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1. GIRIS ve AMAC

Kolon ya da rektumdan koken alan kanserlere kolorektal kanser adi verilir.
Kolorektal kanser diinyada en yaygin icilincli kanser tipi olup kansere bagh
Oliimlerin dordiincii 6nde gelen nedenidir (Favoriti ve ark., 2016). Diinyada tahmini
1.8 milyon yeni vaka ile dnemli bir saglik sorunudur (Parkin ve ark., 2005). Erken
teshis, prognozun iyilestirilmesiyle iligkilidir ve genetik biyobelirteglerin
tanimlanmasi ve mevcut kullanilabilir tanilama araglarinin gelistirilmesiyle iligkilidir

(Lagerstedt, 2009).

Karsinogenez ¢alismalarina gen ifadelenme profillerinin uygulanmasi, timor
gelisimine gore gen ifadelenmesi tizerindeki spesifik degisiklikleri tanimlamay1 ve
molekiiler 6zelliklere gore tiimorleri teshis ve siniflandirilmasini amaglamaktadir.
Normal mukoza, adenom ve karsinoma ait ayird edici genetik isaretleri belirlemek
icin gen karsilasgtirma ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Prognoz tahmin ¢alismalari, diisiik
riskli kolorektal kanserden yiiksek riski ayirt etmek, klinik sonuca gore molekiiler
isaretler saglamak, primer timoriin metastatik potansyelini tahmin etmek igin
kullanight olabilecek gen ifadelenme profilindeki spesifik degisimleri tanimlamayi
amaglar (Kheirelseid, 2011).

Tiimor ve normal kolorektal dokular arasindaki gen ifadelenme seviyelerindeki
farki arastirmak icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Tamamlanan bazi ¢aligmalarda,
kanser ile normal doku arasinda farkli sekilde eksprese edilen ve bu nedenle
potansiyel olarak kolorektal karsinogenez gelisiminde rol oynayan bazi gen gruplari
bildirilmistir (Kitahara ve ark., 2001; Lin ve ark., 2002; Zou ve ark., 2002; Kwon ve
ark., 2004; Friederichs ve ark., 2005). Yine bazi ¢aligmalarda adenom ve normal
mukoza arasindaki gen ifadelenme profilinde 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmistir.
Bu prekanserdz lezyonlar farkli gelisim mekanizmalarinin mevcut oOlabilecegini
diistindirmektedir (Kita ve ark. 2006; Kim ve ark.,, 2008). Ayrica metastaz
gelisiminin altinda yatan molekiiler modifikasyonlar1 agiklia kavusturmak igin,

primer timorlerin gen ifadelenme profilleri kendilerine ait metastazlarla



karsilagtirilmistir (Yanagawa ve ark., 2001; Agrawal, 2002; Koehler ve ark., 2004;
Ki ve ark., 2007; Lin ve ark., 2007). Agrawal ve ark. (2002) hastalik ilerlemesiyle
iliskili tim genler arasinda osteopontin ifadelenmesinin 6nde gelen aday gibi
goriindiiglini bildirmistir. Yanagawa ve ark. (2001), 10 primer kolorektal kanser
genom-boyu ekspresyon profillerini ve karsilik gelen karaciger metastazini analiz
etmisler ve 40 genin ifadelenmesinin metastatik lezyonlarda yaygin olarak arttigi ve
7 genin ifadelenmesinin de yaygin olarak azaldigini tanimlamislardir. Diger yandan;
Watanabe ve ark. (2009) lenf nodu metastazinin karakterizasyonu ve tahmini i¢in
kullanilabilecek bir dizi ayirici gen setini tanimlamak icin 89 kolorektal kanser
hastasini ¢aligmis ve lenf nodu metastazi olan ve olmayan hastalar arasinda 73 genin
ifadelenmesinin  6nemli Olgiide farkli oldugunu bildirmislerdir. Bu gen setini
kullanarak, %88.4'liik bir dogrulukla lenf nodu metastazinin varligini tahmin etmek

i¢in bir model olugturmuslardir.

CPEB4 ile iliskili mRNA'lar, RAS ile iliskili molekiiller, hiicre sinyal
bilesenleri, kromatin yeniden modelleme proteinleri, siklinler, apoptoza bagh
molekiiller, stres ve inflamasyon faktorleri, metabolik hiicre gocii ve metastazi ile
ilgili enzimler ve genlerin dahil oldugu tiimorogenez iliskili g¢oklu hiicresel
fonksiyonlarla zengin bir yelpazede eksprese edilir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012).
Ayrica, CPEB4'in invaziv duktal meme kanserinde, kolorektal kanserde, pankreatik
duktal adenokarsinomda, metastatik prostat kanserinde ve glioblastomada, invazyon,
timor bitylimesi, vaskiilarizasyon ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Ortiz-Zapater
ve ark., 2012; Xu ve ark., 2013; Zhong ve ark., 2013; Sun ve ark., 2015; Chen ve
ark., 2016).

APC genindeki mutasyonlar, Familyal Adenomatéz Polipozi koli’de (FAP)
kolorektal kansere kalitsal yatkinligin temelidir ve ayn1 zamanda sporadik kolorektal
tiimorlerin olugmasinda birincil nedendir. APC mutasyonlarinin diger kanser timor
tiplerinde neden daha az bulundugu heniiz net bilinmemektedir. Mutant APC ayrica,
kanser ilerlemesinde rol oynayan hiicre iskeleti yapigsmasini ve stabilitesini bozabilir.
Diisiik penetransli APC mutasyonlarinin veya missens varyantlarimin kalitsal

kolorektal kanser riskine katkisi hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi



gerekmektedir. APC'nin hem genetik hem de biyolojisinin daha iyi anlasilmasi,
zaman i¢inde, 6zellikle kolorektal kanser yiikiinii azaltmay1 hedefleyen dnleyici veya

terapotik stratejilerle sonuglanabilir (Nicola ve ark., 2001).

CTNNB1 genindeki somatik mutasyonlar, birgok kanser tiiriinde
tanimlanmistir. Bunlar arasinda kolorektal, karaciger, tiroid, yumurtalik,
endometriyal ve cilt kanserleri ile medulloblastom adi verilen bir beyin timori
bulunur. Caligmalar, CTNNB1 genindeki fonksiyon kazanci mutasyonlarinin, artik
ihtiya¢ duyulmadiginda beta-katenin pargalanmasini 6nledigini ve proteinin hiicreler
icinde birikmesine izin verdigini goOstermektedir. Fazla beta-katenin hiicre
cekirdegine geger ve kanserli tlimorlerin gelismesine izin vererek hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasini destekler. CTNNB1 genindeki mutasyonlar, normal
hiicrelerin kanserli hale gelmesine neden olabileceginden, CTNNB1 onkogenler
olarak bilinen bir gen sinifina aittir. Bazen, diger onkogenlerdeki mutasyonlar,
kansere neden olmak icin CTNNB1 gen mutasyonlar1 ile birlikte ortaya cikar
(https://ghr.nIm.nih.gov/gene/CTNNB1#).

TRIP137in mayotik rekombinasyon, ig kontrol noktasi ve kromozom
sinapslarinda anahtar rol oynadigi bulunmustur (Vader, 2015). Yapilan ¢aligmalar
TRIP13%in ¢oklu neoplazmlarda asir1 eksprese edildigini gostermistir (Banerjee ve
ark., 2014; Tao ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). Japonya'da yapilan bir ¢alisma,
TRIP13%in kolorektal kanser hiicrelerinde onkogen olarak hareket edebilecegini,
ancak mekanizmanin netlestirilmedigini gostermistir (Kurita ve ark., 2016). Sheng ve
ark., (2018) TRIP13%n in vitroda kolorektal kanser hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve istilasimm ve deri alti implante edilmis timoér olusumunu
destekleyebilecegini gostermek icin bircok yontem kullanmislar ve sonuglara gore
kolorektal kanser hastalarinin hayatta kalma siirelerinin diisiik oldugunu rapor

etmislerdir.

IFy, viral ve hiicre ici bakteriyel enfeksiyonlara ve tiimor kontroliine karsi
dogal ve adaptif bagisiklik i¢in kritik dneme sahip bir proinflamatuar sitokindir. CD4

Thl hiicreleri ve CDS8 hiicreleri IFy liretmektedir. IFy ayrica enfeksiyon {izerine hizl



indiiksiyona izin veren IFy mRNA'y1r yapisal olarak eksprese eden natural killer
hiicreler ve natural killer T hiicreleri tarafindan iretilir. IFy, MHC smif I ve II
molekiillerinin yiizey ekspresyonunu diizenleyerek antijen sunumunu arttirir. |FNy,
hiicre i¢i bakteri ve viriislere yanit olarak makrofajlarin aktivasyonu igin de
onemlidir. Azalan IFy indiiksiyonu veya sinyali, hiicre i¢i bakterilere, baz1 viriislere

ve timor baglangicina karsi artan duyarlilik ile iliskilidir (Akdis ve ark., 2011).

PIK3CA, EGFR tirozin-kinaz domaininde yer alan fosfatidilinositol-3-kinazlar
(PI3K) kodlayan bir proto-onkojendir ve AKT'nin fosforilasyonuna ve AKT-mTOR
sinyal yolunun aktivasyonuna yol agar (Fernandes ve ark., 2018). Fosfoinositol-3-
kinaz (PI3K) yolagi, insan kanserlerinde bir viral onkoprotein ile iliskili bir
enzimatik aktivite olarak kesfedilmistir. Bu yolak, insan kanser calismalarinda ¢ok
dikkat c¢ekmistir, ¢iinkii hiicre dongiisii, proliferasyon, biiylime, hayatta kalma,
protein sentezi ve glikoz metabolizmasi i¢in 6nemlidir (Vivanco ve Sawyers, 2002).
PI3K yolagindaki diizensizlik tiim kanserlerin yaklasik %30'unda goriillmektedir. Bu
deregiilasyon cesitli genetik ve epigenetik mekanizmalar yoluyla gerceklesir ve ¢ok

cesitli tiimor tiplerine yol agar (Ipsida ve Mandal, 2012).

EIF2S3 geni, metiyonil-tRNA (i)'nin 40S ribozomal alt birimine dahil
edilmesinde rol oynayan bir heterotrimerik GTP baglayici protein olan Okaryotik
ceviri baglatma faktori-2'nin (elF2) g¢ekirdek alt birimini kodlar. EIF2 kompleksi
protein sentezi i¢in gereklidir (Moortgat ve ark., 2016). EIF4A ise DEAD kutusu
protein ailesinin bir iyesidir ve 5'UTR'de mRNA sekonder yapisinin ¢oziilmesini
katalize etmek i¢in ATP'ye bagli bir RNA helikaz olarak islev goriir (Rogers ve ark.,
2002). Bu genler de tiimor gelisiminde ¢alisilmaya baslanmig genlerdir.

Bu tez calismas1 kapsaminda, kolorektal kanserle iliskisi olabilecegi
diisiiniilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1
genlerinin;

e Kolorektal kanser tiimorlerinde ve normal kolon dokusunda ifadelenme

diizeyleri,



e Farkh evre kolon kanseri tiimorlerinde ve normal kolon dokusunda
ifadelenme diizeyleri,
e Kolorektal kanser tanili olgular ile kontrol grubu bireylere ait periferik
kan orneklerinde ifadelenme diizeyleri,
e Farkh evre kolorektal kanser tanili olgular ile kontrol grubu bireylerin
periferik kan o6rneklerinde ifadelenme diizeyleri belirlenmistir.
e Periferik kan ile tiimor dokularindaki ifadelenme farkhhklar
degerlendirilmistir.
Yaptigimiz literatiir taramasina gore; kolorektal kanserde CPEB4, APC,
TRIP13, EIF2S3, EIF4A, IFNy , PIK3CA ve CTNNB1 genlerinin mRNA
diizeylerindeki degisimlerin ilk defa bizim calismamizda degerlendirildigi

goriilmiistiir.

Cahsmamizda yer alan kolorektel kanser tamih 45 olguda séz konusu
genlere ait ifade degerleri hem kanda hem de timor dokularinda belirlenmis, bunun

yani sira Kolorektal kanser evreleri bakimindan da degerlendirilmistir.

Sonu¢larimiz  kolorektel kanser ile CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3,
EIF4A, IFNy, PIK3CA ve CTNNBL1 genleri arasindaki iliskinin ortaya konmasi

acisindan iilkemizdeki ilk veriler olma ozelligini tasimaktadar.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser, Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Kolon ya da rektumdan koken alan kanserlere kolorektal kanser adi wverilir.
Kolorektal kanser diinyada en yaygin iigiincli kanser tipi olup kansere bagh
Oliimlerin dordiincii 6nde gelen nedenidir (Favoriti ve ark., 2016). Erken teshis,
prognozun iyilestirilmesiyle iliskilidir. Genetik biyobelirteglerin tanimlanmasi

mevcut kullanilabilir tanilama araglarmin gelistirilmesiyle iliskilidir (Lagerstedt,
2009).

Kolorektal kanser vakalarinin ¢ogu sporadiktir, ancak kalitsal faktorler de
onemli rol oynamaktadir. Biiyiik olasilikla, kolorektal kanserin birden fazla nedeni
vardir. Kolorektal kanser i¢in 6nemli bir risk faktorii uzun siiredir devam eden
inflamatuar bagirsak hastaligidir. Obezite, yiiksek yagl ve diisiik lifli diyet, alkol
tiiketimi ve sigara igilmesi de diger ¢evresel risk faktorleridir (Mattar ve ark., 2011,
Wei ve ark., 2004). Kolorektal kanser insidansi yasla birlikte artmaktadir ve diizenli
fiziksel aktivite diisiik kolorektal kanser riski ile iligkilidir (Wei ve ark., 2004).
Digkida kan ve mukuslu diski kolorektal kanser ile iliskili yaygin semptomlardir
ancak hastalarin asemptomatik de olabilir (Rubin, 2001).

Kolorektal kanser, kolon, rektum ve/veya devaminda kanserli biiylimelerle
tanimlanir. Kolorektal kanserlerin %95'inden fazlasi glandiiler epitelden gelisen
adenokarsinomlardir. Kolorektal kanser, genellikle uzun bir siire yavas yavas gelisen
bir dizi 1yi tanimlanmis morfolojik adimda ilerler. Kolorektal kanserin kaynagi,
kolorektal epitelyumda adenom adi verilen, yavas yavas biyiiyerek malign bir
fenotipe doniisene kadar hiicre i¢i organizasyonunda gittikce daha diizensiz hale

gelen kiigiik, iyi huylu bir tiimoér veya poliptir (Rubin, 2001).

Tanm ve tedavideki bazi ilerlemelere ragmen, bu hastalik ¢ok sayida insanin

yasamini tehdit etmektedir. Hastalarin yaklasik %20'sinde metastaz yapar ve



kolorektal kanserlerin %30'u tekrar eder (Comber ve Walsh, 2008). Genel olarak
kolorektal karsinom, kalitsal etkinin ve kanser riskinin artmasma bagli olarak ii¢

kategoriye ayrilir (Ivanovich ve ark., 1999):

1. Sporadik kolorektal kanser, hastalarin yaklasik %60'im1 olusturur ve kayda
deger aile Oykiisii olmayan ve tanim geregi, kanser gelisimini hizlandiran

tanimlanabilir kalitsal gen mutasyonu olmayan hastalari igerir.

2. Ailesel kolorektal kanser, vakalarin yaklasik %30'unu olusturur. Kolorektal
kanser veya adenom ile ilgili bir akrabasi olan, ancak spesifik bir germ hatti

mutasyonu veya net bir kalitim kalib1 olmayan hastalar1 ifade eder.

3. Olgularin yaklasik %010'unu olusturan gergek kalitsal kolorektal kanser
sendromlari, kanser duyarlilik genlerindeki tek gen mutasyonlarinin
kalitmindan kaynaklanir. Her ne kadar son kanser grubu en diisiik siklikta
ortaya c¢iksa da, agik kalitim kaliplar1 ve anahtar patojenik genlerin
tamimlanmast nedeniyle, sporadik Kkolorektal kansere uygulanabilen
karsinogenezin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yardimci

olmustur.

Kolorektal kanserlerin molekiiler ve biyolojik karakteristiklerinin yogun
bicimde arastirilmasi sayesinde, son yillarda kanser patogenezinin anlasilmasinda
oldukca aydinlatici bilgiler elde edilmistir. Genetik ve cevresel faktorlerin etkisi
altinda uzun bir siire¢ sonucu gelisen kolorektal kanserlerin daha erken evrede
yakalanabilmeleri, bu tiimdrlerin hem tedavileri hem de prognozlart agisindan daha

da olumlu sonuglar doguracaktir.

2.2. Kolorektal Kanserlerin Genetigi ve Patogenezi

Onkogen ve tiimor baskilayici gen mutasyonlarimin hepsi fizyolojik seviyede
benzer sekilde c¢alisir: hiicre boliinmesinin uyarilmasi veya apoptoz veya hiicre

dongiisiiniin engellenmesinin inhibisyonu yoluyla tiimor hiicre sayisini artirarak



neoplastik siireci yOnlendirirler. Hiicre sayisindaki artis, hiicre dongisiinii
yonlendiren genlerin aktive edilmesinden, normal apoptotik siireglerin inhibe
edilmesinden veya gelismis anjiyogenez yoluyla besin saglanmasinin

kolaylastirilmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.1).

Cok basamakli Karsinogenez (Orn: Kolon Kanseri)

5q gen kaybi 12p'de KRAS 18q DCCtimér 17p'dep53  Diger g
APC aktivasyonu  siipresdr geni gen kaybi degisiklikler
| e 1o V1§
Normal Hiper- Erken Inter Gec . L
Epitel — proliferatif ™ gdenoma ~ Mediate — gienomg — Karsinoma — Metastaz
epitel adenoma

0 0ocmdadh

Sekil 2.1. Cok basamakli karsinogenez asamalar1 (Fearon ve Vogelstein, 1990’dan
degistirilerek.)

Stabilite genleri olarak adlandirilan iigiincii bir kanser gen sinifi, mutasyona
ugradiginda, tiimorjenezi tamamen farkh bir sekilde tesvik eder. Bu sinif,
normal DNA replikasyonu sirasinda yapilan veya mutajenlere maruz kalmanin neden
oldugu substitiisyon hatalarini (yer degistirme) onarmaktan sorumlu olan;

i) Uyumsuzluk onarimi (MMR=Mismatch repair),

i) Niikleotid eksizyon onarimi (NER=Nucleotide-excision repair) ve

Iii)Baz eksizyon onarim1 (BER=Base-excision repair) genlerini igerir.

Stabilite genleri genetik degisiklikleri minimumda tutar. Bu nedenle inaktif
hale geldiklerinde diger genlerdeki mutasyonlar daha yiiksek bir oranda meydana
gelir (Friedberg, 2003).

Sonug¢ olarak tiim genler, ortaya ¢ikan mutasyon oranmin artmasindan
potansiyel olarak etkilenir, ancak yalnizca onkogenler ve tiimor baskilayici
genlerdeki mutasyonlar, hiicre biiylimesi siirecini etkiler ve bu nedenle mutant
hiicreye se¢ici bir biiylime avantaji saglayabilir. Tiimor baskilayict genlerde oldugu
gibi, fizyolojik bir etkinin ortaya c¢ikmasi i¢in stabilite genlerinin her iki aleli de

inaktive edilmelidir. Bu ii¢ gen sinifindaki mutasyonlar germ hattinda meydana



gelirse kanser icin katilsal bir yatkinliga veya tek somatik hiicrede meydana gelirse

sporadik tiimorlere neden olur (Nowell, 2002).

Kolorektal kanser, normal kolon epitelyumunun kolon adenokarsinomuna
doniismesine yol agan genetik ve epigenetik degisikliklerin ilerleyen birikiminden
kaynaklanir. Kolorektal kanserin molekiiler olusumu analiz edildiginde, kanserin

patogenezine iliskin dort ilke belirlendigi goriilmektedir.

Bunlar sirasiyla sdyledir;

i) Birincisi, kolon kanseri olusumunun altinda yatan genetik ve epigenetik
degisikliklerin kanser olusum siirecini tesvik etmesidir. Bu durum
degisiklikleri biriktiren hiicrelere klonal bir bliylime avantaji saglar.

ii) ikinci ilke, kanserin hem molekiiler hem de morfolojik seviyelerde cok
asamal1 bir ilerleme ile ortaya ¢ikmasidir (Fearon ve Vogelstein, 1990).

iii)Uglinciisii, genomik stabilite kaybinin kanser olusumunda 6nemli bir
molekiiler adim olmasidir (Lengauer ve ark., 1998).

iv) Dordiinciisii, kalitsal kanser sendromlarinin ortaya g¢ikmasina neden olan
anahtar genetik defektlerin siklikla germ hatti formlarina karsilik gelmesidir
ki bundan sonra devam eden somatik olusumlar1 sporadik kolon kanserlerinin

ortaya ¢ikmasina neden olur (Kinzler ve Vogelstein, 1996).

Kolorektal kanserler ister sporadik olsun, isterse herediter, genetik
degisiklikler sonucu meydana gelir. Kolorektal kanser olusumu i¢in kromozomal

instabilite ve mikrosatellit instabilite 6nemlidir.

Kolorektal kanserin patogenezi karmasik olup ¢ok ¢esitli faktorlere baghdir.
Hem genetik degisiklikler hem de epigenetik yollar, malign dokunun gelisiminde
onemli roller oynar.
Kolorektal kanserin malign transformasyonunda dort ana molekiiler yolak

tanimlanmistir:
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1) Kromozomal instabilite (CIN) yolagi,
i) CpG adasi metilator fenotipi (CIMP) yolag
iii) Mikrosatellit instabilitesi (MSI) yolag: ve

iv) Serrated yolagi.

Bu yolaklara ek olarak diger genetik degisiklikler ve kronik inflamasyon da

Onemlidir.

CIN-yolu, kolorektal kanser’de en yaygin genetik sapmadir. Tiim kolorektal
kanser vakalarmmin yaklasik %85'inde mevcut olup, koti prognoz ile
iligkilidir. Kromozomlarda andploidi ve yapisal degisiklikler ile taninir ve
adenomat6z polipozis koli (APC) ve v-Ki-ras2 Kirsten sigan sarkomu viral
onkogen homolog (KRAS) genlerindeki mutasyonlarla iliskilidir. ~ APC
mutasyonu, (DCC), (SMAD2) velveya SMAD4"in delesyonuyla Dbirlikte
bulunabilir. SMAD2 ve SMADA4, proliferasyon yollarinin kontroliinde yer alir.
APC bir tiimor baskilayic1 gendir ve bu genin mutasyonlar1 ¢ogu kolorektal
kanserde ve ayrica adenom gelisiminin baslarinda bulunur. APC proteini,
mikrotlibil olusumunda rol oynar ve P-katenin gibi ¢esitli proteinlerle
etkilesim gibi gesitli islevlere sahiptir. APC genindeki kalitsal mutasyonlar
Familyal Adenomatoz Polipozi koli (FAP) olarak bilinir. KRAS, hiicre
proliferasyonunu kontrol eden transdiiksiyon ve hiicre i¢i sinyalizasyon icin
onemli bir proto-onkogendir. KRAS proteini, hiicresel zarin i¢ yiizeyinde
bulunur ve aktif halde GTP'ye baglanir. GTP'nin GDP'ye hidrolizi ile inaktif
hale geger. KRAS'm yolak devamindaki aracilarinin mutasyonlari, GTPaz
aktivitesinde azalmaya neden olarak KRAS'!n siirekli aktif kalmasina neden
olur. Kolorektal kanser vakalarinin %50'sinden fazlasinda KRAS mutasyonu

vardir (Harrison ve Benziger, 2011).

