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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DDIT4 GEN EKSPRESYONUNUN KOLOREKTAL KANSERDE PROGNOSTIK VE
TERAPOTIK ONEMININ AYDINLATILMASI

Fatma Giilce Demir
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Hilal Ozdag Sevgili

DNA damage-inducible transcript 4 (DDIT4), kanserlerin patogenezinde kritik siireclerde
rol oynayan 6nemli bir biyobelirte¢ aday1 molekiidiir. Ancak, DDIT4’iin kolorektal kanser
(KRK) patogenezindeki rolii ve klinik potansiyeli yeterli incelenmemistir. Bu dogrultuda tez
calismasinda, DDIT4’tin KRK'deki ifade diizeyleri ve klinik-molekiiler parametrelerle
iliskisi degerlendirilerek, genin diyagnostik, prognostik ve terapétik potansiyelinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagcla, biyoinformatik analizlerle TCGA ve GEO KRK veri
setlerinde DDIT4 ifadesi tiimor ve kontrol dokularinda karsilastirilmis; klinikopatolojik
ozellikler ve sagkalim sonuclariyla iligkisi incelenmis ve ayrca polip-adenokarsinom-
metastaz aksisinde ifade paterni analiz edilmistir. Potansiyel mekanizmalar koekspresyon,
GSEA ve gen-protein etkilesim analizleriyle degerlendirilmistir. DDIT4 ifadesi toplanan
tiimdr ve esli normal dokularda (n=60) ve KRK hiicre hatlarinda qRT-PCR ve western blot
ile dogrulanmus; lokalizasyon iliskisi bagimsiz bir KRK kohortu FFPE 6rneklerinde (n=126)
retrospektif olarak analiz edilmistir. Bulgularimiz, on bes farkli KRK transkriptom
analizinde DDIT4 ifadesinin yiiksek oldugunu (p<0.05) ve tiimor diferansiyasyonu, hastalik
niiksii ve kotli sagkalim oranlariyla anlamli bir iligkisi oldugunu gostermistir. Sag kolon
tiimorlerinde DDIT4’1lin artmis ifadesi ve MSI, CIMP ve BRAF mutasyonu gibi agresif
ozelliklerle iliskisi ilk kez c¢aligmamizda ortaya konmustur. Biyoinformatik analizler,
DDIT4’tin KRK patogenezinde hipoksi, epitelyal-mezenkimal ge¢is ve mTOR yolaklariyla
baglantili oldugunu gostermistir. In vitro analizler ve KRK esli tiimér-normal dokusunda
(n=60) RNA ve protein diizeylerinde kanserde yiiksek ifade profili dogrulanmistir (p<0.05).
Sag kolonda yiiksek DDIT4 ifadesi trendi gozlenmis, ancak istatistiksel anlamlilikla
dogrulanamamistir. Bu ¢alisma, DDIT4’iin KRK’de yiiksek diizeyde ifade edildigini, koti
prognoz ve niiks ile iligkili oldugunu, sag kolon tiimoérlerinde daha yiiksek bir profil
sergiledigini ve bolgesel farkliliklar1 da igeren kritik bir biyobelirte¢ oldugunu gostermistir.
Ayrica, ileri ¢alismalar icin terapdtik bir hedef olarak degerlendirilebilme potansiyeli
sergilemistir.

2025, 138 sayfa
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ABSTRACT

MSc Thesis

Elucidating The Prognostic and Therapeutic Significance of DDIT4 Gene Expression in
Colorectal Cancer

Fatma Giilce Demir
Ankara University, Biotechnology Institute
Prof. Dr. Hilal Ozdag Sevgili

DNA damage-inducible transcript 4 (DDIT4) is an important biomarker involved in critical
processes in cancer pathogenesis. However, its role and clinical potential in colorectal cancer
(CRC) pathogenesis remain insufficiently explored. This study aims to investigate the
expression levels of DDIT4 in CRC and its association with clinical-molecular parameters,
evaluating its diagnostic, prognostic, and therapeutic potential. Bioinformatics analyses were
performed on TCGA and GEO CRC datasets, comparing DDIT4 expression in tumor and
control tissues, and examining its correlation with clinicopathological features and survival
outcomes. Additionally, expression patterns were analyzed along the polyp-
adenocarcinoma-metastasis axis. Potential mechanisms were assessed using co-expression,
GSEA, and gene-protein interaction analyses. DDIT4 expression was validated in collected
tumor and matched normal tissues (n=60) and CRC cell lines using qRT-PCR and western
blot, with its localization relationship analyzed retrospectively in an independent CRC
cohort of FFPE samples (n=126). Our findings revealed that DDIT4 expression was
significantly higher in 15 different CRC transcriptome analyses (p<0.05), and increased
expression was correlated with tumor differentiation, disease recurrence, and poor survival.
For the first time, we found an association between elevated DDIT4 expression in right colon
tumors and aggressive features such as MSI, CIMP, and BRAF mutations. Bioinformatics
analyses indicated that DDIT4 is linked to hypoxia, epithelial-mesenchymal transition, and
mTOR signaling pathways. In vitro analyses confirmed a high expression profile in cancer
tissues (p<0.05). This study demonstrates that DDIT4 is a critical biomarker for CRC,
associated with poor prognosis and recurrence, and shows potential as a therapeutic target
for future studies

2025, 138 pages
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK); diinya genelinde insidans ve mortalite bakimindan 6nde gelen
kanserlerden biridir. 2022 yili verilerine gore, yaklasik 2 milyon yeni tam ile, en yaygin
goriilen 3. kanser iken, 6liim ile sonuglanan 900 bin vaka ile akciger kanserinden sonra gelen
en yliksek mortaliteye sahip kanserdir (1). Kalin bagirsagin kolon ve rektum bdlgelerinde,
genellikle iyi huylu poliplerden baslayan, miidahale edilmedigi durumda ise malignite
0zelligi kazanarak agresiflesen bir kanser tiiriidiir. Bu ylizden, diger kanserlerde oldugu gibi,
erken tani ve diizenli tarama protokolleri basarili bir tedavi sonucu elde edebilmek i¢in 6nem
tasimaktadir. Kolonoskopi, sigmoidoskopi, fekal immiinokimyasal test, BT kolonoskopi,
gaytada gizli kan bakilmasi gibi yontemler glinlimiizde siklikla bagvurulan KRK tarama
yontemleridir. Fakat bu yontemlerin bir kism1 invaziv olmasi1 bakimindan hastada aci1 ve
komplikasyonlara neden olurken, bir kismi kanser onciisii polipleri tespit etmekte yetersiz
kalip yanlis pozitif/negatif sonuglar verebilmektedir. Bazis1 ise maliyeti dolayisiyla
erisilebilir yontemler arasinda yer almamaktadir (2). Bu tarama yontemleri diginda
halihazirda kullanilan bazi molekiiler belirtegler de mevcuttur. Bunlardan biri olan, basit bir
kan testi ile seviyesi Olgiilebilen CEA (Carcinoebryonic Antigen); genellikle kolorektal
kanser tedavisi sonrast tedaviye yanitin veya niiks ihtimalinin arastirilmasi igin
kullanilmaktadir. Invaziv olmayan ve gérece kolay ulagilabilir bir yontem olsa da erken evre
kanserlerin tespitinde yetersiz kalmaktadir ve sigara kullanimina ve ¢esitli iltihaplara bagh
olarak da yiikselebildigi i¢in kanser spesifitesi diisiik ve tek basina yeterli bir belirteg
degildir. Kanda seviyesi yiikseldigi bilinen CA19-9 (carbohydrate antigen 19-9)
biyobelirteci de ilk olarak kolorektal kanserde tanimlanmasina ragmen ¢ogunlukla pankreas,
karaciger, safra yolu ve mide kanserleriyle iliskilidir. Bu sebeple CA19-9 testi de kolorektal
kanser i¢in diisiik spesifite gostermekte ve yetersiz kalmaktadir. KRK hastarinda tedavi
se¢ciminde KRAS mutasyon durumun belirlenmesi tedavi secimine rehberlik edecek
Ongoriicii belirteglere iyi bir 6rnek teskil etmektedir (3). KRAS mutasyonu diginda, BRAF
analizi ve mikrosatellit kararsizligit (MSI) yaygm kullanilan testlerdir. MSI, Lynch
Sendromu tanisinda kullanilirken, BRAF mutasyonu metastatik KRK’de kotii sagkalimi
gosteren giiclii bir prognostik faktér ve anti-EGFR tedavisine yanit i¢cin 6ngdriicii bir
belirtectir (4). Glinlimiizde PIK3CA, PTEN ve HER2 gibi EGFR aksisinde yer alan diger
molekiiller de ek degerlendirmeden ge¢mekte ve su anda klinik denemeler bazinda

degerlendirilen biyobelirteclerdir. KRK’li hastalarin %10-18’inde PIK3CA mutasyonu
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mevcuttur ve KRK'in bir PIK3CA mutasyonu igermesi durumunda, ameliyat sonrasi
aspirin kullanan hastalarinda hayatta kalma olasiliginin arttigini gdstermistir. Bununla
birlikte, yalnizca PIK3CA mutasyonunun varlifina dayanarak bu hastalara anti-EGFR
tedavisini reddetmek i¢in heniiz yeterli veri yoktur. PIK3CA mutasyonu, KRK hastalarinin
%10-18’inde goriilmekte olup, ameliyat sonrasi aspirin kullaniminin hayatta kalimi
artirabilecegi gosterilmistir. Ancak, bu mutasyona dayanarak anti-EGFR tedavisinin reddi
icin yeterli veri yoktur. PTEN mutasyonu ise hastalarin %5-14'linde goriilir ve EGFR
antagonistlerine yanitsizlik ile iliskilidir. PTEN mutasyonunun belirlenmesinde THC veya
FISH yontemleri kullanilabilir, ancak klinik karar mekanizmalarinda etkisi hala
aragtirilmaktadir (5,6). Ote yandan, HER2 amplifikasyonu ve mutasyonu, KRK'lerin
yaklasik %7'sinde mevcuttur ve KRAS yabanil tip tiimorlerinde anti-EGFR tedavisine olasi
bir diren¢ yolu olarak arastirilmaktadir ve ek ¢alismalar devam etmektedir(6—8). Meme
kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanserinde kullanilan, farkli genlerin seviyelerine
bakarak bir risk skoru hesaplayan, invaziv olmayan Oncotype DX testi ise kolorektal kanser
icin 12 geni analiz ederek niiks ihtimaliyle ilgili klinisyenlere fikir vermektedir. Evre 2 ve 3
kolorektal kanserler i¢in giivenli sonucglar vermekle birlikte, her hastanin test i¢in uyumlu
olmamas1 ve yiiksek maliyeti nedeniyle standart prosediirlerin yerini almakta yetersiz
kalmaktadir. Goriildiigii tizere yakin zamanda erken ve ileri kolorektal kanserli hastalarin
sagkalim sonuclarini iyilestirmeye yonelik onemli ilerlemeler kaydelilmistir; ancak diinya
genelinde yilda bir milyondan fazla yeni vaka ve %33'e varan hastaliga 6zgii 6liim oraniyla
KRK 6nemli bir saglik yiikii olmaya devam etmektedir. 2035 yilinda yeni KRK vakalarinin
2,5 milyona ulasacagi da ongoriilmektedir. KRK i¢in 5 yillik sagkalim orani yaklasik %64
iken, metastatik hastalarda bu oran %12'ye kadar diismektedir. Bu veriler, kotli prognozlu
hastalarin erken teshisi ve etkili tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi i¢in daha fazla
arastirmanin gerekliligini ortaya koymakta ve hem literatiir bazinda hem de uygulamada
onemli sorular ve doldurulmasi gereken bosluklar bulundugu belirtilmektedir (9-11).
Ayrica; Giincel kullanilan belirteglerin - ve tarama yontemlerinin dezavantajlar
diisiiniildiiglinde; klinisyenlerin kullanabilecegi, komplikasyon bakimindan daha az riskli ve
maliyet acisindan daha erisilebilir diyagnostik yontemlere, kolorektal kanserin erken
tanisinda ve prognostik dngoriisiinde kullanabilecegi yeni molekiiler biyobelirteglere ihtiyag
vardir. Bu baglamda kesfedilecek etkin biyobelirtecler; diyagnostik ve prognostik dngorii

saglamasi disinda, kisisellestirilmis ve hasta i¢in en uygun tedavi yonteminin se¢ilmesinde



veya uygulanan tedavinin ige yararliliginin degerlendirilmesinde de kullanilarak hastanin

ihtiyaclaria yonelik stratejilerin belirlenmesinde de fayda saglama potansiyeli tasiyabilir.

KRK, karsinogenez siirecinde birgok hiicre i¢i metabolik yolagin regiilasyonunun bozuldugu
ve yiiksek tiimor heterojenitesine sahip bir kanserdir. Kolon kanserine doniisiim siireci
genellikle yillar icinde yavas yavas ilerler ve genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle
sekillenir. Bu siireg; genellikle kolon mukozasinda baslayan, baslangigta iyi huylu olan,
kolon duvarindaki hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi sonucu ortaya ¢ikan adenomatdz
poliplerin gelisimi ile baglar. Baslangigta benign olan bu polipler, zamanla genetik
mutasyonlara ugrar. DNA'da biriken hasarlara bagli olarak displazi denen bir duruma geger.
Displazi, hiicrelerin diizensiz bir sekilde biiylidiigli ve anormal 6zellikler kazandigi bir
evredir. Displazi siireci ilerledikce, hiicreler tamamen anormal hale gelir ve kontrolsiiz bir
sekilde ¢cogalmaya baglar. Bu asamaya karsinoma in situ ad1 verilir, yani kanser hiicreleri
kolon duvarinin disina yayilmamais, lokal kalmis durumdadir. Bu asamada tespit edilip tedavi
edilmezse, kanser hiicreleri kolon duvarmin daha derin katmanlarina yayilmaya baslar ve
invaziv kolon kanseri gelismis olur. Saglikli kolon mukozasindan baslayarak malign
Ozellikler kazanana kadar molekiiler boyutta gergeklesen degisimler, kolorektal kanserin
olustugu bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Kolorektumun sag (proksimal) bolgesine
kaynaklanan tiimdrlerde mikrosatelit instabilitesine, CpG adacik metilasyonuna, CMSI1 alt
tipine ve BRAF mutasyonuna daha sik rastlanirken; sol (distal) bolgesine kaynaklanan
tiimorlerde ise kromozomal instabiliteye, CMS2 alt tipine ve p53/KRAS mutasyonlarina
daha sik rastlanmaktadir. Ayn1 zamanda; lokasyona gore, hastaligin kaynaklandig1 polip
tiirii, prognozu ve immiin yanit1 da degismektedir (12,13). Sag ve sol kolorektal kanserler bu
Ozellikleri bakimindan farkli terapi yontemleriyle tedavi edilebilmektedir. Sag kolorektal
kanserin semptom vermeden ilerlemesi ve genelde kotii prognozla karakterize edilen daha
agresif bir hastalik olmasi; sag kolona lokalize tiimorlere spesifik bir biyobelirteg

kesfetmenin 6nemini gostermektedir.

KRK’nin yiiksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile birlikte yeni ve etkin biyobelirte¢lerin
kesfinin 6nemi géz oniinde bulunduruldugunda kapsamli bir literatiir taramasi ile birlikte
DNA damage-inducible transcript 4 (DDIT4) geninin KRK i¢in potansiyeli bu tez ¢alismasi

kapsaminda degerlendirilmistir.



Bazi kanserlerde yiiksek ifade profili gdsterdigi ve bazi durumlarda onkogen gibi davrandigi
raporlanan DDIT4 geni; stres durumunda ifadesi artan ve kanser tedavi stratejilerinde
siklikla bir hedef olarak kullanilan mTOR yolaginin ana regiilatoriidiir. Ayn1 zamanda
onemli timor baskilayict bir gen olan p53 ile arasinda geribildirim mekanizmasi oldugu
bilinen bir gendir (14,15). Bu kilit molekiiller disinda da ileriki boliimlerde ayrintili ele
alinacak olan Onemli stres genleri ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Farkli kanser
tiirlerinde farkli ifade seviyesi goOstermekte ve bu ifade profili kanserlerin evre ve
diferansiyasyon derecesine gore degisiklik gostermektedir. Bu ozellikleri ile DDIT4 geni,
bir kanserin prognozu ile ilgili ongérii olusturmada kullanilabilecek veya hedeflendigi
durumda karsinogenez siirecini veya ilag¢ direncini etkileyebilecek bir biyobelirte¢ olabilme

potansiyeli tasidigim1 gostermektedir.

Bu bilgiler 1s181nda; tez ¢alismasinin temel amaci, DDIT4 geninin KRK patogenezindeki
roliinii ve bu genin KRK icin olasi bir diyagnostik ve prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilabilirligini incelemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, The Cancer Genome Atlas
(TCGA) bagimsiz Gene expression Omnibus (GEO) KRK veri setlerinde DDIT4 geninin
ifade diizeyi farkli klinikopatolojik parametreler agisindan analiz edilmis, elde edilen
bulgular kendi hasta kohortlarimiz ve hiicre kiiltlirii c¢alismalarimizla dogrulanmaya
calisgilmistir. Bu kapsamda, DDIT4 geninin biyobelirte¢ potansiyeline iliskin literatiire yeni

bilgiler kazandirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser (KRK), sindirim sisteminin alt kismin1 olusturan kalin bagirsak (kolon)
ve rektumun (kalin bagirsagin son kismi) i¢ ylizeyindeki hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesiyle
ortaya ¢ikan, zamanla viicudun farkl yerlerine yayilim gosterebilen bir kanser tiiriidiir. KRK
diinya genelinde en sik rastlanan solid tiimorlerden biridir. Tarama ve tedavi
yaklasimlarindaki gelismelere ragmen, insidans ve mortalite bakimindan hala ilk siralarda
yerini koruyarak ciddi bir halk sagligi problemi olmaya devam etmektedir. Genel bati
toplumlarindaki bireylerin yasam boyu KRK tanis1 alma riski %5-6 iken, ailede KRK
hikayesi bulunan bireylerde bu oran %30’lara ¢ikmaktadir (16). Diinya Saglik Orgiitii’ne
gore kolorektal kanser riskini artiran faktorler arasinda yas, aile gegmisi, kisisel ge¢mis ve
yasam tarzi yer almaktadir. 50 yasin iizerindeki bireylerde risk artarken, ailede 1. derecede
kolorektal kanser Oykiisii olmasi, Lynch sendromu veya ailesel adenomat6z polipozis (FAP)
gibi genetik kosullar riski daha da yiikseltir. Daha dnce kolorektal kanser ge¢irmis veya
belirli tiirde polipleri olan bireyler de yliksek risk altindadir. Ayrica, islenmis et bakimindan
zengin ve meyve-sebze bakimindan fakir bir diyet, hareketsiz yasam tarzi, obezite, sigara

icme ve asir1 alkol tiikketimi de riski artiran yasam tarzi faktorlerindendir (17).
2.1.1. EPIDEMIYOLOJI

Kolorektal kanser; 2022 yilinda tespit edilen yaklasik 2 milyon yeni vaka ile akciger ve
meme kanserinden sonra en yaygin goriilen kanser iken, 900 bin vaka ile mortalite
bakimindan, akciger kanserinden sonra ilk sirada gelmektedir (1). Genetik, yasam tarzi ve
cevresel faktorler arasindaki karmagsik etkilesimlerle karakterize edilen, kiiresel olarak
onemli bir halk saghigi sorunu teskil eden KRK'nin insidansi, diyet aligkanliklari,
sosyoekonomik durum ve saglik hizmetlerine erisim gibi faktorlerle etkilenen belirgin bir
cografi degiskenlik gostermektedir; bu da hastaligin epidemiyolojik durumunu anlamay1
zorlagtirmaktadir. Calismalar, gelismekte olan iilkelerde KRK prevalansinin arttigini ve Bati
tipi diyet kaliplarinin benimsenmesiyle kirmizi ve islenmis et tiiketimi, obezite ve hareketsiz
yasam tarzi gibi risklerin yiikseldigini gostermektedir (18-20). Epidemiyolojik veriler,
KRK’nin sinirli tarama programlarmin bulundugu diisiik gelirli popiilasyonlarda da giderek

yayginlastigim gostermektedir. Ornegin, Cin'de KRK insidansindaki artis, kentlesme ve



diyet degisiklikleri nedeniyle artan alkol tiiketimi ve obezite ile iliskilendirilmistir (19,20).
Ayrica, bu bolgelerde etkili tarama programlarmin eksikligi durumu daha da
kotiilestirmekte; sosyoekonomik durum ve CRC insidansi arasindaki pozitif korelasyon,
daha yiiksek gelir seviyelerinin daha iyi tarama ve saglik hizmetlerine erisimle iligkili

oldugunu ortaya koymaktadir (19,21).

Genetik yatkinlik, KRK epidemiyolojisinde énemli bir rol oynamaktadir. Kolorektal kanser
aile Oykiisii olan bireylerde risk onemli 6lgiide artmis olup, calismalar KRK hastalarinin
birinci derece akrabalarinin hastaliga yakalanma riskinin 2-3 kat daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (22,23). APC ve BRAF gibi belirli genlerdeki mutasyonlar, bireysel KRK
duyarliligini anlamada kritik belirtegler olarak tanimlanmistir (23,24). Ayrica, genetik
yatkinliklar ve diyet, fiziksel aktivite gibi yasam tarzi faktorleri arasindaki etkilesim, KRK
riskinin multifaktoriyel dogasini vurgulamaktadir (23,25). KRK ile iligkili en 6nemli kalitsal
sendromlar arasinda Ailesel Adenomat6z Polipozis (FAP) ve Lynch Sendromu (kalitsal non-
polipozis kolorektal kanser, HNPCC) yer almaktadir. Ailesel Adenomatdz Polipozis (FAP),
esas olarak 5. kromozom f{izerinde bulunan timoér olusumunu baskilama roli olan
adenomatoz polipozis koli (APC) genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. FAP’li
bireyler, genellikle ergenlik donemlerinden itibaren kolon ve rektumda yiizlerce adenomatoz
polip gelistirirler. Tedavi edilmezse, 40 yasina gelindiginde kolorektal kansere donligme
riski neredeyse %100°diir (26,27). FAP’in yiiksek penetransi, risk altindaki ailelerde genetik
testlerin ve izlemenin 6nemini vurgulamaktadir. 4PC mutasyonlarinin erken tespiti, kanser
riskini 6nemli Sl¢lide azaltabilen koruyucu kolektomi gibi zamaninda miidahalelere olanak
tanir (28). Lynch Sendromu, ise MLHI, MSH2, MSH6 ve PMS?2 gibi DNA yanlis eslesme
onarim (MMR) genlerindeki mutasyonlarla iliskilidir. Bu sendrom, tiim kolorektal kanser
vakalariin yaklasik %2-5"1ni olusturur ve kolorektal kanserin yani sira endometriyal, over
ve diger kanser tiirlerinin gelismesine de sebep olur (29,30). Lynch Sendromu olan
bireylerde yasam boyu kolorektal kanser gelistirme riski %701 asabilir (31,32). Lynch
Sendromu icin genetik testler kritik oneme sahiptir. Bu testlere gore uygun tarama

protokolleri belirlenir ve kolorektal kanseri erken asamada teshis etmek hedeflenir (33).



2.1.2. PATOLOJI

Kolorektal kanser; genellikle iyi huylu, precancerous poliplerden gelisir. Polipler, sporadik
olarak veya bazi sendromlar sonucu kolon mukozasinda biriken ve biiyliyen anormal
hiicrelerin kolon liimenine dogru ¢ikint1 yaptig1 yapilardir. Polipler, ¢aplarina gore dimunitif
(5 mm veya daha kii¢iik), small (6-9 mm aras1) ve large (1 cm veya daha biiyiik) olarak
simiflandirilir. Sekillerine gore ise sapsiz (sesil), sapli (pedunculated) ve diiz (flat) olarak
adlandirilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yayinladig:1 rehbere gére ise adenomalar
morfolojik olarak %?25°ten daha az villoz yap1 igeriyorsa tiibiiler, %25-75 villoz yap1
igeriyorsa tiiblilo-villoz, %75’ten daha fazla viloz yap1 igeriyor ise villoz adenom olarak

siniflandirilmaktadir (34-37).

Malignite potansiyeli géz oniine alindiginda ise klasik adenomalara ek serrated polipler de
dikkat cekmektedir. Serrated lezyonlar; sesil serrated polipler, hiperplastik polipler ve
traditional serrated adenomalar olmak iizere {i¢ alt tipte gézlenmektedir. Bunlardan en
yaygin rastlanan1 Smm’den daha kii¢iik ¢apta olup genellikle distal (sol) kolonda rastlanan
hiperplastik poliplerdir ve bazi1 durumlarda sesil serrated lezyon prekiirsorii olma 6zelligi
tasimaktadir. Sesil serrated lezyonlar ise kolorektal kanser prekiirsorii olarak kabul edilen,
siklikla BRAF mutasyonu, mikrosatelit instabilitesi ve CpG adaciklar1 metilasyon fenotipi
ile karakterize lezyonlardir. Diiz bir yapiya sahip olmalar1 nedeniyle iilserlesme ve kanama
riskleri diisiik oldugundan tespit edilmesi daha zor bir polip tiiriidiir. Traditional serrated
adenomalar ise gorece daha nadir rastlanan ve kolorektal kansere doniisme bakimindan sesil
serrated lezyonlarla yaklagik olarak benzer riskler tasiyan ve genellikle KRAS mutasyonu ile

karakterize edilen bir polip tiiriidiir (38).

Zaman igerisinde; normal epitel doku-displazi-adenoma siralamasini takip eden ve farkl
molekiiler mutasyonlar biriktiren hiicreler, invazyon yetenegi kazanarak kolorektal kanser
olusumuna sebep olur ve dnce lokal lenf diiglimlerine, ardindan uzak metastatik bolgelere

yayilabilir (37,39).
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Sekil 2.1. Kolonun kolon kanserine evrilmesi, genetik mutasyonlarm birikimiyle
gerceklesen uzun bir siirectir. Bu siiregte adenomatéz poliplerin gelisimi, displazi ve
nihayetinde invaziv kansere doniisiim gozlenir.
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2.1.2.1. Kolorektal Kanserin Patolojik Simiflandirmasi

Diinya Saglhk Orgiitii'niin yaptig1 simiflandirmaya gore kolorektal kanser; histopatolojisi
bakimindan farkli varyantlara sahiptir. Bunlardan en yaygin goriileni, kolorektal kanser
vakalariin yaklasik %85’ini olusturan adenokarsinomalardir. En sik rastlanan ikinci tip ise
timor bolgesinin en az %20’sinin ekstraseliiler miisin iceren biiyiik glandiiler yapilar ile
karakterize olan ve kolorektal kanser vakalarinin %10-15’ini olusturan miisindz
karsinomadir (40). Miisindz karsinoma, ¢esitli oranlarda tasl yiiziik hiicre tiplerini de i¢ginde
barindirabilmektedir (41). Miisindz karsinomalar genellikle sag kolonda goriilmekle birlikte
Lynch sendromu olan hastalarin %22-40’1inda rastlanmaktadir. Yiiksek mikrosatelit
instabilitesi ve adenokarsinomalara gore daha sik rastlanan KRAS, BRAF ve PI3K
mutasyonlart ile karakterizedir (40). Kolorektal kanser vakalarinin %1°1 ise; timor
bolgesinin en az %50’sinde intrasitoplazmik miisin barindirdigi durumlarda tani alan tash
yliziik hiicreli adenokarsinomalardan olusmaktadir (41). Miisin6z karsinomalarda oldugu
gibi; tash yliziik hiicreli adenokarsinomalar da genellikle sag hemikolonda rastlanmakta ve
KRAS, BRAF mutasyonlar1 ve yiiksek mikrosatelit instabilitesi gostermektedir.
Adenokarsinomalara kiyasla daha kotii prognoza sahip olmakla birlikte genellikle metastaz
egilimi gostermektedir (40). Noroendokrin tiimorler ise son yillarda artis gosterse de hala
kolorektal kanser vakalarinin %1’inden azini olusturan ve kisith literatiir bilgisi bulunan bir
histolojik tiptir (42). Adenokarsinomalarla birlikte karisik sekilde bulunarak bir histolojik
spektrum olusturmaktadirlar. Genellikle metastatik seyirli ve siklikla rektumda gozlenirken
KRAS, BRAF, p53 mutasyonlar1 oran1 bakimindan adenokarsinomalardan pek bir farki
yoktur (40). Adenoskiiamoz karsinomalar ise oldukga seyrek rastlanan (kolorektal kanser

vakalarimin %0.1’inden az), ndroendokrin tiimorlerde oldugu gibi adenokarsinomalarla bir



spektrum halinde bulunabilen ve siklikla proksimal (sag) kolonda gozlenen bir histolojik
tiptir (40). Bir diger KRK histolojik alt tipi ise mikrosatellit intabilitesi yiiksek olan,
vezikiiler niikleus ve belirgin niikleol ve intraepitelyal lenfosit infiltrasyonu ile karakterize
olan mediiler karsinomadir. Diferansiyasyon derecesinden bagimsiz olarak iyi prognozu
olan ve yliksek immiin yanit1 gosteren bir patolojik alt tiptir (41,43). Son yillarda KRK
siniflandirmasina dahil edilen ve ¢aligmalara konu olan bir KRK alt tipi ise mikropapiller
karsinomadir. Bu kanser tiiri; kiigiik tlimor hiicre gruplarinin stromal bosluklarda vaskiiler
kanallar taklit etmesiyle karakterizedir. Hem adenokarsinoma hem miisindz karsinoma, %5
ve daha fazla oranda mikropapiller karaktere sahipse mikropapiller karsinoma olarak
adlandirilir. Lenfovaskiiler invazyon ve lenf nodu metastazlarina yatkinligi sebebiyle
genellikle kotii prognoza sahip olan, KRK vakalariin %35-20’sini olusturan bir alt tiirdiir
(40,44). Kolorektal kanserin son morfolojik alt tipi ise serrated karsinomalardir. Serrated
poliplerin, “Serrated Neoplastic Pathway” olarak isimlendirilen malignant dontigiimleri
sonucunda olusur ve hem miisindz hem de miisin6z olmayan durumda gozlenebilir.
Genellikle proksimal lokasyonda bulunarak; CIMP fenotipi, BRAF ve KRAS mutasyonu
bakimindan adenokarsinomaya gore daha yiiksek oranlara sahiptir. Terapilere kars1 direngli
ve diisiik 5 yillik sag kalima sahip bir tiirdiir (40,45,46). Kolorektal kanserin hangi
morfolojik smifa ait oldugunu belirlemek uygun tani, tedavi ve prognoz hakkinda
klinisyenlere rehber olmakta ve kisisellestirilmis tibbi yaklagimlara fayda saglamaktadir.

