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OZET

DLD-1 INSAN KOLON KANSERI HUCRE SOYUNDA 5-
FLOUROURASIL ONCESI VE SONRASI GST IZOZIMLERI,
ILAC DIRENCLILIK PROTEINLERININ VE APOPTOTIK
ETKISININ ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Eyliil 2022,100 sayfa

Coklu ilag direnci, kemoterapinin kanser tedavisi iizerindeki etkisini sinirlayan
onemli bir faktordiir. Ilag tasima ve apoptoz bozukluklari, redoks homeostazinin
bozulmasi, ¢oklu ila¢ direncine yol acan ana mekanizmalar arasindadir. Tez
caligmasinda, DLD-1 insan kolon kanseri hiicre soyunda, 5-FU (5 -Flourourasil )
oncesi ve sonrast GST izozimleri, ilag direnglilik proteinleri (MDR-1, MRP-1, MRP-
2, MRP-3, MRP-6, MRP-7) ve apoptotik (p38, p53, bcl-2, kaspaz-3) etkisi
aragtirllmistir.  Bununla birlikte 46 kolon adenokanser dokusunda apoptotik
proteinler, Ki-67, SOX-9, E-kaderin,p38, p53, bcl-2, kaspaz-3 protein
ekspresyonlarinin prognostik faktorlerle iligkisi incelendi. GST izozimleri (GSTAL,
GSTM1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1 ve GSTO1), bcl 2 ve p53 proteinlerinden daha
yiiksek ekspresyona sahip oldugu bulundu. MDR-1 ve MRP-1 ekspresyonlar1 5 -
Flourourasil 6ncesi ve sonrasi immiinositokimyasal olarak farklilik gostermedi.
Sitotoksisite diizeyi ile uygulanan ila¢ konsantrasyonu arasinda dogrudan bir iligki
oldugu belirlendi. Ilacin dozu arttikca sitotoksik etki de artt. Bazi apoptotik
belirtegler (p38, p53, bcl-2, kaspaz-3), GST izozimleri ve ila¢ direng proteinleri
(MDR-1 ve MRP-1 harig), diger c¢alisilan proteinler kontrole gore daha fazla
ekspresyon gosterdi. immunohistokimyasal metodla calisilan 46 kolon adenokanser
dokusunda, p53 ekspresyonu ile tiimoriin derinligi arasinda, E kaderin ekspresyonu
ile timor grade (derecesi), Ki-67 ekspresyonu ile hastalarin yasi arasinda istatistiksel
olarak (p<0,05) anlamli bir iliski bulundu. p53 ekspresyonu ile tiimdr invazyon
derinligi arasinda, Ki-67 ile ileri yas arasinda (>60) pozitif iliski bulunmustur. G2
vakalarinda, E-kaderin ekspresyonu %54,35 ile en yiiksek ekspresyon degerine
sahiptir. p38; p53 ve bcl-2 ekspresyonu (p<0,05) ile SOX-9 ve p53
ekspresyonu(p<0,01) arasinda (+) pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. p53, E-
kaderin ve Ki-67 protein ekspresyonlarinin kolon kanserinde, prognostik degeri
oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, GST, Apoptoz, Sox-9, Ki-67, E-kaderin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GST ISOENZYMES, MULTIDRUG
RESISTANCE PROTEINS AND APOPTOTIC EFFECT IN DLD-1
HUMAN COLON CANCER CELL LINE BEFORE AFTER 5-
FLOUROURACIL TREATMENT

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, PhD. Thesis
Supervisor:Prof.Dr. Serpil OGUZTUZUN
Haziran 2022, 100 pages

Multidrug resistance is an important factor limiting the effect of chemotherapy on
cancer treatment. Disorders of drug transport and apoptosis, disruption of redox
homeostasis are among the main mechanisms leading to multidrug resistance. In the
thesis study, GST isozymes, drug resistance proteins (MDR-1, MRP-1, MRP-2,
MRP-3, MRP-6, MRP-7) and drug resistance proteins before and after 5-FU ( 5-
Flourouracil ) were found in DLD-1 human colon cancer cell line. Apoptotic (p38,
p53, bcl-2, caspase-3) effect was investigated. In addition, the relationship between
apoptotic proteins, Ki-67, SOX-9, E-cadherin, p38, p53, bcl-2, caspase-3 protein
expressions and prognostic factors in 46 colon adenocancer tissues was investigated.

