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Amag: Yasam; baslangic, hayatta kalma ve 6liimii iceren hiicrelerin devamli olan
dongiisiinden olusmaktadir. Hiicreler devaml olarak boliiniir, farklilasir ve
somatik hiicreleri olustururlar. Somatik hiicreler de belli bir noktada kanser
hiicrelerini  olusturup  kok  hiicreler ile benzer  karakteristikleri
paylasabilmektedirler. Bu donemlerdeki stirecler, somatik hiicrelerde
anormallige egilimi ve kanser hiicrelerine dontistimii tanimlamak icin nemlidir.
Kanserin ortaya cikisti ve ilerleyisini kontrol etmek icin, hayatta kalma
mekanizmalar1 6zellikle de epitelyal-mezenkimal gecis (EMG) ve iltihaplanma
onemlidir. EMG, hem embriyonik gelisim asamalarinda, hem de kanser
ilerlemesinde ortaya c¢ikar ve bu siire¢ 6zellikle molekiiler temelli tedavi igin
terapotik hedef olabilir.

Gere¢ ve Yontem: EMG, MAP-Kinaz ve inflamasyon yolaklarmin gen
ekspresyon seviyesinde karsilastirilmasinda kanser hiicreleri temsili icin fare
skuamoz akciger kanseri hiicreleri (SqLCCs), somatik kokenli hiicre ornegi
olarak fare derisi fibroblastlar1 (MSF'ler) ve embriyonik kok hiicre olarak da fare
embriyonik kok hiicreleri (mEKH'ler) kullamilmistir. ERK 1/2, Vimentin ve
Twist'in immiinofloresan boyama protein diizeyleri aym hiicrelerde
karsilastirilarak incelenmistir.

Bulgular: MSF'lerde ve SqQLCC'lerde ERK1/2 protein ekspresyonu benzer iken
mEKH'lerde ekspresyonu en diisiik bulunmustur. Ayrica, Twist ve Vimentin
ifadesi istatistiksel olarak ti¢ hiicre hattinda farkli ¢ikmistir. EMG'nin gen
ekspresyon profiline ve MAPK sinyal yolaginin destekledigi inflamasyona gore,
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ABSTRACT

Objective: Life is a continuous cycle of the cells, composed of beginning, surviving
and death. Cells keep dividing, differentiate and turn into somatic cells. The somatic
cells at some point can give way to cancer cells and share characteristics of stem cells.
The processes during these periods are important for identifying the tendency to
abnormality and transformation to the cancer cells in somatic cells. To control
emergence and progress of the cancer, mechanisms which take part in the survival
become significant, especially EMT and inflammation. EMT occurs in both
embryonic developmental stages and cancer progression and molecular basis of this
process can be the therapeutic target for cure.

Material and Method: For cancer representation mouse squamous lung cancer cells
(SqLCCs), for somatic origin mouse skin fibroblasts (MSFs) and for embryonic stem
cell mouse embryonic stem cells (mESCs) were used for comparison of three
signaling pathways (EMT, MAPK and inflammation) at the gene expression level.
Immunofluorescence staining protein levels of ERK 1/2, Vimentin and Twist were
compared.

Results: ERK1/2 protein expression similar in MSFs and SqQLCCs while mESCs
expression wasthe lowest. Besides, Twist and Vimentin expression statistically
different in three. According to gene expression profiling of the EMT and
inflammation supported by the MAPK signaling pathway are a far cry from each
other at prominent genes especially Sparc, Vimentin, Mapksp1 and 1124.
Conclusion: Three different cell linages showed different pattern both in gene and
protein expression. Therefore, these molecules can be the potential driving force for
therapeutic target.

Keywords: Cancer, epithelial- mesenchymal transition, inflammation, MAPK,
embryonic stem cell

