olan sinyallere de ihtiya¢ duyar,
tiimdr mikrogevresi bu nedenle tedavide 6nemli bir hedeftir (Owusu, Galemmo, Janetka, &

Klampfer, 2017) (Sekil 3)
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Sekil 3:Tiimor mikrogevresi elemanlari (Owusu et al., 2017)




Karsinogenez, = ¢ok  asamali  bir  siirectir; farkli sinyal  yollarinin

aktivasyonu/inaktivasyonu, genetik degisikliklerin birikimi, normal hiicrelerde malign
hiicrelere transformasyonu baglatir. Hastaligin baglamasi ve ilerlemesinde altta yatan
molekiiler mekanizmalar, halen net degildir. Hepatoseliiler karsinoma tipik olarak
inflamasyon ile baglar ve hepatositlerin invazif karsinomaya doniismesi asamali sekilde
meydana gelir. Bu asamalar esnasinda molekiiler anormallikleri ve kromozom degisiklikleri

de eslik eder. (I Marks & S Yee, 2016)

Hastalarin  ¢ogunda, erken tam1 yapilamadigindan tiimér tamamen rezekte
edilememektedir, bu nedenle tedavide kemoterapotik ilaglar kullanilmaktadir. Ancak
hepatoseliiler karsinoma hiicreleri, kemoterapétik ilaglara direng gdstermektedir. Diger solid
timorlerde oldugu gibi, hepatoseliiler karsinoma gelisiminde de genetik degisiklikler
onemlidir. Hepatoseliiler karsinomada bir¢ok genetik degisiklik mevcuttur ve heterojenite
nedenidir. Tiimdrde heterojenite olmasi karsinogenez siirecinin anlagilmasini giiclestirir.
Hastalarda genetik degisikliklerin ne oldugunun bilinmesi spesifik hedefe yonelik tedaviler
icin onemlidir. Tiimorde Oncii rol oynayan molekiiler mekanizmalar olduk¢a komplekstir;

genetik ve epigenetik degisiklikler birlikte rol oynar. (Niu et al., 2016)(Sekil4)
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Sekil 4:Mikrogevrenin hepatoseliiler karsinoma gelisiminde rolii (Tu et al., 2014)




Genetik degisikliklerin temelinde yatan mekanizmalar, etyolojik faktorler olan HBV,
HCV, diyette AFB1 maruziyeti ve alkol alimi ile iliskilidir. Hepatit viruslarina kronik
maruziyet, alkol tiiketimi veya alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi hepatositlerde
hasar olusturur. Sirozla sonuglanan hiicre 6limii ve yenilenmesi seklinde bir siklus baslar.

(Niu et al.. 2016)

Hepatoseliiler karsinomada ileri donemlerde 6liim goriilme olasilig1 yiiksektir. Tedavi
secenekleri olduk¢a smirlidir. Karsinogenezde bir dizi histolojik, genetik ve molekiiler
degisim aslinda ortaktir tiimoér gelisiminde rol oynayan biiyiime faktorii reseptorleri,
anjiyogenez mediatorleri, sinyal kaskadlar1 ve malign davranisa neden olan tiimor supresor
proteinlerin ¢ogu aydinlatilmistir. Ancak timoér gelisiminde rol oynayan molekiiler

mekanizmalar tam olarak netlige kavusmamistir. (I Marks & S Yee, 2016)Hepatoseliiler

karsinomanin baglamasi ve ilerlemesinde, altta yatan molekiiler mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi, erken tani koymada ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemlidir.(Niu

etal., 2016)( Sekil 5)
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Sekil 5: Hepatoseliiler karsinoma gelisiminde genetik ve molekiiler degisiklikler (Niu et al.
2016)




Timorler geleneksel olarak ilk olarak etyolojiye gore siiflanir, ancak etiyolojik
siiflama disinda herhangi bir siniflama heniiz mevcut degildir. Hastaligin farkli etyolojileri
oldugu gibi, genetik olarak ve molekiiler diizeyde de heterojenite mevcuttur. Molekiiler
diizeyde meydana gelen predominant olarak olusan gelen degisikliklerin bilinmesi ve
gosterilmesine Oncii mutasyonlarin kesfedilmesi hastaligin erken tanisi ve tedavisinde
onemlidir. Ayni timordeki hiicreler arasindaki genetik heterojenite, kanserde tek gen
ekspresyon profilini gecersiz kilmaktadir. Farkli gen ekspresyon paternleri ile tanimlama tani

ve tedavi duyarliligini artirabilecektir (I Marks & S Yee, 2016) Genom dizileme, ekzom

dizileme, RNA dizileme ve genom boyu metilasyon testleri gibi gelismekte olan teknolojiler
ile kanser gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigi belirlenen meydana gelen yaygin bir dizi
genetik ve epigenetik degisiklikler Tablo 1'de oldugu gibi ortaya konmustur.(Dhanasekaran
Bandoh, & Roberts, 2016)

Tablo 1: Hepatoseliiler karsinomada patogenezinde rol oynayan molekiiler
degisiklikler.(Trusolino, Bertotti, & Comoglio, 2010)

Genomikdegisiklikler Gen Mutasyonlarn TERT promotdri
TP53
CTNNB1
AXIND,AXINZ
ATM
RPSG6KA3
JAKL,ILER,IL6ST
ARID1,ARID2

Gen amplifikasyonlari/Delesyonlar CCND1
FGF19
CDKNA2A,CDKNA2B
AXINT
IRF2
MET

Epigenetik degisimler DNA metilasyonu GSTP1
E-Kaderin
CDKNAZ2
RASSF
SOCs-3
MGMT

Mikro RNA MIiR-155
MIiR-122
MiR-224
MiR-1
MIiR-21

Uzun kodlanmayan RNA HULC
HEIH
DREH
MVIH
HOTAIR
MDIG
LINE1

Biliyliime faktéri sinyali Major sinyal yollari Wnt-Beta katenin
degisiklikleri Tirozin kinazlar
EGF
HGF/c-MET
FGF
VEGF
IGF
HIF1,2
TGF-beta
Hedgehog
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2.4.Hepatoseliiler karsinomada HGF -MET sinyali

Hiicreler arasinda iletisim ligand ve hiicre yiizey reseptorlerinin etkilesimi sonucu sinyal
yolaklarinin aktive olur ve hiicrede ¢esitli biyolojik yanitlar meydana gelir. Hepatoseliiler
karsinomada sinyal yollarinda anormal degisikliklerin meydana gelmesi kaskadin herhangi bir
seviyesinde olabilir. Diger malignitelerde oldugu gibi hiicrede normalde mevcut olan
stire¢clerde malignite yoniinde degisimler ve anormal sekilde hiicre cogalmasi baslar. Hiicrede
normal sartlarda sinyal yolaklari ¢ok sik1 kontrol altindadir. EGFR, MET ve VEGFR biiylime
faktorlerinin  indiikklenmesi; hiicrelerde RAS/RAF/MEK/MAPK ve PI3K/AKT/mTOR
intraseliiler sinyal aglarmi aktiflestirir. Bu sinyal yollar1 hiicrede normalde proliferasyon,
sagkalim ve anjiyogenezisi stimiile eder. Diizenleyici mekanizmalarinin bozulmasi
durumunda ise konak¢r hiicreye sagkalim, cogalma ve lokal invazyon gibi malign hiicre

ozellikleri kazandirir. (I Marks & S Yee, 2016)(Sekil6)

C-MET reseptor kinaz ve ligand1 olan HGF/SF aktivasyonu farkli hiicresel yanitlara
neden olur. Ligand aracili dimerizasyon c-MET fosforilasyonunu gii¢clendirir ve sitoplazmada
bulunan efektor proteinler olan GAB1, GRB2, phospholipase C ve SRC aktive olur. C-MET
RAS-MAPK, PI3K-AKT ve Wnt sinyalleri ile iligkilidir. (Zenali, 2015)
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Sekil 6: Hepatoseliiler karsinoma patofizyolojisinde 6nemli hiicre yiizey reseptorleri.(I Marks
& S Yee, 2016)
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2.4.1.Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF), 7.kromozomun uzun kolunda 7q21.1 bolgede yer alir.
Inaktif formu, pre-proHGF seklindedir ve 728 aminoasidden olusur. Yapisinda sirayla; sinyal
dizisi, o agir zinciri ve hafif B zinciri bulunur. Tek zincir halinde 83,1834 dalton(Da)
biliytikligiinde bir protein olarak kodlanir. HGFmin primer yapist ilk kez 1989'da
gosterilmistir. Ancak alternatif kesilme kesfi ile HGFmin ¢esitli transkript varyantlarin
kodlayan farkli izoformlar1 oldugu gosterilmistir.(Fajardo-Puerta, Mato Prado, Frampton, &
Jiao, 2016)

HGF; mezenkimal hiicrelerce sekrete edilir. Sekrete edildiginde biyolojik olarak inaktif

ve tek zincir halinde bir proteindir Inaktif formu olan prepro- HGF, iki asamali bir siiregten
gecerek aktif formuna kavusur. Ilk olarak; prepro-HGF yapisinda bulunan sinyal dizisi
degrade edilir, pro-HGF olusur; bu islem Arjinin44 ve Valin495 aminoasidleri arasinda olur.
Serum veya hiicre membraninda bulunan ekstraseliiler proteazlar tarafindan degradasyona
ugrayarak aktiflestirilir. HGF-A, pro-HGF'nin serumda aktive olmasinda gorevli esas

proteazdir(Garajova, Giovannetti, Biasco, & Peters, 2015) (Sekil 7)
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Sekil 7: HGF ekstraseliiler matrikste iki kez degradasyona ugrar ve aktiflesir (Fajardo-

Puerta et al., 2016)

12




HGF, alfa ve beta zincirleri arasinda distilfid bag1 kurulmasi ile heterodimer yapidaki
aktif formuna kavusur. HGF, plazminojen S1 peptidaz ailesi alt sinifinda yer alir, ancak
yapisinda katalizde gerekli 3 aminoasidden 2 si yer degistirmis haldedir, bu nedenle
proteolitik aktivitesi saptanamamistir. HGF alfa zinciri, plazmin ile %38 homoloji
gostermektedir. Beta zinciri ise, yapisal olarak serin proteazlarin katalitik domainleri ile
benzerdir, ancak katalitik kisiminda aminoasit farklar1 bulunur Bu nedenle HGF' nin evrimsel
olarak, koagiilasyon ve fibrinoliziste gorevli proteazlardan evrimlestigi diigiiniilmektedir.
Organizasyon olarak disiiniildiigiinde aslinda benzerdir ve kaskada ait iirlinlerden biridir.
HGF aktivasyonu doku yenilenmesinin diizenlenmesinde Oneme sahiptir ve patolojik
durumlara yatkinlikta rolii bulunur. HGF aktivasyonundan sorumlu HGF-A proteazinin
hasarlt oldugu fare, normal gelisim goOstermesine ragmen, mukoza hasari sonrast doku
yenilenmesi hatali oldugu gosterilmistir. Benzer durum idiopatik pulmoner fibrozisli
hastalarin fibroblastlarinda gosterilmistir, kontrol fibroblastlarina gore hastaya ait fibroblastlar

daha diistik aktiviteye sahiptir. (Fajardo-Puerta et al., 2016)

HGF Met reseptoriiniin tek ligandidir. HGF, parakrin hiicre biiylimesi, motilite ve
morfogenik faktorii olarak etkili oldugu i¢in, skatter faktor olarak da adlandirilir. HGF 'nin
reseptOril ile iki baglanma bolgesi vardir. Bu bolgeler HGF aktif formda olup olmamasina
gore farklilik gosterir. ilki; HGF nin aktif formuna bagimli olmaksizin yiiksek afiniteyle
reseptoriin IPT3 ve IPT4 domainlerinden HGF/SF' nin amino grup ucuna baglanmasidir.
Digeri ise; HGF 'nin serin proteaz domaini ile MET reseptoriindeki SEMA domaininin diisiik

afinite ile HGF aktif formda iken baglanmasidir. (Garajova et al., 2015)HGF, diger biiylime

faktorleri ve reseptorlerinden farkli olarak; spesifik olarak kromozom 7 'de lokalize MET

protoonkogeninin kodladig1 Met reseptoriine baglanir.(Fajardo-Puerta et al., 2016) (Sekil 8)
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Sekil 8: HGF'nin yapis1 ve reseptorii ile baglanma bolgeleri(Bradley et al., 2017)

13



2.4.2 Epitelyal Mezenkimal Geg¢is Faktori(MET )

Mezenkimal epitelyal gecis faktorii (MET), bir protoonkogen iiyesidir,
7.kromozomun 7q21-31 bdlgesinde yer alir. MET geni reseptor tirozin kinaz ozellikte bir
protein olan MET"' i kodlar. TPR-MET onkojenik fiizyon proteini, 1984 yilinda ilk kez, insan

osteosarkom tiimor hiicrelerinde kesfedilmistir. MET reseptorii; 190 kDa biiyiikliigiinde bir

glikoprotein olup, heterodimer yapidadir:a ve B subunitlerinden olusur. (Garajova et al., 2015)

MET reseptor kinaz ailesinin alt iiyesi olup, bu aile liyeleri MET, RON reseptor kinaz
ile Sperm protein, Enterokinaz ve Agrin (SEA) dir. Bu reseptorlerin ortak 6zelligi disiilfid
bag1 ile bagli, kisa a zinciri ve uzun bir beta zinciri i¢cermeleridir. Alfa zinciri ekstraseliiler,
transmembran(TM) ve sitoplazmik bdlgeleri igerir. Sitoplazmik bolgede, sinyal iletiminde
gorevli jukstamemran (JM), kinaz domaini, karboksi terminal kuyrugu bulunur. Farkli
reseptor tirozin kinazlarda intraseliiller domainler korunmus olup, ekstraseliiler domainleri
yapisal olarak bir¢ok farklilik gosterir.(Press, 2005)

C-MET; ekstraseliiler bolgesi ligand spesifitesini belirleyici, sitoplazmik bolgede ise
tirozin kinaz katalitik aktivitesi olan bolgelere sahip tek gecisli transmembran
glikoproteinlerden olusur. Ekstraseliiler bolgede yer alan o subuniti, transmembran bdlgede
yer alan [ subunitine, disiilfid bagi ile baglanir. Reseptoriin ekstraseliiler bolgesinde,
Semaforin (Sema) domain, Pleksin, Semaforin ve sisteinden zengin Integrin domaini (PSI
domain) ve 4 adet immunoglobulin benzeri plexinler, transkripsiyon faktorleri baglanma

bolgesi ( IPT domaini ) bulunur.(Garajova et al., 2015) (Sekil 9)
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Sekil 9: C-MET yapisi.(Garajova et al., 2015)
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Intraseliiler kisiminda; jukstamembran dizisi, katalitik bolge ve karboksi terminal bolge
bulunur. Jukstamembran bdlgede, MET reseptoriiniin etkinligini azaltmada goérevli, Serin 975
ve Tirozin 1003 kalintilar1 vardir. MET katalitik aktivitesi, intraseliiler bolgede yer alan
katalitik domaindeki 1231, 1234 ve 1235 tirozin kalintilarinin fosforilasyonu ile pozitif yonde
diizenlenir. Katalitik bolgesinde, reseptoriin kinaz aktivitesi pozitif yonde diizenlenir.
Jukstamembran bolgedeki Y1003 tirozin kalintis1 fosforile olursa c-MET degredasyonu
meydana gelir, bu nedenle bu bolge negatif diizenleyici olarak davranir. Karboksi
terminalinde bulunan ¢oklu protein baglanma bolgesi, hiicre i¢inde yer alan bir¢cok adaptor
proteinin  biraraya gelmesinden sorumludur, bdylelikle sinyal hiicre i¢i yanita

dontstiirilmektedir (Garajova et al., 2015; Press, 2005)

HGF alfa zinciri, MET i¢in yiiksek afinite gostermektedir, ancak reseptorii aktifleyen
beta zinciridir. HGF baglaninca MET reseptorii dimerize olur, reseptdr tirozin kinaz
aktivasyonu, tirozin Y-1349 ve Y-1356 kalintilarindan otofosforilasyona ugrar. Bu
sinyalizasyonun hiicre igindeki iletiminden bir¢ok adaptor protein sorumludur. Hiicre i¢inde
sinyal iletiminin devaminda gorevli kaskad sayesinde sinyal yolaklar1 proliferasyon, sagkalim,
motilite, invazyon, anjiyogenez indiiklenmesi s6z konusudur (Finisguerra, Prenen, &

Mazzone, 2016)(Sekil 10)
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Sekil 10: C-MET reseptorii ve sinyal iletiminde rol oynayan diger molekiiller (Press, 2005)
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2.4.3 HGF-MET Sinyalinin biyolojik etkileri ve mekanizmasi

MET reseptorii, karaciger, pankreas, prostat, bobrek, akciger, brons epitelinde yer alir.
HGEF reseptorii olan MET ile birlikte proliferasyon, sagkalim, motilite, sa¢ilim ve farklilasma
gibi bir¢ok etkiye aracilik eder. Mezenkimal hiicrelerden sekrete olan HGF ve epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde bulunan reseptorii MET arasinda parakrin bir etkilesim vardir. Bu ikili
doku tamiri ve yara iyilesmesi i¢in gerekli kok hiicrelerin gb¢ilinii ve ¢ogalmasini stiimule
ederler.(lacopo Petrini, 2015)(“6189-PB1-R1.pdf,” n.d.) Doku tamirinde, hiicreler arasi
bolgede bulunan sitokinler (IL—1, IL-6, TNF-a, TGF-B ,) tarafindan fibroblast-makrofajlarda

HGF transkripsiyonu ve epitel hiicrelerde ise MET transkripsiyonu indiiklenir. HGF,
inflamasyon esnasinda interstisyel kompartimanda boylelikle aktif ve bol miktarda bulunur ve
MET ile baglanarak doku hasarinda fizyolojik savunma mekanizmasinin bir pargasi

aktiflesir(L._Petrini, 2015) (Szturz et al., 2017)

