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OZET

Otofajinin Kolorektal Kanserde Yeri Ve Onemi

Kolon kanseri tiim diinyada kadinlar ve erkeklerde {i¢iincli en sik gdzlenen
kanserdir. Yilda yaklagik 1.200.000 yeni vaka ve yaklagik 609.000 6lim tahmin
edilmektedir. Erkek ve kadinlardaki kanserlerin yaklasik %10’unu olusturmaktadir..
Otofaji, hiicresel proteinlerin otofajik vakuoller araciligi ile lizozomal degredasyonudur.
Otofaji gelisimde, uzun yasamda ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde biiyiik
rol oynamaktadir. Timor gelisimi ve uyarilmasi {izerine bazi etkiler gosterdigi
saptanmistir. Bu ¢alismanin amaci, otofajinin, otofaji iliskili ATGS , ATG12 ve Beclin-
1genlerinin ve proteinlerinin ekspresyonu ve Kkolorektal kanserin klinikopatolojik
Ozellikleri ile iliskisinin belirlenmesidir.

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda
kolorektal kanser nedeniyle opere edilen 45 hasta dahil edildi. Hastalarin hem tiimor
hem de eslenik normal kolon dokularindan alinan 6rnekler ameliyathaneden itibaren
sivi azotta bankalandi. Daha sonra SYBR Green gPCR yotemiyle ATG5, ATG12,
Beclin-1 gen ekspresyonlarina ve Western Blot yontemiyle ATGS , Beclin-1 , LC3
protein ekspresyonlarina bakildi.Ekspresyon diizeyleri ile klinikopatolojik o6zellikler
karsilastirildi.

Gen ve protein ekspresyonlart hem tiimoér hem de eslenik normal doku
Orneklerinin ¢ogunda saptandi. Gen ekspresyon duzeyleriyle klinikopatolojik ve
demografik veriler arasinda anlaml iliski saptanamadi.Orneklerin TNM evreleriyle
perindral invazyon ve lenfovaskiiler invazyon arasinda anlamli iligki saptandi.

Bu calismanin sonuglar1 otofajinin kolorektal karsinogenezisde ise karistigini
onermektedir. Genisletilmis g¢alismalarin yapilmasi otofaji ve kolorektal kanser ile
iliskili klinikopatolojik 6zellikleri belirlemede faydali olabilecektir.

Anahtr Kelimeler: ATG, OTOFAJI , KOLOREKTAL KANSER

vii



ABSTRACT

Importance of Autophagy in Colorectal Cancer

Colon cancer is the third most common cancer in women and men all over the
world. Colorectal cancer is diagnosed in over 1.2 million people globally each year. The
disease is responsible for approximately 609,000 deaths a year (10% of all cancer cases
in women and men). Autophagy is the basic catabolic mechanism that involves cell
degradation of unnecessary or dysfunctional cellular components through the actions of
lysosomes. The development of autophagy plays a great role in the pathogenesis of
many diseases. It was found that autohagy can influence on tumor progression and
stimulation. The purpose of this study is to determine the relationship between
autophagy and autophagy related ATG5, ATG12, Beclin-1 gene and protein
expressions and clinicopathological features of colorectal cancer.

The data of 45 patients operated on for colorectal cancer in General Surgery
Department of Cukurova University The Faculty of Medicine Balcali Hospital was
included to the study. There were totally 90 tissue samples taken and banked in liquid
nitrogen: 1 tissue sample from tumor and 1 from normal from each patient. ATG5,
ATG12, Beclin-1 gene expression levels in all samples were examined using SYBR-
Green gPCR method, and, ATG5 , Beclin-1 , LC3 protein levels were analysed using
Western blotting technique.Expression levels were compared to clinicopathologic
characteristics.

Gene and protein expression in both tumor and normal tissue equivalents were
studied in most of the examples. There was no significant correlation between gene
expression levels and demographic or clinicopathological features. The TNM stage of
cases significantly correlated with perineural invasion and lymphovascular invasion.

The results of this study suggest that autophagy plays a role in carcinogenesis of
colorectal cancers. The further studies are required to determine the relationship
between autophagy and clinicopathologic features associated with colorectal cancers.

Key Words: ATC ,AUTOPHAGY ,COLORECTAL CARCINOMA
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1. GIRIS ve AMAC

Kolon kanseri tiim diinyada erkekler ve kadinlarda goriilen kanserler arasinda
ticlincii en sik gozlenen kanserdir. Yilda yaklasik 1.200.000 yeni vaka ve yaklasik
609.000 o6lim goriilmektedir. Erkek ve kadinlarda tiim kanserlerin yaklasik %10’unu
olusturmaktadir . Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2009 yil1 verilerine gore yeni kanser
vakalarmin % 10 ve kansere bagl olimlerin % 9’undan kolorektal kanserler
sorumludur. Su anda kullanilan giincel tedavi rejimlerine karsin 5 yillik sagkalim %30-
40’1 gecememektedir. (1).

Kolon kanseri insidansi, etkili bakim ve yasam bi¢imi degisiklikleri sonucunda
bat1 lilkelerinde azalmistir. Kolorektal karsinogenezinde genetik ve gevresel faktorlerin
etkilesimi onemli role sahiptir. Ozellikle ileri evrede, diger solid tiimdrlerle
karsilastirildiginda son iki dekatta molekiiler mekanizmasi daha iyi anlasilmasina
ragmen kolorektal kanser (KRK) prognozunda belirgin bir gelisme olmamistir. 5 yillik
sagkalim Survey Epidemiyoloji ve Sonuglar (SEER) program veritabani analizine gore
oranlar1 1980’lerin baglarinda tan1 konan hastalar i¢in %56.5’den 1990’larin baslarinda
tan1 konan hastalar i¢in % 63.2°ye kadar ve son zamanlarda erken tan1 ve tedaviye baglh
olarak % 64.9’a yiikselmistir (2). Son 30 yilda kolon kanseri insidans1 azalmis ve 1990
ile 2007 yillar1 arasinda mortalite %35 oraninda azalmistir. Bunun muhtemel nedenleri
erken tan1 ve tedavideki gelismelerdir (3).

Erken evre KRK’nin primer tedavisi cerrahidir ve kiir yiiksek oranda
saglanabilir. Ancak niiks ve metastatik hastalarin prognozu kotiidiir ve medyan yasam
stiresi 24 ay kadardir (4). Hastalarin yaklasik olarak yarisinda metastaz gelismektedir.
Bu hastalarda temel tedavi kemoterapidir. Hedefe yonelik ajanlar ve yeni kemoterapi
ajanlari ile cevap oranlar1 ve yasam siiresinde artis olmustur (5).

Klinik pratige giren bu yeni ajanlara ragmen metastatik KRK (mKRK)
hastalarinin medyan yasam siiresi 24 ay1 ge¢ememektedir. Bunun nedeni bu
bilesiklerden fayda gorecek hastalar1 se¢gmede yeterince biyomarkir olmayisi olabilir
(6).

Hicre 6lim sinyalizasyonundaki bozukluklar kanserin kiratif tedavisi 6nlindeki

en 6nemli engellerden birisidir (7).



Otofaji 1970’lerde ilk olarak mayalarda tanimlanmis, sonrasinda memelilerde de
evrimsel olarak korunmus bir programli hiicre 6liim mekanizmasi oldugu gozlenmistir.

Otofajinin karsinogenezdeki rolii ile ilgili son yillarda birgok c¢alisma
yapilmistir. Bu c¢alismalarda otofajinin hem kanser hiicrelerinin sagkaliminin
saglanmasi, hem karsinogenezin baslatilmasi hem de bunlara zit olarak apoptozdan
kacan kanser hucrelerinin yok edilmesinde bir mekanizma olarak gorev yapabilecegi
yoninde kanitlar bulunmaya baslanmistir. Ozellikle tedavide otofajinin mantiplasyonu
(inhibisyonu veya aktivasyonu) ile basarili olunabilecegi fikri dogmustur. Ancak
elimizdeki veriler bu sorularin aydinlatilmasi i¢in heniiz ¢ok yetersizdir. Giiniimiizde
bir¢ok arastirma bu konu tizerine odaklanmaktadir.

Otofaji kendi kendini yeme anlamina gelir. Otofaji hiicre icerisindeki uzun
Omiirlii proteinlerin, hasarli organellerin, mikroorganizmalarin ve virilislerin hiicre
icerisinde paketlenip lizozoma taginarak parcalanmasi siireci olarak bilinmektedir (8,9).
Otofaji genleri (Atg); otofajinin duzenlenmesinde rol oynarlar (10). Otofaji
sitoplazmada otofagozom denilen ¢ift zarli keseciklerin varligiyla tanimlanir. Yakin
zamanda yapilan c¢alismalarda otofajinin metabolizma, kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar, enfeksiyonlar, morfogenez, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminde
de rol oynadig goriilmiistiir (11).

Otofaji, hem hiicrenin yasatilabilmesi hem de hiicre 6liimii olmak tizere zit iki
role sahiptir (12). Otofaji hiicre 6liimiine de neden oldugundan dolay1 "programli hiicre
Olimii II" olarak isimlendirilmistir (13). Otofajinin kanser ile iligkisini ortaya koyan
caligmalar sonucu kanserde yeni tedavi stratejileri olarak otofaji sinyal yollarim
hedefleyen ilaglar gelistirilmektedir. Ornegin otofaji yolagim tetikleyerek etki gdsteren
mTOR inhibitorleri klinik olarak renal karsinom tedavisinde kullanilmaktadir (14).

Kolorektal ve gastrik kanserlerde UVRAG geninde mutasyon tanimlanmistir
(15). UVRAG, Bifl genlerinin tiimdrogenezisi baskilayabilecegi ve bu iki genin tiimor
supresor gen olabilecegi One siiriilmiistiir (15,16). Kolorektal ve gastrik kanserlerde
Atg2B, Atg5, Atg9B genlerinde hepatoselller ve gastrik kanserde Atg5 geninde,
somatik mutasyonlar tanimlanmistir (9,17). Bu ¢alismalar sonucunda otofajik genlerin
ifadelerinin kanser hiicrelerinde azaldig1 ve otofajinin karsinogenezde tiimor baskilayici

bir mekanizma olarak 6nemli rol oynadigini savunan fikirler ileri stirilmiistiir (18).



Molekdler duzeyde otofajinin kanserdeki roliniin tumor stipresor ve onkogenler
tarafindan da diizenlenebilecegi ve otofaji genlerinin tiimdr supressor olabilecegi ileri
srdlen bir hipotezdir (19,20).

Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklar hem anormal proliferasyona yol
acmakta hem de sitotoksik tedaviye dirence sebep olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle son
on yilda apoptozisi indiikleyen yeni ajanlar iizerinde calismalar yogunlagmistir (21).
Kanser hiicrelerinde agliga otofajik yanit daha az belirgin olmakla birlikte birgok timor
tipinde 6nemli bir sagkalim mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (22). Otofaji ile
karsinogenezin supresyonunun da saglanabildigi diislinilmektedir. Apoptozise
ugramayan kanser hiicrelerinin yok edilmesinde bir diger mekanizma da otofaji olabilir
(23).