GST isozymes (GSTAL, GSTML1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1 and GSTO1) were found
to have higher expression than bcl-2 and p53 proteins. Expressions of MDR-1 and
MRP-1 did not differ immunocytochemically before and after 5-FU. It was
determined that there was a direct relationship between the cytotoxicity level and the
drug concentration administered. As the dose of the drug increased, the cytotoxic
effect also increased. Some apoptotic markers (p38, p53, bcl-2, caspase-3), GST
isozymes and drug resistance proteins (except MDR-1 and MRP-1), other studied
proteins showed higher expression than control. A statistically significant (p<0.05)
correlation was found between p53 expression and tumor depth, E cadherin
expression and tumor grade, Ki-67 expression and age of the patients in 46 colon
adenocarcinoma tissues studied by immunohistochemical method. A positive
correlation was found between p53 expression and tumor invasion depth, and
between Ki-67 and advanced age (>60). In G2 cases, E-cadherin expression has the
highest expression value with 54.35%. P38; It was determined that there was a
positive (+) correlation between p53 and bcl-2 expression (p<0.05) and SOX-9 and
p53 expression (p<0.01). p53, E-cadherin and Ki-67 protein expressions in colon
cancer,demonstrated to have prognostic value.

Keywords: Colon cancer, GST, Apoptosis, SOX-9, Ki-67, E-cadherin
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1 GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanser (KRK), kansere bagli oliimler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir[1]. Kolon kanseri tedavisinde yaygin olarak uygulanan iki tedavi yontemi
kemoterapi ve cerrahidir. Kemoterapi 6zellikle ilerlemis kolon kanserli hastalarda
cerrahi sonrasi (adjuvan kemoterapi) veya ameliyat oncesi (neoadjuvan kemoterapi)
timori kiigliltmek i¢in uygulanmaktadir [2,3]. Ancak ilag direnci kanser tedavisinde
uygulanan kemoterapinin etkinligini smirlamaktadir [4]. Kemoterapi sirasinda

kalitsal direng veya kazanilmis direng ile ortaya ¢ikabilir [5,6].

flag direnci ile ilgili mekanizmalar iki kategoriye ayrilmustir: hiicresel ve hiicresel
olmayan. Hiicresel olmayan mekanizmalar, siirli vaskiiler erisilebilirlik ve timor
mikro ortami gibi dis faktorleri igerir [7]. Bununla birlikte hiicresel faktérler, MDR
tastyicillarinin - asirt - ekspresyonu,  apoptotik  yoldaki  bozulmalar, ilag
metabolizmasindaki degisiklikler, DNA onarimindaki degisiklikler ve ilag
hedeflerindeki degisiklikler gibi mekanizmalar1 igerir [8-11].

5-FU(5-Flourourasil), kolorektal kanser tedavisinde oncelikli olarak kullanilan bir
kemoterapi ajanidir [12]. Giiniimiizde kolorektal kanserin sistematik tedavisinde
FOLFOX (FA, 5-FU ve oxaliplatin), FOLFIRI (FA, 5-FU ve irinotekan), FUFA (FA
ve 5-FU) gibi 5-FU bazli kemoterapétik rejimler kullanilmaktadir[13]. Ancak etkili
antikanser ajanlart mevcut olmasina ragmen, bu ilaglara kars1 gelisen direng
nedeniyle tedaviler etkisiz hale gelebilir. Bu nedenle timér kemosensitivitesini
artirmak ve KRK hastalarinin prognozunu iyilestirmek i¢gin MDR ile bas etmek
gereklidir [14].

Coklu ilaca direngli proteinlere sahip olan ve ksenobiyotiklerin tasinmasinda yer alan
ATP'ye bagimli tasiyict proteinlerin cogu MDR fenotipine sahiptir; GST'nin tiimor
hiicrelerinde asir1 ekspresyonu, MDR'nin gelisimi ile uyumludur [15,16]. Birkag
klinik ¢alisma, yiiksek seviyelerde p53 birikiminin 5-FU bazli kemoterapiye direng



ile iligkili oldugunu gostermistir [17-19]. MAPK, CRC hiicrelerinde anti-apoptotik

stiregler ve kemo-direng gelisimi ile iligkilendirilmistir [20].