Uygun tedavi ve prognostik ongoriilerin belirlenmesi i¢in, morfolojik siniflandirmalara ek
kanserin evresi ve diferansiyasyon derecesi de 6nem arz etmektedir. Kolorektal kanser
evrelemesinde altin standart; tiimor boyutu, lenf nodu yayilimi1 ve metastaz hakkinda bilgi
veren TNM/AJCC evrelemesidir. TNM evreleme kriterleri Cizelge 2.1.°de ve AJCC

evreleme karsiligi Cizelge 2.2.’de verilmistir.



Cizelge 2.1. TNM evreleme kriterleri (47)

Kategori Kriter
Tis Kolon ve rektqm i¢ ylizeyini kaplayan epitel veya lamina propriada
kanser hiicreleri bulunur.
T1 Tiimo6r submukozaya invazedir.
T2 Tiimor muskularis propriaya invazedir.
T Peritonla kapli bolgede subserozaya,
T3 Peritonla kapli olmayan kolon ve rektum bdlgelerinde perikolik ve
perirektal dokuya invazedir.
T4a Timor periton digsina dogru invazedir. (Seroza/Visseral Periton)
T4b Farkl1 organ metastazi vardir.
NO Lenf nodu metastaz1 yoktur.
Nla 1 adet perirektal ya da perikolik lenf nodu metastazi vardir.
N1b 2-3 adet perirektal ya da perikolik lenf nodu metastazi vardir.
N Nlc Lenf nodunda tiimor yoktur ancak kolon/rektum yakinindaki dokularda
tiimor bulunmaktadir.
N2a | 4-6 adet perirektal ya da perikolik lenf nodu metastazlar1 vardir.
N2b |7 ve daha fazla perirektal ya da perikolik lenf nodu metastazi vardir.
MO Farkli organ metastaz1 yoktur.
Mla |Periton icerisinde kolon ve rektum disinda 1 organda metastaz vardir.
M Mib Periton igerisinde kolon ve rektum disinda 1°den fazla organda metastaz
vardir.
Mlec Periton igerisinde uzak organda veya viicudun bagka bir bdlgesinde
metastaz vardir.

10




Cizelge 2.2. TNM evrelemelerin AJCC evre karsiligi (48)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 T1-T2 NO MO
Evre IIA T3 NO MO
Evre [IB T4a NO MO
Evre IIC T4b NO MO
Evre IIIA T1-T2 N1/Nl¢c MO
T1 N2a MO

Evre I1IB T3 - T4a N1 /Nlc MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

Evre 1IIC T4a N2a MO
T3 - T4a N2b MO

T4b NI -N2 MO
Evre IVA Herhangi bir T | Herhangi bir N Mla
Evre IVB Herhangi bir T | Herhangi bir N MIl1b
Evre IVC Herhangi bir T | Herhangi bir N Milc

Tiimor 6rneklerinin bir bagka histolojik degerlendirmesi ise diferansiyasyon derecelerine
gore yapilmaktadir. Timor bolgesinden alinan hiicreler normal kolon mukozasi hiicrelerine
benzer ise iyi diferansiye (Grade 1), biraz daha anormal hiicreler varsa orta diferansiye

(Grade 2), fazlasiyla anormal hiicre igeriyor ise kotii diferansiye (Grade 3) seklinde

smiflandirilir.

lyi Diferansiye

AL

Katii Diferansiye

Sekil 2.2. KRK diferansiyasyon dereceleri immiin histokimya goriintiileri (49).
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2.2. KRK MOLEKULER BiYOLOJiSi

Kolorektal kanser hem molekiiler karakteri hem tedavi yanitlar1 ve prognozu bakimindan
oldukca heterojen bir hastaliktir. Benign prekiirsor polipler, adim adim biriken genetik ve
epigenetik degisimler sonucu agresif kanser lezyonlarima farklilasir. Bu farklilagsma,
mutagenez ve karsinogenez siireclerinde; bir dizi molekiiler mekanizma ve yolak 6ne
¢ikmaktadir. Bunlar; CIN (kromozomal instabilite) yolagi, MSI (mikrosatelit instabilite)
yolagi ve CIMP (CpG adaciklar1 metilator fenotipi)’dir (50).

2.2.1. KROMOZOMAL iNSTABILIiTE YOLAGI

Kolorektal kanserin altinda yatan farkli molekiiler mekanizmalardan en yaygin olani,
sporadik kanserlerin %84’iinde goriilen, kromozom sayis1 ve yapisinda biiyiik
degisikliklerin gozlendigi kromozomal instabilite (CIN) yolagidir (51,52). Bu degisiklikler;
bir kromozomun veya bir bolgesinin delesyonu, translokasyonu veya somatik kopya sayisi
degisimleri seklinde olmaktadir (52). CIN yolagimin bazi tiimér baskilayict genlerin
mutasyonu veya inaktivasyonu ile tetiklendigi belirlenmistir. Bunlardan ilki ve en yaygin
goriileni; kolorektum neoplazilerinin erken donemlerinde gergeklesen APC (Adenomatous
Polyposis Coli) geni mutasyonudur (52). APC geninin germ hatti mutasyonlar1 familyal
adenomatdz polipozise sebep olurken somatik mutasyonu sporadik tiimorlerin %72’sinde
goriilmektedir. Kolorektal kanser ve adenomalarin %18’inde ise APC gen promotorii
hipermetilasyonu araciligiyla APC inaktivasyonuna rastlanmaktadir. Normal 4PC geni,
migrasyon, diferansiyasyon, polarite, kromozomal segresyon, apoptoz gibi yolaklari
diizenleyen WNT sinyal transdiiksiyon yolaginin énemli bilesenlerinden olan B-catenin’in
GSK-3p tarafindan fosforile edilip proteozom araciligiyla degrede olmasini saglayarak WNT
sinyal yolagini negatif olarak regiile eder. 4PC inaktivasyonu sonucu ise sitoplazmik B-
catenin seviyesinin artisi;, WNT sinyal yolagmin fazla aktivasyonu ile sonuglanarak
diferansiyasyon ve proliferasyon siireclerinde bozulmalara sebep olur. Sonucunda ise
adenoma ve sonrasinda timor olusumunu tetiklenmektedir (52,53). Buna ek olarak; APC
proteini, mitoz sirasinda mikrotiibiillerin “+” ucuna gruplanarak eslenmis kromozomlarin ig
ipliklerine baglanmasini da sagladigi i¢in; gendeki mutasyonlar, kromozomal segresyonda

hataya, anOplodiye ve dolayisiyla kromozomal instabiliteye sebep olabilmektedir (51).
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APC geni disinda; kromozomal segresyonda bozukluga sebep olan farkli yollar da
kromozomal instabiliteyi tetiklemektedir. Hiicre dongiisii kontrol mekanizmasinda rol alan
BUB/MAD ailesi genlerindeki bazi mutasyonlar, G2/M kontrol noktasinda hiicre
dongiisiiniin - durdurulamamasina ve kromozom kopyalarinin ayrilmasinda sorunlar
yasanmasina sebep olmaktadir (51). Yapilan c¢alismalar; hiicrede fazla sentrozom
bulunmasinin veya sentrozom fonksiyonuyla iligkili AURKA, PLKI gibi genlerin
disregiilasyonunun da kromozomal instabiliteye yol actigimi gostermektedir (54,55).
Telomer olusumunu regiile eden TERC geninin mutasyonlari, DNA tamir mekanizmasinda
rol alan ATM, BRCAI1/2, TP53, MREII genlerinin fonksiyonlarindaki degisiklikler de

kromozomal instabilite ile sonuglanabilmektedir (51).
2.2.2. MIKROSATELLIT INSTABILIiTE YOLAGI

Kromozomal instabiliteden sonra ilk sirada gelen, kolorektal kanserlerin yaklasik %15-
20’sinin olugmasina sebep olan yolak ise mikrosatellit instabilite (MSI) yolagidir.
Mikrosatellit instabilitesi, DNA yanlis eslesme onarim (MMR) mekanizmasinda
gerceklesen aksakliklar sonucu olusur (56). MMR mekanizmasi; DNA replikasyonu veya
rekombinasyonu sirasinda yasanan hatalar sonucu yanlis eslestirilen bazlarin tespit edilip
diizeltildigi bir mekanizmadir (57). Yanlis eslemeler ilk olarak MutS ailesi proteinleri
(MSH2, MSH3 ve MSHG6) tarafindan taninir. Bolgeye baglanan proteinler, MutL ailesi
proteinlerinin (MLHI, MLH3, PMSI ve PMS2) bolgeye gelmesini saglar. Olusan
kompleksle; DNA tamirini saglayacak diger enzimlerin bolgeye birikmesi ve onarim
mekanizmasinin aktiflesmesi gergeklesir (56). Genomda arka arkaya tekrar eden sekans
bolgeleri olarak bilinen mikrosatellitler ise, replikasyon sirasinda DNA polimerazin
kaymasiyla yanlis eslesme hatalarina yatkinlik gosteren bolgelerdir. Bu yiizden MMR
mekanizmasindaki bozukluklar mikrosatellit bolgelerindeki insersiyon veya delesyonlarla
karakterize edilir. MSH2, MSH3, MSH6, MLHI, MLH3, PMSI ve PMS2 genleri
mutasyonlart ya da epigenetik olarak inaktivasyonlart MMR mekanizmasi yetersizligine
veya bozukluguna yol acarak o dokularda yiliksek mikrosatellit instabilitesi goriilmesine
sebep olur (39,57,58). Ek olarak EPCAM geni 3’ ucunda gerceklesen delesyonlar da MSH?2
geni hipermetilasyonuna sebep olarak MSI ile iliskilendirilir (59). Bu genlerin germ hatti
mutasyonlart Lynch sendromu (kalitsal polipsiz olmayan kolorektal kanser (HNPCC))

olarak adlandirilir.
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Mikrosatellit instabilitesi belli bir oranin {iistiinde seyreden tiimorler, DNA tamir
mekanizmasinin diizglin ¢aligmadigi i¢in mutasyon orani yiiksek (hypermutated (HM))
tiimorlerdir. MSI yiiksek seyreden tiimorler BRAF ve V60OE mutasyonlarimi yiiksek oranda
tagirken, diisiik APC ve KRAS mutasyonu oranlar1 vardir. HM tiimorler, tedavilere verdigi

yanitlar agisindan genellikle iyi prognozla iliskilendirilmektedir (51).
2.2.3. CPG ADACIKLARI METILATOR FENOTIPi

DNA metilasyonu; sitozin halkasinin 5. karbonuna DNA metiltransferaz enzimi aracilifiyla
metil grubu eklenmesiyle gerceklesen, kalitilabilir ve tersinir bir epigenetik degisimdir.
Memelilerde zigot olusumu sirasinda yok olur ve embriyonik gelisim sirasinda tekrar artarak
bazi genlerin ve kromozomlarin inaktivasyonuyla doku farklilagmasini saglar (60,61). Fakat
kanser hiicrelerinde, genomun metilasyon profili ciddi degisiklikler gostererek metile
kalmas1 gereken bolgelerde hipometilasyon, metilasyon olmamasi gereken bazi bolgelerde
ise hipermetilasyon gergeklestigi gozlenir. Hipometilasyon, yiiksek metilasyon altinda
kalmasi gereken satellit veya retrotranspozon bdlgelerinde gercekleserek onkogenlerin
aktivasyonuna ve genomik instabiliteye sebep olurken; hipermetilasyon ise genellikle C-G
bakimindan zengin, metilasyondan korunan, CpG adaciklari denen promotor bolgelerinde
gerceklesir. CpG adaciklarinda gergeklesen metilasyon ise dnemli tiimor baskilayici genlerin
inaktivasyonu ile sonuc¢lanmaktadir (60,62). Kolorektal kanserde de CpG adaciklari
hipermetilasyonuna olduk¢a sik rastlanmaktadir. Bu duruma CpG adaciklar1 metilasyon
fenotipi (CIMP) denmektedir. Yiiksek CIMP gosteren kolorektal kanserler; MMR
mekanizmasinda rol alan genlerin de metillenmesi sonucu dolaylt olarak mikrosatellit

instabilitesi bakimindan da zengin bir profil sergilemektedir (63).

Yapilan ¢alismalar, yiiksek CIMP profili sergileyen kolorektal kanser hastalarmin kotii
prognoza yatkin olabilecegini ama bu durumun daha cok mikrosatellit instabilitesinin
miktar ile iliskili oldugunu goéstermektedir. CIMP profili her zaman tek basina yeterli
olmasa bile yiiksek CIMP profili, yiiksek mikrosatellit instabilitesi ile birlikte oldugunda
oldukea kotii prognoza ve diisiik sagkalimlara etki edebilmektedir (51).
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2.2.4. KRK MOLEKULER SINIFLANDIRMASI

Kolorektal kanserin olusumunda rol oynayan yolaklarin, gerceklesen birgok genetik ve
epigenetik degisikliklerin kolorektal kanserin dogasina etkileri sonucu; bir¢ok farkli kanser
fenotipleri olugmaktadir. Hastaligin molekiiler heterojenitesi, kolorektal kanseri farkli
siiflara ayirarak ele alma ihtiyact dogurmustur. Bu dogrultuda bir¢ok farkli siniflandirma
ortaya ciksa da 4 farkli molekiiler alt tipin belirlendigi “Consensus Molecular Subtype
(CMS)” altin standart olarak kabul edilmektedir (64).

CMS1: Mikrosatellit Instabilitesi-immiin (MSI-Immune):

CMSI1 alt tipi, genellikle DNA yanlis eslesme tamir yetersizligi (MMR) ve dolayisiyla
yiiksek mikrosatellit instabilitesi ile karakterizedir ve Lynch sendromu olan hastalarda
siklikla rastlanir. Yiiksek CIMP fenotipi sergileyen hiper metilasyona ugramis bir profildir.
Bu alt tipe sahip tiimorlerde, genellikle immiin hiicrelerin (6zellikle T hiicrelerinin) timor
mikrogevresinde yogun bir varlig1 bulunur. Bu yilizden immiinolojik yanit1 yiiksek olan ve
bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrleri gibi tedavi terapilerine iyi yanit veren bir alt tiptir.
CMSI tiimorleri, metastatik olmayan evrelerde iyi bir prognoza sahiptir, ancak metastatik
evreye ulastiklarinda daha kotii bir seyir izleyebilir. Bu alt tip genellikle sag kolon yerlesimli,

kadinlarda daha sik goriilen ve erken evrede teshis edilen tiimdrlerdir (52,64,65).
CMS2: Klasik (Canonical)

CMS?2 alt tipi, kolorektal kanserin en yaygin molekiiler alt tipi olup; hiicre dongiisii, MYC
ve WNT sinyal yolag: aktif oldugu i¢in hiicre proliferasyonun hizli oldugu bir alt tiptir.
Genomik olarak stabil olup yiiksek kromozomal instabilite (CIN) ile iliskilidir. Yiiksek
EGFR miktar1 ve TP53 mutasyonu bakimindan zengin bir profil sergiler. CMS2 tiimdrleri,
epiteliyal 6zellikler gosterir ve daha iyi farklilasmis hiicrelerden olusur. Bu alt tipteki
kanserler genellikle daha iyi prognozla iligskilendirilir ve tedaviye iyi yanit verir. Genellikle

sol kolon ve rektumda goriiliir ve erkeklerde daha yaygindir (52,64,65).
CMS3: Metabolik

CMS3 alt tipi, metabolik sinyal yollarinin baskin oldugu, epiteliyal 6zellikler sergileyen,
orta derecede CIMP fenotipi ve diisiik MSI profili ile karakterize bir alt tiptir. Hiicre
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biiyiimesi ve metabolik siireglerini etkileyen RAS gen mutasyonlarini (0zellikle KRAS
mutasyonu) siklikla barmdirir. Ozellikle glikoz metabolizmasini etkileyen genlerde
degisimler gozlenir. CMS3 tiimorleri epitelyal o6zellikler tasisa da CMS2’ye kiyasla daha
belirgin metabolik aktiviteye sahiptir. CMS1 ve CMS4 alt tiplerine kiyasla daha iy1 prognoz
gosterir, ancak CMS2'den daha kotii bir prognostik sonug¢ sunabilir. Daha ¢ok sol kolon
yerlesimlidir ve erkeklerde daha sik goriiliir (52,64,65).

CMS4: Mezenkimal (Mesenchymal)

CMS4 alt tipi, kolorektal kanserin en agresif alt tipi olup, tiimor mikrogevresiyle giiclii
etkilesimler ve stromal hiicrelerin yogunlugu ile iligkilidir. Bu alt tip, invazyon, metastaz ve
kotii prognoz ile iliskilendirilir. Epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) 6zellikleri sergileyerek
hiicrelerin daha invazif ve metastatik hale gelmesini saglar. Tiimor stromasi ile gii¢lii bir
etkilesim igerisindedir ve yiiksek diizeyde fibroblast, immiin hiicreler ve diger stromal
hiicreler igerir. Bu alt tip, yiiksek anjiyogenez (damar olusumu) ve bagisiklik baskilanmasi
ile iligkilidir, bu da tiimdrlerin daha hizli biiylimesine ve yayilmasina yol agar. CMS4 alt
tipine sahip hastalar, diger alt tiplerle karsilastirildiginda daha kotii bir prognoza sahiptir.
Tedaviye yanitlar1 da genellikle yetersizdir. Cogunlukla sol kolon ve rektumda yer alir ve

siklikla ileri evrelerde tespit edilir (52,64,65).

2.3. LOKALIiZASYON

Kalin bagirsak, ince bagirsagin son kismi olan ileumdan sonra sirasiyla ¢ekum, ¢ikan kolon,
tranvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektum olmak {izere alt1 anatomik bdlgeye
ayrilmaktadir. Bu anatomik bolgeler farkli embriyolojik kokenlerden gelmektedir. Orta
bagirsak (midgut); cekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonun iki bolii {i¢iinii olustururken,
arka bagirsak (hindgut) ise transvers kolonun kalan kismini, inen kolonu, sigmoid kolonu ve
rektumu olusturmaktadir. Midguttan koken alan kolon bolgesi sag (proximal) kolorektum
olarak, hindguttan olusan kolon ve rektum ise sol (distal) kolorektum olarak
siniflandirilmaktadir (66,67). Sag kolon ve sol kolon vaskiilarizasyon bakimindan da farklar
gostermektedir. Sag kolon bolgeleri siiperior mezenterik arter ile beslenirken sol kolorektum

bolgesi inferior mezenterik arter ile beslenmektedir (68,69).
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[k olarak, 1990 yilinda Bufill’in birgok ¢alismay: karsilastirmali olarak ele aldig1 derleme

caligmasi ile kolorektal kanserin lokasyona bagimli degisken 6zelliklere sahip olabilecegine

dikkat cekildi (70). Daha sonra yapilan ¢esitli ¢alismalarla birlikte bu bulgu; lokasyona

bagimli insidans, mortalite, tiimor mutasyon yiiki, ilag direng¢ ve yanitlarindaki farkliliklar

bakimindan valide edildi. Sekil 2.3.’te sag ve sol lokalize KRK tiimorlerinin farklar

0zetlenmis olup yazinin devaminda bu 6zellikler ayrintili sekilde ele alinmistir.

A.

Sag lokalize KRK:

Yiiksek mikrosatelit instabilites (MSI) ve
DNA yanlig eglesme tamir mekanizmas: (MMR) boz

Yiiksek CpG adacik metilasyon profili (CIMP)
BRAF, KRAS mutasyonu
Yiiksek tiimér mutasyon vyiikii

Genellikle sessile serrated polipler ve miisinoz
yapult hiicreler

CMS1 ve CMS3
Kétii prognoz
Peritoneal metastaz

Immiinoterapi yamt1 yiiksek

B.

Transvers Kolon

Sol lokalize KRK:

Yiiksek kromozomal instabilite (CIN)
NRAS, APC, TP53 mutasyonu

Diisiik tiim6r mutasyon yiikii

Genellikle tiibiiler ve villoz
adenomalar

CMS2 ve CMS4
iyi prognoz
Akciger ve karaciger metastaz1

Adjuvan ve standart kemoterapi ve
hedeflenmis terapi yanit1 yiiksek

Sekil 2.3. Sag ve sol KRK 06zellikleri (A) ve kolonun anatomik segmentleri (B). (71).

2.3.1. KRK LOKALIZASYONUNUN KLINIKOPATOLOJIiK FARKLILIKLARI

Sag kolon liimeni anatomik olarak daha genis olmasindan dolay1 sag lokalize tiimorler uzun

stireler boyunca semptom vermeden ilerleyebilmektedir. Sol kolon ve rektum ise hem liimen
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darliklar1 sebebiyle tiimoriin olusturdugu obstriiksiyondan hem de rektal kanamalar
sebebiyle daha erken fark edilmektedir. Bu yiizden sag lokalize tiimorler, erken evrede
semptom vermeyip genellikle ileri evrelerde; kilo kaybi, anemi ve abdominal kitle
semptomlariyla tani1 almaktadir (72,73). Sol kolorektal kanser hastalarinda hepatik ve
pulmoner metastaz oranlar1 daha yiiksektir. Fakat sag kolon bdlgesinin retriperitoneal
birlesiminden dolay1, sag lokalize tiimorii olan hastalarda peritoneal karsinomatozise daha
sik rastlanmakta ve bu da hastaligin sol lokalize tiimorlere gore daha kotii prognoza sahip
olmastyla sonuglanmaktadir (12,13,73). Histopatolojik olarak ise sag lokalize tiimorler
genellikle kotii diferansiye adenokarsinomalardan olugmakta ve tagh-yliziik hiicreleri ve

miisindz yapilartyla karakterize olmaktadir (73,74).
2.3.2. KRK LOKALIZASYONUNUN MOLEKULER FARKLILIKLARI

KRK molekiiler siniflandirmasmin altin standardi olan CMS siniflandirmasi, lokasyon
bakimindan incelendiginde ise CMS1 ve CMS3 alt tiplerinin sag bolgede, CMS2 ve
CMS4’iin ise sol kolon ve rektumda daha sik gozlendigi goriilmiistiir (65). Sag taraf kolon
kanserlerinde daha sik goriilen molekiiler alt tip CMS1'dir. Bu alt tip, hipermutasyon,
mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve gii¢lii immiin aktivasyon ile karakterizedir ve SKK
vakalarimin %3 1'inde gozlenirken, sol taraf kolon kanserlerinde bu oran sadece %7'dir. Buna
karsilik, CMS2 alt tipi, epitelyal 6zellikler, belirgin WNT ve MYC sinyal yolaklarinin
aktivasyonu ile one ¢ikar ve sol lokalize vakalarinin %56'sinda bulunurken, sag tiimorlerde

bu oran %26'dir (12).

Kolorektal kanserin (KRK) karsinogenez siirecini etkileyen “KRK Molekiiler Biyolojisi”
baslig1 altinda ayrintil1 bir sekilde ele alinmis olan ii¢ ana mekanizma kabul gérmiistiir ve bu
mekanizmalar sag ve sol tarafli KRK tiimorlerinde farkli oranlarda goriilmektedir. DNA
tamir mekanizmasi bozuklugu ve dolayisiyla mikrosatellit instabilitesi (MSI) sag kolorektal
kanserde daha yaygin iken kromozomal instabilite ¢ogunlukla sol kolorektal kanserde
goriilmektedir (13,51,64,75,76). Sag lokalize timorlerdeki tamir mekanizmasi bozuklugu ve
yiiksek MSI sebebiyle ise sag kolorektal kanserlerin timor mutasyon yiikii sola gore daha
yuksektir (12,13). Ek olarak, CpG adaciklar1 metilasyon profili de sag kolorektal kanserde
sola gore daha yiiksek prevalansa sahiptir. Sag kolorektal kanserin bu hipermetilasyon profili

birgok 6nemli genin promotdr bdlgelerinin metilasyonuna sebep olarak sag ve sol tiimdrlerin
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tedavi ve prognozlarinmn farki olmasima neden olmaktadir. Ornegin; anti-EGFR terapilerin
hedef molekiilleri amphiregulin (AREG) ve epiregulin (EREG), sag lokalize tiimorlerin
hipermetilasyon karakteri sebebiyle negatif olarak regiile edildigi i¢in bu bdlgede bulunan
tiimorler anti-EGFR terapilere yanit vermemektedir. EGFR ligandlarini yiiksek ifadeleyen
sol lokalize kolorektal kanser tiimdrleri ise anti-EGFR terapilere daha iyi yanitlar
vermektedir (65). Adjuvan kemoterapilerden FOLFOX ise MMR mekanizmasi bozuk olan
dolayisiyla c¢ogunlukla sag lokalize tiimorlerde iyi sonuglar vererek, kismen lokasyon

spesifik tedaviler saglamaktadir (64).

Mutasyonlarinin lokasyona gore dagilimlarina bakildiginda ise 7P53, BRAFV600, KRAS,
PIK3CA, CTNNB1, SMAD4, PTEN ve GNAS gibi kolorektal kanser karsinogenez siirecinde
onemli olan genlerin lokasyona bagiml olarak degisiklik gosterdigi ortaya ¢ikmustir (75).
BRAF mutasyonlari, 6zellikle BRAF V600E mutasyonu, sag kolon kanserlerinde daha sik
goriilmektedir. Sag lokalize tlimorlerde BRAF mutasyonu oranmin yiiksekligi ve bu
mutasyonun genellikle kotii prognoz ile iliskilendirilmesi sag lokalize tlimorlerin kotii
prognozunun sebeplerinden biri olabilir (51,75). Ozellikle ¢ekumdan hepatik fleksuraya
dogru BRAF V600OE mutasyon orani artmakta ve rektuma ilerledik¢ce azalmaktadir (75).
Benzer olarak KRAS mutasyonlar1 da sag lokalize tiimorlerde yiiksek prevalansa sahiptir.
KRAS mutasyon oranlar1 sola dogru ilerledikce diiserken sigmoid kolon bdlgesi ile birlikte
rektuma dogru olan bélgelerde tekrar artig gosterse de biitiinsel olarak bakildiginda sag kolon
ile karakterize edilebilir (12,75). Sol kolorektal kanser tiimorleri klasik adenoma-karsinoma
sekansiyla olustugu ve bu sekansta APC ve p53 genlerinin rolii biiyiik oldugu i¢in sol
lokalize tiimorlerde bu genlerdeki mutasyon orani daha fazladir. Ayni1 zamanda CIN
nedeniyle de hiicre dongiisii mekanizmalarinda tiimor baskilayici olarak gorev yapan bu

genlerin mutasyonunun sol lokalize tiimorlerde daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

2.4. KRK’DE DiYAGNOSTIK VE TERAPOTIK BiYOBELIRTECLERIN ONEMIi

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir ve hem
tan1 hem de tedavi siireglerinde biyobelirteclerin kullanimi giderek daha biiyiik bir 6neme
sahip olmaktadir. Biyobelirtecler, hastaligin tanisinda, prognozun belirlenmesinde ve en
etkili tedavi yonteminin secilmesinde kritik rol oynayan biyolojik molekiillerdir. Bu
belirtegler hem hastaligin erken evrelerde saptanmasinda hem de kisisellestirilmis tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli avantajlar sunmaktadir.
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Diyagnostik biyobelirtecler, KRK’nin erken teshisine olanak saglayarak tedavi basarisini
artirabilir. Ozellikle kan ve doku drneklerinde bulunan karsinoembriyonik antijen (CEA) ve
mikrosatellit instabilitesi (MSI) gibi biyobelirtegler, KRK’nin tamisinda sikca
kullanilmaktadir. MSI, timor hiicrelerinde DNA tamir mekanizmasindaki bozulmalari
gosterir ve genellikle Lynch sendromu ile iligkilidir. MSI durumu, hastanin kemoterapiye

yanitin1 ongérmede 6nemli bir rol oynayabilir.