Sonug olarak kolorektal 6lime yol acan ve kanser tiim diinyada sik gézlenen
kanserlerden biridir. Otofaji; metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilasmast,
yaglanma, hiicre Olimi ve bagisiklik sisteminde rol almakla birlikte kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklarinin nedenleri arasinda da
sayllmaktadir. Bu c¢alismada kolorektal kanserin klinik ve patolojik Ozellikleri ile

otofajinin iligkisi belirlenmeye calisilmigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Kolon kanseri tiim diinyada kadinlar ve erkeklerde goriilen kanserler arasinda
ticlincii en sik gozlenen kanserdir. Yilda yaklasik 1.200.000 yeni vaka ve yaklasik
609.000 o6lim goriilmektedir. Erkek ve kadinlardaki kanserlerin yaklasik %10’ unu
olusturmaktadir (1).

Kolorektal kanser Amerika Birlesik Devletleri'nde iiglincii en sik goriilen
kanserdir ve 6liim nedeni olarak ti¢lincii siradadir (24). Tiirkiye’de Saglik Bakanligi’nin
2007-2008 yillarinda 10 il'deki kanser kayit merkezi verilerine gore, KRK goriilme
siklig1 acisindan tiim kanserler i¢inde % 7.8 ile kadinlarda iigiincii ve % 7.5 ile
erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (25).

Kolorektal kanser, normal glandiiler epitelin invaziv kansere degisim gosterdigi
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimidir. Vogelstein ve Fearon tarafindan
normal kolon epitelinin adenoma, invaziv kansere ve metastatik kansere doniisiimiinii
iceren basamaklar tanimlanmistir (26). Kolorektal kanser patogenezinde genomik ve
epigenomik instabilite kadar, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozis,
immortalizasyon, anjiogenezis ve invazyon gibi karsinogenezisde kritik olaylar
diizenleyen ¢ok 6zel genlerin mutasyonlar1 ve bunun sonucu degisen sinyal yolaklar1 da
O6nemli yer tutar (27).

Kolorektal kanserli hastalarda prognostik faktorlerin bilinmesi erken evrelerde
niiks riskinin belirlenmesi i¢in, erken evre ve ileri evrelerde yasam siiresinin
belirlenmesi agisindan onemlidir. Kolorektal kanserde bir c¢ok prognostik faktor
tanimlanmistir. Bunlardan en Onemlileri tanida klinik evre, yapilan cerrahinin sekli
(kiiratif /palyatif), tiimor lokalizasyonu, patolojik evre ve tedavi seklidir. Bunlarla
beraber lokal niiks, progresyonsuz sag kalim (PFS) ve genel sagkalimi1 (OS) etkileyen
pek cok faktor belirlenmistir (28).

Eskiden KRK vyaslilarda ¢cok daha fazla goriiliirdii (29). Ancak son ¢alismalarda
geng populasyonda KRK insidansinin arttigi goriilmektedir (30). Geng hastalar daha
ileri evrede basvurmakta, daha kotii patolojik parametreler goriilmekte ve ¢ok daha

agresif seyretmektedir (31).



2.2. Etyoloji:

2.2.1. Genetik faktorler

Birinci ve ikinci derece akrabalarda kolon kanseri 6ykisu sporadik kolon kanseri
riskini arttirmaktadir. Birinci derece yakininda kolon kanseri tanisi olmasi riski 2 kat
arttirmaktadir (32.) ilk tanmin 60 yasindan once olmasi riski daha belirgin sekilde
arttirmaktadir. Benzer sekilde kolon kanseri tanis1 alan hastanin yakinlarinda premalign
adenom insidansi da artmaktadir (33).

Genetik olarak riskli gruplar kolon kanseri ve adenomu agisindan daha siki takip
edilmelidir. Ancak bu genetik yatkinligi tam olarak belirlemek zordur. Etilen
tetrahidrofolat redliktaz ve N-asetiltransferaz 6zellikle NAT1 and NAT2 gibi genetik
polimorfizmlerin varligi genetik yatkinlik olusturabilir (34,35).

2.2.2. Cevresel Faktorler

a-Diyet:

Total Kalori: Obesite ve artmis total kalori alimi kolorektal kanser i¢in bagimsiz
risk faktorii olarak tanimlanmistir. Artmis viicut kitle indeksi erkeklerde kolon kanseri
riskini 2 kat arttirirken rektum kanseri ile bu iliski saptanmamaistir (36).

Et, Yag ve Protein: Artmis kirmizi et tiiketimi kolorektal kanser igin risk

faktoriidiir. Kizartilmis ve islenmis etler 6zellikle rektal kanser riski ile iligkilidir (37).
Fazla proteinli diyet karsinogenezi arttirabilir ancak bununla ilgili kesin kanit yoktur.
Kirmizi ette bulunan yaglar kolonda bulunan bakteriler tarafindan metabolize edilerek
karsinojenik etki olusturabilir. Yaglarin icerigi de o6nemlidir. Ozellikle doymus
hayvansal yaglarin yiiksek riskli oldugu gdsterilmistir (38).

Klasik olarak fiber, taze sebze ve meyvenin diisiik kolorektal insidansi ile iligkili
oldugu kabul edilmektedir. Yiiksek fiber oraninin kolon transit zamanii kisalttigi ve
liimendeki karsinojenlerin konsantrasyonunu azalttig1 kabul edilmektedir. Ancak yakin
zamanda sonuglanan genis ¢apli bir calismada bu iliski gosterilememistir (39).

b-Yasam tarzi: Sedanter yasam tarzi kolorektal kanser riskini arttirmaktadir
ancak mekanizmasi bilinmemektedir. Yakin zamanli ¢alismalarda fiziksel aktivitenin
evre I-III kolon kanserinde mortaliteyi ve niiksii azalttig1 gosterilmistir (40). Alkol
kullanim1 ile kolorektal kanser arsinda minimal bir iliski saptanmis ve rektum kanseri

riskinin daha belirgin arttig1 goriilmiistiir. Uzun siire sigara kullanimi artmis adenom ve



kanser riski ile iliskili bulunmustur. Uzun siire ¢cay ve kahve kullanimi ile kolorektal
kanser arasinda kesin bir iliski saptanmamustir.

c-ilaclar: Populasyon temelli ¢alismalar aspirin ve diger nonsteroid
antiinflamatuar (NSAI) ilaglarin adenom ve kanser riskinin azalttigin1 desteklemistir.
Bu etki kullanilan ilacin tiiriinden bagimsizdir ve sag kolon sola gore daha fazla fayda
gormektedir (41).

Kolorektal kanser etyolojisinde etkili diyet ve gevresel faktorler

Riski arttiran faktorler Riski azaltan faktorler
Yuksek kalorili diyet Antioksidan vitaminler
Fazla et tiketimi Diyette yiksek fiber
Fazla pigmis et tiiketimi Taze meyve ve sebze

Doymus yag miktarinin fazlaligi | NSAI ilaglar

Fazla alkol tiketimi

Sigara

Sedanter yagsam

Obezite

2.2.3. Ailesel Kolorektal Kanser:

Familyal Adenomat6z Polipozis (FAP): FAP kolorektal kanserlerin % 1'ini
olusturur. 30 yasindan oOnce kolonda yiizlerce hatta binlerce polip olusur ve total
kolektomi yapilmazsa %100 kolon kanseri gelisir. FAP'ta goriilen benign kolon dis1
bulgular; retinal pigment hipertrofisi, mandibular osteom, epidermal kist, adrenal
adenom ve desmoid timordir. Birlikte gorilen maligniteler ise tiroid timorleri,
duodenum veya Ampulla Vateri kanseri ve beyin timorleridir. FAP otozomal dominant
gecis gosterir. Ancak hastalarin %30' u de novo mutasyon gosterir ve bilinen aile
Oykusu yoktur. Kromozom analizinde 5921 de bulunan APC "adenomatozis polipozis

coli" geninde mutasyon vardir (42).



Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC): HNPCC kolorektal
kanserlerin yaklasik %3' {inii olusturur. Kolonda yaklasik 100 kadar polip goriiliir.
Ortalama kanser gelisme yas1 43' tiir. HNPCC tip I ve tip II formu vardir. Tip 1l de
birlikte mide, ince barsak, safra yollari, renal pelvis, mesane, cilt, uterus ve over kanseri
gortlebilir. HNPCC' li hastalarda yasam boyu kolorektal kanser gelisme riski %80,
endometrium kanseri riski yaklasik %40 ve diger kanserlerin gelisme riski %10' dan
azdir.

HNPCC otozomal dominant gegis gosterir. DNA "mismatch repair" geninde
mutasyon oldugu saptanmistir (43).

Muir-Torre sendromu: Otozomal dominant gecer, kolon kanseri erken yasta
gelisir, sporadik kolon kanserinden daha iyi prognozu vardir(42).

Gardner sendromu: OD gegislidir. Kalin barsakta adenomat6z polipler,
kafatas1 ve mandibulada osteomlar, deride keratin6z kistler, yumusak doku 7

neoplazilerinin goriildiigii ailesel bir hastaliktir. Kolorektal kanser gelisme riski
yuksektir(42).

Turcot sendromu: OD gegislidir. Kolorektal adenomatdz poliplerle birlikte
glioblastom tipi beyin tiimdrleri vardir(43).

Peutz-Jeghers sendromu: OD kalitim gosterirr LKB1 gen mutasyonu
mevcuttur. Agir derecede atipi gosteren adenomatdz poliplerin bazilarindan KRK
gelisebilir. Pankreas, meme, akciger, over ve uterus kanser gelisim riski artmistir(43).

Cowden sendromu: Mukokutandz lezyonlar (fasyal trisilemmoma, akral
keratoz ve oral mukozal papillom), kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmis
malignite riski ile karakterize OD bir hastaliktir. 10. kromozomda lokalize PTEN
geninde mutasyon vardir(42).

Cronkhite-Canada sendromu: Mide, ince barsak ve kolon boyunca, jlvenil
tipte jeneralize gastrointestinal polipozis ile karakterizedir. Bu poliplerde adenomat6z
degisiklikler ve kolon kanseri gelisebilir. Kutandz hiperpigmentasyon, alopesi,

onikodistrofi, diyare, kanama, kilo kayb1 vardir(43).



2.3. Kolorektal kanser i¢in tarama:

Tarama i¢in kullanilacak en uygun ydntem hakkinda tartigmalar devam
etmektedir. Tarama yonteminin basit, hasta uyumu kolay, sensitif, spesifik ve kost
efektif olmasi istenir. Su anda optik kolonoskopi en efektif ve tercih edilen tarama
yontemidir. Tarama icin hastalar ortalama riske sahip ve yiksek riskli olarak iki gruba

ayrilarak degerlendirilmelidir.

2.3.1. Ortalama riskli hastalar:

Kendisinde ve ailesinde adenomat6z polip ve kolon kanseri 6yklst olmayan,
gizli ve asikar kanamasi olmayan, 50 yasin iizerinde kadin ve erkek bireyler olarak
tanimlanir.