HGF cift yonlii etkilere sahiptir; sekil 11' de embriyogenezde ve erigkinde biyolojik
fonksiyonlari, solda embriyogenezisteki fonksiyonlari, sagda ise HGF'nin erigkin hayattaki

etkileri goriilmektedir.
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Sekil 11: HGF/MET sinyalinin ¢ift yonlii fonksiyonu (L. Petrini, 2015)

16



HGF-MET sinyali etkilerini ¢esitli hiicresel ge¢is kaskadlarinda bulunan gesitli anahtar
proteinler ile yapar. Ayn1 zamanda bu sinyal Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR),
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR) veya Wnt-katenin sinyal yolaklart ile
capraz etkilesimler i¢cindedir.(Tulasne & Foveau, 2008)

Mitojenik, motojenik veya morfojenik Ozelliklerinden ayr1 olarak, c-MET apoptoza
kars1 koruyucu rol oynar. Apoptozu engelleyici roliinii, PI3K/AKT sinyalinin araci oldugu
sagkalim kaskadlarin1 aktive ederek gercgeklestirir Mikrogevre kosullarina bagli olarak HGF
pro-apoptotik stimiilasyonunu da iletebilir, bu etki tiimor biiylimesini inhibe edici, sitostatik

/sitotoksik rolii nedeniyle olur. (Szturz et al., 2017)Oval hiicreler HGF/Met sinyalinin

yenilenme siirecinde etkileri arastirildiginda Met ile desteklenen sinyal yollarmin oval

hiicrelerde sagkalimda destekleyici rol oynadig1 gosterilmistir. (del Castillo et al., 2008)

Mezenkimal hiicrelerce iiretilen HGF ve epitelyal hiicrelerce eksprese edilen MET
arasindaki etkilesim, organogenezde kritik rolii olan mezenkimal epitelyal hiicre
etkilesimlerinde Onemlidir. Embriyonik gelisim esnasinda HGF hepatosit ve labirent
trofoblast progenitorlerinin sagkalimi ve cogalmasinda gereklidir, ayni zamanda plasenta
olusumunda 6nemi bulunur. HGF veya Met hasarli embriyolar 6liimle sonuglanan hipomorfik
karaciger ve intrauterin fetal biiylime geriligi ile karakterizedir. HGF/MET ayrica epitel
mezenkimal gegis ile spesifik somitlerin dermatomyotomlarindan olugsan myojenik prekiirsor

hiicrelerin dar aralikli gociliyle meydana gelen hypaaksial kas alttipi gelisimini kontrol

eder.(Finisguerra et al., 2016)

Bunun disinda HGF sinir biiylime faktorii ile beraber sinir sisteminde progenitorlerin
sagkalimi, farklilagsmasi ve siiperior servikal ganglion sempatik néronlarinin aksonlarmin
uzamasinda, invivo olarak ise dudak derisini ve toraksi inerve eden sensor ndronlarin gelisimi

icin de gereklidir.(Finisguerra et al., 2016)

Eriskin donemde, HGF, organ yenilenmesinde hepatositlerin, renal epitel hiicrelerin,
kardiyomyositlerin akut veya kronik hasarinda, ¢ogalmasi ve sagkalimini destekleyerek bir
mediator olarak davranir, transforme edici bliylime faktorii (TGF)-P inhibisyonu ile fibrotik
slireci antagonize eder. Aym sekilde HGF plazma diizeyleri hepatektomi, renal

transplantasyon, hepatik veya renal hastaliklar sonrasinda artmaktadir.
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Yara iyilesmesi sirasinda, HGF/METsinyali yara alaninda hiicrelerin dermiste yeniden
populasyon yapabilmesi i¢in keratinositlerin ¢ogalmasi, ayni zamanda dogru sekilde

oryantasyon yapabilmesinde gereklidir (Finisguerra et al., 2016)

2.4.4. Hepatoseliiler karsinomada HGF-MET sinyalizasyonunun rolii

Insanda epitel orjinli malignitelerde biiyiime faktorii reseptdrii sinyalinin anormal
aktivasyonu tipik olup, reseptdrlerin otokrin veya parakrin stimule edilmesi mevcuttur. Sebebi;
biiylime faktorii reseptorii sentezi, biiylime faktorii reseptorii asir1 ekpsresyonu veya biiylime
faktorii reseptorlerinin kendilerinin konstitutif aktivasyonuna neden olan mutasyonlari

nedeniyledir. (Fajardo-Puerta et al., 2016)HGF ile aktiflenen MET sinyali, hiicre

proliferasyonu, farklilasmasi ve sagkaliminda Onemli bir role sahiptir. Sinyalde asir

ekspresyon veya mutasyonlar tiimdérogenez ve metastaz ile iligkilidir(Press, 2005)

HGF/MET sinyali embriyogenezde, organogenezde, yara iyilesmesinde doku tamirinde
kritik role sahiptir, ayn1 zamanda epitelyal mezenkimal gegiste rol alir. HGF veya MET hasar1
farede embriyonik donemde letalite goriilmektedir. HGF/METsinyali konstitutif aktif
oldugunda ise kanser hiicresinde sagkalim ve cogalma kanserlesme lehine olmakta ve
metastatik yayilim baslamaktadir, bu nedenle tiimor hiicrelerinde aktif HGF/MET sinyali

varlig1 kotl bir prognoz bulgusudur, tiimor agresifligi ve tedavi direncine yol agar (Owusu et

al., 2017) Ekstraseliiller matriks iskeletin degradasyonu ve hiicre gogli, mitogenezis ve
morfogenezis, HGF Met sinyali aracilig ile olur, dokunun yikimi veya yeniden yapimi i¢in de
gereklidir. HGF hiicre oliimiinii baskilar ve sagkalimi destekler, bunu hasara karsi hiicreyi
korumak adina yapar. Ancak bu etkiler tiimor hiicrelerinin invazyon, metastaz ve ilag direnci

gibi malign ozellikleri kazanmasinda da rol oynamaktadir(Fajardo-Puerta et al., 2016)HGF,

epitel hiicreleri icin skatter faktorii olup, bundan farkli olarak fibroblast sekresyon faktorii
olarak epitel hiicrelerinin motilitesini de arttirir. HGF ve reseptorii MET baglandiginda,
reseptor dimerize hale gelir, ¢ogalma, sagkalim, motilite ve metastatik yayilimi destekleyen

sinyal yollar1 aktif hale gelir. (Owusu et al., 2017)Dolasimdaki tiimdr hiicreleri tiimor

olusturma ve metastaz yapma potansiyeli yiiksektir. Hepatoseliiler karsinoma metastatik
farede periferik kandan dolasimdaki tiimor hiicreleri izole edilmistir ve dolasimdaki tiimor
hiicrelerinde HGF ve c-Met ekspresyonu primer tiimdr hiicrelerine gore yiiksek bulunmustur.

(Ogunwobi, Puszyk, Dong, & Liu, 2013)
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Karaciger, rejenerasyon yetenegi yiiksek bir organdir. Hepatosit biiyiime faktorii ( HGF),
hepatositlerde epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR ) ile birlikte hepatositlerde DNA
sentezi ve mitozunu indiikleyen baslica 2 mitojendir. Karacigerde baslica Kupffer, stellat,

sinuzoidal endotelyal hiicreler HGF iiretir.(Matsumoto, Funakoshi, Takahashi, & Sakai, 2014)

HGF/MET aktivasyonu hepatositlerde hiicre boliinmesinde G1-S faz gecisinde 6nem
tagir. Karacigerde hasar sonrasi, proteinaz aktivitesi artar ve hiicre i¢i sinyaller sayesinde HGF
diizeyleri yiikselir. Aktif HGF diizeyinin artmasinda iirokinazlarin aktivasyonu mevcuttur.
HGF'nin plazmada da artmasinda endokrin mekanizmalarin da roli

bulunmaktadir.(Matsumoto et al., 2014)

HGF esas olarak stromal hiicrelerce eksprese edilir. Normal hiicrelerde HGF, renal
tubul hiicrelerinde tubulogenezde oldugu gibi morfogenez dinamiklerinde ve ndronlarda
hiicre sagkaliminin desteklenmesinde, doku hasar1 sonrasi yenilenme siirecinde Met araciligi
ile etkilerini gosterir. Kanserlesmede ise Met aktivasyonu ile dinamik hiicre hareketi ve
sagkalim mekanizmasi invazyon-metastaz, tedaviye direngte rol oynar.(Matsumoto et al.,

2014)(Sekil 12)
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Sekil 12: HGF'nin doku yenilenmesi ve kanser dokularinda iki yonlii etkisi(Matsumoto et al.,
2014)
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2.4.5.HGF-MET sinyalizasyonun kanserde aktivasyonu

C-MET sinyalinin anormal sekilde aktivasyonu farkli mekanizmalarla meydana gelir.

(Press, 2005)HGF den bagimsiz aktivasyonu C-Met asir1 eksprese oldugu durumlarda soz
konusu olabilir. Ligand bagimsiz c-Met aktivasyonunda reseptor mutasyonu mevcuttur.

(Gumustekin et al., 2012)Liganddan bagimsiz yani HGF olmaksizin MET aktivasyonu ise

MET asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonu nedeniyle veya MET mutasyonu ile aktive
olmasi nedeniyle meydana gelir ve bu durum insanda goriilen timoérlerde nadirdir. MET

mutasyonlar1 siklikla metastatik alanlarda saptanmaktadir.(Owusu et al., 2017)
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Sekil 13: HGF/c-MET sinyalizasyonunda ligand bagimli ve bagimsiz aktivasyon (Press, 2005)

HGF-MET sinyalinin parakrin aktivasyonunun deneysel modellerde tiimorogenezisi
destekleyici yonde yeterli oldugu gosterilmistir MET asir1 ekspresyonu ve bazi mutant
formlar1 kanser biiylimesini arttirmaktadir. Ancak. hedefe spesifik bir tedavinin, yararl
olmasit icin, otokrin aktivasyon, protein asir1 ekspresyonu, gen amplifikasyonu veya
mutasyonlarin ~ varligi  hangisinin  Oncelik alinmasi  gerektigi heniiz bir netlige

kavusamamustir.(L._Petrini, 2015)

Meme, over, prostat, gastrik, tiroid, hepatoseliiler ve renal karsinomalar yanisira
osteosarkom ve myelomda HGF reseptorii asir1 eksprese olur veya artan HGF reseptorii
tirozin fosforilasyonu vardir. HGF ile reseptoriin aktivasyonu reseptoriin tirozin
kalintilarindan otofosforilasyonunu saglar hiicre i¢indeki sinyallerin aktivasyonuna neden olur.

(Vadnais et al., 2002)
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Onkojenik olarak aktive edilen Met invazif ¢cogalma ile kanser hiicrelerine metastatik
ozellikler kazandirir. MET asir1 ekspresyonu karsinomalarin az bir kisiminda amplifikasyon

nedeni ile olur ancak metastazlarin cogunda vardir.(Vadnais et al., 2002)

Karaciger farkli zonlar igeren heterojen bir organizasyon gosteren ve fonksiyon goéren
bir organdir. Bazi hepatositler hasar gordiigiinde komsulugundaki hepatositler epitelyal
karakterde kalirken hasar alan hepatositler mezenkimal fenotipe doniismektedir. Bu doniisiim
HGF sayesinde olur. HGF stimiilasyonu olmayan komsu hiicrelerin de fenotipini
etkilenmektedir. HGF iceren bolgelerde HGF iiretimi otokrin yolla saglanmakta, sekrete olan
HGF molekiilleri bu faktérden yoksun olan komsu alict hiicrelere dogru diffiize oldugu

olmaktadir. (Patel, Haque, Gao, & Revzin, 2015)

Esasen kanser hiicrelerinde otokrin olarak HGF iiretimi sik goriilen bir durum degildir,
yaygin olan durum stromal hiicreler olan kanser iligkili fibroblastlarca HGF {iretilmesi ve

MET aktivasyonunu parakrin yolla olmasidir. (Owusu et al., 2017)
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Sekil 14:Normal ve kanserli hiicrede MET aktivasyonu. (Owusu et al., 2017)

Akut myeloid 16semide HGF ekspreyonunun, hiicre hatlarinin ve klinik 6rneklerin
yarisinda, reseptOr tirozin kinaz MET otokrin aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir.
HGF veya MET genetik hasar1 olmasi halinde HGF eksprese eden AML hiicrelerinde
cogalma ve sagkalimi inhibe olmus bu nedenle AML hiicrelerinin MET aktivasyonunda

otokrin bagimlilig1 gosterilmistir (Kentsis et al., 2012)
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Pro-HGF, otokrin olarak MET reseptoriinii aktive eder. Kanser hiicreleri HGF
promotdrii mutasyonlar1 veya okogenik transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ile pro HGF
tiretebilir. Daha yaygin olarak ise pro-HGF, fibroblast gibi stromal hiicreler tarafindan iiretilir

ve HGF reseptorii olan MET'i parakrin olarak aktive eder (Owusu et al., 2017)

Darby kopek bobregi (MDCK) hiicreleri ataya bagimli hiicreler olup insan siat7e geni
ile transfekte edilmis olup parental hiicre ile karsilagtirilmistir. MDCK-siat7e hiicrelerinin
endojen HGF iiretebildigi ve bilinen HGF aracili parakrin EMT aktivasyonundan farkli olarak
otokrin yolla aktive ettigi gosterilmistir MET reseptér kinaz fosforilasyon analizleri
HGF/MET sinyalinde otokrin loop ile aktivasyon meydana geldigini dogrulanmistir. MET
aktivitesi kiiciik inhibitér molekiil ilag olan PF-02.341.066 (Crizotinib) ile baskilaninca,
MDCK-siat7e hiicreler parental hiicre morfolojisine donligsmiistiir. (Chu, Bottaro, Betenbaugh,

& Shiloach, 2016)

Relaps ve direng gosteren hastalarda, HGF/cMET sinyalinin konstitutif olarak plazma
hiicrelerini aktive ettigi gosterilmistir ve ayn1 zamanda ¢oklu ilag direnci ile iligkisi oldugu
belirlenmistir. Otokrin loop varliginin hastalikta hiicre adezyonu ve yayilimi igin yeterli
olabilecegine isaret edilmis olup HGF/cMET sinyalinde otokrin loop varliginin olmasi
multipl myelomda anjiyogenezisi desteklemektedir. Bu nedenle anjiyogenezise yonelik ilag

gelistirilmesinde hedef mekanizmalardan biri oldugu anlagilmistir(Ferrucci et al., 2014)

HGF ve reseptorii olan c-Met pankreas kanserinde de proliferasyon, invazyon ve kotii
prognozla iligkilidir. Calismada HGF ve ¢ M-et ekspresyonunun primer pankreas kanserinde
ekpsresyonu ve c-met monovalent antikoru olan MetMab etkinligi in vitro ve in vivo modeller
ile incelenmistir. HGF ve Met ab muamelesi tiimor ¢ogalmasini inhibe etmektedir. KP4
hiicreleri ise HGF ve c-met otokrin yolla uyarilimi olmakta ve MetMAb ¢ok giiclii sekilde
timOr ¢ogalmasini inhibe etmektedir. MetMAb predominant etkisi KP4 otokrin modelde
proliferasyonun durdurulmasi yoniinde goézlemlenmistir. Calisma bu nedenle HGF/c-Met

aksisinin kanserin ilerlemesinde 6nemli rolii oldugunu gostermistir(Jin et al., 2008)

HGF otokrin aktive oldugu glioblastoma aktive MET sinyalinde rol oynamakta ve
hastalarda MET inhibitorlerine duyarliligin tahmini i¢in degerlidir. Ayrica serum HGF
diizeyleri otokrin aktivasyon s6z konusu oldugu tiimorlerde bir biyomarker olmasi yanisira

tedavi yanitin1 tahmini i¢in bir araci olabileceginin alt1 ¢izilmistir.(Xie et al., 2013)
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2.4.6. Hepatoseliiler karsinomada HGF-MET sinyaline yonelik tedavi
yvaklasimlari

Hepatoseliiler karsinoma heterojen bir hastalik olmasi nedeniyle hastaligin tedavisinde
multidisipliner yaklagimlar 6nemlidir. Tedavide geleneksel yaklasimlar {i¢ baslikta toplanir;
ilki tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi veya karaciger transplantasyonu, ikincisi radyasyon
tedavisi ile minimal invazif cerrahi uygulanmasi, {lglincilisii ise kemoembolizasyon
uygulamasidir Organ dondriiniin kisith olmasi, hastalarin ¢ok azinda cerrahi tedavinin uygun
olusu, operasyonlar sonrasi niiks goriilme riskinin yiiksek olmasi ve HBV, HCV enfeksiyonu
ve siroz gibi altta yatan komplikasyonlar bilinen tedavilerde sinirlamalar getirmektedir. (L.