Terapotik biyobelirtecler ise tedavi se¢iminde yonlendirici olur. KRK tedavisinde en yaygin
kullanilan biyobelirte¢lerden biri, KRAS ve BRAF mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar,
hastalarin anti-EGFR (epidermal biiylime faktdrii reseptoril) tedavilerine yanit verip
vermeyecegini belirlemede kritik bir éneme sahiptir. Ornegin, KRAS mutasyonuna sahip
hastalar, cetuximab ve panitumumab gibi anti-EGFR tedavilerine yanit vermezler. Bu
nedenle, KRAS mutasyon testi, tedavi planlamasinda zorunlu bir adim haline gelmistir. Ayni
sekilde, BRAF mutasyonu da kotii prognoz ile iligkilidir ve tedavi stratejilerinin

belirlenmesinde dikkate alinmalidir.

Son yillarda, dolagimdaki tim6ér DNA’s1 (ctDNA) gibi likit biyopsi yontemleri de klinik
pratige girmistir. Bu yontem, minimal invaziv bir sekilde tiimor biyolojisi hakkinda bilgi
saglayarak hem tan1 hem de tedavi siire¢lerinde kullanilmaktadir. ctDNA ’nin takip edilmesi,
tedaviye yanitin izlenmesinde ve hastaligin tekrarlama riskinin degerlendirilmesinde umut

verici bir arag olarak kabul edilmektedir.

Sonug olarak, KRK’de biyobelirtecler, hastaligin daha etkin yonetimini saglamak adina
diyagnostik, prognostik ve terapotik alanlarda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Bu belirtecler
sayesinde tedavi daha kisisellestirilmis hale gelirken, hastaligin seyri daha yakindan

izlenebilir ve tedavi basarisi artirilabilir.

2.5. DDIT4

DDIT4 geni ilk olarak 2002 yilinda, eszamanl olarak iki ayr1 arastirma grubu tarafindan
tanimlanmistir. Shoshani ve ekibi, C6 si¢an glioma hiicrelerinde hipoksiye yanit olarak HIF-
1 tarafindan uyarilan ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu diizenleyen RTP801
genini tanimlamustir (77). Ayni yil, Ellisen ve ¢calisma arkadaslar1 ise DNA hasarina yanit

olarak p53 tarafindan aktive edilen, embriyogenez ve epidermal farklilasma siirecinde ise
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p63 araciligiyla diizenlenen ve ROS olusumunda rol oynayan REDDI (Regulated in
Development and DNA Damage Response 1) genini tantmlamigtir (78). 2003 yilinda yapilan
bir baska ¢calismada, glukokortikoid aracili lenfoid hiicre apoptozunda yer alan genleri analiz
ederken, RTP801’in fare homologunun Dig2 (Dexamethasone-induced Gene 2) geni oldugu
belirtilmistir (79). Sonrasinda bu genlerin homolog oldugu dogrulanmis ve HUGO Gen
Nomenklatiir Komitesi (HGNC) tarafindan DDIT4 (DNA Damage Inducible Transcript 4)

ismi resmi olarak verilmistir (80).

DDIT4 geni normal kosullar altinda diisiik ifade seviyesi gosterirken hipoksi, kimyasal stres,
radyasyon stresi, 1s1 soku ve endoplazmik retikulum stresi gibi ¢esitli stres durumlarinda
yiiksek ekspresyon seviyesi gostermektedir. Transkripsiyonel regiilasyonu; temel olarak
HIF-1 (Hypoia Inducible Factor 1) ve p53 faktdrleri tarafindan yapilmaktadir (14,15). insan
genomunda 10. kromozomunun q22.1 bolgesinde 2.1 kb uzunlugunda ve evrimsel olarak
korunmus bir gendir (81-84). Proteini, sitoplazma ve mitokondride yogunlasmis olarak
bulunur. 25kDa boyutunda, 2 antiparalel a-heliks ve 4 B-tabaka bulunan, 232 amino asitten

olusan lizin agisindan zengin bir proteindir (80,85—-87).

DDIT4 geni, stres durumlarinda ifade seviyesi artan ve 6nemli hiicre i¢i sinyal yolaklarindan
biri olan mTOR yolagin1 negatif olarak regiile eden bir gendir(87). mTOR yolagi; AKT,
PI3K, TSC1/TSC2, Rheb, LKBL/AMPK, VAM6/Rag GTPase gibi hiicre metabolizmasinda
onemli kilit molekiillerle etkilesimi bakimindan 6nemli olup, gen transkripsiyon ve
translasyonunu arttiran, hiicre biiylimesini, otofaji ve apoptoz gibi 6énemli mekanizmalari
kontrol eden bir yolaktir. mTOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere fonksiyonel olarak
farkl1 6zellikleri olan iki kompleksten olusur. mMTORC1 genellikle hiicre biiylimesi ve hiicre
metabolizmasindan sorumlu iken mTORC2 proliferasyon ve sagkalim gibi 6zelliklerin

kontroliinden sorumludur (88).
2.5.1. DDIT4 GENI REGULASYONU
DDIT4’iin Ust Diizenleyicileri:

DDIT4 geni hipoksi, DNA hasar1 gibi durumlarda olusan ¢esitli stres sinyalleri tarafindan
regiile edilmektedir. Bu diizenlemeler farkli transkripsiyon faktdrlerinin transkripsiyonel

regiilasyonuyla gergeklesebilecegi gibi c¢esitli mikroRNA’lar ve GSK3-f aracili post-
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translasyonel modifikasyonlarla da olabilmektedir. Ornegin hipoksi sebepli stres durumunda
artis gosteren HIF1 proteinin DDIT4’i regiile ettigi bilinmektedir. Yeterli oksijenin
bulundugu durumlarda HIF1 proteininin alfa altbirimi hidroksillenir ve bdylece E3 ubikitin
ligaz i¢in hedef haline gelerek degrede olmaktadir (89). Hipoksik durumlarda ise ATM’ye
(Ataxia Telangiectasia Mutated) bagimli fosforilasyon ile stabilize edilir ve HIF1 proteini
seviyesinde artig gerceklesir (85,90). Hipoksiye yanit olarak artan HIF1 transkripsiyon
faktorii DDIT4’iin promotor bolgesine baglanarak DDIT4’1in ekspresyonunu arttirir. DNA
hasar1 durumunda aktivasyonu artan ve énemli tiimor baskilayict genlerden biri olan p53
geninin de DDIT4'lin transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin yukarisinda yer alan olasi bir p53-
yanit elemanina baglanabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Fakat yapilan bir ¢alismada
p53’iin dolayl olarak RFX7 araciligiyla DDIT4 regiile ettigi goriilmiistiir. DNA hasaria
yanit olarak aktiflesen p53°{in stabilizasyonunun artmasinin RFX7 seviyelerinin artisina yol
actigin1 ve bunun da DDIT4 ekspresyonunu tesvik ettigini gostermektedir (91). Yine
hipoksik durumda; yetersiz oksijen seviyesinden dolay1 diisiik oksidatif fosforilasyon
seviyelerinden dolay1 enerji stresine giren hiicrelerde AMPK, Thr!”? bdlgesinden fosforile
olarak aktive olur. Aktif AMPK, mTOR yolagini baskilayarak enerji homeostazini diizenler
(92). AMPK’nin mTOR tiizerindeki bu etkisinin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak i¢in
yapilan c¢aligmalarda ise AMPK’nin, DDIT4 geni susturulmus hiicrelerde mTOR yolagini
baskilamakta basarisiz oldugu ve DDIT4 ve AMPK’nin ifade seviyelerinin birbirleriyle
korele bir degisim gosterdigi goriilmiistiir (93). Bu bulgulardan yola ¢ikarak enerji stresi
durumunda ortaya ¢gikan mTOR aracili stres yanitinin AMPK’nin DDIT4’{i regiile etmesiyle
gerceklestigi  diistinlilmektedir (93). Besin yetersizligi, ER stresi gibi farkli stres
durumlarinda aktive olan ve entegre stres tepkisinde rol alan genlerin ifade seviyesini regiile
ederek metabolizmay1 ve sagkalimi etkileyen 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan ATF4
(Activating Transcription Factor 4) faktoriinlin de DDIT4’iin ekspresyonunu arttirdigi
yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (94,95). DDIT4 regiilasyonunda ¢esitli mikroRNA’larin
rol aldig1 da gosterilmistir. Ornegin miR-630’un, DDIT4’{in 3’UTR bdlgesine baglanip
DDIT4’ii negatif olarak regiile ettigini ve bunun sonucunda apoptozun Onlendigi
goriilmiistlir (96). Karaciger kanseri tizerinde yapilan baska bir calismada ise DDIT4’lin hem
protein hem RNA seviyesinde miR-221’in hedefi oldugunu ve DDIT4’l regiile ettigini
gostermistir (97). miR-495 ve miR-30c’de ¢esitli stres durumlarinda DDIT4’1i negatif olarak

regiile ettigi bilinen bazt miRNA’lara 6rnek olarak verilebilir (98,99).
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DDIT4’in Hedefleri:

DDIT4 proteini mTOR yolagi lizerinde negatif regiilator etkisi gostermektedir. Yani DDIT4
ifade seviyesi arttikca mTOR yolagr aktivasyonu azalmakta ve mTOR yolag
baskilanmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucu; DDIT4’{in mTOR yolag lizerindeki etkisinin
TCS1/TSC2 kompleksi araciligr ile oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu mekanizma ile ilgili iki
teori ortaya atilmustir. {1k teoriye gére; DDIT4, 14-3-3 proteini ile baglanmak icin TSC2 ile
yarigsmakta ve seviyesi arttiinda 14-3-3 ile TSC2’nin birbirinden ayrilmasina sebep
olmaktadir. 14-3-3’ten ayrilan TSC2, TSCI1 ile fonksiyonel bir kompleks olusturarak
mTORC1’i inhibe etmektedir (86). Fakat daha sonra, protein seviyesinde yapilan
fonksiyonel ve yapisal ¢aligmalarin sonucunda; DDIT4 ve 14-3-3’lin fiziksel olarak
birbirleriyle interaksiyona giremeyecek protein yapilarina sahip oldugu goriilmiistiir (87).
Bir diger ve heniiz aksi ispatlanamamis teoriye gore ise; DDIT4, PPA2A (phosphatase-
2A)’nin birikmesini saglayarak AKT(Thr*%) fosforilasyonunu kaldirmakta ve boylece AKT
aktivasyonunu azaltmaktadir. Azalan AKT aktivasyonu ise TSC2’nin fosforilasyonunu ve

inhibisyonunu azaltmaktadir bu da mTORCI1 sinyal yolagini1 baskilamaktadir (100).
2.5.2. KANSER VE DDIT4

Glinlimiizdeki terapétik yaklasimlarin bir kismi DDIT4’iin de hedefi olan mTOR’u
hedeflemekte ve ise yarar sonucglar vermektedir. Hem mTOR’un kemoterapoétiklerle
regiilasyonunun olumlu sonuglar vermesi hem de mTOR’un hiicre igerisindeki dogal
regiilatorii olan DDIT4’1lin akciger kanseri, yumurtalik kanseri, meme kanseri gibi birgok
malignant kanser dokularinda farkli seviyelerde ifadelenmesi (83), DDIT4’{i yeni tedaviler
icin aday molekiil yapmaktadir. Fakat mTOR’un negatif regiilatorii olmasi sebebiyle DDIT4
ekspresyonunun kanser olusumunu inhibe etmesi beklenirken cogu kanser dokusunda
DDIT4, yiiksek ifade profili gostermektedir (101). In vitro ¢alismalarin sonuglari, DDIT4'in
kanserde onkojen veya tiimor baskilayict olarak durum-bagli zit bir role sahip olabilecegini
diistindiirmektedir (82). Bu paradoksal durum DDIT4’tin, TGF- gibi durum-bagl olarak
hiicrede hem tiimor baskilayici hem de onkogen gibi davraniyor olabilecegini akillara
getirmektedir (102). TGF-B icin bu paradoksal etkinin altinda yatan sebepler biraz daha
aydinlatilmis olsa da DDIT4 i¢in bu durumun altinda yatan mekanizma ve bagh oldugu

kosullar heniiz tam olarak agiklanamamustir.
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Gastrik kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada; DDIT4 geninin susturuldugunda MAPK
ve p53 yolaklarmin aktive olmasi ile hiicre proliferasyonunu azalttigi, genin ekspresyonu
arttiginda ise proliferasyonda artis oldugu gosterilmis, genin gastrik kanser, iirotelyal
karsinom hiicrelerinde onkogen gibi gorev yaptigi ve kemosensitiviteyi azalttigi
belirtilmistir (83,103). DDIT4 ifadesi yiiksek olan akciger kanseri hiicrelerinin iyonize
radyasyona direng gosterdigi ve bunun HSP27, HSP70 ve AKT proteinlerinin miktarlarini
arttirarak gerceklestigi de bilinmektedir (83). DDIT4 sadece tiimor sagkalimi ve terapi
direncinde etkin olmakla kalmaz, ayn1 zamanda otofaji, apoptoz, proliferasyon, migrasyon
ve invazyon gibi 6nemli tiimor davranislarinda da rol almaktadir (83). DDIT4 i¢cin KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veritabanindan iliskili oldugu yolaklara
baktigimizda “Autophagy — animal (hsa04140)”, “mTOR signaling pathway (hsa04150)”,
“PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151)” ve “MicroRNAs in cancer (hsa05206)” biyolojik
yolaklarinda aktif rol aldig1 goriilmektedir (104). Bu yolaklarin her biri kanser i¢in kritik
Ooneme sahip yolaklar olup mTOR, fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT yolaginin
downstream komponentidir ve bu yolaklar otofaji i¢in de 6nemlidir. Metabolizma, hareket,
cogalma, biiylime ve hayatta kalma dahil olmak iizere ¢oklu hiicresel siirecleri kontrol eden
PI3BK-AKT-mTOR sinyal yolu, insan kanserlerinde en sik bozulan olan yolaklardan biridir
ve tedavi hedefi icin siklikla degerlendirilmektedir. Bu sinyal aginin temel bilesenlerini
hedefleyen 40'tan fazla bilesik, farkli kanserlere sahip hasta gruplari i¢eren klinik deneylerde

test edilmistir ve/veya edilmeye devam etmektedir (105).

DDIT4'lin hiicre baglamina dayali olarak bu ikili eylemleri nasil tetikleyebilecegi tam olarak
anlagilmamistir ve bu noktada kanser olusum ve ilerlemesindeki roliiniin aydinlatilmasi
yoniinde onemli bir ihtiya¢ oldugu goriilmektedir (106). Bu ihtiyacin karsilandig1 noktada
kanserin mekanistik profiline ve literatiire onemli bir katki saglanabilecegi gibi teshis
ve/veya tedavi baglaminda da yeni bir hedef tanimlanmasi potansiyeli olabilecegi

distiniilmektedir.
2.5.3. KOLOREKTAL KANSER VE DDIT4

DDIT4 geni, KRK baglaminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu genin rolii, hiicresel baglama
ve timor mikrogevresine bagli olarak hem tiimor baskilayict hem de onkogen olarak

degiskenlik gosterebilmektedir. DDIT4’tin KRK’deki etkilerinin anlasilmasi, genin
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terapotik hedef ve prognostik biyobelirteg olarak potansiyelini ortaya koymak agisindan

Onemlidir.

DDIT4’iin KRK {izerindeki baglica etkilerinden biri, mTOR sinyal yolunun diizenlenmesi
araciligiyla gerceklesir ve KRK’deki asir1 ekspresyonu, ileri patolojik 6zellikler ve metastaz
ile iliskilendirilmistir. Ornegin, Fattahi ve arkadaslari, DDIT4 ekspresyonunun, kolorektal
kanser kok hiicreleri (CSC) agisindan zenginlestirilmis sferoitlerde, standart kanser hiicre
hatlarma kiyasla daha yiiksek oldugunu gdéstermistir; bu durum, DDIT4 ekspresyonu ile
agresif tiimor davranisi arasinda bir korelasyon oldugunu isaret etmektedir (15). Bu bulgu,
DDIT4’iin kanser hiicrelerinin kok hiicre 6zelliklerinin korunmasinda rol oynayabilecegini,
dolayistyla tiimor ilerlemesi ve metastaz ig¢in kritik bir etki yaratabilecegini
diisiindiirmektedir. DDIT4’{in yiiksek seviyelerde ekspresyonunun, ileri evre kanser ve
artmis metastatik potansiyel ile iligkilendirilmesi, genin agresif hastalik riski tasiyan
hastalar1 belirlemede yardimer olabilecek potansiyel bir prognostik belirteg olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir

Ayrica, KRK dokularinda DDIT4 ekspresyonu, proteinin niikleer lokalizasyonu ile
iliskilendirilmistir; bu da genin hiicre alt1 lokalizasyonuna bagli olarak farkli fonksiyonel
roller iistlenebilecegini diisiindiirmektedir. Yani tiimor dokularinda giiclii niikleer boyama
veren DDIT4’lin ozellikle tiimorlerde ¢ekirdekte daha yogun bulunmasinin timor
ilerlemesiyle iliskili gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegine dair bir

isaret oldugu diisiiniilmektedir (15).

DDIT4’in KRK’deki celigkili dogasi, hiicresel stres yanitlarindaki roliiyle daha da one
cikmaktadir. Hipoksi, oksidatif stres veya DNA hasar1 gibi durumlarda DDIT4 ekspresyonu
artmakta ve bu da mTOR sinyalinin baskilanmasina ve hiicre biiyiimesi ile hayatta kalma
siireclerinde degisikliklere yol acabilmektedir. Bu stres yanit mekanizmasi, KRK’deki
kanser hiicrelerinin siklikla karsilastig1 degisken oksijen seviyeleri ve besin kisitlamalari gibi
zorlu ortamlarda stres durumuna adaptasyonuyla sonuglanip hiicrelerin hayatta kalmalarini

saglayabilir.

mTOR sinyallemesinin 6tesinde, DDIT4’iin KRK ile iligkili diger yollarin diizenlenmesinde
de rol oynadig1 one siiriilmektedir. Ornegin, DDIT4’iin, kolorektal kanserde siklikla

diizensiz hale gelen TGF-P sinyal yoluyla etkilesime girebilecegi 6ne siiriilmiistiir (107). Bu
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etkilesim, DDIT4'lin KRK’deki roliinii daha da karmasik hale getirebilir; ¢iinkii TGF-P
yolagi, kanserin evresine ve hiicresel baglama bagli olarak hem tiimor baskilayict hem

onkogenik etkiler gosterebilir.

DDIT4’iin mTOR yolagini diizenlenmesindeki rolii géz oOniine alindiginda, DDIT4
ekspresyonunu modiile etmeyi amacglayan stratejiler, mTOR yolagini hedefleyen mevcut
tedavilerin etkinligini artirabilir. Ornegin, mTOR inhibitérlerinin, DDIT4 ekspresyonunu
etkileyen ajanlarla birlikte kullanilmasi, tedavi sonuglarmi olumsuz etkileyen direng

mekanizmalarinin iistesinden gelmeye yardimci olabilir (15).

Sonug olarak, DDIT4, kolorektal kanserde karmasik bir rol oynamaktadir; baglama baglh
olarak hem tiimdr baskilayict hem de onkogenik etkiler gosterebilir. mTOR yolunun
diizenlenmesi, stres yanitlarindaki rolii ve ileri patolojik 6zelliklerle iliskisi, genin terapotik
hedef ve prognostik biyobelirte¢ olarak potansiyelini vurgulamaktadir. DDIT4'{in KRK’deki
ikili roliinii tam olarak anlamak ve klinik uygulamalardaki potansiyelini kesfetmek i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde iigiincii en yaygin ve ikinci en 6liimciil malignite
olup, ciddi bir kiiresel saglik sorunu teskil etmektedir. Her yil 900.000'den fazla kisinin
6liimiine neden olan bu hastalik, tan1 aninda hastalarin yaklasik %20’sinde metastatik evrede
teshis edilmektedir ve bu gruptaki 5 yillik sagkalim orani ne yazik ki %20'nin altindadir.
Zaman i¢inde her ne kadar cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi ile
hastalarin sagkalimi iyilesmis olsa da hastalar arasinda ve hastaligin kendi i¢inde goriilen
heterojen ve kompleks profiller; kanserin agresif fenotip karakteristiklerini desteklemekte
ve metastaz ile niiksiin 6niine gecilmesini zorlagtirmaktadir. Bu noktada klinik uygulamada,
prognoz degerlendirmesi ve tedavi planlamasi Amerikan Kanser Komitesi (AJCC),
Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi (UICC) ve Tiimor-Node-Metastaz (TNM)
siniflandirmalarima dayanmaktadir. Bunun yani sira, timor derecesi, KRAS ve BRAF
mutasyon durumu ile MMR veya mikrosatellit durumu gibi ek prognostik faktorler de
degerlendirilmektedir. Ancak mevcut yontemlerin sinirli prognostik 6ngorii giiclindeki
sinirliliklar ve erken teshis icin yetersiz kalmalari, KRK’nin 6liim nedenleri arasinda hala
iist siralarda yer almasina neden olmaktadir. Bu nedenle, kolorektal karsinogenezinin
molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve tani ile tedavi siireglerini destekleyecek
Ozglin biyobelirteglerin gelistirilmesi kritik bir 6neme sahiptir. Etkili biyobelirteclerin
kullanim, yiiksek riskli hastalar1 erken donemde tespit etmeye, uygun tedavi stratejilerinin
secilmesine ve uzun vadede sagkalimi oranlarinin iyilestirilmesine olanak saglayabilir.
Ayrica, erken teshisin ekonomik ve invaziv olmayan tedavi se¢ceneklerini miimkiin kilmasi

hem hastalar hem de saglik sistemi agisindan da dnem tagimaktadir.

KRK’nin yiiksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile biyobelirteglerin 6nemi goz Oniinde
bulunduruldugunda kapsamli bir literatiir taramasi ile birlikte DDIT4 geninin KRK icin
potansiyeli bu tez calismast kapsaminda degerlendirilmistir. DDIT4 (DNA damage-
inducible transcript 4), 2002 yilinda kesfedilen gorece yeni bir proteindir. Hiicresel streslere,
ornegin hipoksi, 1s1 soku, endoplazmik retikulum stresi ve kimyasal molekiillere hizli bir
sekilde indiiklenen DDIT4; hiicre biiyiimesi, timor olusumu, apoptoz ve otofaji gibi temel
stirecleri diizenler ve mTORC1 yolunu baskilar. DDIT4 ekspresyonu ile over kanseri, meme
kanseri, akciger kanseri ve mesane lirotelyal karsinomu gibi bazi tiimdr tiirlerinde kot

sagkalim arasinda bir iliski oldugu gdsterilmis ve bu durum, DDIT4’iin kanserle iligkili bir
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protein ve potansiyel biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmiistiir. Cesitli kanser tiirlerinde,
DDIT4 ifadesinin artis1, timor hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve terapi direng
mekanizmalarint destekleyebilecegi gibi, bazi durumlarda tiimor baskilayict bir rol
tistlenebilecegi de gosterilmistir. Bu tez calismasinin “Ek” boliimiinde Ek 2 olarak verilen
“DDIT4 geninin farkli kanserlerdeki rolii ile ilgili literatiir 6zeti” isimli tabloda, DDIT4
geninin farkli kanserlerdeki etkileri ayrintili olarak listelenmistir. Tablodaki literatiir
bilgilerine bakildiginda DDIT4’iin farkli kanserlerde kotii sagkalim, ileri evre ve koti
diferansiyasyonuyla iliskilendirildigi goriilmektedir. Fakat bazi kanserlerde ise anlamli bir
iliski gozlenmemektedir. Bu parodoksal literatiir esliginde kolorektal kanser gibi
malignitelerde, DDIT4’iin yliksek ekspresyonu bazi ¢aligsmalarda prognoz iizerinde olumsuz
etkilerle iligkilendirilirken, digerlerinde ise timdr biiylimesinin baskilanmasiyla
iliskilendirilmistir. Bu ¢eliskili bulgular, DDIT4’iin KRK patogenezindeki kesin roliinii
netlestirmeyi ve olasi biyobelirte¢ potansiyelini degerlendirmeyi kritik hale getirmektedir.
Bu gerekgeler dogrultusunda tez calismasinin temel amaci, DDIT4 geninin KRK
patogenezindeki roliinii ve bu genin KRK i¢in olasi bir diyagnostik ve prognostik

biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini incelemektir. Bu kapsamda:

o Biyoinformatik analizler kullanarak, GEO gibi platformlarda yer alan KRK veri
setleri ve TCGA KRK veri setlerinde tiimor ve normal doku arasindaki DDIT4 ifadesinin

degisimini aragtirmak,

. Ayni veri setlerinde, DDIT4 ifade degisiminin; lokalizayon, evre, sagkalim siireleri

gibi klinikopatolojik parametrelerle iliskisini incelemek,

o DDIT4 genindeki ifade degisiminin prognostik bir potansiyel tasiyip tagimadigini
ortaya koymak,

. Ug farkli KRK hiicre serisi ve tez ¢alismasi kapsaminda toplanan esli timér ve
normal doku oOrneklerinde DDIT4 ekspresyon degisimini RNA ve protein diizeyinde

dogrulamak hedeflenmistir.

Bu dogrultuda, “DDIT4 geni KRK i¢in prognostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir”

hipotezi degerlendirilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATLARI

Tez calismamizda kullanilan kanser hiicre hatlar1 (kolorektal kanser) ve normal insan kolon
hiicresi, ATCC’den alinmustir. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri Cizelge 4.1.’de
verilmigtir.

Cizelge 4.1. Hiicrelerin tipleri ve kullanilan besiyeri bilgileri verilmistir.

Hiicre . Kullamlan besiyeri TN
hatti Hiicre adi katalog numaralari Ortam icerigi
.| Gibco, Cat.No: | DMEM +%10FBS +
] 119olon kanseri 41966-029 Penisilin/Streptomisin
.| Gibco, Cat.No: | DMEM +%10FBS +
SW480 | Kolon kanseri | 419¢4" 79 Renisilin/Streptomisin
LoVo Kolon kanseri Gibco, Cat.No: | DMEM +%10FBS +
41966-029 Penisilin/Streptomisin
CCD 841 | Normal insan | Gibco, Cat.No: | DMEM +%10FBS +
CoN kolon hiicresi | 41966-029 Penisilin/Streptomisin

4.1.2. DOKU ORNEKLERI

Tez ¢alismasina dahil edilen kolorektal kanser doku ornekleri Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Cerrahi Onkoloji Anabilim Dali’nda tedavileri ve takipleri yapilan hastalardan
almmistir. Hastalarinin ¢ogu sporadik kolorektal kanser vakalarindan olusmaktadir.
Ornekler tiim evre ve gradelerden alinmis ve kadin-erkek ve yas dagilimi dengede tutulmaya
caligtimistir. Orneklem olusturulurken; hastalarin radyoterapi, kemoterapi veya herhangi bir
ek tedavi almamis olmasma dikkat edilmistir. Patoloji raporlar1 takip edilip ailesel
adenomatdz polipozis, kalitsal nonpolipozis KRK ve inflamatuar barsak hastaligi olan
hastalar 6rneklem dis1 birakilmistir. Bu 6zelliklere gore 30 bireylik, her bir bireyden timdr
ve esli normal dokusu olmak iizere toplam 60 fresh-frozen dokudan olusan O6rneklem
hazirlanmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklere ait histolojik ve demografik veriler

Cizelge 4.2.°de paylasilmistir. Egli normal doku alinirken cerrahi sinirin diginda tiimoére en
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yakin olan bolgeden kesim yapilmistir. Doku 6rnegi alinan hastalardan aydinlatilmis onam
formlar1 toplanmistir ve Ankara Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan da 15

Eyliil 20222 ve 108-482-22 numarali etik kurul karar1 mevcuttur.

Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen hastalarin (taze dondurulmus dokularin) klinikopatolojik
ve demografik 6zellikleri

Klinik Bilgi Faktor Hasta Sayis1 Yiizdelik Toplam
Hasta Sayis1
Cinsiyet Erkek 16 55.2 29
Kadin 13 44.8
TUmor Sag lokalize 6 20.7 29
lokasyonu Sol lokalize 23 793
Histolojik Tip | Adenokarsinoma 25 86.2 29
Miisin6z 3 10.3
adenokarsinoma
Iskemi nedenli 1 34
iilser
Yas >50 24 82.8 29
<50 5 17.2
Tiimor grade Grade | 1 3.7 27
Grade 11 21 77.8
Grade III 5 18.5
Evre Evre | 3 12.5 24
Evre II 8 333
Evre III 10 41.7
Evre IV 3 12.5

Sag ve sol lokalize tiimor karsilastirmalarinin validasyonunu yapmak i¢in ise; daha 6nceden
Sulgun Charyevva tarafindan Kolorektal Kanserde Aday Prognostik Biyobelirteclerin Arsiv
Materyallerinde Dogrulanmasi isimli tezinde kullanilmak iizere toplanmis formalinle fikse
edilmis ve parafine gomiilmiis 48 sag ve 48 sol kolorektal kanser doku orneklerinden

sentezlenmis cDNA’lar, qRT-PCR analizi i¢in kullanilmistir (108).