Bu hastalar icin 6nerilen tarama metotlar:

1. Gaitada gizli kan (GGK) testi: Yillik olarak yapilmasi Onerilir. Ardisik 3

ornekleme ile yapilmalidir. Pozitiflik saptandiginda hastaya kolonoskopi
yapilmalidir.

2. Fleksibl Sigmoidoskopi: 5 yilda bir yapilmasi 6nerilir.

3. GGK testi ve Sigmoidoskopi: Yillik GGK testi ve 5 yilda bir sigmoidoskopi

kombinasyonu yapilabilir.

4. Kolonoskopi: 10 yilda bir yapilmasi 6nerilir.

2.3.2. Yuksek Riskli Hastalar:

1. Aile @ykisi : Birince derece yakinlarindan birine (kardes, anne, baba, ¢ocuk
gibi) 60 yasindan once kolon kanseri veya adenomat6z polip tanis1 konmus kisiler veya
birinci derece yakinlarindan 2 kisiye herhangi bir yasta kolon kanseri tanisi konmus
kisiler olarak tanimlanir. Bu hastalara 40 yasinda veya tani1 konan aile bireyinin
yasindan 10 yil daha geng yasta baslayarak 5 yilda bir kolonoskopi yapilmasi onerilir.

2. FAP: 10-12 yaslarindan baslayarak fleksibl sigmoidoskopi ve iist endoskopi
yapilmasi Onerilir.

3. HNPCC: 20-25 yaslarinda baglayarak 1-2 yilda bir kolonoskopi yapilmalidir.
Ayrica uterus ve over kanseri agisindan da tarama yapilmalidir.

4. Adenomatdz polip saptanan kisiler:




a) Bir veya daha fazla biiyilk ve sesil polip, malignite saptanmigsa veya
kolonoskopi  optimal  yapilamamigsa kisa siire sonra  kolonoskopi
tekrarlanmalidir.

b) Ug veya daha fazla polip saptanmissa 3 yil icinde kolonoskopi yapilmalidir.

c) Bir cm'den kigik 1-2 polip saptanmigsa 5 yil sonra kontrol kolonoskopi
yapilmalidir.

5. Kolorektal kanser tanisi olan hasta:

a) Tani aninda yapilan kolonoskopi obstriiksiyon nedeniyle tamamlanamamissa
cerrahiden sonra 6 ay icinde tekrarlanmalidir.
b) Tanida kolonoskopi yapilmigsa 3 yil i¢inde kontrol yapilmali, eger normalse

sonraki kontrol 5 yil sonra yapilmalidir (44).

2.4. Evreleme

KRK evrelendirilmesi ilk defa 1930 yilinda Dukes tarafindan yapilmistir. 1954
yilinda Dukes siniflamasi gozden gecirilerek modifiye edilmistir. Amerikan Kanser
Birligi [American Joint Committee on Cancer (AJCC)] ve Uluslararast Kanser Birligi
[Union Internationale Contrele Cancer (UICC)] TNM evreleme sistemini
gelistirmiglerdir (45). TNM evreleme sistemine gore degerlendirildiginde kolon ve
rektum kanserleri evrelerine gore benzer sagkalim gosterdikleri icin ikisi i¢in de ayni
evreleme sistemi kullanilmaktadir (46). AJCC tarafindan oOnerilen ve 2010 yilinda
giincellenen patolojik TNM evreleme sistemi ve evrelere 6zgili bes yillik sag kalim

oranlar1 tabloda 6zetlenmistir (Tablo 1 ve 2).



Primer Tumor Boyutu (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemedi

TO: Primer tiimor ile ilgili kanit yok

Tis: Karsinoma in-situ

T1: Tumor submukozaya invaze

T2: TumOr muskularis propriaya invaze

T3: Tiimo6r muskularis propriadan perikolorektal dokulara uzanim gostermekte
T4a: Tiimor visseral periton ylizeyine kadar uzanmis

T4b: Tiimor komsu organ ve dokulara invaze

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Bir-li¢ lenf nodu metastazi var

Nla: Bolgesel bir lenf nodu metastazi

N1b: Bolgesel iki-ii¢ lenf nodu metastazi

N1c: Bolgesel lenf nodu metastazi olmadan non-peritonize perikolik veya perirektal
dokularda veya subserozal, mezenterik timor depozit(ler)i varligi

N2: Dort veya daha fazla lenf nodu metastazi

N2a: Bolgesel dort-alt1 lenf nodu metastazi

N2b: Bolgesel yedi veya daha fazla lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

Mla: Bir organ veya bolgede (6rn; karaciger, akciger, bolgesel olmayan lenf nodu)
metastaz

M1b: Birden fazla organ/bdlge veya periton metastazi var

10



Tablo 1.

Kolorektal Kanserde TNM evreleme sistemi

EVRE T N M
0 Tis NO MO
I T1-T2 NO MO
A 13 NO MO
IIB T4a NO MO
IIC T4b NO MO
A T1-T2 N1-Nlec MO
T1 N2a MO
B I3-T4a N1-Nlc MO
12-T3 Nla MO
T1-T2 NIb MO
Ic T4a Nla MO
I3-T4a N2b MO
T4b NI-N2 MO
VA Herhangi T Herhangi N Mla
IVB Herhangi T Herhangi N Mlb
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Tablo 2. SEER program 2010 verilerine gore evreye gore 5 yillik rolatif sag kalim oranlari (47).

Evre S yilhk sagkahim oranlan (%)
I 97.1
ITA 87.5
1B 71.5
ITA 87.7
IIB (T1-T2. N2) 75
ITIB (T3.N1) 68.7
ITIC (T3.N2) 47.3
ITIC (T4.N1) 50.5
ITIC (T4. N2) 27.1

2.5. Programh Hiicre Olumi Modelleri
Programli hiicre 6liimii modelleri 1990' 11 yillarda Clarke tarafindan ii¢ ayri
grupta tanimlanmistir. Apoptozis tip I, Otofaji tip 11, lizozomal olmayan hiicre 6liimii tip

IIT hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (48).

2.5.1. Apoptozis:

Programli hiicre O6limii mekanizmasi olarak en iyi bilinen model olan
apoptozisde hiicre biiziismesi ve kromatin yogunlasmasi olustuktan sonra Kaspaz adi
verilen proteazlar araciligi ile hiicre DNA's1 ve diger proteinler parcalanarak apoptotik
cisimler olusturulur. Bu apoptotik cicimler diger hiicreler tarafindan fagosite edilerek

ortamdan uzaklagtirilir (48).
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2.5.2. Otofaji:

Otofaji kendi kendini yeme anlamina gelir ve hiicrelerin fizyolojik kosullarda
aclik durumunda besin elde etmek i¢in hiicre i¢indeki yapilar1 pargalamasi anlaminda
kullanilmaktadir. Boylece hiicre i¢i molekiillerin geri doniislimii saglanmakta ve
homeostazis korunmaktadir (49).

Apoptozis ile Otofaji arasinda temel bazi faklar Sekil 1 de gosterilmistir.

AUTOPHAGY APOPTOSIS
“'\'E;;.__.-"\.\_.»‘/T_ z_ "QR.___ ,J"\,x“/‘l_.z -
™. Stress < =3 ;Stres§ =
-fﬂ\Jl' Ih-'f\\“l 4
Extrinsic Pathwa Intrinsic Pathwa
U Phagophore * y l y

Death Receptors Mitochondria

p&2
WP Fas/CDO5 pS3 - Bax
@ Autophagosome AR
;e
1=

! |

Caspase-8 Caspase-9
“u s

y.o ] Autolysosome

¥ Amino acids
Fatty acids

Protein synthesis, Energy production

|

Programmed Cell Survival

Caspase-3

f

Substrate cleavage

:

Programmed Cell Death

Sekil 1. Apoptozis ve Otofaji arasinda farklar. (50)

Programli hiicre siirviyi olarak da adlandirilan otofaji, hiicresel homeostasis,
enerji dengesi, gelisme ve hiicresel defans gibi normal insan fizyolojisinin devami i¢in
kritik 6neme sahiptir (51,52). Ayn1 zamanda otofaji iki tarafi keskin kili¢ gibidir.
Kanser, nérodejeneratif hastaliklar, yaslanma, kas hastaliklari, enfeksiyon hastaliklar

ve immiin sistem hastaliklarinin patogenezinde de rol oynayabilir (53,54).
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Hiicre iginde olusan atiklar ve biriken maddeler asit hidrolaz enzimi iceren
lizozomlar araciligi ile pargalanirlar. Otofaji, hasarlanmis organeller ve uzun Omiirlii
sitoplazmik proteinlerin lizozomlar araciligi ile ortamdan uzaklastirilmasini saglar (55).
Hicre icerisinde bazal dizeyde otofaji, protein ve organellerin dongisi ile
homeostazise katkida bulunurken, artan hiicresel stres durumunda hiicrenin hayatta
kalmasin1 saglayan bir mekanizmadir (53). Kanser ile otofaji iligskisi hala oldukca
tartismalidir. Otofaji, kanser gelisimi esnasinda tiimor supresor etki gosterirken,
kanserin progresyonu esnasinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida
bulunmaktadir (56).

Kanser tedavisindeki yeni gelismelere ragmen, bir c¢ok kanser tiiriinde
kemoterapi ve radyoterapiye yeterli yanit alinamamakta ve tedaviye ragmen progresyon
gelismektedir (57). Kanser tedavisi esnasinda hem normal hiicrelerde hem de kanser
hiicrelerinde otofaji artmaktadir. Fakat normal hiicrelerden ziyade kanser hiicreleri
hayatta kalmak i¢in otofajiyi daha fazla kullandiklar1 i¢in bu durum yeni tedavi firsatlar
Olusturabilir (58).

En az ii¢ ayr1 otofaji mekanizmasi tanimlanmistir (59). Bunlar:

1. Makrootofaji: Protein ve hasarlanmis hiicre organellerinin par¢alanmasini saglar.
Otofagozom olusumu ile gergeklesir.

2. Saperon aracili otofaji: Sitoplazmada isaretlenen proteinler lizozoma taginir.

3. Mikrootofaji: Lizozom membranin invaginasyon, protriizyon ve septasyonuyla

gerceklesir.
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Sekil 2'de otofaji mekanizmalar1 gosterilmistir.

Preavtophagosome Cytosolic pratein

7 sty | tosolic chaperane
f:’ /_n\ o 1) complex @ %

Macroautophagy Autophagic

vacucle

Cytosal

Microautephagy o

Sekil 2. Otofaji Mekanizmalari (59).

Otofaji dendiginde genel olarak makrootofaji kastedilmektedir. Otofaji ile
baglantili proteinler (autophagy related proteins; Atg proteinleri) ilk olarak mayalarda
yapilan arastirmalarda saptanmistir. Giiniimiizde 30°‘dan fazla Atg geni tanimlanmistir
(60).

Otofajik yikim islemi 4 fazda gergeklesir (sekil 3).

1. Indiiksiyon fazi: Besin, oksijen, hormonlar, bilyiime faktdrleri ve enerji azlig
durumlarinda, kemoterapi ve radyoterapi tedavilerinin uygulanmasi nedeniyle
olusan hiicresel stres algilanmasinda ise karisan sinyal kaskadlar1 araciliiyla
baslar.