Embriyonik kok hiicreler (EKH), embriyonik gelisim
sirasinda memeli blastosistinin i¢ hiicre kitlesinden (THK)
elde edilmektedirler. Somatik hiicrelerden farkli hiicre
dongiisti mekanizmalar1 igeren bir kompleks gen
ifadelerinin programi tarafindan yonetilen bu hiicreler,
kendi kendini yenileme Xkapasiteleri ve pluripotensi
ozellikleri ile karakterize edilir (1). Bu karakteristik
ozelliklerin yani sira, {i¢ germ yapragindaki (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) hiicrelere doniisebilen ve ¢oklu
boliinebilen EKH'ler, bir¢ok bilimsel arastirma i¢in 6nemli
kaynag: olusturmaktadirlar (2). Hizli proliferasyon orar
gibi kanser hiicreleri ve EKH’lerin benzer o&zellikleri
nedeniyle kok hiicre calismalari, kanser biyolojisinin
analizi igin vazgecilmez bir yer tutmaktadirlar (3). Insan
hayat1 igin biiyiik bir tehdit olusturdugundan ve bu
ylizyilda insan oliimlerinin basta gelen sebeplerinden biri
oldugundan dolay1 kanser, toplum saglig1 agisindan diinya
capinda saglik problemlerinden birini olusturmaktadir (4).
Somatik hiicreler, EKH'ler ve kanser hiicreleri farkli
amaglar igin ayni biyolojik siiregleri kullanabilirler. Bunun
bir 6rnegi, somatik hiicreler icin yara iyilesmesinde, farkl

hiicre tiplerini olusturma ve organogenezis i¢in EKH'lerde

ve kanser hiicreleri tarafindan metastaz yapabilmek igin
kanser hiicrelerinde kullanulan epitelyal mezenkimal
gecistir (EMG) (5). EMG, normal olarak bazal membraru ile
bazal yiizeyine baglanan polarize epitel hiicresinin, birgok
biyokimyasal ve molekiiler degisime ugramasi sonucunda
hiicre polaritesi ve hiicreler aras1 baglantilarda meydana
gelen degisimler ile bir mezenkimal hiicre fenotipini
edindigi biyolojik bir stiregtir (6,7). EMG geleneksel olarak
go¢ kapasitesi, invazivite, artmis apoptotik direng ve
ekstraselliiler madde (ESM) bilesenlerinin artan tiretimi
gibi 6zelliklere sahiptir (8). Kadherinlerin epitelyal-kaderin
(E-kaderin) ve noral-kaderin (N-kaderin) olarak degisimi,
Ancak,

embriyonik ve tiimorijenik EMG'ler arasindaki ana fark,

EMG siirecinin tipik bir gostergesidir (9).

tiimorijenik EMG kullanan anormal hiicrelerin bu siirecte
normal biiyiime diizenleyici sinyallere kars1 duyarliligin
yitirmesidir (10). Ornek olarak, transforming growth
factor-B (TGF-P), kanser metastazinda gozlenen giiglii bir
EMG uyariaisidir (11). EMG'deki TGF-3 sinyal yolu, hem
Smad-bagimli hem de Smad-bagimsiz yollarla diizenlenir
(12). Smad yolu TGF-$ sinyaline 6zgii olsa da, Smad
bagimsiz yolu, EMG'yi uyarmak icin TGF ile igbirligi yapan
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Ras ve Wnt dahil olmak iizere bagka yollarla da aktive
edilebilir (13). TGF-{ sinyalinin EMG cevabi, E-kaderin gibi
epitelyal proteinleri kodlayan genlerin (Snail 1 (Snail), Slug
(Snai2), Zebl ve Zeb2 gibi
inaktivasyonu ve diger bag proteinleri ve N-kaderin ve

baglayic1  proteinler)
vimentin dahil olmak iizere mezenkimal proteinleri

kodlayan genlerin aktivasyonunu baglatan
transkripsiyonel yeniden programlama ile olusmaktadir
(14).  Metastatik  dokular  bir
sergilediklerinden, EMG

birlesme

epitel fenotipi

hiicrelerinin  apikobazal
polarizasyon ve komplekslerinin  yeniden
ifadeleri ile mezenkimal epitelyal gecisi (MEG) gostermesi
gerekir. MEG, metastatik hiicrelerde tekrarlayan E-kaderin
sekresyon ve epitelyal fenotip edinimi ile karakterize, EMG
kargit1 olarak diistiniilebilmektedir. MEG siireci, primer
tiimor dokusundan sekonder tiimdr dokusuna go¢ eden bu
hiicrelerin kolonizasyonu ve sagkalimu ile ilgili bir olgudur
(15). Bu agidan bakildiginda, EMG ve MEG, birbirlerinin
tersi olarak calisiyor gibi goriinseler de, timor
olusumunda, metastaz ve invazyon siireglerinde birlikte

calistiklar1 kabul edilmektedir.