Ma, Chua, Andrisani, & So, 2014)Plastisite; embriyo gelisiminde farklilagmamis hiicrelerde

fonksiyonel kimligini kazanabilmesi erigkin hayatta ise fonksiyonel biitlinliigiin korunmasi
icin gereklidir. Doku dinamiklerinde rol oynayan biyolojik programlar ekstraseliiler
matriksten gelen uyaranlar ile yonetilir ve sonucunda hiicre ¢ogalmasi, sagkalimi ve aktif

olarak go¢ etme seklinde yanitlar goriiliir. (Garajova et al., 2015) Bu olaylar genel baslik

olarak, invazif ¢ogalmanin karakteristigini tanimlar. Invazif bilyiime, hem fizyolojik ve hem
de patolojik olaylarda merkezi bir role sahiptir. Embriyogenezis sirasinda, gastrulasyon ve
sinir sistemi gelisiminin belirleyicisidir. Eriskin hayatta ise, inflamatuvar siiregleri ve yara
iyilesmesi esnasinda dokunun yeniden sekillenmesini diizenler. Patolojik durumlarda,
hiicredeki bu mekanizmalar lokal invazyon ve metastaz olusmasima neden olur. Hiicreler
cogalma kontroliinii, kontakt inhibisyonunu kaybeder, primer alanindan ¢ikarak, sagkaliminin
miimkiin oldugu ve anormal sekilde ¢ogalip sekonder kolonilerini olusturabilecekleri uzak
bolgede bulunan dokular istila edici 6zellik kazanirlar. Neoplastik hiicrelerin primer timor
alanindan uzaklagmasi, yakinindaki dokular1 isgal etmesi ve baska doku organlarda kolonize

olup c¢ogalmaya devam etmesi, timorlerde goriilen malign karakterin gostergelerinden

biridir(Gentile & Comoglio, 2004) Yeni nesil tedavilerde oncelik hedef hepatositleri
bliylimeye ve metastaz yapmaya Onciiliik edici molekiiler bozukluklardir. Tiimorlerin
ayrimiin daha iyi yapilmasinda hepatoseliiler karsinomada meydana gelen molekiiler
degisikliklerin tanimlanmas1 Onemlidir. Arastirmalar bu nedenle farkli gen ekspresyon
paternini tanimlamaya yonelmistir. Kanseri baslatan ve ilerleten predominant mutasyonlar ve
bozukluklarin saptanmasi hassasiyeti arttirir. boylelikle tan1 ve tedavi etkinligi artmasi ve

sistemik toksisitenin azalmasi s6z konusudur.(I Marks & S Yee, 2016)
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Hasta populasyonunun bir kisiminda tedaviye hemen yanit ve ardindan direng gelisimi
s6z konusudur ve 'de novo direng' olarak adlandirilir. Diger hastalarda ise tedaviye yanit
olumlu yondedir, ancak aylar sonra direng gelisimi gelisebilir, bu ise 'kazanilmis direng'
olarak adlandirilir. Tedavi yaklasimlar etkinligi bakimindan sinirli olmasi nedeniyle, lokal
veya sistemik olarak kanser tekrar etmesi siklikla goriiliir. Ila¢ direnci, hastalarda tedavinin
basarisiz olmasmin en biiyiik nedenidir. Blue Ribbon Panel'inde kanserde altin vurus i¢in
Onerilerinden biri sudur: 'Efektif tedaviler gelistirmede esas, kanser hiicrelerine direng
kazandiran mekanizmalarin belirlenmesi ve direnci yenebilen ilaglarin gelistirilmesinin
oncelik alinmasidir.'Tedaviye direng, kanser hiicrelerini direngli hale getiren genetik
degisikliklerin kazanilmasi nedeniyle meydana gelisebilmektedir. Kemoterapi ve radyasyon
gibi geleneksel tedaviler normal ve kanser hiicrelerini ayirmaksizin etkilidir. Hedefe yonelik
ilaclar ise, kanserle iligkili sinyal yollarin1 bloke eder ve diger tedavilere goreceli olarak yan
etkileri de daha azdir. Yeni ilaglarin daha akilc1 yaklasimlarla gelistirilmesi, , tedavi siirecinde,
erken donemde ve sonradan kazanilmis direnci 6nlemek adina kritik 6nem tasir (Owusu et al.,

2017)

\ HGF/MET inhibitérleri \

Kanser hiicreleri | ; Stromal hiicreler
Met sinyali Met sinyali
Tamar hiicresinin sagkalimi | Notrofillerintimor bdlgesine gogli
Tamor hiicrelerinin gogalmasi Nitrit oksit aracih sitotoksisite

Metastatik yayilim

_ \
T | g

Tumér bayumesinin inhibisyonu

| Tumér baytmesi,ilerlemesi |

| Timorin gerilemesi ] ‘ Tiimorilerlemesi

|
Sekil 13: HGF-MET sinyali inhibitorleri ve etkileri (Finisguerra et al., 2016)

Hepatoseliiler karsinoma ilerleyen donemlerinde geleneksel tedavi yontemleri olan
radyasyon ve sistemik kemoterapiler basarisiz kalmaktadir. Bu nedenle yeni hedefler
belirlenmesi ihtiyact dogmus, karsinoma olusumunda etkili sinyal mekanizmalarina yonelik

monoklonal antikorlar ve kiigiik inhibitdér molekiiller gelistirilmistir(Garajova et al., 2015)
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Tedavi yaklasimlarinda esas olarak spesifik bir molekiiler hasar mekanizma hedef

alimmaktadir. (I Marks & S Yee, 2016)

Biiylime faktorii ve reseptorli arasindaki iliskide genellikle, tek biiyiime faktoriiniin
yapisal olarak benzer birden ¢ok reseptorii aktive etmesi ve tek reseptoriin benzer yapilarda
birgok liganda baglanmas1 gegerlidir. HGF -MET sinyalinde farkli olarak Met reseptoriiniin
tek ligand1 vardir. HGF ile birebir iliski vardir. Bu essiz biyokimyasal ozellik, ilag
gelistirmede HGF-Met sinyali agisindan etkisi, sinyal yolaginin aktivasyonu ya da

inhibisyonu seklindedir(Fajardo-Puerta et al., 2016) HGF, MET reseptorii icin tek ligandidir.

Ancak EGF ve TGF gibi biiyiime faktorleri, MET aktivasyonunu, EGF reseptorii kinaz

aktivitesine bagl olarak gecikmeli olarak aktive eder. (Owusu et al., 2017)

Hiicreden bagimsiz otonom mekanizmalar MET hedefli tedavilerde yaniti

etkilemektedir.(Finisguerra et al., 2016) Kanserde HGF-MET sinyalinde bozukluklar siklikla

mevcuttur ve bu bozukluklar metastazda, anormal ¢ogalmada, invazyonda ve tedavi direncine
neden olmaktadir. HGF -MET sinyaline yonelik ilaglar, HGF ligandim1 veya MET
reseptoriinii hedeflemesine gore ayrilir. HGF ligandin1 hedef alan ilaglar, HGF' nin aktif
formuna ulasmasi i¢in gerekli yapisal degredasyonu onleyerek indirekt etkili olurlar ve HGF
aktivasyonunu inhibe ederler. HGF ligandina baglanip reseptorii MET ile baglanmasini
onleyen ilaclar ise direkt etkili olurlar. MET reseptoriinii hedefleyen ilaclar ise, MET
antagonistleri HGF ile MET reseptoriine baglanmak i¢in yarisir, MET degredasyonuna neden
olur ve MET kinaz inhibe olmasina neden olur Etkili olur. Digeri ise MET tirozin kinazi

inhibe ederek MET reseptoriine intraseliiler bolgede etki eden ilaglardir.(Garajova et al., 2015)

HGF-MET aktivasyonu ayni zamanda epitelyal mezenkimal geciste (EMT) etkilidir,

boylelikle primer ve kazanilmis tedavi direnci gelismesinde rol oynar (Owusu et al.,

2017)Epitelyal mezenkimal gecis (EMT) epitel tiimor hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu
ilerlemesine neden olur ve hepatosit biliylime faktorii gibi bazi faktorlerce indiiklenir. Yapilan
bir ¢alismada HGF/c-Met sinyalinin gastrik kanser metastazlari ve ozellikle peritoneal
yayilimu ile iligkisi incelenmistir. HGF ve c-Met birlikte ekspresyonunun otokrin olarak aktive
edilen sinyal varliginin neden oldugu ve bu kanserde gecerli oldugu EMT iliskili molekiillerin
ekpsresyonu gosterilmistir. Mevcut otokrin aktivasyonun bloke edilmesi i¢in kinaz inhibitorii

SU11274 uygulanmistir.
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Sonug olarak HGF/c-Met sinyalinin EMT ve anoikiste rolii saptanmistir. Artmis HGF
ve c-Met kotli prognozla iliskili ve peritoneal yayilim olasiligina isaret ettigi gosterilmistir.
Klinik bulgular da sinyal blokajimin peritoneal yayilim tedavisi ic¢in yararli olabilecegi

yoniindedir. (Toiyama et al., 2012)

HGF/MET sinyalinin konstitutif olarak aktivasyonu kanser hiicrelerinde bir marker
gorevi goriir. Bu nedenle HGF ve MET tedavi hedefleri arasindadir Bazi kanser hiicreleri
HGF ireterek MET reseptoriinii otokrin yolla uyarir. Yaygin olan HGF timor
mikrogevresinde tiimor hiicrelerinde MET reseptoriinii  parakrin  aktivasyonudur.
Boylelikle HGF kanser hiicrelerinde ¢ogalma, go¢ ve sagkalimi ilerletip tedavi direncine
neden olur. Genetik degisiklikler nedeniyle de diren¢ meydana gelir ancak tiimor
mikrocevresi nedeniyle olusan direng transient olup mikrocevreden izole oldugunda ilaca
duyarlilik yeniden kazanilir. Boylelikle tiimor mikrogevresinin normalize edilmesi veya
timor hiicreleri ve mikrogevresinin arasinda etkilesimin baskilanmas1 tedavi stratejileri

arasinda yerini almistir (Owusu et al., 2017)

HGF/MET sinyali tiimor mikrogevresinde ilag direnci gelisiminde rolii nedeniyle
onemlidir ve otokrin aktivasyon oldugunda hiicreyi HGF/MET sinyali bagimli hale getirmesi
s6z konusudur. MET inhibitdrleri ¢esitli kanserlerde oldugu gibi hepatoseliiler karsinomada
da klinik olarak denenmektedir. Ancak MET hedefli tedavilerden fayda saglanmasi icin
biyomarkerlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Insanda goriilen hepatoseliiler karsinomada HGF
otokrin aktivasyonu ve MET gen amplifikasyonunun kombinasyonu varliginda MET
inhibisyonuna duyarlilik oldugu gdésterilmistir, bu hasta seciminde dnem tasimaktadir ve MET
inhibitorlerine duyarli olmayan tiimorlerde EGFR inhibitorleri ile kombinasyon alternatif bir
tedavi secenegi olabilmektedir. HGF asir1 ekspresyonu ile MET amplifikasyonunun
kombinasyonu virus ile indiiklenen hepatoseliiler karsinomanin ilerlemesinde anahtar bir
giiclendirici faktordiir ve MET hedefli tedavide etkin bir biyomarker olarak kullanilmasinda

O6nemi bulunur (Xie et al., 2013)Hepatoseliiler karsinoma agresif karakterde kanser olmasi ve

etkin sistemik tedavilerin olmayis1 nedeniyle letalite yliksek olmaktadir.(Chuma, Terashita, &

Sakamoto, 2015) Tirozin kinaz reseptorleri ve downstream molekiillerini, anjiyogenez,

immun sistem elemanlarini inhibe eden ilaclar gelistirilmis, ve klinik olarak denenmistir, bu
ajanlar arasinda multikinaz bir inhibitor olan Sorafenib terapétik yarari sinirlt olmakla beraber

standart sistemik tedavi ilacidir.
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Sorafenib, ilerlemis primer hepatoseliiler karsinoma tedavisinde kullanimakta olan,
2007'de FDA tarafindan onaylanmisbir multi tirozin kinaz bir inhibitoriidiir.(L. Ma et al.
2014) Sorafenib, serin treonin kinazlar1 (BRaf, CRaf ve VEGFR-1, -2 ve-3), PDGFR-a ve -

B ,kok hiicre faktorii reseptdr tirozin kinazi olan olan c-kit'i inhibe eder. (Chuma et al., 2015)
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+
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+
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EMT

Sekil 16: Sorafenibin EMT mekanizmasini inhibe etmesinin gosterimi(Nagai et al.,
2011)

Sorafenib HGF aracili olarak EMT mekanizmasini inhibe eder. EMT; morfolojik
degisikliklerle karakterize, kaderin degisimleri, go¢ edici fenotipin kazanilmasi olarak
tanimlanir. Sorafenib EMT inhibe etmesi hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde
MAPK 1fosforilasyonunun inhibisyonu ve SNAI-1 down regiilasyonu ile miimkiindiir (Xie et

al.. 2013)(Sekil 16)

Sorafenibin sagkalimi iyilestirdigi bilinmektedir, ancak hastalarda intolerans gelistigi

icin etkileri smirli olmaktadir (Lee, Chan, & Choo, 2015) Klinikte sorafenib kullanimi1

genelde cerrahi rezeksiyonu takiben veya cerrahi tedavinin yer almadigi lokal tedavilerde,
tamamlayici ilag olarak verilmesi yaygindir Hepatoseliiler karsinoma tanisinda farkliliklar
oldugu gibi, sorafenibin standart tedavi olarak kullanilabilmesi sorusunu da getirmistir..
Klinik, biyokimyasal ve molekiiler markerlar ile sorafenib tedavisine yanitta etkin ve klinikte
gecerliligi yiiksek ve giivenilir biyomarkerlar gelistirilmesi gerekli olmaktadir (Matsumoto et
al., 2014)Sorafenibin klinik yanitina gelisebilecek yanita yonelik etkin biyomarkerlar

gereklidir (Stuart, Goldberg, Laurence, & Savarese)

Sorafenibin diger ilaglarla kombinasyonu ve etkinligi test edilmeye devam

etmektedir.(L. Ma et al., 2014)
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Sorafenib tedavisi sonrasi hastaligin prognozun devam ettigi hastaligin ilerlemis oldugu
hastalarda ikinci nesil ilag gelistirilmesi gerekli olmaktadir Yeni ilag gelistirilmesinde
sorafenibe gelisen direngte rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni yaklagimlara 151k

tutacaktir. (Villanueva & Llovet, 2012)(Sekil 17)
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Sekil 17: Hepatoseliiler karsinomada tedavisinde kullanilan baglica ilaglar ve etkileri (Chuma
etal., 2015)

Hepatoseliiler karsinomada bir¢cok sinyal yolunun onkogenezde, sagkalimda ve
cogalmada yer almasi molekiiler hedefli tedavilerin gelistirilmesine neden olmustur. Ancak
hepatoseliiler karsinomada bir ¢ok sinyal yolunun molekiiler hedef potansiyeli olmasi
sorafenib tedavisindeyanita yonelik spesifik biyomarker belirlenmesini zorlastirir.(Chuma et

al., 2015)

Hiicrenin sagkalimi i¢in tesvik edilmesi ve dinamik hiicre gé¢lii MET aktivasyonu ile
saglanmakta ve invazyon-metastaz ve ilag¢ direnci i¢in temel olusturmaktadir HGF-MET
sinyali kanser gelisimi ve ilerlemesinde kritik role sahip olmasi ve biyomarker gelisimi
inhibitorlerin gelistirilmesi ve klinikte kullaniminin onaylanmasi agisindan 6nemlidir..
Yapilan ¢aligmalarda tiimor kaynakli eksozomlarda bulunan MET metastatik nisin olugsmasini

ve metastazin malign melanomda kolaylasitirilmasina neden oldugu gosterilmistir.
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Akciger kanserinde gen amplifikasyonu ile indiiklenen MET aktivasyonu ve ligand
bagimlit MET aktivasyonu otokrin veya parakrin yolla olmaktadir ve epidermal biiytime faktor
reseptorli tirozin kinaz inhibitorlerine ve anaplastik lenfoma kinaz inhibittorlerine direng
nedeni oldugu gosterilmistir. Gelecek calismalarda HGF-MET kompleksinin 3-D yapisinin
aydinlatilmas1 ve MET aktivasyonunun iyi anlasilmasi ilaglarin tedavide uygulanabilirlignin
degerlendirilmesi, MET ve HGF aktivasyonunun spesifik ve duyarli olarak saptanmasina

yonelik molekiiler araclarin kesfinde yardimci rol oynacaktir (Matsumoto et al., 2014)

2.5 Genomda transkribe olmayan bdolgelerin kanserde dnemi

Kanserin meydana gelmesinde amplifikasyonlar, delesyonlar, insersiyonlar,
translokasyonlar, heterozigosite kaybi, yanlis anlamli(missense), anlamsiz(nonsense) veya
cergeve kaymasi (frameshit) gibi bir dizi molekiiler degisiklik bulunur. Bu degisiklikler
onkogenlerin aktive olmasi veya timor supresor genlerin inaktive olmasina neden olarak
tiimor olusumunu destekler Ayrica epigenetik mekanizmalar ve viruslar da tiimor olusumuna

neden olabilmektedir.(Diederichs et al., 2016) DNA tamiri, replikasyon kontrolii ve hiicre

Olimii gibi normal siklus mekanizmalarda bozukluklar kansere eslik eder. Mutasyonlar
genlerde ve diizenleyici bolgelerde olusur. Bu bolgelerde mutasyon sonucu aktivasyon veya
tersi soz konusu olabilir, kontrolsiiz cogalmaya yol acabilir Mevcut degisiklikler
transkriptomu da etkileyebilir. Genetik ve epigenetik degisiklikler RNA islenmesini etkiler ve
hiicrede normal fonksiyonlar bozulur. Transkriptomda meydana gelen degisiklikler timdor
biyolojisinin daha ileri diizeyde anlasilmasi ic¢in gereklidir Timdr transkriptomlarinin
karakterizasyonu tiimorde etkin tedavilerin uygulanabilmesi i¢in sarttir (Singh & Eyras, 2017)

Kanser genomu oldukca karmasiktir. Kanser arastirmalar1 protein kodlayan dizilerde
daha ¢ok olmakla beraber, tiim genomun %2'sinden daha az1 kodlayici bdlgeleri olusturur.
Genomik dizinin geri kalan kisimi, kodlayici olmayan RNA'lara transkribe edilir veya

diizenleyici elementlerden olugsmaktadir(Diederichs et al., 2016)Tiimor gelisiminde genetik ve

epigenetik degisimlerin ¢ogunlugu bu kodlayict olmayan bolgede birikmektedir. Enhancer,
promotor bolgeler ve kromatin etkilesimlerinin oldugu boélgeler kodlayic1 olmayan genomu
olusturur, cis diizenleyici elementlerin kanserde anormal gen ekspresyonu ile iliskili genetik

epigenetik degisikliklerin hedefi oldugu gosterilmistir. (Villanueva & Llovet, 2012)
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Promotor veya enhancer gibi diizenleyici bolgelerde fonksiyonel mutasyonlar olusmast,
transkripsiyon faktorii baglanma bdlgesi olusturabilmekte veya tersi olarak baglanma
bolgelerini  bozabilmektedir. Bunun disinda translokasyon, delesyon, insersiyon veya
duplikasyon gibi yapisal anormallikler olmast durumunda diizenleyici elementler ve kontrol

ettikleri kodlayic1 bolgeler arasinda etkilesimler degisebilmektedir(Diederichs et al., 2016)

Genomda kodlayict olmayan genomda fonksiyonel olmaya en yatkin olan promotdr veya
diizenleyici bolgeler odak noktasi belirlenmistir ve yeni tekrar edici kodlayici olmayan bolge

mutasyonlar1 tanimlamistir (Piraino & Furney, 2017)(Sekil 17)
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*Mutasyonlar sekonder yaplylsvcu veya :*UTR bélgelerde veya RNA baglama bélgelerinde [RBP). agk okuma
kslgeleriiORF] yvkarisinda (uORF) . internal ribozom giris balgeleri (IRES: ITAF: IRES trans-acting facter]. mikro RNA
baglanma belgeleri veya agk ckuma bélgeleri baslama kedonlarllORF) veya poliadenilasy on siny alilpoly Al
hélgelerinde degisikliklere neden olmaktachr.