2. Elongasyon fazi: Otofagofor olarak bilinen izolasyon membrani sitoplazma veya
organellerin bir kismini g¢evreler ve bdylece otofagozom denen ¢ift membranl

yaptiy1 olusturur.
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3. Maturasyon ve flizyon fazi: Dig membran endozom ya da lizozom ile birlesir ve
otolizozom olugsumu ile sonuglanir.
4. Degradasyon fazi: I¢ membran, protein ve organel icerigi (otofajik cisim)

lizozom enzimleriyle yikilir ve yeniden siklusa girer (61).

ATGI

Phagophore

UVRAG

Autophagosome
& RAB7A
> | 5 >
A Elongation % & Maturation
ATG12) \
Initiation ‘(@ g ome
Class Il ;
PI3K
@*@ Fusion
ULkl complex . -
T ‘R/Afr B LAMP2
Phosphorylation @
j 0
mTOR “ /

ekil 3. Otofaji basamaklari: Otofajik kese olustuktan sonra uzamaya baslar. Uzama sonrasinda ise geg
J J y g
endozom veya lizozom ile birleserek tasidig1 yapilarin pargalanmasini saglar, yikim sonrasi aciga
cikan aminoasit ve yag asitleri gibi yapitaslari tekrar kullanilmak iizere hiicreye kazandirilmis
olur (61).

2.5.3. Otofajinin diizenlenmesi:

Otofaji regiilasyonunda en 6nemli uyaranlar aglik, hipoksi ve stres durumlaridir.
Memelilerde rapamycin hedefi (mTOR) bir serin tirozin kinazdir. Hiicrelerde bol
miktarda eksprese olur ve hicrenin blyltmesinde, proliferasyonunda ve hayatta
kalmasinda rol almaktadir. Bunlarin yani sira kanser hiicrelerinin kontrolsiiz sekilde
biiyiimesinde de rol aldig1 disiiniilmektedir. TOR protein kompleksi otofajinin

duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. TOR, hiicrelerde biyume ve protein sentezini
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kontrol eden bir kinazdir. TOR’un baskilanmasi otofajinin aktive olmasina neden olur.
Aclik durumunda TOR aktivitesi diiser, Atgl3 defosforile olur, Atgl ile baglanarak
otofajiyi indukler (62).

PI3K kompleksi de hiicre biiylimesinde etkili sinyal yolaklarindandir ve
Akt/PKB yolagin1 aktive eder. Akt’nin aktivasyonu TOR’u aktive ederek otofajiyi
inhibe eder (63,64). PTEN ise PI3K/Akt yolagi ile tam tersi bir isleve sahiptir ve
otofajiyi indiikler. PTEN’de olusan mutasyonlar otofajiyi baskilamaktadir (65). PI3K
kompleksi Atg6 (beclin-1), Atgl4, Vpl5 ve Vps34 proteinlerinden olugmaktadir, bu
kompleks PI3K baglayici protein ile otofajik kesecigin olusumunu baglatmaktadir. 3-
metil adenin (3-MA) PI3K’nin inhibitoriidiir ve otofajiyi inhibe etmek iizere yaygin
olarak kullanilir (66).

2.5.4. Otofaji Uzerinde etkili olan molekuller:

Akt/PKB ve TOR yolagi: Otofajinin regiilasyonunda en 6énemli yolaktir. TOR
yolaginin aktivasyonu hiicre biiylimesi ve sag kalimini saglarken inaktive olmasi
otofajiye yol agar. mTOR yolag1i Akt/PKB yolagi ile kontrol edilir. Akt/PKB’nin
aktivasyonu otofajinin inhibisyonuna yol acar (67,68). Akt/PKB aktivasyonu ayni
zamanda NF-kB yolagi tizerinden apopitozisi de bloke eder (69,70).

Bcl-2 ve Bcl-XL: Anti-apoptotik proteinlerdir, hem apoptozisi hem de otofajiyi
inhibe ederler. Beclin-1 tizerindeki BH3 bolgesine baglanarak otofaji kesecigi
olusumunu engellerler (71,72).

AtgdD, Atg5 ve Beclin: Bu proteinlerin proteolize ugramasi apoptozisi
indiiklemektedir. Bu sekilde bazi otofaji proteinlerinin apoptoz yolaklar1 tarafindan da
kullanildig1 saptanmistir (73,74).

P53: Apoptozisi uyarici etkisi olan p53; Bax, PUMA ve NOXA gibi pro-
apoptotik genlerin transkripsiyonunu arttirir ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik protenleri ise
azaltir (75). p53°tn aktivasyonu mTOR yolaginin inhibisyonuna ve sonugta otofajinin
aktivasyonuna yol agar (76). Cekirdekteki p53’iin otofajiyi arttirdigi, sitoplazmik
p53’in ise azalttig1 gosterilmistir (77).

Reaktif oksijen tarleri (ROS) ve Atg4: Hiicre iginde ROS yiiksekligi
apoptozisi uyarirken diisiikliigiinde hiicre biiyiimesi ve sagkalimi arttirir. ROS, Atg4’l
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okside ederek otofaji Uzerindeki etkilerini gosterir. Okside Atg4 inaktive olur ve

otofagozom olusumu baskilanir (78).

2.5.5. Tumoérogenezde otofajinin roli:

Beclin-1 otofajinin baslangi¢c asamasi olan ¢ift zarli otofagozom olusumu i¢in
temel otofaji proteinidir ve BECN 1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Diger otofaji
proteinleri Vps34, pl150, UVRAG, Bifl, Atgl4L, Rubicon’un olusturdugu biiytlik
protein kompleksi Beclin-1 ile etkileserek otofagozom olusumunu saglarlar (79,80).

BECN 1 mutant farelerde neoplastik lezyonlar, hepatoselliiler karsinom, akciger
adenokarsinomu, B hiicreli lenfoma gibi malignitelerin oraninda artig gosterilmistir
(66,81).

Ayrica meme, over ve prostat kanserlerinde otofaji regiilasyonu icin gerekli olan
beclinl’in monoallelik delesyonu ve bazi meme kanserlerinde beclin 1 diizeylerinin
azaldig1 gosterilmistir (82,83).

Anjiyogenezisin yetersiz oldugu zamanlarda hipoksik tiimor bolgelerinde otofaji
aktive olur ve timor hiicresinin canliliginin devam etmesini saglar. Besin yetersizligi
durumunda otofajinin bu roli hiicrenin besin, oksijen ve biyume faktorleri tekrar uygun
hale gelene kadar zaman kazanmasini saglar. Dolayisiyla otofaji timor devamliligi igin
gerekli bir mekanizma olarak gorilmektedir (84).

Otofaji sadece aglik doneminde enerji kaynagi lireten bir mekanizma degildir,
aynt zamanda hasarlanmis hiicre i¢i organel ve proteinlerin de kontroliinii saglar.
Otofaji sayesinde hasarlanmis, toksik olabilecek protein ve organellerin hiicre i¢inde
birikmesi ve hiicreye zarar vermesi engellenmis olur. Bu durum 0Ozellikle timor
hiicreleri gibi etkin olmayan aerobik glikoliz yapan ve hizli tiimor biiylimesi ve
metastaz nedeniyle kan akimi destegi her zaman uygun olmayan hiicreler i¢in kritik
oneme sahiptir. Dokular ve tiimordeki otofaji bozukluklar: hiicresel saglamlilig1 bozar
ve hiicrelerde DNA hasari, mutasyon ve genomik instabiliteye olanak saglar, sonugta
timor olusumu ve progresyonuna katkida bulunur (58,85,86). Bu gozlemler otofaji
uyarilmasimin  kanser olusumunu Onleyebilecegini, otofaji aracili sagkalimin
inhibisyonunun ise agresif kanserlerin tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecegini

distindiirmektedir.
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2.5.6. Otofaji ve apoptozis arasindaki hiicresel diizeyde iliski.

Atg3, Atg5, Atg7 ve Atg9 gibi otofaji genlerinde mutasyon ya da delesyon olan
farelerde yapilan deneyler otofajinin besin yoklugunda hiicresel yasam i¢in Oonemini
ortaya koymustur. Bu farelerde besin yoklugunda otofajinin uyarilmadigi ve dogumdan
kisa silire sonra oldiikleri goriilmiistiir. Otofajinin ac¢lik durumunda hiicre i¢indeki
proteinleri yikarak enerji geri doniisiinii sagladigi ve apoptozisi engelledigi bir ¢ok
caligmada gosterilmistir (87). Otofaji; apoptozise paralel olarak hiicre oliimiine yol
acabildigi gibi, apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir ya da
apoptoz igin bir 6n kosul olabilir (88).

Bazi durumlarda otofaji ve apotozis hiirede birbirine zit etkiler yapabilmektedir.
Bu durumda, otofaji hiicre Oliimiine karst bir hayatta kalma mekazimasi olarak
calisarak, apoptozisin durdurulmasmma ve Oliimiin engellenmesine yol ag¢maktadir.
Otofaji, metabolik stres, ila¢ ya da radyasyon hasariyla karsi karsiya kalan hiicrede
anormal ve hasarli proteinlerin yok edilmesinde ve DNA’nin hasardan korunmasinda
onemlidir. Otofaji yoklugunda tiimor hiicrelerinde DNA hasari, gen amplifikasyonu ve
kromozomal anormallikler artmaktadir (89).

Otofajinin hem karsinogenezisde hem de kanser hiicresinin sag kaliminda
onemli rol oynadig1 anlagilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaclar ve
hedefe yonelik ilaglarin otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke

etmek veya indiiklemek kanser tedavisinde 6nemli avantajlar saglayabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismaya Ocak2015- Mart 2015 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip
Fakdltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda kolorektal kanser nedeniyle opere
edilen 45 hasta dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin 30‘u erkek 15’1 kadin idi.
Calisma oncesinde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulundan onay alindi.
Calismaya katilan tiim hastalardan yazili onam alindi.

Calismaya alinan hastalarin demografik (yas, cinsiyet), patolojik o6zellikleri
(timor lokalizasyonu, histolojik tip, diferansiyasyon, vaskiler ve perintral invazyon,

lenf nodu tutulumu), klinik evre ve laboratuar sonuglar1 kaydedildi.

