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I11. OZET

KOLOREKTAL KANSERINDE OTOFAJi GEN EKSPRESYON PROFILININ
KLINIK VE PATOLOJIK PARAMETRELERLE iLiSKIiSI
Dr Ali SUNER
Uzmanlik Tezi, I¢ Hastaliklar1 Anabilin Dali, T1bbi Onkoloji BD
Tez Danigmani: Prof Dr Celaletdin Camci

Eylil 2013, 42 sayfa.

Kolon kanseri tiim diinyada kadinlar ve erkeklerde iiclincii en sik gozlenen
kanserdir. Yilda yaklagik 1.200.000 yeni vaka ve yaklagik 609.000 6lim tahmin
edilmektedir. Erkek ve kadinlardaki kanserlerin yaklasik %10 unu olusturmaktadir.

Erken evre kolorektal kanser'in (KRK) primer tedavisi cerrahidir ve yiksek
oranda kiir saglanabilir. Ancak niiks ve metastatik hastalarin prognozu kotiidiir ve
median yasam siliresi 24 ay kadardir. Hastalarin yaklasik olarak yarisinda metastaz
gelismektedir. Bu hastalarda temel tedavi kemoterapidir. Yeni kemoterapi ajanlar1 ve
hedefe yonelik ajanlar ile cevap oranlar1 ve yasam siiresinde artig olmustur.

Otofaji kendi kendini yeme anlamma gelir. Otofaji uzun omurli proteinlerin,
hasarli organellerin, mikroorganizmalarin ve viriislerin hiicre igerisinde paketlenip
lizozoma tasmmarak parcalanmasi siireci olarak bilinmektedir. Otofaji genleri (Atg);
otofajinin dizenlenmesinde rol oynarlar. Otofaji sitoplazmada otofagozom denilen ¢ift
zarll keseciklerin varligtyla tanimlanir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda otofajinin
metabolizma, kanser, nérodejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar, morfogenez, yaslanma,
hiicre 6liimii ve bagigiklik sisteminde de rol oynadig1 goriilmistiir.

Otofaji, hem hiicrenin yasatilabilmesi hem de hiicre 6liimii olmak iizere zit iki role
sahiptir. Otofaji hucre 6limune de neden oldugundan dolay1 programli hiicre §liimii II
olarak isimlendirilmistir.

Otofajinin kanser ile iligkisini ortaya koyan c¢aligmalar sonucu kanserde yeni
tedavi stratejileri olarak otofaji sinyal yollarini hedefleyen ilaclar gelistirilmektedir.
Ornegin otofaji yolagini tetikleyerek etki gdsteren mTOR inhibitorleri klinik olarak
renal karsinom tedavisinde kullanilmaktadir.

Calismamizda hem kanser olusumunun erken evrelerinde hem de ileri evre
kanserlerin progresyonunda Onemli role sahip oldugu diisiiniilen Otofaji yolag: ile
iliskili 94 gen'in RT-PCR yontemi ile normal kolon dokusunda ve timdr dokusunda
ekspresyon diizeylerine bakildi. Normal dokuda ve tiimoral dokudaki gen ekspresyon
diizeyleri karsilastirildi. Bu genlerden 47 tanesinin ekspresyon duizeyi timér dokusunda
anlamli derecede daha yiiksek bulundu. Bu sonuglar hastalarin demografik ve
histopatolojik 6zellikleri ile karsilastirildi ve aralarinda anlamli bir iliski olmadig:
saptandi.

Anahtar kelimeler: Kolorektal Kanser, Otofaji, Gen Ekspresyonu



IV. ABSTRACT

THE ASSOCIATION OF AUTOPHAGY GENE EXPRESSION PROPHILES
WITH CLINICAL AND PATHOLOGICAL PARAMETERES IN
COLORECTAL CANCER
Dr. Ali SUNER
Dissertation, Departman of Internal Medicine Division of Medical Oncology
Thesis Advisor: Prof. Dr. Celaletdin CAMCI
September 2013, 42 pages.

Colon cancer is the third most common type of cancer among men and women
over the world. Aproximetely 1.200.000 new cases and 609.000 colon cancer-related
deaths are estimated per year. Colon cancer consists of 10% of all cancers among men
and women.

Primary treatment of early stage colorectal canser (CRC) is surgery with high
cure rates. However, prognosis of recurrent and metastatic patients are poor and the
median survival time is about 24 months. Approximately half of the patients develop
metastases. Main treatment of these patients is chemotherapy. New chemotherapy
agents and targeted drugs have led to increased response and survival rates.

Autophagy means that the cell eats itself. Autophagy is known as the process
that include packaging and then transporting of the long-living proteins, damaged
organels, microorganisms and viruses into the lyzozomes where they are digested.
Autopfagy genes (Atg) play a role in the regulation of autophagy. Otofagy is defined by
the presence of double membrane vesicles in the cytoplasm called otophagozoms.
Recent studies revelaed that otophagy take a part in metabolism, cancer,
neurodegenerative diseases, infections, morphogenesis, aging, cell death and immune
system.

Otoghagy includes both the opposite processes of cell death and cell sustanance.
roles including. Since otophagy causes cell death it is called programmed cell death II.

Based upon the recent studies that revealed a relationship between cancer and
otophagy, new treatment strategies have been developed that target otophagy signal
pathways. For example, mTOR inhibitors have been used in the treatment of renal cell
carcinoma.

In this study, we studied the expression levels of 94 genes that are supposed to be
related to cancer development and progression with RT-PCR method in colon cancer
tissue and normal colon tissue. Gene expression levels were compared between normal
tissue and tumor tissue. 47 out of 94 genes showed higher expression in tumor tissues
than in normal tissues. These results were compared to patients demographical and
histological features, showing no association.

Key Words: Colorectal Cancer, Autophagy, Gene Expression
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1. GIRIS ve AMAC

Kolon kanseri tiim diinyada kadmlar ve erkeklerde goriilen kanserler arasinda
tciincli en stk gozlenen kanserdir. Yilda yaklasik 1.200.000 yeni vaka ve yaklagik
609.000 oliim goriilmektedir. Erkek ve kadmnlarda tiim kanserlerin yaklasik %10’unu
olusturmaktadir (1).

Kolon kanseri insidansi, etkili bakim ve yasam bi¢imi degisiklikleri sonucunda
bat1 iilkelerinde azalmistir. Genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimi kolorektal
karsinogenezinde 6nemli role sahiptir. Ozellikle ileri evrede, diger solid tiimérlerle
karsilastirildiginda son iki dekatta molekiiler mekanizmasi daha iyi anlasilmasina
ragmen kolorektal kanser (KRK) prognozunda belirgin bir gelisme olmamustir. Survey
Epidemiyoloji ve Sonuglar (SEER) program veritabani analizine gore 5 yillik sagkalim
oranlar1 1980’lerin baglarinda tan1 konan hastalar i¢in %56.5’den 1990’larin baslarinda
tan1 konan hastalar i¢in % 63.2’ye kadar ve son zamanlarda erken tani ve tedaviye bagh
olarak % 64.9’a yiikselmistir (2). Son 30 yilda kolon kanseri insidans1 azalmig ve 1990
ile 2007 yillar1 arasinsa mortalite %35 oraninda azalmigtir. Bunun muhtemel nedenleri

erken tani ve tedavideki gelismelerdir (3).

Erken evre KRK’nin primer tedavisi cerrahidir ve yiiksek oranda kiir
saglanabilir. Ancak niiks ve metastatik hastalarin prognozu kétiidiir ve medyan yasam
stiresi 24 ay kadardir (4). Hastalarin yaklagik olarak yarisinda metastaz gelismektedir.
Bu hastalarda temel tedavi kemoterapidir. Yeni kemoterapi ajanlar1 ve hedefe yonelik

ajanlar ile cevap oranlar1 ve yasam siiresinde artis olmustur (5).

Klinik pratige giren bu yeni ajanlara ragmen metastatik KRK (mKRK)
hastalarinin medyan yasam siiresi 24 ay1 gegememektedir. Bunun nedeni bu
bilesiklerden fayda gorecek hastalar1 segmede yeterince biyomarkir olmayist olabilir
(6).

Kanserin kdiratif tedavisi 6nundeki en onemli engellerden biri hiicre 6lim

sinyalizasyonundaki bozukluklardir (7).



Otofaji kendi kendini yeme anlamina gelir. Otofaji hicre igerisindeki uzun
omurli proteinlerin, hasarli organellerin, mikroorganizmalarin ve viriislerin hiicre
icerisinde paketlenip lizozoma tasmarak parcalanmasi siireci olarak bilinmektedir (8,9).
Otofaji genleri (Atg); otofajinin duzenlenmesinde rol oynarlar (10). Otofaji
sitoplazmada otofagozom denilen ¢ift zarli keseciklerin varligryla tanimlanir. Yakin
zamanda yapilan ¢aliymalarda otofajinin metabolizma, kanser, norodejeneratif
hastaliklar, enfeksiyonlar, morfogenez, yaglanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminde

de rol oynadig1 goriilmiistiir (11).