30



Cizelge 4.3. Calismaya dahil edilen FFPE doku 6rneklerinin klinikopatolojik ve demografik
ozellikleri

Klinik Bilgi Faktor Hasta | Yiizdelik | Toplam Hasta
Sayisi % Sayisi

Cinsiyet Erkek 72 57 126
Kadin 54 43

TUmor Sag Lokalize 63 50 126

Lokasyonu Sol Lokalize 63 50

Histolojik Tip | Adenokarsinoma 101 80 126
Diger 25 20

Yas >50 114 90.5 126
<50 12 9.5

Tiimdr Grade Grade II 95 84.02 113
Grade 111 18 15.9

Evre Evre 1 1 0.8 126
Evre 2 57 45.2
Evre 3 63 50
Evre 4 5 3.96

4.2. YONTEM

4.2.1. BiYOINFORMATIK ANALIZLER:

4.2.1.1. Veri Setlerinin Elde Edilmesi:

Bu calismada kolorektal kanser (KRK) ile iligkili gen ifade verileri, Gene Expression
Omnibus (GEO) ve The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri tabanlarindan elde edilmistir.
GEO’dan indirilen toplam 49 bagimsiz KRK veri setine ek olarak (Veriseti bilgileri ekte (Ek
4) verilmistir), TCGA COAD ve READ (COAD-READ) verileri de analizlere dahil

edilmistir.
4.2.1.2. DDIT4 Gen ifadesinin Degerlendirilmesi:

Normal-tiimor karsilagtirmasi yapmaya elverisli veri setlerinde drnekler timor ve normal
olarak iki gruba ayrilmis; DDIT4 gen ifade seviyeleri bu iki grup arasinda karsilastirilmistir.
Ayrica klinik ve molekiiler alt gruplar da benzer yaklasimla degerlendirilmistir. Bu

kapsamda:
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Tiimdr derecesi (Grade) ve evreleme (Stage) bilgisi bulunan 6rnekler ilgili alt gruplara
ayrilmistir. Evre bilgisi, TNM evreleme sistemine gore verildiyse Cizelge 2.’ye gére AJCC

evreleme sistemine doniistiirilmiistiir.

Lokalizasyon (sag/sol kolon), MSI/MSS durumu, CIMP pozitif/negatif, mutasyon statiisi,
CMS alt tipleri, polip tipleri ve niiks durumu (niiks var/yok) gibi kategorik klinik ve

molekiiler alt gruplar da olusturulmustur.

Karsilastirmalar, verilerin normal dagilim varsayimini takiben, iki gruplu analizler i¢in iki
kuyruklu Student’s t-testi ve Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Istatistiksel analizler ve
gorsellestirmeler GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) araciligiyla
gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

4.2.1.3. Sagkalim Analizleri:

Sagkalim verilerine sahip ornekler, DDIT4 gen ifade seviyesine gore yliksek ve diisiik
ekspresyon gosteren iki gruba ayrilarak genel sagkalim (OS) ve hastaliksiz sagkalim (DFS)
analizleri yapilmistir. Kaplan-Meier egrileri GraphPad Prism ile olusturulmus, gruplar arasi

fark log-rank testi ile degerlendirilmistir, istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak belirlenmistir.

4.2.1.4. Genetik Alterasyon Analizi:

DDIT4 geni iizerindeki genetik degisikliklerin (mutasyon, kopya sayisi degisikligi vb.)
siklik ve tiirleri, cBioPortal (https://www.cbioportal.org) aracilifiyla TCGA KRK veri seti

kullanilarak arastirilmistir.

4.2.1.5. Gen Seti Zenginlestirme Analizi (Gsea):

GSEA, yiiksek boyutlu gen ifade verilerinde belirli gen setlerinin fenotipe gore istatistiksel
olarak 6ne cikip ¢ikmadigini analiz etmeye yarayan bir yontemdir. Genleri 6ncelikle fenotip
ile korelasyonlarima gore siralar, ilgili gen setlerinin bu siralamada nasil konumlandigina
bakarak zenginlesmeyi hesaplar ve permiitasyon testleriyle istatistiksel anlamliligi
degerlendirir. Elde edilen sonuglar, hangi biyolojik siireglerin veya yolaklarin ilgili fenotipte
onemli rol oynadigini ortaya koyar. Bu tez ¢alismasinda GSE17536, GSE39582 ve TCGA
COAD-READ veri setlerinde, 6rnekler DDIT4 ekspresyon seviyelerine gore yiiksek ve
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diisiik olacak sekilde iki gruba ayrilmistir. Bu gruplar arasindaki farkliliklar, Cancer

Hallmarks yolaklarina yonelik gen seti zenginlestirme analizi uygulanarak incelenmistir.

4.2.1.6. Korelasyon Analizleri ve Yolak Zenginlestirme:

DDIT4 ile pozitif korelasyon gosteren genleri belirlemek amaciyla Pearson korelasyon
katsayilar1 Excel araciligiyla hesaplanmis ve r>0,6 olan genler listelenmistir. Bu genlerin
fonksiyonel anlami1 ve biyolojik baglammi degerlendirmek icin  EnrichR
(https://maayanlab.cloud/Enricht/) kullanilarak Hallmarks yolak zenginlestirme analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen zenginlesme sonugclari, istatistiksel 6nem derecesi ve etki
bliyiikliikleri g6z Oniline alinarak degerlendirilmis ve GraphPad Prism araciligiyla

gorsellestirilmistir.
4.2.1.7. Gen Etkilesim ve Protein-Protein Etkilesim (PPI) Ag1 Analizi:

DDIT4’tin gen seviyesindeki etkilesim agini olusturmak i¢in ilk olarak GeneMANIA
(https://genemania.org) araci kullanilmistir. Ag biiytikliigii 50 gen ile sinirlanmistir. Co-
expression (ortak ekspreyon), co-localization (ortak lokalizasyon), genetic interaction
(genetik interaksiyon) filtreleri aktif olacak sekilde, DDIT4 ile benzer transkripsiyonel diizen
ortaya koyan genleri listeleyerek benzer biyolojik siireglerde yer alabilecek adaylarin

tespitini saglamistir.

Genetik diizeyde belirlenen iliskiyi protein etkilesim aglari1 (Protein-Protein Interaction, PPI)
Olceginde de desteklemek amaciyla STRING veritabam1 (https://string-db.org)
kullanilmistir. STRING analizi, DDIT4 etrafinda 50 proteini igeren bir ag olusturmak {izere
“database”, “experiment”, “text mining” ve “coexpression” filtreleri secilerek yapilmistir.
Bu sayede DDIT4’iin yer aldigi potansiyel protein etkilesim aglari incelenmis, ilgili

fonksiyonel modiiller belirlenmistir.

Olusturulan gen ve protein aglarinda yer alan genler ve proteinler, EnrichR
(https://maayanlab.cloud/Enricht/) kullanilarak Hallmarks yolak zenginlestirme analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen zenginlesme sonugclari, istatistiksel 6nem derecesi ve etki
bliyiikliikleri g6z Oniline alinarak degerlendirilmis ve GraphPad Prism araciligiyla

gorsellestirilmistir.
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4.2.2. HUCRE KULTURU:

Insan kolorektal kanser hiicre hatlar1 (HCT116, SW480, LoVo) ve normal kolon epitel
hiicresi (CCD 841 CoN) ATCC’den (American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA)) temin edilerek bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilmistir. Hiicre hatlari, %5 CO; ve
37°C sicaklik ortaminda %10 FBS (Biowest, Nuaille, France), %1 Penisilin/Streptomisin
(Lonza, Basel, Switzerland), DMEM high glikoz, pyruvate (Gibco: 41966-029) besiyerinde
kiiltiir edilmislerdir.

4.2.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi:

+4°C’de muhafaza edilen 500 ml DMEM high glucose, pyruvate besiyeri 37°C su
banyosunda yaklasik 15 dakika kadar inkiibe edildi. 50 ml 1s1 ile inaktive edilmis sekilde
alinmis FBS 50 ml enjektor ve 0,2 pum filtre araciligiyla sterilize edilerek DMEM besiyerine
eklendi. Penisilin/Streptomisin karisimindan ise 5,5 ml besiyerine eklendikten sonra; %10

FBS, %1 Penisilin/Streptomisin iceren DMEM besiyeri hazir edildi.

4.2.2.2. Hiicre Hatlarimin Stoktan Cikarihip Kullanilmasi:

-196°C s1v1 azotta cryovial igerisinde stoklanan hiicre hatlar1 37°C su banyosunda eritildi.
Icinde bir miktar buz kalacak sekilde su banyosundan alinan hiicre ¢ozeltisi hizlica iginde 5
ml DMEM besiyeri bulunan falcon tiipe aktarildi. Falcon tiip 1500 RPM 4°C’de 5 dakika
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Kalan pelete 5 ml besiyeri eklendi ve siispanse
edilen hiicreler iginde 5 ml taze DMEM besiyeri bulunan T25 flaska aktarildi. Hiicrelerin
flaskin her yerine esit derece dagilmasi i¢in flasklar hafifge karistildi ve %5 CO» ve 37°C

sicaklik ortaminda inkiibasyona birakildi.

4.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi:

Hiicreler bulunduklar flask yiizeyinin %70-80’ini kaplayacak kadar cogaldiginda pasajlama
yapildi. Flask boyutuna gore uygun hacimde 1X Trypsin (T25 flasklar i¢in 1 ml, T75 flasklar
i¢cin 3 ml) flasklara eklendi ve hiicreler 5 dakika 37°C’de trypsin ile inkiibe edildi. Hiicrelerin
yiizeyden kalkip kalkmadiklar1 mikroskop ile takip edildi. Hiicreler kalkti§inda trypsin
inaktivasyonu igin kullanilan trypsin hacminin 2 kat1 kadar besiyeri flasklara eklendi. Iyice

pipetaj yapilarak yiizeye ve birbirine yapisan hiicrelerin ayrilmas1 saglandi. Istenen hiicre
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miktarina uygun hacimde hiicre + besiyeri ¢ozeltisi yeni flaska aktarildi ve pasaj numaralari

bir arttirildi.

4.2.2.4. Hiicre Dondurma

Hiicre hatlarinin  kullanildigi deney protokolleri bittiginde, hiicreler daha sonraki
calismalarda kullanilmak {izere donduruldu. Dondurma asamasi icin; hiicrelerin
bulunduklar1 flask yiizeyinin %70-80’ini kaplayacak kadar ¢ogalmasi beklendi. Flask
boyutuna gore uygun hacimde 1X Trypsin (T25 flasklar i¢in 1 ml, T75 flasklar i¢in 3 ml)
flasklara eklendi ve hiicreler 5 dakika 37°C’de trypsin ile inkiibe edildi. Hiicrelerin ylizeyden
kalkip kalkmadiklar1 mikroskop ile takip edildi. Hiicreler kalktiginda trypsin inaktivasyonu
icin kullanilan trypsin hacminin 2 kati kadar besiyeri flasklara eklendi ve hiicre+besiyeri
karisimi falcon tiiplere aktarildi. Falcon tiiplerdeki karigimindan 10pul Neubauer lamina
aktarildi ve hiicre sayimi yapildi. Elde edilen sayim sonucuna gore falcon tiiplerdeki total
hiicre sayis1 hesaplandi. Falcon tiipler +4°C 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiiriildii. %10 FBS, %10 DMSO ve %80 besiyeri olacak sekilde, dondurulacak
vial sayisina gore total hacmi hesaplanan dondurma ¢o6zeltisi hazirlandi ve santrifiij sonrasi
elde edilen pellet bu ¢ozelti igerisinde ¢oziildli. Her bir cryoviale Iml hiicre+dondurma
cozeltisi gelecek sekilde dagitim yapildi ve tiipler oncelikle -20°C’de 1 saat tutulup
sonrasinda -80°C’ye kaldirildi. Hiicrelerin bir sonraki kullanimlarina kadar gececek siireye

gore; uzun siire kullanilmayacak olanlar s1v1 azot tanklarina yerlestirildi.
4.2.3. KOLOREKTAL KANSER HASTALARINDAN DOKU TOPLAMA

Hastalardan ¢ikarilan dokularin hastaneden uygulamalarin gerceklestirilecegi laboratuvara
giivenilir bir sekilde tasinabilmesi i¢in sivi nitrojen igeren bir tank ameliyathanede hazir
edildi. Ameliyat1 gerceklestiren cerrahlar ¢ikarilan tiimér ve esli normal dokulari uygun
eppendorf tiiplerine koydu ve tiipler hemen sivi nitrojen igeren tanka birakildi. Dokular,
uygulamalarin gergeklestirilecegi kuruma sivi nitrojen igerisinde tagindiktan hemen sonra -

80°C’ye kaldirilarak, kullanilacaklar1 zamana kadar depolandi.
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4.2.4. DDIT4 IFADESININ MRNA SEVIiYESINDE VALIDASYONU

4.2.4.1. Hiicre ve Dokulardan RNA izolasyonu:

Hiicre kiiltiirtinde uygun flasklarda kiiltiir edilen HCT 116, SW480, LoVo ve CCD 842 CoN
hiicreleri, uygun yogunluga geldiklerinde tripsin ile kaldirilip 15 ml falcon tiipe alindi. 1500
RPM, 5 dk, +4°C santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Pelet, 1 ml PBS ile yikand1 ve tekrar
santrifiij ile PBS’ten ayristirildi. Bu asamadan sonra hiicre peletleri -80°C’ye kaldirilarak
muhafaza edildi. Toplanan hiicreler, RNA izolasyonu i¢in 1,5 mI’lik ependorf tiiplerde 1 ml
Trizol igerisinde lizat haline getirildi. -80°C’de saklanan tiimor ve esli normal doku 6rnekleri
ise RNA izolasyonuna baslamadan once kuru buz iizerine alindi ve kuru buz iizerinde
izolasyon i¢in kullanilacak miktarda (50-100 mg) doku kesimi yapildi. Kesilen dokular, daha
onceden iclerine 1 ml Trizol eklenmis eppendorf tiiplerine alindi. Doku ve hiicre lizatlari,
homojenizator araciligiyla homojenize edildi. Homojenizasyon sirasinda siirtiinme sebepli
1sinmay1 Onlemek i¢in bu asama buz iizerinde gergeklestirildi. Homojenizasyon ve liziz
asamasindan sonra Ornekler Trizol igerisinde 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ependorflara 0.2 ml kloroform eklendi ve 15 saniye iyice ¢alkalanarak 15 dakika boyunca
sabit bir sekilde oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Faz ayrimi basladiktan sonra, faz
ayrimini arttirmak ve sabitlemek icin tiipler +4°C’de 15 dakika 13000 RPM’de santrifiij
edildi ve santrifiij sonrast RNA’lar1 i¢eren seffaf iist faz; icinde 0.5 ml soguk izopropil alkol
iceren yeni ependorflara aktarildi, olusan diger fazlarsa atildi. Yeni tiipler, RNA
presipitasyonunu arttirmak i¢in, -20°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. 16 saat inkiibasyon
ardindan, -20°C’den ¢ikarilan tiipler 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra +4°C’de 15
dakika 13000 RPM’de santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Olusan pelet, 1 ml %75
soguk etanol ile pelet ¢oziilmeden karistirildi ve sonra +4°C’de 15 dakika 7500 g’de santrifiij
edildi, slipernatant uzaklastirildi. Olusan pelet, %100 etanol ile pelet ¢6ziilmeden karistirildi
ve tiipler +4°C’de 15 dakika 7500 g’de santrifiij edildi. Son santrifiijden sonra siipernatant
dokildii ve pelet kurumaya birakildi. Tam kurumasina izin verilmeden ama biiylik oranda
kuruduktan sonra peletin miktaria goére uygun bir hacimde niikleaz icermeyen su ile pelet

¢Oziildii ve izole edilen RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.
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4.2.4.2. Izole Edilen RNA’larin Saflik, Biitiinliik ve Miktar Tayini
Spektrofotometrik Degerlendirme

Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 cihazi kullanilarak, cihazin kendi programinda
“Nucleic Acid” modiiliinde “RNA-40" segilerek, her RNA o6rneginden 1’er ul dlgiim
kaidesine eklenerek izole edilen RNA’larin spektrofotometrik &lgiimleri yapildi. Olgiim
sonuglarinda elde edilen A230, A260, A280 degerleri ve oranlar1 ve RNA konsantrasyonlari
kaydedildi.

Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen RNA’larin biitiinliik degerlendirmesini yapmak igin agaroz jel elektroforezi
yapildi. %1°lik agaroz jel hazirlamak i¢in, 1g agaroz 100 ml TBE tamponu igerisinde
mikrodalga firin yardimi ile ¢ozdiiriildii. Coziinme tamamlandiktan sonra, karisim uygun
sicakliga diisene kadar beklendi. El yakmayacak sicakliga geldiginde 6 pl RedSafe karisima
eklendi ve jel soliisyonu tanka eklendi. Ornek hacmi ve sayisima gore uygun taraklar jel
tankina yerlestirildikten sonra jel soliisyonu sogumaya birakildi. Jellesme gergeklestikten
sonra, TBE tamponu igeren jel yiiriitme tankinda 6rnek ytiklemesi yapildi. Ladder olarak
Lambda DNA/EcoRI plus HindIIl Marker, ready-to-use SM0193 kullanildi. 30 dk, 100 V
yiriitme gergeklestirildikten sonra ribozomal RNA bantlarina bakarak izole edilen

RNA’larm biitiinliigiiyle ilgili fikir elde edildi.

4.2.4.3. izole Edilen RNA’lardan ¢cDNA Sentezi:

cDNA sentezi 1ug baslangic RNA’st kullanilarak ve “The Thermo Scientific™ Revert
Aid™ RT Kit’i” iiretici protokolii takip edilerek gerceklestirilmistir. izole edilen her bir
RNA o6rnegi Cizelge 4.4.’te verilen miktarlarda random hexamer ve niikleaz icermeyen su
ile karistirilarak denatiirasyon asamasi i¢in 65°C 5 dk Bio-Rad Thermal Cycler cihazinda

inkiibe edilmistir.
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Cizelge 4.4. Denatlirasyon agamasina hazirlanan 6rnekler i¢in gereken hacimler

Bilesen Miktar

Total RNA lug

Random Hexamer Primer Tul

(100uM)

Niikleaz Igermeyen H.O 12ul’ye tamamlayacak kadar
Toplam Hacim 12ul

Denatilirasyon asamasindan sonra; kit ile birlikte gelen 5X Reaction Buffer, RiboLock RNase
Inhibitor(20U/ul), 10mM dNTP Mix ve RevertAid M-MuLV RT (200U/ul) enzimden
olusan raksiyon karigimi Cizelge 4.5.°te verilen sira ve miktarlara gore hazirlandi ve

denatiirasyona birakilan RNA ve primer karigimiyla birlestirildi.

Cizelge 4.5. cDNA sentezi reaksiyon karigimi i¢in gereken hacimler

Bilesen Miktar
5X Reaction Buffer 4ul
RiboLock RNase Ll
Inhibitor(20U/ul)

10mM dNTP Mix 2ul
RevertAid M-MuLV RT Lul
(200U/pl)

Toplam Hacim: 20ul

Her bir 6rnek icin total hacmi 20ul olan qRT-PCR reaksiyon karigimlar: hazir edildikten
sonral Bio-Rad cihazinda iiretici protokoliin énerdigi Cizelge 4.6.’da paylasilan programa

gore cDNA sentez reaksiyonu tamamlandi.

Cizelge 4.6. cDNA sentezi igin gereken reaksiyon kosullari

Adim Sicaklik (°C) | Siire (dak)
Primer Baglanmasi (Annealing) 25 5
and Uzama (Extension)
DNA Polimerizasyonu 42 60
Sonlanma 70 5

16

Her bir 6rnege buz iizerinde 80ul niikleaz igcermeyen su eklendikten sonra ¢cDNA’lar -

20°C’ye kaldirilda.
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4.2.4.4. Sentezlenen cDNA Ornekleriyle qRT-PCR Analizi:

Syber Green Master Mix kiti {retici protokolii takip edilerek qRT-PCR adimi
gergeklestirildi. Tlk olarak steril bir tiipte 12,5 pL SYBR Grenn PCR Master Mix, her birinin
son konsantrasyonu 0,2 uM olacak sekilde forward ve reverse primerler, 1 pg’a kadar kalip
cDNA ve son hacmi 25 pl.’ye tamamlayacak sekilde niikleaz icermeyen su iyice karistirildi.
Kitteki talimatlara gére PCR cihazinda reaksiyon sartlar1 ayarlandiktan sonra, PCR tiipii
cihaza yerlestirildi ve reaksiyon baglatildi. Reaksiyon kosullar1 Cizelge 4.7.’de verilmistir.
[lk déngiiden sonra denatiirasyon adimma tekrar ddnerek aymi reaksiyon 40 kere tekrar

edildi.

Referans gen olarak GAPDH kullanildi. qRT-PCR yoluyla elde edilen Ct (cycle threshold)
degerleri, AACt yontemine gore analiz edilmis ve kat artis1 (fold change) degerleri
hesaplanmistir. Esli normal dokular referans grup olarak kabul edilmistir. Istatistiksel
analizler, GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) kullanilarak iki kuyruklu
Student’s t-testi ile degerlendirilmis; p < 0,05 diizeyinde anlamlilik kabul edilmistir.

Cizelge 4.7. qRT-PCR reaksiyon kosullari

Adim: Sicaklik: | Siire:
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma (Annealing) 60°C 30 saniye
Uzama (Extension) 72°C 30 saniye

4.2.5. DDIT4 IFADESININ PROTEIN SEVIYESINDE VALIDASYONU

4.2.5.1. Hiicre ve Dokulardan Protein izolasyonu:

Hiicre kiiltiirtinde uygun flasklarda kiiltiir edilen HCT 116, SW480, LoVo ve CCD 842 CoN
hiicreleri, uygun yogunluga geldiklerinde tripsin ile kaldirilip 15 ml falcon tiipe alinir. 1500
RPM, 5 dk, +4°C santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Pelet, 1 ml PBS ile yikandi ve tekrar
santrifiij ile PBS’ten ayristirildi. Bu asamadan sonra hiicre peletleri -80°C’ye kaldirilarak
muhafaza edildi. Toplanan hiicreler, protein izolasyonu i¢in 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerde
pelet boyutuna uygun hacimlerde RIPA igerisinde lizat haline getirildi. -80°C’de saklanan

tiimdr ve esli normal doku 6rnekleri ise protein izolasyonuna baslamadan 6nce kuru buz
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tizerine alind1 ve kuru buz iizerinde izolasyon i¢in kullanilacak miktarda doku kesimi yapildi.
Kesilen dokular, i¢lerine doku boyutuna gore uygun hacimlerde RIPA tamponu eklenmis
eppendorflara alind1 ve protokol boyunca buz iistiinde tutuldu. Protein izolasyonu i¢in doku
homojenizasyonu sonikatér araciligiyla yapildi. Prob RIPA tamponu ve doku igeren
eppendorfun icine yerlestirildikten sonra ses dalgasinin genlik ayar1 (amplitude) 20’yi
gecmeyecek sekilde 2’ser saniyelik titresimlerle sonikasyon islemi gerceklestirildi. Fiziksel
aktiviteye bagl sicaklik artisin1 6nlemek icin eppendorf buz listiinde tutuldu. 5 titresim
atisindan sonra bir siire buzda bekletilerek soguma saglandi. Homojenizasyon
saglanmadiysa tekrar titresim verildi. Homojenize olmus ornekler 35 dk buz iistiinde, 5
dakikada bir karigtirilarak, inkiibe edildi. Sonrasinda, 30 dk +4°C 1500 RPM’de santrifiij
edildi ve protein igeren siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi. Protein lizatlar1 -80°C’ye

kaldirilarak saklandi.

4.2.5.2. Protein Miktar Tayini (Bca Assay):

Protokol, PierceTM BCA Protein Assay Kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Kitin iginde
yer alan BSA protein standartlart (A-I) buz iistiinde Cizelge 4.8.’de verilen bilgiler

dogrultusunda hazirlanmistir.

Cizelge 4.8. BSA protein standartlarinin hazirlanmasi i¢in gereken diliisyon talimatlari

Standart | Diliient =~ Hacmi | BSA Hacmi (ul) Final BSA
(PBS:1X) Konsantrasyonu (pg/ml)

A 0 Stoktan 300 pl 2000

B 125 Stoktan 375 ul 1500

C 325 Stoktan 325 ul 1000

D 175 B standartindan 175 ul | 750

E 325 C standartindan 325 ul | 500

F 325 E standartindan 325 ul | 250

G 325 F standartindan 325 pl 125

H 400 G standartindan 100 pul | 25

I 400 0 0

Her bir standarttan 20 pl ve protein miktar1 tayin edilmek istenen 6rneklerden 4’er ul, 96
kuyucuklu plate’e eklendi. BCA ¢alisma reaktifini (WR) hazirlamak i¢in; kitin icinden ¢ikan
BCA reaktifi A ve BCA reaktifi B’den, 50:1 (BCA reaktifi A:BCA reaktifi B) olacak sekilde
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karistirildi. Her bir kuyuya (6rneklere ve standartlara) 200’er pl WR hizli bir sekilde eklendi
ve plate karanlik ortamda 37°C'de 35 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi

plate’i, 562 nm dalga boyunda 6l¢iim yapmak i¢in Plate Readera gotiirtildii. Konsantrasyonu
bilinen BSA standartlarindan elde edilen o6l¢iim sonuglar1 ile BSA standart egrisi

olusturularak, konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyon hesaplamalar1 yapildi.

4.2.5.3. Western Blot:

Jel Hazirlama:

Istifleyici (stacking) jel %5’lik ve ayristirici (resolving) jel %12’°lik olacak sekilde, ayr

tiiplerde Cizelge 4.9. ve 4.10.’da verilen hacimlere gore hazirlanmistir.

Cizelge 4.9. %5 istifleyici (stacking) jel hazirlamak i¢in gereken hacimler
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. . 1 jel 2 jel 3 jel 4 jel 5 jel
Cozelti Bilesenleri (2 ml) (4 ml) (6 ml) (8 ml) (10 ml)
H20 1360 pl 2720 pl 4080 pl 5440 pl 6800 pl
30% akrilamid
Karisimi 340 ul 680 ul 1020 pl 1360 pl 1700 pl
1 M Tris (pH 6.8) 260 pl 520 ul 780 ul 1040 pl 1300 pl
10% SDS 20 pl 40 pl 60 ul 80 ul 100 pl
10% Amonyum
persiilfat 20 pl 40 ul 60 pl 80 ul 100 pl
TEMED 2 ul 4 ul 6 ul 8 ul 10 pl

Cizelge 4.10. %12 aynistiricr (resolving) jel hazirlamak i¢in gereken hacimler
Cozelti 1 jel 2 jel 3 jel 4 jel 6 jel 8 jel
Bilesenleri (5 ml) (10 ml) (15ml | 20ml) | B0 ml) | (40 ml)
H20 1600 pl 3200 pul | 4800 pl | 6400 pl | 9600 ul | 12800 pl
30%  Akrilamid
Karisimi (pH 8.8) 2000 pl 4000 pul | 6000 pul | 8000 pl | 12000 ul | 16000 pl
é'g) M Tris H 1360 41 | 2600 11 | 3900 ul | 5200 i | 7800 ul | 10400 pl
10% SDS 50 pl 100 pl 150 ul | 200 ul | 300 pl 400 pl
10% Amonyum
persiilfat 50 pl 100 pl 150 ul | 200 pul | 300 pl 400 pl
TEMED 5ul 10 pl 15 pl 20 pul 30 pl 40 pul



Su, %30 akrilamid karigimi, 1M Tris (ph 6.8), %10 SDA, %10 amonyum persiilfat i¢erikleri
uygun hacimlerde tiiplere eklendikten sonra; TEMED, ilk etapta yalnizda resolving jel
karisimina eklendi ve resolving jel, jel dokme aparatina dokiildii. Jelin hava ile temasin
kesmek ve diizgiin bir sekilde polimerlesmesini saglamak icin en iiste soguk izopropanol
eklendi ve jel polimerlesene kadar beklendi. Resolving jel polimerlestiginde ise stacking jel
karisitmma TEMED eklenerek polimerizasyon reaksiyonu baglatildi ve ayristirict jelin
istiindeki izopropanol dokiilerek ve yerine stacking jel karigimi eklendi. Jele, 6rnek sayisina
ve hacmine uygun olarak secilmis tarak yerlestirilerek jel polimerlesene kadar beklendi.
Polimerizasyon tamamlandiginda, jeller tanka yerlestirildi ve tampon ¢ozelti igerisinde tarak

dik bir sekilde dikkatlice ¢ikartilarak 6rnek yiliklemeye hazir hale getirildi.
Ornek Hazirlama:

Ornekler jelde vyiiriitiilmeden énce, BCA protokolii sonucu elde edilen miktarlara gore
belirlenen hacimlerde su, yiikleme boyasi ve B-mercaptoethanol ile karistirildi. Ornek
karigimlari, 95°C 1s1 blogunda 5 dakika denatiire edildikten sonra uygun hacimlerde, jel

kuyucuklarina yiikleme yapildi.
Jel Yiiriitme ve Membran Transferi:

Jel yiiriitme islemi 1X SDS yiiriitme tamponu icerisinde ger¢eklestirildi. Ornekler stacking
jelden c¢ikana kadar 90V ile, resolving jele gectiklerinde ise 120 V ile ylirlitme islemi
gergeklestirildi. Yiriitme islemi sirasinda 1sinmayr 6nlemek adina tankin ¢evresine buz
kaliplar yerlestirildi. Protein 6rnekleri elektrik akimiyla jel igerisinde yeterince yiiriidiikten
sonra, jeldeki proteinler PVDF membrana transfer edildi. Transfer dncesinde; PVDF
membran, %100 metanol icerisinde yaklasik 1 dk bekletilerek membran aktivasyonu
gerceklestirildi. Bu sirada transfer kaseti i¢in kullanilacak olan whatman kagitlar1 ve
stingerler transfer tamponu igerisinde 1slatildi. Katottan anota dogru siinger, whatman
kagitlari, jel, membran, whatman kagitlari, siinger olacak sirayla; arada hava kabarcigi
olmayacak sekilde transfer kaseti olusturuldu. Olusturulan kaset, yiiriitme tamponu
icerisinde aparata yerlestirildi. Transfer tamponu igerisinde, jel bagina 200mA akim gegecek
sekilde 1 buguk saat transfer islemi gergeklestirildi. Transfer bittiginde, transferin

gerceklesip gergeklesmedigini gérmek igin, membran birka¢ dakika ponceau igerisinde
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bekletildi. Transfer basariyla tamamlandiysa, membran TBS-T igerisinde 1-2 dakika

yikanarak Ponceau’dan arindirildi.
Membran Bloklama:

Membranin protein igcermeyen kisimlart %5 BSA ¢ozeltisi icerisinde ¢alkalayicida 1 saat
inkiibe edilerek bloklandu. Inkiibasyon sonrasi, TBS-T ile yikama yapildi. Yikama, membran
TBS-T igerisinde 10 dakika calkalanarak ve bu asama 3 kez tekrar edilerek yapildi.