Son yirmi yildaki calismalar, inflamasyon aracili
organ fibrozis ve kanser arasindaki iligskiyi diizenleyen
katk1

saglamustir ve bu dejeneratif hastaliklarin ortak baglantis:

molekiiler yolaklar1 anlamamiza Onemli bir
olan EMG bu calismalarin temel unsurlarindan birini
olusturmaktadir (16). Inflamasyon aracili organ fibrozisi ve
kanser iizerine yapilan bu galismalar, patolojik EMG'lere
giden yollarin ve bu yoldaki oyuncularin ayn: oldugunu
gostermistir. TUmor nekroz faktorii alfa (TNF-at) ve hipoksi
birlikte, Snail farkli
indiiksiyonu ile niikleer faktor kappa beta (NF-kf)

aktivasyonunun olusumunun merkezinde rol oynamasina

aktivitesinin mekanizmalarin

benzer sekilde hem kanser hem de fibroziste EMG'yi
tetiklemektedirler (17). Buna ek olarak, makrofajlar ve
diizenleyici T hiicreleri gibi immiin hiicrelerin timor
mikrogevresindeki TGF-B1'in hiicresel kaynaklarin temsil
ettigi diistiniiliirse, TGF-Bnin ile indiiklenen EMG'nin
kanser ve iltihaplanma arasinda bir baglanti oldugu
(18).

mikrogevresindeki diger inflamatuar sitokinler ve biiyiime

sonucuna varilabilmektedir Ayrica,  tUmor

faktorleri EMG olusumunu desteklemektedir (19). Ayrica,

Snail, Slug ve Twist gibi EMG mediatorleri ayni zamanda

kanser kok hiicrelerinin kokliilikk ozelliginde de etkili
olmaktadirlar (20). Bu nedenlerle EMG, tiimér ilerlemesine
neden olan mikrogevresel degisikliklerle inflamasyon ve
kanserden sorumludur (21). Molekiiler kanitlara ek olarak,
klinik

yaritlarin, tiimor baslangici ve metastaz gibi, tiimor

epidemiyolojik ve arastirmalar, inflamatuar
gelisiminin farkli asamalariyla iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir. Primer tiimor alamindaki lokal inflamatuar
EMG'den bagimsiz olarak
dolasima katilan tiimor hiicrelerinin kapasitesini artirdig:
(22). Boylelikle

gostergesi olarak listelenmeye baglamistir (23).

faktorler ve makrofajlar,

goriilmektedir inflamasyon kanser

Kanser, EMG ve inflamasyon ile ilgili baska bir yolak
da, mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK) sinyal
yolagidir. Dogal ve adaptif immiinolojik yarutlar gibi
birgok fizyolojik siire ile iligkili olan MAPK sinyal yolag,
proliferasyon, farklilasma, metabolizma, hayatta kalma,
apoptoz gibi hiicresel siireglerin genis bir yelpazesini
koordine etmektedir (24). Bu hiicresel stireclere ek olarak,
normal MAPK / ERK fonksiyonu, ubikuitinasyon aracili
hiicre dongiisii aktivitesi icin gerekli olan proteinlerin
degradasyonu ile tiimor baskilanmasinda onemlidir (25).
Buna ragmen, MAPK'larin anormal aktivasyonu, prostat
benign tiimorleri modelindeki normal fibroblastlarda
gosterildigi gibi, hiicre dongiisii sirasinda progresyon igin
gerekli olan proteinlerin pargalanmasiyla sonuglanir.
MAPK'lerin bu ikili etkilerinden hangisinin, sinyalin
yogunluguna ve sinyalin anormal olarak aktive edildigi
baglam veya dokuya bagli oldugu bilinmemektedir (26).
MAPK / ERK'in kanserin baglangicinda ve ilerlemesinde
iliskili oldugu bir¢ok farkli yolak vardir. Bunlarin en
bilinenleri Raf / Ras / MAPK yolagidir. Ras'in insan
kanserinde en yaygin mutasyon olmasi nedeniyle bu yolun
disregiilasyonu kanserde en sik rastlanan olaylardan
biridir (27). MAPK'larn iligkili oldugu baska bir siire¢ de
EMG'dir (28). MAPK sinyal yolag: iiyeleri (6zellikle p38),
Smad'dan bagimsiz olarak TGF f3 ile indiiklenen EMG icin
temel diizenleyicilerdendirler. MAPK / ERK sinyal yolagt,
E-kaderin ve vimentin gibi proteinler iizerinden hareket
ederek, hiicre-hiicre baglantilarinin yok edilmesinde ve
onemli rol

hiticre arttirilmasinda

oynamaktadir (11, 28).