Otofaji, hem hiicrenin yasatilabilmesi hem de hiicre 6liimii olmak {izere zit iki role
sahiptir (12). Otofaji hucre 6limine de neden oldugundan dolayr "programli hiicre

oliimii 11" olarak isimlendirilmistir (13).

Otofajinin kanser ile iligkisini ortaya koyan ¢aligmalar sonucu kanserde yeni
tedavi stratejileri olarak otofaji sinyal yollarini hedefleyen ilaclar gelistirilmektedir.
Ornegin otofaji yolagini tetikleyerek etki gdsteren mTOR inhibitorleri klinik olarak

renal karsinom tedavisinde kullanilmaktadir (14).

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

bir mekanizma olarak 6nemli rol oynadigmi savunan fikirler ileri siiriilmiistiir (18).

Molekiiler diizeyde otofajinin kanserdeki roliiniin timor stpresor ve onkogenler

tarafindan da diizenlenebilecegi ve otofaji genlerinin tiimor supressor olabilecegi ileri

strtlen bir hipotezdir (19,20).

Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklar hem anormal proliferasyona yol
acmakta hem de sitotoksik tedaviye dirence sebep olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle son
on yilda apoptozisi indiikleyen yeni ajanlar iizerinde ¢alismalar yogunlagmistir (21).
Kanser hiicrelerinde acliga otofajik yanit daha az belirgin olmakla birlikte bir ¢ok tiimor

tipinde Onemli bir sagkalim mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (22).



Karsinogenezin supresyonunun da otofaji ile saglanabildigi disiiniilmektedir.
Apoptozise ugramayan kanser hiicrelerinin yok edilmesinde bir diger mekanizma da

otofaji olabilir (23).

Sonug¢ olarak kolorektal kanser tiim diinyada sik gdzlenen ve dliime yol agan
kanserlerden biridir.  Otofaji; metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilagmasi,
yaslanma, hiicre Oliimi ve bagisiklik sisteminde rol almakla birlikte kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklarmin nedenleri arasinda da
sayilmaktadir. Bu c¢alismada kolorektal kanserin klinik ve patolojik o6zellikleri ile

otofajinin iliskisi belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Epidemiyoloji

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

Kolorektal kanser Amerika Birlesik Devletleri'nde iiglincii en sik goriilen kanserdir ve
olim nedeni olarak iiciincii swradadir (24). Tirkiye’de Saglik Bakanligi’nin 2007-2008
yillarinda 10 il'deki kanser kayit merkezi verilerine gore, KRK goriilme siklig1 a¢isindan tiim
kanserler i¢inde % 7.8 ile kadinlarda {igiincii ve % 7.5 ile erkeklerde dordiincii sirada yer

almaktadir (25).

Kolorektal kanser, normal glandiiler epitelin invaziv kansere degisim gosterdigi
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimidir. Normal kolon epitelinin adenoma, invaziv
kansere ve metastatik kansere doniisiimiinii iceren basamaklar Vogelstein ve Fearon
tarafindan tanimlanmigtir (26). Kolorektal kanser patogenezinde genomik ve epigenomik
instabilite kadar, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozis, immortalizasyon,
anjiogenezis ve invazyon gibi karsinogenezisde kritik olaylar1 diizenleyen ¢ok 6zel genlerin
mutasyonlar1 ve bunun sonucu degigen sinyal yolaklar1 da 6nemli yer tutar (27).

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

Eskiden KRK yaslilarda ¢ok daha fazla goriiliirdii (29). Ancak son ¢aligmalarda geng
populasyonda KRK insidansmimn arttig1 goriilmektedir (30). Geng hastalar daha ileri evrede
basvurmakta, daha kotii patolojik parametreler goriilmekte ve cok daha agresif seyretmektedir

(31).



2.2. Etyoloji:
2.2.1. Genetik faktorler

Birinci ve ikinci derece akrabalarda kolon kanseri 6ykist sporadik kolon kanseri
riskini arttirmaktadir. Birinci derece yakminda kolon kanseri tanisi olmast riski 2 kat
arttirmaktadir (32.) ilk tanmin 60 yasindan once olmasi riski daha belirgin sekilde
arttirmaktadir. Benzer sekilde kolon kanseri tanisi alan hastanin yakmlarinda premalign
adenom insidans1 da artmaktadir (33).

Genetik olarak riskli gruplar kolon kanseri ve adenomu agisindan daha siki takip
edilmelidir. Ancak bu genetik yatkinligi tam olarak belirlemek zordur. Etilen tetrahidrofolat
reduktaz ve N-asetiltransferaz ozellikle NAT1 and NAT2 gibi genetik polimorfizmlerin

varlig1 genetik yatkimlik olusturabilir (34,35).

2.2.2. Cevresel Faktorler
a-Diyet:

Total Kalori: Obesite ve artmis total kalori alim1 kolorektal kanser i¢cin bagimsiz risk
faktorii olarak tanimlanmistir. Artmuig viicut kitle indeksi erkeklerde kolon kanseri riskini 2 kat
arttirrken rektum kanseri ile bu iligki saptanmamstir (36).

Et, Yag ve Protein: Artmis kirmizi et tiiketimi kolorektal kanser icin risk faktoriidiir.
Kizartilmig ve islenmis etler 6zellikle rektal kanser riski ile iligkilidir (37). Fazla proteinli
diyet karsinogenezi arttirabilir ancak bununla ilgili kesin kanit yoktur. Kirmiz1 ette bulunuan
yaglar kolonda bulunan bakteriler tarafindan metabolize edilerek karsinojenik etki
olusturabilir. Yaglarm igerigi de onemlidir. Ozellikle doymus hayvansal yaglarin yiiksek riskli
oldugu gosterilmistir (38).

Klasik olarak fiber, taze sebze ve meyvenin diisiik kolorektal insidansi ile iligkili
oldugu kabul edilmektedir. Yiiksek fiber oranmin kolon transit zamanmi kisalttigr ve
limendeki karsinojenlerin konsantrasyonunu azalttigi kabul edilmektedir. Ancak yakin

zamanda sonuglanan genis ¢apli bir ¢alismada bu iliski gosterilememistir (39).



b-Yasam tarzi: Sedanter yasam tarzi kolorektal kanser riskini arttrmaktadir ancak
mekanizmasi bilinmemektedir. Yakin zamanli ¢aligmalarda fiziksel aktivitenin evre I-l11
kolon kanserinde mortaliteyi ve niiksii azalttigi gosterilmistir (40). Alkol kullanimi ile
kolorektal kanser arsinda minimal bir iligki saptanmis ve rektum kanseri riskinin daha belirgin
arttigl goriilmiistiir. Uzun siire sigara kullanimi artmis adenom ve kanser riski ile iliskili
bulunmustur. Uzun siire ¢ay ve kahve kullanimi ile kolorektal kanser arasinda kesin bir iligki
saptanmamigtir.

c-Ilaglar: Populasyon temelli galismalar aspirin ve diger nonsteroid antiinflamatuar (NSAI)
ilaglarin adenom ve kanser riskinin azalttigini desteklemistir. Bu etki kullanilan ilacin

tirtinden bagimsizdir ve sag kolon sola gére daha fazla fayda gormektedir (41).

Kolorektal kanser etyolojisinde etkili diyet ve cevresel faktorler

Riski arttiran faktorler Riski azaltan faktorler
Yuksek kalorili diyet Diyette yuksek fiber

Fazla et tuketimi Antioksidan vitaminler
Fazla pismis et tiikketimi Taze meyve ve sebze
Doymus yag miktarmim fazlaligi NSAI ilaglar

Fazla alkol tuketimi
Sigara
Sedanter yagsam

Obezite

2.2.3. Ailesel Kolorektal Kanser:

Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP): FAP kolorektal kanserlerin % 1'ini olusturur.
30 yasindan 6nce kolonda yiizlerce hatta binlerce polip olusur ve total kolektomi yapilmazsa
%100 kolon kanseri geligir. FAP'ta goriilen benign kolon dis1 bulgular; retinal pigment
hipertrofisi, mandibular osteom, epidermal kist, adrenal adenom ve desmoid tumérdir.

Birlikte gorilen maligniteler ise tiroid timorleri, duodenum veya Ampulla Vateri kanseri ve



beyin tiimorleridir. FAP otozomal dominant gegis gosterir. Ancak hastalarin %30' u de novo
mutasyon gosterir ve bilinen aile 6ykist yoktur. Kromozom analizinde 5921 de bulunan APC

"adenomatozis polipozis coli" geninde mutasyon vardir (42).

Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC): HNPCC kolorektal kanserlerin
yaklasik %3' iinii olusturur. Kolonda yaklasik 100 kadar polip goriliir. Ortalama kanser
gelisme yas1 43' tiir. HNPCC tip I ve tip II formu vardir. Tip II de birlikte mide, ince barsak,
safra yollari, renal pelvis, mesane, cilt, uterus ve over kanseri goriilebilir. HNPCC' li
hastalarda yasam boyu kolorektal kanser gelisme riski %80, endometrium kanseri riski

yaklasik %40 ve diger kanserlerin gelisme riski %10' dan azdir.

HNPCC otozomal dominant gegis gosterir. DNA "mismatch repair" geninde mutasyon

oldugu saptanmustir (43).

2.3. Kolorektal kanser i¢in tarama:

Tarama i¢in kullanilacak en uygun yontem hakkinda tartigmalar devam etmektedir.
Tarama yonteminin basit, hasta uyumu kolay, sensitif, spesifik ve kost efektif olmasi istenir.

Su anda optik kolonoskopi en efektif ve tercih edilen tarama yontemidir.

Tarama igin hastalar ortalama riske sahip ve yiiksek riskli olarak iki gruba ayrilarak

degerlendirilmelidir.

2.3.1. Ortalama riskli hastalar: Kendisinde ve ailesinde adenomattz polip ve kolon kanseri
Oykiisii olmayan, gizli ve agikar kanamasi olmayan, 50 yasin iizerinde kadin ve erkek bireyler

olarak tanimlanir.

Bu hastalar icin dnerilen tarama metotlar:

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

yapilmalidir. Pozitiflik saptandiginda hastaya kolonoskopi yapilmalidir.

2. Fleksibl Sigmoidoskopi: 5 yilda bir yapilmas1 onerilir.



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

yapilabilir.
4. Kolonoskopi: 10 yilda bir yapilmasi1 onerilir.
2.3.2. Yuksek Riskli Hastalar:

1. Aile oykusu : Birince derece yakinlarindan birine (kardes, anne, baba, cocuk gibi) 60
yasindan once kolon kanseri veya adenomatdz polip tanis1 konmus kisiler veya birinci derece
yakinlarindan 2 kisiye herhangi bir yasta kolon kanseri tanis1 konmus kisiler olarak
tanimlanir. Bu hastalara 40 yasinda veya tani konan aile bireyinin yasindan 10 yil daha geng

yasta baslayarak 5 yilda bir kolonoskopi yapilmasi onerilir.

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

Onerilir.

3. HNPCC: 20-25 yaslarinda bagslayarak 1-2 yilda bir kolonoskopi yapilmalidir. Ayrica uterus

ve over kanseri agisindan da tarama yapilmalidir.
4. Adenomatdz polip saptanan kisiler:

a. Bir veya daha fazla biiylik ve sesil polip, malignite saptanmissa veya kolonoskopi

optimal yapilamamissa kisa siire sonra kolonoskopi tekrarlanmalidir.
b. Ug veya daha fazla polip saptanmissa 3 yil i¢inde kolonoskopi yapilmalidir.

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

yapilmalidir.
5. Kolorektal kanser tanist olan hasta:

a. Tan1 aninda yapilan kolonoskopi obstriiksiyon nedeniyle tamamlanamamigsa

cerrahiden sonra 6 ay i¢inde tekrarlanmalidir.



b. Tanida kolonoskopi yapilmigsa 3 yil icinde kontrol yapilmali, eger normalse sonraki

kontrol 5 y1l sonra yapilmalidir (44).

2.4. Evreleme

KRK evrelendirilmesi ilk defa 1930 yilinda Dukes tarafindan yapilmistir. 1954 yilinda
Dukes siniflamasi1 gézden gegirilerek modifiye edilmistir. Amerikan Kanser Birligi [ American
Joint Committee on Cancer (AJCC)] ve Uluslararast Kanser Birligi [Union Internationale
Contrele Cancer (UICC)] TNM evreleme sistemini gelistirmislerdir (45). TNM evreleme
sistemine gore degerlendirildiginde kolon ve rektum kanserleri evrelerine gore benzer
sagkalim gosterdikleri i¢in ikisi i¢in de ayni evreleme sistemi kullanilmaktadir (46). AJCC
tarafindan onerilen ve 2010 yilinda giincellenen patolojik TNM evreleme sistemi ve evrelere

0zgl bes yillik sag kalim oranlar1 tabloda 6zetlenmistir (Tablo 1 ve 2).
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Primer Tumor Boyutu (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemedi

TO: Primer tiimor ile ilgili kanit yok

Tis: Karsinoma in-situ

T1: Tumor submukozaya invaze

T2: Tumor muskularis propriaya invaze

T3: Tiimér muskularis propriadan perikolorektal dokulara uzanim gdstermekte
T4a: Timor visseral periton ylizeyine kadar uzanmis

T4b: Tiimdr komsu organ ve dokulara invaze

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Bir-ii¢ lenf nodu metastazi var

Nla: Bolgesel bir lenf nodu metastazi

N1b: Bolgesel iki-ii¢ lenf nodu metastazi

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

N2: Dort veya daha fazla lenf nodu metastazi

N2a: Bolgesel dort-alt1 lenf nodu metastazi

N2b: Boélgesel yedi veya daha fazla lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

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

M1b: Birden fazla organ/bolge veya periton metastazi var



Tablo-1. Kolorektal Kanserde TNM evreleme sistemi

EVRE T N M
0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO
A T3 NO MO
1]=] T4a NO MO
lC T4b NO MO
A T1-T2 N1-Nic MO
T1 N2a MO
1B T3-T4a N1-Nic MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
c T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA Herhangi T Herhangi N M1la
VB Herhangi T Herhangi N M1b

11
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Tablo-2. SEER programi 2010 verilerine gore evreye gore 5 yillik rélatif sag kalim oranlari (47).

Evre 5 yillik sagkalim oranlan (%)
I 97.1
A 87.5
1B 71.5
A 87.7
B (T1-T2, N2) 75
1B (T3, N1) 68.7
INIC (T3, N2) 47.3
I1IC (T4, N1) 50.5
IIC (T4, N2) 27.1

2.5. Programh Hiicre Oliimii Modelleri

Programli hiicre 6liimii modelleri 1990" Ii yillarda Clarke tarafindan ii¢ ayr1 grupta
tanimlanmistir. Apoptozis tip I, Otofaji tip II, lizozomal olmayan hiicre Sliimii tip III hiicre

oliimii olarak tanimlanmustir (48).

2.5.1. Apoptozis: Programli hiicre 6liimii mekanizmasi olarak en iyi bilinen model olan
apoptozisde hiicre biiziigmesi ve kromatin yogunlasmasi olustuktan sonra Kaspaz adi1 verilen
proteazlar araciligi ile hiicre DNA's1 ve diger proteinler pargalanarak apoptotik cisimler
olusturulur. Bu apoptotik cicimler diger hiicreler tarafindan fagosite edilerek ortamdan
uzaklastirilir (48).

2.5.2. Otofaji: Otofaji kendi kendini yeme anlamina gelir ve hiicrelerin fizyolojik kosullarda
aclik durumunda besin elde etmek icin hiicre i¢indeki yapilar1 pargalamasi anlaminda

kullanilmaktadir. Boylece hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimii saglanmakta ve homeostazis

korunmaktadir (49).
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Apoptozis ile Otofaji arasinda temel bazi faklar sekil 1 de gosterilmistir.

AUTOPHAGY APOPTOSIS
a1
Stress
Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway
Phagophore J' *

Death Receptors Mitochondria

p53 - Bax
A AT % \}

Caspase-8 Caspase-9
, a Ve
L Amino acids Caspase-3
Jy Fatty acids J'
Protein synthesis, Energy production Substrate cleavage
Programmed Cell Survival Programmed Cell Death

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

Programli hiicre siirviyi olarak da adlandirilan otofaji, hiicresel homeostasis, enerji
dengesi, gelisme ve hiicresel defans gibi normal insan fizyolojisinin devamu i¢in kritik dneme
sahiptir (51,52). Ayn1 zamanda otofaji iki tarafi keskin kili¢ gibidir. Kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar, yaslanma, kas hastaliklari, enfeksiyon hastaliklar1 ve immiin sistem hastaliklarinin
patogenezinde de rol oynayabilir (53,54).

Hiicre i¢inde olusan atiklar ve biriken maddeler asit hidrolaz enzimi igeren lizozomlar
araciligi ile parcalanirlar. Otofaji, hasarlanmis organeller ve uzun Omiirlii sitoplazmik

proteinlerin lizozomlar araciligi ile ortamdan uzaklastirilmasini saglar (55).

Hicre icerisinde bazal dlzeyde otofaji, protein ve organellerin dongisu ile
homeostazise katkida bulunurken, artan hiicresel stres durumunda hiicrenin hayatta kalmasini
saglayan bir mekanizmadir (53). Kanser ile otofaji iliskisi hala oldukc¢a tartigmalidir. Otofaji,
kanser gelisimi esnasinda tiimor supresor etki gosterirken, kanserin progresyonu esnasinda

kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunmaktadir (56).