3.2. Yontem:

3.2.1. Gen ekspresyonu:

Kullanilan Kimyasallar: TRIZOL (Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform
ekstraksiyon ayiraci)

Kloroform, %75’lik etanol, Izopropanol, DEPC-su
TRIZOL(Sigma T9424) ile RNA izolasyonu

1. Sivi azottan almman doku oOrnekleri yine sivi azot bulunan strafor igindeki
havanda déviilerek toz haline getirilir

2. Tiip ic¢indeki toz halini almis dokularin tizerine 1000ul trizol ayiraci eklenir ve
Iyice vortekslenir

3. Vortekslendikten sonra buz iizerine alinip 200 ul kloroform eklenir, 15 saniye
vortesklenip 2-3 dk. Oda sicakliginda bekletilir. Daha sonra 15 dk +4°C de
12000 RPM de santrifdyj edilir

4. Ust faz yeni tiipe almarak iizerine 500 ul izopropanol eklenip vortesklenir, daha
sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilip 12000 RPM +4 °C de 10 dk. santrifiij
edilir, daha sonra santrifiijden alinan iist faz pipetle alinip atilir, dipte kalan
pelletin {lizerine %75’lik 750 ul soguk etanol eklenir ve hafifce vortesklenip
7500 RPM’de 8 dk. +4°C de santrifiij edilir.
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5. Santrifujden alinan tiiplerin buz iizerine alinir ve tizerindeki alkol pipetle alinip
atilir, Pellet iizerinde kalan alkoliin buharlagsmasi i¢in 5 dk. Tiiplerin kapag:
acilir ve bekletilir, sonra iizerine 25 ul DEPC’li su ilave edilip RT-PCR yapilana
kadar -80 °C de bekletilir

PCR ile cDNA Sentezi

cDNA analizine baslamadan 6nce her bir 6rnekteki total RNA miktar1 6rneklerin
esit reaksiyon sartlarini saglamak i¢in nanodrop kullanilarak tayin edildi. Buna goére her
bir tiipten alinacak total RNA miktarinin 1000 ng/ul olacak sekilde tuplerden belirlenen

hacimlerde alinarak cDNA analizine baglanilir.

c¢DNA reaksiyon protokolii asagida verilmistir.
Total RNA (1000ng) x ul

DNAse Buffer (10X) 1ul

DNAse (1u/ul) 1ul
DEPC-water(%0.1) ~7ul

Total reaksiyon hacmi 9 ul olacak sekilde DEPC’li su ile tamamlanir ve 37 °C de
30 dk. DNAse aktivasyonu igin bekletilir. Daha sonra her bir tupe 25mM EDTA
cOzeltisinden 1 ul eklenerek 75 °C de 10 dk. DNAse inaktive edilir.

Toplam hacim 10 ul olan RNA miksi elde edilerek tizerine asagidaki miktarlarda

reaktifler eklenerek PCR cihazinda cDNA sentezi yapilir.

RNA miksi 10 ul
5X RN Buffer 4 ul

RT enzim (200u/ul) 0.1ul
Ri Bolock enzim (40u/ul) 0.2 ul
dNTP miksi (10mM) 0.5ul
DEPC-water ~5.2ul

Total hacim 20 ul olan mix asagidaki protokole gore calisan PCR cihazina
konularak cDNA elde edilir
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cDNA sentez programi:

10dk. 25°C
60dk. 37°C
10dk. 70°C

Sonsuz 4°C

Elde edilen cDNA kantitatif RT-PCR’1 yapilana kadar -20 °C’de saklanir.

QPCR ile ATG5, ATG12 ve BECLIN Genlerinin Kantitasyonu
Kullanilan Kimyasallar: cDNA, ATG5, ATG12, BECLIN ve GAPDH

genlerinin primerleri, SYBR Green Master Mix

ATG5 Forward Primer: TCA GCC ACT GCAGAG GTGTTT
ATG5 Reverse Primer: AGC CAC ATC GCT CAG ACAC
ATG12 Forward Primer: CAG TTT ACC ATC ACT GCC AAA A
ATG12 Reverse Primer: ACA AAG AAG TGG GCAGTAGAGC
BECLIN Forward Primer: AGG TTG AGA AAG GCG AGA CA
BECLIN Reverse Primer: GCT TTT GTC CACTGC TCC TC
GAPDH Forward Primer: AGC CAC ATC GCT CAG ACAC
GAPDH Reverse Primer: GCC CAA TAC GAC CAAATCC
GAPDH geni referans gendir.

Elde edilen cDNA’lar Hylclone su ile 1:5 oraninda seyreltilir.
Her bir gen i¢in ayr1 ayr1 miks hazirlanir. Mikste kullanilan reaktiflerin

miktarlar1 asagida verilmistir.

Forward Primer (10uM): 0.5ul
Reverse Primer (10 uM): 0.5ul
Hyclone su 6.5 ul
cDNA 5ul
SYBR Green mix 12.5ul
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Total hacim 25 ul olur ve gqPCR cihazina (LC480 ROCHE) yiiklenir. qPCR

protokolil agagida verilmistir

Pre inkiibasyon 95°C  10dk.
Amplifikasyon (40 cycle-dongli) 95°C 15 san.
60°C 1dk.
Denatiirasyon 95°C  1dk.
55°C 1dk.
55°C 10 san. (80 cycle-dongu)
Sogutma 40°C  30dk.

Referans ve hedef genlerin cihazdan elde edilen cycle threshold (Ct) degerleri ile
birbirine gore kac¢ kat arttigi hesaplamasi yapilarak kantitasyon degerlendirilmesi

yapilir. Ornek hesaplama asagida verilmistir:

Referans gen Hedef gen

1.6rnek Ct: 20 Ct:32 Delta(Ct): 20-32: 12
2.0rnek Ct: 18 Ct:33 Delta(Ct): 18-33: 15
3.6rnek Ct: 16 Ct: 35 Delta(Ct): 16-35: 19"

Biiytlik olan delta(Ct) degeri kalibrator segilerek hesaplama yapilir. Formiilleri

asagida verilmistir.

ACtl = Ct (Hedef gen-tumor) — Ct (Referans gen -tumor)
ACt2 = Ct (Hedef gen-nontimor) — Ct (Referans gen-nontiimaor)
A A Ct = ACtI (tiimor) — ACt2 (nontiimor)

Normalize edilen hedef gen ekspresyonu: 244!

ATG5, ATG12 ve BECLIN Genlerinin Protein Analizi

Kullanilan Kimyasallar:

RIPA solusyonu ((50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 % NP40, 0.25 % Na-
deoxycholate)
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PMSF sollsyonu: 1 mM phenylmethylsulfonyl flioride
BSA: Bovine Serum Albumin

Bradford ¢ozeltisi; 25 mg Coomasie brillant blue G-250, 12.5 ml %95 etanolde
¢cozlindurullip, 25 ml %85 fosforik asit (H3PO4) eklenir. Bu boya ¢Ozeltisi 250 ml’ye
tamamlanir. Kullanilacagi zaman 5 kere sulandirilir. Whatman no.1filtreden gegirilir ve
bir cam sisede, oda sicakliginda saklanir. Kullanilmadan kalan Bradford stok c¢ozeltisi
ortalama 1 y11 4°C’de saklanabilir.

Jel yukleme loading dye: 2,4 ml 1M Tris-HCL(pH:6.8), 3 ml %20 SDS, 3 ml
Gliserol(%100), 1,6 ml Beta-merkaptoetanol, Bromfenol Blue (%1) (koyu mavi olana
kadar Blue boyasindan eklenir, yaklasik 100 ul)

Western Blott Transfer Buffer: 400 ml 10X Tris-Glisin(pH:8.3), 800 ml metanol,
7,5 ml %20 SDS, bu karigim su ile 4 litreye tamamlanir.

1X PBT Soltsyonu: 400 ml 10X PBS, 2 ml Tween-20, distile su ile 4 litreye
tamamlanir.

10X PBS (pH:7,4): 320 g NaCL, 8 g KCL, 56,8 g Na;HPOy, 10,9 g KH,PO,,
pH’1 6l¢iilerek 4 litreye distile su ile tamamlanur.

Western Blott Running Buffer: 400 ml 10X Tris-Glisin (pH:8.3), 20 ml %20
SDS, distile su ile 4 litreye tamamlanir.

Antikor Baglama igin RED Solusyon: %0,05 PBS-Tween, %5 BSA, %0,02 Na-
Azide, 20mg fenol-red

ECL Buffer: 2 membran icin; 700 ul Tris-HCL 1M pH:8.8 su ile 10 ml’ye
tamamla. Karanlik odada bunun tizerine 50 ul luminol, 25 ul coumarik asit ve 3 ul

distile su ilave edilerek 5 dk. beklenir. Sonra develop, fix ve su ile yikanir.

3.2.2 Protein Izolasyonu:

Tiipteki miktarlara gore RIPA soliisyonu konularak homojenizasyon ¢ubuklari
ile buz iizerinde ezilir. lyice ¢oziindiikten sonra maksimum hizda(14000 rpm) 15 dk.
Santrifiij edilir. Ustteki yag tabakas1 ve en alttaki pelet kisim arasindaki siipernatant
alinir.

Proteinler bu siipernatant icindedir. Total protein miktarinin spektroda

belirlenmesi i¢in yeni tiip icerisine bu siipernatanttan 1 ul alinarak iizerine 29 ul distile
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su ilave edilir. Bu yeni heterojen karisimdan 10 ul alinarak iizerine 190 ul Bradfort
cozeltisi ilave edilerek spekrometrede 595 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilir.

Olgiim &ncesi standart bir egri ¢izmek igin derisimi bilinen BSA’nin (1ug/ul)
farkli konsantrasyondaki miktarlar1 hazirlanarak (6rnegin 0,1 ug/ul, 0,2 ug/ul, 0,3 ug/ul,
0,4 ug/ul ve kor ornek olarak saf su kullanilir) 595 nm’de 6rneklerle birlikte protein
Ol¢timii yapilir.

Her bir 6rnegin total protein miktar1 spektrofotometrede 6l¢iildiikten sonra SDS-
PAGE jele esit yiiklenecek olan her bir 6rnegin ul’de 50 ug olacak sekilde alinacak
ornek hesaplamasi yapilir. Alinacak Ornek hesabi yapildiktan sonra jel dokiimiine
gecilir.

%5’lik Gst ve %15’lik alt jel western blottaki jel haznesine dokilerek her bir
ornege yiikleme Oncesi Beta-merkaptoetanol igeren loading dye yiikleme boyasindan
7,5 ul eklenerek hafif vortekslenip 95 °C de 10 dk. Protein denatiirasyonu icin islem
yapilarak &rnekler jele yiiklenir. Ornekler marker’m agilmasi icin yaklasik 3 saat 85
Voltaj altinda yiiriitiiliir.

Daha sonra transfer bufferda bekleyen 2 adet whatman kagidi 1slak siingerin
izerine alinir ve bunun {iizerine jeldeki marker sagda olacak sekilde jel whatman
lagidinin tizerine konur. Jelin iizerine ise transfer buffer ile 1slatilmis transfer membran
konulup Uzerine transfer buffer ile 1slatilmis siinger konularak sabit akimda 250 mA
(Voltaj 200-250) western blotta 70 dk transfer icin yarGtullr.

Transfer sonunda transfer membran %5’lik sitli PBT buffer icinde 1 saat
shaker’da bekletilir. Sttli buffer dokilerek 3 defa 5’er dk 1X PBT buffer(sutsiz) ile
yikanir. Transfer membrana 1.cil antikoru baglamak i¢in; 1ul 1.cil antikordan 2000 ul
kirmiz1 soliisyona ilave edilerek transfer membranin iizerine dokiiliir ve 1 gece +4 °C de
shaker tizerinde muamele edilir.

Ertesi gun 1.cil antikor dokiiliir ve 3 defa 5, 10, 5 dk lik siireler ile 1X PBT ile
yikanir. Sonra %5 lik yagsiz siit olan PBT bufferdan 10 ml’ye 2.cil antikordan 1 ul
konularak 1 saat shaker’da muamele edilir. Sonra 3 defa 5’er dk. PBT ile 4. Defa 10 dk.
PBS ile yikanir.