Kolorektal kanserde, ilk tercih edilen tedavi adjuvan kemoterapi veya kemoterapi
olmadan cerrahi eksizyonu olsa da [21], prognoz igin yeni biyobelirte¢lerin ve
terapOtik miidahale i¢in molekiiler hedeflerin tanimlanmasina kesinlikle ihtiyag
vardir. Kolorektal kanser baslangici ve ilerlemesi, kromozomal kararsizlik (CIN) ve
mikro uydu kararsizligt (MSI) [22] gibi mutasyonel yolaklarla baglantilidir ve
kolorektal karsinojenez, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozun [23]
homeostatik kontroliiniin ilerleyici kaybu ile iligkilidir. Transkripsiyon faktorleri, bu

hiicre siireglerinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.

1.1 Kolon Anatomisi

Kolon, ileogekal bileskeden aniise uzanan 1.5m uzunlugundaki kalin bagirsagin ii¢
ana bolimiinden (kolon, rektum ve anal kanal) biridir. Tiim kolon yaklasik 150 cm
uzunlugundadir ve kolon ascendens, kolon transversum, kolon descendens ve kolon
sigmoideum olmak iizere dort ana boliime ayrilmustir Sekil 1.1. Sag kolon; ¢ekum,
kolon ascendens, hepatik fleksura ve kolon transversum sag yarisindan olusur. Sol
kolon; kolon transversum sol yarisini, kolon descendens, splenik fleksuray: ve
sigmoidi igerir. Rektum, aniisten dnceki son anatomik segmenttir[24-26]. Kolonun
ana islevi, kolonik mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in uygun ortamin yaratilmasi,
disk1 igeriginin depolanmasi, kolon igeriginin uygun zamanda digar1 atilmasi ve

liimenden potasyum ve suyun emilmesidir[27].



Transeverse colon

> Splenic flexure

I‘. A - g
Hepatic flexure . - X/
S oy
’v' /_ ‘l k A , /-r‘\
’
i) B! I
o= 1
) '.-;..‘
< el
Ascending colon 11" 1 [ [}  Descending colon
",L',\'-‘;.‘- il ¥
.v 5 <~ -""
I — I |
pe N 5 T " ,y'\ J
Cecumn =~ W, o=l J
\ "' '-k,-‘ v
> i \'.; P nae @ Sigmoid colon
-~ LY (
Appendix BY .
“J == Rectumn

Sekil 1.1 Kolon anatomik boliimleri [24]

1.2 Kolon Kanseri

1.2.1 Kolon Kanserinde Epidemiyoloji

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) GLABACON 2020 verilerine gore
kolorektal kanserde her iki cinsiyet ve tiim yastaki kanser vakalarinda 10%; 9,4%
mortalite oranlariyla diinyada 3. sirada yer almaktadir. Diinyanin farkli bolgelerinde
(Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Latin Amerika, Afrika, Okyanusya), kolorektal
kanser insidans1 her iki cinsiyette 49,6%; mortalite 51,4% oranlar1 ile Asya bolgesi
tim bu bolgeler arasinda 1. siradadir [28]. Tiirkiye Bilesik Veri Tabani1 2017 veri
tabanina verilerine gore; kolorektal kanser kadinlarda 8,1% ve erkeklerde 9,8%
oranlari ile 3.sirada yer alarak diinya verileri ile paralellik gostermektedir. Tiirkiye de
en sik goriilen baz1 kanserlerin yas profiline gore dagilimlari; 0-14 yas grubunda 0%,
15-24 yas grubu erkeklerde 2,8%/kadinlarda tanimlanmamis, 25-49 yas grubunda
erkeklerde 11,7% oramiyla 1.sirada, kadinlarda 4,6 % ile 3.sirada; 50-69 yas
grubunda erkeklerde 10,1%, kadinlarda 8,5% ile erkek ve kadinlarda 3.sirada; 70 yas
tizeri grupta erkeklerde9,7% oraniyla 3.sirada, kadinlarda 11,9 % ile 2.sirada yer
almaktadir [29]. Kanser tarama programlariyla kanser 6ncesi poliplerin belirlenmesi

kanser insidansinin azalmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunmustur [30].