Kanser tedavisindeki yeni gelismelere ragmen, bir ¢ok kanser tlrinde kemoterapi ve

radyoterapiye yeterli yanit alinamamakta ve tedaviye ragmen progresyon gelismektedir (57).
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Kanser tedavisi esnasmmda hem normal hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde otofaji
artmaktadir. Fakat normal hiicrelerden ziyade kanser hiicreleri hayatta kalmak i¢in otofajiyi

daha fazla kullandiklar1 i¢in bu durum yeni tedavi firsatlari olusturabilir (58).

En az ii¢ ayr1 otofaji mekanizmasi tanimlanmustir (59). Bunlar:
1. Makrootofaji: Protein ve hasarlanmig hiicre organellerinin parcalanmasini saglar.

Otofagozom olusumu ile gergeklesir.
2. Saperon aracili otofaji: Sitoplazmada isaretlenen proteinler lizozoma tasinir.
3. Mikrootofaji: Lizozom membranin invaginasyon, protriizyon ve septasyonuyla gerceklesir.

Sekil 2'de otofaji mekanizmalar1 gosterilmistir.

Otofaji Mekanizmalart:

Cytosolic protein
Cytosolic chaperone

f-_, 2 -_;:.-r.;.-.vl\.-..-_-,..- complex L
@(@. 4

Macroautoph agy Autophagic

vacuole

Preautophagosome

Cytosal

[
[isameron] 76"

Sekil 2. Otofaji Mekanizmalari (59).

Otofaji dendiginde genel olarak makrootofaji kastedilmektedir. Otofaji ile baglantili
proteinler (autophagy related proteins; Atg proteinleri) ilk olarak mayalarda yapilan

arastirmalarda saptanmistir. Giiniimiizde 30‘dan fazla Atg geni tanimlanmustir (60).

Otofajik yikim igslemi 4 fazda gerceklesir (sekil 3).
I- Indiiksiyon faz1: Besin, oksijen, hormonlar, biiyiime faktorleri ve enerji azlig1 durumlarinda,
kemoterapi ve radyoterapi tedavilerinin uygulanmasi nedeniyle olusan hiicresel stres

algilanmasimnda ise karigan sinyal kaskadlar1 araciligiyla baslar.
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II- Elongasyon fazi: Otofagofor olarak bilinen izolasyon membrani sitoplazma veya
organellerin bir kismint ¢evreler ve boylece otofagozom denen ¢ift membranli yapiy1
olusturur.

I11- Maturasyon ve fiizyon fazi: Dig membran endozom ya da lizozom ile birlesir ve
otolizozom olusumu ile sonuglanir.

IV- Degradasyon fazi: I¢ membran, protein ve organel icerigi (otofajik cisim) lizozom

enzimleriyle yikilir ve yeniden siklusa girer (61).

[® e
Autophagosome

Phagophore
@ RAB7A ;
> [
A Elongation Maturation

f 3
ATG12) N
BECN1 @ Lysosome

Initiation

Class Il @
PI3K /
Fusion

=
ULk1_com plex D

. \Al LAMP2
Phosphorylation
TGO
mTOR P
QG? @

Sekil 3. Otofaji basamaklari: Otofajik kese olustuktan sonra uzamaya baglar. Uzama sonrasinda ise
ge¢ endozom veya lizozom ile birleserek tasidig1 yapilarm parcalanmasini saglar, yikim sonrasi aciga

cikan aminoasit ve yag asitleri gibi yapitaslar1 tekrar kullanilmak tizere hiicreye kazandirilmis olur
(61).

2.5.3. Otofajinin dizenlenmesi:

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

oynar. TOR, hiicrelerde biliylime ve protein sentezini kontrol eden bir kinazdir. TOR’un
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baskilanmasi otofajinin aktive olmasmna neden olur. A¢lik durumunda TOR aktivitesi diiser,

Atgl3 defosforile olur, Atgl ile baglanarak otofajiyi indiikler (62).

PI3K kompleksi de hiicre biiyiimesinde etkili sinyal yolaklarindandir ve Akt/PKB
yolagini aktive eder. Akt nin aktivasyonu TOR’u aktive ederek otofajiyi inhibe eder (63,64).

PTEN ise PI3K/Akt yolag: ile tam tersi bir isleve sahiptir ve otofajiyi indiikler.
PTEN’de olusan mutasyonlar otofajiyi baskilamaktadir (65). PI3K kompleksi Atg6 (beclin-1),
Atgl4, Vpl5 ve Vps34 proteinlerinden olugsmaktadir, bu kompleks PI3K baglayici protein ile
otofajik kesecigin olusumunu baslatmaktadir. 3-metil adenin (3-MA) PI3K’nin inhibitoriidiir

ve otofajiyi inhibe etmek lizere yaygin olarak kullanilir (66).
2.5.4. Otofaji Uzerinde etkili olan molekutller:

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

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

Atg4D, Atg5 ve Beclin: Bu proteinlerin proteolize ugramasi apoptozisi indiiklemektedir. Bu

sekilde bazi otofaji proteinlerinin apoptoz yolaklar1 tarafindan da kullanildig1 saptanmistir
(73,74).

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

Reaktif oksijen turleri (ROS) ve Atg4: Hiicre i¢cinde ROS yiiksekligi apoptozisi uyarirken
diisiikliigiinde hiicre biiyiimesi ve sagkalimi arttirir. ROS, Atg4’li okside ederek otofaji

tizerindeki etkilerini gosterir. Okside Atg4 inaktive olur ve otofagozom olusumu baskilanir
(78).
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2.5.5. Tumorogenezde otofajinin rolu:

Beclin-1 otofajinin baslangic asamasi olan ¢ift zarli otofagozom olusumu igin temel
otofaji proteinidir ve BECN 1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Diger otofaji proteinleri
Vps34, pl50, UVRAG, Bifl, Atgl4L, Rubicon’un olusturdugu biiylik protein kompleksi

Beclin-1 ile etkileserek otofagozom olusumunu saglarlar (79,80).

BECN 1 mutant farelerde neoplastik lezyonlar, hepatoselliiler karsinom, akciger

adenokarsinomu, B hiicreli lenfoma gibi malignitelerin oraninda artig gosterilmistir (66,81).

Ayrica meme, over ve prostat kanserlerinde otofaji regiilasyonu icin gerekli olan
beclinl’in monoallelik delesyonu ve bazi meme kanserlerinde beclin 1 diizeylerinin azaldigi

gosterilmistir (82,83).

Anjiyogenezisin yetersiz oldugu zamanlarda hipoksik tiimdr bolgelerinde otofaji
aktive olur ve tiimor hiicresinin canliifinin devam etmesini saglar. Besin yetersizligi
durumunda otofajinin bu rolu hiicrenin besin, oksijen ve buyume faktorleri tekrar uygun hale
gelene kadar zaman kazanmasini saglar. Dolayisiyla otofaji timor devamliligi i¢in gerekli bir

mekanizma olarak gorilmektedir (84).

Otofaji sadece aglik doneminde enerji kaynagi iireten bir mekanizma degildir, ayn1
zamanda hasarlanmis hiicre i¢i organel ve proteinlerin de kontroliinii saglar. Otofaji sayesinde
hasarlanmus, toksik olabilecek protein ve organellerin hiicre i¢inde birikmesi ve hucreye zarar
vermesi engellenmis olur. Bu durum 6zellikle tiimdr hiicreleri gibi etkin olmayan aerobik
glikoliz yapan ve hizli tiimdr biiyiimesi ve metastaz nedeniyle kan akimi destegi her zaman
uygun olmayan hucreler icin kritik 6Gneme sahiptir. Dokular ve timordeki otofaji bozukluklar1
hiicresel saglamlilig1 bozar ve hiicrelerde DNA hasari, mutasyon ve genomik instabiliteye
olanak saglar, sonugta timor olusumu ve progresyonuna katkida bulunur (58,85,86). Bu
gozlemler otofaji uyarilmasmin kanser olusumunu 6nleyebilecegini, otofaji aracilt sagkalimin
inhibisyonunun ise agresif kanserlerin tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecegini

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

Atg3, Atgb, Atg7 ve Atg9 gibi otofaji genlerinde mutasyon ya da delesyon olan
farelerde yapilan deneyler otofajinin besin yoklugunda hiicresel yasam igin dnemini ortaya
koymustur. Bu farelerde besin yoklugunda otofajinin uyarilmadigi ve dogumdan kisa siire
sonra Oldiikleri goriilmiistiir. Otofajinin a¢lik durumunda hiicre i¢indeki proteinleri yikarak
enerji geri doniislinii sagladig1 ve apoptozisi engelledigi bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (87).
Otofaji; apoptozise paralel olarak hiicre dliimiine yol acabildigi gibi, apoptozu baskilayarak
hicrenin hayatta kalmasini saglayabilir ya da apoptoz igin bir 6n kosul olabilir (88).