hareketliliginin



204 EMG, MAPK ve inflamasyona yakindan bakis: Fare embriyonik kok hiicre, somatik ve kanser hiicrelerinde ne farklidir?

Olgun viicut hiicreleri, embriyonik kok hiicrelerin

sahip  oldugu  Ozelliklerin  ¢ogunu  kaybeder,
mikrogevreleriyle uyum icinde yasar ve zaman geldiginde
olurler. Ancak kanser hiicreleri ve kanser kok hiicreleri,
Peter Pan ile yaramaz ve bilylimeyi reddeden kayip
¢ocuklara benzetilebilir. Kanser hiicrelerinde up-regiile
edilmig molekiillerden, 6zellikle viicut hiicrelerinde down-
regiile edilenlerin hedeflenmesi, planlanan tedavi
protokoliinden maksimum yarut alinirken, yan etkilerin en
aza indirgenmesi anlamina

EMG, MAPK ve

embriyogenez ve tiimor olusumunda ortak olarak kritik rol

gelir. Sinyal yolaklar

arasindan, inflamatuar  yolaklar

oynamaktadirlar. EMG, MAPK ve inflamatuar yolaklar1 iyi

tanimlanmis  olmalarina ragmen, normal hiicreler,

embriyonik kok hiicreler ve kanser hiicrelerinde bu
yolaklari ifade eden genlerin nasil degistigi konusundaki
bilgimiz biiyiikk Ol¢iide smurlidir. Normal hiicrelerde,
embriyonik kok hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde genlerin
ifadelerindeki hakkinda

embriyonik gelisimi ve kanser olusum siireglerini anlamak

degisimler daha iyi bilgi,

igcin ¢ok Onemlidir. Bu ¢alismada, normal hiicrelerde,

embriyonik kok hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde farkli
olarak ifade edilen genleri tamimlamak igin RT-PCR ve
immiinofloresan boyama uygulanmistir. Bu ¢alismada
embriyogenez siireci ve tiimor arasindaki ortak sinyal
iliskili

embriyogenez ve tiimor olusumlar: arasindaki ortak sinyal

yolaklar1  ve gen gruplariin belirlenerek,

yolaklarim1 hedef alan yeni terapdtik yaklasimlarin
gelistirilmesine katkida bulunmasi beklenmektedir.

GEREC ve YONTEM
Hiicre Kuiltiirii

Calismamizda EMG, MAPK ve

mekanizmalarim embriyonik kok hiicre, kanser hiicresi ve

inflamasyon

somatik hiicre acisindan incelemek icin hiicre kiltiiri
yapilmustir. Kontrol grubu olarak MSF'leri (ATCC: CRL-
2017), deney gruplar olarak SqLCC'leri (ATCC: CRL-1453
KLN-205) ve mEKH'leri (Celprogen Torrance, CA, ABD)
kullanilmustir (Sekil 1).

Sekil 1: A) mEKH B) SqLCC ve C) MSF "lerin faz kontrast mikroskop goriintiileri. EKH 'ler niikleolusu belirgin biiyiik niikleusa sahip
hiicrelerdir. SqLCC'ler sekilleri olduk¢a diizensiz, biiyiik niikleuslu hiicrelerdir. MSF'ler merkezi yerlesimli oval veya yuvarlak
niikleusa sahip ig seklinde hiicrelerdir MSF'ler ile karsilastirildiginda mEKH ve SqLCC lerde niikleus stoplazma oram artmstir.

MSF hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren
McCoy's 5A besi yeri igerisinde biiyiitiiliirken, SqQLCC' ler
%10 FBS, %5 L-glutamin ve %5 Penisilin streptomisin
iceren DMEM besi yerinde biiy{itiilmiistiir. mEKH kiiltiirii
i¢in, serum ve antibiyotik igeren fare embriyonik kok hiicre
biiyiime besi yeri kullamlmistir. Deneylerdeki tiim gruplar
i¢in, pasaj 3-6 arasindaki hiicreler kullanilmis olup, 6.

mEKH'nin
deneylerde kullanmlmamustir.