. Kolon dokusunun malign transformasyonunu destekleyen ikinci en yaygin yol,

tim kolorektal kanser vakalarinin %15'ini olusturan CIMP-yoludur. Bu
yol, tiimor baskilayict gen promotorlerinin hipermetilasyonunun neden oldugu

epigenetik instabilite ile karakterizedir. Promotorler hipermetilasyona duyarlh
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CpG adalant igerir. Tanimlanmis bir CIMP kolorektal kanser tiimorii, CpG
adasi ile iligkili genlerin bir panelinden en az {i¢ lokusta metilasyona sahip

olmalidir.

iii. MSI yolagi, genom boyunca bulunan niikleotid tekrar dizilerinde mutasyonlar
meydana geldiginde ortaya ¢ikar. MSI, DNA replikasyonu sirasinda DNA
polimeraz tarafindan yapilan hatalar1 diizeltme islevi géren uyumsuzluk onarim
(MMR: Mismatch Repair System) sistemi ile yakindan ilgilidir. MSI,
kararsizlik derecesine bagli olarak genellikle MSI-diizeyi yliksek ve MSI-
diizeyi diisiik olarak degerlendirilmeleri yapilir. MSI diizeyleri yiiksek (pozitif)
timore sahip kolorektal kanser hastalarinin genellikle CIN tiimorii olan
hastalara gore daha iyi prognozu vardir. Kalitsal polipozis olmayan kolorektal

kanser (HNPCC) hastalarinda MMR genlerinde germ hatti mutasyonlar1 vardir.

IV. Serrated yolagi: Daha Once hiperplastik poliplerin iyi huylu oldugu
diisiiniilityordu, ancak simdi geleneksel serrated adenomlar, sesil serrated
adenomlar veya ger¢cek hiperplastik polipler olarak siniflandiriliyorlar.
Geleneksel serrated adenomlar anormal hiicrelerin tek tip popiilasyonunu
igerirken, sesil serrated adenomlar i¢germez. Serrated adenokarsinomlarin ¢ogu
MSI-disiiktiir ve geleneksel serrated adenomlardan kaynaklanir. KRAS
mutasyonlar1 geleneksel serrated adenom lezyonlarinin %80'inde ve BRAF
mutasyonlart sesil serrated adenom lezyonlarinda bulunur. Hem KRAS hem de

BRAF genleri hiicre ¢cogalmasinda rol oynar (Harrison ve Benziger, 2011).

Dort ana patojenik yolaga ek olarak, malign kolon dokusunun gelisimine

katkida bulunan mutasyonlardan etkilenen baska yollar da vardir.

i. TGF-B yolu hiicresel ¢ogalma, farklilasma ve apoptozda rol oynar ve bu yoldaki
degisiklikler habis kolon dokusunda yaygindir. Timor baskilayict gen DCC'nin
kaybi1 da kolorektal kanserde yaygindir ve daha kotii prognoz ile iliskilidir.
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ii. P53 mutasyonlar tiim kolorektal kanserlerin %50'sinde bulunur. p53, DNA hasari

meydana geldiginde hiicrelerin S-fazina girmesini engelleyen ve bdylece DNA

onarimi i¢in zaman tantyan negatif bir hiicre boliinmesi diizenleyicisidir.

ili. EGFR yolu, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve apoptozda rol oynar. EGFR'nin

artan ifadelenmesi, kolorektal kanserin daha ileri bir evresi ile iligkilidir ve tiimoriin

invazivligi ile iliskilidir (Harrison ve Benziger, 2011).

2.3. Kolorektal Kanserlerde Evreleme, Teshis ve Prognoz

Patolojik raporlarm tutarlii@i ve standarti igin, Diinya Saglik Orgiiti (WHO)

(Hamilton ve Aaltonen, 2000) tarafindan 6nerilen uluslar arasi diizeyde kabul edilen

kolorektal kanserin histolojik siniflandirmasi kullanilmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Kolon ve rektum tiimérlerinde UICCTNM/pTNM siniflamasi (Kuzu ve Kuzu,

2010’dan degistirilerek)

T/pT-Primer tiimor

TX/pTX Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO/pTO Primer tiimore ait bulgu yok

Tis/pTis Karsinoma in situ: intraepitelyal ya da lamina propria’nin invazyonu®

T1/pTI Tiimor submukozaya invaze

T2/pT2 Timor muskularis propriaya invaze

T3/pT3 Timor musk_ular_is pro_priayl asmis ve subserosa ya da peritonla kapl
olmayan perikolik/perirektal dokuya invaze

TalpT4 Timor direkt olarak diger organ ya da yapilara yayilms® ¢ velveya

Visseral peritonu perfore etmis

N/pN- Bilgesel lenf bezleri®

NX/pNX Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor

NO/pNO Bolgesel lenf bezi metastaz1 yok

N1/pNI 1-3 adet perikolik ya da perirektal lenf bezi metastazi
N2/pN2 4 ve daha fazla perikolik ya da perirektal lenf bezi metastazi

M/pM-Uzak metastaz

MX/pMX

Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO/pMO

Uzak metastaz yok

ML/pM1

Uzak metastaz
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Tablo 2.1 (Devam). Kolon ve rektum tiimorlerinde UICCTNM/pTNM smiflamas: (Kuzu ve
Kuzu, 2010’dan degistirilerek)

Her anatomik bolge igin bolgesel lenf bezleri

Appendiks Tleokolik
Cekum Tleokolik, sag kolik
Cikan kolon ileokolik, sag kolik, orta kolik

Hepatik fleksura

Sag kolik, orta kolik

Transvers kolon

Sag kolik, orta kolik, sol kolik. inferior mezenterik

Splenik fleksura

Orta kolik, sol kolik. inferior mezenterik

Inen kolon

Sol kolik, inferior mezenterik

Sigmoid kolon

Sigmoid, sol kolik, superior rektal (hemoroidal). inferior mezenterik.
ve rektosigmoid

Superior, ortal, and inferior rektal (hemoroidal). inferior mezenterik.

Rektum internal iliak. mezorektal (paraproktal), lateral sakral. presakral,

sakral promontoryum (Gerota)

Alt Dallar (mevcuti TNM/pTNM kategorilerinin
opsiyonel alt gruplart)

pT3

Minimal: tiimor muskularis propriay1 asmis ve subserosa ya da
pT3a peritonla kapli olmayan perikolik/ perirektal dokuya invaze,
muskularis proprianin dis sinirdan 1 mm ya da daha az tagsma var

Hafif: tiimor muskularis propriay1 asmis ve subserosa ya da peritonla
pT3b kapli olmayan perikolik/perirektal dokuya invaze, muskularis
proprianin dis sinirdan tagma 1 mmi'den fazla ancak 5 mm’den az

Orta: tiimor muskularis propriay1 agmig ve subserosa ya da peritonla
pT3c kapli olmayan perikolik perirektal dokuya invaze. muskularis
proprianin dis sinirdan tagma 5 mm’den fazla ancak 15 mm’den az

Yaygin: tiimor muskularis propriay1 agmis ve subserosa ya da
pT3d peritonla kapl olmayan perikolik/ perirektal dokuya invaze,
muskularis proprianin dis siirdan 15 mm’den fazla tasma var

pT4

Taa Visseral periton perforasyonu olmaksizin komsu organ ve yapilara
P yayilim
pT4b Visseral peritonun perforasyonu

Not: Klinik simiflamanin (TNM) tanimlan patolojik siniflamanin (pTNM) tanimlarina karsilik gelmektedir.

®Bu grup bezlerde bazal membranla (intraepitelyal) ya da lamina propria (intramukozal) ile sinrlanmis muskularis
mukozayt asip submukozaya ge¢memis kanser hiicreleri icermektedir.

"T47pT4 teki direkt invazyon, kolorektumun diger kisimlarinin seroza yoluyla invazyonunu icermektedir. Or. Sigmoid
kolonun ¢ekum kanseri ile invazyonu

‘Makroskopik olarak diger organ ve yapilara yapisik olan tiimér T4 olarak simiflandirilir. Ancak, Yapisiklik ierisinde timér
mikroskopik olarak mevcut degilse, siniflandirma T3 seklinde olmalidir.

UHistolojik olarak icerisinde residiiel lenf bezi gosterilmeksizin perikolikiperirektal yag dokusu icerisinde timér nodilii
mevcutsa ve nodiil lenf bezine benzer yapi ve diizgiin konturlara sahipse, bu durum pN kategorisinde bolgesel lenf bezi
metastazi olarak kabul edilir. Eger nodiil irregiiler kontura sahipse T kategorisine gore degerlendirilmeli, ayrica VI
(mikroskopik venéz invazyon) ya da V2 (makroskopik olarak belirgin invazyon) olarak kodlanmahdir.
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Kolorektal kanserin evrelemesi, kanserin ¢evre dokuya ve uzak metastazlara
penetrasyonunun kombine 6l¢iimii olarak tanimlanabilir. Mevcut evreleme sistemi
olan TNM siniflandirmasi, en son ve giiniimiizde en sik kullanilan kolorektal kanser
evreleme sistemidir. Primer tiimoriin derece ve boyutu (T), bolgesel lenf nodu
durumu (N) ve uzak metastaz (M) durumuna goére olgular 1.-1V. evre olarak
siiflandirir. T bagirsak dokusuna invaze olma derecesini, N lenf nodu tutulum

derecesini, M ise uzak metastaz bulunup bulunmadigim1 tamimlar.

Dogru lenf nodu durumunu tespit edebilmek i¢in olabildigince c¢ok sayida
bolgesel lenf nodu toplanmali ve en az 12 adet olmasi tavsiye edilmektedir. (AJCC,
2010; Obrocea, 2011). Klinik uygulamada histopatoloji timor evrelemesi igin
kullanilir. Histopatolojik incelemelerde doku kesitleri, lokal tiimér invazyonunu ve
lenf diigiimlerinde kolorektal kanser metastazlarimin varligini arastirmak igin
hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanir (Zlobec ve Lugli, 2008).

2.4. Tarama

Erken evre ve prekanserdz lezyonlar ileri evreden daha basarili bir sekilde tedavi
edilebildiginden, kolorektal kanserin erken evresinde daha fazla olgu teshis edilirse
genel sagkalim orani yiikselir. Kolorektal kanser taramasinin 6nemli nedenleri:
Kolorektal kanserin énemli morbidite ve mortaliteye neden oldugu, ileri hastaligin
tedavisinin toplum i¢in finansal bir yiik oldugu ve siklikla semptomsuz olan erken
asamalarda etkili tedavilerin mevcut oldugudur. Kolorektal kanser taramasi igin
mevcut yontemler; kolonoskopi ve sigmoidoskopi, CT- ve MR-kolonografi, kapsiil
endoskopi ve diskida DNA ve gizli kan testidir. Kolonoskopi, neoplastik kolon
lezyonlarinin saptanmasinda altin standart olarak kabul edilir. Tim kolonun
incelenmesine izin verir ve biyopsi alma ve potansiyel adenomlar1 c¢ikarma
yetenegine sahiptir. Digki ile dokiilen ve genetik bilgi iceren hiicresel elementleri

analiz eden diski DNA testi de bir secenektir (Nielsen ve ark., 2011).
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Gelecekteki tarama zorlugu, Kolorektal kanser ile iliskili proteinlerin ve
genlerin tespiti i¢in basit bir kan analizinin gelistirilmesi olacaktir. CEA, kolorektal
kanser i¢in klinik kullanim igin kabul edilen ilk ¢6ziiniir biyobelirtegtir, ancak sadece
ameliyattan sonra hastalik ilerlemesinin izlenmesi i¢in kullanilmaktadir. kolorektal
kanserin erken tespiti i¢in hem metaloproteinaz-1 hem de septin 9'un plazma doku
inhibitorleri onerilmistir, ancak yine de tek bir test kolorektal kanser igin yeterince

spesifik gorinmemektedir (Nielsen ve ark., 2011).

2.5. Kolorektal Kanserde Gen Ekspresyon Profillemesi

Molekiiler biyoloji, tibbi onkolojideki en ilging konulardan birini temsil eder, ¢linkii
timor ilerlemesinde yer alan molekiiler degisiklikler hakkinda global ve detayli bir
bilgi saglar, bu da karsinojenez siirecinin daha iyi anlasilmasina, yeni prognostik
belirteglerin ve yeni terapotik hedeflerin kesfedilmesine yol agar. Kanserin
smiflandirilmasit ve prognostik gruplandirilmasi i¢in klinik ve patolojik parametreler
bulunmasina ragmen, bu multiform hastaligin biyolojik ve genetik heterojenligi
nedeniyle giinlik uygulamada yetersiz kalmaktadir (Lagerstedt, 2009). Kolorektal
kanser, gesitli nedenlerden dolayr molekiiler profilleme aragtirmalari igin ilging bir
alandir: Oncelikle kolorektal kanser, tiimérjenezin biyolojik bir modeli olarak kabul
edilir, ¢ilinkli adenomdan erken evre karsinoma, oradan da ileri evre karsinoma kadar
klinik 1ilerlemesi ayirt edici molekiiler degisikliklerle paralellik gostermektedir
(Vogelstein, 1988). Keza geleneksel klinik ve patolojik parametreler yiiksek riski
diigiik riskli kolorektal kanserden ayirmak igin her zaman yeterli olmamakta,
prognostik degeri olan onaylanmis molekiiler belirte¢ler hala mevcut degildir.
Kolorektal kanserde molekiiler profilleme c¢alismalari esas olarak karsinogenez
stireci, hastalik prognozunun tahmini, terapotik hedefler ve yanit tahmini {izerine

odaklanmustir.
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2.6. Teshis, Prognostik Belirtecler ve Gen ifadelenme Profili

Karsinogenez c¢aligmalarina gen ifadelenme profillerinin uygulanmasi, timor
gelisimine gore gen ifadesi tizerindeki spesifik degisiklikleri tanimlamayi ve
molekiiler 6zelliklere gore tlimorleri teshis ve smiflandirilmasini amaglamaktadir.
Normal mukoza, adenom ve karsinoma ait ayird edici genetik isaretleri belirlemek
icin gen ifadelenmesi karsilastirma calismalar1 yapilmaktadir. Prognozu ongérme
calismalari, diisiik riskli kolorektal kanserden yiiksek riski ayirt etmek, klinik sonuca
gore molekiiler isaretler saglamak, primer timdriin metastatik potansyelini tahmin
etmek icin kullanighi olabilecek gen ifadelenme profilindeki spesifik degisimleri
tanimlamay1 amaglar (Kheirelseid, 2011). Timor ve normal kolorektal dokular
arasindaki gen ifadelenme seviyelerindeki farki arastirmak igin ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Tamamlanan bazi c¢alismalarda, kanser ile normal doku arasinda farkli
sekilde ifade edilen ve bu nedenle potansiyel olarak kolorektal karsinogenez
gelisiminde rol oynayan bazi gen gruplar bildirilmistir (Kitahara ve ark., 2001; Lin
ve ark., 2002; Zou ve ark. 2002, Kwon ve ark., 2004, Friederichs ve ark., 2005). Yine
bazi galigmalarda adenom ve normal mukoza arasindaki gen ifadelenme profilinde
onemli farkliliklar oldugunu bildirmistir ve bu prekanserdz lezyonlar farkli gelisim
mekanizmalariin mevcut olabilecegini diisiindiirmektedir (Kita ve ark., 2006; Kim
ve ark., 2008). Ayrica metastaz gelisiminin altinda yatan molekiiler modifikasyonlari
acikliga kavusturmak i¢in, primer timorlerin gen ifadelenme profilleri kendilerine ait
metastazlarla karsilastirllmistir (Yanagawa ve ark. 2001; Agrawal ve ark., 2002;
Koehler ve ark. 2004; Ki ve ark., 2007; Lin ve ark. 2007). Agrawal ve ark. (2002),
hastalik ilerlemesiyle iliskili tiim genler arasinda osteopontin ifadelenmesinin 6nde
gelen aday gibi goriindiigiinii bildirmistir. Ayrica Yanagawa ve ark. (2001), 10
primer Kkolorektal kanserde genom-boyu ifadelenme profillerini ve karsilik gelen
karaciger metastazin1 analiz etmisler ve 40 genin ifadelenmesinin metastatik
lezyonlarda yaygin olarak arttigin1 ve 7 genin ifadelenmesinin de yaygin olarak
azaldigint tanimlamiglardir. Diger yandan; Watanabe ve ark. (2009) lenf nodu
metastazinin karakterizasyonu ve tahmini i¢in kullanilabilecek bir dizi ayirict gen
setini tanimlamak i¢in 89 kolorektal kanser hastasini ¢alismis ve lenf nodu metastazi

olan ve olmayan hastalar arasinda 73 genin ifadelenmesinin 6nemli 6l¢iide farkli



17

oldugunu bildirmislerdir. Bu gen setini kullanarak, %88.4" lik bir dogrulukla lenf

nodu metastazinin varligini tahmin etmek i¢in bir model olusturmuslardir.

Gen ifadelenme paternlerinin analizi, tibbi onkolojideki en ilging konulardan
birini temsil eder, ¢iinkii timoér progresyonunda yer alan molekiiler degisiklikler
hakkinda global ve ayrintili bir bakis agist saglar, bu da karsinojenez siirecinin daha
iyi anlagilmasina, yeni prognostik belirteclerin ve terapotik hedeflerin kesfedilmesine

yol agar.

2.7. Real-Time Polymerase Chain Reaction (Es-Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu Yontemi)

Es-zamali Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Es-Zamanli PZR) yontemi arastirmalarda
ve rutin uygulamalarda niikleik asitlerin miktar ve karakterizasyonunu belirlemek
icin altin-standart metod haline gelmistir. Es-zamali PZR’nin tipik kullanimi patojen
belirlenmesi, gen ifadelenme analizleri, Tek Niikleotid Polimorfizm analizleri,
kromozom aberasyon analizleri ve son zamalarda es-zamanli immiino PZR ile

protein belirlenmesi gibi analizleri icermektedir (Kubista ve ark., 2006).

Nasil calisir?

Sekil 2.2°de PZR siklus (dongii) sayist x ekseninde, reaksiyon tiipli i¢indeki
amplifiye olan {irliniin oransal miktar1 ile olusan floresan sinyal y ekseninde
gosterilmistir. Amplifikasyon grafigi iki fazi1 goOstermektedir. Eksponential faz
sirasinda her siklusta PZR iiriin miktar1 hemen hemen iki katmna c¢ikmaktadir.
Reaksiyon siirerken reaksiyon {irlinleri azalmaya baglar. Bir veya iki {irlin sinira
yaklagir. Bu noktada reaksiyon yavaslar ve plato fazina girer (siklus 28-40).
Baslangicta floresan seviyesi diisiiktiir (1-18 siklus) ve floresandaki artis tespit
edilemez. Amplifiye olan iriin biriktikce tespit edilebilir floresan sinyal iretilir.
Bunun gergeklestigi siklus Treshold cycle (Ct: treshold siklus) olarak isimlendirilir
(Bio-Rad, 2006)
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Sekil 2.2. Amplifikasyon grafigi.

mRNA’dan tiretilmis cDNA’nin amplifikasyonunda kullanilan Es zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu diisiik miktardaki gen ifadelenmesinin g¢alisilmasinda rutin bir
ara¢ olarak 6nem kazanmistir. Reverse transkripsiyonu (RT) takip eden Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ¢ok c¢esitli kaynaklardan elde edilen mRNA

ekspresyonunun analiz edilmesinde kullanilmaktadir (Pfaftl, 2001).

Es Zamanli PZR’de yeni sentezlenen PZR iiriinlerinin basit bir sekilde

belirlenmesinde SYBR Green I floresan boyasi kullanilmaktadir.

2.7.1. SYBR Green PZR Nedir?

Floresan bir boya olan SYBR Green I tiim ¢ift dalli DNA molekiiline baglanir,
baglandigi noktada belirli bir dalga boyunda floresan bir sinyal yayar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.3. SYBR Green PZR prensibi (Qiagen, 2014)

15

SYBR Green I’in emilimi ve yayilmasi sirasiyla 494 nm ve 521 nm’de olur
ve tim Es Zamanli PZR teknolojilerinde kullanilabilmektedir. SYBR Green |
kullanildiginda belirleme Es Zamanli PZR’nin ekstansiyon (elongation: taq DNA
polimerazin primerleri ekleme asamasi) basamaginda olmaktadir. Sinyal yogunlugu
PZR iriinliniin artmasiyla her siklusta artmaktadir. SYBR Green boyasinin
kullanilmas1 hedefe spesifik etiketli prob sentezlenmesine gerek kalmadan ¢ok farkl
sayida hedefin analiz edilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte, spesifik olmayan
PZR {iriinleri ve primer dimerleri floresan sinyali etkilemektedir. Bu nedenle, SYBR

Green boyalar kullanilirken yliksek PZR 6zgiilliigli gereklidir (Qiagen, 2014).

Ekspresyon/ ifadelenme analizlerinde tercih edilen kuantifikasyon (belirleme)
yontemi, hedef diziye, dokuda mevcut olan mRNA miktarinin beklenen araligina,
gereken dogruluk derecesine ve nicemelemenin rolatif (goreceli) veya absolii olmasi

gerekip gerekmedigine baglidir.

Genel olarak Es zamanli PZR igin iki tip kuantifikasyon yontemi mevcuttur:
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(i) Hedef genin referans gene olan rolatif ekspresyonunu temel alan rolatif
kuantifikasyon. Gen ckspresyonundaki fizyolojik degisikliklerin arastirilmasinda

kullanilmaktadir.

(i) Absolii kuantifikasyon ise igsel veya dissal kalibrasyon egrisini temel
almaktadir (Morrison ve ark., 1998; Pfaffl, 2001).

Housekeeping gen, endojen standart veya referans gen ile hedef genin
normalizasyonu tavsiye edilmektedir. Housekeeping genler tiim temel hiicre yasami
icin gerekli olmalarindan dolayr tiim ¢ekirdekli hiicre tiplerinde mevcuttur. Bu
genlerin  mRNA sentezlerinin  deneysel kosullarda dahi stabil oldugu
diistiniilmektedir. GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz), albiimin, aktinler,
tubulinler, siklofilin, 18S rRNA veya 28S rRNA ¢ok siklikla kullanilan referans
genlerdir (Marten ve ark.,1994; Foss ve ark., 1998; Thellin ve ark., 1999).