Bazi durumlarda otofaji ve apotozis hiirede birbirine zit etkiler yapabilmektedir. Bu
durumda, otofaji hiicre Oliimiine karsi bir hayatta kalma mekazimasi olarak ¢alisarak,
apoptozisin durdurulmasma ve Sliimiin engellenmesine yol agmaktadir. Otofaji, metabolik
stres, ilag ya da radyasyon hasariyla karsi karsiya kalan hiicrede anormal ve hasarl
proteinlerin yok edilmesinde ve DNA’nin hasardan korunmasinda oOnemlidir. Otofaji
yoklugunda tiimor hiicrelerinde DNA hasari, gen amplifikasyonu ve kromozomal
anormallikler artmaktadir (89).

Otofajinin hem karsinogenezisde hem de kanser hiicresinin sag kalimmda 6nemli rol
oynadig1 anlagilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglar ve hedefe yonelik
ilaclarin otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke etmek veya

indiiklemek kanser tedavisinde 6nemli avantajlar saglayabilir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismaya 2001-2010 yillar: arasinda Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalinda kolorektal kanser tanis1 konmug ve Tibbi Onkoloji Bilim Dali tarafindan
takip ve tedavisi yapilmis 89 hasta alindi Gaziantep Universitesi Etik Kurulu'ndan

16.10.2012/388 tarih ve say1 numarasi ile etik kurul onay1 alind1.

Calismaya alinan hastalarin demografik (yas, cinsiyet), patolojik ozellikleri (tiimor
lokalizasyonu, tumdr boyutu, histolojik tip, diferansiyasyon, vaskiler ve perindral invazyon,
lenf nodu tutulumu), klinik evre, takip siiresi ve sagkalim siireleri Medikal Onkoloji Bilim
Dali tarafindan olusturulan dosya ve Patoloji Anabilim tarafindan arsivlenen kayitlardan

retrospektif olarak taranarak kaydedildi.

Caligmaya uygun 89 hastanm parafin bloklar1 ve preparatlar1 Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden elde edildi. Olgularin preparatlart 151k
mikroskobunda yeniden degerlendirildi. Her bir olgu i¢in karsinom alanlar1 ve normal kalin
barsak mukozasini igeren lamlarin ait oldugu parafin bloklar secildi.

3.2. YOntem:
3.2.1. Gen ekspresyonu:

Parafine gomiilii doku 6rneklerinden "Qiagen FFPE" RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA elde edildi. Bunun i¢in, 15ml’lik falcon tiipler hazirlanarak dokular tiiplere konuldu.
Ornek numunenin 5 kat1 kadar "Buffer EL" eklenerek 10-15 dakika buzda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan alindiktan sonra 2500 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Dipteki
pellete dokunmadan {iistteki kisim yavasca dokiilerek bu sefer ilk basta koydugumuz 6rnek
miktarinin 2 kati kadar "Buffer EL" koyup hafif¢ge vortex yapilip pelletin dagilmasi
saglanarak 2500 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Dipteki pellete dokunmadan iistteki kisim
hafifce dokiiliip, daha dnceden hazirlanan B mercapto ethanol soliisyonundan 600 pl eklendi.

Pellet iyice sivi hale gelinceye kadar pipetaj yapildi. Karigtm mor renkli spin kolonlara
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aktarilarak yiiksek devirde 2 dakika santrifiij edilip istteki filtreli olan spin kolon atilarak,
alttaki karistmin oldugu "collection" tiipiin igerisine ilk basta [ mercapto ethanol
soliisyonundan ne kadar konduysa o kadar %70' lik alkol eklendi ve pipetaj ile karistirildi.
Daha sonra karigimdan 600 pl alarak beyaz renkli spin kolonlara aktarilip, 10000 rpm' de 15
saniye santrifiij edilerek alttaki sivi kisim dokiiliip tekrardan kalan kismi da spin kolona
aktarild1 ve yine 10000 rpm' de 15 saniye santrifiij edilerek alttaki kisim atilip spin kolonlar
yeni 2 ml' lik "collection" tiiplere alindi. Spin kolon iizerine 700 pul Buffer RW1 eklenerek
10000 rpm' de 15 saniye santrifiij edilip, alttaki kisim atilarak spin kolonlar yeni 2 ml' lik
"collection" tiiplere alindi. Spin kolon iizerine 500 pl Buffer RPE eklenip 10000 rpm' de 15
saniye santrifiij edilerek, alttaki kisim atilip spin kolonlar yeni 2 ml'lik "collection" tiiplere
alindi. Spin kolon iizerine 500 ul Buffer RPE eklenerek 12000 rpm'de 3 dakika santrifiij
edilerek, alttaki kisim atilarak spin kolonlar yeni 2 ml' lik "collection" tiiplere alindi. Spin
kolona hig¢bir sey koymadan bos olarak 14000 rpm' de 1 dakika santrifiij edilerek spin
kolonlar 1.5 luk ependorf tiiplere alindi. Spin kolon {izerine 40 pl Rnase free water eklenerek
10000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi
ile derisimi ise nanodrop spektrofotometresi ile olciildii. izole RNA sonraki islemlerde
kullanilmak iizere -85 °C'de saklandi. Nano teknoloji temelli yilksek kapasiteli Real Time
Polymerase Chain Reaction (PCR) ile gen ekspresyon ¢aligmasi BioMark™ HD System ile
yapildi

3.2.2. cDNA elde edilmesi:

Gergeklestirilen calismada cDNA’lar "Qiagen miScript Reverse Transcription Kit"
kullanilarak sentezlendi. PCR kosullar1 ve PCR karisimi, kullanilan Kit’de belirtildigi sekilde
yapildi

miScript RT Buffer, 5x 4 ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 1wl

RNAse/DNAse free su 5.0 ul

RNA ornegi 10.0 pl

Toplam hacim 20 pl
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cDNA sentezi, 37°C’de 60 dakika , 95 °C’de 5 dakika olacak sekilde "AB Applied
Biosystems 96-Well Thermal Cycler" cihazi kullanilarak cDNA yapildi.

3.2.3. RT- PCR ¢alismasi:

Nano teknoloji temelli yiksek kapasiteli Real Time PCR ile gen ekspresyonu
calismas1 BioMark™ HD System ile yapildi. Gen expresyonu analizi igcin cDNA’lar pre-
amplifikiye edildi.

Pre-amplifike mix:

Qiagen Multiplex PCR Mix 5ul
Primer Pool 1
DNase RNase igermeyen Su 1.5l

Pre-amplifikasyon mixi hazirlanarak, plate pipetlendi, lizerlerine cDNA eklenerek uygun PCR
kosullar1 AB Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler cihazi kullanilarak
uygulandi.

PreAmp Thermal Program

15 dakika 95°C

15 saniye 95°C

4 dakika 60°C }14 déngu
0 4°C

Otofaji ailesinin 94 bolgesine ait primerler 6zel olarak tasarlandi ve IFC Controller

HX ve BioMark™ HD System kullanilarak Real-time PCR yapildi.

Otofaji gen ekspresyonu analizi igin tasarlanan 94 primer ayri chiplerde calisildi.

Ornek ve Assayler i¢in iki farkli mix hazirlandi.

3.2.4. Ornek ve PCR karisimi:

MaSEEr MIX, 2X oo 366.60 pl

20X DNA Binding Dye Sample Loading Reagent............ 36.60 pl
EVAGIEEN ..o 36.60 pl
0.1XTE BUFTEI ... 55.20 pl

Hazirlanan mixe diliie edilmis pre-amplifikiye cDNA’lar eklendi ve chipe pipetlendi.
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3.2.5. Analiz:
Otofaji gen expresyon Primer Plate’inden primerler alinarak chipe yiiklendi.

Chip assay ve orneklerin chipte bulunan kuyucuklara giderek karigmasi ve RT PCR’a
hazir hale getirilmesi i¢in BioMark IFC Controller HX (S/N: HX 10132) cihazina yerlestirildi.

BioMark IFC Controller HX' de islem bittikten sonra BioMark™ HD System (S/N:
104)’ine chip yerlestirildi ve uygun PCR kosullar1 uygulandi.

Her bir assay her bir drnek icin ayr1 ayri analiz edildi. Orneklerin her bir assay'de
olusturduklart pikler, Ct degerleri ve kopya sayilar1 ayri ayri analiz edilerek istatistiki
hesaplamalar yapildi.