Daha sonra karanlik odada transfer membranin filmi c¢ekilir. Bunun igin

membran film kasetine yerlestirilip tizerine ECL buffer eklenir, 5 dk sonra develop
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soliisyonu, fix solisyonu ve sudan gecirilerek film kasetinde bantlar gozlenir. Filmdeki

bantlar yorumlanir.

Istatiksel Analiz:Verilerin istatiksel analizinde Microsoft Windows ile uyumlu
SPSS paket programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler, kategorik Ol¢iimler i¢in say1
ve ylzde (%) olarak, surekli dlcimler igin ise ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Gruplar arasinda siirekli
Olctimlerin karsilastirilmasinda dagilimlar kontrol edilerek, degisken sayisina gore
normal dagilim gosteren parametreler icin one-way Anova testi kullandi. Kategorik

degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi.

4. BULGULAR

Bu calismaya Ocak2015- Mart 2015 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip
Fakdltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda kolorektal kanser nedeniyle opere
edilen 45 hasta dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin 30‘u erkek 15°1 kadin idi.
Calisma oncesinde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulundan onay alindi.

Caligmaya katilan tiim hastalardan yazili onam alind1.

26



Calisma icin 20 hasta se¢ildi.15 (%75 )tanesinin histolojik grade’ 1 diisiik
5(%25) tanesinin ise histolojik grade’i yuksekti. Bu hastalarin hem tiimér dokularinda
hem de saglam dokularinda SYBR Green qPCR ile ATGS , ATG12 ve Becklin-1
ekspresyonlar1 analiz edildi. Referans ve hedef genlerin cihazdan elde edilen cycle
threshold (Ct) degerleri ile birbirine gore ka¢ kat arttigi hesaplamasi yapilarak
kantitasyon degerlendirilmesi yapildi. GAPDH geni referans alindi ve sonuglar 15
numarali hastanin saglam dokusuna gore normalize edildi.

Gen ekpresyonunun cDNA sentez evresi 0ncesinde 1 tane (%5)diisiik histolojik
grade, 1 tane de(%?5) yiiksek histolojik grade dokunun nanodropla yapilan 6l¢limiinde

yetersiz RNA miktar1 saptanmasi iizerine bu hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

BECLIN-1 Timor Dokusu(A)

Relative fold change

1A 3A  7A 10A 11A 12A 13A 15A 16A 19A 23A 26A 29A 18A A41A

Sekil 4. Timdr dokusunda Becklinl gen ekspresyonu

4 hastanin (%20) tiimor dokusunda Beclin-1 eskpresyonu saptanmadi (Sekil 4).
Bu hastalarin 1 tanesi( %5) yiiksek histolojik grade, 3 tanesi(%15 ) diistik histolojik
grade’e sahipti.
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BECKLIN-1 Saglam Doku(B)

Relative fold change

1B 3B 7B 10B 11B 128 13B 15B 16B 19B

23B 26B 29B 18B 41B

Sekil 5. Saglam dokuda Becklin-1 gen ekspresyonu

3 hastanin ise saglam kolon dokusunda Beclin-1 gen ekspresyonu saptanmadi
(Sekil 5).Bunlarin 1 tanesi (%5) yiiksek histolojik grade’e sahipken , 2 tanesi(%10)
diisiik histolojik grade’e sahipti.

ATG5 Tumor Dokusu(A)

Relative fold change

1A 3A  11A  12A 13A 15A 16A 19A 23A 26A 29A 5A 18A 41A

Sekil 6. Timor dokusunda ATG5 gen ekpresyonu
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ATGS5 Saglam Doku(B)

Relative fold change
(¥ ]
|

0 T T T T T T T T T L T T L 1
1B 3B 11B 12B 13B 15B 16B 19B 23B 26B 29B G5B 18B 41B

Sekil 7. Saglam Dokuda ATGS gen ekspresyonu

Dokular igerisinde 4 tane(%20 ) diisiik histolojik gradeli oérnekte ATG5 gen
ekspresyonu saptanmadi.(Sekil 6-7)

ATG12 Tuimor Dokusu(A)

Relative fold change

1A 3A 10A 11A 12A 13A 15A 16A 19a 23A 26A 29A 18A A41A

Sekil 8. Tumor dokusunda ATG12 gen ekspresyonu
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5 hastanin(%25) tiimoér dokusunda ATGI12 gen ekspresyonu saptanmadi(Sekil
8). Bunlarin 4 tanesi (%20) diistik histolojik grade iken 1 tanesi(%S5) yliksek histolojik
grade’e sahipti.

ATG12 Saglam Doku(B)

Relative fold change
(¥ ]

oolallool0UULUD

1B 3B 10B 11B 12B 13B 15B 16B 19B 23B 26B 29B 18B 41B

Sekil 9. Saglam Dokuda ATG12 gen ekspresyonu
4 hastanin(%20) timor dokusunda ATG12 gen ekspresyonu saptanmadi(Sekil
9). Bunlarin 3 tanesi (%15) diisiik histolojik grade iken 1 tanesi (%5) yiiksek histolojik
grade’e sahipti.
Western Blot yontemiyle de ATG5 ve Beclin-1 protein ekspresyonlari analiz
edildi(Sekil 11-12-13-14)
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A:Tumors B:Non-Tumor

1A 1B 3A 3B 4A 4B 5A 5B

Atg5

Beclin-1

LC3

Actin

Sekil 10. Protein ekspresyonu -1 (Bant Goruntisu)

A:Tumors B:Non-Tumor

6A 6B 7A 7B 8A 8B 10A 10B

Atg5

Beclin-1

LC3

Sekil 11. Protein ekspresyonu -2 (Bant Goruntisu)

31



A:Tumors B:Non-Tumor

11A 11B 12A 12B 13A 13B 15A 15B

Atgh

Beclin-1

LC3

Actin

Sekil 12. Protein ekspresyonu -3 (Bant Géruntlisi)

A:Tumors B:Non-Tumor

26A 26B 28A 28B 29A 29B 41A 41B

Atg5

Beclin-1

LC3

Actin

Sekil 13. Protein ekspresyonu -4 (Bant Goruntiisu)

32



Calismaya alinan hastalarin demografik, patolojik ve laboratuar verileri Tablo 3-

4 ‘de verilmistir.

Tablo 3. Demografik , klinik ve patolojik veriler -1

n %

Cinsiyet

Kadin 15 %33.33

Erkek 30 %66.66
Lokalizasyon
REKTUM 18 40,0
CEKUM 5) 11,1
CIKAN 9 20,0
SIGMOID 10 22,2
INEN 1 2,2
TRANSVERS 2 4.4
Histoloji
ADENOKARSINOM 41 %91,1
MUSINOZ ADENOKARSINOM 1 %2,2
Lenfovaskiiler Invazyon
VAR 37 %82,2
YOK 5) %11,1
Perindral invazyon
VAR 20 %44.,4
YOK 22 %48,8
Histolojik Grade
YUKSEK 5) %11,1
DUSUK 36 %80
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Tablo 4. Demografik , klinik ve patolojik veriler -2

Laboratuar

Minimum Maksimum  Mean Standart Deviasyon
Hb(gr/dl) 7,80 16,20 11,7533 1,79654
Htc(%) 24 45 35,32 4,861
CRP(mg/dl) 0 28 4,62 7,424
CEA(hg/ml) |1 114 13,89 26,767
Cal25(U/ml) |3 658 37,39 103,927
Cal9-9(U/ml) |1 2240 67,33 333,103
Ca72-4(U/ml) |1 18 5,62 4,716

Hastalarin cinsiyet ve histolojik grade arasinda anlamli bir iliski saptanmadi

(Tablo 5).p degeri 0.317 olarak saptandi

Tablo 5. Cinsiyet ve Histolojik Grade arasindaki iligki

Histolojik Grade
Diisiik Yuksek
Cinsiyet
Kadin 11(%78,6) 3(%21,4)
Erkek 25(%92,6) 2(%7,4)
P:0,317

Lenfovaskiiler invazyon ile histolojik grade arasinda anlamli bir iliski

saptanmadi(Tablo 6). p degeri 0,104°d{i.
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Tablo 6. Lenfovaskiiler invazyon ve Histolojik Grade arasindaki iligki

Histolojik Grade

Diisiik YUksek
Lenfovaskiiler Invazyon
Var 33(%91.7) 3(%8.3)
Yok 3(%660) 2(0640)

P:0,104

Perindral invazyon ile histolojik grade

saptanmadi(Tablo 7). p degeri 0,663dii

arasinda anlamh bir iliski

Tablo 7. Perindral invazyon ve Histolojik grade arasindaki iligki

Histolojik Grade

Diisiik Ylksek

Perinoral invazyon

Var 17(%85) 3(%15)

Yok 19(%90,5) 2(9,5)

P:0.663
Ornek alinan hastalarin TNM evreleri Tablo-8’de gosterilmektedir.

Tablo 8.- Hastalarin TNM evreleri

Evre Sayis1 Yizde

1 12 26,6

2 15 33,3

3 8 17,8

4 7 15,6

Total 42 93,3

Bilinmeyen 3 6,7

Total 45 100,0
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Hastalarin TNM evreleri ve perindral invazyon arasindaki iligski anlamli olarak

saptandi(Tablo 9). p degeri 0.014°dii.

Tablo 9. TNM evreleri ve perindral invazyon arasindaki iliski

TNM Evre(AJCC)

1 2 3 4 Toplam
YOK 11(%26,2) | 6(%14,3) 3(%7,1) 2(%4,8) 22(%52,4)
Perinoral
invazyon VAR 1(%2,4) 9(%21,4) 5(%11,9) | 5(%11,9) | 20(%47,6)
Toplam 12(%28,6) | 15(%35,7) | 8(%19) 7(%16,7) | 42(%100)
P:0,014

Hastalarin TNM evreleri ve lenfovaskiiler invazyon arasinda anlamli bir iliski

mevcuttu(Tablo 10). p degeri 0.003dii.

Tablo 10. TNM evreleri ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iligki

TNM Evre(AJCC)
1 2 3 4 Toplam
YOK | 5(%11,9) |0 0 0 5(%11,9)
Lenfovaskuler
invazyon VAR | 7(%16,7) | 15(%35,7) | 8(%19) | 7(%16,7) | 37(%88,1)
Toplam 12(%28,6) | 15(%35,7) | 8(%19) | 7(%16,7) | 42(%100)
P:0,003

SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan

Becklin-1 gen ekspresyonu ile hastalarin TNM evreleri arasinda anlamli iligki

saptanmadi(Tablo 11). p degeri 0.093’dii.
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Tablo 11.- Becklin-1 gen ekspresyonu ile TNM evreleri arasindaki iligki

TNM Evre(AJCC)
1 2 3 4 Toplam
TUmor 2(%13,3) | 1(%6,7) | 2(%13,3) | 1(%6,7) | 6(%40)
Dokusunda
Beclin-1 Artis
Non-Tumor | 3(%20) 6(%40) |0 0 9(%60)
Dokuda
Artis
Toplam 5(%33,3) | 7(%46,7) | 2(%13,3) | 1(%6,7) | 15
P:0.093

SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
Becklin-1 gen ekspresyonu ile lenfovaskiler invazyon arasinda anlamli iliski
saptanmadi(Tablo 12). p degeri 0.756 idi .