=Bu degisiklikler translasy on etkinligi. m RNA stabilitesi. ORF uzunlugu veya RBP etkilesim bélgelerinde meydana
gelerek _ alternatif kesilme ve poliadenilasy on (APA) neden slmaktacdir.

‘Timérogenezde dne gdkan genlerin drnekleri Gsttekisekilde verilmistir Alt cizili olanlar indiklenenler kirmziile
yazih olanlar etkinligi azalanlardir.Yilchz ile isaretli bélgeler mutasy onun oldugu bélgeleri ifade eder

Sekil 14: Translasyon olmayan bolgelerde mutasyonlar ve etkileri (Diederichs et al., 2016)
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Kanser genomunda DNA dizilerinde somatik degisikliklerin kazanilmasi ile meydana
gelmektedir. Uluslararasi Kanser Genom Konsorsiyumu(ICGC), Kanser Genom Atlas (TCGA)
koordinatorliigiinde kanser oOrneklerinde genomdaki molekiiler degisiklikler kategorize
edilmistir. Su anda gerekli olan kanser gelisiminde bu degisikliklerin roliiniin anlamak ve
analiz edilmesidir. Kodlayici olmayan mutasyonlar da kanser gelisimine neden olabilmektedir.
Kanserde rolii olan kodlayicit olmayan bdlgelerin saptanmasi i¢in 'ncdDetect' isimli metod
gelistirilmistir.  Metod sayesinde kanserde mutasyon siirecindeki  heterojeniteler
saptanabilmekte ve yeni kesfedilen mutasyonlarin kanser gelisimindee fonksiyonel bir aday

olup olmadig1 degerlendirilmektedir. (Juul et al., 2017)

Regiilator bolgelerde meydana gelen mutasyonlar baglanma bolgesinin transkripsiyonu
aktive eden veya baskilayan faktoriin etkilenmesine bagli olarak degisir. Sonug olarak
transkripsiyon baskilanir veya indiiklenir. Eger onkogen veya timor supresor genler
etkilenirse, diizenleyici bolgedeki mutasyonlar tiimorojenite nedeni olaylar1 tetikleyebilir.
Melanomada tumor supresor gen promotoriinde 3 kez tekrarlayan C > T degisimleri
transkripsiyon hizin1 azaltmakta, transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerini bozmakta ve bu
nedenle somatik promotdr mutasyonlarin melanoma hastalarinda sagkalim siiresini kisa

olmasi ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (Diederichs et al., 2016)

MECP2 geninin post transkripsiyonel ekspresyonunu regiile eden evrimsel olarak
korunmus cis elementlerinin rolii ve mutasyonunda mental gerilige neden olup olmadigi
arastirilmistir MECP2 geni mutasyonlar1 olmasi otizm tipi olan Rett sendromu ile iligkilidir.
Gen beyin gelisiminin erken doneminde diger genlerin aktivitesini diizenleyen metil CpG
baglanma protein 2'i kodlar. Uzun MECP2 izoformunun degisken 3'-UTR bolgesi erken beyin
gelisiminde siki regiilasyon gerektirmektedir. Kisa izoformu eriskinde daha satbil ekspresyon
gosterir ve 3’-UTR cis-regulator elementler daha az korunmus haldedir Korunmus olan cis-
regulator elementler (G-quadruplexes, microRNA target sites, and AREs) analiz edilmistir..
Evrimsel olarak korunmus ARE ve mi-R148/152 hedef bolgeleri daha uzun olan izoform

ekpsresyonu ile sonuglanan ikinci alternatif poly(A) ile iliskilidir.(Bagga & D'Antonio, 2013)
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Melanomada NF-1 mutasyonlari yaygin olup ekstraseliiler sinyal kinaz yolunda
regiilasyonunun bozulmasina neden olur. Ayrica ilag direncinde rolii vardir. Promotor
mutasyonlart melanomada yaygindir, promotdr aktivitesini degistiren 4 adet somatik
mutasyon tanimlanmistir. Tranksripsiyon faktorii baglama motifi mutasyon ile

bozulmaktadir.(Poulos et al., 2015)

Insanda Transient Receptor Potential Vanilloid type-1 (TRPV1) ekspresyon
degisiklikleri ile glioma ilerlemesine neden olur. Ayni proteini kodlayan 4 transkript varyantta
da sadece 5'-transle edilmeyen bolge (5'UTR) dizisinde farklilik gostermektedir. 5S'UTR dizisi,
TRPV1 transkriptlerin stabilitesinde belirleyici oldugu, TRPVI1 varyant 3 (TRPV13) en
stabil varyant1 olup sadece glioblastoma 6rnekleri ve glioma benzeri kok hiicrelerde eksprese

oldugu gosterilmistir (Nabissi et al., 2016)

Telomeraz ters transkriptaz (TERT) geni promotorii nokta mutasyonu melanoma,
glioma, karaciger ve mesane kanserinde sikligi yliksektir. TERT promotdr mutasyonlart
TERT ekspresyonu ve telomeraz aktivitesinin artmasinda rolii oldugu disiiniilmektedir.
Meme, pankreas, prostat kanserinde ise bu bdlge nadiren mutasyonu gosterilmistir. TERT
mutasyonu NonHodking lenfomada mutasyon olup olmadigi incelenmis ve onkogenik rolii

olmadigr anlagilmistir(Lam, Xian, Li, Burns, & Beemon, 2016)

Promotdr regiilasyonunun genlerde transkripsiyon acisindan rolii kritiktir. intronla
iligkili gen loop varligr proksimal promdotdr bolgeye sonlanma faktorlerinin toplanmasini
kolaylastirir ve promotdre bagli polimeraz onciiliigiinde bu faktorlerin uaRNA sentezini
sonlandirir. Bu bolgede normal splicing olsa da mutasyon olmasit durumunda,
transkripsiyonda promotordeki polyA bagli sonlanmada gorevli faktorlerinin burada yer

almasi tehlikeye girer ve transkripsiyonun kaybi ile eslik edebilir(Agarwal & Ansari, 2016)

Insan bocavirusu(HBoV) (HBoV) P5 promotoriinde transkribe edilen RNA alternatif
islenmesinde kritiktir. HBoV RNA transkriptleri i¢in diizenleyici mekanizmalar olan
poliadenilasyon mekanizmasinin rolii arastirilmistir. Yeni bir poliadenliasyon bdolgesi
tanimlanmistir ve enfeksiyonu sirasindaki varligi gosterilmistir. Alternatif poliadenilasyonun

enfeksiyonda kapsid ekpsresyonunu arttirdigi gosterilmistir. (Hao et al., 2017)
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Regiilator bolgelerdeki mutasyonlar tiimor supresorlerin baskilanmasina neden olur.
Melanoma hastalarinda telomerase ters transkriptaz (TERT) geninde promotdr mutasyonu
bulunmustur. TERT geni telomerazin katalitik subuniti olan bir enzimi kodlar, bu enzim
kromozomal bdlgelerin sonlanma bdlgelerini koruyucu etkilidir, herhangi bir fonksiyon
bozuklugunda her hiicre boliinmesinde kisalacaktir. Anormal TERT ekspresyonunda sinirsiz
¢ogalma potansiyeli kazanilmasi s6z konusudur. Bu mutasyonlar transkripsiyonel aktivitede
artmaya neden olan TERT promotor bolgesinde ETS transkripsiyon faktorii olan GABP i¢in
yeni bir baglanma boélgesi yaratmakta ve tiimorogenezise adimda Onemli bir katkida

bulunmaktadir. (Diederichs et al., 2016)

2.6.HGF geninin transkripsiyonel diizenlenmesi, kanser gelisiminde rolii ve 6nemi

HGF geni sik1 bir regiilasyon altindadir ve normal kosullarda hepatosit, safra kesesi
epiteli gibi hiicrelerde genelde kalic1 sekilde sessizlestirilmistir. Ito veya stellat hiicreleri gibi
karacigerin stromal komponent elemanlar1 ve endotelyal hiicreleri tarafindan transkribe edilir.
HGF ekpresyonu, mezenkimal hiicrelerde, ekstraseliiler uyaricilardan olan sitokin ve
hormonlarca aktiflestirilir, regiilasyonu esasen transkripsiyonel seviyededir. HGF, bazi
epitelyal timorlerde ve karaciger sirozu gibi durumlarda anormal sekilde ekprese olur (Gene)

HGF geni i¢in tek kopya geni bulunur ve 7. kromozomda kisa kolunda g21.1 yer alir.
Bu bolge HGF reseptoriinii de igermektedir. insan HGF geni 71.433 bazdan olusur ve 18
ekzon, 17 intronu bulunur. Ik ekzonu 5' transle olmayan bdlgenin m RNA sin1 igerir ve sinyal
peptidini kodlar. Alfa zinciri 4 domain igerir ve 10 ekzon ile kodlanir. Alfa ve Beta zincirler
arasindaki bosluk bolgesi 12.ekzondadir, geri kalan 6 ekzonu ise beta zincirinin, serin proteaz
benzeri domainini kodlar. HGF geni i¢in transkripsiyon baslama bdlgesi translasyona baglama
kodonunun 76 bp gerisindedir. HGF tek zincir halinde 782 aminoasidden olusur ve prepro
HGEF olarak inaktif halde kodlanir. HGF karacigerde hem ¢ogalma da hem de rejenerasyon
dengesinde kritik bir role sahiptir. (Fajardo-Puerta et al., 2016)(Sekill9 )
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Sekil 15: HGF'nin hiicre i¢inde meydana getirdigi degisiklikler (Fajardo-Puerta et al., 2016)

HGF karaciger, akciger deri ve beyin gibi bircok dokuda mRNA ve protein diizeyinde
saptanabilir. HGF gen promotdriiniin gelisim, ¢ogalma, doku tamiri ve onkogenezde
regiilasyonu pozitif ve negatif etkiler altindadir. Epidermal biiyiime faktorii, platelet cogalma
faktorii ve fibroblast ¢ogalma faktorleri ekspresyonu arttirict yonde promotore etki eder.

(Mungunsukh, McCart, & Day, 2014)

HGF geni alternatif splicing sonucu bes tane mRNA transkript varyantina sahiptir: 1-31
aminoasidlerde sekresyon igin gerekli bir sinyal peptidi, amino grup terminalde heparin
baglama bolgesi (N),Dort adet kringle domaini ve serine proteaz benzeri domain igerir.

[k varyanti (NCBI Erisim: NM_000601) en uzun izoformunu (izoform 1; NP_000592)
kodlar ve 728 aminoasidden olusur.

Varyant 2 (NM_001.010.931) varyant—1 den farkli olarak 3'ucta alternatif bir ekzon
icerir. Ancak birkag ekzon bakimindan eksiktir Kodladigi protein (isoform 2;
NP_001.010.931) 290 amino asid icerir ve ikinci kringle domainden sonrasi kirpilmaktadir
ve izoform le gore farkli bir karboksi terminale sahiptir.

Varyant 3 (NM_001.010.932) izoform 1 den farki frame kodlama segmenti eksik
olmasidir. Kodladig1 protein olan izoform 3, 723 aminoasid igerir ancak izoform 1 de ilk
kringle domainde bulunan 162-166 aminoasidlerdeki 5 aminoasidi delete olan 15 bp

uzunlukta olan-"FLPSS" dizisi yoktur.
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Varyant 4 (NM_001.010.933) varyant 2'de oldugu gibi 3' ucu bolgedeki ekzonda
eksikligi ve izoform 3 deki internal delesyonu barindirir. Kodladigi protein olan izoform 4
(NP_001.010.933) 285 aminoasid icerir ve izoform 2 ile dizide eksiklik olmasi disinda
identiktir.

Varyant 5 (NM_001.010.934) ise 3'ucunda bir ¢ok ekzonu eksiktir ve izoform 1 ve 2
den farkli olarak alternatif bir 3' segmenti vardir. Kodladigi protein izoform 5
(NP_001010934) 210 amino asid igerir ve karboksi terminali farklilik gdsterir (Athauda et al.
2012) (Sekil 20)

HGF fhepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factar)) Athawda G, et al.
N domain kringle 1 kringle 2 kringle 3 kringle 4 serine protease like
(32-125) (126-207) (208-289) (302-384) (388-470) (493.-719)

Sekil 16: Pre-pro-HGF proteini izoform 1 (728 aminosid )(Athauda et al., 2012)

HGF promotorii IL—-1 alfa ve 1Beta IL-6, IL-8 ve interferon-y ile uyarilir. Boylelikle
HGF ekspresyonu doku tamirine Onciilik edici inflamasyonun erken donemlerinde artig
gosterir. HGF promotorii cis elementler igerir bu elementlerin transkripsiyon faktorleri ve
diger uyaranlarin baglanmas1 1ile diizenlenir ve HGF ekspresyonu artar veya

azalir.(Mungunsukh et al., 2014)

Promotoriin -30bp bolgesinde yaklasik 100 bp uzunlugunda TATA kutusu bulunur.
Komsulugunda ise 600 bp veya daha uzun 5-flanking diziler bulunur ve HGF geninin bazal ve
indiiklenebilen ekspresyonu i¢in kritik bolgelerdir HGF promotérii ve yukarisinda bulunan
bolgede HGF geni ekspresyonunun hiicreye spesifik olmasinda Onemli elementler
bulunmustur.

Fare HGF promotoriinde —16 ve +11 bp bdlgede cis elementi oldugu kesfedilmistir. Bu
element TNF-a, IL-1, IL-6, and EGF sitokinlerine yanitta rol oynar.

C/EBP transkripsiyon faktorleri (o, B, and 6) HGF promoter aktivitesini bu elementle
uyarir. C/EBP site (TTGCAA) promotdriin kor bolgesini olusturur ve palindromik dizi
(ACCGGT) ile c¢akisir. Palindromik dizi HGF geni promotoriiniin baskilanmasinda rol
oynadig1 bilinmektedir.

35



HGF promotoriiniin —872 ve—860 bp bdlgeleri arasinda bagka bir cis element yer alir.
Bu element Ostrojen yanit elementi (ERE) (an RGGTCA, IR3) olarak adlandirilmistir ve
niiklear orfan reseptorii tavuk ovalbumin upstream reseptdr promotor transkripsiyon
faktorii(COUP-TF) ile baglanir. ERE elementindeki baskilayici mekanizmaya benzer olarak,
Ostrojen reseptorii (ER) , COUP-TF ile yarisarak promotdrdeki baskilayici etkilerini ortadan
kaldirabilir.

Diger bir enhancer etkili element olan Sp1 bolgesi —328 ile —297 bp arasinda bulunur,
CTCCC motifine sahiptir, Spl ve Sp3 buraya baglanarak HGF prométoriinti aktive eder.

HGF promotoriinde transkripsiyon baslangicinin yukarisinda —260 ile —230 bp bdlgede
karmasik ve ¢ok yonlii etkili bir element daha bulunmaktadir. Bu bolgeye niiklear faktor 1
(NF1) ve upstream stimulatér faktor (USF) baglanarak HGF promotoriinii  ve
transkripsiyonunu diizenler(Gene) (Sekil 21)

Regiilator elementler DNA-protein paterninde degisiklikler yapmaktadir. Regiilator
elementlerde mutasyon olmasi halinde cis elementler ile onlari regiile eden faktorlerin birbiri
ile etkilesimi ve diizenleyici bolgelere erisebilirligi bozulmasina neden olmaktadir.(Liu et al.
2005) (Cho et al., 2005; Global Burden of Disease Cancer et al., 2017; Johnston & Carroll,
2015; Kellis et al., 2014; Kim & Shiekhattar, 2015; Sharma. Kelly, & Jones, 2010)

Hormon ve
vitaminler

sessizlestirme

HGF promotoru

Sitokinler,IL-1,TNF-a,
Biyiime faktg ,EGF,FGF,

Sekil 17: Sekil 21:HGF geni promotoriiniin sematik gosterimi(Gene)
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HGF ekspresyonun regiilasyonunda diger baskilayict is goren element ise HGF
transkripsiyon baglama bolgesinin 750 bp yukarisinda yer alan 30 adet deoksiadenozin tekrari
olan bolgedir. DATE veya deoksiadenozin kuyruk elementi olarak tanimli bu bolgenin meme
kanserinde promotdér mutasyonlart ve kanser gelisimi acisindan kritik bdlge oldugu

gosterilmistir(Mungunsukh et al., 2014) (Sekil 22)

DATE ¢ Transkripsiyon baslama bélgesi
[

e

TTITGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCTGCC

HGF promotorii

Sekil 18:DATE boélgesi(J. Ma et al., 2009)

2.7.HGF promotorii ve DATE bolgesi ile ilgili literatiirde mevcut ¢aligmalar

2009 yilinda Ma ve arkadaslari, normal meme epiteli hiicrelerinde HGF geninin
transkripsiyonel olarak susturulmus oldugunu, ancak meme kanseri epiteli ve dokularinda bu
mekanizmada bozukluk oldugunu ilk kez gostermistir. Bu bdlgenin transkripsiyonda represor
rol gérmekte oldugu ve insanda goriilen meme kanseri hiicreleri ve dokularinda delesyon
mutasyonu goriildiigiinii bildirmiglerdir DATE bdlgesinde kisalmaya neden olan mutasyonlar
islevsel yonden etkileri incelendiginde HGF promotér bolgede lokal ve genis etkilere yol
acabilmektedir. Bu etki kromatin yapisi ve DNA-protein etkilesimlerini, insan meme
karsinom hiicrelerinde HGF promotoriiniin  konstitutif —aktivasyonuna yol acarak
saglanmaktadir. Atasal tipte DATE kromatinin yiiksek diizeyde konsande kalmasina neden
olur ve promotdr bolgeye transkripsiyon faktorlerinin ulasmasini engel olur boylelikle gen
sessizlestirilmis haldedir. Kisalmis DATE ise bu bolgeden represorlerin salinimina, kromatin
yeniden sekillenmesine neden olur. Transkripsiyon aktivatorleri olan C/EBP-Bl1ve PARP1/2
promotdr bolgesine gelmesine ve HGF gen aktivasyonu meydana gelmesine neden olur (J.