Bakilmasi planlanan gen primerleri tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3: Otofaji ile ilgili ekspresyonu arastirilan hedef genlerin listesi (alfabetik sira ile)

Gen adi Gen adi Gen adi Gen ad1
AKT1 BALC2 HSPAS RAPGEF1
AMBRA1 BLC3L1 HTT REPGEF2
ATG10 BNIP3 IFNA2 RAPGEF3
ATG11 CAP3 IEFNG RAPGEF4
ATG12 CASP3 IGF1 RAPGEF5
ATG13B CLN3 INS RAPGEFL1
ATG14 CTSB IRGM RB1
ATG16L1 CTSS LAMP1 RGS19
ATG16L2 CXCR4 LAMP2 RPL13A
ATG18 DAPK1 LAMP3 RPS6KB1
ATG2B DRAM1 MAP1LC3A SNCA
ATG3 DRAM?2 MAPK14 SQSTM1
ATG4A EIF2AK3 MAPK3 TGFB1
ATG4B EIF4G1 PIK3C3 TMEM74
ATG4C ESR1 PIK3R4 TNF
ATG4D FADD PTEN TP63
ATG5 FAS RAB11B TP73
ATG7 GAA RAB24 ULK1
ATGY9A GABARAPL1 RABT7A ULK2
ATG9B GABARAPL2 RAP1A UVRAG
BAD GAPDH RAP1B VSP15
BAX HDAC1 RAP2A WIF4G1
BECN1 HGS RAP2B

BID HPRT1 RAP2C

Calisma I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali-T1ibbi Onkoloji Bilim Dali, Tibbi Genetik Ana
Bilim Dali ve Patoloji Ana Bilim Dal1 tarafindan ortak yiiriitiildi.
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3.3. istatistiksel analizler

Fluidigm Dynamic Array ile BbMARK HD Sistemi'nde yapilan gen ekspresyonu igin
Real-time PCR Olcumleri Biogazelle qBasePLUS real-time PCR veri-analizi yazilimi ile

degerlendirildi. ACTB "housekeeping gen" olarak hedeflerin normalizasyonunda kullanildi.

Verilerin analizinde kullanilan Mann Whitney testinde anlamlilik duzeyi p < 0.05
olarak incelenmistir. Mann-Whitney testi ortalamalar1 kagilastirrken dagilimlart da
incelemektedir. Assay'de dl¢limii yapilan drnek sayisini ifade eden “datapoints™ 12'nin altina
diistiigiinde anlamlilik testi olduk¢a hassaslagsmakta ve ortalamalardan ayri olarak testin
istatistiki anlamlilig1 i¢in incelenen dagilim biiyiik ihtimalle standart bir egri olusturamayacak
kadar az bulunmaktadir. Bu ylizden testin anlamlilik diizeyini ifade eden p degeri bu
gruplarda oldukca yiiksek olacak ve istatistiksel olarak anlamli bir karsilastirma ifade
edilemeyecektir.



4. BULGULAR

4.1. Demografik, Klinik ve Patolojik Bulgular

Calismaya KRK tanis1 patolojik olarak kanitlanmis 34°i kadin 55°1 erkek toplam 89
hasta alindi. Erkek / Kadin orani 1.61 idi. Hastalarin tani sirasinda yas ortalamasi 61.3+14.9
(24-86) yil olarak saptandi. Hastalarin genel demografik, klinik ve patolojik 6zellikleri tablo

4’te verilmistir.



Tablo-4. Hastalarin genel demografik, klinik ve patolojik 6zelliklerine gore dagilimi

n %

Cinsiyet

Kadin 34 38.2

Erkek 55 61.8
Lokalizasyon

Rektosigmoid 9 10.1

Rektum 11 12.4

Sigmoid 16 17,9

Sag Kolon 31 34.8

Sol Kolon 11 12.4

Transvers Kolon 11 12.4
Histoloji

Adenokarsinom 83 93.2

Misindz karsinom 6 6.8
Vaskuler invazyon

Negatif 75 84.3

Pozitif 14 15.7
Perindral invazyon

Negatif 82 92.1

Pozitif 7 7.9
Diferansiasyon

Diisiik grade (iyi-orta diferansiye) 83 93.3

Yiksek grade (az diferansiye) 6 6.7
Lenf nodu tutulumu

Negatif 49 55.0

Pozitif 40 45.0
Tumor boyutu

6 cm'den blyuk 45 50.5

6 cm ve alt1 44 49.5
Nuks durumu

Nuks var 11 12.4

Niks yok 78 87.6
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Hastalar TNM evrelemesine gore dagilimi Tablo 5' te gdaterilmistir.

Tablo 5. Hastalarin TNM evresine gore dagilimi

Evre n %

Evre | 9 10.1
Evre 11 31 34.8
Evre lll 22 24.7
Evre IV 27 30.4
Toplam 89 100

4.2. Genetik bulgular
4.2.1. Genel aciklamalar

“Fluidigm Dynamic Array” ile BbMARK HD Sistemi'nde yapilan gen ekspresyonu
icin Real-time PCR olctimleri Biogazelle qBasePLUS real-time PCR veri-analizi yazilimi ile
degerlendirildi. ACTB "housekeeping gen" olarak hedeflerin normalizasyonunda kullanild.
Patolojik verilere gore ve ornek ozelliklerine gore 89 hastanin timor ve non-karsinom
dokularindan elde edilen 6rneklerden BioMark Real Time-PCR cihazi ile gen ekspresyonu

analizi ¢caligmasi yapild1.

Testlerde Otofaji plagindan toplam 94 genin anlatim diizeyi bu gruplarda
kargilagtirilmistir. Bu 94 genin ifadesi ACTB geni ifadesine gore normalizasyonu saglanarak

degerlendirilmistir.

4.2.2. Tiimor Dokusu ile Normal Dokunun Karsilastirmasi
89 hastanin tiimor dokusundaki gen ekspresyonu bu hastalarin normal kolon

dokularmmdaki gen ekspresyonu ile karsilagtirilmistir. Karsinom ve normal kolon doku
ornekler arasindaki ortalama farkinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 %95 giiven
araliginda Mann-Whitney yontemi ile arastirilmistir. 47 gen acisindan timdr dokular1 ve
normal kolon dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) bir fark bulundugu

saptanmistir (Tablo 6).



Tablo 6: Normal dokuya gore tiimor dokusunda anlamli derecede yiiksek saptanan genler.

\ Gen Ad1 P Gen ad1 p
CAP3 0.0001 RAPGEF4 0.006
RAP2C 0.0001 ESR1 0.012
MAP1LC3B 0.0001 IFNG 0.012
RPL13A 0.0001 RGS19 0.013
RAP1A 0.0001 AKT1 0.015
IFNA2 0.0001 TGFB1 0.016
HAPA4 0.0001 MAPK14 0.017
RAB7A 0.0001 ULK1 0.017
TMEM74 0.0001 ATG7 0.021
RAP1B 0.0002 MAPK3 0.021
GABARAPL1 0.0004 PIK3C3 0.022
RAPGEF3 0.0004 BAD 0.022
ATG2B 0.0006 GAPDH 0.023
IRGM 0.0006 RB1 0.03
TP73 0.0006 ATG10 0.032
LAMP2 0.0007 ATGO9B 0.032
BLC2 0.001 RAP2B 0.032
CASP3 0.001 RAPGEF2 0.032
EIF2AK3 0.001 GABARAPL?2 0.035
INS 0.002 FADD 0.036
PTEN 0.002 UVRAG 0.036
ATG11 0.003 CXCR4 0.049
FAS 0.003 BLC3L1 0.049
BID 0.003
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Gen anlatimi ortalamalar1 timor/non-karsinom ortalamasi seklinde CNRQ (kalibre ve

normalize edilmis rolatif kantitasyon) verilmistir. Bu durumda payda non-karsinom ve deger

olarak 1 kabul edilirse grafik tiimor dokusundaki gen ekspresyonunun kag kat azalip arttigini

gostermektedir. Grafigin ortalamay1 gosteren y-ekseni log2 tabaninda gosterilmistir, boylece

artis ve azaliglar daha kolay goriilebilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6: Tiimor/normal doku ekspresyon orani. (Grafikteki hata barlari standart sapmay1 degil, %95
giiven araliginda en yliksek ve en diisiin tlimor/non-karsinom oranlarmi gostermektedir).

4.2.3. Evre Karsilastirmalari

Kanser evreleri ile ilgili verilerinin karsilastirilmasi i¢in olusturulan gruplardaki hasta
sayilart; evre I; 9 hasta, evre II; 31 hasta, evre I1I; 22 hasta, evre IV; 27 hasta olarak saptandi.
Fakat Mann-Whitney testi ortalamalar1 karsilastirirken dagilimlart da incelemektedir.
Assay'de Ol¢timii yapilan ornek sayisini ifade eden “datapoints” 12'min altna diistigiinde
anlamlilik testi olduk¢a hassaslagsmakta ve ortalamalardan ayri1 olarak testin istatistiki
anlamlilig1 igin incelenen dagilim biiyiik ihtimalle standart bir egri olusturamayacak kadar az
bulunmaktadir. Bu nedenle evre 1 hasta sayis1 9 oldugundan evre 1 ve 2 hastalar bir grup
olarak degerlendirmeye alindi. Sonug olarak evre 1+2 (40 hasta), evre 3 (22 hasta), evre 4 (27

hasta) olarak degerlendirmeye alindi.