1.2.2 Kolon Kanserinde Etyoloji

Yas, kalitsal yatkinlik, kisinin adenomotus polip ge¢misi, infilamatuar ge¢misi gibi
degistirilemez risk faktorleri ve beslenme sekli, fiziksel aktivite ve obezite durumu,
sigara kullanimi, yiiksek alkol tiiketimi gibi c¢evresel faktorler kolerektal kanser

gelisiminde 6nemli rol oynar [31].

1.2.2.1 Yas

Kolorektal kanser tanist olasiligi 40 yasindan sonra artmaya baslar ve 50 yasindan
itibaren bu olasilik daha keskin bir sekilde artar[32].Kolorektal kanser vakalarinin
%90°1 50 yas ve tlizeri vakalarda goriliir [33]. 60 ile 79 yas aras1 kanser insidans1 40
yas altina gore daha 50 kat daha fazladir [34]. Ancak kolorektal kanser geng kisiler
arasida da artis gostermektedir [35,36].

1.2.2.2 Adenomotus

Kolorektumun neoplastik polipleri,t iibiiler ve villoz adenomlar kolorektal kanserin
oncii lezyonlaridir[37].Daha 6nce adenom geg¢misi olan bireylerde, hi¢ adenom
ge¢misi olmayan bireylere gore kolorektal kanser gelisim riskinin daha ytiksek
oldugu bulunmustur [38].Maling gelisim Oncesinde adenomu belirlenmesi ve
ortadan kaldirilmas1 kolorektal kanser riskini azaltabilir[39]. Adenomat6z polip veya
lokalize karsinomun c¢ikarilmasi gelecekte artan bir oranda kolon ve rektumda

metakron kanser gelisimi ile iliskilendirilmistir [38].

Inflamatuar bagirsak hastaligi, iilseratif kolit ve chron hastaligi olmak iizere iki
hastaligi tanimlamak igin kullanilir. Ulseratif kolit kolon ve rektum mukozasinda
infilamasyona sebep olurken; chron hastaligi bagirsak duvarinin kalinlagsmasi ve
agizdan baslaylp anilise kadar sindirim sisteminin herhangi bir boliimiinde
infilamasyonla sonuglanir[33]. inflamatuar bagirsak hastaliklari ile kanser riskinin 4

ila 20 kat arasinda bir artis iliskisi bulundugu tespit edilmistir[37].

1.2.2.3 Kalitilan genetik risk

Kolorektal kanserlerin %5-10 belirlenen kalitsal kosullar sonucudur[40]. En yaygin
kalitsal durumlar ailesel adenomotiz polipozis (FAP) ve Lyc sendromu olarak da

isimledirilen kalittimsal polip olmayan kolerektal kanser(HNPCC)dir. Kalitimsal



kolerektal kanserlerin bu tiirlerinden sorumlu genler tanimlanmistir. DNA  tamir
yolaginda gorev yapan MLH1 ve MSH2 genlerindeki mutasyon HNPCC ile
iliskilidir [41,42]. FAP ise timor siipressor gen olan APC ‘deki mutasyonlardan
kaynaklanir[43].

1.2.2.4 Beslenme alisgkanh

Diyet kolorektal kanser riskini giiclii bir sekilde etkiler ve gida aliskanliklarindaki
degisiklikler kanser yiikiinii % 70'e kadar diisebilir[44]. Ozellikle hayvansal yaglar
kolorektal kanser i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir[45]. Etiyolojik olarak yagin etkisi
yag1 degrede etme yetenegine sahip bakteri florasi safra tuzlarim1 potansiyel
karsinojenik N-nitroz bilesiklerine  doniisimii ile baglantilidir. Kolon kanseri,
rektum kanserine gore et tikketimi ile daha fazla iliskilendirilmistir [46]. Kirmizi etin
kolorektal kanser ile iligkisi kirmizi et icerigideki Fe’den kayaklanir[47].Bunlara ek
olarak yiiksek sicaklikta pisirilen bazi etler; heterosiklik amin ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin iiretimi ile sonuclanir ve her ikiside kanserojen Ozellige
sahiptir.Baz1 ¢calismalarda meyve ve sebze icerigi diisiik diet yapanlarin kolorektal

kanser riskinin daha yiiksek olabilecegi gosterilmistir[48].