pasajdan  sonra, farklilastign ~ varsayilip

RT-PCR

Gen profilleme igin ti¢ hiicre hattindan RT-PCR igin
RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bunun igin, biiyiime
ortamina ekilen hiicreler bir giin sonra yiizeyden kaldirild1
ve 1X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) ile yikandi. Gruplar
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arasinda gen ifadesindeki farkliliklar "Coklu Plaka Analizi"
programu kullanularak belirlenmistir. Bu programda, gen
kopya sayisini belirlemek icin "mutlak nicelik", daha sonra
geni (B-aktin, GAPDH, G6PDX)

ifadelerine gore normalize edilmis ve "goreceli nicelik"

u¢ farkli  kontrol

ifadeleri lizerinden gruplar aras: istatistiksel analiz igin t-

test yapilmistir.
immiinofloresan Boyama

ERK 1/2, Vimentin ve Twist

karsilagtirilmas: i¢in immiinofloresan boyama yapilmustir.

proteinlerinin

16 saatlik inkiibasyondan sonra, 15 mm ¢apli yuvarlak
lameller iizerinde biiyiitiilen hiicreler %4 paraformaldehid
ile sabitlenmistir. Hiicreler boyamadan o6nce 15 dakika
%0.1 Triton-X100 ¢ozeltisi ile gegirgen hale getirilmis ve {ig
kez 1X PBS ile durulanmistir. Daha sonra, hiicreler bir saat
siireyle spesifik olmayan baglantilar1 6nlemek igin %1 Sigir
Serum Albumin (bovin serum albiimin-BSA) soliisyonu ile
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hiicreler, PBS iginde %1
BSA ile 1/100 seyreltilen birincil antikor ile +4°C' de gece
boyunca inkiibe edilmistir. Bunu takiben hiicreler, oda
sicakliginda bir saat boyunca %1 BSA igerisinde 1/200
oraninda seyreltilmis FITC sekonder antikor (anti-tavsan
Bios) ile inkiibe edilmistir. Kapama islemi i¢in DAPI igeren

kapama ortami (Santa Cruz) kullanilmustur.
BULGULAR

Genlerin ve proteinlerin farkl ifadesi, hiicre kaderini
belirler ve ¢esitli hiicreler karakterlerini korur. Bu semada,
MSF'ler, SqLCC'ler ve mEKH'lerde EMG, MAPK ve
inflamasyonla iligkili genler arasindaki ekspresyonel
benzerlikleri ve farkliliklar1 karsilastirilmistir. Sparc ve
kaderin genleri SqLCC’lerde belirgin olarak farkl ve diistiik
bulunustur. (Sekil 2-A, B ve Sekil 3). Vimentin geni her iki
grupta da anlamli olarak distiiktiir. Snail, Itga, Wntl ve
Gngl genleri SqQLCC'lerde diisiiktiir. Zeb geni her iki hiicre
hattinda da diisiik olsa da bu durum mEKH’lerde daha

belirgin goriilmektedir (Sekil 2-A, B ve Sekil 3 ).
SqLCC'lerin tam tersi olarak Snail, Itga5, Wntl1, Gngl1
genlerinin mEKH’lerde artmis oldugu goriilmiistiir. Bmpl,
Jagl, Tgtb1 genleri her iki hiicre hattinda da artmig olmakla
olmakla beraber Bmp1 geni artist mEKH'ler icin 6zellikle
belirgindir (Sekil 2-A, B ve Sekil 3). Myc ve Mapkspl
genlerinin SqQLCC’lerde daha baskin ve belirgin olarak
artmis oldugu aciktir (Sekil 2-C, D ve Sekil 3). Maapk8ip1,
Cdk4, Cdkn2d genleri mEKH'lerde belirgin diisiik
bulunmustur (Sekil 2-C, D ve Sekil 3). Fos ve Sfn genleri
SqLCC'lerde pozitif olmakla beraber,
SqLCC'ler ve mEKH’lerde benzer degerlerde oldugu

Sfn  geninin

goriilmistiir. Nfatc4 geni SqQLCC’lerde azalmistir (Sekil 2-
C, D ve Sekil 3). 1124, 1113ra2, Sigirr genleri her iki hiicre
hattinda da belirgin olarak artmustir, fakat 1124 geninin
artis1 SQLCC'ler igin daha belirgindir (Sekil 2-E, F ve Sekil
3). Ifngrl, Nras, Casp3, Casp9, Ifi204, 1128ra ve Tnfaip3
genleri mEKH'lerde artmistir. Ifi204, 1128ra ve Tnfaip3
genleri SqQLCC’lerde de artmig olmasina ragmen, bu
artis, mEKH’lerdekinden daha disiik
diizeydedir. Ifngrl, Nras, Casp3 ve Casp9 genleri
SqLCC'lerde belirgin olarak daha diisiik diizeylerdedir
(Sekil 2-E, F ve Sekil 3).