Ma et al., 2009) (Sekil 23)
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Sekil 19: HGF gen regiilasyonunun DATE ile oldugunu destekleyen model.(Ma et al.,
2009)(J. Ma et al., 2009)

L o I—*HGF gene on

DATE bolgesinin kisalmig varyantlar1 (25 veya daha az deoksiadenozin igermesi)
Afrikali Amerikanlarda meme kanserli hastalarin %51 inde ve Avrupalilarin %15inde
bulunmustur. Meme kanserli hastalarda kisalmis DATE varyanti normal populasyonda
goriildiigli, normal meme dokusunda yiiksek HGF ekspresyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Populasyon ¢aligmalar1 kisalmis DATE varyantinin, kolon, mide, endometrium
ve serviks, glioma ve sarkom gibi HGF ekspresyonunun yiiksek oldugu diger kanser
tirlerinde iligkisinin belirlenmesi gerektigini vurgulamistir. Ayrica normal kisilerde de
kisalmig DATE yapisinin varliginin polimorfik olduguna ve hastaliga yatkinlikta bir
diizenleyici olabilecegine dikkat ¢ekmektedir (J. Ma et al., 2009)

HGF promotoriinde DATE bolgesinde kisalma HGF ekspresyonunu aktive edici bir
varyant olusumuna neden olmaktadir. Gastrik kanserli hastalarda MET kopya sayist artist
(CNG) ve HGF promotoriindeki deoksiadenozin tekrar elementinde mutasyon sonucu
kisalmanin rolii arastirilmistir. Gastrik kanserli hastalarda kisalmis DATE yapist %33
heterozigot formda %13 homozigot formda bulundugu gosterilmistir. Ancak MET pozitif ve
negatif olan hastalarin alt gruplarinda veya genel populasyona bakildiginda tanisal degeri
bulunamamistir. Homozigot olarak DATE boélgesinde kisalma tasiyict bireylerde MET CNG

olmayan hastalarda ancak tanisal degeri gosterilebilmistir(Graziano et al., 2011)
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Yiiksek HGF ekspresyonu kotii bir prognoz bulgusudur. HGF ekpsresyonu mesane
kanseri hastalarinda daha yiiksek olan hastalarda sagkalimi etkiledigi gosterilmistir. Mesane
kanserinde HGF DATE bolgesinin etkisi incelemistir. Mesane tiimorii dokularinda HGF m
RNA diizeyleri DATE uzunluguna gore karsilastirilmistir. HGF DATE varyantlarinin HGF
eskpresyonunu arttirtp arttirmadigini gostermek icin hastalardan periferik kan lenfositleri
(PBLs) izole edilmistir. Kisa DATE (<28 tekrar) kanserli hastalarda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu nedenle DATE yapisinda degisiklik anormal HGF
ekspresyonuna yol acarak karsinogenezde ve tiimoriin agresfiliginde rolii olabilecegi

bildirilmistir.(Chiba et al., 2014)

Multiple myeloma (MM) hastalarinda HGF diizeyleri hastalarin yarisinda ytiksektir ve
kot prognozla iliskilidir. HGF seviyeleri kan ve kemik iliginde multiple myelomlu hastalarda
yiiksek olmas1 malign plazma hiicrelerinde HGF asir1 ekspresyonunun veya kemik iliginde
malign plazma hiicre varliginin sonucu bir reaktivasyon siireci nedeniyle yiikseldigi
diisiiniilmektedir. Onceki calismalarda en az Sadenozin kaybinin negatif diizenleyici etkisini
kaybetmesi ve HGF diizeyini ylikseltmesi nedeniyle DATE uzunlugu ile HGF serum
konsantrasyonu/  HGF mRNA seviyeleri incelendiginde herhangi anlamli bir iliski
bulunamamaistir. Ancak arastirma ¢ok sinirli sayida 6rnekle yapilmasi ¢calismanin kisitliligini

olusturdugu belirtilmistir. (Rampa et al., 2014)

DATE bolgesi ¢esitli insan kaynakli kanser hiicre hatlarinda HGF ekspresyonu ile
iligkisi incelenmistir.55 adet hiicre hattinda kisa DATE uzunlugu bulunmustur. Kisa DATE
uzunlugu akciger,mide,kolorektal,pankreas ve mezotelyoma kanser tiplerindeki hiicrelerde
saptanmistir Kisa DATE igeren hiicreler HGF ytiiksek oranda eksprese ederken normal DATE
bulunan hiicrelerde HGF ekspresyonu normaldir.Ancak bazi hiicre hatlarinda kisa DATE
yapist olmasma ragmen HGF ekspresyonu diisiik oldugu bulunmustur.Bu hiicre hatlarinda
diisik HGF ekspresyonunun nedeninin HGF promotdriinde intron 1 polimorfizm veya

metilasyonlar1 nedeniyle oldugu ilk kez gosterilmistir.(Sakai et al., 2015)

Kolorektal kanser genomik instabilite sik goriildiigii bir kanser tiiridiir. HGF geninde
proksimal promotoriinde represoér gorevi olan DATE bolgesinde DNA mismatch tamir
(MMR) bozukluklarin  delesyon mutagenezine yol actigit  bulunmustur. DATE
(DeoxyAdenosine Tract Element) elementi HGF promotoriinde kisalmakta, normalde kolon

epitelinde sessiz olan promotoriin aktivasyonuna yol agmaktadir.
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Bu nedenle HGF-Met sinyali otokrin sekilde meydana gelmektedir. Boylelikle kanser
hiicrelerini ¢ogalmaya yonelik desteklemekte, sagkalimini giiclendirmekte ayni zamanda
programli hiicre 6liimiine kars1 direng kazandirmakta oldugu gosterilmistir(Seneviratne et al.,

2015)

Fare hepatoseliiler karsinoma modelinde periferik kanindan sirkiile tumor hiicre hatti
izole edilmistir. Bu hiicrelerde HGF ve c-Met diizeyleri, primer timor hiicrelerinden daha
yiiksek ekprese oldugu gosterilmistir. Sirkiile tiimdr hiicreler, epitelyal mezenkimal gegiste rol
oynamaktadir ve HGF ile indiiklenebilme 0zelligindedir. c-Met promotori ve HGF
promdtoriinlin epigenetik analiz edilmis ve bu hiicrelerde DNA metilasyonunun yiiksek
oldugu gosterilmistir. Metilasyon miktart ile ¢ Met ve HGF ekspresyonlarinin artisi1 arasinda

parallellik oldugu gosterilmistir(Ogunwobi et al., 2013)

Hepatosit biiytime faktorii (HGF)ve paired box 2 (PAX2) proteinlerinin prostat kanseri
hiicre invazyonunda diizenleyici rolii mekanizmas: arastirilmistir. HGF kanser hiicre
invazyonunda Onemi iyi bilinen bir diizenleyici gen olup, PAX2 geninin direkt olarak
hedefidir. PAX2, HGF geninin yukarisinda olup HGF genini histon modifikasyonunu
degistirip ekspresyonun arttirabilmektedir. Bu etkisini HGF geni promotdriinii histon 3 H3de
asetile edip HGF geni ekspresyonunu arttirarak yapar. HGF promotériinde — 637 ve — 314
arasindaki bolge konsensus PAX2 baglama dizilerini igerir ve bolgede delesyon nedenli
mutasyon oldugunda boélgede delesyon oldugunda HGF geninin PAX2 ile promotdr
aktivasyonu bozulmaktadir ve HGF promotoriiniin aktivasyonu azalmaktadir. Bu bdolgede
PAX2 geni asir1 ekspresyonunda ise kanser hiicresinde invazyonu artmaktadir. Boylelikle
calismada HGF'nin transkripsyonel regiilasyonunun promotor araciligi ise PAX2 tarafindan

degistirilip invazyonu gosterilmistir (Ueda et al., 2015)

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) multiple myelom hiicrelerinde yiiksek diizeyde
eksprese edilir. Sagkalim ve ¢ogalmadan rolii vardir. Multiple myelomda HGF promotor
allellerindeki DNA mutasyonlarinin HGF transkripsiyonuna etkileri incelenmistir. Sekans
analizleri ile myeloma hiicrelerinde HGF transkripsiyonundan sorumlu promotérde HGF

tiretimini indiikleyici tek niikleotid varyantlari ve tek niikleotid polimorfizmleri gdsterilmistir.
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Allele spesifik mutasyonlar fonksiyonel olarak yabanil tipte dizilerini yeniden
diizenlemekte ve olusturdugu motifler endojen transkripsiyon faktorleri olan NFK-B (nuclear
factor kappa-B), MZF1 (myeloid zinc finger 1), NRF-2 (niiklear factor erythroid 2-related
factor 2) etkilesim kolaylagmaktadir. Ayrica diizenleyici bolgede bulunan heterojen SNV lerin
atasal tipte allelden transforme hale ge¢cme nedeni oldugu gosterilmistir, boylelikle bolge yeni
transksipsiyon faktorleri ile baglanma 6zelligi kazanir anormal transkripsiyonel sinyallerin

etkilesimler meydana geldigi saptanmistir (Tian et al., 2015)

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:
HGF geni mutasyonunda hepatoseliiler karsinoma ortaya ¢ikmasi ve gelisimini incelemek

amagli, tanimlayict ve deneysel ¢aligma niteligindedir

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamant:

Arastirmamizda DNA dizi analizi ve PCR i¢in primer (oligoniikleotid) sentezi hizmet alimi1
yapilmustir. Diger tiim ¢alismalar Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali’ nda ve Izmir Biyotip ve Genom Enstitiisii Laboratuvarlarinda

07.10.2016 i1la 30.05.2017 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Bu arastirma insan iizerinde yapilan bir ¢alisma igermemektedir. Mahlavu, Hep-3B, Snu-423,
Snu-449, Snu-182, Snu-475, Snu-387, Snu-398, PLC, Sk-Hep-1, Huh-7, Focus, Hep-40, Hep-
G2,THLE-2 ve sorafenibe direng gelistirilmis olan Huh-7 ve Mahlavu hiicre dizilerinde
gergeklestirilmistir.

3.4. Calisma materyali:

Arastirmada HGF mutasyonu hepatoseliiler karsinoma hiicre dizilerinde incelenmistir
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HGF mutasyonu ve sorafenib iligkisi ise mutasyon saptanan hiicre dizileri ile daha Once
laboratuvarimizda sorafenibe direng¢ gelistirilmis olan Huh-7 ve Mahlavu hiicre hatlarinda
incelenmistir

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Arastirmada bagimsiz degisken hiicre hatlaridir, bagimli degisken ise mutasyon degisimleridir

3.6. Veri toplama araglari

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 olan Mahlavu, Hep-3B, Snu-423, Snu-449, Snu-
182, Snu-475, Snu-387, Snu-398, PLC, Sk-Hep-1, Huh-7, Focus, Hep-40, Hep-G2, THLE-2
ve sorafenibe direng gelistirilmis olan Huh-7 ve Mahlavu hiicreleri ¢alismada kullanildi.
Hiicreler 10% FBS, %1 penisilin/streptomisin , %1 L-glutamin ve Non esansiyel aminoasit
iceren DMEM/RPMI hiicre ortaminda %5 CO2 igeren inkubatérde 37°C de kiiltiire edildi.
Hiicrelerle ilgili tiim islemler laminar kabinette gergeklestirilirken, hiicreler besi ortamlari
icerisinde 37°C’de ve %5 CO2 varliginda hiicre kiiltiirii inkiibatorii igerisinde yetistirildi.
Yetistirilen hiicrelerin yogunluklari belli araliklarla faz-kontrast mikroskobu ile kontrol edildi.
Tim caligmalarda %70-80 yogunluktaki hiicreler kullanildi. Hiicreler %70 yogunluga
ulastiklarinda pasajlama iglemi yapildi ve hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin/EDTA soliisyonu

kullanildi

Besi Ortami Hazirlanmasi:

1X 500 ml.” RPMI ve DMEM besi ortam1 igerisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin,
1 ng/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 10 oraninda FBS eklenmistir.
Gerektiginde kullanmak {izere +4 °C de saklanmustir.

Hiicreler 37 °C CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. 2-3 giinde bir hiicre yogunluguna

gore 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlama yapilmistir
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Hiicre sayimi ve canlilik testi

Kiiltiirde iiretilen hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi ve 1X PBS ile iki kere yikandilar. 1X
Tripsin-EDTA soliisyonu ile hiicreler kaldirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 50ul
almarak tripan mavisi (Biological industries, 03-102-1B) ile karistirild1 ve hiicreler Neubauer

laminda 10 farkli alanda hemositometrik olarak sayildi ve yaklasik hiicre sayis1 bulundu.

Hiicre Hatlarimin Pasajlanmasi

Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiklarinda eski hiicre ortami vakum ile aspire edildi ve 1X
PBR ile iki kez yikandi, PBS aspire edildikten sonra flasklara tripsin/EDTA soliisyonu
eklendi ve 37'inkiibatérde 1-2 dakika siireyle bekletildi.inverted mikroskopta yiizeyden
ayrilan hiicreler gézlemlendi ve taze hiicre ortami eklenen tripsin miktarinin 3 kat1 miktarda
eklendi ve 15 ml falkonlara hiicreler homojenize edilip toplandi.1500rpm'de 6-7 dakika
stireyle santrifiij edilip hiicreler ¢oktiirtildii

Supernatant1 pellete degmeden uzaklastirildi ve pellet iizerine gerekli miktarda hiicre ortami
eklendi hiicre ve ortam solusyonu yeni flasklara aktarildi, yogunlugu mikroskopta

incelenip ,inkiibatore kaldirildi.

Hiicre Pelletlerinin Hazirlanmasi

DNA izolasyonu i¢in kiiltlire edilen hiicrelerden pellet elde edildi. Bunun igin hiicrelerin %80
yogunluga ulagmasi takiben hiicre ortamlar1 aspire edildi, 1X PBS ile 2 kez yikandi. Hiicreler
tripsin yardimi ile flask yiizeyinden kaldirildi ve taze ortam ilave edildi, 1500 rpm'de 5-6
dakika santrifiij ardindan siipernatanti aspire edildi, hiicre pelletinin lizerine 1X PBS eklendi,

1500 rpm'de kisa bir santrifiij ile yitkamanin ardindan hiicre pelletleri — 80 ° C'ye kaldirildi.
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Tablo 2: Kullanilan hepatoseliiler karsinoma hiicre dizileri (Yuzugullu et al., 2009)

Hiicre dizisi | Hiicre tipi Farkhilasma derecesi Otokrin HGF
aktivasyonu

Focus Epiteloid Koti farklilagsma gosterir.
Hep 40 Epitelyal Iyi farklilasma gosterir.
Hep3B Epitelyal Iyi farklilagsma gosterir. +
HepG2 Epitelyal Iyi farklilasma gosterir.
Huh-7 Epitelyal Iyi farklilagsma gosterir.
Mahlavu Epiteloid Koti farklilagsma gosterir
PLC Epitelyal Hepatoma +++
Sk Hep-1 Endotelyal Adenokarsinoma
Snu 182 Epitelyal Koti farklilagma gdsterir +
Snu387 Epitelyal Koti farklilagsma gosterir +
Snu398 Epitelyal Koti farklilagsma gdsterir +H+
Snu423 Epitelyal Koti farklilagsma gosterir
Snu449 Epitelyal Kotii farklilagsma gosterir
Snu475 Epitelyal Koti farklilagsma gosterir
THLE-2 Epitelyal Primernormal karaciger hiicresi,

SV40 Large T antijenile enfekte

3.6.2. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonunda Macherey Nagel (MN) NiikleoSpin DNA izolasyon kit(Katalog
Numaras1:740952.50 ) protokolii kullanildi. Dondurulmus haldeki hiicre pelletleri oda

sicakliginda buz tistliinde ¢ozdiiriildii ve genomik DNA'lar1 kit protokoliine gore elde edildi.
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[zlenen asamalar

Orneklerin hazirlik ve lizis asamasi

1.Ornekler -80'den cikarilip buz iizerine alind1 ve ¢dziilmesi sagland:

2. Oncelikle 200 pL Buffer T1 eklendi ,

3. Ardindan -20 de bekletilen 25 pL Proteinase K solusyonu eklendi

4. 200 uL Buffer B3 eklendi ve vorteks edildi

5. Ornekler bu asamada sicak su banyosunda 70 °C de 15 dakika siireyle bekletildi

6. 210 pL etanol (96—100 %) eklendi ve vortekslendi

Orneklerin kolona yiiklenmesi ve DNA kolona baglanmasi ve ytkamalar

7. Her bir 6rnek i¢in NucleoSpin® Tissue kolon toplama tiiplerine alind1

8. Elde edilen karisim, 2 mL’lik toplama tiiplerinin igine yerlestirilen QIAamp spin
kolonlarina dikkatlice aktarildi. Oda sicakliginda olmak iizere 1 dakika 11,000 x g de santrifiij
edildi

9. Santrifiij bitiminde filtrat i¢eren toplama tiipleri atildi, spin kolonlar yeni ve temiz 2 mL’lik
toplama tiiplerinin icine alindi. Gegen voliim miktar1 kontrol edildi ve filtreden ge¢meyen
bazi 6rneklerde santirfiij tekrarlandi

10.1lk yikama: 500 pL Buffer BW kolona eklendi ve 1 dk 11,000 x g 'de santrifiij
edildi.Gegen filtrat atildi ve spin kolon toplama tiiplerine geri koyuldu

11.ikinci yikama:600 pL Buffer B5 kolona eklendi ve 1 dk 11,000 x g 'de santrifiij
edildi.Gegen filtrat atildi ve spin kolon toplama tiiplerine geri koyuldu

Bu asamalarda bufferin filtrat1 gegememesi durumunda santrifiij 1 kez daha tekrarlandi.
Membranin kurutulmasi ve elusyon asamast

12.Bu asamada spin kolonda etanoliin iyice uzaklastirilmast i¢in 1 dakika siireyle 11,000 x
g'de santrifiij edildi Spin kolon DNA/RNAaz igermeyen 1.5 mL ependorflara aktarildi ve 70
pL Buffer BE eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika siireyle bekletildi ve 1 dakika siireyle
11,000x g 'de santrifiij edildi ve islem tekrarlandiktan sonra elde edilen Olciilmek iizere

saklanmak igin +4 ° C’ye kaldirildi
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3.6.3.DNA miktarinin ve kalitesinin belirlenmesi

3.6.3.1 Total Genomik DNA 'larSpektrofotometrik Analizi

Hiicre hatlarindan elde edilen genomik DNA o6rneklerinin konsantrasyonu NanoDrop cihazi
ile Olgiildii. Herbir 6rnek igin ayni seyreltme oraninda ii¢ farkli dl¢tim yapildi. Elde edilen
degerlerin ortalamas1 alinarak DNA konsantrasyonu belirlendi.