Tablo 12. Becklin-1 gen ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iliski

Lenfovaskiiler Invazyon
Var Yok TOPLAM
Tumor 5(%33,3) 1(%6,7) 6(%40)
Beclin-1 Dokusunda
Artis
Non-Tumor 8(%53,3) 1(%6,7) 9(%60)
Dokuda Artis
TOPLAM 13(%86,7) 2(%13,3) 15(%100)
P:0.756
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SYBR Green qPCR yontemiyle Tumor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
Beclin-1 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasinda anlamli iligki
saptanmadi(Tablo 13). p degeri 0.329 idi .

Tablo 13. Becklin-1 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasindaki iligki

Perinoral invazyon
Var Yok TOPLAM

TUmor 3(%20) 3(%20) 6(%40)
Beclin-1 Dokusunda

Artis

Non-Tumor 2(%13,3) 7(%46,7) 9(%60)

Dokuda Artis
TOPLAM 5(%33,3) 10(%66,7) 15(%100)

P:0.329

SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
ATG5 gen ekspresyonu ile hastalarin TNM evreleri arasinda anlamli iligki

saptanmadi(Tablo 14).p degeri 0.0552 idi.

Tablo 14. ATG5 gen ekspresyonu ile TNM evreler arasindaki iliski

TNM Evre(AJCC)
1 2 3 4 Toplam
Tumor 2(%14,3) | 4(%28,6) |0 0 6(%42,9)
Dokusunda
Artis
ATG5 Non- 3(%21,4) | 3(%21,4) | 1(%7,1) 1(%7,1) 8(%57,1)
Tumor
Dokuda
Artis
Toplam 5(%35,7) | 7(%50) 1(%7,1) 1(%7,1) 14(%100)
P:0,552
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SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
Becklin-1 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasinda anlaml iliski

saptanmadi(Tablo 15).p degeri 0.640 idi .

Tablo 15. ATGS5 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasindaki iligki

Perinoral invazyon
Var Yok TOPLAM

Tamor 3(%21,4) 3(%21,4) 6(%42,9)
ATGS Dokusunda

Artis

Non-Tumor 3(%21,4) 5(%35,7) 8(%57,1)

Dokuda Artis
TOPLAM 6(%42,9) 8(%57,1) 14(%100)

P:0.640

SYBR Green gPCR yontemiyle Tumoér dokusunda ve saglam dokuda saptanan
Beclin-1 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasinda anlamli iligki
saptanmadi(Tablo 16). p degeri 0.825 idi .

Tablo 16. ATGS5 gen ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iligki

Lenfovaskiiler invazyon
Var Yok TOPLAM

Tumor 5(%35,7) 1(%7,1) 6(%42,9)
ATG5 Dokusunda

Artis

Non-Tumér | 7(%50) 1(%7,1) 8(%57,1)

Dokuda Artis
TOPLAM 12(%85,7) 2(%14,3) 14(%100)

P:0.825
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SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
Beclin-1 gen eckspresyonu ile hastalarin TNM evreleri arasinda anlamli iligki

saptanmadi(Tablo 17).p degeri 0.292 idi.

Tablo 17. ATG12 gen ekspresyonu ile TNM evreler arasindaki iligki

TNM Evre(AJCC)
1 2 3 4 Toplam
Tuamor 1(%7,1) 3(%21,4) | 1(%7,1) | 1(%7,1) | 6(%42,9)
Dokusunda
Artis
ATG12 Non- 4(%28,6) | 4(%28,6) |0 0 8(%57,1)
TUmor
Dokuda
Artis
Toplam 5(%33,3) | 7(%50) 1(%7,1) | 1(%7,1) | 14(%100)
P:0.292

SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
ATG12 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasinda anlamli iligki
saptanmadi(Tablo 18).p degeri 0.334 idi.

Tablo 18. ATG12 gen ekspresyonu ile perindral invazyon arasindaki iligki

Perinoral invazyon
Var Yok TOPLAM

Tumor 3(%21,4) 3(%21,4) 6(%42,9)
ATGI12 Dokusunda

Artis

Non-Tumér | 2(%14,3) 6(%42,9) 8(%57,1)

Dokuda Artis
TOPLAM 5(%35,7) 9(%64,3) 14(%100)

P:0.334
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SYBR Green qPCR yontemiyle Tiimor dokusunda ve saglam dokuda saptanan
ATGI2 gen ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasinda anlamli iligki

saptanmadi(Tablo 19).p degeri 0.186 idi.

Tablo 19. ATG12 gen ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iligki

Lenfovaskiiler Invazyon
Var Yok TOPLAM

TUmor 6(%42,9) 0 6(%42,9)
ATGI12 Dokusunda

Artis

Non-Tumor | 6(%42,9) 2(%14,3) 8(0657.1)

Dokuda Artis
TOPLAM 12(%85,7) 2(%14,3) 14(%100)

P:0.186
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser, adim adim meydana gelen genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikimi ile normal kolon mukozasinin invaziv kansere doniisiimii
sonucu olusur. KRK'nin ¢ogu daha 6nce var olan ve malignitenin genetik 6zelliklerini
igeren adenomlardan gelisir (90).

Kolorektal kanser karsinogenezsinin farkli yolaklarinin tanimlanmasi KRK' nin
heterojen yapisini ortaya koymustur. Fearon ve Vogelstein tarafindan ileri siiriilen ilk
modelde 3 basamak tanimlanmistir. Birinci basamakta onkogenlerin mutasyonel
aktivasyonu ve tiimér supresdr genlerin inaktivasyonu olusur. ikinci olarak karsinom
gelisimi icin en az 4-5 gende mutasyon olusmasi gereklidir. Ugiincii olarak tiimériin
biyolojik davranis1 bu genetik degisimlerin birikimi sonucu belirlenir (91,92). Fearon
ve Vogelstein modelinden daha farkli yolaklarinda kesfi ile KRK' nin molekiiler yapisi
daha iyi anlagilmaya baslanmistir. Son 20 yilda 2 O6nemli molekiiler yap1 daha
kesfedilmistir. Bunlardan biri "Mismatch Repair" (MMR) gen defektinin neden oldugu
Mikrosatellit Insitabilite (MSI)'dir. Digeri de 6zellikle hipermetilasyon yolu ile gen
fonksiyonlarinin sessizlestirilmesi olan epigenetigin anlagilmasidir (90).

KRK farkli fenotiplere neden olan farkli molekiiler yolaklara bagli olarak
heterojen bir hastaliktir. Kolorektal karsinogenezin molekiiler temelinin anlagilmasi ile
tedavi ve prognozda onemli degisiklikler olmustur. Tiimoriin patolojik ve molekiiler
Ozelliklerine dayanarak tarama ve takip protokollerinin optimizasyonu, hastalik
evresinin daha dogru degerlendirilmesi ve tedavinin bireysellestirilmesi ile sonuglar
daha iyi hale gelmistir (90). Kolorektal karsinogenez ile iliskili olan farkli gen
mutasyonlart vardir. Fakat bu genlerin bir ¢ogunun hastaligin baglangict ve
progresyonundaki rolii heniiz anlasilabilmistir. Bunlardan en énemlileri APC, K-ras ve
p53 mutasyonlar1 olup KRK' da degisen oranlarda bulunurlar ancak ayni vakada birlikte
bulunmalari nadirdir (93).

KRK' nin temelinde yer alan bu multifaktdryel ve karmasik genetik yapir hem
hastalarin tedavi yanitlarindaki farliliklarin hem de yapilan genetik caligmalarin
sonuglarindaki farkliliklarin nedeni olabilir. Otofaji 6len hicrelerde gdzlenmesine
ragmen kanser hiicresinde otofajinin hiicreyi 6ldiirdiigli ya da 6liimden korudugu net

degildir. Muhtemelen otofaji hiicrenin normal fonksiyonlarini restore edemedigi zaman
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hiicre 6lmektedir. Bu konu tartigmalidir, ¢iinkii farkli otofaji inhibitérleri farkli sonuglar
dogurmaktadir. Ornegin meme kanseri hiicrelerinde tamoksifen otofaji'yi uyarmaktadir,
otofaji inhibitéru olan 3-Metil Adenin (3-MA) bu hiicrelerin 6limiind engellemektedir.
Bu durum otofajinin bir 6liim mekanizmasi oldugunu diisiindiirmektedir (94). Bunun
tersine radyasyonun uyardigi otofajide bir otofaji inhibitorii olan Bafilomisin Al
kullanildiginda kanser hiicrelerinde apoptozisi arttirmaktadir. Bu durumda otofaji
hiicrelerin apoptozisten kagmasini saglayan koruyucu bir mekanizma gibi goriilmektedir
(23).

Bagka bir hipoteze gore otofajinin farkli evrelerinde yapilan inhibisyon farkli
sonuglara neden olmaktadir. Ornegin temozolamid ile tedavi edilen glioma hiicrelerinde
otofajinin erken evresinde 3-MA ile inhibisyon hiicreleri 6limden korurken, ge¢ evrede
Bafilomisin A ile yapilan inhibisyon apoptozisi uyararak hiicre 6liimiinii arttirmaktadir
(95). 3-MA ve Bafilomisin-A bir ¢ok ¢alismada otofaji inhibitorii olarak kullanilmasina
ragmen bunlar otofajinin spesifik inhibitorleri degildir. 3-MA fosfoinozitol 3-kinaz
(PI3K) inhibitérudur, Bafilomisin-A Hidrojen-ATPaz inhibitéridir. Kanser tedavisinde
otofajinin roliiniin daha net tanimlanabilmesi i¢in otofaji genleri Uzerinde daha spesifik
inhibisyon yapilmalidir (96).

Otofajik bazi genler, kanser gelisimi esnasinda tiimor supresor etki gosterirken,
kanserin progresyonu esnasinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasma katkida
bulunmaktadir (56). Bu bilgilerden de anlasildig1 gibi otofaji ve kanser iliskisi oldukca
komplekstir. Otofajinin kanserdeki roli, kanserin evresine, hicrelerin metabolik
durumuna ve stres varligina gore degismektedir. Ayrica yapilan ¢caligsmalarda otofaji ile
iligkili baz1 molekiillerin farkli kanser tiirlerinde ekspresyonlarinin farklilik gosterdigini
bildiren sonuclar bildirilmistir. Literatiirde otofaji iliskili genlerle yapilan ¢aligmalarda
bir ¢ok farkli yontem (hayvan modelleri, hiicre serileri, insan normal ve tiimor dokulari
gibi) ve degerlendirme teknigi (Immiin histo-kimya boyama, gen ekspresyon diizeyi,
allelik delesyon gibi) kullanildig1 goriilmektedir. Biz bu ¢alismamizda Real Time PCR
yontemini kullanarak otofaji yolagi ile iligkili genlerin ekspresyon diizeylerini saptadik.
Western blot yontemiyle de bu genlerin protein ekspresyonlarini dlgtiik.