1.2.2.5 Fiziksel aktivite

Fiziksel aktivite ve saglikli besleme,kolorektal kanseri riskini, rektum kanseri
riskine gore azalttigin1 gosteren kanitlar daha giigliidiir[49].

1.2.2.6 Sigara kullanim

Kolorektal kanser Oliimlerinin %12 sinden sigaranin sorumlu oldugunu gosteren
kanitlar vardir [50].Kolorektal kanserin gosterge lezyonlari olan ,adenomatdz

poliplerin hem olusumu hem de biiylimesi i¢in sigara kullanimi énemlidir[51].

1.2.2.7 Alkol Tiiketimi

Geng yasta alkol tiikketimi kolorektal kanserin baslamasinda bir faktordiir.Aset aldehit
gibi alkolin reaktif metaboliti karsinojen olabilir.Alkoliin varlig1 sigaranin neden
oldugu DNA’daki spesifik mutasyolar1 uyarabilir, DNA tamir mekanizmasinin dogru
calismamasina neden olur. Alkol ayrica iyi bir ¢oziicii olabilir diger karsinojenik

molekiillerin mukozal hiicrelere hizli penatrasyonuna da neden olur[52].
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1.2.3 Evreleme

Kolorektal kanser evrelemesinde 1936’dan beri Duke’s Smiflama, Astler Coller
Siniflama, TNM Siniflama olmak iizere ii¢ farkli evreleme sistemi kullanilmistir.
Gliniimlizde yaygin olarak kullanilan siniflama sistemi Amerika Birlesik Kanser
Komitesi (AJCC) tarfindan gelistirilen ve Uluslararasi Kanser Birligi (UICC)
tarafindan onaylanan TNM smiflamasidir [53]. Tiimor derinligi (biiytkliigii),lenf
nodu metastazi ve uzak organ metsatazinin degerlendirildigi bu evrelemede Ocak
2018'den itibaren gegerli olan en yeni AJCC sistemi [54] Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM siniflamasi[54]

AJCC | EVRE GRUPLAMASI | EVRE TANIMLAMASI*
EVRE
0 Tis Kanser en erken evresinde. Bu agama ayrica karsinoma in situ
NO veya intramukozal karsinom (Tis) olarak da bilinir. Kolon veya
rektumun i¢ tabakasinin (mukoza) Gtesine gegmemistir.
MO
| TlorT2 Kanser, muskularis mukozadan submukozaya (T1) bilytimiistiir
NO ve ayrica muskularis propriaya (T2) biylimiis olabilir.
Yakindaki lenf diigimlerine (NO) veya uzak bolgelere (MO)
MO yayilmamistir.
T3 Kanser, kolonun veya rektumun en dis katmanlarma dogru
A NO biliylimiistiir ancak bunlar1 gegmemistir (T3). Yakin organlara
ulasmamigtir. Yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak
MO bolgelere (MO) yayilmamistir.
T4a Kanser kolon veya rektumun duvarindan bilylimiistiir ancak
B NO yakindaki diger dokulara veya organlara yayilmamustir (T4a).
Yakin organlara ulagmamistir. Yakindaki lenf diigtimlerine
MO (NO) veya uzak bolgelere (MO0) yayilmamustir.




Cizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM siniflamasi devami

T4b Kanser kolon veya rektumun duvarmndan biliyimistir ve
c NO yakindaki diger doku veya organlara biyilimiis oralara
yapisiktir (T4b).Heniiz yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya
MO uzak bolgelere (M0) yayilmamusgtir.
TlorT2 Kanser, mukozadan submukozaya dogru biiytimiistiir.
N1/N1lc (T1) ve ayrica muskularis propriaya (T2) doniismiis olabilir. 1
MO ile 3 yakindaki lenf diiglimlerine (N1) veya lenf diigiimlerinin
yakiindaki yag alanlarmma yayildi, ancak diiglimlerin
kendilerine yayilmadi (Nlc). Uzak bolgelere yayilmamistir
1A
(MO).
T1 Kanser, mukozadan submukozaya (T1) biiyiimiistiir. 4 ile 6
N2a yakindaki lenf diigiimlerine (N2a) yayilmistir. Uzak bolgelere
yayilmamistir (MO).
MO
T3 or T4a Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarina (T3) veya
N1/Nic viseral periton (T4a) yoluyla biiyiimistiir, ancak yakindaki
organlara ulasmamigtir. Yakindaki 1 ila 3 lenf diigimiine (N1a
MO veya N1b) veya lenf diigiimlerinin yakinindaki yag alanlarina
yayildi, ancak diigiimlerin kendilerine yayilmadi (Nlc). Uzak
bolgelere yayilmamistir (MO).
B T20rT3 Kanser, muskularis propriaya (T2) veya kolon veya rektumun
N2a (T3) en dis katmanlarina dogru biiylimiistiir. 4 ila 6 yakindaki
lenf digimlerine (N2a) yayilmistir. Uzak bdlgelere
Mo yaytlmamistir (MO).
TlorT2 Kanser, mukozadan submukozaya (T1) biiylimistiir ve ayrica
N2b muskularis propriaya (T2) biiylimiis olabilir. 7 veya daha fazla
yakindaki lenf diiglimiine (N2b) yayilmustir. Uzak bolgelere
MO yaytlmamistir (MO).
T4a Kanser kolon veya rektumun duvarindan (visseral periton
Hic N2a dahil) biiytimiistiir ancak yakin organlara ulasmamustir (T4a). 4
ila 6 yakindaki lenf diigiimlerine (N2a) yayilmustir. Uzak
MO bolgelere yayilmamistir (MO).




Cizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM siniflamasi devami

T3 orT4a Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarina (T3) veya
N2b viseral periton (T4a) yoluyla biiylimistiir, ancak yakindaki
organlara ulagmamistir. 7 veya daha fazla yakindaki lenf
MO diigimiine (N2b) yayilmistir. Uzak bolgelere yayilmamistir
(MO).
nc
T4b Kanser kolon veya rektumun duvarindan biiylimistir ve
N1 or N2 yakindaki diger doku veya organlara bagh veya
biliylimiis(T4b). Yakindaki en az bir lenf diiglimiine veya lenf
MO diigiimlerinin (N1 veya N2) yakinindaki yag bolgelerine
yayilmistir. Uzak bolgelere yayilmamistir (MO).
Any T Kanser, kolon veya rektumun duvarindan biiyiimiis olabilir
Any N veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf diigiimleri tarafindan
VA i yakinlara yayilmig olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N).
1 uzak organa (karaciger veya akciger gibi) veya uzak lenf
diigiimlerine yayildi, ancak peritonun (karin boslugunun astar)
uzak kisimlarina yayilmadi (M1a).
Any T Kanser, kolon veya rektumun duvarindan biiyiimiis olabilir
Any N veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf diigiimleri tarafindan
IVB yakinlara yayilmig olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N).
M1b I'den fazla uzak organa (karaciger veya akciger gibi) veya
uzak lenf diiglimlerine yayildi, ancak peritonun (karin
boslugunun astar1) uzak kisimlarina yayilmadi (M1b).
Any T Kanser, kolon veya rektumun duvarindan biiyliimiis olabilir
Any N veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf diigiimleri tarafindan
e e yakinlara yayilmis olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N).
Peritonun uzak kisimlarina (karin  boslugunun astar)
yayilmistir ve uzak organlara veya lenf diiglimlerine yayilmis
olabilir veya olmayabilir (M1c).

*Asagidaki ek kategoriler yukaridaki tabloda listelenmemistir:

Tx: Bilgi eksikligi nedeniyle ana tiimor degerlendirilemiyor

To: Primer tiimor kanit1 yok.