Elde edilen genomik DNA (gDNA) 6rneklerinden miktar tayini (1) ve saflik derecesi (2)
spektrofotometrede 260 ve 280 nm absorbans degerlerinde dl¢iildii.

Baz1 6rneklerin DNA konsantrasyonlari diger sonuglara yiiksek oldugu i¢in dilue edildi.

Biitiin diltisyonlar ve kalibrasyonlar, steril distile su ile ger¢eklestirildi.

3.6.3.2 Genomik DNA'larin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Izole edilen DNA’larm kalite kontrolii ve PCR reaksiyonlarinda kullamilabilirligini kontrolii
i¢in

% 2'lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi:

1. 1X-TAE tamponu igerisinde %2 agaroz iceren jeller hazirlandi.

2.0rneklerin yiiriitiilmesi igin mini jel yatag: kullanilmigtir. Midi jel igin 3 gr agaroz tartilarak
tartilarak 500 ml'lik erlen igersine alindi. Uzerine 150ml 1 X TAE tamponu ilave edilerek
mikrodalga firin i¢ersinde 1s1 yardimiyla ¢oziildii.

3.Coziinen 150 ml'lik agaroz karisimi el yakmayacak sicakliga kadar sogutulduktan sonra
icersine PCR iirlinlerinin goriintiilenebilmesini saglayan SafeView(ABM,G108) eklendi.
Erlen hafifce ¢alkalanarak SafeView %2'lik jel igcerisinde homojen bir sekilde karigtirilmistir.
4 Hazirlanan akigkan sivi kivamindaki jel yatay yatagi icersine herhangi bir kabarcik
olusumuna izin verilmeyecek sekilde yavagca dokiildii. Yiikleme kuyularinin olusturulmasi
icin taraklar yataga yerlestirildikten sonra jel oda sicakliginda donmaya birakildi

5.Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikartilarak 6rneklerin yiiklenmesi i¢in elektroforez
tankina yerlestirildi. Tankin igerisine 1X TAE tamponu jelin iizerini 1 cm gegecek sekilde
ilave edildi.

6.Elektroforez ekipmani yiiriitme i¢in hazirlandiktan sonra drnekler kuyulara yiiklendi. Jeller
donduktan sonra her bir DNA oOrneginden 1000ng alinarak 6x-yiikkleme tamponu ile

karistirilarak kuyulara yiiklenecektir.
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Orneklerin yiiriitme i¢in hazirlanmasi asamasinda 5 pl DNA 6rnegi ile 6X Loading Dye'dan 1
ul alinarak karistirildi. Hazirlanan karigim kuyu iizerinde, TAE tamponu igersinde pipet
yardimiyla yavasga birakilarak kuyu icersine yiiklendi.

7. DNA agirlik belirtecinin kuyuya yliklenmesinde 1pl 1Kb DNA belirteci Amresco,100bp
DNA MW Marker, Cat. No: K180, 2ul yiikkleme tamponu ve 4ul steril su ile birlikte kuyulara
yiiklendi.

8. Jele yiiklenen PCR iiriinleri, jel tank sistemi gili¢ kaynagina (Biorad PowerPac Basic)
baglanDdi. 80-120 V arasi sabit gerilim ve 30-40mA aras1 akim kosullarinda 100 bp DNA
agirlik belirteci ile birlikte % 2'lik Agaroz jelde ortalama 30-45 dakika siire ile jel 1x-TAE

tamponu iceren elektroforez tankinda negatif kutuptan (-) pozitif kutba (+) dogru yiiriitiildii

9._Yiiriitiilen jeller ultraviyole 15181 altinda nm'de transliiminator ile goriintiilenecektir. Her bir

ornek icin DNA’nin tek bant seklinde goriilmesi sartiyla DNA kaliteli olarak kabul edildi

3.6.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.6.4.1.HGF gen promotor dizisinin eldesi

Insan HGF geni promotdriine ait sekans dizisi Okary&tik Promotdr Databanka web sitesi

epd. vital-it. ch/ 'den HGF-1 (ENSG00000019991) i¢in esas alinmustir.

/ DATE Transkripsiyon baslama T

holgesi
HGF ‘

promotorii M

783 754

N TTTOTGAMAMAMMMAAMMAMAMAMAGCTGCC .

Sekil 20:HGF deoksiadenozin bolge elementi (DATE) (J. Ma et al., 2009)

HGF promotor bolgesinde DATE bolgesi -783 ve -754 arasinda yer alir.

47



>FP009727 HGF_1 :+U EU:NC; range -1500 to 100.
lower case upstream TSS

>FP009727 HGF_1 :+U EU:NC; range -1500 to 100.

ttccectgaaagtgggggtaagggagctggaggacaaatgaaggtggtatgtggagggaag
gctgttctgtggatgagtttaattcagccccacaatcacttctgtacagctacccaccgce
tctagtcattcccacatttggecctgetttecttttecctectgtggacaggggcactgttete
tactaatatccatctcagagagatacaggggcaagtatccctcagcatccattagaaata
aagcaggctcttgcttaaagttaccagagcatccacctctgggtgcaaagacaaattcte
tgaatcaagtgaggggtctgggcaatgatctcacaaggatttgatacctaggagtcccce
catgcccatacaagctcctcatctttccacttacactttgggaagctggetgtegtgtac
aggcagatgaagctggaaaagagaggcatattcagtactcacgaattcaaacagcttgag
ggatttccggtgaaagtcagtcctaaccagtgtatacgtacatacacaccaacatgtgtg
aatgtgttgtgtgcacgtgtgtgcctgtacaagtccacatggcatatttacctgtcaggg
acaggctatggacaatgactgtttcttggactttctcttaaaaagtcagatcagacaagt
ttattttgtatactttgggtaaatgtgtggtatttcgtgagtttggcagtttgtgaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagctgcctgctctgagcccatggggcaggggcaat
tttttcatctgacaatctgcgtgcttttgttttgcttgecttattttggeccccacaatacce
acacccttttcttaactaacctctttctacctgggctggacgtgecctgggectctectece
tggccccgcectcecccacctcecteccaggtectctaaaccecctagagaacctgtgtcagtgtttt
gaatccctcagttgctctagcaggaaaactagacagattaggagctggggcacatttggce
tgaaagacagctcttcgctttcttcttatgctgcttccecttectetttteccaaataga
tatataaacacatgtattttcctgtttaaattgagcgaattggtcccectgectgtgectt
gatttagccattgggctcagccttgctcecctececcttecttactecggataggageccactggg
atctggagctccagcttccaaattgaagctggecctcaggeccaggtgaccttttetttgta

agtttctttcctaagcgtggggttggggggaggcggggaatggggggggttgcagggate
tgtttggtgctgttgaagggggggcgagtgaggaaaggagggggctggaagagagtaaag
ggctgttgttaaacagtttcttaccgtaagagggagttcagacctagatctttccagtta
atcacacaacaaacttagctcatcgcaataaaaagcagctcagagccgactggcetcectttt
AGGCACTGACTCCGAACAGGATTCTTTCACCCAGGCATCTCCTCCAGAGGGATCCGCCAG
CCCGTCCAGCAGCACCATGTGGGTGACCAAACTCCTGCCAG

Sekil 21:HGF geninde DATE bdlgesini i¢eren baz dizilimi

3.6.4.2.0ligoniikleotid Primerlerin Dizayni ve Kontrolii

MET reseptorii olan HGF geninin ilgili prom6tor bolgesi deoksiadenozin element bolgesinde

(DATE) DNA diizeyinde uzunlukta meydana gelen degisimlerin incelenmesinde PCR

yontemi kullanildi. insan HGF geni promotériinde DATE bélgesinin ¢ogaltilmas igin primer

dizayninda NCBI BLAST, Integrated DNA Technologies (IDT) Primer3 programlari

kullanildi. Primer dizileri ve ¢ogalttig1 iirliin uzunlugu Tablo 3 'te gosterildigi gibidir. Bolgeyi

cogaltacak olan primerlerin dizilerde yerlesimi gosterilerek dogrulanmasi ise NCBI BLAST

programi ve in silico PCR ile https://genome. ucsc. edu/ sitesi kullanilarak yapildi.
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Tablo 3: Bolgeyi ¢ogaltmada kullanilan olan primer dizileri

Primer 5-'-3'yonde Primer dizisi bp
Uzunlugu

Tleri F1:AGA GAG GCA TAT TCA GTA CTC 21

Geri R1: AAC ACT GAC ACAGGTTCT CTA G 22

>chr7:81770615-81771055 441bp F: AAAGTCAGTCCTAACCAGTGT

R: TTTAGAGACCTGGGAGAGGT

AAAGTCAGTCCTAACCAGTGTATACGTACATACACACCAACATGTGTGAATGTGTTG
TGTGCACGTGTGTGCCTGTACAAGTCCACATGGCATATTTACCTGTCAGGGACAGGCTATGG
ACAATGACTGTTTCTTGGACTTTCTCTTAAAAAGTCAGATCAGACAAGTTTATTTTGTATACT
TTGGGTAAATGTGTGGTATTTCGTGAGTTTGGCAGTTTGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAGCTGCCTGCTCTGAGCCCATGGGCAGGGGCAATTTTTTCATCTGACAATCTG
CGTGCTTTTGTTTITGCTTGCTTATTTTGGCCCCACAATACCACACCCTTTTCTTAACTAACCT

CTTTCTACCTGGGCTGGACGTGCCTGGGCTCTCCTCCCTGGCCCCGCTCCCACCTCTCCC
AGGTCTCTAAA

Sekil 22: Bolgeyi cogaltacak olan primerlerin dizilerde yerlesimi
PCR reaksiyonu sonucunda dizayn edilen primerler dahil olmak tizere 440 bp’lik amplikonlar

olusturulacaktir.

3.6.4.3. Primerlerin eldesi ,calisma icin hazirlanmast ve saklanmasi

1.Tasarlanan primerler in siliko PCR yontemi ile kontrol edildikten sonra firmadan siparis
edildi ve sentezlenen oligoniikleotidler HPLC yontemi ile saflastirildiktan sonra liyofilize bir
sekilde gonderildi.Calismada kullanilan primer dizileri Sentegen sirketi araciligiyla elde edildi.
2.Liyofilize gelen tiim primerler firmanin gonderdigi konsantrasyon bilgisi dogrultusunda son
konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde firmanin Onerdigi miktarda steril distile su
eklenerek DNase ve RNase free steril distile su ile ¢oziildii.

3.Liyofilize primerler flizerine su eklendikten sonra iyice ¢oziilmesini saglamak ig¢in

vortekslendi ve gece boyu +4 ° C’de roller cihazinda bekletildi.
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4.PCR reaksiyonlar1 i¢in ise, 100pmol konsantrasyonundaki stok primerlerden 1:10 diliisyon
yapilarak optimizasyon sonrasi uygun bulunan 10 pmol konsantrasyonunda ¢aligsma primerleri
olusturuldu.

5.Hem stok, hem de c¢alisma konsantrasyonundaki primerler -20°C’de saklanarak, PCR

reaksiyonundan dnce primerler oda sicakliina getirilip ¢oziilerek kullanildi.

3.6.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) sicaklik optimizasyonu

HGF geninin promotdr bolgesi i¢in sentezlenen oligoniikleotid primer ¢ifti i¢in reaksiyonun
verimliligi ve Ozgilliglinli arttirmak icin “annealing” sicaklik degeri ile Oncelikle
optimizasyon ¢alismalart yapildi. Her bir primer ¢ifti i¢in firmanin Onerdigi c¢alisma
sicakliklart ile ¢ogaltmada kullanilan 6zellikt enzimin (NEB) http://tmcalculator.neb.com/#!/
adresinden annealing baglanma sicakligi hesaplayicist ile primerler i¢in Onerdigi teorik
baglanma sicakliklar1 g6z oniine bulundurulup reaksiyon ¢alisma sicakliklari belirlendi.

Yapilacak optimizasyon deneyi igin her sicaklikta PCR reaksiyonu 20 pl hacimde
gerceklestirilmistir. Sekansa gonderilecek ikinci PCR reaksiyonlarinda ise her Ornek i¢in

reaksiyon 80 pl olarak kurulmustur.

Ana-karisim igerisinde kullanilacak stok malzemeler su sekildedir:
5x-Q5 PCR buffer(NEB)

10 mM d NTP karisimi (Invitrogen,610277)

10 pmol gen bolgesi i¢in spesifik primer ¢ifti

5 unit/ul High Fidelity DNA polimeraz(NEB)

Molekiiler biyolojik diizeyde dH20

PCR optimizasyonu reaksiyonunda ornek sayisina gore ana-karisim (mastermix) hazirlandi.
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Tablo 4: Optimizasyon Oncesi 20 ul volum i¢in reaksiyonda onerilen bilesen miktarlar

Komponentler Tk Son 20 pl icin enzim Kkitinde

Konsantrasy | Konsantrasyon | onerilen reaksiyon
bilesenleri

on

QS5 Buffer 5X 1x 4ul

dNTP Karisimi 10mM 0.2 mM 0.4 ul

Ileri Primer 10pmol/ul 0.5 pmol/ul lul

Geri Primer 10pmol/ul 0.5pmol/ul lul

High Fidelity DNA | 5U/ ul 1U/ul 0.2ul

Polimeraz

DNA 1000ng/ul

Tablo 5: HGF'nin PCR ile amplifiye edilen promotdriine ait primerlerin termal PCR profili

HGF promotor bolgesi icin enzim-primer i¢in uygun termal profil

Basamak Siire Annealing °C

Denatiirasyon 30sn 98°C

Dongii sayisi x 35

Denatiirasyon 10sn 98°C

Annealing 30 sn 58°C |59°C | 60°C 61°C | 62°C
Extension 30 sn 72°C

Final Extension 2 dk 72°C

3.6.4.5.Optimizasyon tiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

Insan kaynakli periferik kan genomik DNA’larindan ayni primer ciftleri kullanilarak elde
edilen PCR firiinleri pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR reaksiyon tiipleri i¢ine genomik
DNA (kalip) konmadan elde edilen PCR iirlinleri negatif kontrol olarak kullanildi. PCR
calismalar1 sicaklik dongii diizenleyicisinde ( Thermal Cycler) gerceklestirildi. Optimizasyon
reaksiyonu sonucunda “annealing” sicakligr en uygun sekle sokma kosullar1 derecelendirme

yapilarak olusturuldu.
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Merkez sicaklik 60°C alinarak merkezin saginda ve solunda bulunan kuyularda farkli sicaklik
kosullart olusturuldu. Optimizasyon i¢in PCR reaksiyonlar1 kurulduktan sonra elde edilen
tiriinler agaroz jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilendi. PCR reaksiyonu ile elde edilen
tirtinler %2'lik agaroz jel elektroforezinde, 100V akim altinda, yaklasik 1 saat yiiriitiildiikten
sonra goriintiilendi (). Bant kalinliklari, 100 bp’lik DNA marker (MBI Fermentas, Catalog No.
SMO0243, 100-bp DNA ladder) ile karsilastirildi Tiim denemeler sonunda tek bir keskin bant
veren non-spesifik bant icermeyen PCR reaksiyon kosullari optimum olarak kabul edilip ve

sonraki basamaklarda bu sicaklik kullanildi.

3.6.4.6. HGF promotoriintin tiim hiicre hatlarinda ¢ogaltilmasi

HGF geninin promotorii optimize edilen igerik ve termal dongii kosullart ile ¢ogaltilmistir.
Her bir 6rnekten izole edilen uygun saflikta ve konsantrasyonda olan kalip DNA i¢in HGF
promotdr bdlgesinin reaksiyonu yapilmistir. Optimize edilmis sicaklik kosulunda PCR
reaksiyonu 80 pl hacimde olusturuldu. 80 ul’lik bir PCR reaksiyonu i¢in kullanilacak
malzemelerin son konsantrasyonlart1 Tablo 6 'daki gibidir. PCR reaksiyonu termal cycler
cihazinda gergeklestirildi

Tablo 6: HGF geni promotdriiniin optimize edilen PCR bilesenleri ve termal profili

Bilesenler Miktari HGF promotdr bdlgesi i¢in enzim-primer i¢in uygun
termal profil
Q5 Buffer 16 ul Basamak Stire Annealing °C
d NTP karigimi 1,6 ul Denatiirasyon 30sn 98°C
fleri primer 4 ul Dongii sayist x 35
Geri primer 4 ul Denatiirasyon 10sn 98°C
High Fidelity | 0.8 ul Annealing 30 sn 59°C
DNA Polimeraz
DNA Her 6rnek icin | Extension 30 sn 72°C
farkli
d H20 Her 6rnek icin | Final Extension 2 dk 72°C
farkl
Total voliim 80 ul Hold 0 +40C
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PCR reaksiyonu i¢in 0.2 pl'lik DNase ve RNase free steril PCR tiipleri kullanildi. Reaksiyon
kurulurken kalip ve su haricinde diger komponentler karigim halinde hazirlanip toplam
hacimde gerekli miktarlarda dagitildi. PCR hazirlanis1 esnasinda gerekli olan komponentler
soguk blok iizerinde tutuldu.