hticrelerdeki

ERK 1/2 protein ifadesi diger hiicre hatlar1 ile
karsilastirildiginda mEKH’lerde belirgin olarak daha
diisiik bulunmustur (Sekil 4-A, D). MSFlerve SQLCC'ler
benzer diizeylerde ERK 1/2 ifadesi gostermislerdir (Sekil 4-
A, D). Twist protein yogunlugu SqQLCC’lerde en yiiksek,
MSFlerde orta ve mEKH’lerde en diisiik diizeyde
(Sekil 4-B, D).
MSFlerde en yogun gozlenirken bu hiicreleri sirasiyla
mEKH'ler ve en diisiik diizeyde olarak SqLCC’ler takip
etmektedir (Sekil 4-C, D). Sekil S1 ve S2'de belirtilen

modifiye-derecelendirme sonuglari.

bulunmustur Vimentin yogunlugu
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Sekil 2: MSF'lere oranlanarak mEKH'ler ve SqQLCC'lerde EMG ile iliskili genlerin fold change degerleri, ortalama delta Ct
degerleri grafikleri ve cluster gram’lari. A-B) EMG ile ilgili gen profilleri. C-D) MAPK ile ilgili gen profilleri. E-F)
Inflamasyonla ilgili gen profilleri.
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Sekil 4: mEKH, SqLCC ve MSF'lerde ERK 1/2 protein ekspresyonunun immdiinofloresan boyama goriintiileri. A) ERK 1/2
protein ifadesi, B) Twist protein ifadesi, C) Vimentin protein ifadesi, D) Protein ifadesinin ortalama yogunlugunun grafigi.
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TARTISMA

Gelisimsel ve patolojik siiregler arasindaki
mekansal-zamansal diizenlemenin baslica farki, patolojik
bozukluklarin tersine gelisim sirasinda hiicresel ve
molekiiler seviyenin siki kontroldiir. Bunu en iyi temsil
eden orneklerden biri, fare embriyo aragtirmalarinin ve
kanser olusumu ¢alismalarinin kargilastirilmasi, EMG'nin
(29).

Akciger kanseri ele alindiginda, arastirma calismalar1

molekiiler mekanizmalarmin aydinlatilmasidir
yiksek EMG mekanizmasimin Oct4 ve Nanog gibi
embriyonik kok hiicre belirtecleri ile tiimor metastazini
destekledigini gostermistir (30). Ek olarak, TGF-{3 ve bu gibi
inflamatuar sitokinler etkilesimli yolaklarla, EMG ve
indiiklenen fibrozis

inflamasyon ve inflamasyonla

mekanizmasimin  da  birbiriyle  baglantih  oldugu
gosterilmistir (31). Bu ¢alismada, yeni hiicresel ve
molekiiler tedavi ajanlarini belirlemek i¢in bir rehber olmak
amaciyla, EMG, MAPK ve inflamasyonla iligkili genlerin
kanser, somatik ve fare embriyonik kok hiicre hatlarinda

RNA ve protein ifadeleri karsilastirilmistir.

Ik olarak, mEKH'ler, MSF'ler ve SqLCC'lerde EMG
ile iligkili genlerin RNA ifadelerinin yaru sira Twist ve
Vimentin proteinlerinin ifade seviyelerini gostermistir.
Gelisimsel bir transkripsiyon faktorii olarak Twist' in, EMG
ile kanser olusumunu tegvik ettigi bulunmustur. On yildan
fazla bir siiredir, embriyonik transkripsiyon faktorlerini
yeniden aktive ederek yapilan ¢alismalarda, Twist'in,
kanserde hastaligin ilerlemesine ve kétii prognoza yol
actig1 gosterilmistir (32). Twist protein ifadesi SqQLCC'lerde
digerlerine gore daha yiiksekti.