Nx: Bilgi eksikliginden dolay1 bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor.
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| Tiimor Kolon
, Diger organlara

Sekil 1.2 TNM Evrelemesi

1.2.4 Tedavi

Kolorektal kanserin tedavi yonetimi oncelikle komsu lenf diigiimleri ile bagirsagin
rezeksiyonuna dayanir. Eszamanli radyoterapi olsun veya olmasin neoadjuvan veya
adjuvan kemoterapi ihtiyaci, tiimoriin konumuna ve hastaligin evresine baglidir.
Kolorektal kanserin erken evreleri, miimkiinse oncelikle cerrahi-laparoskopik
kolektomi ile tedavi edilir. Tan1 aninda bolgesel veya uzak metastazlar kesfedilirse,
cerrahi ve diger terapotik yontemlerin bir kombinasyonu endikedir. Kolorektal
kanser i¢in adjuvan tedavi, evre IV hastaligin ve evre III hastaligin kiiratif amagl
rezeksiyonlari i¢in endikedir[55]. Evre II hastalikta adjuvan tedavinin faydasi belirsiz
ve tartismalidir [56]. Yiiksek riskli hastalar bu tiir tedavi icin diisiiniilebilir. Ote
yandan, daha kotii prognozlu hastalar kemoterapi yerine palyatif bakimdan daha

fazla fayda gorebilirler [57]




1.3 Kolon Tiimoérlerinin Siniflandirilmasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO 2019) siniflamasina gore kolon kanserinin histolojik

acidan asagida verilen basliklar altinda incelenmektedir[58]

Iyi huylu epitelyal tiimérler ve nciileri

Serrated displazi, diisiik dereceli

e Serrated displazi, yiiksek dereceli

- Hiperplastik polip, mikrovezikiiler tip

- Hiperplastik polip, kadeh hiicresi

e Adenomatoz polip, diisiik dereceli displazi

e Adenomatoz polip, yiiksek dereceli displazi

-Tiibiiler adenom, diisiik derece

-Tiibiiler adenom, yiiksek dereceli

-Vill6z adenom, diisiik dereceli

-Vill6z adenom, yiiksek dereceli

-Tubulovill6z adenom, diisiik dereceli

-Tubulovill6z adenom, yiiksek derece -Gelismis adenom

e (Glandiiler intraepitelyal neoplazi, diisiik dereceli

¢ Glandiiler intraepitelyal neoplazi, yiiksek dereceli
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Malign epitelyal tiimorler

e Adenokarsinom,

-Adenom benzeri adenokarsinom

-Mikropapiller adenokarsinom

-Miisindz adenokarsinom

-Zay1f kohezyonlu karsinom

-Tasl yiiziik hiicreli karsinom

-Mediiller adenokarsinom

-Adenoskuamoz karsinom

-Karsinom, farklilasmamas,

-Sarkomatoid bilesenli karsinom

e Noroendokrin tiimor,

-No6roendokrin tiimor, derece 1

-Noroendokrin tiimor, derece2

-No6roendokrin timor, derece3

-L hiicreli timor

-Glukagon benzeri peptit ilireten timor

-PP /PYY lreten timor



-Enterokromatfin hiicreli karsinoid
-Serotonin iireten karsinoid

e Noroendokrin karsinom,
-Biiytik hiicreli néroendokrin karsinom
-Kii¢iik hiicreli néroendokrin karsinom

e Karisik néroendokrin - néroendokrin olmayan neoplazm

1.4 5-FU ve Etki Mekanizmasi

5-FU genis c¢apli antikanser ilaci olarak kullanilmaktadir.1957°den beri kolon
kanseri, meme kanseri, bag boyun kanserleri gibi bir¢ok kanserin tedavisinde 6nemli
rol oynamaktadir [59]. 5-FU, DNA ve RNA’daki pirimidin molekiillerine benzer bir
yapiya sahip bir heterosiklik aromatik organik bilesiktir [60] Sekil 1.3. 5-FU
niikleozit ile etkilesir , DNA ve RNA ‘ya dahil olur ve boylece sitotoksisite ve hiicre

oliimiine sebep olur [61,62].