2.8. Kolorektal Kanser ile iliskili Aday Genler

2.8.1. CPEB4 (Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein 4) Geni

CPEB ailesinin tipik bir liyesi olan sitoplazmik poliadenilasyon elemani baglayici
protein 4 (CPEB4), gesitli malignitelerde segici olarak asir1 ifade edildigi gosterilmis
olan sekansa 6zgii RNA baglayici protein ve translasyon diizenleyicisidir (Chen ve
ark., 2016). Ozellikle, son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, CPEB4'in, glioma ve
meme kanserleri gibi belirli kanser tiirlerinde kanser hiicrelerinin gocii ve istilasinda
onemli bir rol oynadigin1 ve Kanser teshisinde bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012; Xu ve ark., 2013; Zhijun
ve ark., 2017; Lu ve ark., 2017).

Metastatik bir hastaligin prognostik belirteglerinin ve tedavi hedeflerinin
belirlenmesi, kanser hastalarinin yonetimi i¢in kritik oneme sahiptir. CPEB4,
translasyona ugramamigs mRNA'nin 3' bolgelerindeki spesifik dizilerle birlesir ve
sitoplazmik poliadenilasyonu indiikleyerek translasyonu tesvik eder. CPEB4'iin

anormal ifadelenmesi, belirli kanser tiirleri ile iliskilidir, bu da CPEB4%in kanser
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proliferasyonu ve metastazinin kontrolinde kritik bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

CPEB4 7in segici olarak invaziv veya metastatik kanserlerde ifadelenmesinin
arttig1 ve kanser alt tiplerinin tanimlanmasinda bir potansiyel barindirdigi, TGF-B
sinyal yolu lizerinde bir etki yaratarak invazyon ve metastazi ydnettigi ve buna
istinaden CPEB4 7in terapilerin yonlendirilmesinde ve metastatik kanserlerin
tamimlanmasinda aday bir biyobelirte¢ olabilecegi One siirtilmistir (Cao ve ark.,
2018).

Cao ve ark. (2018) normal dokulara kiyasla gastrik kanser dokularinda CPEB4
gen ifadelenmesinin belirgin bir sekilde yiikseldigini ve metastatik dokularda 6nemli
derecede arttigin1 bildirmislerdir. Ayrica, klinikoptolojik baglanti1 analizleri ile
CPEB4 ’iin timor boyutu, T seviyesi, TNM siniflandirmasi ve lenf nodu metastaziyla
onemli derecede iliskili oldugu rapor edilmistir (P,0.05). Gastrik kanser hiicre hatlari
(AGS, BGC823, MGC803, MKN45, and SGC7901) ve gastrik epitelyum GES-1
hiicre hatlarinda CPEB4 protein ifadelenme diizeyleri incelenmis, CPEB4’iin sadece
primer timorlerde degil gastrik kanser hiicre hatlarinda da kontrole gore arttig1 rapor

edilmistir.

CPEB4 ile iliskili mRNA'lar, RAS ile iliskili molekiiller, hiicre sinyal
bilesenleri, kromatin yeniden modelleme proteinleri, siklinler, apoptoza bagh
molekiiller, stres ve inflamasyon faktorleri, metabolik hiicre goc¢ii ve metastazi ile
ilgili enzimler ve genlerin dahil oldugu tiimorogenez iliskili ¢oklu hiicresel
fonksiyonlarla zengin bir yelpazede ifade edilir (Ortiz-Zapater ve ark. 2012). Ayrica,
CPEB¢4'iin invaziv duktal meme kanserinde, kolorektal kanserde, pankreatik duktal
adenokarsinomda, metastatik prostat kanserinde ve glioblastomada, invazyon, timor
biiyiimesi, vaskiilarizasyon ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Ortiz-Zapater ve ark.
2012; Xu ve ark. 2013; Zhong ve ark. 2013; Sun ve ark. 2015; Chen ve ark. 2016).
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Invaziv duktal meme kanseri orneklerinin %48,6'sinda CPEB4%in ifadesinin
arttig1 ve artmis histolojik derece ve N evresi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Sun ve
ark., 2015). Yine, primer kanser Orneklerine kiyasla metastatik prostat kanserde
CPEB4 mRNA ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir (Xu ve Liu, 2013).
Kolorektal kanser dokularmin yiiksek seviyede CPEB4 i ifade ve yiiksek mRNA
ekspresyonunun ilerlemis tiimdr evresi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve
kolorektal kanserli hastalarda zayif prognozla iliskili oldugu rapor edilmistir (Zhong
ve ark., 2015). CPEB4 ’iin ayrica kolorektal kanserli hastalarin periferal kanlarinda
yiiksek derecede ifade edildigi (Chang ve ark., 2014) ve bu yiiksek ifade seviyesinin
proliferatik kanser hiicreleri i¢in bir markor olan ki-67 ekspresyonuyla pozitif olarak

korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (Zhong ve ark., 2015).

CPEB4’iin ayrica astrositler ve paratiimor dokularda degil, glioblastomalarda
ifadesinin artig1 bildirilmistir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012; Chen ve ark. 2016).
CPEB4 iin glioma kok hiicrelerini diizenledigi, ifadesinin baskilanmasinin ise glioma
kok hiicrelerinin biiyiime, proliferasyon ve invazyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir

(Liu ve ark., 2015).

125 hepatosiiler Karsinoma olgusundan alinan karaciger 6rnekleri 49 kontrolle
kiyaslandiginda CPEBA4 "iin protein seviyesinin erken evre hepatoseliiler karsinomda
arttigi, ge¢ evre hepatoseiiler karsinomda azaldigir bildirilmistir. Muhtemelen
CPEB4’iin ifadesindeki azalmanin ileri evre hepatoseiiler karsinomda ortaya
¢ikmasinin, hepatoseliiler karsinomun ilerlemesini kolaylastirdiglr one siiriilmiistiir
(Tsai ve ark., 2016). Hepatoseliiler karsinom ilerlemesi esnasinda CPEB4 in
ifadesindeki bu degisimler, tiimorogenezde karmasik bir rolii oldugunu
gostermektedir. CPEB4 iin pankreatik duktal karsinomda ifadesinin arttigi (Ortiz-
Zapater ve ark., 2012) fakat hepatoseliiler karsinomda azaldig1 rapor edilmistir (Tian
ve ark., 2012).
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Ortiz-Zapater ve ark. (2012) CPEBA4'in ifadesinin pankreatik duktal
adenokarsinomlarda arttigini, pankreatik kanser ilerlemesinde post-transkripsiyonel
gen regiilasyonu i¢in 6nemli bir role sahip oldugunu ve bu artisin timoér gelisiminde
genel bir mekanizma olabilecegini ve CPEB4 'zin muhtemel yeni bir terapotik hedef
olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Hatta, CPEB4 gen ifadesinin susturulmasinin, kanser

metastazini kontrol etmek i¢in iyi bir yol oldugu 6ne stiriilmiistiir.

Xu ve Liu (2013) CPEBA4 in ifadesinin prostat kanseri ve bitisik dokularda
kontrole goére azaldigimi bildirmislerdir. CPEB4 gen ifadesinin gliomanin patolojik
derecesiyle dogru orantili oldugu, primer tiimoérlerde artmis CPEB4 ifadesinin
hastalarda kotii sonuglarin tahmin edilmesinde ve baskilanmig CPEB4 ifadesinin
timor hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, bu nedenle glioblastoma igin potansiyel

bir terap6tik hedef oldugu 6ne siiriilmiistiir (Wang ve ark., 2018).

Hu ve ark. (2015) CPEB4 ’iin gen ifadesinin gliomada 6nemi derecede arttigini
ve artisin ilerlemis kanser evresiyle dogru orantili oldugu rapor edilmistir. Glioma
hastalar1 i¢in, CPEB47in yiiksek derecede hassas prognostik bir indikator

olabilecegini bildirilmistir.

CPEBA4, kolorektal kanser, cilt kanseri ve bobrek kanseri de dahil olmak tizere
cok cesitli timorlerde asir1 ifade edildigi, CPEB4%in yiiksek ifadesinin de timor
gelisiminde genel bir fenomen olabilecegi disiiniilmektedir (He ve ark., 2017).
CPEBA4%in yiiksek ifadesi TNM evresi ile yakindan iligkilidir. CPEB4%in timor
invazyonu ve metastaz siireglerinde onemli oldugu ve yiiksek ifade seviyesinin
kolorektal kanser hastalarinda kotii sonug igin bir gosterge oldugu one siiriilmiistiir
(He ve ark., 2017). ilaveten, Xu ve Liu (2013) invaziv ve metastatik kanserlerde

benzer sonucu bildirmistir.

CPEB4 7in anormal yiiksek seviyede ifadesinin ¢ok c¢esitli malignansilerde
tanimlanmis olmasindan dolayi, CPEB4’iin preonkogenik etkiler uygulayarak tiimor
biliylimesi, invazyonu ve vaskiilarizasyonu etkiledigi disiiniilmektedir (Ortiz-

Zapater ve ark., 2012). CPEB4 gen ifadesinin NSCLC orneklerinde kanserli
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olmayan komsu dokulara kiyasla goreceli olarak daha az oldugu bildirilmistir
(Huang ve ark., 2015). Bu tip ifade degisikliklerinin farkl tip hiicrelerde CPEB4 ile
diizenlenen farkli hedeflerle iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistir (Huang ve ark.,
2015). Elbette, bu konular1 agikliga kavusturmak igin daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardir.

2.8.2. APC (APC Regulator Of WNT Signaling Pathway) Geni

Adenomat6z polipozis koli (APC) geni, oligomerlesmeye aracilik eden ve ayrica 3-
katenin, y-katenin, glikojen sentaz kinaz (GSK)-38, aksin, tiibiilin, EB1 ve hDLG'yi
iceren cesitli hiicre i¢i proteinlere baglanan ¢ok sayida fonksiyonel alana sahip bir
proteini kodlar (Kinzler ve Vogelstein, 1996). APC'deki germ hatti mutasyonlari
Familyal Adenomatéz Polipozi koli (FAP) veya varyantlarindan biriyle, Gardner
sendromu, zayiflatilmis FAP, Turcott sendromu veya diiz adenom sendromu ile
sonuglanir (Foulkes, 1995; Soravia ve ark., 1998). Yine calismalar APC'nin
kolorektal kanserlere 6zgii yiiksek APC mutasyon sikligi olan sporadik kolon
adenokarsinomlarmin %70'inde mutasyona ugradigin1 gostermistir (Miyaki ve ark.,
1994; Chung, 2000). Bu mutasyonlar, kolon kanseri olusumunun en erken
asamalarinda baglar ve kolon kanseri olusumu sirasinda gozlenen diger
degisikliklerden once gelir (Powell ve ark., 1992; Vogelstein ve ark., 1988). Bu
mutasyonlarin timorii tesvik eden temel etkilerinden biri, Wingless/Wnt sinyal
yolunun agir1 aktivasyonu ile sonuglanir ve daha sonra hiicre biiylimesini destekleyen
genlerin ifadesi ile sonuglanir. APC mutasyonlari, APC'nin B-katenin ile iliskisini
bozarak asir1 miktarda B-katenin birikmesine ve Wnt sinyal yolunun asir
aktivasyonuna yol acar. Sonug¢ olarak, tiimor olusumunu destekleyen genler
transkripsiyona ugrar. Wnt sinyal yolunun agir1 aktivasyonu gergeklesir ki normalde
GSK-3B, APC, B-katenin ve axin ile bir kompleks olusturarak ve bu proteinleri
fosforile eder. Oregin B-kateninin fosforilasyonu ubikutin aracili proteozomal
degredasyonu hedefler. Trunkate APC mutasyonlari, bu siirecin gergeklesmesini
Onler ve daha sonra cekirdege yerlesebilen ve diger transkripsiyon faktorleri ile
etkilesebilen sitoplazmik B-katenin miktarinda bir artisa neden olur (Kheirelseid,
2011).
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APC genindeki mutasyonlar, FAP'ta kolorektal kansere kalitsal yatkinligin
temelidir ve ayni zamanda sporadik kolorektal tiimoérlerin olusmasinda birincil
olaydir. APC mutasyonlarinin diger kanser tiimor tiplerinde neden daha az
bulundugu hala bir muammadir. APC'nin wnt- sinyalizasyonundaki roliiniin
kolorektal karsinogenezdeki roliinden sorumlu olmast muhtemeldir. Mutant APC
ayrica, her ikisi de kanser ilerlemesinde rol oynayan hiicre iskeleti yapismasini ve
stabilitesini bozabilir. Diisiik penetransli APC mutasyonlarinin veya missens
varyantlariin kalitsal kolorektal kanser riskine katkis1 hakkinda daha fazla arastirma
yapilmasi gerekmektedir. APC'nin hem genetik hem de biyolojisinin daha iyi
anlasilmasi, zaman iginde, 6zellikle kolorektal kanser yiikiinii azaltmay1 hedefleyen

Onleyici veya terapotik stratejilerle sonuglanabilir (Nicola ve ark., 2001).

APC geninin kesfinden kisa bir siire sonra, gen {lriiniiniin islevleriyle ilgili
yogun calismalar baslatilmig, APC ile B-katenin regiilasyonu arasindaki iliskiyi
tanimlayan ¢aligmalar tamamlanmistir (Su ve ark., 1993; Rubinfeld ve ark., 1993).
Artik hem kalitsal hem de sporadik kolon tiimorlerindeki merkezi lezyonlarin Wnt
sinyal yolunun aktivasyonuyla sonuglandigi bilinmektedir. Tiimdrlerin ¢ok onemli
bir kisminda APC veya GSK3 mutasyonlarinin deaktive edilmesi veya CTNNB1
mutasyonlart mevcuttur (Fearnhead ve ark., 2002). APC fonksiyon kaybi, ¢ekirdege
yerlesen ve siklin D1, c-myc ve CRD-BP dahil olmak {izere ¢ok sayida hedef genin
transkripsiyonunu aktive etmek igin Tcf/Lef transkripsiyon faktdrii kompleksine
baglanan B-katenin birikimi ile sonuglanir. Regiile edilmemis B-katenin aktivitesinin
timorojenik sonuglari, hem hiicresel biiyiime ve proliferasyonun dogrudan
uyarilmasi hem de farklilasma programlarinin bozulmasi ile iligkili olabilir (Kwong

ve Dove, 2009).

Birnbaum ve ark. (2012), APC geninin ifadesi, mutasyon, allelik kayb1 ve
promoter metilasyonu ve metastaz olusumunun birlesik analizi yoluyla, 183 kolon
adenokarsinomu serisindeki roliinii arastirmislardir. Olgularin %73'inde nokta
mutasyonlart ve %39'unda alelik kayiplar tespit edilmisken; tiimdrlerin %59'u
bialelik inaktivasyon gostermistir. APC gen ifadesi degisikliklerinin sayisi ve tipi ile

metastatik doniisiim arasinda bir iliski bulunmamistir. Sonuglar, APC durumunun
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belirlenmesinin metastaz Ongoriisiinde yardimci olamayacagimi ve evre II kolon

kanserlerini siniflamak i¢in kullanilamayacagini gostermektedir.

NIH3T3 fibroblast hiicrelerinde serumla indiiklenen G0/G1'den S fazina hiicre
dongiisii ilerlemesi bloke etmek i¢in APC geninin asir1 ifade edildigi, oysa ki mutant
APC'de boyle olmadigi one siiriilmistiir (Baeg ve ark., 1995). Bu verilerle tutarlt
olarak kolorektal kanser hiicre hatlarinda G1 fazina gecisin engellenmesi i¢cin APC
geninin asir1 ifade edildigi 6ne siirtilmistiir (Heinen ve ark., 2002). Bu fonksiyon,
siklik D1 ve c-myc gibi S-faz1 diizenleyicilerinin b-katenin/Tcf aracili
transkripsiyonunun diizenlenlesiyle kismen iliskilendirilmistir. Ayrica, APC'nin bir
B-kateninden bagimsiz olarak da proliferasyonu etkileyebilecegi One siiriilmiistiir
(Heinen ve ark., 2002). Boylece, mutant APC'nin G1/S kontrol noktasinda deaktif

olmasi aberant hiicre proliferasyonuna katki saglayabilir.

APC gen ifadesinde, APC germ hatti mutasyonu olmayan hastalarda kontrole
gore anlamli bir azalma gozlenirken (P<0.05) mutasyon tasiyici hastalarda, kontrol
bireylerine gore daha diisiik olmasina ragmen, istatistiksel anlamlilik gdstermemistir.
Mutasyon negatif vakalarda, APC gen ifadesinin azaldigi ve bu FAP yatkinliginin

umut verici bir gostergesi gibi goriindiigii rapor edilmistir (Aceto ve ark., 2015).

Polipoz ailelerinin %50'sinde germ hattt mutasyonu saptanmaz ve FAP
hastalarmin yaklagik %10-15'inde kesik APC mutasyonu olan hastalara benzer
fenotip ile azalmig APC gen ifadesi olabilir (Laken ve ark., 1999; Kanter-Smoler,
2008). Germline alele spesifik ekspresyon (ASE) genetik dengesizliklerin bir
gostergesidir ve polipozis ve/veya kolorektal kansere yatkinligin yararli bir
gostergesidir (Renkonen ve ark., 2005; Castellvi-Bel ve Castells, 2009; Castellsagué
ve ark., 2010; Curia ve ark., 2012; Liv ve ark., 2013). APC transkriptlerinin dozajt,
patojenik mutasyonlar1 olan ve olmayan olgularda klasik veya ateniie fenotip ile
sonuglanan hastalig1 modiile edebilir (Powell ve ark., 1993; Curia ve ark., 1998; Yan
ve ark., 2002; Renkonen ve ark., 2005; Castellsagué¢ ve ark., 2010).
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2.8.3. CTNNBL1 (Catenin Beta 1) Geni

CTNNBL1 geni, beta-katenin adi verilen bir proteinin yapimindan sorumludur. Beta-
katenin, hiicrelerin birbirine yapismasinda ve hiicreler arasindaki iletisimde 6nemli

bir rol oynar (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CTNNB1#).

CTNNB1 genindeki somatik mutasyonlar, bircok kanser tiiriinde
tanimlanmistir. Bunlar arasinda kolorektal, karaciger, tiroid, yumurtalik,
endometriyal ve cilt kanserleri ile medulloblastom adi verilen bir beyin timori
bulunur. Calismalar, CTNNB1 genindeki fonksiyon kazanci mutasyonlarinin, artik
ihtiya¢ duyulmadiginda beta-katenin par¢alanmasini 6nledigini ve proteinin hiicreler
icinde birikmesine izin verdigini goOstermektedir. Fazla beta-katenin hiicre
cekirdegine gecer ve kanserli tlimorlerin gelismesine izin vererek hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasini destekler. CTNNB1 genindeki mutasyonlar normal hiicrelerin
kanserli hale gelmesine neden olabileceginden, CTNNB1 onkogenler olarak bilinen
bir gen smifina aittir. Bazen, diger onkogenlerdeki mutasyonlar, kansere neden
olmak icin CTNNB1 gen mutasyonlart ile birlikte ortaya ¢ikar
(https://ghr.nIm.nih.gov/gene/CTNNB1# ). Eger B-katenin fosforile olmaz ve bu
nedenle pargalanmazsa, hiicresel sitoplazma ve g¢ekirdek i¢inde birikir (Kobayashi ve
ark., 2000). B-katenin birikimi, wnt-sinyali sonucu (Miller ve ark., 1999; Akiyama
ve ark., 2000), APChnin inaktivasyonu veya [-katenin'in kendisinin dogrudan

mutasyonu ile meydana gelebilir (Polakis, 1999).

Wnt sinyal yolaklar1 embriyonik gelisim sirasinda hiicre ¢ogalmasini, yer
degistirmesini ve kaderini kontrol eder. Yetiskinlikte, Wnt sinyali, homeostaz1 ve
dokularin kendini yenilemesini diizenlemede kritik bir rol oynar. Ozellikle, bagirsak
epitelinde Wnt sinyali, bu mekanizmalar tam olarak anlasilmamasina ragmen,
bagirsak kriptlerindeki kok hiicrelerin proliferasyonunu ve/veya farklilagmasini
tesvik eder. Wnt'nin bagirsak homeostazindaki bu kritik rolii, Wnt yolu
deregiilasyonunun kolorektal karsinogenezise neden 6nemli bir katkida bulundugunu
anlamak i¢in temel olusturur. Bilinen Wnt sinyal kaskadlarindan Wnt /b-katenin

(kanonik yol) kolorektal kanserlerin yaklasik %90'inda mutasyona ugrar. Bu
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mutasyonlar esas olarak APC ve B-katenin genlerinde bulunur ve her ikisi de yolak
aktivasyonuna yol agar, ancak diger yol bilesenleri de mutasyonlar1 barindirabilir
(Bray ve ark., 2018). Wnt-p-katenin sinyal aktivasyonu, niikleusta kolorektal kanser
timorlerinin >%80'inde tespit edilebilen B-katenin birikmesine yol agar (Cross ve
ark., 2010). Ayrica, yiiksek niiklear p-katenin diizeyleri, kolorektal kanser

hastalarinda kotii prognoz ile korele edilmistir (Brenner ve ark., 2012).

2.8.4. TRIP13 (Thyroid Hormone Receptor Interactor 13) Geni

AAA + ATPase siiper ailesinin bir iiyesi olan TRIP13, 5p15.33'te bulunur ve 432
amino asitli bir proteini kodlar. TRIP13%in mayotik rekombinasyon, ig kontrol
noktasi ve kromozom sinapslarinda anahtar rol oynadigi bulunmustur (Vader, 2015).

Yapilan ¢aligmalar TRIP13%in ¢oklu neoplazmlarda asir1 ifade edildigini géstermistir
(Banerjee ve ark., 2014; Tao ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017).

TRIP13%in, hiicre bolinmesinin dogru ilerlemesini saglayan kinetokorda
lokalize bir protein oldugu gosterilmistir (Farmer ve ark., 2012). Bir dizi
kinetokorda-lokalize protein, ¢esitli kanserlerde yiiksek oranda sentezlenmektedir ve
bunlarin sentezlenmesi, kanser hiicrelerinin genomik dengesizligi ya da habis
dontisimii ile iliskilidir (Rao ve ark., 2009). Japonya'da yapilan bir g¢alisma,
TRIP13%in kolorektal kanser hiicrelerinde onkogen olarak hareket edebilecegini,
ancak mekanizmanin netlestirilmedigini gostermistir (Kurita ve ark., 2016). (Sheng
ve ark., 2018), TRIP13%nr in vitroda kolorektal kanser hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve istilasint ve deri altt implante edilmis timor olusumunu
destekleyebilecegini gostermek ic¢in birgok yontem kullanmislar ve sonuglara gore
kolorektal kanser hastalarmin hayatta kalma siirelerinin diisiik oldugunu rapor
etmislerdir (Sheng ve ark., 2018).