Tip Il ara filaman olarak Vimentin, mezensimal
hiicre kaynakli hiicreler tarafindan ifade edilir. Ek olarak,
Vimentin fizyolojik veya patolojik siireclerde epitel hiicre
gociinde rol oynar (33). Calismamizda kullanilan {i¢ hiicre
hatt1 arasinda MSFlerde Vimentin protein ekpresyonu
diger hiicrelere oranla en yiiksek seviyede goriilmiistiir ve
bunun Vimentin'in normal olgun hiicrelerde fizyolojik
siireglerin diizenlenmesinde &nemli bir araci oldugunu

gosterdigi sdylenebilir.

EMG ile iligkili genlerden biri olan Jagged1 (Jagl),

ozellikle vaskiilarizasyonda ve gelisen embriyoda dnemli

bir yere sahip iken, kan damarlari ¢evresinde yogun olarak
bulunur (34). Bizim ¢alismamizda SqLCC'lerde Jagl gen
ifadesi, mEKH'lerdekinden ve MSF'lerdekinden nispeten
yiiksek bulunmustur.

Embriyonik ve post-natal dénemde doku-organ
gelisimi  sirasinda,
(BMP'ler)

sagkalimi diizenler. Timor olusumu ve kanser ilerlemesi

kemik morfojenetik proteinleri
hiicre  farklilasmasimi, proliferasyonu ve
ile ilgili olmasi nedeniyle, BMP'ler kanser biyolojisinde
onemli bir protein ailesidir (35). Bu protein ailesinin iiyeleri
ile tiimoéral EMG diizenlemesinde paradoksal bir iligki
vardir. Ornegin, E-kaderini inhibe ederek ve N-kaderini
artirarak, BMP-4 EMG aktivatorlerini tetikler. Snail ve Slug
meme ve yumurtalik kanseri hiicrelerinde tiiméral EMG
aktivasyonuna katilir (36). Bunun aksine, BMP-7nin TGF-3
aracili Twist ifadesi tizerindeki baskilayici etki gosterir.
BMP-7, kolanjiokarsinoma hiicrelerinin gd¢iinii inhibe eder
(37). Aragtirmalar, BMP'lerin EMG inhibe edici etkilerini
EMG Zebl

gerceklestirdigini gostermistir (38). Bizim ¢alismamizda bu

aktivatorii genini baskilayarak

paradoksal durumun bir kismimi ele aldigimizda,
SqLCC'lerinde BMP1 aktivasyonunun diisiikliigii BMP1 in

EMG' yi inhibe eden bir BMP oldugunu diistind tirmiistiir.

Interlokin 24 (IL-24), cesitli dokulardan salgilanan
IL-10 ailesinin inflamasyonla ilgili gen iiyesidir (39).
Melanom, prostat ve miyeloid Iosemi gibi insan
kanserlerinin hiicreleri {izerinde yapilan bir ¢calismada, IL-
24'e

gozlemlenmistir (40). Son ¢alismalar, TGF- gibi biiyiime

maruz kaldiginda apoptosise giren hiicreler
faktorlerinin, IL-24, E-kaderin ve 3-katenin ifadesini aktive
ederek ekspresyonu inhibe ettigini gostermistir (41).
Bunlar, IL-24'tin EMG'yi inhibe ettigi gostergelerdir (42).
Ayrica, Goerlich ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari
calismada IL-24, akciger kanseri hiicre dizilerinde Snail,
Slug ve Twist gibi EMG ile iligkili transkripsiyon
faktorlerinin mRNA seviyelerini azalttigimi bildirmistir ve
boylece IL24, EMG'yi bloke ederek kanser metastazini ve
invazyonu engellemistir (41). Elde ettigimiz sonuglar, IL-24
RNA diizeylerinin SqLCC'lerinde ve mEKH'lerinde
anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gostermistir.
SqLCC’lerinde RNA mEKH lerinin

yaklasik iki kat1 ¢tkmustir.

ifadesi seviyesi,
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Nras hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde bir
GTPaz olarak calismaktadir (43). Agresif cilt kanserinde
melanom ve kolorektal kanserde Nras mutasyonlar: tespit

edilmistir  (44). Melanogenezde Nras mutasyonu
bulunmas:  halinde Nras sinyalinin aktivasyonu
embriyonik transkripsiyon faktorlerinin yeniden

dagilimina yol agar ve Snai2 ve Zeb2'yi Zebl ve Twistl
genlerini aktif hale gecirir (45), boylece hiicre davranisi
tersine degisir (46). Bu calismamizda, Nras gen ifadesi,
MSF'llere oranla mEKH'lerde daha ytiksek, SQLCC'lerinde
daha olarak belirlenmistir. Ayrica, mEKH'lerde Zeb2
ifadesi ti¢ hiicre hatt1 igerisinde en diisiik ¢ikmigtir. Snai2
ve Zeb2'nin Twist ve Zebl'e tiim bu degisiminin Nras
aktivitesine dayali transkripsiyon faktorlerinin yeniden

dagilimi olabilecegi distintilmiist{ir.