Evre 1+2, evre 3 ve evre 4 olarak gruplandirilan tiim hastalar evrelerine gore birbirleri
ile karsilastirildiginda tiimor dokularindaki gen ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0.05).
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4.2.4. Lokalizasyon Karsilastirmalan

Lokalizasyon verileri ile olusturulan 6 grup arasinda incelenen 94 gende 5 grupta gen
ifadesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir. Sadece sag kolon
timor ve normal doku oOrnekleri %95 giiven araligimda bu 94 genin anlatimi agisindan
karsilastirildiginda IFNA2 geni acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir
(p<0.05.

4.2.5. Histoloji Karsilastirmalarn

Kanser dokularinm histolojik tipleri ile ilgili verilerinin karsilagtirilmast igin
olusturulan gruplardaki hasta sayilari; adenokarsinom; 83 hasta, miisindz karsinom; 6 hasta
seklindeydi.

Adenokarsinom ile miisindz karsinom gruplar1 arasinda gen ekspresyonu acisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
4.2.6. Perinoral invazyon Karsilastirmalan

Kanser dokularmin perindral invazyon durumu ile ilgili verilerinin karsilastirilmasi
icin olusturulan gruplardaki hasta sayilari perindral invazyon pozitif olan 7 hasta ve perinoral

invazyon negatif olan 82 hasta karsilastirildi.

Perindral invazyon gosteren hastalarn tiimor dokular1 ile perindral invazyon
gostermeyen hastalarin tiimor dokular1 arasinda gen ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olup olmadig1 dagilimlar1 da dikkate alan Mann-Whitney testi ile arastirildi.
Bu testte iki tiimdr grubu arasinda taranan hedefler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanamadi (p>0.05), burada da neden yine perindral invazyonu pozitif bireylerin sayica

yetersizligi olabilir.
4.2.7. Vaskiiler Invazyon Karsilastirmalar

Kanser dokularinin vaskiiler invazyon durumu ile ilgili verilerinin karsilagtirilmasi i¢in
olusturulan gruplarda vaskiiler invazyonu olan 14 hasta ve vaskiiler invazyonu olmayan 75

hasta degerlendirildi.

Hastalarda tiimor dokularmin vaskiiler invazyon durumuna gore gen ekspresyonu

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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4.2.8. Lenf Nodu Tutulumu Karsilastirmalar

Lenf nodu tutulumlari ile ilgili verilerinin karsilastirilmasi igin olusturulan gruplardaki
birey sayilary; lenf nodu tutulumu pozitif 40 hasta ve lenf nodu tutulumu negatif 49 hasta

olarak karsilastirild1.

Lenf nodu tutulumu gdsteren bireylerin tiimdr dokulari ile lenf nodu tutulumu
gostermeyen bireylerin tiimor dokular1 arasinda gen ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05).
4.2.9. Diferansiasyon Karsilastirmalan

Hastalar, tiimor diferansiasyonuna gére gruplandirildiginda; Diinya Saghk Orgiitii
(WHO)' nun yeni smiflamasina gore 6 hasta yiiksek grade'li (az diferansiye), 83 hasta diisiik
grade'li (iyi-orta diferansiye) olarak 2 gruba ayrildi.

Az diferansiye grupta hasta sayis1 yetersiz oldugu i¢in iki grup arasinda istatistiksel

degerlendirme yapilamadi.

4.2.10. Cinsiyet Karsilastirmalar
Kanser hastalarindan, 34 kadin hasta ve 55 erkek hastanin tiimor dokularindan elde
edilen gen ekspresyonu verilerinin karsilastirilmasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gdzlenmedi (p>0.05).

4.2.11. TUmOr Boyutu Karsilastirmalar

Tiim6r boyutu ortalamasi 6 cm olarak tespit edildi ve buna gore tiimor boyutu 6 cm ve
alt1 olan 44 hasta ile tiimor boyutu 6 cm'in iistiinde olan 45 hastanin tiimoér dokularina ait gen
anlatim1 seviyeleri karsilastirildi. Mann-Whitney testi ile yapilan dagilim arastirmasi

sonucunda bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

4.2.12. Niiks Durumun Karsilastirilmasi
Niiks gozlenen 11 hastanin tiimér dokusundan elde edilen gen ekspresyonu verileri ile
niiks gozlenmeyen 78 hastanin tiimér dokusundan elde edilen gen ekspresyonu sonuglari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).



5.TARTISMA

Kolorektal kanser, adim adim meydana gelen genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimi ile normal kolon mukozasinin invaziv kansere doniisiimii sonucu olusur. KRK'nin
cogu daha once var olan ve malignitenin genetik 6zelliklerini iceren adenomlardan gelisir

(90).

Kolorektal kanser karsinogenezsinin farkli yolaklarmin tanimlanmasi KRK' nin
heterojen yapisini ortaya koymustur. Fearon ve Vogelstein tarafindan ileri siiriilen ilk
modelde 3 basamak tanimlanmistir. Birinci basamakta onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu
ve tiimdr supresor genlerin inaktivasyonu olusur. ikinci olarak karsinom gelisimi icin en az 4-
5 gende mutasyon olusmas1 gereklidir. Ugiincii olarak tiimoriin biyolojik davranisi bu genetik

degisimlerin birikimi sonucu belirlenir (91,92).

Fearon ve Vogelstein modelinden daha farkli yolaklarinda kesfi ile KRK' nin
molekiiler yapisi daha iyi anlagilmaya baslanmistir. Son 20 yilda 2 6nemli molekiiler yapi
daha kesfedilmistir. Bunlardan biri "Mismatch Repair" (MMR) gen defektinin neden oldugu
Mikrosatellit Insitabilite (MSI)'dir. Digeri de o6zellikle hipermetilasyon yolu ile gen

fonksiyonlarmin sessizlestirilmesi olan epigenetig'in anlagilmasidir (90).

KRK farkli fenotiplere neden olan farkli molekiiler yolaklara bagl olarak heterojen bir
hastaliktir. Kolorektal karsinogenezin molekiiler temelinin anlasilmasi ile tedavi ve prognozda
onemli degisiklikler olmustur. Timoriin patolojik ve molekiiler o6zelliklerine dayanarak
tarama ve takip protokollerinin optimizasyonu, hastalik evresinin daha dogru

degerlendirilmesi ve tedavinin bireysellestirilmesi ile sonuglar daha iyi hale gelmistir (90).

Kolorektal karsinogenez ile iliskili olan farkli gen mutasyonlar1 vardir. Fakat bu
genlerin bir ¢ogunun hastaligin baslangici ve progresyonundaki rolii heniiz anlasilabilmistir.
Bunlardan en dnemlileri APC, K-ras ve p53 mutasyonlar1 olup KRK' da degisen oranlarda

bulunurlar ancak ayni vakada birlikte bulunmalar1 nadirdir (93).
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KRK' nin temelinde yer alan bu multifaktoryel ve karmasik genetik yapi1 hem
hastalarin tedavi yanitlarindaki farhiliklarm hem de  yapilan genetik calismalarin

sonuglarindaki farkliliklarin nedeni olabilir.

Otofaji d6len hiicrelerde gozlenmesine ragmen kanser hiicresinde otofajinin hiicreyi
0ldlirdiigi ya da olimden korudugu net degildir. Muhtemelen otofaji hiicrenin normal
fonksiyonlarini restore edemedigi zaman hiicre 6lmektedir. Bu konu tartigmalidir, ¢ilinkii
farkl1 otofaji inhibitdrleri farkli sonuglar dogurmaktadir. Ornegin meme kanseri hiicrelerinde
tamoksifen otofaji'yi uyarmaktadir, otofaji inhibitorii olan 3-Metil Adenin (3-MA) bu
hiicrelerin 6liimiinii engellemektedir. Bu durum otofajinin bir 6liim mekanizmasi oldugunu
diisiindiirmektedir (94). Bunun tersine radyasyonun uyardigi otofajide bir otofaji inhibitorii
olan Bafilomisin Al kullanildiginda kanser hiicrelerinde apoptozisi arttrmaktadir. Bu
durumda otofaji hticrelerin apoptozisten kagmasimi saglayan koruyucu bir mekanizma gibi
gorulmektedir (23).

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

Otofajik bazi genler, kanser gelisimi esnasinda tumor supresor etki gosterirken,
kanserin progresyonu esnasinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunmaktadir
(56).