1.PCR reaksiyonu kurulurken ilk olarak tiiplere reaksiyonda her 6rnek i¢in gecerli miktarda
su dagitildi ardindan her bir tiipe kalip DNA eklendi.

2.Bu islem tamamlandiktan sonra tabloda belirtilen miktarlarda 6rnek sayisi i¢in gerekli PCR
karisimi1 hazirlandi.Kontrol olarak DNA igermeyen dH2O eklenmis PCR karisimi kullanildi
3.Gegerli Ornek sayisi i¢in ana-karisim hazirlandiktan sonra 0.2 ml hacimdeki PCR tiipleri
icerisine esit olarak dagitildi, her bilesen tliplere eklenmeden spin yapildi.

4. Karisim hazirlanirken en son olarak Taq Polimeraz eklendi. Ardindan yavas bir sekilde
pipetaj yapildi. Homojenize edilen PCR karisim tiiplere dagitildi. Her bir tiipe PCR karigimi
dagitildiktan sonra elde edilen son karisim kopiirtiilmeden iyice pipetaj yapildi.

5. Tipler “Thermal Cycler” cihazina zaman kaybedilmeden yerlestirilerek primer c¢iftine gore
optimize edilen kosullarda PCR reaksiyonu baslatildi.

6. Programlanan dongii bittikten sonra tiipler cihazdan alinarak +4 °C’de saklandi.

3.6.4.7. HGF geni promotoriiniin DATE bélgesini i¢ceren PCR iiriiniiniin saptanmast

HGF geninin ilgili bolgesi belirlenen kosullar ile c¢ogaltildiktan sonra asagida belirtilen
sekilde % 2'lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve degerlendirildi.

1.Bunun i¢in 12.5 pl PCR 6rnegi 2.5 pl 6X-yiikleme tamponu ile karistirilip ve elde edilen 15
ul’lik 6rnek %2 konsantrasyonda daha onceden dokiilen agaroz jellerin kuyularina yiiklendi.

2. Biitiin 6rneklerin en basina da uzunluklari bilinen ticari belirtegc DNA 6rneginden yiikleme
yapildi.

3. Agaroz jel 1X-TAE tamponu igerisinde 100 V’da 60 dk yiiriitiilerek bantlarin acilmasi
saglandi.

4. Yiirlitme isleminin sonunda jeller UV-transilluminatdr altinda incelendi ve PCR {iriinlerinin
bant verip vermedigi, ayrica bandin belirteg DNA’ya gore dogru biiylikliikkte olup olmadigi
kontrol edildi. Yiiriitiilen PCR 6rnekleri UV 151k (312 nm) altinda transiliiminatorle (Vilber

lourmat) nitel olarak incelendi.
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3.6.5 PCR iiriinlerinin Sekanslama Analizleri

3.6.5.1 PCR sonrast DNA dizi analizleri (sekanslama yontemi ile niikleotid degisimlerinin
belirlenmesi):

1.HGF geninin promotor bolgelesinin taranmasi i¢in DNA dizi analizi yontemi kullanildi. Bu
genlere ait taranacak bolgeler spesifik primer giftleri ile yukarida PCR reaksiyonlar1 kisminda
anlatildigr gibi c¢ogaltildi. Dizi analizleri her iki yonde yapildi ve bu amagla PCR
amplifikasyonunda kullanilan ileri ve geri primerler kullanildi.

2.0Orneklerin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi sonrasinda intakt bantlar1 olan
orneklerin 20ul'si ileri primer 20 ul geri pimer i¢in dizilemede kullanildi.

3. 96 well plate kuyucuklar1 i¢ine 6rneklerden her bir kuyucukta 20 ul olacak sekilde her iki
primer i¢in eklendi. Diiz kapakli stripler yardimi ile platede 6rnek bulunan kuyucuklar
kapatildi.

4.PCR fiiriinleri igin gerekli primerler 10m M konsantrasyonda ayr1 ependorfta hazirlandi
5.0rnekler “Triogen” firmasmin Almanya'ya ile gonderildi ve bu génderim, saflastirma ve
dizi analizi hizmet alim1 ile karsilandi. Her gonderilen PCR f{iriinii i¢in firma tarafindan ilk
once saflastirilma islemi gergeklestirilmesi istendi.

6.Dizi analizleri, her iki yonde yapilmistir ve bu amagla PCR amplifikasyonunda kullanilan
ileri ve geri primerler kullanilmistir Her bir 6rnegin dizilemesi hem ileri (forward) hem de
geri (reverse) yonde olmak tizere iki kez kontrollii olarak yinelendi

7.0rneklerin Almanya'ya gonderiminden sonra, 2 hafta siire igerisinde, firma tarafindan
elektronik posta yolu ile sekans sonucglart ve kromatogramlar gonderildi. Sonuglar;
abl,fas,seq formatlarinda gonderildi. Dizi analizi i¢in siras1 ile asagidaki yontemler uygulanda.
8.Dizi analizi sonuglarinin “‘pik’’ degerleri incelenerek gilivenilir oldugu kontrol edildikten
sonra elde edilen dizilerin her biri referans dizileri ile karsilagtirilarak niikleotid eksikligi olup
olmadigi (delesyon mutasyonu) degerlendirildi.

9.Degisim goriilen drnekler dogrulanmasi i¢in 2. Kez dizilendi. Ayrica dizileme sonucunda
tam olarak okunmayan ve kromatogrami iizerindeki piklerde karsiklik olan oOrnekler

bulundugunda da bu 6rnekler yeniden dizilendi
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3.7. Arastirma plani ve Takvimi

Tablo 7:Arastirma plan1 ve takvimi

ARASTIRMA 1. |2. |3ay 4. |5 |6. |7 |8ay|9ay|10.ay|ll.ay | 12.ay
BASAMAKLARI ay | ay ay | ay | ay | ay

Hiicre kultirta X | X

DNA izolasyonu X X

Primerlerin X | X | X

optimizasyonu

PCR reaksiyonlari X |1X X X

Sekans analizi ile X X X
mutasyonlarin

belirlenmesi ve

Saptanan degisikliklerin X X
mevcut veri tabanindan

arastirilmasi

Tez yazimi X X

3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Sekanslar arasindaki homoloji, National Center for Biotechnology Information (National
Institute of Health) BLAST network service kullanilarak degerlendirildi. Sekanslar, referans
sekanslar ile Multalin version 5.4.1 software programi kullanilarak karsilastirildi
(http://bioinfo.genopole- toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).

1.Her 0rnegin gelen sekans sonuglari, "NCBI/Blast” veritabani kullanilarak tim genom dizisi

ile karsilagtirildi ve istenilen bolgenin PCR ile ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigr dogrulandi.
2.Bu islem igin FASTA formatinda gelen dizi ve

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgiinternet adresi kullanildi. Niikleotid diizeyinde yapilan

bu karsilastirma islemi ile delesyon olup olmadiginin saptanmasi saglanda.
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3.Gelen kromotogram sonuglar min analizleri i¢in “Mutat ion Surveyor V3.30 (35-Day
Trial)” programi kullanildi. Programa bir seferde 40 6rnek birden yiiklendi ve bu islem tiim
sekans sonugclari i¢in tekrar edildi. Analizler, program yardimiyla ve goz ile kontrol ed ilerek
gerceklest irildi Gelen kromotogram sonuclarmin analizini saglayan “ChromasPro Version
1.34” programi kullanildi. Kromotogram goriintiilerindeki piklerin goz ile tek tek kontrol
edilmesi, heterezigot baz degisimlerinin bulunmasi saglandi. Bu yontem ile heterezigot baz
degisimleri yakalanirken, homozigot baz degisimlerini gézden kagirmamak icin blast islemi

de mutlaka yapildi

3.9. Arastirmanin sitmirhhiklar:
Calismamizda invitro tipte oldugu i¢in HGF mutasyonu incelenmesi amaciyla hepatoseliiler

karsinoma, bir adet normal karaciger hiicre hatti, iki adet sorafenib direng gelistirilmis kanser
hiicre hatt1 kullanilmistir. HGF'min  dokulardaki mutasyon durumunun sekresyonu ile

iligkisinin incelenmesi daha ayrintili bilgi verebilir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu
30.06.2016 tarih ve 2795 -GOA protokol numarali 2016/18-19 karar ile ¢alismamiz etik

acidan uygun goriilmiistiir
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4. BULGULAR

4.1.DNA konsantrasyonu 6l¢tim sonuglari

Tablo 8: Hiicrelerin genomik DNA konsantrasyonlar1

Hiicre dizisi Konsantrasyonu
Mahlavu 353.2 ng/ul
Hep3B 340.5 ng/ul
Snu423 240.7 ng/ul
Snu449 833.3 ng/ul
Snul82 250.5 g/ul
Snu475 266.7 ng/ul
Snu387 447.5 ng/ul
Snu398 526.4 ng/ul
PLC 372.9 ng/ul
Sk Hep-1 478.3 ng/ul
Huh-7 316.3 ng/ul
Focus 660.3 ng/ul
Hep 40 301.9 ng/ul
HepG2 480.0 ng/ul
THLE-2 246.0 ng/ul
Sorafenib direngli Huh-7 243.7 ng/ul
Sorafenib direngli Mahlavu | 510.6 ng/ul
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4.2. Elde edilen genomik DNA larin agaroz jel goriintiisii

Sekil 23: Elde edilen genomik DNA larin agaroz jel goriintiisii

A. Annealing Sicaklhig1 58° C
B. Annealing Sicaklig1 59° C
C. Annealing Sicaklig1 60° C
D. Annealing Sicakligi 61° C
E. Annealing Sicakligi 62° C

Sekil 24: HGF geni promotoriiniin “annealing” optimizasyon deneyi jel goriintiisii
. Yapilan optimizasyon c¢aligmasi ile liriinlerin sekanslama reaksiyonu sicaklik araligi i¢in en

uygun 58 °C “annealing” belirlenmistir.

4.3.Tiim hiicre hatlarinda HGF Geni promotdr bolgesinin amplifikasyonu

Marker Marker
1:Mahlavu 10:SkHep-1
2.Hep3B 11:Huh-7
3.Snu 423 12:Focus
4.Snu 449 13:Hep 40
5.5nu 182 14:Hep G2
6.Snu 475 15:Sor direngli
7.Snu 387 Huh 7
8.Snu 398 16:Sor direngli
Sekil 25: Orneklere ait promotdr bolgesinin jel goriintiisii oPLC Mahlavu
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4.4. DNA Dizi Analizi Verilerine ait bulgular

4.4.1. HGF gen promotoriinde bulunan DATE bélgesi insan hepatoseliiler karsinoma

hatlarinda delesyon mutasyonu varliginin incelenmesi ve eskpresyona etkileri

Tablo 9: Hiicre hatlarindaki DATE uzunlugu

Hiicre Adi DATE Hiicre Adi DATE
uzunlugu uzunlugu
Mahlavu 26 Sk-Hep-1 26
Hep3B 26 Huh -7 29
Snu423 29 Focus 27
Snu449 29 Hep 40 26
Snul82 28 HepG2 28
Snu4d75 27 THLE-2 26
Snu387 30 Sorafenib direng¢li Huh-7 | 26
Snu398 29 Sorafenib direncli | 28
Mahlavu
PLC 28 Insan Genomik DNA 28

Atasal ve sorafenibe direncli

Huh-7 ve Mahlavu arasinda herhangi

onemli fark

gozlemlenmemistir HGF ekpsresyonu bu hiicrelerde yiiksek oldugu gdsterilmesine ragmen

bolgeduzunlugu 25 Adenin iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu kisa DATE varlig: ile yiiksek

ekspresyon seviyeleri nie neden olmadigint gostermektedir. Bu nedenle bu hiicrelerde bu

bolgede metilasyon seviyelerinin farkli olmasi ile agiklanabilir. HGF de bulunan metilasyon

farkliliklar1 ve metilasyon seviyeleri ileride ¢alisilmasi 6n goriilmektedir.
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200

Sekil 26: Mahlavu hiicresinde DATE boélgesinin kromatogrami [26Adenin ]

T T T 6 T G A A BB IR BB BB BB B B BB B P B B BB P BB A AR B

lﬂu

Sekil 27: Snu 387 hiicresinde DATE bolgesinin kormatogrami [30 Adenin]
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5.TARTISMA

Hepatoseliiler karsinoma tipik olarak inflamasyon ile baslar ve hepatositlerin invazif
karsinomaya donilismesi asamali sekilde meydana gelir. Bu asamalar esnasinda molekiiler
anormallikleri ve kromozom degisiklikleri de eslik eder.(Marks & Yee, 2016) Timor
mikrocevresi, timor bagslamasi, ilerlemesi, metastazinda ve tedavi direncinde rol
oynamaktadir. Kanser hiicreleri bazi spesifik onkogenlere bagimlidir ancak timor stromasi
tarafindan saglanan sagkalimda Oncii olan sinyallere de ihtiya¢ duyar, timor mikrogevresi bu
nedenle tedavide Onemli bir hedeftir. Hastalarin ¢ogunda, HCC’nin erken tanisi
yapilamadigindan tiimér tamamen rezekte edilememektedir, bu nedenle tedavide
kemoterapotik ilaglar  kullanilmaktadir. Ancak hepatoseliiler karsinoma hiicreleri,
kemoterapotik ilaglara direng gostermektedir. Diger solid tiimoérlerde oldugu gibi, HCC
gelisiminde de genetik degisiklikler 6nemlidir. Hepatoseliiler karsinomada bir¢cok genetik
degisiklik mevcuttur ve heterojenite nedenidir. Tiimorde heterojenite olmasi karsinogenez
stirecinin anlagilmasini giiclestirir. Hastalarda genetik degisikliklerin ne oldugunun bilinmesi
spesifik hedefe yonelik tedaviler icin onemlidir. Tiimoérde Oncii rol oynayan molekiiler
mekanizmalar olduk¢a komplekstir; genetik ve epigenetik degisiklikler birlikte rol oynar.(Niu,
Niu, & Wang, 2016) HGF/MET sinyali embriyogenezde, organogenezde, yara iyilesmesinde
doku tamirinde kritik role sahiptir, ayn1 zamanda epitelyal mezenkimal ge¢iste rol alir. HGF
veya MET hasar1 farede embriyonik donemde letalite nedenidir. HGF/METsinyali konstitutif
aktif oldugunda kanser hiicresinde sagkalim ve ¢ogalma kanserlesme lehine olur ve metastatik
yayilim baslar, bu nedenle tiimér hiicrelerinde aktif HGF/MET sinyali varligi kotii bir
prognoz bulgusudur, timor agresifligi ve tedavi direncine yol acar (Owusu, Galemmo,
Janetka, & Klampfer, 2017) Tiimor gelisiminde genetik ve epigenetik degisimlerin ¢cogunlugu
bu kodlayict olmayan bolgede birikmektedir. Enhancer, promotdér bolgeler ve kromatin
etkilesimlerinin oldugu boélgeler kodlayici olmayan genomu olusturur. Cis diizenleyici
elementlerin kanserde anormal gen ekspresyonu ile iligkili genetik epigenetik degisikliklerin
hedefi oldugu gosterilmistir(Villanueva, Hernandez-Gea, & Llovet, 2012). Promotdr veya
enhancer gibi diizenleyici bdlgelerde fonksiyonel mutasyonlar olusmasi, transkripsiyon
faktorii baglanma bolgesi olusturabilmekte veya tersi olarak baglanma bdlgelerini

bozabilmektedir.
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Bunun disinda translokasyon, delesyon, insersiyon veya duplikasyon gibi yapisal
anormallikler olmasi halinde diizenleyici elementler ve kontrol ettikleri kodlayici bolgeler

arasinda etkilesimler degisebilmektedir. (Diederichs et al., 2016)

Calismamizda bu nedenle hepatoseliiler karsinoma gelisiminde 6neme sahip HGF/c-
Met sinyalinin liganda bagimli aktivasyonunda HGF geninin transkribe olmayan bolgesindeki
yapisal degisikliklerin dolayisiyla anormal ekspresyonunun kanser gelisiminde ilgisi

olabilecegi fikrinden yola ¢ikildu.