Primer Antikor Uygulamasi:

Bloklama ve yikama sonrasi, membranin iistii kaplanacak sekilde primer antikor (Anti-
REDD-1/DDIT4 antibody (human, WB) Cell Signaling Cat No: 2516S) uygulamasi yapildu.
Membran, primer antikor icerisinde 1 gece soguk odada (+4°C’de) karistirici cihaz lizerinde

inkiibe edildi. Primer inkiibasyonu sonras1 membran TBS-T ile (10 dakika x 3) yikandi.
Sekonder Antikor Uygulamasi:

Primer antikor uygulamasindan sonra; membran, 10 dakika x 3 olmak {izere TBS-T ile
yikandi. Yikama sonrasi, membran sekonder antikor icerisinde 4 saat oda sicakliginda
calkalayic1 iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast TBS-T ile yikama (10 dakika x 3)
gergeklestirildi ve membran TBS i¢ine alinarak goriintii alma asamasia kadar +4°C’de

saklandi.
Goriintiileme:

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate kiti ve protokolii kullanilarak
membrana ECL uygulamasi yapildi ve LI-COR Odyssey Imaging System kullanilarak

membran goriintiilemeleri gergeklestirildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. BiYOINFORMATIK ANALIiZLER

Biyoinformatik analizler DDIT4 geninin KRK’de normal dokulara kiyasla anlamh 6lgiide
yluksek ifadelendigini, bu artisin kotii prognoz, artmis niiks riski, sag kolon lokalizasyonu,
MSI, CIMP ve BRAF mutasyonlar1 gibi belirgin agresif klinik-molekiiler imzalarla iliskili
oldugunu gdstermektedir. GSEA ve korelasyon analizleri sonucunda hipoksi, EMT, mTOR
ve p53 sinyal yollar1 gibi temel kanser yolaklarinda DDIT4 yiiksek ifadesiyle paralel
zenginlesme gozlenmesi, DDIT4’{in kolorektal karsinogenezinde fonksiyonel bir role sahip
olabilecegini diislindiirmektedir. Bu sonuglar, DDIT4’iin hem prognostik/diyagnostik bir
biyobelirte¢ hem de potansiyel bir terapotik hedef olarak degerlendirilmesi igin giiglii bir

temel olusturmaktadir.

5.1.1. DDIT4 KOLOREKTAL KANSERDE NORMAL DOKULARA GORE
YUKSEK IFADE PROFILI SERGILEMEKTEDIR

Calismada ilk olarak DDIT4 geninin kolorektal kanser (KRK) dokularindaki ifade diizeyleri,
saglikli kontrol dokular ile karsilastirilmistir. Bu amagla, GEO veri tabanindan indirilen
bagimsiz verisetlerinde, tiimor/normal doku ifade seviyeleri olan 14 bagimsiz KRK
verisetinin yani sira TCGA kohortlar1 incelenmistir. DDIT4 ifade seviyesinin timor
grubunda, normal gruba gore belirgin sekilde daha yiiksek seviyede ifadelendigi goriilmiistiir
(Sekil 5.1). Bu kiyaslamalar, tiimoér ve normal ornekler arasinda ikili karsilagtirmalar
yapmaya elverisli veri setlerinde, GraphPad Prism yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Istatistiksel anlamlilik iki kuyruklu Student’s t-testi/ Mann-Whitney U testi ile belirlenmis
ve p<0,05 6nemli kabul edilmistir. Hem TCGA COAD-READ kohortunda hem de 14 farkl
bagimsiz GEO veri setinde DDIT4 gen ifadesi timorlerde anlamli bigimde yiiksek

bulunmustur.

Ayrica, TIMER?2.0 araciyla yapilan pan-kanser analizleri, DDIT4 yiiksek ifadesinin yalnizca
KRK ile sinirli olmadigini, pek ¢ok kanser tiiriinde de artis gosterdigini ortaya koymustur
(Sekil 5.2).
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Sekil 5.1. DDIT4 geni ifade seviyesi TCGA kolorektal kanser (COAD-READ) ve 14 farkli,
bagimsiz GEO KRK verisetinde normal dokular ile karsilastirilmasi.

Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-y6nli
t-testi ile belirlenmistir (Kirmizi renk tiimor orneklerindeki ifade seviyesini gosterirken,
mavi renk normal &rneklerdeki gen ifade seviyesine isaret etmektedir. Istatiksel anlamlilik
paired t-testi ile belirlenmistir (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Sekil 5.2. TCGA tiimérlerinde, DDIT4 geninin tiimdr ve normal dokular arasindaki gen
ekspresyon seviyelerinin dagilimlari.

Wilcoxon testiyle hesaplanan istatistiksel anlamlilik yildiz ile gorsel tizerinde
belirtilmistir (*: p-degeri <0,05; **: p-degeri <0,01; ***: p-degeri <0,001). (Kisaltmalar:
BLCA, mesane iirotelyal karsinomu; BRCA, invaziv meme karsinomu; COAD, kolon
adenokarsinomu; ESCA, 6zofagus karsinomu; FPKM, milyonda kilobaz bagina diisen
fragman sayis1; KIRC, bobrek renal berrak hiicreli karsinom; KIRP, bobrek renal papiller
hiicreli karsinom; KICH, bobrek kromofob karsinomu; LUAD, akciger adenokarsinomu;
LUSC, akciger skuamoz hiicreli karsinom; ns, anlamhi degil;, READ, rektum
adenokarsinomu; LIHC, karaciger hepatoseliiler karsinomu; THCA, tiroid karsinomu;
PRAD, prostat adenokarsinomu; UCEC, uterin korpus endometrial karsinomu.); TCGA,
Kanser Genomu Atlasi.

(3331

5.1.2. YUKSEK DDIT4 IFADE SEVIYELERI KOTU PROGNOZ ILE ILISKILIDIR

DDIT4 ekspresyon paterninin klinik 6nemi, hasta 6rneklerinin tiimor derecesi (grade), evre
bilgisi (stage), niikks durumu ve sagkalim verileri (OS: overall survival; DFS: disease-free

survival) ile iligkilendirilerek degerlendirilmistir.

Evre analizleri yapilirken, TNM evreleme sistemi ile verilen veriler, Cizelge 2.2.’deki
bilgilere gore AJCC evreleme sistemine doniistiiriilerek analizler yapilmistir. Sonuglara
gore, yilksek DDIT4 ifade seviyesi, GSE17537 ve GSE41258 verisetlerinde ileri timor
evrelerinde erken evreye (stage I) kiyasla daha yiiksek DDIT4 ifadesi gozlenmis olmakla
birlikte diger verisetlerinde DDIT4 ifade seviyesi ve kanserin evresi arasinda bir iliski

gozlenmemistir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3. KRK kanser verisetlerinde, DDIT4 geni ve kanser evreleri arasindaki iligki.
Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-y6nli
t-testi ile belirlenmistir (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Diferansiyasyon bilgisi bulunan verisetlerinde ise farklilagsma derecesi (grade) ile DDIT4
ifade seviyeleri arasindaki iliski arastirilmis ve diferansiyasyon arttikca DDIT4 ifade

seviyesinin de arttig1 gdzlenmistir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. Artmig DDIT4 ifadesi kolorektal kanserde kotii diferansiyasyon ile iligkisi.
Kolorektal kanser hastalarinda DDIT4 ekspresyonu ile tiimdr diferansiyasyon derecesi
(grade) arasindaki iligki grafikleri, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup
istatiksel anlamlilik 2-y6nlii t-testi ile belirlenmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001,
Rk p<0.0001).

Niiks tlimoriin agresif fenotiplerinden birisidir ve siklikla tedaviye direngle iliskilidir. Niiks
verisi olan birden fazla bagimsiz kolorektal kanser kohortunda yapilan analizlerde, KRK
dokusunda artan DDIT4 ekspresyonunun niiks gosteren hastalarda daha yiiksek oldugu
gozlendi (Sekil 5.5.) GSE17537 verisetinde yapilan analizde elde edilen sonug istatistiksel
olarak anlaml1 olmasa da grafik iizerinden veri dagilimlarina bakildiginda, niiks eden grubun

diger gruba gore daha yiiksek DDIT4 ifade profili sergiledigi goriilebilmektedir (Sekil 5.5.).

GSE17536 GSE17537
_ 15+ *k _ 15+ ns
7] 0
] 1 ] b
2 2
2 2 ]
S L I | I 1 S 1
) n
5104 1. L 2 10-
S S
7] 1 ) 1
X X
() () J
E E
[a) (=]
2 1p=0.0052 2 p=0.0590
51— . 5 . .
Nuksetmeyen Nuks Niiksetmeyen Nuks

Sekil 5.5. DDIT4 geni, niiks gézlenen hastalardaki ifade profili.

Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-y6nli
t-testi ile belirlenmistir. (ns: p>0.005 (not significant), *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001,
xRk p<0.0001).

Bu noktada elde ettigimiz bu sonuglarin klinikte yansimalarin1 degerlendirebilmek igin
GSE17536, GSE17537 ve GSE29621 veri setleri lizerinden yiiksek DDIT4 ekspresyonunun

KRK hastalarmin sag-kalim (survival) oranlarina etkisi de arastirilmis ve DDIT4 geninin
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prognostik onemi degerlendirilmistir. Tez kapsaminda genel ve hastaliksiz sagkalim bu
baslik cercevesinde analiz edilmis olup; Graphpad programi kullanilarak (GraphPad
software Inc., La Jolla, CA, USA) Kaplan-Meier hasta sagkalim grafikleri olugturulmustur.
Sagkalim bilgisi eksik olan hastalarin verileri analize dahil edilmemistir. DDIT4 ifade
diizeylerine gore hastalar “yiiksek” ve “diisiik” ekspresyon gruplarina ayrilmis, ve orta
degerden ayrilmigtir Sagkalim analizleri, yliksek DDIT4 ifadesi olan hastalarin genel
sagkalim siirelerinin 6nemli 6l¢iide daha kisa oldugunu ortaya koymus; log-rank testi ile elde

edilen istatistiksel sonuglar p<0,05 diizeyinde anlamlilik gostermistir. (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. Yiiksek DDIT4 ifadesinin hasta genel sagkalimi iizerinde etkisi.

Bagimsiz verisetlerinde 6rnekler DDIT4ii yiiksek ifade eden (kirmizi) ve diisiik ifade eden
(mavi) olarak gruplandirilarak verilerdeki sag kalim bilgileri ve yasam siireleri de
kullanilarak sagkalim analizleri ger¢eklestirildi.

Hastaliksiz gecirilen siire bilgisi olan verilerde ise hastaliksiz sag kalim analizleri
gerceklestirildi. Hastalar, DDIT4 ifade seviyelerine gore diisiik ve yliksek olarak iki grubua
ayrilarak Kaplan-Meier grafikleri olusturuldu. Bunun sonucunda, DDIT4’i yiiksek ifade
eden hasta grubunun hastaliksiz sagkalim stirelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diisiik oldugu gozlendi (Sekil 5.7.). Bu sonuglar, DDIT4 geninin prognostik bir belirte¢ olma

potansiyelini desteklemektedir.
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Sekil 5.7. KRK dokusunda yiiksek DDIT4 ekspresyonu artan diisiik hastaliksiz sag kalim ile
iligkisi.
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Kaplan-Meier grafikleri, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmustur. Kirmizi, yiiksek
DDIT4 ifade seviyesi gosteren hasta grubunu temsil ederken, maviler, diisiik DDIT4 ifade
seviyesi gosteren grubu ifade etmektedir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001)

Kolorektal kanser, ¢ogunlukla adenomatéz poliplerin zamanla birikmis genetik
degisikliklerle malign bir fenotipe doniismesi sonucu gelismektedir. Bu 6zelligi, KRK’y1
diger kanser tiirlerinden ayiran 6nemli bir avantaj saglamaktadir: Polip yapilarinin erken
donemde saptanarak cikarilmasi, kanserlesme riskini ve ilerlemesini anlamli bi¢cimde
azaltabilmektedir. Bu nedenle, KRK i¢in tarama ve onleme yaklasimlar1 diger pek ¢ok
kanser tiirline gore daha etkin ve yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu kapsamda, DDIT4
geninin ifade diizeyinin premalign polip evresinde farklilasip farklilasmadiginin
belirlenmesi, hem tan1 ve dnleme stratejileri ¢ercevesinde hem de polipten primer kanser

olusumuna ilerleyen siirecte prognostik agidanénem tasimaktadir.

Bu noktadan hareketle, DDIT4’iin ifade seviyesini, polip evresi, primer timor ve metastatik
evrelerde inceleyerek olasi bir artis paterni olup olmadigi arastirildi. Boylelikle, DDIT4
ifadesindeki bir degisimin premalign asamadan baslayarak ilerleyen siirecte kanser tani ve
prognozuna katki saglayacak olasi rolii hakkinda daha kapsamli veriler elde edilmesi
amaclandi. Bu verisetlerinde yaptigimiz analizde DDIT4 gen ifadesinin genel olarak polip
evresinde de normal 6rneklere gore istatiksel anlamli olarak yiiksek ifadelendigi gortilmiistiir
(p<0.05) (Sekil 5.8.A-H.). Ayrica DDIT4 ifadesi normal doku-polip-primer timor ilerlemesi
boyunca artan bir patern sergilemistir. Bu da DDIT4 ifadesinin kanserin progresyonu ile
iliskili olabilecegine dair destek ortaya koymustur. Sonug olarak bulgularimiz; DDIT4 gen
ekspresyonun kolorektal kanserde artmis ifadesinin tiimor baslangict ve ilerlemesi ile
yakindan iligkili olabilecegini, erken teshis veya hedeflendiginde Onleyici faktor

olabilecegini gostermektedir (Sekil 5.8.).
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Sekil 5.8. Kolorektal kanser hastalarinda DDIT4 ekspresyonunun polip-primer timor-

metastaz siirecindeki seviye degisimi.
Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-y6nli

t-testi ile belirlenmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001)
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5.1.3. DDIT4 iFADESi SAG KOLON YERLESIiMLi TUMORLER VE BU
TUMORLERIN MOLEKULER OZELLIKLERiI iILE YAKINDAN
ILISKILIiDIiR

Son yillarda sag ve sol kolon yerlesimli tiimdrlerin klinik ve molekiiler farkliliklar gésterdigi
bilinmektedir. Bu sebeple, lokalizasyon bilgisi bulunan veri setlerinde, DDIT4 ekspresyonu
sag ve sol kolon tiimorleri arasinda karsilastirilmigtir. Lokasyona bagli gruplandirmalar,
cekum, cikan kolon, hepatik fleksura, transvers kolon sag gruba; splenik fleksura, inen
kolon, sigmoid kolon ve rektum sol gruba dahil edilerek yapildi. Elde edilen sonuglarda, 6
verisetinde sag kolon yerlesimli KRK orneklerinde DDIT4 ifadesinin istatistiksel olarak

anlaml1 bicimde daha yiiksek oldugunu gostermistir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. DDIT4’iin kolorektal kanserde yiiksek ifadesi tiimoriin sag lokalizasyonu ile
iliskisi.

DDIT4 gen ekspresyon seviyesi sag ve sol kolon hasta doku verilerinde karsilastirilmistir.
Kirmizi renk sag kolon yerlesimli hasta 6rneklerini temsil ederken mavi renk sol kolon
yerlesimli hasta 6rneklerini temsil etmektedir. Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak
olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-yonlii t-testi ile belirlenmistir. (*: p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001, ****<0.0001).

DDIT4’iin sag lokalize tiimorlerde daha yiiksek ifadelendigini gozlemledikten sonra,

DDIT4’tin sag lokalize tiimorlerin molekiiler 6zellikleriyle bir iligkisi olup olmadig:
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arastirildi. Bu kapsamda, Sekil 2.3.’te verilen sag ve sol kolona spesifik bilgileri barindiran

verisetlerinde DDIT4 seviyesi ile bu 6zellikler arasindaki iligki arastirildi.

Bu kapsamda ilk olarak, kotii prognoz ile iligkili olan ve genellikle sag lokalize timorlerde
gozlenen mikrosatellit kararsizliginin (microsatellite instability, MSI) ve MSI’1n kaynagi
olan yanlis eslesme tamir meknaizmasi yetersizliginin (AIMMR) DDIT4 ifade seviyesi ile
iligkisi incelendi. Bu noktada; MSI verisi olan kolorektal kanser verisetlerinde DDIT4 ifade
seviyesindeki degisim analiz edildi ve toplamda 5 bagimsiz verisetinde MSI olan hastalarda
(Sekil 5.10.) ve bir verisetinde de MMR vyetersizligi olan hastalarda daha yiiksek DDIT4
ifadesi oldugu gozlendi (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.10. DDIT4’iin yiiksek ifade profili, genellikle sag lokalize timorlerde gozlenen
mikrosatellit instabilitesi ile iliskisi.

Hastalar, MSI (mikrosatellit instabilitesi olan) ve MSS (mikrosatellit stabil) olmak tizere iki
gruba ayrilarak gruplar arasi istatiksel anlamlilik 2-yonlii t-testi ile belirlenmis ve GraphPad
Prism 6.0 kullanilarak grafikler olusturulmustur. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001,
*H%%20.0001).
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Sekil 5.11. DDIT4 gen ifadesinin yetersiz yanlis eslesme tamir mekanizmasi (dIMMR)
goriilen hastalardaki seviyesi.

DDIT4 gen ekspresyon seviyesi yanlis eslesme tamir mekanizmasi diizgiin ¢calisan (pMMR)
ve calismayan (dMMR) hasta gruplarinda karsilagtirillmistir. Kirmizi dMMR  hasta
orneklerini temsil ederken, mavi renk pMMR olan hasta 6rneklerini temsil etmektedir.
Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup istatiksel anlamlilik 2-yonlii
t-testi ile belirlenmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001)

Sag lokalize tlimoérlerin diger bir karakteri ise yiikksek CpG adaciklar1 metilasyon profili
(CIMP) gostermeleridir. Bu dogrultuda, CIMP bilgileri bulunan verisetlerinde, CIMP pozitif
ve CIMP negative olan 6rneklerdeki DDIT4 ifade seviyesi karsilastirilmistir. Sonucunda,
onceki sonuglarla tutarli olacak sekilde genel trend olarak sag lokalize tiimdrlerin bir
karakteri olan pozitif CpG adaciklar1 metilasyonu ile DDIT4 ifade seviyesinin iliskili

olabilecegi goriilmistiir (Sekil 5.12.).
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Sekil 5.12. DDIT4 gen ifadesinin CpG adaciklar1 metilasyon fenotipi (CIMP) pozitif olan
hastalardaki seviyesi.

Hastalar CIMP pozitif (kirmiz1) ve CIMP negatif (mavi) olmak {izere iki gruba ayrilmis ve
istatiksel anlamlilik 2-yonli t-testi ile belirlenmistir. (ns: p>0.005 (not significant), *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001)
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Sol lokalize tiimdrler ise kromozomal instabilite (CIN) bakimindan zengin bir profil
gostermektedir. Sag lokalizasyon ve sag tiimorlere spesifik 6zelliklerle iligkili bulunan
DDIT4 yiiksek ifade profilinin, sola spesifik bir 6zellik olan CIN bakimindan zengin
orneklerde daha diisiik ifade profili seviyesi gostermesi beklenmekteydi. CIN bilgisi olan bir
verisetinde yapilan analiz sonucu ise beklendigi gibi DDIT4 ifade seviyesinin CIN gosteren

orneklerde istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az oldugu goriildi (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.13. DDIT4 geninin kromozomal instabilite (CIN) goriilmeyen hastalardaki seviyesi.
Hastalar CIN pozitif (kirmiz1) ve CIN negatif (mavi) olmak {izere iki gruba ayrilmis ve
istatiksel anlamlilik 2-yonli t-testi ile belirlenmistir. (ns: p>0.005 (not significant), *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001, ****: p<0.0001)

Serrated yolaktan gelisen ¢ogu KRK, ozellikle sag kolon yerlesimli sessil serrated
poliplerden gelismektedir. Bu noktada; serrated polip transkriptom verisi olan ¢aligmalarda

DDIT4 gen ifade degisimi incelendi ve sessile serrated adenomlarda, DDIT4 mRNA
ekspresyonunun istatiksel anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu gozlemlendi (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. DDIT4iin, sag kolon tiimorlerin siklikla gelistigi sessile serrated adenomlardaki
ifadesi.

DDIT4 gen ekspresyon seviyesi sessile serrated adenomlarda normal doku diger polip
cesitleri ile karsilastirilmistir. Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup
istatiksel anlamlilik 2-yonlii t-testi ile belirlenmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001,
*akx: p<0.0001)

KRK, heterojen dogasi nedeniyle farkli molekiiler alt tipler ve ¢esitli mutasyon birikimleri
sonucunda ilerleme gosteren bir hastaliktir. Literatiirde, BRAF mutasyonunun siklikla sag
kolon tiimoérlerinde, KRAS, APC, p53 ve PIK3CA mutasyonlarinin ise daha ¢ok sol kolon
tiimorlerinde yiiksek frekansla goriildiigii rapor edilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda elde

edilen bulgular da benzer bir egilim gostermistir.

BRAF mutasyonuna sahip hasta 6rneklerinde DDIT4 gen ekspresyon diizeyinin anlamli
Olciide yiiksek oldugu, 3 bagimsiz KRK verisetinde gdzlenmistir (Sekil 5.15.A). Bu sonug,
sag kolon tiimdrlerinde gbzlenen BRAF mutasyonuyla iliskili agresif molekiiler fenotipin
DDIT4 diizeyinde de yansima bulabilecegini diisiindiirmektedir. P53 (Sekil 5.15.B), KRAS
(Sekil 5.15.C), APC (Sekil 5.15.D) ve PIK3CA (Sekil 5.15.E) mutasyon bilgilerini i¢eren
verisetlerinde ise bu mutasyonlara sahip doku 6rneklerinde DDIT4 ekspresyon seviyelerinin
istatistiksel olarak daha disiik oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular DDIT4
ekspresyonunun KRK’deki sag kolon mutasyon spektrumu ile yakindan iligkili olabilecegini
dogrulamakta ve DDIT4’{in sag kolon kanseri i¢in olas1 bir biyobelirte¢ potansiyeline igaret

etmektedir.
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Sekil 5.15. BRAF mutasyon ile DDIT4 ifadesi arasindaki iligki.

Sag KRK dokularinda daha sik rastlanan BRAF mutasyonu GSE79460, GSE39582,
GSE40967 verisetlerinde incelenmis ve BRAF mutasyonu olan grupta (BRAF MT), DDIT4
ifade seviyelerinin BRAF wild-type (BRAF WT) olan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksek oldugu goriilmiistir (A). Sol KRK’de daha sik gozlenen diger
mutasyonlar da incelenmis ve 4 verisetinde p53 mutasyonu ve DDIT4 arasinda anlamli bir
iliski gozlenmezken bir verisetinde (GSE41258) p53 mutasyonu olan 6rneklerde DDIT4
ifade seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik bir profil sergiledigi
goriilmiistiir (B). Yine sol KRK’de daha sik gozlenen bir diger mutasyon olan KRAS
mutasyonu ile DDIT4 ifade iligskisine bakildiginda, bir verisetinde (GSE40967) KRAS
mutasyonu ve DDIT4 ifade seviyesi iligkili bulunurken iki verisetinde istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir sonug elde edilmemistir (C). Sol KRK’de yaygin diger mutasyonlardan
olan APC ve PIK3CA mutasyonlari ile DDIT4 iliskisine bakildiginda anlaml1 bir sonug elde
edilmemistir (D ve E). Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmus olup
istatiksel anlamlilik 2-y6nlii t-testi ile belirlenmistir (*: p<0.05; **: p<0.01; *** : p<0.001,
Fakx: p<0.0001)
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KRK siniflandirmasinda altin standartlar1 olusturan ve bu tez ¢alismasmin “1.1.6. KRK
Molekiiler Simiflandirmast” bashig1 altinda ayrintili olarak 6zelliklerine yer verilmis olan
konsensiis molekiiler alt tipler ve DDIT4 ifade dagilimi TCGA COAD-READ, GSE39582
ve GSE79460 verisetlerinde incelenmistir. Yiiksek MSI ve CIMP profili sergileyen, BRAF
mutasyonu bakimindan zengin olan CMSI1 alt tipinde DDIT4 ifade seviyesinin diger tiplere
gore daha yiiksek bir patern takip ettigi goriilmiistir (Sekil 5.16.). CMSI alt tipi ayni

zamanda sol lokalize timorlerde daha sik rastlanan bir tiptir.
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Sekil 5.16. DDIT4 ekspresyonu CMS1 KRK alt grubundaki ifade profili.
DDIT4 bu grupta istatistiksel olarak daha yiiksek bir ifade profili gostermektedir. (*: p<0.05;
*%: p<0.01; ***: p<0.001, ****: p<0.0001)

Birbirinden bagimsiz KRK verisetlerinde yapilan analizlerde; DDIT4’iin tiimor dokularinda,
normal dokulara kiyasla daha yiiksek ifade profili sergiledigi goriilmiistiir. Buna ek olarak,
genin yiiksek ekspresyon ifadesinin tiimor diferansiyasyon derecesi ve genel sagkalim ile
iliskili oldugu da cesitli verisetlerinde kanitlanmistir. Bu sonuglar, DDIT4’iin hastaligin koti
prognozuyla iligki olabilecegini diisiindiirtmektedir. Lokasyon bilgisi bulunan verisetlerinde
lokasyona bagli yapilan gruplandirmalarda, sag lokalize tiimorlerdeki DDIT4 ifade
seviyesinin sol kolona ve rektuma lokalize olmus tlimorlere gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksek ekspres edildigi goriilmiistiir. Sag kolorektal kanser tiimorlerinin
karakterlerinden olan sessil serrated adenomalardan tiiremeleri, yiiksek mikrosatellit
instabilitesi, yaygin CpG adaciklar1 metilasyon fenotipi, yliiksek BRAF mutasyon frekanslari
gibi ozellikler ile DDIT4 iliskisi arastirildiginda, timdor anatomik bolgesiyle ilgili ulagilan
bir onceki sonucu destekler nitelikte tutarli ve istatistiksel olarak anlamli ifade artislari
gozlenmistir. DDIT4 geni, sag lokalize KRK tiimorlerinde yiiksek ifadelenmekte ve sag

lokalize tiimorlerin agresif karakterleriyle de istatistiksel olarak iligkilendirilebilmektedir.
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Bunun yan sira, sol lokalize KRK tiimorlerde daha yaygin bulunan ¢esitli mutasyonlar ve
artmis kromozomal instabilite ile de bir dnceki sonucglar1 dogrular nitelikte negaif iligki
gostermektedir. Tiim bu bulgular diisiiniildiigiinde; DDIT4 geni KRK hastaligin prognozunu
etkileyen bir molekiil olma ve 6zellikle sag lokalize tiimorlere spesifik, prognostik dngdrii
saglayabilecek veya hedeflendiginde sag lokalize tiimdrlerin agresif fenotiplerini

etkileyebilecek bir biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip olabilir.