Bu bilgilerden de anlasildigi gibi otofaji ve kanser iligkisi olduk¢a komplekstir.
Otofajinin kanserdeki rolu, kanserin evresine, hicrelerin metabolik durumuna ve stres
varligma gore degismektedir. Ayrica yapilan caligmalarda otofaji ile iligkili baz1 molekiillerin
farkli kanser tiirlerinde ekspresyonlarmin farklilik gosterdigini bildiren sonuglar bildirilmistir.
Literatiirde otofaji iligkili genlerle yapilan calismalarda bir ¢ok farkli yontem (hayvan
modelleri, hiicre serileri, insan normal ve tiimdr dokular1 gibi) ve degerlendirme teknigi
(Immiin histo-kimya boyama, gen ekspresyon diizeyi, allelik delesyon gibi) kullanildig:

goriilmektedir. Biz bu ¢aligmamizda Real Time PCR yontemini kullanarak otofaji yolagi ile
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iliskili genlerin ekspresyon diizeylerini saptadik. ULK1, ATGI13B, BECN-1,PI3K, Akt,
PTEN, UVRAG, ve GABARAP ekspresyon diizeylerini ¢alistigimiz énemli molekillerden
bazilaridir.

Okaryotik hiicrelerde, "mammalian target of rapamycin comlex 1" (mTORC1) yeterli
besin varliginin en dnemli sensoriidiir ve major otofaji regiilatoriidiir. Yeterli besin varliginda
mTORC1 aktive olur, ULK1 ve ATG13' (i fosforile ederek inhibe eder. Bu ¢alismada normal
dokuya gore tiimor dokusunda ULKI ekspresyonunun arttigi, ATGI3B ekspresyonunun
degismedigi saptandi. ULK1 ve ATGI13 kompleksi otofagozom c¢ekirdeklenmeyi olusturan
yapidir. Biliylime faktorleri eksikligi veya farmakolojik olarak mTORCL inhibisyonu
yapildiginda otofaji aktive olur (97).

Beclin-1 otofajinin baslangi¢c asamasi olan ¢ift zarli otofagozom olusumu i¢in temel
otofaji proteinidir ve¢ BECN 1 geni tarafindan kodlanmaktadir. BECN 1 diizeyinin Meme,
Over ve Beyin tiimorlerinde ekspresyonunun azaldigmi bildiren ¢aligmalara (98,99) karsin
kolon kanserinde ekspresyonunun arttigini bildiren ¢alismalar da (100) mevcuttur. Bununla
birlikte Guo ve arkadaslarinin 85 kolorektal kanserli hasta ile yaptiklar1 caligmada hastalarin
bir kisminda BECN 1 ekspresyonunun azaldigi ve bu hastalarm kemoterapi yanitinin daha iyi
oldugu bildirilmistir (101). Chen ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada 175 hastanin timor
dokusu ile normal kolon dokusu IHK yontemi ile BECN 1 ekspresyonu agisindan
degerlendirilmistir. Hastalarm yaklasik %90' inda BECN 1 ekpresyonunun arttig1 goriilmiistiir
(100). Bizim g¢alismamizda ise BECN 1 gen ekspresyonu normal kolon dokusu ile timor
dokusu arasinda farklilik gostermedi. Calismamizda otofajinin maturasyon ve flizyon
asamasinda etkili olan UVRAG, RAB7A ve LAMP2 diuzeyi tumoér dokusunda yuksek
saptanirken, otofajinin baslangi¢ asamasinda etkili olan BECN 1 diizeyini yiiksek
saptanmamasinin nedeni timor dokusundaki hiicrelerde otofajinin ileri evrelerinde
olmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

PI3K kompleksi de hiicre biiyiimesinde etkili sinyal yolaklarindandir ve Akt/PKB
yolagini aktive eder. Akt nin aktivasyonu TOR’u aktive ederek otofajiyi inhibe eder (63,64).

PTEN ise PI3K/Akt yolag: ile tam tersi bir igleve sahiptir ve otofajiyi indiikler. PTEN’
de olusan mutasyonlar otofajiyi baskilamaktadir (65). PI3K kompleksi Atg6 (beclin-1),
Atgl4, VplS5 ve Vps34 proteinlerinden olusmaktadir, bu kompleks PI3K baglayici protein ile
otofajik kesecigin olusumunu baglatmaktadir (66). Bizim ¢alismamizda biribrine zit etkili olan
PI3KC3, Aktl ve PTEN genlerinin tiimoér dokusundaki ekspresyon diizeyleri anlamli derecede
yiksek bulundu.
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UVRAG geninin monoallelik delesyonu insan kolon kanserlerinde siklikla
gorulmektedir, UVRAG proliferasyon ve timorogenezin inhibisyonunda gorev alir (98).
Calismamizda UVRAG geninin normal dokuya gore tiimoér dokusunda ekspresyonunun

arttigini saptadik.

GABARAPL-1 onemli hiicre i¢i transport fonksiyonlar1 olan bir proteindir.
GABARAP ve GABARAPL-1'in tiimor gelisimi ile ilgili oldugunu ileri siiren c¢aligmalar
vardir. Meme kanseri hastalarinda yapilan ¢alismada GABARAPL-1 mRNA dizeyi, yiksek
histolojik gradli, lenf nodu metastazi olan ve hormon reseptorii negatif hastalarda daha diisiik
bulunmustur. GABARAPL-1 mRNA duzeyinin meme kanserinde niiks ve lenf nodu

metastazini belirlemede iyi bir gosterge olabilecegi ileri siiriilmiistiir (102).

Kolorektal kanserde GABARAP' 1n fonksiyonu hakkinda ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda tiimor dokusu ile normal kolon dokusu
karsilagtirildiginda GABARAPL-1 ve GABARAPL-2 diizeyi tiimor dokusunda anlamli
diizeyde yiiksek bulundu. Ancak klinik ve patolojik bulgularla iliski saptanmadi.

Calismamiz otofaji iligkili genler ile ilgili yapilan ¢aligmalar i¢inde en genis kapsamli
calismalardan biridir. Seksen dokuz hastanin hem tiimor dokusunda hem de normal kolon
dokusunda RT-PCR yontemi ile 94 gen'in ekspresyon diizeyi ¢alisilarak normal ve patolojik
dokulardaki diizeyleri karsilastirilmistir. Bu genlerden 47' sinin tiimér dokusunda
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica calismamizin en Onemli
Ozelliklerinden biri de bu sonuglarn hastalarin demografik 6zellikleri (yas, cinsiyet, evre gibi)
ve histopatolojik  6zellikleri  (lokalizasyon, vaskiiler invazyon gibi) ile birlikte
degerlendirilmesidir. Burada dikkate deger noktalardan birisi gen ekspresyon diizeylerinin bu

degiskenlerden bagimsiz olmasidir.

Otofaji regiilasyonu ile tiimorogenez arasindaki yakin iligki ¢ok sayida caligma ile
ortaya konmustur. Kanser tedavisinde otofaji genleri lizerinden yeni tedavi stratejileri
gelistirilmesi olas1 goriinmektedir. Bu agidan ¢alismamizdaki sonuglarin oldukca degerli
oldugunu, daha fazla hasta sayis1 ve IHK gibi tekniklerle kombine edilerek teyit edilmesinin

yararli olacagin1 diistinmekteyiz.



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda hem kanser olusumunun erken evrelerinde hem de ileri evre kanserlerin
progresyonunda onemli role sahip oldugu diisiiniilen Otofaji yolag: ile iliski 94 gen'in RT-
PCR yontemi ile normal kolon dokusunda ve tumér dokusunda ekspresyon dizeylerine
bakildi. Normal dokuda ve tiimoral dokudaki gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildi. Bu
genlerden 47 tanesinin ekspresyon diizeyi tiimor dokusunda anlamli derecede daha yiiksek
bulundu. Bu sonuglar hastalarin demografik ve histopatolojik 6zellikleri ile karsilastirild: ve

aralarinda anlaml bir iligki olmadig1 saptandi.

Sonu¢ olarak otofaji iliskili bazi genlerin hasta ozellikleri ve histopatolojik
ozelliklerden bagimsiz olarak tiimdér dokusunda daha yiiksek diizeyde ifade edildigini
sOyleyebiliriz.

Giiniimiizde tiim kanserlerde oldugu gibi kolorektal kanserde de daha spesifik ve daha
az toksik tedavi seceneklerine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle kolorektal kanserde yeni tedavi
yaklasimlar1 gelistirilmesine katki saglayabilecek otofaji yolaginin 6nemli bir hedef oldugunu

diistinmekteyiz.

Calismamizda buldugumuz sonuglarin hem daha genis hasta serileri hem de diger
calisma teknikleri (taze doku kullanilmasi, IHK boyama gibi) ile teyid edilmesi veya bu
yontemlerin birlikte kullanilmasi yararli olabilir. Ayrica kolorektal kanserde kullanilan
tedavilerin ve hasta sagkalimlarmin gen ekspresyon diizeylerinden nasil etkilendigi

arastirilmalidir.
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