Mayotik diizenlemede onemli bir rol oynamasina ragmen, TRIP13%in asir1
ifadesi veya amplifikasyonu birden fazla insan kanserinde bulunmustur (Rhodes ve

ark., 2004; Carter ve ark., 2006). TRIP13 ilk olarak 2014 yilinda bas ve boyun

kanserinde onkogen olarak bildirilmistir ve sonraki birka¢ calismada TRIP13%in
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diger neoplazmlarda onkojenik bir rol oynadigi ortaya ¢ikmistir (Banerjee ve ark.,
2014; Kurita ve ark., 2016; Tao ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). Kurita ve ark.
(2016) TRIP13"%in mRNA seviyesini normal ve tiimor dokular arasinda analiz
etmisler ve TRIP13'in kolorektal kanser hiicre proliferasyonu ve invazyonuna dahil
oldugunu ve kolorektal kanser tedavisi igin potansiyel bir hedef olabilecegini one
stirmislerdir.  Ayrica Sheng ve ark. (2018) 200 kolorektal hastasinda TRIP13
mRNA’sin1 analiz etmisler ve TRIP13"%in pTNM evresi, CEA ve CA19-9 ile anlamlh
derecede iliskili oldugunu bulmuslardir. Dahasi, ¢ok degiskenli analizler TRIP13'in
genel olarak kolorektal kanser hastalarinin hayatta kalma oraninin tahmininde pTNM
ve CEA ile birlikte bir gosterge olabilecegi ve bu nedenle, TRIP13, kolorektal
kanserin gelecek vaat eden bir biyomarkeri olarak islev gorebilecegi One

stirlilmistiir.

Sheng ve ark. (2018) TRC13"in kolorektal kanserdeki ifadelenme profilini
belirlemek i¢in, Oncomine'den temin edilebilen ¢oklu kolorektal kanser veri setlerini
analiz etmisler ve TRIP13'in gen ifadesinin, normal dokuya kiyasla timor
dokusunda arttigini tespit etmislerdir. Sonuglart dogrulamak igin, 41 ¢ift kolorektal
kanser ve TCGA (Kanser Genom Atlas1) veri setinden karsilik gelen normal
dokularda TRIP13%in mRNA seviyesini incemisler, TRIP13%n tiimér dokusunda
yiksek oranda ifade edildigini rapor etmislerdir (p<0.001). Ayrica, TRCI13%in
kolorektal kanserdeki protein seviyesini degerlendirmek igin, 45 kolorektal timor
dokusu ve bitisik normal dokularda western blotlama yapilmis ve normal dokulara
kiyasla TRIP13%in tiimdorlerde belirgin sekilde asiri ifade edildigi rapor edilmistir (p
<0.001) (Sheng ve ark., 2018). Bu veriler TRIP13%in gen ifadesinin kolorektal
kanserde arttigin1 gosterir. Ayrica yiiksek TRIP13 gen ifadesinin ileri pTNM evresi
ile anlaml bir sekilde iliskili oldugu da rapor edilmis, TRIP13 ile etkilesen genlerin
G2-M hiicre dongiisii gecisinde rol oynadigini gosterilmistir (Sheng ve ark., 2018).

Hiicre dongiisiiniin dort ardisik fazi vardir, G1 (DNA sentezi i¢in hazirlik), S
(DNA replikasyonu), G2 (mitoz i¢in hazirlik) ve M (mitoz) ve her faz mitoza
girmeden Once hasarli DNA'y1 onararak genomik biitlinliigi korumayr amaglayan

kontrol noktalar1 tarafindan diizenlenir.  Hasarli DNA dogru sekilde tamir
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edilemezse, hiicre dongiisii durdurulur. G1-S gegisi ve G2-M gecisindeki kontrol
noktalar1 en 6nemli hiicre dongiisii kontrol noktalaridir (Kastan, ve Bartek, 2004).
Bununla birlikte, kanser hiicresi gelisimi sirasinda, bu mekanizma mutasyona
ugramis kontrol noktalar1 nedeniyle ortadan kaldirilir ve daha sonra hasarli DNA,
kontrolsiiz ¢ogalmaya ve malign bir fenotipe yol agan mitoza girebilir. Ozetle,
TRIP13 in vivo ve in vitro'da kolorektal kanser hiicresi ilerlemesini destekler ve koti

hasta sagkalimi gosterir (Williams ve Stoeber, 2012).

Daha oOnceki c¢alismalar, kinetokorda-lokalize  proteinlerin  kanser
ilerlemesindeki 6nemini gostermektedir. Kurita ve ark. (2016) TRIP13%in kolorektal
kanser tiimor dokularinda ve gesitli kolorektal kanser hiicre hatlarinda yiiksek oranda
ifade edildigini ortaya koymustur. TRIP13%in bas ve boyun kanserinde ve prostat
kanserinde (Larkin ve ark., 2012; Benerjee ve ark., 2014) vyiiksek ifadesi
bildirilmistir, bu da TRIP13%n diger kinetokol lokalize proteinlere benzer sekilde
cesitli kanserlerde asirt ifade edilebilecegini gosterir (Huang ve ark., 2014; Kao ve
ark., 2014; Maachani ve ark., 2015). Mevcut sonuglarla birlikte, bu ¢alismalar

TRIP13"%in ¢oklu kanserlerin ilerlemesinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

TRIP13%in asir1 ifadesi, kanser hiicrelerinde kromozomal dengesizligi
artirabilir ve malign 6zelliklerin daha fazla edinilmesine izin verebilir (Kurita ve ark.

2016).

CIN, onemli bir kanser belirtisi oldugundan, TRIP13 tiimér duyarlilik lokusu
olarak iglev gorebilir. TRIP13%n amplifikasyonu g¢esitli insan kanserlerinde
gozlenmistir ve kanser hiicresi ¢ogalmasi, ilag direnci ve timor ilerlemesi dahil
olmak iizere habis doniisiimiiniin ¢esitli yonlerinde rol oynamustir. I kontrol noktasi
proteinleri timor hiicrelerinde siklikla anormal sekilde eksprese edilir.
Ekspresyonlarindaki sapmalar potansiyel olarak tiimér olusumuna katkida bulunan
CIN ve andploidi ile sonuglanabilir (Sotillo ve ark., 2010; Bachoum ve Compton,
2012; Bargiela-Iparraguirre ve ark., 2014). TRIP13%in RT-PZR, Western blot ve

Microarray analizi ile tespit edilen gesitli tiimor hiicrelerinde anormal sekilde ifade
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edildigi bildirilmistir (Lu ve ark., 2019). TRIP13 asir1 ifadesinin, primer timorlerde

ve kanser hiicre dizilerinde yaygin bir fenotip olabilecegi goriilmektedir.

Yine, Total Survival (OS:Overall Survival) analizi, yiiksek TRIP13 gen
ifadesinin, bobrek renal berrak hiicreli karsinom, bobrek renal papiller hiicre
karsinomu, beyin diisiik dereceli glioma, karaciger hepatoselliiler karsinom ve
benzeri gibi diger karsinomlarda kotii gidisati ortaya koydugu gosterilmistir. Bu
nedenle, TRIP13 geninin anormal ifadesi kanser hiicrelerinde sik goriilen bir olaydir
ve TRIP13'iin kanser gelisiminde potansiyel bir onkojenik roliinii géstermektedir (Lu

ve ark., 2019).

Yukarida belirtilen gerekge goz Oniine alindiginda, TRIP13%in cesitli insan
kanserlerinde tiimor olusumuna, tiimor ilerlemesine ve ila¢ direncine katkida
bulunmaktadir ve kanserde tedavi icin ideal bir hedef olabilir. TRIP13%in insan
meme duktal karsinom ilerlemesindeki rollerini arastirmak icin arastirmacilar,
TRIP13%in gen ifadesini insan meme duktal karsinomundaki bazi patolojik
ozelliklerle iliskilendirmistir. Yiiksek TRIP13 gen ifadesi olan meme Kkanseri
hastalar1, diisik TRIP13 gen ifadesi olan hastalara gore daha yiiksek mortalite ve
niiks orani gosterdigi rapor edilmistir (Rhodes ve ark., 2004; Martin ve ark., 2008).
Insan Mikoz Fungoides Tiimdriinde, TRIP13 gen ifadesi kontrol biyopsilerine
kiyasla artmistir (van Kester ve ark., 2012). Benzer sekilde, Larkin ve ark. (2012)
TRIP13 gen ifadesinin Gleason skoru ve preoperatif prostat spesifik antijen (PSA)
diizeyi ile kombinasyon halinde oldugunu ve olgularin %85.7'sinde rekiirrenslerini

dogru sekilde tahmin edebildigini gostermistir.

Ozet olarak, dogru bir sekilde kromozom segregasyonu i¢in TRIP13'in ifadesi
ve aktivitesi gereklidir. TRIP13%in, kromozom segregasyonunun uygunlugunu
cesitli yolaklarla izleyebilmesine ve hiicre fizyolojisi iizerindeki etkilerine

bakildiginda bir onkogen oldugu siddetle 6nermektedir (Kurita ve ark., 2016).
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2.8.5. IFy (Interferon Gamma) Geni

Interferonlar (IFN'ler), antiviral, antitimdr ve immiinomodiilatdr 6zelliklere sahip,
immiin yanitin merkezi koordinatérleri olan pleiotropik sitokinlerdir (Gresser, 1990).
“Interferonlar” terimi, viral enfeksiyona “miidahale ederek” hiicreleri koruyan
molekiillerin tamimindan gelir (Nagano ve Kojima, 1954; lIsaacs ve Lindermann,
1957).

IFy, viral ve hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara ve tiimor kontroliine karsi
dogal ve adaptif bagisiklik igin kritik oneme sahip bir proinflamatuar sitokindir. CD4
Thl hiicreleri ve CDS8 hiicreleri IFy tiretmektedir. IFy ayrica enfeksiyon iizerine hizli
indiiksiyona izin veren /F)y mRNA'y1 yapisal olarak ifade eden natural killer hiicreler
ve natural killer T hiicreleri tarafindan tiretilir. [Fy, MHC sinif I ve II molekiillerinin
yiizey ekspresyonunu diizenleyerek antijen sunumunu arttirir. IFNy, hiicre i¢i bakteri
ve virlislere yanit olarak makrofajlarin aktivasyonu i¢in de onemlidir. Azalan IFy
indiiksiyonu veya sinyali, hiicre i¢i bakterilere, bazi viriislere ve tiimor baslangicina

kars1 artan duyarlilik ile iligkilidir (Akdis ve ark., 2011).

Tip | ve 11 IFN'lerin, kolorektal kanser ve melanomda oldugu gibi tiimorlerin
immiino-diizenlenmesi igin gereklidir. IFN'ler ayrica, kanser hiicresi davranisi
tizerinde proliferasyonu tesvik etme veya biiylime inhibisyonu gibi ¢ift yonlii etkiye
de sahip olabilir. Gergekten de, birkag ¢alismada, IFN'lerin melanoma ve kolorektal
kanserde tiimor ilerletici veya timor baskilayicilart olarak islev gordigiyle ilgili
celiskili sonuclar ortaya konmustur. Farkliliklar mikrogevrenin etkisi, bagisiklik
infiltratinin miktar1 ve kalitesi ve kanser hiicrelerinin mutasyon durumu gibi farklh
deneysel ortamlardan kaynaklanabilir. Bu nedenle, kanserdeki IFN'lerin biyolojisini
daha iyi anlamaya ve kosullara bagl olarak verileri analiz etmeye ihtiyag vardir (Di

Franco ve ark., 2017).
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2.8.6. PIK3CA (Phosphatidylinositol - 4,5 - Bisphosphate 3 - Kinase Catalytic
Subunit Alpha) Geni

PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ad1 verilen bir enzimin tek bir pargasi
(alt birimi) olan p110 o proteininin olusumundan sorumludur. P110 a proteini
katalitik alt birim olarak adlandirilir, ¢linkii PI3K'nin etkisini gerc¢eklestirir, farkli bir
gen tarafindan iretilen diger alt birim enzimin aktivitesini diizenler

(https://ghr.nIm.nih.gov/gene/PIK3CA.)

Diger kinazlar gibi PI3K da diger proteinlere fosforilasyon adi verilen bir
islemle bir oksijen ve fosfat grubu ekler. PI3K, hiicreler i¢inde kimyasal sinyaller
ileten bir dizi ek reaksiyonu tetikleyen bazi sinyal molekiillerini fosforile eder. PI3K
sinyali, hiicre biiyiimesi ve boliinmesi (proliferasyonu), hiicrelerin hareketi (gogii),
yeni proteinlerin iiretimi, hiicrelerin igindeki materyallerin tasinmasi ve hiicre hayatta
kalmast gibi bir¢ok hiicre aktivitesi icin Oonemlidir.

(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/PIK3CA).

Fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) yolagi, insan kanserlerinde bir viral onkoprotein
ile iliskili bir enzimatik aktivite olarak kesfedilmistir. Bu yolak, insan kanser
caligmalarinda ¢ok dikkat ¢ekmistir, ¢iinkii hiicre dongiisii, proliferasyon, biiyiime,
hayatta kalma, protein sentezi ve glikoz metabolizmasi i¢in 6nemlidir (Vivanco ve
Sawyers, 2002). PI3K yolagindaki diizensizlik tiim kanserlerin yaklasik %30'unda
goriilmektedir. Bu deregiilasyon ¢esitli genetik ve epigenetik mekanizmalar yoluyla

gerceklesir ve ¢ok ¢esitli timor tiplerine yol acar (Pal ve Mandal, 2012)

Yan-long ve ark. (2018), kolorektal kanser kemoterapisinde PIK3CA
mutasyonunun potansiyel degeri ve mekanizmasini arastirmiglardir. Birinci basamak
kemoterapi yanit1 ve PIK3CA mutasyonu korelasyonu takip ve tibbi kayitlara 440
kolorektal kanser hastasinda degerlendirilmistir. Kolorektal kanser hastalarinda
PIK3CA gen mutasyon siklig1 % 9.55 olarak bulunmus ve bu, gec TNM evrelemesi
ve diisiik histolojik derece ile korele oldugu rapor edilmistir. PIK3CA mutasyonu

olan kolorektal kanser hastalarinda, birinci basamak kemoterapiye PIK3CA
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mutasyonu olmayanlara gore daha kotii yanit verdigi rapor edilmistir. PIK3CA
mutasyon timor hiicreleri, in vitro ve in vivo birinci basamak kemoterapiye zayif
duyarlilik gostermistir. Bulgular, PIK3CA mutasyonunun indiikledigi PI3K/Akt
aktivasyonunun, hiicrelerin kemoterapiye daha fazla direng gosterdigi kolorektal
kanser kok hiicrelerinin hayatta kalmasma ve g¢ogalmasina katkida bulundugunu

gostermistir (Yan-long ve ark., 2018).

PIK3CA hot spot mutasyonlar1 ekson 9 ve 20'de lokalize olmus bes bolgede
bulunur ve bir¢ok solid tiimorlerin karsinogenez, hiicresel biliyiime, proliferasyon ve
hayatta kalmasina katkida bulunmak i¢in PI3K/AKT sinyal yolunu aktive eder (Zhou
ve ark., 2016; Xu ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017). Bununla birlikte, hala PIK3CA
mutasyonlart ve kolorektal kanser hastalarinin prognozu arasindaki korelasyon

tartismalidir (Mei ve ark., 2016; Paleari ve ark., 2016).

PI3K'nin katalitik alt birimi olan PIK3CA, kolorektal kanser de dahil olmak
tizere bir¢ok farkli timérde mutasyon gegirir (Campbell ve ark., 2004; Samuels ve
ark., 2004). Kolorektal kanserlerin %10-20'sinde, ekson 9 ve ekson 20'de iki sicak
noktada bulunan mutasyonlarin yaklasik %80'inde PIK3CA mutasyonlari
bildirilmistir (Samuels. vd, 2004). RAS yabanil tip kolorektal kanserde, PIK3CA
mutasyonlar1 daha kétii bir klinik sonug verir ve anti-EGFR monoklonal antikorlar
tarafindan hedefe yonelik tedaviye olumsuz tahminlere neden olur. Bununla birlikte,
bu bulgular tiim g¢aligmalarda dogrulanmamistir ve daha ayrmtili analizler, bu
etkilerin Ekson 20'deki mutasyonlarla sinirli olabilecegini ortaya koymustur.
PIK3CA mutasyonlarinin, kolorektal kanser hastalarinda aspirin ile basarili adjuvan
tedavi i¢in uzun zamandir aranan biyobelirte¢ olabilecegi One siirlilmiistiir. Bu
nedenle, PIK3CA mutasyonlarmin umut verici bir biyobelirteg gibi goriindiigi;
bununla birlikte, PIK3CA genindeki somatik mutasyonlarin Kkolorektal kanser
hastalarinin tedavisindeki etkisini kesin olarak tanimlamak i¢in daha fazla ¢alismaya

ihtiya¢ bulundugunu rapor etmislerdir (Cathomas, 2014).
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2.8.7. EIF2S3 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Subunit Gamma)
Geni

EIF2S3 geni, metiyonil-tRNA (i)'nin 40S ribozomal alt birimine dahil edilmesinde
rol oynayan bir heterotrimerik GTP baglayici protein olan 0karyotik ¢eviri baglatma
faktorii-2'nin (elF2) ¢ekirdek alt birimini kodlar. EIF2 kompleksi protein sentezi igin
gereklidir (Moortgat ve ark., 2016).

Chen ve ark. (2010) yaptiklari PM-33 c¢oklu molekiiler markér modeli
analizlerine gore kolorektal kanser teshisi i¢cin EIF2S3 geninin de dahil oldugu bazi

genlerin ifadesinde azalma rapor etmislerdir.

2.8.8. EIF4Al (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4A1) Geni

EIF4A, DEAD kutusu protein ailesinin bir {liyesidir ve 5'UTR'de mRNA sekonder
yapisinin ¢oziilmesini katalize etmek icin ATP'ye bagli bir RNA helikaz olarak islev
goriir (Rogers Jr ve ark., 2002).

Boussemart ve ark. (2014), elF4E cap-baglayic1 protein, elF4G skaffold-
proteini ve elF4A RNA helisazini igeren elF4F kompleksinin kalici olusumunun
BRAF (V600) mutant melanom, kolon ve tiroid kanseri hiicre hatlarinda, anti-BRAF,
anti-MEK ve anti-BRAF plus anti-MEK ilag kombinasyonlarina direng ile iligkili

oldugunu gostermistir.

Malignant fenotip, biiyiik oOl¢iide diizensiz gen ifadesinin sonucudur.
Transforme hiicreler sadece protein sentezindeki global bir artisa degil, pro-
onkojenik mRNA'larin translasyonel olarak arttig1 bir duruma da baglidir. Bu tiir
mRNA'larin, etkili bir transkripsiyon i¢in yiiksek seviyelerde Okaryotik baslatma
faktorii 4A (EIF4A) helikaz aktivitesi gerektiren daha uzun ve daha yapilandirilmis
5p-UTR'lere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, EIF'44'y: bir kanser terapisi

olarak hedeflemeye odaklanilmistir. Bu tiir tedavilerin basarili olmasi igin, spesifik



36

mRNA'lar1 elF4A aktivitesine digerlerinden daha bagimli hale getiren mekanizmalar

hakkinda ayrintili galismalar gelistirilmelidir (Raza ve ark., 2015).

2.8.9. Kolorektal Kanserle iliskisi Oldugu Diisiiniilen Genlerle ilgili Yapilan

Bazi Calisma Ornekleri

Kheirelseid (2011) CDH17 gen ifadesinin kolorektal kanserde tiimorle iligkili normal
kolorektal dokulara gore anlamli olarak daha diisiik oldugunu rapor etmistir (p

<0.001).

Kolorektal kanserde periferik kandaki CEA, CK20 ve CK19 genlerine ait
mRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in Es Zamanl PZR kullanilmistir ve Es
Zamanli PZR’nin kanser evrelemesi ve hastalik izlemesi i¢in degerli bir arag oldugu

gosterilmistir (Wharton ve ark. 1999; Wong ve ark., 2001; Schuster ve ark., 2004).

Tiimor ile iligkili normal kolorektal dokulara kiyasla CEACAMS geninin
tiimdrde anlamli olmayan asir1 ifadesi belirlenmistir. CEACAMS'in agir1 ifadesinin,
orta derecede diferansiye tiimdrler ve tiimdr invazyonu ile anlamli derecede iligkili

oldugu rapor edilmistir (Kheirelseid, 2011).

Kolorektal gen ifadesi wveri setlerinde, diizensiz FABP1 gen ifadesi
bildirilmistir (Lee ve ark., 2006; Chan ve ark., 2008) bununla birlikte klinik verilere
iliskin gen ifadelenme profilleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Kolorektal kanserde yiiksek IL8 gen ifadesi daha 6nce rapor edilmis olmasina
ragmen (Baier ve ark., 2005; Erreni ve ark., 2009), klinikopatolojik degiskenlerde in

vivo korelasyon tanimlanmamustir.

Kolorektal kanserin evrelendirilmesi ve prognozu igin biyobelirteg mRNA
analizinin yararmi arastirmak i¢in, karsinoembriyonik antijen (CEA), kallikrein 6

(KLK®), sitokeratin 20 (CK20), guanilil siklaz C (GCC), CEACAML1-S, CEACAM6
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ve miisin 2 (MUC2), Es Zamanli-PZR ile belirlenmistir. Sonuglar rutin H&E analizi
ile karsilastirilmistir. Biyobelirtegler, lenf nodu cinsinden yayilan tiimor hiicrelerini
saptama kapasitesi agisindan analiz edilmistir. mRNA diizeyleri kolorektal kanser ve
kontrol lenf nodlari, primer tiimor, normal kolon, bagisiklik hiicreleri ve
fibroblastlarda belirlenmistir. Immiin hiicrelerde ve fibroblastlarda ifade eksikligi ve
primer tiimorlerde yiiksek ve homojen ifadelenme, belirleyici faktorler olarak
gosterilmistir. CEA kriterleri en iyi karsilamis, bunu KLK6, CK20, GCC ve MUC2
izlemistir. KLK6 mRNA's1, gen ifadesinin genom capinda mikrodizi analizi ile
potansiyel bir ilerleme markeri olarak tanimlanmistir. Kolorektal kanserin timor
hiicrelerinde ektopik olarak ifade edildigi bulunmustur. KLK6 (+) lenf nodlar1 kétii
prognozun bir gdstergesi olarak bildirilmistir. Ozellikle, gergek seviye sonug igin
onemlidir. KLK6 mRNA seviyeleri arttikca tekrarlama riski artar. Diisiik CEA
mRNA seviyeleri ile gosterildigi gibi, diisiik sayida tiimor hiicresi bulunan lenf
nodlarindaki KLK6 pozitifliginin koti prognoz gosterdigi ve CEA mRNA'simin,
evreleme ve hastaliksiz sagkalim siiresinin tahmini ve ameliyat sonrasi niiks riski i¢in
en iyi tek biyobelirte¢ oldugu rapor edilmistir. CEA'ya ek olarak KLK6 pozitifligi ve
diisik MUC2/CEA orani kétii prognoz ile iliskilidir. Boylece, CEA, MUC2 ve KLK6
mRNAlar1, kolorektal kanser hastalarinin evrelemesi ve sonug tahmini i¢in gii¢lii bir
“iclii” olusturdugu bildirilmistir. Biyobelirtegler prognostik faktorler olarak yararli
olabilir (Ohlsson, 2001).