Poli adenin dizi tekrar1 insan genomu boyunca ¢ok miktardadir ve bir ¢ok gende
diizenleyici element olarak veya kodlayict dizilerin yapisal elemanit olarak
mevcuttur.(Matsumoto, Funakoshi, Takahashi, & Sakai, 2014) ilk olarak 2009 yilinda yapilan
bir calismada HGF ekspresyonun regiilasyonunda baskilayict is goren elementi HGF
transkripsiyon baslama bolgesinin 750 bp yukarisinda yer alan 30 adet deoksiadenozin tekrari
olan bolgedir. DATE veya deoksiadenozin kuyruk elementi olarak tanimli bu bolgenin meme
kanserinde promotor mutasyonlari ve kanser gelisimi agisindan kritik bolge oldugu
gosterilmistir(Ma et al., 2009) 2011 yilinda Graziano ve arkadaslari gastrik kanserde bu
mutasyonun roliinii incelemistir. MET kopya sayisinda artis kiiciik hiicreli olmayan kanserde
yikict etkilere sahiptir.Dolayisiyla MET inhibisyonu kansere karsi gelistirilen ilaglarin
hedeflerinden biri olma 6zelligindedir. MET aktivasyonunun sadece gen kopya sayisi artist
nedeniyle oldugu veya HGF DATE mutasyonu birlikteligi nedeniyle daha agresif bir timor
fenotipi gelistigi ve kotli prognoz goriildiigi sorusunu akla getirmistir. HGF promotdriindeki
deoksiadenozin tekrar elementinde mutasyon sonucu kisalmanin rolii olup olmadigi parafine
gomiilii hasta dokularindan elde edilen genomik DNA aracilifiyla incelenmistir (Graziano et
al., 2011)HGF yiiksek ekpsrese olmast mesane kanseri hastalarinda da sagkalimi etkiledigi
icin HGF DATE boélgesinin kanser gelisimindeki etkisi timorli dokularda HGF m RNA
diizeyi ve DATE varyantlarinin etkisi hastalardaki periferik kan lenfositlerinde incelenmis,
(Chiba et al., 2014)Multiple myeloma (MM) hastalarinda HGF diizeyleri hastalarin %50’
sinde kan ve kemik iliginde yliksek bulunmaktadir ve kotii prognozla iliskili olmasi nedeniyle
HGF asint ekspresyonunun yiikselmesinde bu mutasyonun etkili olup olmadigi kemik iligi

aspiratlarindan elde edilen CD138" hiicrelerinde incelenmistir (Rampa et al., 2014)
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Sakai ve arkadaslar1 ise DATE bolgesinin mutasyonunun etkilerini insan kaynakli
kiigiik  hiicreli olmayan akciger kanseri,mide,kolorektal,pankreas,kolon,hepatoseliiler
karsinoma,meme kanseri,glioma,prostat karsinoma ve mezotelyoma kokenli kanser hiicre

hatlarinda HGF ekspresyonu ile birlikte iliskisi incelenmistir.(Sakai et al., 2015)

Kanser hiicrelerinde otokrin olarak HGF iiretimi sik goriilen bir durum degildir,
yaygin olan durum stromal hiicreler olan kanser iliskili fibroblastlarca HGF iiretilmekte ve
MET aktivasyonunu parakrin yolla aktive etmesidir.(Owusu et al., 2017) Kolorektal kanser
genomik instabilite sik goriildiigii bir kanser tiirtidiir. HGF geninde proksimal promotoriinde
represor gorevi olan DATE boélgesinde DNA mismatch tamir (MMR) bozukluklarin bir hedefi
olup delesyona ugramakta dolayisiyla DATE (DeoxyAdenosine Tract Element) elementi
HGF promotoriinde kisalmakta, normalde kolon epitelinde sessiz olan promotdriin
aktivasyonuna yol a¢maktadir. Bu nedenle HGF-Met sinyali otokrin sekilde meydana
gelmektedir. Boylelikle kanser hiicrelerini ¢ogalmaya yonelik desteklemekte, sagkalimini
giiclendirmekte aynt  zamanda  programlt  hiicre Olimiine  karst direng

kazandirmaktadir.(Seneviratne et al., 2015)

Onceki ¢aligmalarin 1$13inda hepatoseliiler karsinomada HGF ekspresyonu yiiksek
olmasi ve prognozu kotiilestirmesi HGF ekspresyonunun artisinda promotdr bolgesinde
DATE bolgesinin kisalmasimin kanser gelisimi ile nasil iliskili oldugu dolayisiyla otokrin
aktivasyona neden olup olmadigi sorularini aydmlatmak amaciyla elimizde mevcut
hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda invitro olarak mutasyonun varligini inceledik.Hiicre
hatlariin  bazilarinda HGF otokrin aktivasyonu sz konusu iken ,ayrica sorafenib
duyarliligia etkisi olup olmadigini da gostermek i¢in sorafenib direnci gelistirilmis iki hiicre

hattinda bu mutasyon varligini inceledik.

DATE bolgesi HGF promotoriinde mekanik sekilde etkili olmaktadir.Poli Adenin (dA)
bolgeleri niikleozom formasyonunu etkileyerek transkripsiyonu regiile edebilmektedir.Bu
bolge normalde 30 Adenin tekrarina sahiptir.Ancak normalden daha uzun tekrarlar olan 31,41
ve 69 adenin uzunlukta olmasit histon oktamerlerinin daha siki paketlenmesine yol agmakta

dolayistyla promotdr bolgelerine ulasilabilirligi zorlastirmaktadir.
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30 Adeninden daha kisa olmasi(17 Adenin gibi )promotér bolgeye transkripsiyon
faktorlerinin ulagmasi ve etkilesimini miimkiin kilmasi nedeniyle transkripsiyon hiicrede
sessiz iken aktif hale gegmesine yol agmaktadir.16 Adeninden olusan DATE elementi histon
DNA etkilesimlerini stabilizasyonunu azaltip DHA hedef bolgelerini ulasilabilir hale
getirmektedir.(Ma et al., 2009) HGF geni siki bir regiilasyon altindadir ve normal kosullarda
hepatosit, safra kesesi epiteli gibi hiicrelerde genelde kalici sekilde sessizlestirilmistir. ito
veya stellat hiicreleri gibi karacigerin stromal komponent elemanlar1 ve endotelyal hiicreleri
tarafindan transkribe edilir. HGF ekpresyonu, mezenkimal hiicrelerde, ekstraseliiler
uyaricilardan olan sitokin ve hormonlarca aktiflestirilir, regiilasyonu esasen transkripsiyonel
seviyededir. HGF, baz1 epitelyal tiimorlerde ve karaciger sirozu gibi durumlarda anormal
sekilde ekprese olur (Role & Hepatic, n.d.) Sirkiile tiimor hiicreler, epitelyal mezenkimal
geciste rol oynamaktadir ve HGF ile indiiklenebilme 06zelligindedir Fare hepatoseliiler
karsinoma modelinde periferik kanindan sirkiile tumor hiicre hattinda HGF ve c-Met
diizeyleri incelendiginde primer timor hiicrelerinden ¢ok daha yiiksek ekprese oldugu
gosterilmistir (Ogunwobi et al., 2013) HGF promotorii IL—1 alfa ve 1Beta IL-6, IL-8 ve
interferon-y ile uyarilmas: sayesinde doku tamirinde enflamasyon aracili rol oynar. HGF
promotorii cis elementler igerir bu elementlerin transkripsiyon faktorleri ve diger uyaranlarin

baglanmasi ile diizenlenir ve HGF ekspresyonu artar veya azalir. (Mungunsukh et al., 2014)

Calismamizda HGF promotdriindeki degisiklikleri basta otokrin HGF aktivasyonu
yiiksek olan PLC ,Snu 398,Hep 3B ,Snu 182 ve Snu 387 hiicrelerinde ,otokrin HGF
aktivasyonu bulunmayan Mahlavu, Snu-423, Snu-449, Snu-475, Sk-Hep-1, Huh-7, Focus,
Hep-40, Hep-G2,normal karaciger epitel hiicresi olan THLE-2 hiicrelerinde ve sorafenibe
diren¢ gelistirilmis olan Huh-7 ve Mahlavu hiicre dizilerinde inceledik. Sorafenib direng
gelistirilmis olan Mahlavu ve Huh-7 hiicre hatlarinda atasal hiicre hattindan farkli uzunlukta
oldugunu saptadik. Otokrin HGF aktivasyonu yiiksek oldugu bilinen hiicrelerden PLC ve Snu
398, Hep3B, Snu 182, Snu 387 hiicreleri ele alindiginda hiicrelerde bu bolge uzunlugu atasal
DATE uzunlugu olan 30 tekrardan daha kisa bulundu.
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Ma ve arkadaslari saglikli bireylerde kisa DATE uzunlugu olarak bildirdigi 25 Adenin veya
daha az sayida tekrar1 varliginin Afrikadaki Amerikali bireylerde sikligini %26 olarak
bildirmistir.(Ma et al., 2009)Chiba ve arkadaslar1 ise HGF DATE uzunluk dagiliminin etnik
farkliliklar nedeniyle degistigini ve mesane kanserinde nasil rolii oldugunun bilinmesi i¢in
biiylik capli popiilasyonlarda gen ¢evre etkilesiminin nasil etkilediginin bilinmesi i¢in
epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmasi gerekliligini bildirmistir(Chiba et al., 2014)Graziano ve
arkadaslar ise gastrik kanserde MET kopya say1 artis1 veya HGF DATE bolgesinde
kisalmanin daha agresif kanser tipine doniismesi ,kotii prognoz ve hastaligin ilerlemis
doneminde palyatif kemoterapi alan hastalardaki peritoneal yayilim da roliine yonelik
incelemistir. MET aktivasyonunun DATE bdlgesinde kisalma ile kooperasyon i¢inde
peritoneal yayilima neden olabilecegini 6ne stirmiistiir. Ancak HGF seviyelerinde artigin
multipl ve stabil sinyalleri indiikleyerek tiimor agresifligi ve kotii prognoza global etkili
olabilecegi konusunda tartigsmali olarak kalmakta oldugunu bildirmistir (Graziano et al., 2014)
Rampa ve arkadaglari ise DATE bolgesinin yiiksek diizeyde polimorfik oldugunu ve delesyon
mutasyonu gelismeye egilimli bir bolge olarak bildirmistir. DATE uzunlugu HGF serum
konsantrasyonu veya HGF m RNA seviyeleri ile iligkisi incelendiginde herhang bir
korelasyon gosterilememistir.Bu nedenle dnceki ¢alismalarda 5 Adenozin veya daha fazla
sayida adenin delesyonu olmasinin negatif regiilasyona etkisini kaybetmesi bulgulari ile zitlik
gostermistir.Bununla birlikte caligmanin gii¢ analizi 6rnek sayisinin kisitli olmasi nedeniyle
test edilmesi gerekliligi bildirilmistir.(Rampa et al., 2014)

Sakai ve arkadaslar1 ise HGF promotoriindeki poli Adenin bolgedeki delesyon
polimorfizmine akciger ,mide ,kolorektal,pankreas ve mezotelyoma hiicrelerinde saptamistir.
Kisa DATE igeren hiicreler HGF yiiksek oranda eksprese ederken normal DATE bulunan
hiicrelerde HGF ekspresyonu normaldir.Bu veriler Ma ve arkadaslarinin meme kanseri
calismasindaki bulgulari ile uyumlu olmakla birlikte baz1 hiicre hatlarinda bunun tersi durum
s0z konusudur.Bazi hiicre hatlarinda kisa DATE yapis1 olmasina ragmen HGF ekspresyonu
diisiik oldugu bulunmustur(Sakai, Takeda, & Okamoto, 2015). Sirkiile tiimor hiicreler,
epitelyal mezenkimal gegiste rol oynamaktadir ve HGF ile indiiklenebilme 6zelligindedir.
Fare hepatoseliiler karsinoma modelinde periferik kanindan sirkiile tumor hiicre hatlar1 izole
edilmis ve bu hiicrelerdeki HGF ve c-Met diizeylerinin, primer timor hiicrelerinden daha

yiiksek ekprese oldugu gosterilmistir.
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C-Met promotdrii ve HGF prom6toriiniin epigenetik analiz edilmis ve bu hiicrelerde DNA
metilasyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir. Metilasyon miktar1 ile ¢ Met ve HGF
ekspresyonlarinin artigi arasinda parallellik oldugu gosterilmistir(Ogunwobi et al., 2013)Bu
calismay1 destekleyici olarak hiicre hatlarinda diisiik HGF ekspresyonunun nedeninin HGF
promotoriinde intron 1 polimorfizm veya metilasyonlar1 nedeniyle oldugu ilk kez gosterilmesi
nedeniyle kritik 6nem tagimaktadir.(Sakai et al., 2015)

Ueda ve arkadaglar1 da prostat kanserinde benzer bulgulari ortaya koymustur. PAX2, HGF
geninin yukarisinda olup HGF geni promotdriinii histon 3 H3de asetile edip HGF geni
ekspresyonunu arttirarak yapar. HGF promotdriinde — 637 ve — 314 arasindaki bolge
konsensus PAX2 baglama dizilerini igerir ve bdlgede delesyon nedenli mutasyon oldugunda
bolgede delesyon oldugunda HGF geninin PAX2 ile promotor aktivasyonu bozulmaktadir ve
HGF promotoriiniin aktivasyonu azalmaktadir. Bu bolgede PAX2 geni asir1 ekspresyonunda
ise kanser hiicresinde invazyonu artmaktadir. (Ueda et al., 2015) Tian ve arkadaslar1 da
multiple myelom hiicrelerinde HGF yiiksek diizeyde eksprese edilmesi nedeniyle HGF
promotor allellerindeki DNA mutasyonlarinin HGF transkripsiyonuna etkilerini incelediginde
HGF transkripsiyonundan sorumlu promotdrde HGF {iretimini indiikleyici tek niikleotid
varyantlar1 ve tek niikleotid polimorfizmleri gosterilmistir. Allele spesifik mutasyonlar
fonksiyonel olarak yabanil tipte dizilerini yeniden diizenlemekte ve olusturdugu motifler
endojen transkripsiyon faktorleri olan NFK-B (nuclear factor kappa-B), MZF1 (myeloid zinc
finger 1), NRF-2 (niiklear faktor eritroid 2 iliskili niiklear faktor 2erythroid 2-related factor 2)
etkilesim kolaylagsmaktadir. Diizenleyici bolgede bulunan heterojen SNV lerin atasal tipte
allelden transforme hale gegme nedeni oldugu gosterilmistir, boylelikle bolge yeni
transksipsiyon faktorleri ile baglanma 6zelligi kazanir anormal transkripsiyonel sinyallerin
etkilesimler meydana geldigi gostermistir (Tian et al., 2015) Kolorektal kanser genomik
instabilite sik oldugu bir kanser tiirii olup instabilite nedeniyle DATE(DeoxyAdenosine Tract
Element) elementi HGF promotoriinde kisalmakta, normalde kolon epitelinde sessiz olan
promotdriin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu nedenle HGF-Met sinyali otokrin sekilde
meydana gelmektedir. Boylelikle kanser hiicrelerini ¢ogalmaya yonelik desteklemekte,
sagkalimin giliglendirmekte ayni1 zamanda programli hiicre 6liimiine kars1 direng
kazandirmaktadir.Yapisi geregi DATE bolgesinin polimorfik oldugu, normal populasyonda

germline olarak atasal ve mutasyonlu DATE bdlgesi oldugunu gosterilmistir.
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DATE bolgesi dokularda incelendiginde kisalmis formlarinin insidansi etnik farkliliktan
ekilenmektedir ve bazi irklarda daha yiiksektir. Afrikali Amerikanlarda daha geng yasta kolon
kanseri gelismekte mortalite ve kotii prognoz goriilmektedir. DATE kisalmasi insidansi
arttik¢a daha erken ve daha agresif kanser gelisme riski de olugsmakta oldugu sdylenmektedir.
Bu nedenle DATE bolgesinin kansere yatkinlikta predispozan olabilecegi ve marker olarak

kullanilabilecegi goriisiindedir. (Seneviratne et al., 2015)

Calismamizda literatiirde belirtildigi gibi kisa DATE uzunlugu olarak bildirilen 25
adenin ve altinda uzunlukta DATE hiicrelerimizde saptanmadi.Bazi hiicre hatlarinda HGF

otokrin aktivasyon olmasina ragmen DATE bdlgesi normal sayida (30 Adenin) tekrar bulundu.

Daha onceki ¢aligmalarda 25 ve daha tekrar sayist saglikli kontrollerde siklik olarak %1
oldugu i¢in, medyan olarak 28 adenozin varligi saptanmasi nedeniyle, 27 ve daha az
deoksiadenozin tekrar1 kisa DATE olarak belirlenmistir. Japonlarda saglikli kontrol
gruplarinda kisa DATE varlig1 siklig1 %24,2 bulunmustur. Epidemiyolojik ¢alismalarin gen
cevre etkilesimini de igine almasi gerekliligini bildirmiglerdir. Atasal ve sorafenibe direngli
Huh-7 ve Mahlavu arasinda herhangi 6nemli fark gozlemlenmemistir HGF ekpsresyonu bu
hiicrelerde yiiksek oldugu gosterilmesine ragmen bolge uzunlugu 25 Adenin iizerinde oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle bu hiicrelerde bu bélgede metilasyon seviyelerinin farkli olmasini
literatiirde gosterildigi gibi hepatoseliiler karsinomada da epigenetik mekanizmalarla
aciklanabilecegini 6n goriiyoruz. Bu nedenle HGF de bulunan metilasyon farkliliklar1 ve

metilasyon seviyeleri ileride ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Meme, mide, mesane kanseri, multiple myelomda ve kolon kanserinde HGF promotdriinde
mutasyon varlifi ve tiimorogeneze katkisi incelenmis olup hepatoseliiller karsinomada
herhangi bir degisiklik olup olmadig1 heniiz mevcut degildir

Caligmamizda, insan hepatoseliiler hiicre hatlarinda HGF geni prométdriinde mutasyon
sonucu degisiklikler PCR ve sekanslama yontemleri ile incelenmis, mutasyon sonucu kisalma
olan hiicrelerin HGF ekspresyon seviyeleri ile iligkileri incelenmistir. Bunun disinda
Sorafenib'e direngli iki hiicre hattinda mutasyon varliginda ekspresyon artist dolayisiyla
otokrin aktivasyon sonucu direng gelisiminde rolii arastirilmistir. Mutasyon sonucu promotor
bolgesinde transkripsiyon etkilenmekte ve genin sessiz halden aktive hala ge¢cmesine neden
olmaktadir
Calismamizda hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sonraki c¢aligmalarda
doku orneklerinde inceleme yapilabilir ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesimlerin ne
sekilde degistigi incelenebilir

[zmir Biyotp ve Genom Enstitiisii ve Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Laboratuarlari’na yapilan katki olarak degerlendirildiginde; HGF geninin transkripsiyonel
diizeyde degisikligin hepatoseliiler hiicre karsinoma hiicre hatlarinin ¢ogunda incelenmesi ve
degisimin ortaya koyulmasi bu kanser tipinde ilk kez denenmistir
Ayrica sonra yapilacak olan calismalarda her bir hiicre hatt1 icin elde edilen DATE bolge
uzunluklar1 ile doku oOrneklerinde tiimor ve timor mikro g¢evresinden elde edilen DNA

orneklerinde ornekler i¢in kiyaslamada kullanilacaktir
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