5.1.4. DDIT4 GENETIK DEGISIKLIiKLERI VE iFADE SEVIYESIi ARASINDAKI
ILiSKI

DDIT4 geni birgok KRK veri setinde tiimor Orneklerinde yiliksek ifade profili
gostermektedir. DDIT4’nin  genetik degisikliklerinin ve belirlenen kopya sayisi
degisikliklerinin arastirilmasi i¢in cBioPortal veri tabanindan yararlanilmistir. TCGA KRK
verilerinde yapilan incelemelerde, DDIT4’iin en ¢ok amplifikasyon ve sonrasinda kazang
(gain) seklinde kopya sayis1 artis1 yagsadigi goriilmiistiir (Sekil 5.17.A). Bu durum ifade
seviyesindeki artisin amplifikasyon ve gain sebebiyle olabilecegini diisiindiirmektedir.
Pearson korelasyon analizi sonucunda da kopya sayist degisiklikleri ile mRNA degisimleri
arasinda anlamli ama zayif bir korelasyon goriilmiistiir (Sekil 5.17.B). CNV (kopya sayis1
varyasyonu) artisinin DDIT4 mRNA ekspresyonuna giiclii bir sekilde yansimadigi, DDIT4
gen ekspresyon regiilasyonunun genetik degisikliklerle sinirli olmadigini; epigenetik,
transkripsiyonel veya post-transkripsiyonel diizeyde farkli mekanizmalarin da rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.17. KRK’da DDIT4 ekspresyonu ile CNV'ler arasindaki iligki.

A. Gen amplifikasyonun diger kopya sayist degisimlerinden daha fazla oldugu gortilmiistiir
(B). CNV ile DDIT4 gen ifadesi arasinda pearson korelasyon analizi yapilmis ve istatistiksel
olarak anlamli ama diisiik bir korelasyon (r=0.24) g6zlenmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001)

5.1.5. DDIT4 GENi; MTOR, P53 SINYAL YOLAGI, HiPOKSi, INFLAMASYON
ILE ILISKiLi BIYOLOJIiK SURECLER UZERINDEN KOLOREKTAL
KANSER GELISIiMI VE ILERLEMESINDE ETKI EDEBILIR

Bu noktaya kadar olan bulgularda; DDIT4’iin tiimor 6rneklerinde yiiksek ifade profiline
sahip oldugu ve baz1 agresif KRK karakterleriyle iligkili oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda bir diger analizimiz; DDIT4 geninin KRK patogenezindeki rolleri,
karsinogenez siirecinde hangi genler ile etkilesim i¢inde oldugunu ve bu genlerin hangi
yolaklarda GSE17536, GSE17537, GSE39582 ve TCGA-COAD/READ verileri
kullanilarak excel lizerinden “pearson correlation” analizi gergeklestirilmis ve aday
genlerimiz ile gen ifadesi agisindan korelasyon gosteren genler transkriptom verileri
izerinden belirlenmistir. Analizde r degeri i¢in esik degeri +0.6/-0.6 kullanilmis olup;
istatistiksel anlamlilikta da p<<0.05 kullanilmistir. DDIT4 ile korele bir sekilde yiiksek ifade
gosteren genler belirlenmis ve bu genler {izerinden EnrichR online araci kullanilarak
MSigDB Cancer Hallmark yolak analizi yapilmig ve DDIT4’nin KRK’de
tiimorogenezisdeki rollerine dair yeni kanitlar elde edilmistir. Analiz sonucunda, GSEA

analizleri ile uyumlu sonuglar elde edilmis olup; DDIT4 ile pozitif korelasyon gdsteren
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genlerin dort ayr1t KRK veri setinde hipoksi yolaginda zenginlesmesi dikkat ¢ekmistir. (Sekil
5.18.). Bu sonuglarda, EMT ve NF-kB aracili TNF-alpha KRK’de DDIT4’{in metastaz ve
invazyon ile iliskisi olabilecegini gostermektedir. Ciinkii bu iki yolak da hali hazirda hiicre
gociinde rol aldigi bilinen yolaklardandir. Bu sonuglarda, hipoksi yanit1 da hiicrelerin stress

adaptasyonunu ve dolayisiyla sag kalimini arttiran bir etkiye sahip olabilir.

A. . |I.e pozitif "?""as?’f’_" go.steren genlerin en anlamli B. DDIT4 ile pozitif korelasyon gosteren genlerin en anlamh
zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklari zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklar
(TceA) (GSE17537)
Hipoksi

Epitelyal Mezenkimal Gegis
Hipoksi

NF-kB aracili TNF-alpha Sinyalleme
Kompleman

inflamatuar Yanit

Glikoliz

NF-kB aracili TNF-alpha Sinyalleme
mTORCI1 Sinyalleme

Epitelyal Mezenkimal Gegis

E inflamatuar Yanit “3 3
- . " - mTORC1 Sinyalleme
= Apikal Yiizey = Glikoliz
= Reaktif Oksijen Tiirleri Yolagi 3
o o Apoptoz
> Kolesterol Homeostazi > IL-2ISTATS Sinyall
UV Yaniti (Down) K;?AS si l;nya eLrlne
IL-2/STATS Sinyalleme inyalleme (Up)
. P53 Yolagi
Adipogenez P i
Erken Ostrojen Yaniti Zagu fasyont
Miyogenez ! '_y ogonez
F T T 1 Miyogenez
0 -5 -10 15 F T T T 1
10 10 10 10 100 100 020 0% {040
p degeri p degeri
. - . " DDIT4 ile pozitif korelasyon gosteren genlerin en anlamh
C DDIT4 ile pozitif korelasyon gosteren genlerin en anlamh D. ) P N Y,. 9 ! 9
. . . e zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklarn
zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklari GSE39582
(GSE17536) ( )
. Hipoksi
NF-kB aracili TNF-alpha Sinyalleme "
Hipoksi mTORCI1 Sinyalleme
Epitelyal Mezenkimal Gegis NF-kB aracili TNF-alpha Smyal_lem'e
2 Glikoliz
Inflamatuar Yanit IL-2/STATS Sinyall
= IL-2/STATS Sinyalleme N ot a’; 5:_"""’ a;"’,e
K Glikoliz k- pitely: v lezenkimal Gegis
X 4 Inflamatuar Yanit
= Apoptoz = 53 Yolag!
g P53 Yolagt g KRAS Sin; ’l’l M Ug
KRAS Sinyalleme (Up) inyalleme (Up)
. Katlanmanus Protein Tepkisi)
Anjiyogenez Apoptoz
mTORC1 Sinyalleme Pop!
Kolesterol Homeostazi
Kompleman UV Yaniti (Up)
Allograft Rejeksiyonu P
Kolesterol Homeostazi Pog F T - T T 1
r T T T T 1 0 -5 -10 -15 -20 25
100 10 10-10 1015 1020 1025 10 10 10 10 10 10
p degeri p degeri

Sekil 5.18. Omik verisetlerin DDIT4 ile yapilan korelasyon analizleri.
TCGA-COAD/READ (A), GSE17537 (B), GSE17536 (C) ve GSE39582 (D) verisetlerinde
yapilan pearson korelasyon analizleri sonucunda DDIT4 ile pozitif korelasyon gosteren
genler (r>0.6) belirlenmis ve EnrichR aracilig1 ile yolak analizleri yapilmistir. EnrichR
tizerinden p<0.05 olan sonuclar anlamli kabul edilerek yolak listesi elde edilmis ve grafikler
GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmustur.

Kolorektal kanserde potansiyel olarak kritik rolii olabilecegi diisiiniilen DDIT4 geninin
fonksiyonel etkilesim agin1 daha derinlemesine incelemek amaciyla, iki farkl
biyoinformatik ara¢ (GeneMANIA ve STRING) kullanilarak in silico analizler
gerceklestirilmistir. Boylece, DDIT4 ile iliskili gen ve protein etkilesim agi ortaya

konmustur (Sekil 5.19.).
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GeneMANIA, biiylik 6lgiide transkript diizeyindeki ortak ekspresyon (co-expression) ve
genetik etkilesim verilerine dayanan, gen odakli bir perspektif sunarken STRING araci
protein odakli ve protein-protein etkilesim agini ortaya koymaktadir. Iki aractan da elde
edilen gen ve protein listeleri ayr1 ayr1 EnrichR araciligiyla yolak analizine sokulmustur.
GeneMANIA transkripsiyonel boyutta DDIT4 ile paralel ifade profili sergileyen genlerin
listesini verirken, STRING aract DDIT4’iin daha fonksiyonel boyuttaki etkilesimlerini
verdigi i¢in iki listeden de elde edilecek yolak analiz sonuglart DDIT4’ilin hangi hiicre i¢i
mekanizmada nasil bir 6nem barindirdigina dair 6nemli bir kaynak olacaktir. Bu dogrultuda
yapilan analizler sonucu iki listenin de hipoksi, p53, mMTORC1 gibi 6nemli yolaklarda ortak
olarak zenginlesme gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 5.20.). Bazi yolaklar ise transkriptomik ve
proteomik boyutta farklilik gostermektedir ve bu noktada DDIT4’iin fonksiyonel

mekanizmasini anlamak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 5.19. GeneMANIA tarafindan belirlenen gen-gen etkilesim ag1 (A) ve STRING'den
tiiretilen protein-protein etkilesim ag1 (B).
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A. GeneMANIA araciligiyla DDIT4 ile iligkili bulunan 50 genin B. String araciligiyla DDIT4 ile iligkili bulunan 50 proteinin

zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklari zenginlesme gosterdigi MSigDB Hallmark yolaklari
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Sekil 5.20. GeneMANIA ve STRING yolak analizleri.

GeneMANIA (A) ve STRING (B) araciligiyla elde edilen gen ve protein listelerinin EnrichR
tizerinden p<0.05 olan sonuglar anlamli kabul edilerek yolak listesi elde edilmis ve grafikler
GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmustur.

52. DDIT4 YUKSEK 1IFADESININ KRK HASTA DOKULARINDA
ARASTIRILMASI

5.2.1. DDIT4 iIFADESININ TAZE DONDURULMUS TUMOR VE ESLi NORMAL
DOKULARINDA RNA SEVIYESINDE INCELENMESI

Bu calismanin bir parcasi olarak, literatiir ve biyoinformatik analizlerle aday gen olarak
belirlenen DDIT4’lin kolorektal kanser (KRK) dokularinda artan ifadesinin deneysel
dogrulamasi (validasyonu) amaciyla ger¢ek zamanl kantitatif PCR (qRT-PCR) analizleri
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, toplam 30 KRK hastasindan elde edilen tiimdr dokusu
(n=30) ve es zamanli (matched) normal dokular (n=30) olmak iizere toplam 60 biyolojik

ornek incelenmistir.

Her bir 6rnek i¢in RNA izolasyonu yapildiktan sonra, Nanodrop spektrofotometresi ile RNA
konsantrasyon ve saflik dl¢iimleri gergeklestirilmistir. Olgiilen RNA konsantrasyonlarimin,
gRT-PCR deneyleri i¢in yeterli diizeyde oldugu belirlenmistir. Saflik degerlendirmesinde
kullanilan 260/280 ve 260/230 oranlar1 da Ek 3’te gosterildigi lizere beklenen araliklarda
bulunmus ve tiim 6rneklerin nitelik ve nicelik agisindan uygun oldugu saptanmistir. Bu
sayede, Orneklerin tamaminin ileri gen ifade analizlerinde kullanilabilecegi sonucuna

varilmastir.
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qRT-PCR yoluyla elde edilen Ct (cycle threshold) degerleri, AACt yontemine gore analiz
edilmis ve kat artis1 (fold change) degerleri hesaplanmistir. Esli normal dokular referans grup
olarak kabul edilmistir. Istatistiksel analizler, GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA) kullanilarak degerlendirilmis; p<0,05 diizeyinde anlamlilik kabul edilmistir.

DDIT4 ifadesi, tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla anlamli derecede artmistir (Sekil
5.21.) Biyoinformatik analizlerle saptanan DDIT4’lin yiiksek ifade diizeyi, calisma
kapsaminda toplanan KRK hasta ve esli normal doku orneklerinde de qRT-PCR ile

dogrulanmustir.

* %k

» o
] |

DDIT4 ekspresyon seviyesi
T

Normal Tumor
n=30 n=30

Sekil 5.21. DDIT4’un tiimor dokularinda qRT-PCR ile validasyonu.

DDIT4’iin artmis gen ifade seviyesinin tez kapsaminda toplanan kolorektal kanser hasta ve
esli normal doku orneklerinde qRT-PCR ile validasyonu yapilmistir. Sonuglar esli normal
dokulara kiyaslanarak gosterilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir.
(p<0.05 *, p<0.01 ** p<0.001 *** ns istatistiksel olarak anlamli degil.

Biyoinformatik analizlerde bulunan DDIT4 ve sag yerlesimli kolorektal kanserin iliskisi tez
kapsaminda toplanan taze dondurulmus dokulardan olusturulan 30 timor Ornegi igeren
kohortta da c¢alisildi. Yapilan analizler sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmadi. Ancak, sag lokalize tiimorlerin (5) sol lokalize tiimorlere (25) gore daha az
sayida olmasina ragmen grafik iizerinde sag lokalize tiimorlerdeki DDIT4 ifade seviyesinde

bir artis motifi gézlenebilmektedir.
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Sekil 5.22. DDIT4’iin artmis gen ifade seviyesinin tez kapsaminda toplanan kolorektal
kanser hasta doku 6rneklerinde sa-sol kolon qRT-PCR ile karsilastirmasi.

Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir. p<0.05 *, p<0.01 **, p<0.001 ***, ns
istatistiksel olarak onemli degil (not significant) olarak ifade edilmistir.

DDIT4 i¢in calisma kohortunda gen ifade seviyesinin durumu yine yas, cinsiyet, timdr
derecesi ve evresi ile tiimdr derinligi (T evre), Nod sayisinda (N evre) da ayica
degerlendirdik. Bu analiz sonucunda DDIT4 ekspresyonunun ileri evre kanser hastalarinda
istatiksel anlamli olarak daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir (Sekil 5.23.). Daha biiyiik
tiimor boyutuna sahip T3&T4 grubunda anlamli bir degisiklik olmaz iken; yiiksek DDIT4
ekspresyonunun artmis lenf nodu sayis1 (N1-N3'e kars1 NO) (Sekil 5.23.F) ile iligkili oldugu
goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 5.23. Artmis DDIT4 ifadesi kolorektal kanser hastalarinda ileri evre ve ileri N evre ile
korelasyonu.

Kolorektal kanser hastalarinda DDIT4 ekspresyonu ile (A) yas, (B) cinsiyet, (C) timor
derecesi (D) TNM evresi, (E) tiimor derinligi ve (F) lenf nodu sayisi arasindaki iligki.
Grafikler, GraphPad Prism 6.0 kullanilarak olusturulmustur. *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001
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5.2.2. DDIT4 iFADESININ FFPE TUMOR DOKULARINDA RNA SEVIiYESINDE
INCELENMESI

Bu c¢alismada, daha once Siilgiin Charyevva tarafindan “Kolorektal Kanserde Aday
Prognostik Biyobelirteclerin Arsiv Materyallerinde Dogrulanmasi” (Charyyeva, 2021)
baslikli tez kapsaminda toplanan formalinle fikse, parafine gdmiilmiis (FFPE) dokulardan
sentezlenen cDNA o6rnekleri, DDIT4 gen ifadesinin sag/sol kolon yerlesimi ile iliskisini
arastirmak amaciyla qRT-PCR analizinde kullanilmistir. Toplamda 63 sag ve 63 sol
kolorektal kanser 6rnegi incelenmis; elde edilen Ct degerlerinden AACt yontemiyle kat artisi

(fold change) verileri hesaplanmustir.

[k olarak, sag (n=63) ve sol (n=63) kolon tiimérlerinden elde edilen cDNA &rneklerinde
DDIT4 ekspresyonu karsilastirilmistir. Sag yerlesimli tiimorlerde genel olarak beklenen
trend goriilmekle birlikte hesaplanan ekspresyon degerleri, istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gostermemistir (p>0,05) (Sekil 5.24.).

Kolon (sag+sol) ve rektum tiimorleri arasinda da benzer bir karsilastirma yapilmis; DDIT4
ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p
> 0,05). Aym sekilde sag-sol-rektum seklinde {iclii gruplandirmada da belirgin bir ifade

farklilig1 saptanmamagtir.
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Sekil 5.24. KRK hastalarina ait FFPE doku drneklerinden elde edilen cDNA’larda yapilan
gRT-PCR g¢aligmasi.
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Daha ayrintili bir lokalizasyon analizi i¢in, drnekler Sekil 2.3.B.’de verildigi gibi rektum,
c¢ikan kolon, inen kolon, ¢ekum, transvers kolon ve sigmoid kolon gibi spesifik anatomik
segmentlere gore yeniden gruplandirilmistir. Bu alt gruplar arasinda yapilan istatistiksel
analizler, yalmizca ¢ekum ve sigmoid kolon lokalizasyonlari arasinda yapilan t-test
sonucunda; ¢ekumda yer alan 6rneklerin DDIT4 ekspresyon seviyesinde anlamli bir artig
(p<0,05) oldugunu gostermistir. Diger segmentler arasinda yapilan ikili karsilagtirmalar
veya ANOVA testi sonucu ise ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. S6z konusu ¢ekum 6rneklerinde DDIT4 ekspresyonunun yiikselmis olmasi,
sag kolon alt bolgesi igerisinde daha spesifik bir konumun biyolojik olarak farkli bir

mikrogevreye veya molekiiler imzaya sahip olabilecegini akla getirmektedir.
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Sekil 5.25. DDIT4 sag kolonun segmentlerinden ¢ekumdaki ifade seviyesi

Ayn1 FFPE 6rnek kohortunda, klinik verileri mevcut olan hastalarin hastaliksiz sagkalim
(DFS) ve genel sagkalim (OS) siireleri, DDIT4 yiiksek ve diisiik ifade gruplar1 arasinda
karsilastirilmig; ancak istatistiksel agidan anlamli bir iliski belirlenmemistir (p>0,05).
Benzer sekilde, tiimoriin evre (stage) ve grade bilgileri ile DDIT4 ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir korelasyon saptanamamistir. Ayrica, niiks veya metastaz durumu
degerlendirildiginde de DDIT4 ifadesinin bu klinik parametrelerle tutarli bigimde iliski
gostermedigi gézlenmistir (p>0,05) (Sekil 5.26.).
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Sekil 5.26. Artmis DDIT4 ifadesi kolorektal kanser hastalarinda farkli parametrelerle
korelasyonu.

Kolorektal kanser hastalarinda DDIT4 ekspresyonu ile (A) yas, (B) cinsiyet, (C) timor
derecesi (D) TNM evresi, (E) lenf nodu sayis1 arasindaki iliski. Grafikler, GraphPad Prism
6.0 kullanilarak olusturulmustur. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. Sag kalim bilgisi olan
hastalarda genel sag kalim (F) ve hastaliksiz sag kalim (G) Kaplan-Meier grafikleriyle
incelenmistir. Metastaz bilgisi olan hastalar metastaz bakimindan degerlendirilmis (H),

5.2.3. DDIT4 iIFADESININ TAZE DONDURULMUS TUMOR VE ESLi NORMAL
DOKULARINDA PROTEIN SEVIYESINDE INCELENMESI

Bu caligmada, DDIT4 geninde saptanan yiiksek transkript seviyelerinin protein diizeyinde
de dogrulanabilmesi amaciyla Western blot analizi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda,
toplam 30 kolorektal kanser (KRK) hastasindan elde edilen tiimor (n=30) ve esli normal
(n=30) taze dondurulmus doku orneklerinden toplam 60 Ornegin protein izolasyonu

basartyla tamamlanmistir. Proteomik analizlere uygun olarak gergeklestirilen izolasyon
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protokolii sonucunda elde edilen proteinler, protein konsantrasyonu olgiimleri ile
degerlendirilmis (Ek 4); tim 6rneklerin Western blot ¢alismasi i¢in yeterli ve nitelikli oldugu

belirlenmistir.

Sekil 5.27.’de, 01-30 numarali timor ve ilgili esli normal doku 6rneklerinden elde edilen
protein lizatlarinin Western blot sonuglar1 goriilmektedir. Her bir hastaya ait timor 6rnegi,
ilgili esli normal dokuyla birlikte “tlimor-normal” ikilisi seklinde yiiklenmig ve aktin protein
seviyeleri, ylikleme kontrolii olarak kullanilmistir. DDIT4 bant yogunluklarinin, normal
dokulara kiyasla tiimor orneklerinde belirgin bir artis gosterdigi gézlemlenmistir. Her bir
ornekte genel olarak doku 6rnek materyali de diislinlildiglinde aktin miktar1 benzer diizeyde

saptanmis, boylece ylikleme miktarlar1 arasinda 6nemli farklilik olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 5.27. DDIT4 proteini western blot goriintii sonuglari.

34 kDa
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Tiimor-esli normal sirasi takip edilerek yiiklenmistir. Housekeeping olarak beta-actin tercih
edilmis ve her bir 6rnege ait beta-actin bantlari, ilgili 6rnegin altinda verilmistir. Hedef
protein DDIT4 34kDA’da bant verirken referans protein beta-actin ise 43 kDa’da

gorilintiilenmistir.
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53. DDIT4 YUKSEK IiFADESININ KRK VE NORMAL EPITEL HUCRE
SERILERINDE VALIDASYONU

Bu tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen biyoinformatik analizler ve toplanan hasta
dokularinda DDIT4’iin KRK tiimor 6rneklerinde saglikli 6rneklere gore daha yiiksek ifade
profili sergiledigi goriilmiistiir. Bu bulgular1 valide etmek amaciyla, DDIT4 ifade seviyesi
normal epitel hiicre ve 3 farkli KRK hiicre serisinde hem RNA hem de protein seviyesinde

incelendi.

53.1. DDIT4 IFADESININ HUCRE SERILERINDE RNA SEVIYESINDE
INCELENMESI

Hiicre serilerinden izole edilen RNA’lar {izerinde yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda,
DDIT4’iin HCT116, SW480 ve LoVo kolorektal kanser hiicre hatlarinda, saglikli kontrol
CCD841 e kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek ifade profili sergiledigi
goriilmiistiir. Veriler istatistiksel olarak ACt diizeyinde analiz edilmis, sonuglar 2*-AACt

olarak gosterilmistir (Sekil 5.28).
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Sekil 5.28. DDIT4’un KRK hiicre serileri (HCT116, LoVo ve SW480) ve saglikli kontrol

kolon hiicre serisindeki (CCD841) ifade seviyesi.
DDIT4 ifade seviyesinin HCT116, LoVo ve SW480’de istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde yiiksek ifade profili sergiledigi goriilmiistiir. (*: p<0.05, **: p<0.001, ns: not
significant (anlamli bir degisim gozlenmemistir)

5.3.2. DDIT4 iFADESININ HUCRE SERILERINDE PROTEIN SEVIYESINDE
INCELENMESI

Hiicre serilerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blot analizi sonucu, DDIT4’iin
HCT116, SW480 ve LoVo kolorektal kanser hiicre hatlarinda, saglikli kontrol CCD841°e
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yliksek ifade profili sergiledigi
goriilmiistir. SW480 KRK hiicre hattinda ise normale kiyasla anlamli bir ifade degisimi
goriilmemistir. Veriler istatistiksel olarak ACt diizeyinde analiz edilmis, sonuglar 2*-AACt

olarak gosterilmistir (Sekil 5.29.).
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Sekil 5.29. Kolorektal kanser (HCT116, SW480, LOVO) ve normal kolon epitel

hiicrelerinde (CCD841) DDIT4 western blot ¢alismasi.

Proteinler higbir uygulama olmayan kiiltiirdeki hiicrelerden izole edilmis ve Western blot
yontemiyle incelenmistir. Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Hedef protein
DDIT4 34kDA’da bant verirken referans protein beta-actin ise 43 kDa’da goriintiilenmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

DDIT4 geni, DNA hasar1 ve hipoksi gibi farkli stres kosullarina yanit olarak ifade edilen bir
gen olarak kanser aragtirmalarinda giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir. Meme, akciger,
prostat, glioblastoma ve renal hiicreli karsinom gibi ¢esitli solid tiimorlerde normal dokulara
kiyasla artmis DDIT4 ekspresyonu; hipoksik tiimor mikrogevresi ve tedavi direnci gibi
stireclerle iligkilendirilmistir. Benzer sekilde, akut miyeloid 16semi (AML) ve bazi1 lenfoma
tiirlerinde de DDIT4 seviyelerinin yiiksek oldugu, hastalik ilerlemesi ve kemoterapiye direng
acisindan 6nemli rol oynadig rapor edilmistir (109). Ote yandan, baz1 kanser tiplerinde,
ornegin 6zofagus kanserinde, DDIT4 seviyesinde artig iyi prognozla iligkilendirilmektedir
(109). Ek olarak, DDIT4 mTOR sinyalini baskilayarak hiicre proliferasyonunu yavaglatmasi
ve apoptozu tetiklemesi sayesinde zaman zaman anti-tiimor etki de sergileyebilmektedir
(110). Bu farkli sonuglar, DDIT4 ekspresyonunun ve prognostik éneminin kansere bagl
olarak biiyiik ol¢lide degisebildigini, ayrica DDIT4'in her bir kanserdeki benzersiz roliiniin

daha ayrintili olarak belirlenmesi gerektigine isaret etmektedir.

Kolorektal kanser 6zelinde ise DDIT4 ifadesi ve biyobelirteg ile terapotik potansiyeli
tizerindeki bilgiler sinirh diizeydedir. Dogrudan KRK ve DDIT4 {izerinde sadece 2 ¢aligma
mevcuttur ve ayni gruba aittir. 2021 yilinda yayinlanan bu 2 ¢alismanin ilkinde Fattahi ve
ark., KRK iizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada, KRK'de disregiile ¢esitli RNA'lar
(mRNA, miRNA ve long non-coding RNA) biyoinformatik yontemlerle belirlenmis, qRT-
PCR ile hasta dokularinda ve kanser kok hiicrelerinden tiiretilen sferoidlerde dogrulanmis
ve bu RNA'larin ekspresyon seviyeleri ile klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iliskiler
incelenmistir. Biyoinformatik analizler kapsaminda DDIT4, TPTEP1 ve miR-181d-5p
ekspresyonunda anlamli bir artis gézlenirken, SULF1 ve miR-148b-3p seviyeleri KRK
dokularinda azalmis olarak saptanmustir.(111). Yine ayni1 ekibin yine benzer sekilde yaptigi
ve KRK’da farkli ifade edilen genlerin tespiti ile basladiklar1 ¢caligmada devaminda yiiksek
ifade edilen genler iizerinde gergeklestirdikleri PPI-network analizleri ile 29 geni, ortak
olarak yukar1 diizenlenmis DEG'lerin hub genleri olarak sonraki analizler igin
belirlemislerdir. Devaminda bu 29 gen iizerinden gergeklestirdikleri KEGG ve gen ontoloji

analizleri sonucu 3 aday gen (MET, DDIT4, ve SERPINBS) belirlemisler; ancak yeterince
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saglam olmayan bir gerekce ile DDIT4 genini aday belirte¢ olarak se¢mislerdir.
Calismada; 198 KRK ve 39 bitisik normal dokusunda yapilan immiinohistokimya ¢aligmalari
sonucunda DDIT4’{in niikleer ekspresyonunun tiimor - normal dokular arasinda, evre 2 - 3
arasinda ve grade 1 - 2 arasinda anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada, DDIT4
ifade seviyesinin sag kalim ile herhangi bir iligkisi bulunamamistir. Calismada DDIT4’iin
niikleer ifadesinin prognoz iizerinde etkisi olabilecegi one siiriilse de ¢ekirdekte etki ettigi
mekanizmalarin tam olarak bilinmediginden ve DDIT4’iin prognostik Oneminin
vurgulanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugundan bahsedilmistir (15). DDIT4
ve KRK hiicreleri iizerinde yapilan bir baska calismada ise hipoksik sartlar altinda
DDIT4’iin dolayl olarak HIF 1 a birikimini arttirarak hiicrelerde otofaji aracili hayatta kalma

mekanizmasinda gorev alarak kanser hiicrelerinin sag kalimin1 arttirdigr belirtilmistir (112).

Goriildiigii tizere kanserde DDIT4’iin farkl1 rolleri, kanser spesifik etkilerinin degiskenlik
gosterebilmekte ve KRK o6zelinde yeterli ve kapsamli calisma bulunmamaktadir. Bu
dogrultuda hem KRK patogenezindeki potansiyel mekanistik rolii hem de biyobelirteg ve
terapotik potansiyellerinin anlasilabilmesi i¢in DDIT4 geni ifade degisimi ve olas1 biyolojik
etkileri tez calismasi1 kapsaminda biyoinformatik, in vitro ve KRK hasta doku 6rnekleri ile

degerlendirilmeye calisilmistir.