CEA, kolorektal kanserde iyi bilinen ve yerlesik bir serum markoriidiir, ancak
simdiye kadar tedavi se¢imi icin bir prognostik faktdr ve rehber olarak yararli
bulunmamistir. CEA'nin ameliyat sonrasi hastaliin izlenmesi i¢in yararli oldugu
kanitlanmistir ~ ((Sturgeon, 2002). CA19-9, CA242, CA72-4, CA50 ve
metaloproteinaz 1'in doku inhibitoriic (TIMP-1), kolorektal kanser igin 6nerilen diger
potansiyel serum belirtegleridir (Duffy ve ark., 2007). Normal mukozadan malign
dokuya doniisiim sirasinda, bir¢ok aday biyobelirteg saglayan coklu molekiiler
degisiklikler meydana gelir. KRAS, tiimor baskilayici genler (p53 ve APC) ve MSI
gibi onkogenlerin tiimii genellikle kolorektal kanserde degistirilir (Harrison ve

Benziger, 2011). Hiicre ve doku bazli biyobelirtecleri kullanan 6n veriler erken
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kolorektal kanser tanisina yardimci olmak i¢in umut vericidir, ancak yine de klinik

kullanim i¢in 6nerilmemektedir (Duffy ve ark., 2007).

Kolorektal kanserde KLK6 mRNA'sinin primer tiimorlerde normal kolon
dokusuna kiyasla yiiksek seviyelerde ortaya ¢iktigi, karaciger metastazi ve zayif
prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Ogawa ve ark., 2005; Kim ve ark., 2011).
KLKG6, KRAS'a bagli gogiin aracisi olarak islev gormektedir (Henkhaus ve ark.,
2008).

Matris metaloproteinaz 7 (matrilisin olarak da bilinen MMP7), kolorektal
tiimdrlerin invaziv cephesinde eksprese edilir. Tiimoriin kendisi tarafindan sadece
MMP7 ve membran tip-1 MMP salgilanabilir (Adachi ve ark., 2001). MMP7 gen
ifadesi azalmig sagkalim ile iliskilidir ve yilksek MMP7 seviyesi kolorektal kanser
hastalarinda hastalik rekiirrensi ve karaciger metastazinin bir belirleyicisi olarak

Onerilmistir (Fang ve ark., 2009).

Guanilil siklaz C (GUCY2C olarak da bilinen GCC), GTP'nin cGMP'ye
dontisiimiinii katalize eden bir enzim ailesi olan guanilil siklaz ailesinin bir {liyesidir.
GCC, bagirsakta mukozal homeostazin korunmasinda merkezi bir rol oynar. Kolon
karsinogenezi sirasinda, GCC hormon ligandlari, yani parakrin hormonlar: siklikla
kaybolur. GCC'nin parakrin hormonu ekspresyonu kaybi ile birlikte diizensizligi
neoplastik olusumu ve timor ilerlemesini baglatir (Pitari ve ark., 2007). GCC'nin
gen ifadesi kolorektal kanser ve metastatik hastalik sirasinda korunur. GCC'nin
kolorektal kanserli hastalarin lenf nodlarindaki yaygimn tiimor hiicrelerini saptamak
icin kolona 6zgii bir biyobelirteg oldugu bildirilmistir (Schulz ve ark., 2006;
Waldman ve ark., 2009; Haince ve ark., 2010). Lenf diigiimlerinde GCC mRNA'nin
saptanmasi, diigiim negatif (pNO) kolorektal kanser hastalarinda rekiirrens riski ile
iliskilendirilmistir (Schulz ve ark., 2006; Waldman ve ark., 2009; Haince ve ark.,
2010; Sargent ve ark., 2011). Son zamanlarda, PrevistageTM GCC Kolorektal
Kanser Evreleme Testi ad1 verilen yeni bir molekiiler test kullanima sunulmustur. Bu

test lenf nodlarindaki yayilmig tiimor hiicrelerini tanimlamakta ve kolorektal kanser
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hastalarinin evrelendirilmesi hakkinda daha dogru bilgi saglamaktadir (Carlson ve
ark., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi, Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda gergeklesen kolonoskopi/kolorektomi islemi
sirasinda herhangi bir ek miidahale gerekmeden ve/veya herhangi bir ek medikal ajan
uygulanmadan rutin ameliyati sirasinda cikartilan ve patolojik tamis1 icin
kullanilmayan kolorektal tiimor dokusundan arta kalan benzer ozellikteki

kisimlar RNA izolasyonu icin kullamlmstir.

Dokularindan histopatolojik inceleme sonucunda Kolorektal kanser teshisi
konmus 45 olguya ait tiimor dokusu ornekleri ile Genel Cerrahi poliklinigine
kabizlik ve bagirsak diizensizligi ile basvurup, kolonoskopi planlanmis ve
kolonoskopi sonucunda alinan 6rneklerde patoloji sonucu normal ¢ikmms 5 bireye

ait doku ornekleri kullanilmistir.

Yine kolorektal tanili her olgu ile kontrol grubunda yer alan her bireyin,
Cerrahi girisim sirasinda agilmis olan ven6z damar yolundan da 5cc EDTA’L tiipe

RNA izolasyonu i¢in kan 6rnegi alinmigtir.

Kolorektal kanser nedeniyle kemoterapi ya da immunoterapi almis hastalar

calisma dis1 birakilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri Kanser Komitesi’nin (AJCC) 2003 yilinda
giincelledigi kolon kanseri TNM smiflandirmasina gore 4 evre vardir. Hastalara ait

dokular bu evreleme sistemine gére siniflandirilmistir.
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Evreleme basit olarak;

Evre 0 : Cikarilan bagirsakta kanser bulunmamustir.
Evre | :Kanser bagirsak duvari i¢inde siirlidir.
Evre Il : Kanser bagirsak duvarini agsmstir.

Evre Ill : Kanser ¢evre lenf bezlerine yayilmistir.

Evre IV : Kanser uzak organlara yayilmistir.

3.2. Dokulardan Total RNA izolasyonu

Kolorektal timor dokularindan Trizol RNA Ekstraksiyon Metodu kullanilarak
asagidaki basamaklara gére EZ-RNA Total RNA izolasyon kiti (BI, Israil, Kat. No:
20-400-100) ile total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir:

Ependorf tiiplere tartilarak alinmis her bir 50 mg tiimér dokusu {izerine 500
ul denatiirasyon soliisyonu eklendi.

Homojenizator ile 30-60 saniye siireyle dokular homojenize edildi. Her bir
uygulama sonrasinda homojenizator ucu sirastyla 8 ml DEPC su, 8 ml %70
EtOH, 8 ml 0,1 M NaOH ve 8ml DEPC (BI, Israil, Kat. No: 01-852-1) sudan
gecirilerek temizlenmesi saglanarak bir sonraki dokuya gecildi.

Homojenatlar 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda iizerlerine 5001 ekstraksiyon soliisyonu eklendi.
15 saniye hizli bir sekilde elde calkalanarak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakild.

10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, homojenatlar 4°C’de 12.000 x g’de 15
dakika santrifiij edildi.

Ust kisimdaki seffaf faz temiz ependorf tiiplere aktarildi. Seffaf faz igindeki
RNA’nin presipite olmasi igin iizerlerine 500ul izopropanol eklendi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 4°C’de 12.000 x g’de 8
dakika santrifiij edildi.
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8. Santriflijden sonra silipernatantlar atildi ve RNA ependorf tiiplerin dibinde
beyaz pellet olarak gozlendi.

9. RNA pelletini yikamak amaciyla tlizerine 1’er ml DEPC su ile hazirlanmis
%75¢lik etanol eklendi ve vortexlendi.

10. Tiipler 7500 x g‘de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atildu.

11. Pelletler belirli stire kurumaya birakildi ve 30-50pul DEPC su eklendi.

12. RNA pelletinin tamamen ¢oziilmesi i¢in kuru isiticida 55°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

13. Elde edilen RNA’larin miktarlart ve safligt NanoDrop ND-1000 V.3.7
Spektrofotometre cihazinda olgiilerek kullanilincaya kadar -80°C’lik derin

dondurucuda sakland:.

3.3. Kandan Total RNA izolasyonu

Kolorektal timor dokularinin alindigi olgulara ait periferik kanlardan, Trizol RNA
Ekstraksiyon Metodu kullanilarak asagidaki basamaklara gére EZ-RNA Total RNA
izolasyon kiti (BI, Israil, Kat. No: 20-400-100) ile total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

1. 500ul periferik kann iizerine 1ml RBC Lysis Solution (BI, israil, Kat. No:
01-888-1) eklendi.

2. 10 dakika oda sicakliginda arada sirada pipetaj yapilarak inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon siiresinin sonunda 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant atilarak tiizerine 500 pl denatiirasyon soliisyonu eklendi ve
pipetaj yapilarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda iizerlerine 500ul ekstraksiyon soliisyonu eklendi.
15 saniye hizli bir sekilde elde calkalanarak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakild.

6. 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, homojenatlar 4°C’de 12.000 x g’de 15
dakika santrifiij edildi.

7. Ust kisimdaki seffaf faz temiz ependorf tiiplere aktarildi. Seffaf faz igindeki

RNA’nin presipite olmasi i¢in tizerlerine 500ul izopropanol eklendi.
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8. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 4°C’de 12.000 x g’de 8
dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiijjden sonra siipernatantlar atildi ve RNA ependorf tiiplerin dibinde
beyaz pellet olarak gozlendi.

10. RNA pelletini yikamak amaciyla iizerine 1’er ml DEPC su ile hazirlanmig
%75¢lik etanol eklendi ve vortexlendi.

11. Tiipler 7500 x g‘de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatantlar atildi.

12. Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 30-50ul DEPC su eklendi.

13. RNA pelletinin tamamen ¢oziilmesi i¢in kuru 1siticida 55°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

14. Elde edilen RNA’larin miktarlart ve safligt NanoDrop ND-1000 V.3.7
Spektrofotometre cihazinda Olgiilerek kullanilincaya kadar -80°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

3.4. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar NanoDrop ND-1000 V.3.7. spektrofotometre cihazinda
Olgiilerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi (Sekil 3.1). cDNA eldesi
iScript Reverse Trancription Supermix cDNA sentez kiti (Biorad, USA, Kat.
No:1708841) kullanilarak (Tablo 3.1), 1ug total RNA’dan Tablo 3.2’deki protokol
dogrultusunda gerceklestirildi. Elde edilen c¢DNA’lar Es Zamanli PZR’de

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandu.
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Sekil 3.1. Calismaya aldigimiz bir olguya ait RNA 6l¢iim bilgileri

Tablo 3.1. cDNA sentez reaksiyon karisimi

iScript RT Supermix 4 ul

RNA Template (1pg-1pg total RNA)  Her 6rnek i¢in farkli miktarda
Nuclease free water Her 6rnek i¢in farkli miktarda
Toplam 20 pl

Tablo 3.2. cDNA sentezi reaksiyon protokolii

Priming 5 dakika 25°C
Reverse Trankripsiyon 20 dakika 46°C
RT inaktivasyon 1 dakika 95°C

3.5. Hedef genler ve GAPDH icin Reaksiyon Etkinliklerinin Belirlenmesi

Her bir hedef genin ve housekeeping genin reaksiyon etkinliklerinin belirlenebilmesi
icin 6 tiipte 1:10 cDNA diliisyonu hazirlandi. Her bir gen ve housekeeping gen, ilgili
konsantrasyonlarda ayn1 Es Zamanli PZR reaksiyonunda amplifiye edildi (Sekil 3.2).
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Reaksiyon sonunda elde edilen slope degerlerine gore reaksiyon etkinlikleri

belirlendi. Amplifikasyon Etkinligi (E) = (10" - 1) x 100

a)

09

dF/dT

Derece

TRIP13

T u T u u i T T u T u T u T T T u u u u T u u u u T T T T
p‘ 66 &7 68 63 7o hal 72 73 74 735 TG v kil 78 a0 & 82 &3 a4 &3 88 a7 a8 ] a0 @ a2 a3 94 £ E3
Derece

Sekil 3.2. Farkli cDNA diliisyonlariyla amplifiye edilen genler igin i¢in 6rnek erime egrileri
(a: GAPDH, b: TRIP13).
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3.6. CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNBI1
Genlerine Ait mRNA seviyelerinin Es Zamanh PZR Tle Olgiilmesi

CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerinin
MRNA diizeyleri, Es-Zamanh PZR yontemi ile RotorGeneQ cihazi kullamlarak
belirlendi. Amplifikasyonlar 10 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA,
bolgeye 6zgii primerler (Oligomer, Ankara) (Tablo 3.3), iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Biorad, USA, Kat. No: 1725122) ve nuklease free su kullanilarak
gerceklestirildi (Tablo 3.4). Her bir gene ait analizlerin yapilmasi igin, E§ Zamanlh
PZR reaksiyon karisimlari hazirlandiktan sonra 0.2 ml'lik PZR tiiplerine dagitildi,
tizerine ilgili cDNA’lar eklendi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 3.5 ve Tablo
3.6’da belirtilen amplifikasyon programlar1 kullanilarak PZR reaksiyonlar
gerceklestirildi. Reaksiyonlar sonucunda, ilgili genlere ait mRNA diizeylerini
gosteren treshold Cycle (Ct) degerleri belirlendi. Ilgili genlere ait ifade diizeyleri
GAPDH gen ifade diizeylerine gore normalize edildi.

Tablo 3.3. Hedef genlere ve referans gene ait baz dizileri

Gen Adi Baz dizisi 523’ Baz Uzunlugu Tm Derecesi
CPEB4-F CATATTCAGCTCCAGAAGTATGCTC 25 61°C
CPEB4-R AGTGCATGT CG AATGTCCTG 20 57°C

APC-F AAAATGTCCCTCCGTTCTTATGG 23 59°C
APC-R CTGAAGTTGAGCGTAATACCAGT 23 59°C
TRIP13-F ACTGTTGCACTTCACATTTTCCA 23 57°C
TRIP13-R TCGAGGAGATGGGATTTGACT 21 58°C
EIF2S3-F GTATCACTTTTTGCGGAGCAT 21 56°C
EIF2S3-R GGGGTCAATTTTTGTTCCAA 20 53°C
IFNyF TCAGCTCTGCATCGTTTTGG 20 57°C
IFN#R GTTCCATTATCCGCTACATCTGAA 24 59°C
PIK3CA-F CCTGATCTTCCTCGTGCTGCTC 22 64°C
PIK3CA-R | ATGCCAATGGACAGTGTTCCTCTT 24 61°C
CTNNB1-F | CTTGCTCAGGACAAGGAAGC 20 57°C
CTNNB1-R | CATATGTCGCCACACCTTCA 20 53°C
GAPDH-F CATTGCCCTCAACGACCACTTT 22 64°C

GAPDH-R GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC 22 64°C
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Tablo 3.4. Es Zamanli PZR reaksiyon karigimi

Icerik Hacim

iTag Universal SYBR Green Supermix S5ul

cDNA 1wl

Forward ve Reverse primerler (250-500nm her bir primer) 1+1 toplam 2 pl
Nuclease free water 2ul

Total Hacim 10 ul

Tablo 3.5. CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, CTNNB1 ve GAPDH amplifikasyon

protokolii

Basamak Siire Sicaklik
Enzim Aktivasyonu/ 30sn 95°C
Denatiirasyon

40 Denatiirasyon Ssn 95°C

dongii | Annealing/Ekstensiyon
(Veri Toplanmasi) 30 sn 60°C
+Melting Curve Analizi 65-95°C, 0,5°C/5 sn

Tablo 3.6. IFNy, PIK3CA ve GAPDH amplifikasyon protokolii

Basamak Siire Sicaklhik
Enzim Aktivasyonu/ 30sn 95°C
Denatiirasyon
40 Denatiirasyon Ssn 95°C
dongii Annealing/Ekstensiyon
(Veri Toplanmast) 30 sn 63°C

+Melting Curve Analizi 65-95°C, 0,5°C/ 5 sn
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4. BULGULAR

4.1. Olgulara Ait Klinik ve Demografik Ozellikler

Calismamizda, dokularindan histopatolojik inceleme sonucunda Kolorektal kanser
teshisi konmus 45 olgu ile patoloji raporu sonucu normal ¢ikan ve kontrol grubunda
yer alan 5 bireye ait patolojik/normal doku ve kan &rneklerinde CPEB4, APC,
TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA
ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir.  Olgulara ait klinik ve demografik

ozellikler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Olgulara ait klinik ve demografik 6zellikler

Klinik Ozellikler Kolorektal Kanser Hasta Sayisi
N=45

Cinsiyet

Erkek 26/45 %57,8

Kadmn 19/45 %42,2

Ortalama Yas (SD) 66,6 (£12,66)

27-65 21/45 %48.8

66-90 24/45 %51.2

Tiimor Yerlesimi

Kolon 28/45 %62,2

Rektum 17/45 %37,8

Patolojik Evreleme

Evre | 8/45 %17.8

Evre Il 17/45 %37.8

Evre Il1 15/45 %33.3

Evre IV 5/45 %11.1

4.2. CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1
Genlerine fliskin mMRNA Analizleri

Calismamizda yer alan olgular ile kontrol grubu bireylerden izole edilen RNA
molekiillerinden sentez edilen cDNA molekiillerinin, ilgili protokoller dogrultusunda
amplifikasyonlar1 yapilmistir (Sekil 4.1). Her reaksiyon sonunda melting curve

(erime egrisi) analizleri yapilarak, primerlerde dimerlesme olmadigi ve alinan
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floresans degerlerin ilgili gen bolgesine ait oldugu teyid edilmistir (Sekil 4.2, 4.3,
44,45, 4.6,4.7,4.8, 4.9). Kontrole ait hedef genler ve referans gene ait Ct degerleri
ile hastalara ait hedef genler ve referans gene ait Ct degerleri Rotor gene-Q Software
programindan elde edilmistir. Her bir analiz 3 tekrarli olarak hem intraassay hem de

interassay olarak yapilmuistir.

Olgular ile kontrol grubu bireyleri arasinda, hedef genlere ait izole edilen
mRNA miktarlarindaki rolatif kat degisimlerini hesaplamak icin, her bir gene ait
amplifikasyon etkinlik degeri ile ortalama Ct degerleri REST 2009 software
programina girilmistir. Program Pfaffl ve ark., (2002) yontemi temelinde Qiagen

tarafindan gelistirilmistir.

Analiz edilecek genlerin ifadelenme oranlari anlamlilik agisindan Pair Wise

Fixed Reallocation Randomizasyon testi © ile test edilmistir (Pfaffl ve ark., 2002).

Elde edilen kat degisim degerleri logaritmik olarak hesaplanarak, artis veya

azaliglar1 grafik halinde hazirlanmigtir

Norm. Fluoro

TRESHOLD

CYCLE

Sekil 4.1. Es Zamanli PZR ekspresyon reaksiyon drnegi
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4.3. Dokularda ifade Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A1, IFNy,
PIK3CA ve CTNNB1 Genlerine Iliskin mMRNA Analizleri

Kolorektal kanserli olgularin tiimér dokularinda ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13,
EIF2S3, EIF4AL, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerinin kontrol grubu bireylerin
dokularina gére mRNA diizeylerindeki degisimler belirlenmistir. CPEB4 ve APC
genlerinin mRNA diizeyi, kontrole gore onemli derecede azalmsken (Sirasiyla
0,512 ve 0,594 kat) (P<0,05), TRIP13 geninin mMRNA diizeyi, kontrole gére onemli
derecede artmustir (2,139) (P<0,05). EIF2S3 ve IFNy genlerinin mRNA diizeyi,
kontrole gore artmigken, EIF4Al, PIK3CA ve CTNNBL1 genlerinin mRNA diizeyi,
kontrole gore azalmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak onemli degildir
(P>0,05), (Grafik 4.1).

040
0,30

0,20

0,10
a8 . EIFAAJ PIK3CA CTNNB1
0.00

TRIP13 EIF253 /r .
0,10

-0.20

Rolatif kat degisimi ( Log10)

APC
0,30

CPEB4
-0,40

Grafik 4.1. Timér dokularinin, kontrol dokularina gore gen ifade diizeylerindeki degisimler
(*P<0,05) Rolatif kat degisimleri y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak gosterilmistir. x=0
noktasi kontrol grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artig/azalis

4.4. Periferik Kan Orneklerinde ifade Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3,
EIF4AL, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 Genlerine Tliskin mMRNA Analizleri

Olgularin periferik kan orneklerinde ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3,
EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA’larin kontrol grubu
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bireylerin periferik kan 6rneklerindeki ifade diizeylerindeki degisimler belirlenmistir.
CPEB4, APC, EIF2S3 ve EIF4AL genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gére 6nemli
derecede artmustir (Siwrasiyla; 2,467; 2,066; 1,852; 1,522 kat) (P<0,05). TRIP13,
IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA diizeyleri de, kontrole gore artmustir.
Ancak bu degisimler istatistiksel diizeyde anlamli bulunmamustir (P>0,05), (Grafik
4.2).

»
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§ 0,25
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S 0,15
b=}
5 0,10
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CPEB4 APC  TRIP13 EIF253 EIF4A1 IFy  PIK3CA CTNNB1

Grafik 4.2. Calismamizda yer alan genlerin, hasta olgularin periferik kan 6rneklerindeki
kontrole gore ifade degisimleri (*P<0,05). Rolatif kat degisimleri y diizlemi
temelinde artma ve azalma olarak gosterilmistir. x=0 noktasi1 kontrol grubunu
temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artis/azalis.