Sigirr (Tek Ig ve TIr Domain Igeren), Toll benzeri
(47).
inﬂamasyonda negatif bir regiilatordiir ve daha iyi

reseptor interlokin 1 reseptorlerinden biridir
bagisiklik yanuti icin ifadesinin diisiiriilmesi gerekir (48).
Sigirr de dahil olmak iizere gesitli sitokin diizenleyiciler
EMG siirecinde dalgali bir ifadelenme gosterirler (49).
Bulgularimiz, Sigirr ifadesinin SqLCClerinde ve
mEKH'lerinde MSF lere gore 6nemli olgiide daha yiiksek

oldugunu gostermistir.

MAPK aktivasyonlar1 proliferasyon, sagkalim ve
olim gibi bir¢ok hiicresel olaylar: etkileyen serin-treonin
kinazlardir (50) ve Erk 1/2, MAPK ailesinin alt grubundan
biridir (51). Erk 1/2 ifadesi normalde hiicre takibini artirir,
bu nedenle karsinogenez, metastaz ve fibrozisin
indiiksiyonuna neden olabilir (51). EMG siirecinde Erk,
MMP iretimini indiikler
benzeyen E-kaderin ifadesini bastirir (52). TGF-f bagimh
EMG igin ortak Erk 1/2 sinyal yolunun gerekli oldugu farkli
calismalarda gosterilmistir (53). Burada, MSF’lerin Erk 1/2
SqLCC'lerine
mEKH'lerinde bu ti¢ gruptaki hiicreler arasinda en diisiik

ve mezenkimal karaktere

protein  yogunlugu benzer  iken,

oldugu gosterilmistir.

MAPKT1 sinyal yolu aktivitesinin, servikal kanser
hiicresi metastazinin indiiksiyonunda rol oynayan énemli
bir molekiil oldugu gosterilmistir (54) ve MAPK1' in
engellenmesi Snail ifadesini azaltir (55). Bir ¢alismada,

MAPK sinyal yolaginin bir alt popiilasyonu olan MAPK1

aktivasyonunun, servikal kanser hiicrelerinde EMG'yi
onemli dl¢iide uyarabildigi belirtilmistir. Bu arastirmanin
sonucu, MAPK1 ifadesinin MSF'lere gore mEKH'lerinde
yiiksek SqQLCC'lerinde diisiik oldugu gosterilmistir.

Onkogen Myc proteini, gelisim siireclerinde B ve T
lenfositlerinin olusumundan sorumludur, diger yandan
normal hiicrelerde, hiicre boliinmesinde ve
farklilasmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica Myc miktari
malignitelerde  translokasyon  ve amplifikasyon
mekanizmalariyla sayica artar. Genel olarak, EMG ile
iligkili gen ifadeleri, MSF'lere kiyasla SqLCC'lerinde ve

mEKH'lerinde daha yiiksek bulunmustur.

Verilerimiz, EMG, MAPK ve inflamasyonla iligkili
gen ifadelerinin biiyiik bir oranimin embriyonik kok hiicre
ve kanser hiicrelerinde benzer oldugunu gostermistir.
Hiicre sinyal yollarimin birbiriyle iligkili olarak incelenmesi,
terapotik hedeflerin olusturulmasinda kritik ve aydinlatici
bir ¢ekicilige sahiptir. Tiimor hiicresi davranist ve
metastatik potansiyel durum incelemesinde, MAPK ve
EMG'yi yonlendiren genlerin davranislar: terapotik hedef
olarak potansiyeldir ve son derece onemlidir. Bizim
calismamizda, bu konuyla ilgili goze ¢arpan gesitli veriler
bulunmaktadir. Embriyonik kok hiicre, somatik hiicre ve
tiimor hiicre davranus modelleri ile bu hiicre gruplarinin
karsilagtirmali analizi, bu zor bulmacanin desifre edilmesi

i¢in gelistirilmelidir.
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