Bir genin biyobelirte¢ olabilmesi ic¢in Oncelikle hastaligin klinik sonuglariyla (6rnegin
sagkalim siiresi, metastaz gelisimi, niiks riski) tutarli ve anlamli bir korelasyon gostermesi
gerekir. Bu korelasyon, genin ekspresyon seviyesi veya mutasyon durumuyla ortaya
cikabilir ve kotii ya da iyi prognozu isaret edebilir. Ayn1 zamanda laboratuvarlar ve ¢alisma
gruplar1 arasinda tekrarlanabilir, giivenilir bir dl¢lim ydntemine sahip olmak kritiktir; bu
sayede elde edilen sonuglarin bir merkezden digerine tutarli bigimde aktarilmasi saglanir.
Genin KRK patogenezine dahil mekanizmalarda rol oynadiginin gosterilmesi de 6nemlidir.
Son olarak, s6z konusu genin c¢ok sayida hasta kohortunda (farklt merkezler, farkl
popiilasyonlar) degerlendirilerek klasik klinik ve patolojik risk faktorlerinden bagimsiz
olarak prognostik degerini korudugunun istatistiksel analizlerle dogrulanmasi, klinik

uygulamada yer alabilmesi i¢in 6nemli bir adimdir.
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Transkriptomik Veri Setlerindeki Tiimor Dokularinda DDIT4 Ifade Profili Analizi

Biz de bu kapsamda; oncelikle, DDIT4’iin KRK’de biyobelirteg potansiyelini

degerlendirmek icin farkhi ve bagimsiz KRK veri setlerinde genin ifade seviyesini

arastirdik. Yaptigimiz analizlerde DDIT4’1in farkli KRK veri setlerinde istikrarli bir sekilde
tiimor orneklerinde yiiksek ifadelendigini gordiik. TCGA-COAD/READ veri seti ve GEO
veri tabanindan elde ettigimiz bagimsiz, farkli merkezlerden ve farkli hasta gruplarindan
olusan 14 veri setinde de DDIT4 tiimor orneklerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

yuksek ifadelenmektedir (Sekil 5.1.).
Prospektif Hasta Kohortu ve Hiicre Hatlarinda DDIT4 Ifade Profili Analizi

Biyoinformatik analizler kapsaminda elde ettigimiz yiiksek DDIT4 ifadesinin validasyonu
genin biyobelirte¢ potansiyelinin desteklenmesi agisindan 6nemli olacakti. Bu dogrultuda
tez calismasi kapsamimda topladigimiz ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci
Hastanesi merkezli 30 hastadan alinmis taze dondurulmus 30 tiimor 30 esli normal 6rnegi
iceren hasta kohortumuzda da DDIT4 ifade seviyesinin veri setlerinde yapilan analizleri
dogrular nitelikte tiimor 6rneklerinde yliksek mRNA ifade seviyesi sergiledigi bulunmustur
(Sekil 5.21.). Yine ayn1 kohorttaki dokulardan izole edilen proteinlerde yapilan western blot
caligmalar1 sonucunda da (Sekil 5.27.). DDIT4’iin timér 6rneklerinde daha fazla protein
seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bagimsiz veri setlerinde ve kendi kohortumuzda
yaptigimiz bu c¢alismalar1 valide etmek amaciyla hiicre hatlarinda da DDIT4 mRNA ve
protein seviyeleri incelenmis olup DDIT4’iin 3 farkli KRK hiicre hattinda, normal hiicrelere
gore yliksek mRNA ve protein seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.28. ve Sekil
5.29.). Bu bulgular, klinik korelasyon acisindan onemli olup, DDIT4’iin farkli
popiilasyonlarda hem hasta dokularinda hem de farkli hiicre hatlarinda, mRNA ve protein

seviyelerinde kolorektal kanser tiimorleri igin tutarh bir sinyal verdigini gostermektedir.

[fade degisimi degerlendirmesi agisindan hem in vitro hem hasta doku drneklerinde hem de
ayni anda mRNA ve protein seviyesinde degerlendirme yapan ilk ¢alisma olarak genin
KRK’da ifade degisim yoniine ilgili literatiir i¢in destekli bir katk1 sunulmus olacaktir. Ifade
degisimi agisindan Fattahi ve arkadaslarinin 2021 yili caligmalar1 ile KRK’da yiiksek ifade
degisimi acisindan uyumludur (15,111). Bununla birlikte Li ve arkadaslarinin 2019 tarihli
caligmasinda tek bir KRK hiicre serisinde (HCT116) DDIT4 ifadesini kontrole gore diisiik
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gostermislerdir. Oysa ayni hiicre hattinda biz normal kolon epitel hiicresine gére DDIT4
ifadesini yiiksek oldugunu tespit etmistik. Bu ¢alisma dogrudan KRK ve DDIT4 analizi
degildir. Li ve arkadaslarinin 2019 tarihli bu ¢alismasinda temel olarak “Lysine-specific
demethylasel (LSD1)”’in insan kanserlerinde asir1 eksprese oldugu, kotii prognozla
iliskilendirildigi ve LSDI inhibitorii ZY0511’in biyolojik aktivitesi ortaya koyduklari
calismalarinda DDIT4’iin LSD1’in downstream hedefi oldugu ve inhibitoriin etkisiyle
kanser hiicresi biiylimesinin inhibisyonun DDIT4-mTORCI yolu araciligiyla indiiklendigini
ifade etmislerdir. Bu ¢alisma genel olarak kanserde ZY0511’in etkisine odaklanmis olmakla
birlikte kolorektal kanser icin tek bir hiicre hattinda (HCT116) DDIT4 ifadesinin
baskilandiginda hiicre proliferasyonunun arttigini gostermislerdir. Ayrica western blot ile
mTOR/p-mTOR ve p-P70S6K protein seviyesindeki degisimleri irdelemislerdir (113). Bir

hiicre _hattindaki bulgularin kanser gibi dogasinda biiyiik bir heterojenite barindiran

karmasik bir hastalik i¢in sonuclar tiim kolorektal kanser biinyesinde degerlendirmek yanlis
yorumlar ve ¢ikarimlar yapilmasina neden olabilir. Hastalar arasi tiimor Orneklerinde
mutasyonlar, gen ifade degisimleri, epigenetik degisiklikler, gen-gen ya da gen-mikrogevre
etkilesimlerinde farkliliklar olabilmekte bu da hastalarin prognozundan tedavi yanitlarina
kadar degiskenliklere sebebiyet verebilmektedir. Bu noktada DDIT4 ifadesinin gercekte
kolorektal kanserde siklikla nasil degistigi, hangi timor profilinde nasil davrandigi veya
kanser baslangi¢c durumunda veya ilerlemesinde farkli m1 davrandigi (TGF- gibi) ya da
hangi molekiiller veya yolaklar ile etkilesimde bulundugu ve bu etkilesim sonucu ifadesinde
degisimler olup olmadig1 agik degildir. Calismamiz ile bu bosluga katki saglayabilecegimizi
diisiinmekteyiz. Analizlerimizde hem 3 farkli KRK hiicre serisi hem de hasta doku 6rnekleri
ile hem RNA hem de protein seviyesinde analizler gerceklestirilmis ve 14 farkli bagimsiz
kohortta DDIT4 ifadesinin KRK’da yiiksek ifadelendigini gosterdik. Bu baglamda farkh

boyuttaki analizler ile genin KRK o6zelindeki ifade degisimine yonelik etki icin daha

destekli ve giiclii bir semada literatiire katki sunacagimizi diisiinmekteyiz.
DDIT4’iin Prognostik Biyobelirte¢ Potansiyeli

DDIT4’iin prognostik oOnemini degerlendirmek icin DDIT4 ifade seviyesi ve
klinikopatolojik faktorler arasindaki iligskiyi inceleyerek gergeklestirdik. Evre bilgisi olan
GEO veri setlerinde DDIT4 ifade seviyesi farkli patolojik evrelerde incelenmis olup 3 veri

setinde farkli evrelerde anlamli ifade seviyesi de8isimi gozlenirken, 3 veri setinde ise
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herhangi bir degisim olmadigi gozlenmistir (Sekil 5.3.). Kendi hasta kohortumuzda,
ornekleri erken evre ve ileri evre diye 2 gruba ayirdigimizda DDIT4 mRNA seviyelerinin
ileri evre KRK dokularinda daha yiiksek ifadelendigini gordiik (Sekil 5.23.). Lenf nodu
metastaz durumu incelendiginde ise N=0 orneklere kiyasla lenf nodu metastazi olan
hastalarin daha yliksek DDIT4 ifade seviyesine sahip oldugu goriilmiis ve Fattahi ve ekibinin
daha 6nce RNA later ile toplanan dokularda buldugu sonugtan (111) farkli bir sonug elde
edilmistir. Bu fark, RNA later’in dokunun i¢ kisimlarina niifuz edene kadar hiicrelerin
kaldig1 stres durumundan dolay1 stres geni olan DDIT4’iin ifade seviyesinin degismesi
sebebiyle olabilecegi gibi drneklemin olusturuldugu popiilasyonlarin etnik farkliliklarindan
dolay1 da olabilir. Lenf diigtimleri, bagisiklik sisteminin bir parcasidir ve kanser hiicrelerinin
viicutta yayilmasinda onemli bir rol oynar. Lenf nodu tutulumu olmayan dokularla olan
dokular arasinda DDIT4 ifade seviyesinin fark gostermesi, kanserin ilerlemesi ve lenf nodu
tutulumu agisindan, dolayis1 ile kotii prognoz acgisindan, DDIT4’iin potansiyel bir
biyobelirteg (ya da ilgili mekanizmalarin bir parcasi) olabilecegini diislindiirtmektedir.
Timor diferansiyasyonuna bakildiginda ise, 2 farkli GEO veri setinde, DDIT4’{in
farklilasma derecesine gore anlamli bir seviye degisikligi gosterdigi goriilmistiir (Sekil 5.4.).
Diferansiyasyon derecesi ile DDIT4 iliskisine baktigimizda ise elimizde yalnizca grade 2 ve
3 ornekler bulundugu i¢in karsilagtirmalar bu iki grup arasinda yapildi ve anlamli bir degisim
gozlenmedi (Sekil 5.23.). DDIT4’iin yiiksek ifade profilinin hastalarin sag kalimi ve niiks
ile de iliskili oldugu biyoinformatik analizlerle ortaya konmustur (Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.).
Kendi kohortumuzun sag kalim ve niiks takipleri zamanlama agisindan yapilmamis ve bu
parametrelerin DDIT4 ile iligkisi incelenememistir. Buraya kadar elde edilen tiim veriler
birlikte degerlendirildiginde, DDIT4’{in KRK tiimdrlerinde, karisnogenez ile birlikte artig
gosteren ve kanser evrelemesinde prognostik bir biyobelirteg¢ olarak degerlendirilebilecegi
diistiniilmektedir. Literatiir incelediginde her ne kadar etkilerine yonelik farkli sonuglar elde
edilmis olsa da genel olarak DDIT4’ilin onkogenik ve prognostik degeri desteklenmektedir.
Li ve arkadaslarinin 2024 yili calismasinda DDIT4%in yiiksek ekspresyonunun kotii
prognozla iliskili oldugu, PI3K-Akt sinyal yolaklarini1 ve apoptozu etkiledigi, hiicre dongiisii
gecisini baskiladigi, immiin infiltrasyonla baglantili oldugu ve akut myeloid 16semide
(AML) hem prognostik bir biyobelirtec hem de potansiyel bir terapdtik hedef olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (109). Yine Zhao ve arkadaslarinin 2024 tarihli calismasinda

prostat kanser metastaz tahmininde potansiyel bir biyobelirteg olarak onerilmis (114), Song
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ve arkadaglar1 ise yliksek DDIT4 ekspresyonunun akciger adenokarsinomu (LUAD)
hastalarinda daha kisa genel sagkalimla iligkili oldugunu ve DDIT4'lin bagimsiz bir sagkalim
prediktori olarak kullanilabilecegi gostermislerdir (115). Orun ve ekibinin yaptig1 46 ileri
evre rektum kanseri iizerinde yapilan calismada, tedavi silirecinde olan veya tedavi sonrasi
evrede bulunan rektum kanseri hastalar1 kullanilmis, patolojik tam yanit, lokal niiks ve
sagkalim verileri analiz edilerek, gen ekspresyon seviyeleriyle iliskiler degerlendirilmistir.
Sonuglara gore, p53 disindaki proteinlerin prognostik bir 6nemi bulunamamis; ancak de
DDIT4’iin makalede bahsi gecen diger bazi proteinlerle birlikte (PTEN ve NOXA) terapotik
uygulamalara rehberlik edebilecek potansiyel belirteclerden biri olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(116).
DDIT4’un Sag ve Sol Yerlesimli Kolon Tiimorlerindeki Ifade Profili Analizi

Kolorektal kanserde sag ve sol yerlesimli tiimdrler arasinda klinik, molekiiler ve prognostik
olarak ciddi farkliliklar bulunmaktadir. Sag kolon tiimoérleri (6zellikle ¢cekum ve ¢ikan kolon
bolgesi), genellikle daha ileri yasta, kadinlarda ve miisindz/mikrosatellit instabilitesi (MSI)
veya BRAF mutasyonuna sahip tiimor 6zellikleriyle dikkat ¢ekerken, sol kolon tlimdrleri
(inen kolon, sigmoid ve rektum bolgeleri) siklikla mikrosatellit stabilitesi (MSS) ve KRAS
mutasyonlart gibi farkli genetik 6zelliklerle iligkilendirilir. Sag kolon tiimoérlerinde immiin
infiltrasyon ve MSI yiiksekligi gibi durumlar, immunoterapiye yaniti etkileyebilmekte ve bu
ylizden sag ve sol kolon tiimorleri, sistemik tedavilere (kemoterapi ve hedefe yonelik
tedaviler) farkli yanit verebilmektedir. Bunun yani sira sag tarafli timorler cogu zaman daha
gec tan1 almakta ve klinik seyir agisindan gorece daha kotii bir prognoza sahip olmaktadir.
Bu farkliliklar, kolorektal kanser yonetiminde tedavi stratejilerinin tiimdriin yerlesim yerine
gore Ozellestirilmesi gerektigini vurgulamaktadir. KRK’de lokasyonun hastaligin seyri ve
tedavisi lizerinde ciddi bir belirte¢ olmasi, DDIT4 genini de lokasyona bagimli sekilde analiz

etme fikrini akillara getirmistir.

Bu kapsamda, lokasyon bilgisi olan bagimsiz GEO verisetlerinde DDIT4 ifade seviyesi
incelenmis ve sag lokalize KRK orneklerinde DDIT4’{in istikrarl bir sekilde anlamli bir
artis gosterdigi gorilmiistiir (Sekil 5.9.). Bagimsiz 6 veri setinde aldigimiz bu sonug
DDIT4’lin sag tutulumlu tiimorler icin bir belirte¢ olabilecegini diistindlirtmiistiir.

Devaminda, sag lokalize tiimdrlerin karakterlerinden olan mikrosatellit instabilitesi (MSI),
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DNA hasar tamir mekanizmas1 bozuklugu (dAIMMR), CpG adaciklar1 metilasyon profili
(CIMP) ayn ayr1 degerlendirilmis ve DDIT4’lin yiiksek ifade profilinin sag lokalize
tiimorlerde yaygin gozlenen bu karakterlerle iliskili oldugu bulunmustur (Sekil 5.10, Sekil
5.11., Sekil 5.12.). KRK’de mikrosatellit instabilitesi, prognoz ve tedavi se¢imi agisindan
kritik 6neme sahiptir. MSI yiiksek (MSI-H) tiimorler genellikle daha iyi sagkalim ve
immiinoterapiye (6rn. PD-1/PD-L1 inhibitorleri) yiiksek duyarlilik gdsterir. Lynch
sendromu (HNPCC) ile de iligkili olan MSI, MMR gen mutasyonlarina isaret eder.
DDIT4’iin MSI ile yiiksek iligkisi, bu bakimdan 6nemli bir prognostik belirteg olabilir veya
hedeflendigi durumda MSI siddetini degistirerek KRK’in agresif prognozunu etkileyebilir.
DDIT4 gibi, CIMP+ ile iliskili bir gen profili, bu spesifik CIMP+ alt grubun epigenetik
regiilasyon ve immiin yanit mekanizmalarinda rol oynuyor olabilir, bu gen bu baglamda bir
prognostik belirteg olabilecegi gibi bu genin hedeflenmesi CIMP yiiksek tlimdr hiicrelerinde
goriilen tiimor baskilayici genlerin inaktive olmasi siirecini engelleyebilir. MSI ve dAMMR
testleri giiniimiizde pek ¢ok merkezde rutin yapilmaktadir. Ileri arastirmalarla birlikte, bu
testler kapsaminda, DDIT4 ifade diizeyini de ekleyecek paneller (6rnegin bir qRT-PCR veya
IHC paneli) tasarlanirsa, 6zellikle lokasyon (sag kolon) ve MSI/AMMR durumu ile iligkili
olan alt gruplarda ek bir prognostik/tedavi 6ngoriisii sunulabilir. Sag lokalize tiimdrlerin
kokeni olarak cogunlukla sessel tirtikli adenomalar goriilmektedir ve bu adenoma tiiriinde
de -diger adenomalara kiyasla- DDIT4’iin daha fazla mRNA seviyesine sahip olmasi (Sekil
5.14.) ve KRK’de konsensus molekiiler alt tiplere bakildiginda yine sag tutulumlu
timorlerde yaygin olan CMSI1 tiirlinde DDIT4’iin fazla ekspres edilmesi (Sekil 5.16.);
DDIT4’lin sag tiimorler igin bir biyobelirteg olabilecegini diigiindiirtmektedir. Ayrica; sol
tutulumlu tiimorlerde daha sik goriilen kromozomal instabilite (CIN) o6zelligi
degerlendirilmis ve CIN bilgisini igeren 1 veri setinde -beklendigi iizere- CIN bakimindan

zengin O0rneklerde DDIT4 ifade seviyesinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.13.).

KRK’de sik rastlanan mutasyonlarin da tiimor lokasyonuna bagli olarak farkli frekanslar
gosterdigi bilinmektedir. Bu mutasyonlar ve DDIT4 iliskisi incelendiginde, sag lokalize
tiimorlerde daha sik rastlanan BRAF mutasyonlu 6rneklerde DDIT4 ifadesinin daha yiiksek
oldugu goriiliirken, sol lokalize tiimorlerde daha sik rastlanan p53, KRAS, APC ve PIK3CA
mutasyonlu orneklerde DDIT4’lin ifadesinin diisiik oldugu veya c¢ogunlukla bu

mutasyonlarla arasinda anlamli bir iligki olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 5.15.).
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Lokasyona bagli yapilan biyoinformatik analizler; DDIT4’lin sag tutulumlu tiimoérlere
spesifik bir ifade artis1 gosterdigini tutarli bir sekilde vurgulamaktadir. Bu c¢ikarimi
dogrulamak adina kendi kohortumuzda da benzer analizleri gerceklestirdik. DDIT4 mRNA
seviyeleri, 30 doku igeren kohortumuzda sag ve sol arasinda anlamli bir degisim
gostermemistir ama sag Orneklerdeki artmis DDIT4 ifade trendi grafik iizerinden
goriilebilmektedir (Sekil 5.22.). Calisma kapsaminda topladigimiz drneklem grubunda sag
yerlesimli tiimorlerin sayis1 olduk¢a azdi (5 sag lokalize, 25 sol lokalize timér) DDIT4
ifadesinin lokasyon spesifik yukari regiilasyonunun 6nemli olabilecegi bu potansiyelde ilgili
degisim ikinci bir kohortta daha degerlendirilmistir. Yine Prof. Dr. Hilal Ozdag’in
danismanhiginda gergeklestirilen Siilgiin Charyyeva tez c¢alismasinin KRK FFPE doku
orneklerinde RNA seviyesinde sag ve sol yerlesimli tiimorlerde DDIT4 gen ifadesi analiz
edilmistir. RNA izolasyonu ve cDNA sentezleri ilgili tez kapsaminda gerceklestirilmis 63
sag 63 sol lokalize FFPE doku oOrneklerinde qRT-PCR ¢aligmalar1 yapilmistir. Fakat
sonucunda DDIT4 geninin sag ve sol lokalize tiimorlerde istatiksel anlamli bir degisim

saptanamamustir (Sekil 5.24.).

KRK’in lokasyona spesifik molekiiler farkliliklari, sag ve sol gibi daha genel lokasyonlarla
degil de daha alt anatomik segmentlere gore de farklar gosterebilmektedir. 126 6rneklik
kohortumuzda bu dagilimi gergeklestirdigimizde, DDIT4’iin ¢ekumdan sigmoid kolona
dogru ilerledik¢e (¢cekum-cikan kolon-transvers kolon-inen kolon-sigmoid kolon sirasi ile)
ifade seviyesinin git gide diistiigli ve rektumda ise kiiciik bir artis gosterdigi goriilmiistiir
(Sekil 5.25.). Literatiir taramasi yapildiginda ise kohortumuzda elde ettigimiz bu DDIT4
ifade motifinin Loree ve ekibinin yaptig1 calismada elde ettifi KRAS/NRAS mutasyon
dagilimiyla benzer bir motif gosterdigi goriilmiistiir (75). Farkli kohortlarda ve farkl sartlar
altinda yapilan bu caligmalarin karsilastirilmas: uygun olmamakla birlikte, bu motiflerin
benzerligi ileriki ¢calismalarda bir fikir olmasi adina belirtilmistir. Ayni ¢alismada, kolonun
farkli taraflarinda yer alan tiimdorlerde oldugu gibi ayni tarafina yerlesen tiimorlerin de kendi
arasinda mutasyon frekans1 bakimmdan onemli farklar igerdigine dikkat cekilmis ve
yalnizca histolojiye dayanmayan ve molekiiler bozukluklarin gitgide 6nem kazandigi
kisisellestirilmis tip alaninda lokasyona bagimmli molekiiler farkliliklarin  6nemli

biyobelirtegler olabilecegi vurgulanmistir (75).
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Bu sonuglar, DDIT4’iin sag lokalize KRK tiimdrleri i¢in bir biyobelirte¢ potansiyeli
tasidigin1 vurgulamakta ve Orneklem dagilimi bakimindan daha dengeli kohortlarda
yapilacak ileri ¢alismalarla, DDIT4’tin KRK’de lokasyona bagimli degisiminin daha

derinlemesine incelenmesini 6nermektedir.

DDIT4 KRK’daki Etki Mekanizmasini Anlamak Uzere Gergeklestirilen Biyoinformatik

Analizlerin Degerlendirilmesi

DDIT4 geninin yiiksek ifadesinin altinda yatan mekanizmalar hakkinda fikir vermesi i¢in
TCGA-COAD/READ veri setinde gergeklestirilen analizlerde amplifikasyon veya “gain”
seklinde kopya sayis1 artis1 bulundugu; ancak ekspresyonla arasindaki korelasyonun orta
seviyede kaldig1 (r=0,24) goriilmiistiir (Sekil 5.17.). Bu durum, DDIT4 ekspresyon artisinda
yalnizca genetik degisikliklerin degil, ayn1 zamanda epigenetik degisikliklerin de roli

oldugu fikrini dogurmaktadir fakat bu konuda ileri calismalara ihtiyag vardir.

TCGA-COAD/READ veri seti de dahil olmak iizere 4 farkl veri setinde yaptigimiz pearson
korelasyon analizi sonucunda DDIT4 ile korelasyon gosteren gen listeleri ¢ikartilarak
genlerin zenginlestigi yolaklar belirlenmistir. Bu genlerin, mTOR, hipoksi, epitelyal
mezenkimal geg¢is, NF-kB aracili TNF-alfa yolag1 gibi kanserde 6nemli etkisi bulunan
yolaklarda zenginlestigi goriilmiistiir. DDIT4’ilin, karsinogenez ve prognoz iizerindeki
etkilerini bu yolaklarda zenginlesen genleri etkileyerek gosterdigi diistiniilmektedir. Bu
baglamda DDIT4’iin KRK karsinogenez ve prognoz iizerindeki etkilerini bu yolaklarda

zenginlesen genleri etkileyerek gosterdigi diisiiniilmektedir

GeneMANIA ve STRING araciligiyla elde edilen DDIT4 gen-gen ve protein-protein
etkilesim aglarinda elde edilen gen ve protein listelerinin de ayr1 ayr1 yolak analizleri
yapilmis ve korelasyon gdsteren gen listelerinin zenginlestigi yolaklarla paralel sonuclar
elde edilmistir (Sekil 5.20.). Bu noktada, GeneMANIA ve STRING algoritmalariin
etkilesim aglarini ¢ikartirken hiicrelerin patolojik durumlarindan bagimsiz bir ag ¢ikarttigini
da unutmamak gerekir. Bu araglardan (GeneMANIA ve STRING) elde edilen listelerin
zenginlestigi yolaklar karsilastirildiginda bazi farklar dikkat ¢cekmektedir. Bazi yolaklarin
zenginlesme sirasinin degismesinin disinda, yalnizca 13 yolagin (Hypoxia, mTORCI
Signaling, TNF-alpha Signaling via NF-kB, Glycolysis, PI3K/AKT/mTOR Signaling,
Unfolded Protein Response, IL-2/STATS Signaling, Estrogen Response Early, p53 Pathway,
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UV Response Up, Apoptosis, Hedgehog Signaling, Mitotic Spindle) ortak olarak
zenginlestigi goriilmektedir. Iki farkli analizin de ortak buldugu yolaklar, DDIT4’iin

fonksiyonel olarak dahil oldugu siirecler i¢in giiclii bir kanit olabilir.

Bu yolaklara bakildiginda, ¢ogunlukla kanserde regiilasyonu degisen yolaklar oldugu
goriilmektedir ve DDIT4’lin kanser hastaliinda ©6nemli bir molekiil olabilecegi
desteklenmektedir. Gen ve protein etkilesim ag1 seviyesinde ortak olarak zenginlesen
yolaklar ayrintili olarak incelendiginde; mTORC1 ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklari,
hiicrenin biiylime faktorleri ve besin durumu gibi kosullara yanit vererek protein sentezini,
hiicre biiytimesini ve hayatta kalmay1 diizenlerken TNF-alfa/NF-kB gibi biiylime faktorii
aracili yolaklar, hiicrenin proliferasyonunu kontrol etmektedir (117,118). TNF-alfa/NF-kB
ekseni, KRK patogenezinin merkezinde yer alarak inflamasyon, anjiyogenez ve immiin
sistemden kagis1 yoneterek yenilik¢i tedaviler i¢in 6nemli hedefler sunmaktadir. NF-kB
inhibitdrlerinin immiinmodiilatdrler veya anti-anjiyojenik ajanlarla birlikte kullanilmasi,
ileri evre KRK hastalarinda tedavi sonuclarini iyilestirebilir (119,120). TNF-alfa/NF-kB
iliskili siireglerin aym1 zamanda e-cadherini dolayli olarak baskilayarak epitelyal
mezenkimal gegisi tetikledigi ve timdr invazyonu ve metastazinda rol aldigi bilinmektedir
(119). Bir calismada, DDIT4’tiin EMT ve NF-kB yolaklar1 iizerinden servikal kanser
hastalarinda lenf nodu metastazini tetikleyerek hiicre gogiinli ve invazyonu kontrol ettigi
ortaya konmustur (121). Yaptifimiz yolak analizleri sonucu da literatiirdeki bu bulguyu

destekler nitelikte olmustur.

mTOR yolag1 da kanser tedavilerinde sik¢a hedeflenen bir yolaktir (88). Bu kapsamda
DDIT4 ve iliskili molekiillerin bu yolakta zenginlesmesi, DDIT4’{in tedavi stratejilerinde
kullanilmas1 i¢in bir baslangi¢c noktasi olabilir. Yine, zenginlesen hipoksi, katlanmamis
protein yaniti, p53 yolagi ve UV yanit1 (Up) yolaklarina bakildiginda ise bu yolaklarin ortak
olarak stres veya DNA hasar1 durumunda regiile edilen yolaklar oldugu, hiicrenin strese
adaptasyonunu veya ciddi hasar durumlarinda apoptozu uyardig: bilinmektedir (122,123).
Bu yolaklardan p53 yolagina odaklanacak olursak, daha 6énce Orun ve ekibinin KRK hasta
dokular1 iizerinde yaptigi calismada p53 ve DDIT4 arasinda herhangi bir iliski
saptanmamustt (116) fakat literatiirde DDIT4 ve p53 arasinda geribildirim mekanizmasi
olduguna dair ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada

p53’iin AKT ve mTOR iizerindeki etkilerinin bir kismini1 RFX7 araciligiyla DDIT4’1 regiile
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ederek gosterdigi (91) ve fare fibroblast dokulari {izerinde yapilan bir bagka c¢alismada ise
DDIT4’iin p53 iizerinde geribildirim etkisi oldugu ortaya konmustur (124). Farkli hiicre ve
dokularda gosterilen pS3 ve DDIT4 iliskisi, KRK kanserde Orun ve ekibi tarafindan yapilan
caligmada gosterilememis olsa da bu tez c¢alismasinda yapilan yolak analizleri sonuglar
DDIT4 ve iligkili gen ve proteinlerin p53 yolag: iizerinde bir regiilasyonu oldugu fikrini
desteklemektedir.