4.5. Evre | Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Tiimor Dokularinda ifade Edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNBI1
Genlerine fliskin MRNA Analizleri

Evre | kolorektal kanser timor dokularinda ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13,
EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA’larin kontrol
dokularina gore ifade diizeylerindeki degisimler belirlenmistir. CPEB4 ve CTNNB1
genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore onemli derecede azalmistir [Sirasiyla;
0,250 kat (P<0,001); 0,204 kat (P<0,05)]. APC, TRIP13 ve EIF2S3 mRNA
diizeyleri, kontrole gore artmisken, EIF4A1, IFNy ve PIK3CA genlerine ait mMRNA
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diizeyleri kontrole gore azalmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel diizeyde anlamli

bulunmamustir (P>0,05), (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3. Evre I kolorektal timoérlerde ¢alismamizda yer alan genlerin kontrole gore
mRNA diizeyindeki degisimleri (*P<0,05; **P<0,001). Rolatif kat degisimleri
y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak gosterilmistir. x=0 noktasi kontrol
grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artig/azalig

4.6. Evre Il Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Dokularda ifade Edilen CPEB4,
APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 Genlerine
fliskin mMRNA Analizleri

Evre II kolorektal kanser tumor dokularinda ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13,
EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA’larin kontrol
dokularina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. CPEB4, APC, PIK3CA ve
CTNNBZ1genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore azalmisken, TRIP13, EIF2S3,
EIF4A1 ve IFNy mRNA diizeyleri, kontrole gore artmistir. Ancak bu degisimler
istatistiksel diizeyde anlamli bulunmamistir (P>0,05), (Grafik 4.4)
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Grafik 4.4. Evre II kolorektal tiimorlerde ¢alismamizda yer alan genlerin kontrole gore
mRNA diizeyindeki degisimleri. Rolatif kat degisimleri y diizlemi temelinde
artma ve azalma olarak gosterilmigtir. x=0 noktasi kontrol grubunu temsil
etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artig/azalis

4.7. Evre 11l Kolorektal Kanser Hastalarma Ait Dokularda ifade Edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy PIK3CA ve CTNNB1
Genlerine fliskin mMRNA Analizleri

Evre II kolorektal kanser timor dokularmda ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13,
EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA’larin kontrol
dokularina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. CPEB4, APC, EIF4A1 PIK3CA ve
CTNNB1 genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore azalmigken, TRIP13, EIF2S3 ve
IFNy mRNA diizeyleri, kontrole gore artmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel
diizeyde anlamli bulunmamustir (P>0,05), (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5. Evre 11l kolorektal timorlerde ilgili genlerin kontrole gére mRNA diizeyindeki
degisimleri. Rolatif kat degisimleri y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak
gosterilmistir. x=0 noktas1 kontrol grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade
diizeyindeki artig/azalig

4.8. Evre IV Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Dokularda ifade Edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1
Genlerine fliskin mMRNA Analizleri

Evre II kolorektal kanser timor dokularinda ifade edilen CPEB4, APC, TRIP13,
EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait mRNA’larin kontrol
dokularina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. APC geninin mRNA diizeyi,
kontrole gdre énemli derecede azalmistir. [0,333 kat, (P<0,05)]. Ilaveten, CPEB4,
EIF2S3, EIF4A1 PIK3CA ve CTNNB1 ve IFNy mRNA diizeyleri, kontrole gore
azalmigken, TRIP13 ve IFNy mRNA diizeyleri kontrole gore artmigtir. Ancak bu
degisimler istatistiksel diizeyde anlamli bulunmamistir (P>0,05), (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6. Evre IV kolorektal tiimorlerde ilgili genlerin kontrole géore mRNA diizeyindeki
degisimleri (*P<0,05). Rolatif kat degisimleri y diizlemi temelinde artma ve
azalma olarak gosterilmistir. x=0 noktasi kontrol grubunu temsil etmektedir.
y=Gen ifade diizeyindeki artis/azalis

4.9. Evre | Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Periferik Kan Orneklerinde ifade
Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy PIK3CA ve
CTNNB1 Genlerine fliskin mMRNA Analizleri

Evre 1 kolorektal kanser hastalarna ait periferik kan oOrneklerinde ifadeedilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4AL, IFNy, PIK3CA ve CTNNBL1 genlerine ait
mRNA’larin kontrol kanlarina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. CPEB4,
TRIP13, EIF2S3, CTNNB1 EIF4A1 genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore
onemli derecede artmistir [Sirasiyla; 2,803 kat; 3,553 kat; 2,507 kat; 3,548 kat
(P<0,05); 2,441 kat; (P<0,001)]. APC, IFNy ve PIK3CA genlerine ait mRNA
diizeyleri de kontrole gére artmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli
degildir (P>0,05) (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7. Calismamizda yer alan genlerin, Evre I kolorektal kanserli olgularin periferik
kan oOrneklerindeki kontrole gore ifade degisimleri (*P<0,05; **P<0,001).
Rolatif kat degisimleri y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak
gosterilmistir.  x=0 noktast kontrol grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade
diizeyindeki artig/azalis

4.10. Evre 11 Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Periferik Kan Orneklerinde
ifade Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve
CTNNBI1 Genlerine iliskin mMRNA Analizleri

Evre II kolorektal kanser hastalarina ait periferik kan orneklerinde ifade edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait
mRNA’larin kontrol kanlarina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. CPEB4 ve
TRIP13 genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore onemli derecede artmistir
[Swrastyla; 2,788 kat; 1,943 kat P<0,05)]. APC, EIF2S3, EIF4A1l ve CTNNB1
genlerine ait mRNA diizeyleri de kontrole gore artmisken, IFNy ve PIK3CA
genlerine ait mMRNA diizeyleri kontrole gore azalmistir. Ancak bu degisimler
istatistiksel olarak onemli degildir (P>0,05) (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8. Calismamizda yer alan genlerin, Evre II kolorektal kanserli olgularin periferik
kan oOrneklerindeki kontrole gore ifade degisimleri (*P<0,05). Rolatif kat
degisimleri y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak gdsterilmistir. x=0
noktast kontrol grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artis/azalig

4.11. Evre 111 Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Periferik Kan Orneklerinde
ifade Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A1, IFNy, PIK3CA ve
CTNNB1 Genlerine fliskin mMRNA Analizleri

Evre III kolorektal kanser hastalarina ait periferik kan orneklerinde ifade edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4AL, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait
mRNA’larin kontrol kanlarina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. APC, TRIP13,
EIF2S3 ve EIF4Al1 genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore 6nemli derecede
artmigtir [Sirasiyla; 2,47 kat; 2,696 kat 2,32 kat, 1,838 kat P<0,05)]. CPEB4, IFNy,
PIK3CA ve CTNNBL1 genlerine ait mRNA diizeyleri de kontrole goére artmustir.
Ancak bu degisimler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0,05) (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9. Calismamizda yer alan genlerin, Evre III kolorektal kanserli olgularin periferik
kan Orneklerindeki kontrole gore ifade degisimleri (*P<0,05). Rolatif kat
degisimleri y diizlemi temelinde artma ve azalma olarak gosterilmistir. x=0
noktas1 kontrol grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artig/azalis

4.12. Evre IV Kolorektal Kanser Hastalarina Ait Periferik Kan Orneklerinde
ifade Edilen CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4AL, IFNy, PIK3CA ve
CTNNBI1 Genlerine iliskin mMRNA Analizleri

Evre IV kolorektal kanser hastalarina ait periferik kan orneklerinde ifade edilen
CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4Al, IFNy, PIK3CA ve CTNNB1 genlerine ait
mRNA’larin kontrol dokularina gore degisim diizeyleri belirlenmistir. CPEB4, APC
ve PIK3CA genlerinin mRNA diizeyleri, kontrole gore artmigken, TRIP13, EIF2S3,
EIF4Al1, IFNy ve CTNNB1 mRNA diizeyleri, kontrole gore azalmistir. Ancak bu
degisimler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0,05), (Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. Caligmamizda yer alan genlerin, Evre IV kolorektal kanserli olgularin periferik
kan orneklerindeki kontrole gore ifade degisimleri. Rolatif kat degisimleri y
diizlemi temelinde artma ve azalma olarak gosterilmistir. x=0 noktasi kontrol
grubunu temsil etmektedir. y=Gen ifade diizeyindeki artig/azalis
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5. TARTISMA

Molekiiler biyoloji ve genetik, tibbi onkolojideki en ilging konulardan birini temsil
eder, c¢iinkii tiimor ilerlemesinde yer alan molekiiler degisiklikler hakkinda global ve
detayli bir bilgi saglar, bu da karsinojenez siirecinin daha iyi anlasilmasina, yeni
prognostik belirteglerin ve yeni terapotik hedeflerin kesfedilmesine yol acar.
Kanserin smiflandirilmas1 ve prognostik gruplandirilmas: icin klinik ve patolojik
parametreler bulunmasina ragmen, bu multiform hastalifin biyolojik ve genetik

heterojenligi nedeniyle giinliikk uygulamada yetersiz kalabilir (Lagerstedt, 2009).

Fearon ve Vogelstein (1990), adenomakarsinom doniisiimii prensibini
gelistirerek, adenomdan karsinoma gecisin, diizenleyici onkogenlerde ve timor
baskilayict genlerde meydana gelen ve klonal popiilasyona biiyiime avantaji saglayan
genetik olaylarin birikimi ile iligkili oldugunu varsayar. 1990 yilindan bu yana, APC,
p53 ve KRAS gen mutasyon tayinine dayanan molekiiler belirleme yontemleri
gerceklestirilmistir. APC yolaginin kolorektal timorlerin yaklasik %95'inde degistigi
belgelenmistir (Powell ve ark., 1992). Ayni oran p53 yolaginda mutasyona sahip
timorler i¢in de gegerlidir (Ohue ve ark., 1992). Simdiye kadar tiimérlerin yaklagik
%70'inde Ras/Raf yolunda degisiklige yol acan somatik mutasyonlar bulunmustur.
Kolorektal kanserlerde somatik mutasyonlart olan baska genler de vardir, ancak
bunlarin rolleri ve yolaklar1 daha az incelenmistir. Bu molekiiler belirteglerin
kullanighiligina ragmen, uygulamalar kolorektal kanserli olgular i¢in sinirh
kalmaktadir. Bu nedenle belirleyici gen listelerinin tanimlanmas i¢in yeni molekiiler

belirtegler gereklidir (Paik ve ark., 2004).

Kolorektal kanserli olgularin tiimérlerinin evrelenmesi igin, tiimorle iligkili
proteinlerin immiinohistokimyasal boyanmasi, bolgesel lenf nodlarindaki molekiiler
belirteclerin es zamanli PZR yontemi ve kandaki tiimor hiicrelerinin tespiti gibi
alternatif teknikler Onerilmistir. Spesifik biyobelirteclerle es zamanli PZR
uygulamasmin geleneksel mikroskopiden daha duyarli oldugu ve her bir lenf
nodunun es zamanli olarak test edilebilecegi Onerilmistir (Oberg ve ark., 2004,
Schulz ve ark., 2006; Nordgard ve ark., 2009; Sargent ve ark., 2011).
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Gen ekspresyon analizi, kanserdeki global gen dozaji hassasiyetini
tammmlamaktadir. Simdiye kadar binlerce genetik varyant; kanser, diger hastaliklar
ve karmasik Ozellikler ile iliskilendirilmistir. Hastalikla iliskili tek niikleotid
polimorfizmlerinin ve somatik kopya sayisi degisimlerinin, gen ifade seviyelerini
siklikla etkiledigi acikliga kavusturulmustur (Stranger ve ark., 2007; Fehrmann ve
ark., 2011; Westra ve ark., 2013; Ciriello, ve ark., 2013). Bu sonuglar, gen
ifadesindeki degisikliklerin, genetik varyantlarin ortaya ¢ikardigi fenotip tizerindeki
etkilerini gostermeleri i¢in 6nemli bir ara mekanizma olabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte, genlerin ifade diizeylerinin somatik kopya sayist degisimlerinden

ne 6lgiide etkilendigi heniiz tam belli degildir.

Kanserin siniflandirilmast ve prognostik gruplandirilmast i¢in klinik ve
patolojik parametreler bulunmasina ragmen, bu multiform hastaligin biyolojik ve
genetik heterojenligi nedeniyle bu parametreler giinliik uygulamada yetersiz

kalmaktadir (Kheirelseid, 2011).

Kolorektal kanserde, hastalarin takip ve tedavi stratejilerindeki mevcut
histopatolojik  faktorleri tamamlamak i¢in molekiiler belirtecler olarak
kullanilabilecek oldukca farkli ekspresyon paternlerine sahip kapsamli bir
biyobelirte¢ listesi olusturulmalidir. Mezenterik lenf nodu metastazi kolorektal
kanserde en Onemli prognostik O6zelliktir. Lenf nodu durumu evreleme igin
kullanilmakta olup, postoperatif adjuvan tedavi igin belirleyici bir se¢im kriteridir.
Bununla birlikte, rutin histopatoloji (H&E:Hematoksilen ve Eozin) ile lenf nodu
durumunu dogru bir sekilde belirlemek zordur. Bu nedenle, H&E tarafindan lenf
nodlarinda tiimor hiicreleri olmadig: diistiniilen kolorektal kanserli hastalari ~%25'i,

ornegin evre I-11, kolorektal kanserden 6liir (Ohlsson, 2011).

Tarama testleri giderek daha fazla 6nem arz etse de, kolon kanseri vakalari
genellikle sag kalim sansinin biiyiik ol¢lide azaldigi tiimoriin ileri bir agamasinda
teshis edilir. Diinyada, kolorektal kanser son derece yiiksek insidans ve mortalite ile
karakterizedir. Bugiline kadar yapilmis ¢esitli calismalar bulunmasina ragmen

kolorektal tiimorlerin gelisimi sirasinda molekiiler degisiklikler heniiz kismen rapor



65

edilmistir. Kolon kanseri gelisimi sirasinda gesitli gen ifadesi farkliliklarinin tespit
edilebilecegi iyi bilinmektedir. Tiim genom ekspresyon ¢aligmalari temelinde, klinik
olarak kullanigh biyobelirteclerin tanimlanmasi ve daha sonra gelistirilerek timor
siniflandirilmasinda rutin teshisin bir parcasi olarak kullanilmasi amaglanmaktadir

(Alexandra, 2015).

Bu caligmada CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A, IFNy , PIK3CA ve
CTNNBL1 genlerinin mRNA diizeyleri; hem kolorektal kanser tanisi alan olgularin
timor dokulari ile saglikli bireylerin kolon dokularinda hem de aymi olgular ile

saglikli bireylerin periferik kanlarinda belirlenmistir.

5.1. Kolorektal Kanser ile CPEB4 Gen ifadesinin Iliskisi

CPEB ailesinin tipik bir iiyesi olan sitoplazmik poliadenilasyon elemani baglayici
protein 4 (CPEBA4), gesitli malignitelerde segici olarak asir1 ifade edildigi gosterilmis
olan diziye 6zgii RNA baglayici protein ve translasyon diizenleyicisidir (Chen ve
ark., 2016). Bugiine kadar, ¢ogu kolorektal kanser ¢alismasinda transkripsiyon
sonrast siiregler goz ardi edilerek, DNA ile iligkili diizensizliklere (aberasyonlara)
odaklanilmistir. Ancak, transkripsiyon sonrasi degisikliklerin kanser siirecinin
yonetilmesinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. RNA baglayici proteinler, her
kanser igaretinin kritik diizenleyicileri olarak One c¢ikmakla birlikte altta yatan
mekanizmalar ve onkogenik hedefler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Chian ve
ark., 2016). CPEB4, translasyona ugramamis mRNA'nin 3' bolgelerindeki spesifik
dizilerle birlesir ve sitoplazmik poliadenilasyonu indiikleyerek translasyonu tegvik
eder. CPEB4"in anormal ifadesi, belirli kanser tiirleri ile iliskilidir, bu da CPEB4%in
kanser proliferasyonu ve metastazinin kontroliinde kritik roller oynayabilecegini
gosterir. Ozellikle, son zamanlarda yapilan calismalarda, CPEB4%in, glioma ve
meme kanserleri gibi belirli kanser tiirlerinde kanser hiicrelerinin gogii ve istilasinda
onemli bir rol oynadigin1 ve kanser tedavisi i¢in bir hedef olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012; Xu ve ark., 2013; Zhijun ve ark., 2017; Lu
ve ark., 2017). Bunun yami sira kanserle iliskili RNA baglayici proteinlerin
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tanimlanmasi, kolorektal kanser biyolojisini anlamak ve potansiyel olarak kanser
tedavisi ve prognostik biyobelirtecler ile yeni hedefler ortaya koymak agisindan
biiyiik ilgi gormektedir (Chian ve ark., 2016).

CPEB4 ile iliskili mRNA molekiilleri, RAS gen ailesi ile iliskili molekiiller,
hiicre sinyal bilesenleri, kromatin yeniden modelleme proteinleri, siklinler, apoptoza
bagli molekiiller, stres ve inflamasyon faktorleri, metabolik hiicre go¢ii ve metastazi
ile ilgili enzimler ve genlerin dahil oldugu tiimdrogenez iliskili ¢oklu hiicresel
fonksiyonlarla zengin bir yelpazede ifade edilir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012). Ayrica,
CPEB4'in invaziv duktal meme kanserinde, kolorektal kanserde, pankreatik duktal
adenokarsinomda, metastatik prostat kanserinde ve glioblastomada, invazyon, timor
biiylimesi, vaskiilarizasyon ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Ortiz-Zapater ve ark.
2012; Xu ve ark., 2013; Zhong ve ark., 2013; Chen ve ark., 2016; Sun ve ark.,
2015).

Kolorektal kanser dokularinin yiiksek seviyede CPEB4 i ifade ettigi ve yiiksek
MRNA diizeyinin ilerlemis tiimor evresi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve
kolorektal kanserli hastalarda zayif prognozla iligkili oldugu rapor edilmistir (Zhong
ve ark., 2015). Bizim calismamizda tiim kolorektal tiimoér dokularinda CPEB4
mRNA diizeyi 6nemli derecede azalmisti. Ancak bizim ¢alismamizla benzer olarak,
Xu ve Liu (2013) CPEB4’iin mRNA diizeyinin prostat kanseri ve bitisik dokularda
kontrole gore azaldigimi bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalara bakildiginda farkli tip
tiimor dokularinda CPEBA4 ile iliskili farkli sonuglar mevcuttur. CPEB4 iin yiiksek
seviyede ifadesinin ¢ok cesitli malignansilerde tanimlanmis olmasindan dolayi,
CPEB4 7in preonkogenik etkiler uygulayarak tiimor biiytimesi, invazyonu ve
vaskiilarizasyonu etkiledigi disiiniilmektedir (Ortiz-Zapater ve ark., 2012). Bunun
yan1 sira CPEB4 gen ifadesinin NSCLC orneklerinde kanserli olmayan komsu
dokulara kiyasla goreceli olarak daha az oldugu bildirilmistir (Huang ve ark., 2015).
Bir baska calismada, CPEB4 gen ifadesinin pankreatik duktal karsinomda arttig
(Ortiz-Zapater ve ark., 2012) fakat hepatoseliiler karsinomda azaldig1 rapor edilmistir
(Tian ve ark., 2012). 125 hepatosiiler karsinoma hastasindan alinan karaciger

ornekleri 49 kontrolle karsilagtirildiginda CPEBA4 ’iin protein seviyesinin erken evre
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hepatoseliiler karsinomda artti§i, ge¢ evre hepatoseliiler karsinomda azaldig
bildirilmigtir (Tsai ve ark. 2016). Hepatoseliiler karsinom ilerlemesi esnasinda
CPEB47in gen ifadesindeki bu degisimler, tiimorogenezde karmagsik bir rolii
oldugunu gostermektedir. Ortiz-Zapater ve ark. (2012) CPEB4 gen ifadesinin
pankreatik duktal adenokarsinomlarda arttigini, pankreatik kanser ilerlemesinde post-
transkripsiyonel gen regiilasyonu i¢in 6nemli bir role sahip oldugunu, bu artisin
timor gelisiminde genel bir mekanizma olabilecegini, CPEB4 7in muhtemel yeni bir
terapoOtik hedef olabilecegini ve CPEB4 gen ifadesinin susturulmasmin, kanser
metastazini kontrol etmek i¢in iyi bir yol oldugunu 6ne siirmiislerdir. CPEB4 gen
ifadesinin gliomanin patolojik derecesiyle dogru orantili oldugu, primer tiimorlerde
artmis CPEB4 gen ifadesinin hastalarda kotii sonuglarin tahmin edilmesinde ve
baskilanmis CPEB4 gen ifadesinin timor hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
glioblastoma i¢in potansiyel bir terapotik hedef oldugu one siiriilmiistiir (Wang ve
ark., 2018). Bununla birlikte Hu ve ark. (2015) CPEB4 gen ifadesinin gliomada
onemi derecede arttigini Ve bu artisin ilerlemis kanser evresiyle dogru orantili oldugu
rapor edilmistir. Glioma hastalar1 i¢in, CPEB4 7in yiiksek derecede hassas prognostik
bir indikator olabilecegi bildirilmistir. CPEB4’lin, kolorektal kanser, cilt kanseri ve
bobrek kanseri de dahil olmak iizere ¢ok cesitli timorlerde asir1 ifade edildigi,
CPEBA4%in yiikksek ifadesinin de timor gelisiminde etkin  olabilecegi
diistiniilmektedir. CPEB4%in timor invazyonu ve metastaz siireglerinde Onemli
oldugu ve yiiksek ifade diizeyinin kolorektal kanser hastalarinda kotii sonug igin bir
gosterge oldugu one siiriilmiistiir (He ve ark. 2017). Ilaveten, Xu ve Liu (2013)

invaziv ve metastatik kanserlerde benzer sonucu bildirmistir.

Bunun yanisira, CPEB4’%in ayrica kolorektal kanserli olgularin periferal
kanlarinda yiiksek derecede ifade edildigi (Chang ve ark., 2014) ve bu yiiksek ifade
diizeyinin proliferatik kanser hiicreleri i¢in bir markdr olan ki-67 ekspresyonuyla
pozitif olarak korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (Zhong ve ark., 2015). Bu
calismaya benzer olarak bizim g¢alismamizda da CPEB4 mRNA diizeyi kolorektal
kanserli hastalarin periferik kanlarinda 6nemli derecede artis gostermistir. Evreler
bakimindan kiyaslama yapildiginda da Evre I ve Evre II’de bu artis 6nemliydi. Bu

durum kolorektal kanserin ilk asamalarindan itibaren periferik kanda CPEB4
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gen ifadesinin  kolorektal kanser icin bir gosterge olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Bu tip gen ifadesi degisikliklerinin farkli tip hiicrelerde CPEB4 ile diizenlenen
farkli yolaklarla iliskili olabilecegi 6ne sitirilmiistiir (Huang ve ark., 2015). Elbette,

bu konulart acikliga kavusturmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

5.2. Kolorektal Kanser ile APC Gen Ifadesinin Tliskisi

APC geni, oligomerlesmeye aracilik eden ve ayrica B-katenin, y-katenin, glikojen
sentaz kinaz (GSK)-3B, aktin, tiibiilin, EBI ve hDLG'yi igeren g¢esitli hiicre ici
proteinlere baglanan ¢ok sayida fonksiyonel alana sahip bir proteini kodlar (Kinzler
ve Vogelstein, 1996). APC'deki germ hattt mutasyonlart FAP veya varyantlarindan
biriyle, Gardner sendromu, zayiflatilmis FAP, Turcott sendromu veya diiz adenom
sendromu ile sonug¢lanir (Foulkes, 1995; Soravia ve ark., 1998). Calismalar APC'nin
kolorektal kanserlere 6zgii yliksek APC mutasyon sikligi olan sporadik kolon
adenokarsinomlarinin %70'inde mutasyona ugradigint gostermistir (Miyaki ve ark.,
1994; Chung, 2000). Bu mutasyonlar, kolon kanseri olusumunun en erken
asamalarinda baglar ve kolon kanseri olusumu sirasinda gozlenen diger
degisikliklerden 6nce gelir (Vogelstein ve ark., 1988; Powell ve ark., 1992). Bu
mutasyonlarin tiimori tesvik eden temel etkilerinden biri, Wingless/Wnt sinyal
yolunun asir1 aktivasyonu ile sonuglanir ve daha sonra hiicre biiylimesini destekleyen

genlerin ifadesi ile sonuglanir (Kheirelseid, 2011).

Yapilan literatiir taramalarinda, APC mutasyonlariyla iliskili bir¢ok c¢alisma
olmasina ragmen, gen ifadesiyle ilgili fazla ¢calisma bulunmamaktadir. Birnbaum
ve ark., (2012), APC geninin gen ifadesi, mutasyon, allelik kaybi ve promoter
metilasyonu ve metastaz olusumunun birlesik analizi yoluyla, 183 kolon
adenokarsinomu serisindeki rollinli arastirmislardir. Olgularin %73'linde nokta
mutasyonlart ve %39'unda alelik kayiplar tespit edilmisken; tiimorlerin %59'u

bialelik inaktivasyon gostermistir. APC gen ifadesi degisikliklerinin sayis1 ve tipi ile
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metastatik doniisiim arasinda bir iliski bulunmamistir. Sonuglar, APC durumunun
belirlenmesinin metastaz Ongoriisiinde yardimci olamayacagimi ve evre II kolon

kanserlerini siniflamak i¢in kullanilamayacagini1 gostermektedir.