Okaryotik hiicrelerde, "mammalian target of rapamycin comlex 1" (nTORC1)
yeterli besin varligimnin en 6nemli sensoriidiir ve major otofaji regiilatoriidiir. Yeterli

besin varliginda mTORCI aktive olur, ULK1 ve ATG13" U fosforile ederek inhibe eder.
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ULKI1 ve ATG13 kompleksi otofagozom c¢ekirdeklenmeyi olusturan yapidir. Biiylime
faktorleri eksikligi veya farmakolojik olarak mTORCI] inhibisyonu yapildiginda otofaji
aktive olur (97).

Beclin-1 otofajinin baslangi¢c asamasi olan ¢ift zarli otofagozom olusumu i¢in
temel otofaji proteinidir ve BECN 1 geni tarafindan kodlanmaktadir. BECN 1 diizeyinin
Meme, Over ve Beyin tiimorlerinde ekspresyonunun azaldigini bildiren caligmalara
(98,99) karsin kolon kanserinde ekspresyonunun arttigini bildiren ¢alismalar da (100)
mevcuttur. Bununla birlikte Guo ve arkadaslarinin 85 kolorektal kanserli hasta ile
yaptiklar1 ¢alismada hastalarin bir kisminda BECN 1 ekspresyonunun azaldigt ve bu
hastalarin kemoterapi yanitinin daha iyi oldugu bildirilmistir (101). Chen ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 175 hastanin tiimor dokusu ile normal kolon dokusu
[HK yéntemi ile BECN 1 ekspresyonu agisindan degerlendirilmistir. Hastalarin yaklasik
%90' inda BECN 1 ekpresyonunun arttig1 goriilmiistiir (100). Bizim ¢aligmamizda ise
BECN 1 gen ekspresyonu bazi hastalarin normal dokusunda , bazilarinin ise tiimor
dokusunda yiiksek saptandi.

Beclin 1 ‘in major fonksiyonunun hiice éliimiinii uyarmasi nedeniyle ilk olarak
kanser dokusunda Beclin 1 protein ekspresyonunu azalmis olarak beklenebilir. Buna
karsin Ahn ve ark.larinin yaptig1 calismada eslenik normal mukoza hiicrelerine gore
malign kolorektal ve gastrik kanserler dokusunda artan beclin-1 ekspresyonu beclin-1’in
yeniden ekspresyonun isaret ederek beclin 1’in hem kolorektal hem de gastrik
tiimorogenezde rol alabilecegini onermektedir (103). Bizim &rneklerimizde beclin 1
ekspresyonunun hem tumdrlii hem de eslenik normal doku oOrneklerinde beraber
saptanmast da otofajinin kolorektal kanser tiimorogenezinde ige karistigini destekler
niteliktedir. Kanser hiicreleri kanserlerin gelisim ve ilerlemesinde hiicre O6liim
sinyallerine kars1 hiicre oliimiinden kagma kapasitesi kazanarak kendilerini hiicre
oliimiinden korumaktadir. Kanser hiicreleri bu 6zellige sahip olmazsa sonunda olirler.

Kolorektal ve gastrik kanserlerde beclin 1 ekspresyonu otofajik hiicre 6limanan
indiiksiyonuna katkida bulunmakta ve bdylece kanserlerin gelisimi sirasinda hiicre
Oliimiinii asan segici bir zorlama olusturabilir. Bu se¢ilmis hiicreler beclin 1 bagiml
hlicre Oliimiine karsit direng mekanizmalarina sahip olabilir. Bununla birlikte ¢ogu
gastrik ve kolorektal karsinomada artan beclin 1 ekspresyonu biiyiimeyi uyarici

faktorlerin  etkisini yenmeye c¢alisan intakt mekanizma olabilir. Bu acgidan
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karsinogenezin kendisine beclin 1’in asirt ekspresyonunun katkisinin olmasi gerekli
degildir. Ayrica, bir ¢aligmada beclin 1 ekspresyonu beyin tiimdrlerinin agresifligi ile
iliskili bulunmustur (99). Bu go6zlemler, belcin 1 ekspresyonunun kanser tipine gore
farkli roller alabilecegini Gnermektedir.

Kanserde hicre 6lumu ile ilgili genlerdeki ve Uriinlerindeki degisiklikler iizerine
gastrik ve kolorektal kanser dokularindaki otofaji iligkili genlerin (ATG) somatik
mutasyonunun arastirildigi  bir calismada mikrosatellit instabilitesi yiiksek olan
kanserlerde insan 16 ATG geni arasinda ATG2B, ATG5B ve ATG9B olmak {izere ii¢
genin mutasyonu saptanmistir (104). Bu mutasyonlarin otofajik islemin regiilasyonunu
bozarak kanser gelisimine katkida bulunabilecegi dnerilmektedir.

Microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3, otofaji sirasinda
otofagozom olusumunda ise karismaktadir. Kolorektal kanser ve otofaji ile ilgili
yapilmis az sayida calismadan birinde 19 kolorektal kanser dokusununun %63’iinde
LC3 immunohistokimyasal ekspresyonu yuksek olarak saptanmistir (105). Ayni
calismada yine 6zefageal kanserlerin % 53’iinde ve gastrik kanserlerin % 58’inde LC3
ekspresyonu yiiksek olarak saptanmistir. Ozefageal kanserlerde LC3 ekspresyonu
survival dahil olmak tizere cesitli klinikopatolojik faktorlerle korele olmadig:
saptanmistir. LC3’lin ¢esitli gastrointestinal kanserlerde upregiile olmast ve Ki-67
indeksi ile kismi iligkili olmasinin o6zellikle karsinogenezin erken fazinda kanser
gelisimine avantaj sagladigini1 6nermektedir (105).

Kolon kanserlerinde beclin-1 ekspresyonu ve klinikopatolojik dzelliklerle iliskisi
115 evre IIIB hastada arastirilmistir (106). Calismada tumor hiicrelerinin % 85.2’unda
beclin-1 dagilim1 plazma membrani, sitoplazma ve niikleusda gozlenirken, normal
komsu dokuda beclin-1 ekspresyonu yok ya da orta diizeyde belirlenmistir. Yiiksek
beclin-1 ekspresyonu daha uzun survival ile gii¢lii bir iliski gostermistir. Beclin-1
ekspresyonu ve primer kitle derinliginin (T evresi) bagimsiz prognostik faktor
olabilecegi Onerilmistir. Yine bizim g¢alismamizla benzer olarak beclin-1 ekspresyonu
ile klinikopatolojik 6zellikler arasinda bir iligki saptanamamustir (42) .

Hiicre 6liimii ve yagsaminda otofajinin iki zit rolii bulunmaktadir. Kanserde de
otofaji rolleri hakkinda tartigmalar devam etmektedir. Otofaji gelisimi kanser
hiicrelerinin tiimorojenik aktivitesini baskilamakta ve Beclinl ve UVRAG ile ilgili

vakalarda oldugu gibi otofaji inaktivasyonu tumor gelisimini arttirmaktadir. Zit olarak
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otofaji blokasyonu direncli hicreleri radyoterapiye hassas hale getirmektedir. Ayrica,
otofaji iligkili proteinler olan Beclinl ve LC3 protein ekspresyonu kolon ve gastrik
kanserlerde upregiile olmasinin ATG mutasyonlarina bagli kompensatuar asir1
ekspresyonuna isaret etmektedir. Bu veriler otofaji genlerinin hiicrenin igerigine bagl
olarak hiicre 6liim ve yasaminda farkli rolleri olduguna isaret etmektedir. Ayrica,
otofajinin kanser ilerlemesi ve kanserin tedavidi asamasinda farkli rollere sahip olmasi
muhtemeldir. ATG genlerindeki mutasyonlarin kanserin gelisim, ilerleme ve tedaviye
katkisin1 inceleyen daha ileri fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir.

Gunlimtzde ozellikle metastatik kolorektal kanser tedavisi alan hastalarda 5
yillik yasam oranlar1 ve tedavi yanitlar1 belli yilizdelerin iizerine ¢ikamamaktadir.
Kolorektal kanserin etyolojisinin, etki mekanizmalarinin ve tiimoriin ilerlemesinde
otofajinin roliiniin ortaya konmasi bu nedenle énem kazanmaktadir. Klinik kolorektal
kanserli hastalara ait tumor orneklerinde otofajinin rollinln belirlenmeye ¢alisildigi bu
calismada otofajinin hem normal hem de kanserli dokuda devam ettigini gostermistir.
Otofajinin hem normal hem de kanserli dokuda var olmasi kolorektal karsinogenezin

her iki dokuda yaptig1 degisikliklere bagl olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Otofaji kanserde hem tiimdr gelisimi hem de progresyonuna katki saglamasi
yaninda tiimor gelisimin Onleyici zit etkileri de bulinmaktadir. Calismamizda hem
kanser olusumunun erken evrelerinde hem de ileri evre kanserlerin progresyonunda
6nemli role sahip oldugu diisiiniilen Otofaji yolag: ile iliskili ATGS5 , ATG12 ve Beclin-
1 gen ekspreyon dizeylerine SYBR Green RT PCR yontemiyle , ATG5, ATG12 ve
LC3 protein ekspresyon duzeylerine Western Blot yéntemiyle hem timdr dokusunda
hem de eslenik normal kolon dokusunda bakildi. Normal dokuda ve tiimoéral dokudaki
gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirild.

Hem tlimoral dokuda hem de normal dokuda gen ve protein ekspresyonlar
saptandi. Bu sonuglar hastalarin demografik ve histopatolojik Ozellikleri ile
karsilastirild1 ve aralarinda anlamli bir iliski olmadigi saptandi.

Glinlimiizde tiim kanserlerde oldugu gibi kolorektal kanserde de daha spesifik ve
daha az toksik tedavi segeneklerine ihtiyag vardir. Kolorektal kanser ve otofaji
arasindaki oOzelliklerin belirlenmesi ile 06zellikle diinyada iiglincii sirada yer alan
kolorektal kanserde tiimor gelisimi, prognoz, metastaz ve tedaviyi i¢ine alan yeni
belirteclerin ve tedavi segeneklerinin ortaya konmasi miimkiin olabilecektir.

Calisma teknikleri agisindan optimal sartlarin saglandigi ¢alismamizda dokular
peroperatif alinip siv1 azot i¢inde protein ve RNA ekspresyon analizleri yapilacag: giine
kadar bankalanmistir. Ameliyathanede alinan dokular hi¢ zaman kaybedilmeden Cryo
tiiplere koyulup tasinabilir sivi azot dewarlariyla bankalanacagi sivi azot tanklarina
transfer edilmistir.

Calismamizda buldugumuz sonuglarin daha genis hasta serileri ile teyid edilmesi
gerckmektedir. Ancak 6rnek sayisinin arttirilarak alt gruplardan kaynaklanan érnek say1
azligmin getirdigi degerlendirme hatalarinin giderildigi ¢alismalarin planlanmasi ile
otofaji ve kolorektal kanser klinik Ozellikleri arasindaki iligki daha iyi ortaya

konabilecektir.
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