Mitotik igcik ve apoptoz yolaklar1 da zenginlesen ve kanserde 6nemli rol oynayan
yolaklardandir. Bu yolaklardaki aksakliklar kontrolsliz ve hasarli hiicre bdliinmesi ve
dolayistyla karsinogenez siireci ile sonu¢lanmaktadir (125,126). Ve son olarak her iki
etkilesim ag1 listesinin zenginlestigi glikoliz yolagi ise Warburg etkisi sonucu yani kanser
hiicrelerinin, daha az verimli olmasina ragmen hizli hiicre boliinmesi i¢in gerekli enerji
thtiyacim1 karsilayabilmek adina glikolizi tercih etme ve tiimor mikrogevresinde gelisen
hipoksik kosullara daha iyi uyum saglamalarini kolaylastiran bu siiregte DDIT4’{in 6nemli
bir rolii olabilecegini vurgulamaktadir (127,128). Hem hiicre boliinmesinde hem programli
hiicre 6liimiinde hem de stres adaptasyon yolaklarinda gerceklesen bu zenginlesmeler,
DDIT4’iin farkl kanserlerde farkli evrelerde farkli ifade profili gdstermesini agiklamaktadir.
Bu yolaklarda gergeklesen farkli seviyelerdeki regiilasyonlar DDIT4’iin bazen onkogenik
bazen de timor baskilayici rolii olmasinin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmayla ilgili

yapilacak ileri ¢alismalarda bir ipucu olabilir.

7 yolak (Epithelial Mesenchymal Transition, UV Response Dn, Fatty Acid Metabolism, G2-
M Checkpoint, Myogenesis, Coagulation, Angiogenesis) sadece GeneMANIA araciligiyla
elde edilen gen listesinin zenginlesme sonucunda elde edilirken, 6 yolak (Interferon Gamma
Response, Myc Targets V1, Wnt-beta Catenin Signaling, TGF-beta Signaling, Cholesterol
Homeostasis, Androgen Response) yalnizca STRING sonucu elde edilen DDIT4 ile
etkilesimde bulunan proteinler listesinin zenginlesme sonucunda yer almaktadir. Bu
farkliliklar, gen regiilasyonu ile protein diizeyindeki dinamikler arasindaki kompleks

iligkileri yansitabilir ve yine ileri ¢aligmalar i¢in ipucu olabilir.

Sonug olarak, KRK’de prognozun belirlenmesi ve hedefe yonelik tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde DDIT4 geni giiclii bir oyuncu konumunda goriinmektedir. Ozellikle sag

kolon ve MSI yiiksekligi gibi agresif fenotiplere sahip hasta alt gruplarinda daha anlamh
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sonuglar elde edilmesi, gelecekte DDIT4 {iizerinden gelistirilecek tedavi veya izlem
protokollerinin “lokasyon spesifik” planlanabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
tiim bulgulara ragmen daha genis hasta serilerinde prospektif ve ¢ok merkezli ¢caligmalar
ylriitiilmesi, ayrica in vivo modellerde DDIT4 ekspresyonunun kontrol edilerek timor
biiyiimesine ve ila¢ direncine etkilerinin aragtirilmasi faydali olacaktir. Boylelikle,
DDIT4’tin gercekten de kolorektal kanserin klinik yonetiminde bir molekiiler hedef ya da
risk ongdrli belirteci olarak benimsenip benimsenemeyecegi daha net bigimde ortaya

konacaktir.
6.2. SONUC

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi, DDIT4 geninin kolorektal kanserde (KRK) prognostik bir
biyobelirte¢ olarak 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Hem bagimsiz
veri tabanlarindan (GEO, TCGA) elde edilen genis Olgekli biyoinformatik veriler hem de
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi’nde toplanan hasta dokular1 {izerinde yapilan deneysel
analizler, DDIT4’iin tiimorlerde normal dokulara kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksek ifade seviyesi sergiledigini dogrulamistir. Ayrica, genin hipoksi,
mTOR, p53, EMT, NF-kB gibi temel kanser yolaklariyla baglantili olmasi, KRK nin agresif
alt tiplerinde ya da sag kolon gibi belirli anatomik lokasyonlarda daha da 6ne ¢ikabilecegini
diisiindiirmektedir. Kisithh noktalara ragmen, DDIT4’iin tanisal ve prognostik ongoriide
kullanilabilme olasilig1 yiiksektir. Gelecekte daha genis hasta serilerinde ve ¢ok merkezli
prospektif ¢aligmalarda yapilacak ek dogrulamalarin ardindan, DDIT4 geninin

kisisellestirilmis KRK tan1 ve tedavi stratejilerine entegre edilmesi miimkiin olabilir.
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EK 2: DDIT4 GENININ FARKLI KANSERLERDEKiI ROLU iLE IiLGIiLi

LITERATUR OZETI
Kanser Kullanilan | Verisetind Tiimor- Evre/Grad | Metasta Niiks Sagkahm
Tiirii Materyal e Bulunan Normal e z
veya Karsilastirmas
Kullanilan 1
Hasta
Ornek
Sayisi
Meme Hiicre 106 Timorde Tleri NA Niiks ile Diisiik
Kanseri serileri ve yiiksek ifade evrelerle iliskili sagkalim ile
verisetleri profili iliskili iligkili
yiiksek
ifade profili
SurvExpress | OS: 3553 NA NA NA Niiks ile Disiik
ve RFS: 6131 iliskili sagkalim ile
Kmplotter iliskili (alt
verisetleri tipe gore
degisiklik
gostermekte
)
AKkciger SurvExpress | OS: 2831 NA NA NA Niiks ile Disiik
Kanseri ve RFS: 723 iliskili sagkalim ile
Kmplotter iliskili
verisetleri
(Chenetal.,
2023)
Gastrik Hiicre 20 fresh- Tiimorde Tleri NA NA NA
Kanser serileri, frozen yiiksek ifade evrelerle
insan ve fare | tumor and profili iliskili
doku adjacent yiiksek
ornekleri normal ifade profili
SurvExpress | OS: 1084 NA NA NA Niiks ile | Herhangi bir
ve DFS: 148 iligkili iliski yok
Kmplotter
verisetleri
(Chen et al.,
2023)
Kolorektal Taze 48 Tumor Tiimorde Herhangi Metastaz NA NA
Kanser dondurulmu 48 yiiksek ifade bir iliski ile
s doku Adjacent profili yok iligkili
Normal
SurvExpress OS: 675 NA NA NA Niiks ile Disiik
ve Recurrence iliskili sagkalim ile
Kmplotter 1750 iliskili
verisetleri
(Chen et al.,
2023)
Karaciger | SurvExpress 0OS: 714 NA NA NA Herhang | Herhangi bir
Kanseri ve Relapse: i bir iliski yok
Kmplotter 517 iliski
verisetleri yok
(Chen et al.,
2023)
Pankreas Hasta 8 NA fleri NA NA NA
Kanseri dokusu gradelerle
iligkili
yiiksek
ifade profili
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Taze
dondurulmu
s doku ve
FFPE doku

27 fresh-
frozen
tumor and
27
adjacednt
normal
200 FFPE

Tiimorde
yiiksek ifade
profili

Tleri
evrelerle
iliskili
yiiksek
ifade profili

NA

Herhang
ibir
iliski
yok

Diisiik
sagkalim ile
iligkili
(niikleer
ifadest)

Bobrek
Kanseri

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chen et al.,
2023)

0OS: 707

NA

NA

NA

NA

Herhangi bir
iliski yok

Mesane
Kanseri

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chen et al.,
2023)

0OS: 423

NA

NA

NA

NA

Herhangi bir
iliski yok

Prostat
Kanseri

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chen et al.,
2023)

Recurrence
1259

NA

NA

NA

NA

Herhangi bir
iliski yok

Yumurtahk
Kanseri

FFPE doku

253

Tiimorde
yiiksek ifade
profili

Tleri
evrelerle
iliskili
yiiksek
ifade profili

NA

Niiks ile
iligkili

Diisiik
sagkalim ile
iligkili

Hiicre
serileri

NA

NA

NA

Metastaz
ve
invazyon
ile
iligkili

NA

NA

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chen et al.,
2023)

OS: 1582
PFS : 1306
RFS: 1326

NA

NA

NA

Niiks ile
iligkili

Herhangi bir
iliski yok

Gliobastom
a

Hiicre
serileri ve
verisetleri

1004

NA

NA

Metastaz
ve
invazyon
ile
iligkili

NA

NA

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chenet al.,
2023)

0OS: 1374

NA

NA

NA

NA

Diisiik
sagkalim ile
iligkili

Melanoma

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chenet al.,
2023)

OS: 177

NA

NA

NA

NA

Diisiik
sagkalim ile
iligkili

Bas ve
boyun
kanseri

SurvExpress
ve
Kmplotter
verisetleri
(Chenet al.,
2023)

OS: 369

NA

NA

NA

NA

Herhangi bir
iliski yok
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EK 3: TOPLANAN HASTA VE ESLI NORMAL DOKULARINDAN iZOLE
EDILEN RNA ORNEKLERININ NANODROP MIKTAR VE SAFLIK SONUCLARI

Tiimér Ornekleri

Ornek ID Tarih ng/ul 260/280 260/230 Constant
23-01 T RNA 05.04.2023 465,55 1,96 1,79 40
23-02 T RNA 24.08.2023 443 1,95 2,09 40
23-03 T RNA 25.08.2023 372,52 1,93 2,24 40
23-04 T RNA 24.08.2023 705,57 1,98 2,09 40
23-06 T RNA 24.08.2023 195,01 1,95 1,88 40
23-07 T RNA 24.08.2023 569,46 1,99 2,1 40
23-08 T RNA 24.08.2023 236,28 1,94 2,08 40
23-09 T RNA 24.08.2023 254,67 1,94 2,1 40
23-10 T RNA 25.08.2023 226,19 1,91 2,24 40
23-11 T RNA 25.08.2023 285,14 1,94 2,21 40
23-12 TRNA 25.08.2023 399,77 1,94 2,24 40
23-13 TRNA 25.08.2023 376,23 1,96 2,29 40
23-14 T RNA 25.08.2023 225,69 1,93 2,35 40
23-15 T RNA 25.08.2023 228,23 1,92 2,25 40
23-16 T RNA 25.08.2023 117,09 1,85 2,19 40
23-17 TRNA 13.10.2023 593,72 2,03 2,18 40
23-18 T RNA 13.10.2023 291,29 1,94 2,19 40
23-19 T RNA 13.10.2023 465,24 2 2,19 40
23-20 T RNA 13.10.2023 300,58 1,94 2,09 40
23-21 TRNA 24.11.2023 267.02 1.95 1.84 40
23-22 TRNA 24.11.2023 504 02.04 1.79 40
23-23 TRNA 24.11.2023 372.18 1.98 1.63 40
23-24 T RNA 24.11.2023 538.72 02.02 2.23 40
23-25 T RNA 27.12.2023 570.05 1.99 1.99 40
23-26 T RNA 27.12.2023 478.64 1.93 2.13 40
23-27 T RNA 27.12.2023 513.55 1.99 2.2 40
23-28 T RNA 27.12.2023 449.52 1.95 1.84 40
23-29 T RNA 23.01.2024 608.78 02.01 2.16 40
23-30 T RNA 22.03.2024 253.17 02.06 1.81 40

Normal Ornekleri

Ornek ID Tarih ng/ul 260/280 260/230 Constant
23-01 N RNA 05.04.2023 861,18 2,03 2,17 40
23-02 N RNA 01.09.2023 373,36 1,95 2,2 40
23-03 N RNA 01.09.2023 364,67 1,95 2,2 40
23-03 N RNA 01.09.2023 375,55 1,97 2,18 40
23-04 N RNA 01.09.2023 189,82 1,92 2,12 40
23-03 N RNA 01.09.2023 364,23 1,95 2,13 40
23-06 N RNA 01.09.2023 364,82 1,96 2,2 40
23-07 N RNA 01.09.2023 455,63 2,02 2,24 40
23-08 N RNA 01.09.2023 427,47 1,96 2,16 40
23-09 N RNA 01.09.2023 236,96 1,93 2,3 40
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23-10 N RNA 18.09.2023 368,92 1,9 2,08 40
23-11 N RNA 18.09.2023 381,62 1,81 2,12 40
23-12 N RNA 18.09.2023 317,29 1,77 2,22 40
23-13 N RNA 18.09.2023 280,99 1,87 2,24 40
23-14 N RNA 18.09.2023 300,68 1,82 2,06 40
23-15 N RNA 18.09.2023 300,38 1,81 2,19 40
23-16 N RNA 18.09.2023 286,34 1,83 2,14 40
23-17 N RNA 20.10.2023 333,23 1,93 2,22 40
23-18 N RNA 20.10.2023 297,49 1,96 2,12 40
23-19 N RNA 20.10.2023 254,57 1,93 2,06 40
23-20 N RNA 20.10.2023 438,82 1,96 1,98 40
23-21 N RNA 24.11.2023 482.48 2 2.17 40
23-22 N RNA 24.11.2023 462.45 1.92 2.19 40
23-23 N RNA 24.11.2023 508.74 1.98 2.14 40
23-24 N RNA 24.11.2023 452.82 1.97 02.07 40
23-25 N RNA 27.12.2023 565.12 02.02 2.21 40
23-26 N RNA 27.12.2023 203.71 1.91 2.24 40
23-27 N RNA 27.12.2023 446.77 2 2.2 40
23-28 N RNA 27.12.2023 239.85 1.93 2.23 40
23-29 N RNA 23.01.2024 444.79 02.01 02.05 40
23-30 N RNA 22.03.2024 246.86 02.03 2.13 40
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EK 4: TOPLANAN HASTA VE ELKi NORMAL DOKULARINDAN iZOLE
EDIiLEN PROTEIN ORNEKLERININ BCA DEGERLENDIRILMESi SONUCLARI

Tiim&r Ornekleri
Ornek ID Replikalarin Protein
ortalamasi konsantrasyonu
23-01T 2,354 11,801
23-02T 1,795 8,019
23-03T 1,489 6,522
23-04 T 2,366 10,815
23-05T 2,044 9,241
23-06 T 1,371 5,942
23-07T 1,568 6,909
23-08 T 0,980 4,029
23-09T 1,680 7,458
23-10T 1,239 5,297
23-11T 1,165 4,932
23-12T 1,260 5,397
23-13T 1,532 6,730
23-14 T 1,012 4,186
23-15T 1,354 6,372
23-16 T 1,196 5,503
23-17T 2,303 11,575
23-18 T 1,840 9,034
23-19T 2,010 9,970
23-20T 2,611 13,264
2321T 1,956 9,674
23-22T 2,896 14,828
23-23T 2,538 12,861
23-24T 2,990 15,343
23-25T 2,730 13,821
23-26 T 1,673 8,121
23-27T 0,966 4,244
23-28 T 1,825 8,954
23-29T 3,190 16,439
23-30 T 1,345 6,323
Esli-Normal Ornekler
Ornek ID Replikalarin Protein
ortalamasi konsantrasyonu

23-01 N 2,444 12,282
23-02 N 1,54 6,79
23-03 N 1,53 6,71
23-04 N 1,833 9,002
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23-05N 1,77 7,88
23-06 N 1,23 5,27
23-07N 1,68 8,18
23-08 N 2,67 12,29
23-09 N 1,26 5,42
23-10N 1,93 8,67
23-11N 1,23 5,26
23-12 N 1,56 6,86
23-13N 1,66 7,34
23-14 N 1,75 7,79
23-15 N 1,42 6,75
23-16 N 1,73 8,46
23-17N 1,96 9,68
23-18 N 2,76 14,10
23-19N 1,87 9,21
23-20N 2,16 10,78
23-2I N 2,85 14,59
23-22 N 1,71 8,32
23-23 N 1,97 9,77
23-24 N 1,71 8,32
23-25N 2,45 12,37
23-26 N 1,52 7,27
23-27TN 1,64 7,94
23-28 N 1,12 5,07
23-29N 2,08 10,34
23-30 T 1,35 6,32
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EK 5: TEZ CALISMASINDA KULLANILAN GEO VERI SETLERI

Geo Acss. Bashk Tiimor Normal Varsa Method Platform
ornek ornek esli
sayisi sayisi ornek
sayisl
GSE10402 A 50-Gene 73 0 Microarray | GPL6465 Hs-
Predictor of OperonV2-
Recurrence as a vB2.2
Guide to Therapy in
Early-Stage Colon
Cancer.
GSE106535 Gene expression 35 0 Microarray GPL5175
data from colorectal [HuEx-1_0-st]
cancers Affymetrix
Human Exon
1.0 ST Array
[transcript
(gene) version]
GSE106582 ColoCare Project: 77 117 Paired | Microarray GPL10558
Gene expression (68 [llumina
analysis in tanesi) HumanHT-12
colorectal cancer V4.0
and adjacent expression
mucosa tissues beadchip
GSE110224 Expression data 17 17 Paired | Microarray GPL570 -
from 17 patients [HG-
with colorectal U133 Plus 2]
cancer Affymetrix
Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE128435 Differences in 31 5 Microarray GPL4133
expression profiling Normal Agilent-
between tumoral 22 014850 Whole
colorectal Polyp Human
carcinomas subsets Genome
and normal tissue Microarray
and polyps [MRNA] 4x44K
G4112F
(Feature
Number
version)
GSE12945 Expression data 62 0 Microarray GPLI96[HG-
from colorectal U133A]
cancers Affymetrix
Human
Genome
UI133A Array
GSE14333 Expression data 290 0 Microarray | GPL570[HG-
from 290 primary U133 _Plus 2]
colorectal cancers Affymetrix
Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE151021 Differentially 4 U Microarray GPL24592
expressed SE- Arraystar
IncRNAs and Human
mRNA in colorectal SuperEnhancer
cancer microarray
(Agilent-
085154)
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GSE15781 New specific 10 10 Paired | Microarray | GPL2986ABI
molecular targets Human
for Genome
radiochemotherapy Survey
in colorectal cancer Microarray
Version 2
GSE17536 Metastasis Gene 177 Microarray GPL570 -
Expression Profile [HG-
Predicts Recurrence U133 Plus 2]
and Death in Colon Affymetrix
Cancer Patients Human
(Moffitt Samples) Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE17537 Metastasis Gene 55 Microarray
Expression Profile GPL570 [HG-
Predicts Recurrence U133 Plus 2]
and Death in Colon Affymetrix
Cancer Patients Human
(VMC Samples) Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE17538 Experimentally 238 Unpaired | Microarray
Derived Metastasis GPL570 [HG-
Gene Expression U133 Plus 2]
Profile Predicts Affymetrix
Recurrence and Human
Death in Colon Genome U133
Cancer Patients Plus 2.0 Array
GSE20842 Mutated KRAS 65 65 Paired | Microarray GPL4133
induces Agilent-
overexpression of 014850 Whole
DUSP4, a MAP- Human
kinase phosphatase, Genome
and SMYD3, a Microarray
histone 4x44K
methyltransferase, G4112F
in rectal carcinomas (Feature
Number
version)
GSE21510 Clinical 123 25 Cancer | Microarray
Significance of pair GPL570 [HG-
Osteoprotegerin U133 _Plus 2]
Expression in Affymetrix
Human Colorectal Human
Cancer Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE21815 Gene expression 132 9 Unpaired | Microarray GPL6480
profiles in 132 laser Agilent-
microdissected 014850 Whole
colorectal cancer Human
tissues Genome
Microarray
4x44K
G4112F
(Probe Name
version)
GSE22598 | Clinical significance 17 17 Paired | Microarray
of UNC5B GPL570 [HG-
Expression in U133 Plus 2]
Colorectal Cancer Affymetrix
Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE28722 EMT is the 129 Unpaired | Microarray GPL13425
dominant program Rosetta
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in human colon

custom human

cancer (Agilent) 23K array
GSE30378 Gene level 95 Microarray GPL5175
expression profiling [HuEx-1_0-st]
of colorectal cancer Affymetrix
tissue samples (test Human Exon
sample series) 1.0 ST Array
[transcript
(gene) version]
GSE37892 A seven-gene 130 Microarray
signature aggregates GPL570 [HG-
a subgroup of stage U133 _Plus 2]
II colon cancers Affymetrix
with stage I11. Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE38832 NFAT 123 Microarray | GPL570 [HG-
transcriptional U133 _Plus 2]
activity is associated Affymetrix
with metastatic Human
capacity in colon Genome U133
cancer Plus 2.0 Array
GSE40967 Gene expression 586 Microarray
Classification of GPL570 [HG-
Colon Cancer U133 Plus 2]
defines six Affymetrix
molecular subtypes Human
with distinct Genome U133
clinical, molecular Plus 2.0 Array
and survival
characteristics
GSE41258 Expression data 304 74 Unpaired | Microarray | GPL96 [HG-
from colorectal Ul133A]
cancer patients Affymetrix
Human
Genome
U133A Array
GSE41657 Gene expression 76 12 Unpaired | Microarray GPL6480
profiling of Agilent-
colorectal normal 014850 Whole
mucosa, adenoma Human
and adenocarcinoma Genome
tissues Microarray
4x44K
G4112F
(Probe Name
version)
GSE44076 Gene expression 98 148 Paired | Microarray
data from healthy, GPL13667
adjacent normal and [HG-U219]
tumor colon cells Affymetrix
Human
Genome U219
Array
GSE44861 Affymetrix 111 111 Paired | Microarray
expression data GPL3921
from colon cancer [HT HG-
patient tissues U133A]
Affymetrix HT
Human
Genome
UI133A Array
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GSES261 Global activation of 105
embryonic colon
gene expression in
murine colon tumor
models and human
colorectal cancer
GSE62322 Gene expression 21 Microarray | GPL96 [HG-
signature in U133A]
advanced colorectal Affymetrix
cancer patients Human
select drugs and Genome
response for the use U133A Array
of leucovorin,
fluorouracil, and
irinoteca
GSE68468 caArray_notte- 315 75 Paired | Microarray | GPL96 [HG-
00422: Molecular Ul133A]
Dissection of Colon Affymetrix
Cancer Human
Genome
UI133A Array
GSE74602 30 paired normal 30 30 Paired | Microarray GPL6104
and tumor colorectal Illumina
samples humanRef-8
v2.0
expression
beadchip
GSEg671 Transcriptome 32 32 Paired | Microarray GPL570 -
profile of human [HG-
colorectal U133 Plus 2]
adenomas. Affymetrix
Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE92921 Prognostic Model 59 Microarray
for Stage TI/IIT GPL570 [HG-
Colon Cancer Based U133 Plus 2]
on Gene Expression Affymetrix
Subtypes and KRAS Human
Mutation Status Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE9348 Expression data 70 12 Unpaired | Microarray | GPL570 [HG-
from healthy U133 _Plus 2]
controls and early Affymetrix
stage CRC patient's Human
tumor Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE29621 mRNA and 65 Microarray GPL570 -
microRNA profile [HG-
in colon cancer U133 _Plus 2]
[mMRNA data] Affymetrix
Human
Genome U133
Plus 2.0 Array
GSE24551 Exon level 160 13 Microarray
expression profiling
of colorectal cancer
tissue samples
GSE143985 | Clinical significance 92 Microarray

of gene signature
generated from the
grade of tumor
budding in
colorectal cancer
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GSE198692

Transcriptome of

GSE10982

sessile serrated
adenoma/polyps
shows a relation
with MSI-high
colorectal cancer
and decrease of
CDX2
Gene expression

80

10

Paired

Microarray

GSE159216

profiling of
colorectal cancers to
understand
molecular changes
and
clinicopathological

features
Gene expression

283

GPL6643
Center for
Functional

Analysis of

Human

Genome
Human 21K

GSE75317

profiling of
colorectal cancer
liver metastases
(CRLM).

BRAF V600E

liver

(colorectal
cancer

metastasis

tissue
sample)

GPL17586

GSE79460

mutant colorectal
cancer subtypes
based on gene
expression

TGFB signaling

7 sessile

59

Microarray

GPL570

GSE35896

colorectal cancer
subtype [adenomas]

Gene expression

directs serrated
adenomas to the
mesenchymal

serrated
adenomas
(SSA) and
9 tubular
adenomas

(TA).

62

Microarray

GPL13158

GSE2138

colorectal cancers
Colon cancer

data from 62

20

GPL570-
55999

GSE39084

profiling

Sporadic early-onset
colorectal

70

GPL66

carcinoma is a
distinct
clinicopathological

and molecular entity

GPLS570
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Increased expression of DNA damage inducible transcript 4
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is a complex and heterogeneous disease, one of the
leading global causes of cancer-related deaths. Despite advances in diagnosis and
therapy, it remains a significant health burden, with over a million cases reported
worldwide and about a 33% mortality rate in developed countries. Considering its
heterogeneous nature, identifying novel molecules associated with factors like
disease stage, location, or mutations is crucial. Using these novel molecular
signatures, new personalized treatments can significantly enhance CRC treatment
outcomes. DNA damage inducible transcript 4 (DDIT4) plays pivotal roles in various
cancers, yet its impact on colorectal cancer (CRC) remains unexplored. This study
aims to investigate DDIT4’s expression and prognostic significance as a CRC
biomarker.

Material and Methods

DDIT4 expression in CRC was evaluated through the TCGA COAD-READ dataset and
14 independent CRC datasets obtained from the GEO database. The association
between DDIT4 expression and clinic-pathological features, as well as survival
outcomes, was then analyzed. Coexpression and GSEA analysis were also
performed to gain insights into the possible underlying mechanisms of the DDIT4
gene in CRC. Tumor and matching normal tissues were also collected, and DDIT4
expression was assessed.

Results and Discussions

Our findings revealed significantly elevated DDIT4 expression in cancer tissues
across fifteen independent studies (p<0.001). High DDIT4 expression correlated
with shorter overall survival (p<0.05), advanced CRC stages (p<0.05), and
recurrence (p<0.05). Moreover, we observed a significant increase in DDIT4
expression in samples from right colon tumors, which are characterized as a more
aggressive subtype. DDIT4 expression correlated with specific characteristics of
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right colon tumors, including MMR deficiency, microsatellite instability, CIMP
phenotype, and BRAF mutation (p<0.05). Co-expression and GSEA analyses
suggested DDIT4’s involvement in CRC carcinogenesis through hypoxia and
epithelial mesenchymal transition (EMT), demonstrated for the first time in this
study.

Conclusion

Overall, this study reveals DDIT4’s potential oncogenic role in CRC prognosis and
its contribution to carcinogenesis mechanisms. This study is the first to associate
DDIT4 with 'right-sidedness' in CRC. Furthermore, DDIT4 could serve as a
promising prognostic marker allowing early diagnosis for more aggressive right-
sided colon cancer and a therapeutic target.
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Diagnostic significance and prognostic role of the GTSE1 gene
in cancer

Fatma Gulce Demir, Hilal Ozdag Sevgili, Nevin Belder

Ankara University, Biotechnology Institute, Ankara, Tirkiye. _

Objective: Our study aimed to elucidate the prognostic value of the GTSE1 gene, which regulates genes in
the G2 and S phases of the cell cycle and plays a role in carcinogenesis, including its mechanisms in cancer
development.

Methods: We compared GTSE1 expression levels in tumor and normal tissues across various TCGA cancers.
Survival analyses were performed using TIMER2.0 and GEPIA2, and GTSE1 genetic alterations were studied
with cBioPortal. Validation was done for cancers showing significant results using independent patient datasets
from GEO. including correlation with cancer progression and survival. LinkedOmics identified pathways
associated with genes positively correlated with GTSE] in cancer RNA-seq data, and String was used to
identify interacting proteins with GTSE1.

Results: When examining 33 cancer types in the TCGA database, GTSE1 showed statistically significant
overexpression in 24 types compared to normal tissues and exhibited substantial changes in 17 types at various
cancer stages. GTSE] was found to have a significant negative impact on prognosis in 10 cancer types and was
associated with poor disease-free survival in 10 different cancers. CBioPortal found that GTSE1 amplification
1s high in cancers, with the highest alteration rate at 5.26% in lung cancer. Our analyses obtained significant
results for glioma, liver, lung, pancreas, and kidney cancers, which are public health concemns regarding
incidence and mortality. We also analyzed independent patient datasets for these cancers, confirming the
association between high GTSE1 expression and poor prognosis. LinkedOmics analyses revealed that GTSE1
triggers carcinogenesis in these cancers through cell cycle pathways.

Conclusion: In our study, it has been observed that GTSEI 1s highly expressed in many cancer types, affects
negatively patients’ prognosis. Our findings also suggest that the increase in GTSE1 expression levels may
have potential as a novel therapeutic and prognostic target.

Keywords: Bioinformatic analyses, cancer, G2 and S-phase expressed gene, prognostic biomarker.
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