Bizim c¢alismamizda tiim kolorektal tiimor dokularinda APC geninin
MRNA diizeyi 6nemli derecede azalmisken, aym olgularin periferik kanlarinda
onemli derecede artmustir. Evreler bakimidan kiyaslama yapildiginda da Evre
III’de bu artis onemliydi. Hacer (2001)’in ¢alismasinda 20 kolorektal karsinomlu
hastadan 8'inde APC geninde mutasyon oldugunu geri kalanlarda ise APC gen
ifadesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkli derecelerde azalma oldugunu
rapor etmistir. NIH3T3 fibroblast hiicrelerinde serumla indiiklenen GO/Gl'den S
fazina hiicre dongiisii ilerlemesi bloke etmek i¢in APC'nin asir1 ifade edildigi, oysa Ki
mutant APC'de boyle olmadig1 6ne siiriilmiistiir (Baeg ve ark., 1995). Bu verilerle
tutarli olarak kolorektal kanser hiicre hatlarinda G1 fazina gecisin engellenmesi igin
APC'nin agir1 ifade edildigi 6ne siiriilmiistiir (Heinen ve ark., 2002). Bu fonksiyon,
siklik D1 ve c-myc gibi S-fazi diizenleyicilerinin B-katenin/Tcf aracili
transkripsiyonunun diizenlenlesiyle kismen iliskilendirilmistir (Heinen ve ark.,
2002). APC'nin bir p-kateninden bagimsiz olarak da proliferasyonu etkileyebilecegi
One siirtilmistiir. Boylece, mutant APC'nin G1/S kontrol noktasinda deaktif olmasi

aberant hiicre proliferasyonuna katki saglayabilir.

APC genindeki mutasyonlar, FAP’ta kolorektal kansere kalitsal yatkinligin
temelidir. Ayni zamanda sporadik kolorektal tiimérlerin olusmasinda birincil olaydir.
APC mutasyonlarinin diger kanser tiimor tiplerinde neden daha az bulundugu hala
bilinmemektedir. ~ APC'nin  wnt- sinyalizasyonundaki  roliiniin  kolorektal
karsinogenezdeki roliinden sorumlu olmast muhtemeldir. Mutant APC ayrica, her
ikisi de kanser ilerlemesinde rol oynayan hiicre iskeleti yapigmasini ve stabilitesini
bozabilir. Diisiik penetransli APC mutasyonlarinin veya missens varyantlarinin
kalitsal kolorektal kanser riskine katkisi hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir (Nicola ve ark., 2001).
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Kopya sayis1 degisiklikleri, regiilasyondaki degisiklikler, delesyonlar, ciddi
mutasyonlar ve diger potansiyel nedenler APC mRNA ifade verileri yoluyla ayirt
etmek zordur. Bagka bir deyisle, APC mRNA degisimlerine gore nedensellik ile
korelasyonu kanitlamak i¢in daha fazla caligmaya ihtiyag vardir. mRNA analizleri
sonucu elde edilmis bu veriler mutasyon durumu ve diger klinikopatolojik 6zellikler
gibi gerekli her tiirlii bilgi i¢in yeterli degildir. APC'nin hem genetik hem de
biyolojisinin daha iyi anlagilmasi sonrasinda, zaman icinde, 6zellikle kolorektal
kanser yiikiinii azaltmayr hedefleyen Onleyici veya terapotik stratejiler belki

gelistirilebilir.

5.3. Kolorektal Kanser ile CTNNB1 Gen Ifadesinin Iliskisi

CTNNBL geni, beta-katenin adi verilen bir proteinin yapimindan sorumludur. Beta-
katenin, hiicrelerin birbirine yapismasinda ve hiicreler arasindaki iletisimde onemli
bir rol oynar (https://ghr.nim.nih.gov/gene/CTNNB1#). CTNNB1 genindeki somatik
mutasyonlar, bir¢ok kanser tiiriinde tanimlanmistir. Bunlar arasinda kolorektal,
karaciger, tiroid, yumurtalik, endometriyal ve cilt kanserleri ile medulloblastom adi

verilen bir beyin tiimdri bulunur.

Caligmalar, CTNNB1 genindeki fonksiyon kazanci mutasyonlarinin, artik
ithtiya¢ duyulmadiginda beta-katenin parcalanmasini 6nledigini ve proteinin hiicreler
icinde birikmesine izin verdigini gostermektedir. Fazla beta-katenin hiicre
cekirdegine gecer ve kanserli tlimorlerin gelismesine izin vererek hiicrelerin
kontrolsiiz ¢gogalmasini destekler. CTNNB1 genindeki mutasyonlar normal hiicrelerin
kanserli hale gelmesine neden olabileceginden, CTNNB1 onkogenler olarak bilinen
bir gen smifina aittir. Bazen, diger onkogenlerdeki mutasyonlar, kansere neden
olmak i¢cin CTNNB1 gen mutasyonlar1 ile birlikte ortaya c¢ikar.
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CTNNB1#).

Eger p-katenin fosforile olmaz ve bu nedenle parcalanmazsa, hiicresel

sitoplazma ve ¢ekirdek i¢inde birikir (Kobayashi ve ark., 2000). B-katenin birikimi,


https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CTNNB1
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wnt-sinyali (Miller ve ark., 1999; Akiyama ve ark., 2000) sonucu, APC'nin
inaktivasyonu veya [-katenin'in kendisinin dogrudan mutasyonu ile meydana
gelebilir (Polakis, 1999). APC veya CTNNB1 (B-katenin) genlerindeki mutasyonlar
GSK3p aracili fosforilasyonu engellemekte ve bunu takiben B-katenin degredasyonu
gerceklesmekte (Munemitsu ve ark., 1996) ve p-katenin transkripsiyonunun

(Rubinfeld ve ark., 1997) aktivasyonuyla sonuglanmaktadir.

Bizim calismamizda ozellikle Evre I kolorektal kanser dokularinda ve
periferik kan orneklerinde onemli derecede farklh MmRNA diizeyleri tespit
edilmistir. CTNNB1 mRNA diizeyi tiimor dokularinda kontrole kiyasla azalmisken,
periferik kanda artmistir. APC mutasyonlari, APC'nin -katenin ile iliskisini bozarak
asirt miktarda B-katenin birikmesine ve Wnt sinyal yolunun asir1 aktivasyonuna yol
acar. Sonug olarak, tiimoér olusumunu destekleyen genler transkripsiyona ugrar. Wnt
sinyal yolunun agir1 aktivasyonu gergeklesir ki normalde GSK-38, APC, B-katenin ve
axin ile bir kompleks olusturarak ve bu proteinleri fosforile eder. Wnt'nin bagirsak
homeostazindaki bu kritik rolii, Wnt yolu deregiilasyonunun kolorektal
karsinogenezise neden 6nemli bir katkida bulundugunu anlamak icin temel olusturur.
Bilinen Wnt sinyal kaskadlarindan Wnt/b-katenin (kanonik yol) kolorektal
kanserlerin yaklasik %90'1nda mutasyona ugrar. Bu mutasyonlar esas olarak APC ve
B-katenin genlerinde bulunur ve her ikisi de yolak aktivasyonuna yol agar, ancak
diger yol bilesenleri de mutasyonlar1 barindirabilir (Bray ve ark., 2018). Wnt-p-
katenin sinyal aktivasyonu, niikleusta kolorektal kanser tiimoérlerinin >%80'inde
tespit edilebilen B-katenin birikmesine yol acar (Cross ve ark., 2010). Ayrica, yiiksek
niiklear B-katenin diizeyleri, kolorektal kanser hastalarinda kotii prognoz ile korele
edilmistir (Brenner ve ark., 2012). Regiile edilmemis p-katenin aktivitesinin
tiimorojenik sonuglari, hem hiicresel biiyiime ve proliferasyonun dogrudan
uyarilmasi hem de farklilasma programlarinin bozulmasi ile iligkili olabilir (Kwong

ve Dove, 2009).
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5.4. Kolorektal Kanser ile TRIP13 Gen ifadesinin Iliskisi

TRIP13%in mayotik rekombinasyon, ig kontrol noktasi ve kromozom sinapslarinda
anahtar rol oynadigi bulunmustur (Vader, 2015). Yapilan ¢alismalar TRIP13'in
¢oklu neoplazmlarda asir1 ifade edildigini gostermistir (Banerjee ve ark., 2014; Tao
ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). TRIP13 ilk olarak 2014 yilinda bas ve boyun
kanserinde onkogen olarak bildirilmistir. Daha sonraki birka¢ ¢alismada TRIP13'iin
diger neoplazmlarda onkojenik bir rol oynadig1 ortaya ¢ikmistir (Banerjee ve ark.,
2014; Kurita ve ark., 2016; Tao ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017).

TRIP13%in, hiicre boliinmesinin dogru ilerlemesini saglayan kinetokorda
lokalize bir protein oldugu gosterilmistir (Farmer ve ark., 2012). Bir dizi
kinetokorda-lokalize protein, ¢esitli kanserlerde yiiksek oranda sentezlenmektedir ve
bunlarin sentezlenmesi, kanser hiicrelerinin genomik dengesizligi ya da habis

dontisimii ile iliskilidir (Rao ve ark., 2009).

Mayotik diizenlemede onemli bir rol oynamasina ragmen, TRIP13%in asir1
ifadesi veya amplifikasyonu birden fazla insan kanserinde bulunmustur (Rhodes ve
ark., 2004; Carter ve ark., 2006).

Bizim calismamizda, TRIP13 mMRNA diizeyi kontrollere gore hem

kolorektal tiimor dokulari ve hem de periferik kanda onemli diizeyde artmustir.

Benzer olarak, Kurita ve ark. (2016) TRIP13%in mRNA diizeyini normal ve
timoOr dokular arasinda analiz etmisler ve TRIP13'%in kolorektal kanser hiicre
proliferasyonu ve invazyonuna dahil oldugunu ve kolorektal kanser tedavisi igin
potansiyel bir bulgu olabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Ayrica Sheng ve ark. (2018)
tarafindan yapilan caligmada 200 kolorektal olguda TRIP13 gen ifadesi analiz
edilmis ve pTNM evresi, CEA ve CA19-9 ile anlamli derecede iliskili oldugunu
bulunmustur. Yine yaptiklar1 ¢ok degiskenli analizlerde TRIP13%in genel olarak

kolorektal kanser hastalarinin hayatta kalma oraninin degerlendirilmesinde pTNM ve
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CEA ile birlikte bir gosterge olabilecegini, bu nedenle, TRIP13’{in, kolorektal
kanseri igin gelecekte bir biyobelirteg olarak islev gorebilecegini 6ne siirmiislerdir.
Sheng ve ark. (2018) TRCI13%in kolorektal kanserdeki ifadelenme profilini
belirlemek i¢in, Oncomine'den temin edilebilen ¢oklu kolorektal kanser veri setlerini
analiz etmisler ve TRIP13lin gen ifadesinin, normal dokuya kiyasla tiimor
dokusunda arttigini tespit etmislerdir. Sonuglar1 dogrulamak igin, 41 ¢ift kolorektal
kanser ve TCGA (Kanser Genom Atlas1) veri setinden karsilik gelen normal
dokularda TRIP13%in mRNA diizeyini incemisler, TRIP13%in tiimor dokusunda
yiiksek oranda ifade edildigini rapor etmislerdir (p <0.001).

Bizim caligmamizda da ozellikle periferik kanda evre I-1I ve III’de TRIP13
mRNA diizeyindeki artis onemlidir. Kolorektal kanser gelisiminde erken evreden
itibaren TRIP13’in yiiksek mRNA diizeyi gozlenebilir. TRIP/3'%in kolorektal
kanserdeki protein seviyesini degerlendirmek igin, 45 kolorektal timor dokusu ve
bitisik normal dokularda western blotlama yapilmis ve normal dokulara kiyasla
TRIP13%in timorlerde belirgin sekilde asiri ifade edildigi rapor edilmistir. Bu veriler
TRIP13%in kolorektal kanserde ifadesinin arttigin1 gosterir. Ayrica yiiksek TRIP13
ifadesinin ileri pTNM evresi ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu da rapor edilmistir
(Sheng ve ark., 2018).

Kurita ve ark. (2016), TRIP13%in kolorektal kanser hiicrelerinde onkogen
olarak hareket edebilecegini, ancak mekanizmanin heniiz tam agiklanamadigini ifade
etmislerdir. Sheng ve ark. (2018) TRIP13%in in vitroda kolorektal kanser hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve istilasin1 ve deri alti implante edilmis timor
olusumunu destekleyebilecegini gostermek i¢in birgok ydntem kullanmiglar ve
sonuglara gore kolorektal kanser hastalarinin hayatta kalma siirelerinin diisiik

oldugunu rapor etmislerdir.

Daha onceki ¢alismalar, kinetokorda lokalize proteinlerin  kanser
ilerlemesindeki 6nemini gostermektedir. Kurita ve ark. (2016), TRIP13%in kolorektal
kanser timor dokularinda ve gesitli kolorektal kanser hiicre hatlarinda yiiksek oranda

ifade edildigini ortaya koymustur. TRIP13%in bas ve boyun kanserinde ve prostat
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kanserinde (Larkin ve ark.,, 2012; Benerjee ve ark., 2014) yiiksek ifadesi
bildirilmistir, bu da TRIP13%in diger kinetokol lokalize proteinlere benzer sekilde
cesitli kanserlerde asir1 ifade edilebilecegini gosterir (Kao ve ark., 2014; Huang ve
ark., 2014; Maachani ve ark., 2015). Mevcut sonuglarla birlikte, bu ¢alismalar
TRIP13 gen ifadesinin ¢oklu kanserlerin ilerlemesinde Onemli oldugunu
gostermektedir. TRIP13%n asir1 ifadesi, kanser hiicrelerinde kromozomal

dengesizligi artirabilir ve malign 6zelliklerin artmasina neden olabilir (Kurita ve ark.
2016).

Yine, Total Survival (OS:Overall Survival) analizi, yikksek TRIP13 ifadesinin,
bobrek renal berrak hiicreli karsinom, bobrek renal papiller hiicre karsinomu, beyin
diisiik dereceli glioma, karaciger hepatoselliiler karsinom ve benzeri gibi diger
karsinomlarda kotii gidisati ortaya koydugu gosterilmistir. Bu nedenle, TRIP13%in
anormal ifadesi kanser hiicrelerinde sik goriilen bir olaydir. TRIP13%in kanser

gelisiminde potansiyel bir onkojenik roliinii gostermektedir (Lu ve ark., 2019).

Yukarida belirtilen bulgular g6z oniline alindiginda, TRIP13%in ¢esitli insan
kanserlerinde tiimor olusumuna ve timor ilerlemesine katkida bulundugu
goriilmektedir. TRIP13%in insan meme duktal karsinom ilerlemesindeki rollerini
aragtirmak ig¢in arastirmacilar, TRIP13%n gen ifadesini insan meme duktal
karsinomundaki bazi patolojik Ozelliklerle iliskilendirmistir. Yiiksek TRIP13 gen
ifadesi olan meme kanseri hastalari, diisik TRIP13 gen ifadesi olan hastalara gore
daha yiiksek mortalite ve niiks orani gosterdigi rapor edilmistir (Rhodes ve ark.,
2004; Martin ve ark., 2008). Insan Mikoz Fungoides Tiimériinde, TRIP13 gen ifadesi
kontrol biyopsilerine kiyasla artmistir (van Kester ve ark., 2012). Benzer sekilde,
Larkin ve ark. (2012), TRIP13 gen ifadesinin Gleason skoru ve preoperatif prostat
spesifik antijen (PSA) diizeyi ile kombinasyon halinde oldugunu ve olgularin

%85.7'sinde rekiirrenslerini dogru sekilde tahmin edebildigini gostermistir.

Burada onemli olan, dogru bir kromozom segregasyonu (dagilimi) icin
TRIP13 gen ifadesi ve aktivitesi gerekli olmasidir. TRIP13'in, kromozom

segregasyonunun uygunlugunu cesitli yolaklarla izleyebilmesine ve hiicre
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fizyolojisi iizerindeki etkilerine bakildiginda bir onkogen oldugu siddetle
onerilmektedir (Kurita ve ark., 2016). Bizim sonuclarimiz da bu goriisii
destekler niteliktedir. TRIP13 zin asir1 ifadelenmesinin, primer tiimoérlerde ve kanser

hiicre dizilerinde yaygin bir fenotip olabilecegi goriilmektedir.

5.5. Kolorektal Kanser ile IFy Gen ifadesinin Iliskisi

IFy, viral ve hiicre i¢ci bakteriyel enfeksiyonlara ve tiimor kontroliine karsi
dogal ve adaptif bagisikhk icin kritik oneme sahip bir proinflamatuar
sitokindir. CD4 Thl hiicreleri ve CDS8 hiicreleri [Fy iiretmektedir. /Fy ayrica
enfeksiyon iizerine hizli indiiksiyona izin veren /F)y mRNA'y1 yapisal olarak eksprese
eden natural killer hiicreler ve natural killer T hiicreleri tarafindan tretilir. 7Fy, MHC
simif I ve II molekiillerinin yiizey ekspresyonunu diizenleyerek antijen sunumunu
arttirir. /F’y, hiicre i¢i bakteri ve viriislere yanit olarak makrofajlarin aktivasyonu igin
de Onemlidir. Azalan [Fy indiiksiyonu veya sinyali, hiicre i¢i bakterilere, bazi
virlislere ve tiimor baslangicina karsi artan duyarlilik ile iligkilidir (Akdis ve ark.,
2011).

Bizim calismamizda, IFy mRNA diizeyleri hem kolorektal kanser tiimor
dokularinda hem de periferik kan érneklerinde kontrole gore artis gostermistir.
Ancak bu artis istatistiksel olarak onemli diizeyde bulunmamistir. Evreler
bakimindan degerlendirildiginde de kontrole gére mRNA diizeyleri bakimindan

farkli sonuglar gozlenmistir.

Interferonlar, kanser hiicresi davranis1 iizerinde proliferasyonu tesvik etme
veya biiylime inhibisyonu gibi ¢ift yonli etkiye de sahip olabilir. Gergekten de,
Interferonlarin melanoma ve kolorektal kanserde tiimor ilerletici veya tiimor
baskilayicilar1 olarak islev gordiigiiyle ilgili ¢eligkili sonuglar ortaya konmustur.
Farkliliklar mikrogevrenin etkisi, bagisiklik infiltratinin miktar1 ve kalitesi ve kanser

hiicrelerinin mutasyon durumu gibi farkli deneysel ortamlardan kaynaklanabilir. Bu
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nedenle, kanserdeki interferonlarin biyolojisini daha iyi anlamaya ve kosullara bagl

olarak verileri analiz etmeye ihtiyag vardir (Di Franco ve ark., 2017).

5.6. Kolorektal Kanser ile PIK3CA Gen ifadesinin Iliskisi

PIK3CA, EGFR tirozin-kinaz domaininde yer alan fosfatidilinositol-3-kinazlari
(PI3K) kodlayan bir proto-onkojendir. AKT'nin (Protein kinaz B)
fosforilasyonuna ve AKT-mTOR sinyal yolunun aktivasyonuna yol agar (Fernandes
ve ark., 2018). Fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) yolagi, insan kanserlerinde bir viral
onkoprotein ile iligkili bir enzimatik aktivite olarak kesfedilmistir. Bu yolak, insan
kanser calismalarinda ¢ok dikkat ¢ekmistir, ¢iinkii hiicre dongiisii, proliferasyon,
bliylime, hayatta kalma, protein sentezi ve glikoz metabolizmasi i¢in dnemlidir
(Vivanco ve Sawyers, 2002). PI3K yolagindaki diizensizlik tiim kanserlerin yaklasik
%30'unda goriilmektedir. Bu deregiilasyon cesitli genetik ve epigenetik

mekanizmalar yoluyla gerceklesir ve ¢ok ¢esitli tiimor tiplerine yol acar.

Bizim cahsmamzda, PIK3CA mMRNA diizeyleri kolorektal tiimor
dokularinda kontrole gore azalmisken, periferik kanda kontrole gore arttig:
tespit edilmistir. Ancak bu degisimler istatistiksek olarak onemli diizeyde degildir.
PI3K'nin katalitik alt birimi olan PIK3CA, kolorektal kanser de dahil olmak {izere
birgok farkli timorde mutasyon gecirir (Campbell ve ark., 2004; Samuels ve ark.,
2004). Kolorektal kanserlerin %10-20'sinde, ekson 9 ve ekson 20'de iki sicak
noktada bulunan mutasyonlarin yaklasik %80'inde PIK3CA mutasyonlari
bildirilmistir (Samuels. vd, 2004). Bununla birlikte, bu bulgular tiim g¢alismalarda
dogrulanmamistir ve daha ayrintili analizler, bu etkilerin Ekson 20'deki
mutasyonlarla siirli olabilecegini ortaya koymustur. PIK3CA mutasyonlarinin,
kolorektal kanser hastalarinda aspirin ile bagarili adjuvan tedavi i¢in uzun zamandir
aranan biyobelirteg¢ olabilecegi o6ne siiriilmiistir. Bu nedenle, PIK3CA
mutasyonlarinin umut verici bir biyobelirteg gibi goriindiigii; bununla birlikte,

PIK3CA genindeki somatik mutasyonlarin  kolorektal kanser hastalarinin
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tedavisindeki etkisini kesin olarak tanimlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag

bulundugunu rapor etmislerdir (Cathomas, 2014).

Yan-long ve ark. (2018), kolorektal kanser kemoterapisinde PIK3CA
mutasyonunun potansiyel degeri ve mekanizmasini arastirmiglardir. Birinci basamak
kemoterapi yanit1 ve PIK3CA mutasyonu korelasyonu takip ve tibbi kayitlara 440
kolorektal kanser hastasinda degerlendirilmistir. Kolorektal kanser hastalarinda
PIK3CA gen mutasyon siklig1 %9.55 olarak bulunmus ve bu, geg¢ TNM evrelemesi
ve diistik histolojik derece ile iliskili oldugu rapor edilmistir. PIK3CA mutasyonu
olan kolorektal kanser hastalarinin birinci basamak kemoterapiye, PIK3CA
mutasyonu olmayanlara gore daha kotii yanit verdigi rapor edilmistir. PIK3CA
mutasyon tiimor hiicreleri, in vitro ve in vivo birinci basamak kemoterapiye zayif
duyarlilik gostermistir. Bulgular, PIK3CA mutasyonunun indiikledigi PI3K/Akt
aktivasyonunun, hiicrelerin kemoterapiye daha fazla direng gosterdigi kolorektal
kanser kok hiicrelerinin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina katkida bulundugunu

gostermistir.

PIK3CA hot spot mutasyonlar1 ekson 9 ve 20'de lokalize olmus bes bolgede
bulunur ve birgok solid tiimorlerin karsinogenez, hiicresel biiyiime, proliferasyon ve
hayatta kalmasina katkida bulunmak i¢in PI3K/AKT sinyal yolunu aktive eder (Xu
ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017; Karlsson ve ark., 2017).

Yapilan kolorektal kanser calismalarinda, tedavi i¢in prediktif bir belirteg
olabilecek PIK3CA kullanimi konusunda ¢eliskili sonuglar rapor edilmistir. Son
meta-analizler, PIK3CA ekson 20'deki mutasyonlarin anti-EGFR tedavisine direng
icin bir belirteg olabilecegini gostermistir (Yang ve ark., 2013; Huang ve ark., 2014)

Yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde, PIK3CA mRNA ekspresyon
analizlerinden ziyade, mutasyon analizleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte,
hala PIK3CA mutasyonlari ile kolorektal kanser hastalarinin prognozu arasindaki

iliski tam agiklanamamustir.
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5.7. Kolorektal Kanser ile EIF2S3 Gen ifadesinin iliskisi

EIF2S3 geni, metiyonil-tRNA (i)'nin 40S ribozomal alt birimine dahil edilmesinde
rol oynayan bir heterotrimerik GTP baglayici protein olan 0karyotik ¢eviri baglatma
faktori-2'nin (elF2), ¢ekirdek alt birimini kodlar. EIF2 kompleksi protein sentezi igin
gereklidir (Moortgat ve ark., 2016).

Chen ve ark. (2010), yaptiklari PM-33 c¢oklu molekiiler markér modeli
analizlerine gore kolorektal kanser teshisi i¢cin EIF2S3 geninin de dahil oldugu bazi

genlerin ifadelerinde azalma rapor etmislerdir.

Bizim calismamizda ise, EIF2S3 mMRNA diizeyleri hem kolorektal tiimor
dokularinda hem de periferik kan érneklerinde kontrollere gore artmistir. Bu
arttg sadece olgularin periferik kanlarinda ifade edilen EIF2S3 mRNA diizeyindeki
degisim icin 6nemlidir. Evre I ve III periferik kan 6rneklerinde de 6zellikle bu artis
onemlidir. Literatiirde EIF2S3 mRNA analizi i¢in fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalarla, 6zellikle kolorektal kanser tanili olgularin periferik
kan orneklerindeki EIF2S3 mRNA degisimleriyle ilgili yeni ¢alismalar rapor

edildiginde bu gen i¢in degerlendirmeler yapilabilecektir.

5.8. Kolorektal Kanser ile EIF4A1 Gen ifadesinin Iliskisi

Boussemart ve ark. (2014), EIFAE cap-baglayici protein, EIF4G skaffold-proteini
ve EIF4A RNA helisazini iceren EIF4F kompleksinin, kalic1 olusumunun, BRAF
(V600) mutant melanom, kolon ve tiroid kanseri hiicre hatlarinda, anti-BRAF, anti-
MEK ve anti-BRAF plus anti-MEK ilag kombinasyonlarina direng ile iliskili

oldugunu gostermistir.

EIF4AA1 mRNA gen ekspresyon degisimleriyle ilgili literatiirde fazla ¢alisma

bulunmamaktadir.
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Bizim calismamizda, kolorektal tiimor dokularinda EIF4A1 mRNA
seviyesi kontrollere gore azalmisken, periferik kanda kontrollere gore artmstir.
Bu artis hem genel periferik kandaki ifadede, hem de 6zellikle periferik kan Evre I ve
III’de onemlidir.  Malignant fenotip, biiyiik Olgiide diizensiz gen ifadesinin
sonucudur. Transforme hiicreler sadece protein sentezindeki global bir artisa degil,
pro-onkojenik mRNA'larin translasyonel olarak arttig1 bir duruma da baglidir. Bu tiir
mRNA'larin, etkili bir transkripsiyon i¢in yiiksek seviyelerde okaryotik baglatma
faktorii 4A (EIF4A1) helikaz aktivitesi gerektiren daha uzun ve daha yapilandirilmis
5p-UTR'lere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, kanser terapisi i¢in EIF4A
dikkat ¢ekmeye baslamistir. Erken tanida bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi
icin, spesifik mRNA'lar1 EIF4Al aktivitesine bagimli hale getiren mekanizmalar

hakkinda ayrintili ¢alismalar gelistirilmelidir (Vaklavas ve ark., 2017).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, kolorektal kanserle iligskisi olabilecegi diisiiniilen CPEB4, APC,
TRIP13, EIF2S3, EIF4A, IFNy, PIK3CA ve CTNNBL1 genlerinin;

» Kolorektal kanser tiimorlerinde ve normal kolon dokusundaki mRNA
diizeyleri,

» Farkli evre kolon kanseri timdrlerinde ve normal kolon dokusundaki mRNA
diizeyleri,

= Kolorektal kanser tanili olgular ile kontrol grubu bireylere ait periferik kan
orneklerindeki mRNA diizeyleri,

» Farkli evre kolorektal kanser hastalar ile kontrol grubu bireylerin periferik
kan 6rneklerindeki mRNA diizeyleri belirlenmis,

= Periferik kan ve dokulardaki mRNA diizeyleri arasindaki farkliliklar

degerlendirilmistir.
Yapilan bu degerlendirmeler sonucunda;

e (Calismamizda, incelenen mMRNA degisimleri degerlendirilmesi sonucuna
gore; CPEB4, APC, EIF4Al, PIK3CA ve CTNNB1 genlerinin mRNA
diizeyleri, olgularda, kontrol grubuna gore azalirken, periferik kan
orneklerinde arttig1 goriilmiistiir.

e TRIP13, EIF2S3 ve IFy genlerinin mRNA diizeyleri ise, kontrol grubu
bireylere gore, hem tiimor dokularinda hem de periferik kan 6rneklerinde
artmistir.

e (Calismamizda olgulara ait tiim kolorektal tiimér dokularinda CPEB4
geninin mMRNA diizeyi 6nemli derecede azalirken, ayni olgularin periferik
kan orneklerinde 6nemli derecede arttig1 goriilmiistiir.

e Evreler bakimindan karsilastirmali olarak degerlendirme yapildiginda da
kolorektal kanser Evre I ve Evre II’deki olgularin periferik kan 6rneklerinde
CPEB4 geninin mRNA diizeyindeki artis istatistiksel olarak Onemli

bulunmustur.
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Bu durum kolorektal kanserin ilk evrelerinden itibaren periferik kanda
CPEB4 mRNA diizeyindeki artisin kolorektal kanser icin bir biyobelirte¢
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda tiim kolorektal timor dokularinda APC geninin mRNA
diizeyinin 6nemli derecede azaldigi, bu olgularin periferik kan drneklerinde
ise onemli derecede arttig1 gozlenmistir.

Evreler bakimindan degerlendirme yapildiginda da kolorektal kanser Evre
I1I’deki olgularin periferik kan oOrneklerinde APC geninin  mRNA
diizeyindeki artis 6nemliyken, evre IV tiimor dokularinda azalma 6nemliydi.
APC gen ekspresyonu degisikliklerinin sayisi ve tipi ile metastatik doniisiim
arasinda bir iliski bulunmamistir. Bu veriler, APC mRNA diizeylerinin
belirlenmesinin kolorektal kanser ongoériisiinde yardimecr olamayacagini ve
kolon  kanserleri  evrelerini  simiflamak  i¢in  kullanilamayacagin
gostermektedir.

Calismamizda, TRIP13 mRNA diizeyleri hem kolorektal tiimér dokular:
hem de periferik kan orneklerinde kontrollere gore onemli diizeyde
artmustir. Ozellikle kolorektal kanser evre I-1I ve I1I’deki olgularin periferik
kan oOrneklerindeki bu artis Onemli goriilmektedir. Kolorektal kanser
gelisiminde erken evreden itibaren TRIP13’in mRNA diizeyindeki artis
gozlenebilir. TRIP13 agsir1 ifadelenmesinin, kolorektal kanserde yaygin
bir fenotip olabilecegi ve erken evre kolorektal kanser teshisinde
potansiyel bir bulgu/biyobelirtec olabilecegini kuvvetle

diisiindiirmektedir.

Calismamizda, EIF2S3 mRNA diizeyleri hem kolorektal tiimor dokularinda
hem de periferal kan 6rneklerinde arttigi goriilmistiir. Bu artis, periferik kan
orneklerinde istatistiksel diizeyde onemli bulunmustur. Yapilan literatiir
taramasinda EIF2S3 mRNA analizi icin ¢ok sayida c¢ahsmaya

rastlanmamstir.

Caliysmamizda elde edilen verilere gore, periferik kan oOrneklerindeki
EIF2S3 mRNA diizeyindeki artis kolorektal kanser olgularinda oOne

c¢ikmakta, verilerimiz bu smirh calismalara katkida bulunmaktadir.
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Gelecekte yapilacak ¢alismalarla, 6zellikle kolorektal hastalarin periferik kan
orneklerindeki EIF2S3 mRNA degisimlerine iligkin sonuglar rapor

edildiginde bu gen i¢in kesin degerlendirmeler yapilacaktir.

Calismamizda, PIK3CA mRNA diizeyleri kolorektal tiimor dokularinda
kontrole gore azalmisken, periferik kan 6rneklerinde kontrole gore artmuistir.
Ancak bu degisimler istatistiksel olarak onemli diizeyde bulunmamustir.
Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, PIK3CA’da; mRNA analizlerinden
ziyade mutasyon analizleri 6n plana g¢ikmaktadir. Bununla birlikte, hala
PIK3CA mutasyonlar1 ve kolorektal kanser hastalarinin prognozu arasindaki
iliski tartismalidir. Kolorektal kanserli hastalarinin erken evre teshisinde
PIK3CA etkisini kesin olarak tanimlamak i¢in mutasyon analizleriyle iligkili

mMRNA analizlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda, olgularin kolorektal timoér dokularinda EIF4A1 mRNA
diizeyleri kontrol grubuna goére azalmigken, periferik kan 6rneklerinde kontrol
grubuna gore artmistir. Bu artis hem genel periferik kan 6rneklerinde hem de
ozellikle periferik kan Evre 1 ve III’de istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Literatirde EIF4A1 mRNA analizi i¢in fazla c¢alisma
bulunmamaktadir.

Sonu¢larimiza gore, periferik kan orneklerinde EIF4A1 mRNA
diizeyindeki artis kolorektal kanser olgularinda one cikmakta,
verilerimiz bu smirh ¢alismalara katkida bulunmaktadir. Gelecekte
yapilacak c¢alismalarla, 6zellikle kolorektal kanserli hastalarin periferik kan
orneklerindeki EIF4A1 mMRNA degisimlerine iliskin sonuglar rapor
edildiginde bu gen icin kesin degerlendirmeler yapilacaktir.

Calismamizda CTNNB1 mRNA diizeyi tiimor dokularinda kontrol grubuna
gbre azalirken, periferik kan oOrneklerinde artmistir. Ozellikle Evre |
kolorektal kanser dokulari ile periferik kan orneklerinde farkli mRNA
diizeyleri bulunmustur. Elde ettigimiz bu farkli sonuglar, kolorektal kanser
teshisinde CTNNB1 mRNA diizeyindeki degisimlerin tanmida yararli

olamayacag goriisiinii desteklemektedir.
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e (Calismamizda IFy mRNA diizeyleri; hem kolorektal kanser timor

dokularinda hem de periferik kan 6rneklerinde kontrole gore artmistir. Ancak

bu artis istatistiksel olarak onemli diizeyde bulunmamistir. Veriler evreler

bakimindan degerlendirildiginde mMRNA diizeylerinde kontrol grubu

bireylerin verilerine gore farkli degisimler gozlenmistir. IFy’nin kolorektal

kanser siirecindeki etkisini netlestirmek icin caligmalar c¢ok yeni olup,

gelecekte yapilacak ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Ozet olarak;

Bu

calismada, kolorektal kanser tanmii olgularda c¢ahsilan genlerin

ifadesindeki degisimler, hem tiimér dokularinda hem de periferik kan

orneklerinde belirlenmis bulunmaktadir.

1)

2)

3)

4)

5)

Kolorektal kanserli olgularin periferik kan orneklerinde TRIP13 ve
CPEB4 mRNA diizeylerindeki artisin, kolorektal kanser erken evre
teshisinde  potansiyel bir  bulgu/biyobelirtec  olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Kolorektal kanserli olgularda EIF2S3 ve EIF4A1 mRNA
degisimleriyle ilgili sonuclara bakildiginda, periferik kan 6rneklerinde
mRNA diizeylerindeki artis dikkat ¢ekmektedir. Bu veriler ilerde
yapilacak calismalara onemli diizeyde katkida bulunacaktir.

Periferik kan ornekleri ile tiimor doku orneklerinde mRNA
diizeylerindeki major farkhhklar, muhtemelen bu gen icin dokuya
ozgii spesifik diizenleyici mekanizmalarin oldugunu yansitmaktadir.
Kolorektal kanserin erken evresinde gozlenen mRNA diizeyindeki
artislar, ilgili genlerin karsinogenezde rol oynadigini
diisiindiirmektedir.

Verilerimiz, kolorektal kanser tamili olgularda tami ve prognoz
acisindan mevcut prosediirlere katki saglayabilecek genetik bilgiyi
icermektedir. Bu veriler bu alanda yeni yapilacak ¢aliymalara onemli

diizeyde katkida bulunacaktir.
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Kolorektal kanserin molekiiler ve biyolojik karakteristiklerinin yogun bigimde
aragtirilmasi sayesinde, son yillarda kanser patogenezinin anlasilmasinda aydinlatici
bilgiler elde edilmistir. Bu ¢alismalara ragmen, kolorektal timdrogenezi i¢in genetik
ve genomik degisiklikler ve bunlarin onemleri hakkinda kesinlesmis bir goriis
olusmamistir. Bu degisikliklerle ilgili yeni yapilacak calismalar, kolorektal kanser

patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasina katki saglayacaktir.

Genetik ve cevresel faktorlerin etkisi altinda uzun bir siire¢ sonucu gelisen
kolorektal kanserin daha erken evrede yakalanmasiyla, hastanin tani, prognoz ve
tedavileri acisindan daha da olumlu sonuglar doguracagi kanisina vartlmigtir. Erken

evre tanida molekiiler biyobelirteglerin 6nemi ortaya ¢ikmis bulunmaktadir.
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OZET

Farkh Evre Kolorektal Tiimorlerde Bazi Genlerin ifadelenme Diizeylerinin

Arastirllmasi

Kolorektal kanser diinyada en ¢ok gozlenen kanserlerdendir. Diinya ¢apinda tahmini
1.8 milyon yeni vaka ile dnemli bir saglik sorunudur. Kolorektal kanser, kolon,
rektum ve/veya devaminda kanserli biiylimelerle tanimlanir. Kolorektal kanserin
kaynagi, kolorektal epitelyumda adenom adi verilen, yavas yavas biiyliyerek malign
bir fenotipe doniisene kadar hiicre i¢i organizasyonunda gittikge daha diizensiz hale
gelen kiiciik, iyi huylu bir timdr veya poliptir. Kolon kanseri gelisimi sirasinda
cesitli gen ekspresyonu farkliliklarmin tespit edilebilecegi iyi bilinmektedir. Tim
genom ekspresyon c¢alismalar1 temelinde, klinik olarak kullanighi biyobelirteclerin
tanimlanmasi ve daha sonra gelistirilerek tiimor siniflandirilmasinda rutin teshisin bir

parcasi olarak kullanilmast amaglanmaktadir.

Calismamizda, CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A, IFy, PIK3CA ve
CTNNBL1 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri, kolorektal kanser tanisi alan 45
olgunun tiimor dokular1 ve periferik kan Ornekleri ile 5 saglikli bireye ait kolon
dokular1 ile periferik kan Orneklerinde belirlendi. Analizler i¢in Es-Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglar, REST 2009
software programiyla degerlendirilmistir. Calismamizda tiim kolorektal timor
dokularinda CPEB4 geninin mRNA diizeyi kontrol grubu verilerine gore 6nemli
derecede azalmigken (down regiilasyon) (P<0,05), kolorektal kanserli olgularin
periferik kanlarinda 6nemli derecede artmisti (up regiilasyon) (P<0,05). Evreler
bakimindan karsilagtirma yapildiginda da periferik kanda Evre I ve Evre II’de bu
artts onemliyken (P<0,05), evre I tiimor dokularinda azalma 6nemliydi (P<0,001).
Tiim kolorektal tiimér dokularinda APC geninin mRNA diizeyi kontrol grubu
verilerine gore onemli derecede azalmisken (P<0,05), kolorektal kanserli olgularin
periferik kanlarinda 6nemli derecede artmisti (P<0,05). Evreler bakimindan

karsilastirma yapildiginda da Evre III periferik kanda bu artis 6nemliyken (P<0,05),
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evre IV timoér dokularinda azalma 6nemliydi (P<0,05). TRIP13 mRNA diizeyi
kontrol grubu verilerine gore hem kolorektal timor dokular1 ve hem de periferik
kanda onemli seviyede artmistir (P<0,05). Ozellikle periferik kanda evre I-1l ve
III’de bu artis 6nemlidir (P<0,05). EIF2S3 mRNA diizeyi hem kolorektal tiimor
dokularinda hem de periferal kanda kontrol grubu verilerine gore artmistir. Bu artis
sadece periferal kanda ifade (eksprese) edilen EIF2S3 diizeyi igin Onemlidir
(P<0,05). Evre I ve III periferal kanda da 6zellikle bu artis 6nemlidir (P<0,05).
PIK3CA mRNA diizeyi kolorektal kanser tiimor dokularinda kontrol grubu verilerine
gore azalmisken, periferik kanda kontrole gore artmistir. Ancak bu degisimler
istatistiksel olarak onemli degildir (P>0,05). Kolorektal kanser tiimor dokularinda
EIF4A1 mRNA diizeyi kontrol grubu verilerine gore azalmisken (P>0,05), periferik
kanda kontrollere gore artmistir (P<0,05). Bu artis periferik kan Evre 1 ve III’de
onemlidir (P<0,05). CTNNB1 mRNA diizeyi tiimoér dokularinda kontrol grubu
verilerine gore azalmisken (P>0,05), periferik kanda artmistir (P>0,05). Ozellikle
Evre I kolorektal kanser dokularinda azalmisken (P<0.05) periferik kan Evre I’de
artmigtir (P<0.05). IFy mRNA diizeyi hem kolorektal kanser timér dokularinda hem
de periferik kanda kontrol grubu verilerine gére artmistir. Ancak bu artis onemli
degildir (P>0,05). Evreler bakimindan degerlendirildiginde de mRNA diizeylerinde

farkli sonuglar gozlenmistir.

Genel  olarak  sonuglarimiz  degerlendirildiginde ~ ve literatiirle
karsilagtirildiginda, kolorektal kanserli olgularin periferik kaninda TRIP13 ve CPEB4
mRNA diizeylerindeki artisin, erken evre teshisinde potansiyel bir bulgu
olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu degerlendirmeye ek olarak, kolorektal kanserli
olgularda EIF2S3 ve EIF4A1 mRNA degisimleriyle ilgili fazla ¢alisma olmamasina
ragmen, sonuglarimiz degerlendirildiginde periferik kanda EIF4AA1 mRNA artis1

dikkat ¢cekmektedir. Bu veriler yeni genis kapsamli ¢alismalara 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, farkli evre, gen ekspresyonu, kolorektal timéor
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ABSTRACT

Investigation of the Expression Levels of Some Genes in Different Stage

Colorectal Tumors

Colorectal cancer is one of the most observed cancers. It is a major health problem
with an estimated 1.8 million new cases worldwide. Colorectal cancer is defined by
cancerous growths colon, rectum and/or subsequent. The source of colorectal cancer
is a small benign tumor or polyp called adenoma in the colorectal epithelium, which
gradually grows into an malignant phenotype, gradually becoming more irregular in
its intracellular organization. It is well known that various gene expression
differences can be detected during colon cancer development. On the basis of all
genome expression studies, it is intended to identify clinically useful biomarkers and

then be developed and used as part of routine diagnosis in tumor classification.

In our study, the mRNA levels of the CPEB4, APC, TRIP13, EIF2S3, EIF4A,
IFy, PIK3CA and CTNNB1 genes were determined in tumor tissues and peripheral
blood samples of 45 patients with colorectal cancer and colon tissues belonging to 5
healthy individuals and peripheral blood samples. Real Time Polymerase Chain
Reaction method was used for the analysis. The results were evaluated with the
REST 2009 software program. In our study, the mRNA level of the CPEB4 gene was
significantly down regulated in all colorectal tumor tissues relative to the controls
(P<0,05), while it was significantly up regulated in the peripheral blood of patients
with colorectal cancer (P<0,05). When compared in terms of stages, up regulation
was important in stage | and stage Il in peripheral blood (P<0,05) while down
regulation was important in stage | tumor tissues (P<0,001). The mRNA level of the
APC gene was significantly down regulated in all colorectal tumor tissues relative to
the controls (P<0,05), while it was significantly up regulated in the peripheral blood
of patients with colorectal cancer (P<0,05). When comparing in terms of stages, up

regulation was important in Stage Il peripheral blood (P<0,05), while down
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regulation was important in stage IV tumor tissues (P<0,05). TRIP13 mRNA level
was significantly up regulated in both colorectal tumor tissues and peripheral blood
relative to the controls (P<0,05). Especially this up regulation is important in stages
I-11 and 111 in peripheral blood (P<0,05). EIF2S3 mRNA level was up regulated in
both colorectal tumor tissues and peripheral blood relative to the controls. This up
regulation is important only for EIF2S3 mRNA expressed in peripheral blood
(P<0.05). This up regulation is also important in stage | and Il peripheral blood
(P<0.05). While, PIK3CA mRNA level was down regulated in colorectal tumor
tissues relative to the controls, it was up regulated in peripheral blood. However,
these changes are not important (P>0,05). While EIF4A1 mRNA level was down
regulated relative to controls in colorectal tumor tissues (P>0.05), it was up regulated
in peripheral blood (P<0.05). This up regulation was important in peripheral blood
stages | and Il (P<0.05). CTNNB1 mRNA level was down regulated in tumor
tissues relative to the controls (P>0,05), while it was up regulated in peripheral blood
(P>0,05). Especially it was down regulated in Stage | colorectal cancer tissues
(P<0.05), while it was upregulated in Stage | peripheral blood (P<0.05). IFy mRNA
level was up regulated in both colorectal cancer tumor tissues and peripheral blood
relative to the control. However, this up regulation was not important. When

evaluated in terms of stages, different results were observed in mMRNA levels.

In general, when our results are evaluated and compared with the literature,
we think that TRIP13 and CPEB4 mRNA up regulation in the peripheral blood of
patients with colorectal cancer may be a potential target for early stage diagnosis. In
addition to this evaluation, although there is not much study on EIF2S3 and EIF4Al
mRNA changes in cases with colorectal cancer, upregulation in peripheral blood
draws attention in our study. These data will shed light on the these data will shed

light on the new comprehensive studies.

Keywords: Biomarker, colorectal tumor, different stage, gene expression.
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