FI\"" f\ -
"o 3 /J\O o ﬁ/g o
A Fluownourcil urneil

Sekil 1.3 5-Flourourasil Yapist

Gegen 50 yilda bir¢ok avantajina ragmen, ilag direncliliginden dolayr  klinik
uygulamalar sinirlandirilmigtir. Kolorektal kanserde tek basina uygulamalarda 5-
FU'nun igin genel yanit oran1 % 10-15’tir[63]. 5-FU ile diger anti-tiimér ilaglarin
kombinasyonunda yanit oranlar1 % 40-50’lerdedir [64].Bu nedenle terapi ve direncin
cevrilmesinde acil yeni stratejilere ihtiya¢ vardir. Tiimérlerin 5-FU’e direngli oldugu
mekanizmalarin anlasilmasi ve bu direncin tahmin edilmesi veya asilmasinda 6nemli
bir adimdir.
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5-FU, timidilat sentaz (TS) ile kararli bir kompleks olustururarak florodeoksiiiridin
monofosfata (FAUMP) doniistiiriiliir ve boylece deoksitimidin monofosfat (dTMP)
tiretimini inhibe eder. DNA replikasyonu ve onarimi ve i¢in dTMP gereklidir
,dTMP’nin tiilkenmesi sitotoksisiteye neden olur[65,66]. 5-FU’nun
dihidrofloroiirasil  (DHFU)’yaDihidropirimidin ~ dehidrogenaz (DPD) aracili
donilisimii normal ve timdrli hiicrelerde 5-FU katabolizmasinin hiz smirlayici
adimidir. Uygulanan 5-FU'nun% 80'ine kadar1 DPD olarak karaciger tarafindan
bozulur[67].

Arastirmalar 5-FU’nun antikanser  etkisini TS  inhibisyonu ile sagladigim
gosteriyor. TS, timidilat sentezini katalizleyen bir enzimdir ve protein sentezi ile
apoptotik siirecleri diizenler[68,69]. Sentezlenen timidilat DNA replikasyonu ve

tamirinin devamliligini saglar [70].

Kanser hiicrelerinin ilaca bagli apoptosise duyarliliginin arttirilmasi 5-FU i¢in 6nemli
bir strateji haline gelmistir. 5-FU kaspaz-6'y1 aktive ederek kanser hiicresinde
apoptozunu tetikleyebilir. RSV p53'den bagimsiz olarak yiiksek konsantrasyonda
sinerjik olarak 5-FU-aracili apoptozu tesvik eder [71]. 5-FU ayrica p53'e bagh
yolakta mitokondriyal ROS iiretir[72].

Anti-kanser ilag direnci, ila¢ akisinin degistirilmesi de dahil olmak iizere gesitli
nedenlerden kaynaklanabilir ve disa akimi, ilag inaktivasyonu ve ilag hedefinin
mutasyonu artirilmasi,yiiksek seviyedeki TS ekspresyonu[73], deoksiiiridin
trifosfataz aktivitesini arttirir[74], Bcl-2 [75], Bcl-XL [76], Mcl-1 proteini‘nin asir1

eksprese edilmesi 5U’ya kars1 direncin gelismesine sebep olur.

5-FU'ya karsi ila¢ direncinin baska bir mekanizmasi ise ROS ‘a adaptif hiicresel
yanittir. Akut oksidatif stres hiicrede apoptozu veya nekrozu tetikler, kalici oksidatif
stres genomik kararsizlig1r uyarir ve bu da tiimoriin ilerlemesi ve ilag direncinin
olusmasinda rol oynar. Calismalar oksidatif strese adpate olmus timor hiicreleri,
manganez siiperoksit dismutaz, Prx I ve Bcl-2’yi artirarak 5- FU’ya direng

gosterirler [77].
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1.5 Tla¢ Direnclilik Proteinleri

1.5.1 P glikoprotein (MDR 1, ABCB1)

Kromozom 7q21 iizerinde bulunan goklu ilag direnci 1 (MDR-1) geni tarafindan
kodlanan P-gp, 170 kDA’luk ATP baglayici protein siiper ailesinin bir {iyesidir[78].
Karaciger, bobrek, kolon, adrenal dahil olmak {izere normal insan dokularinin

plazma zar1, golgi zar1 ve hiicre i¢i kanalikiiliinde yaygin olarak eksprese edilir.

P-Glikoprotein, substratlarinin tasinmasinda ve/veya salgilanmasinda ve dokularin
fizyolojik olarak aktif maddelerden, sitotoksik ajanlardan ve ksenobiyotiklerden

korunmasinda islev goriir[79-81].

1.5.2 Coklu Ilac¢ Direncliligi Proteinleri (MRP,ABCC)

Coklu ilag direnci proteinleri (MRP), hiicre zarinda yer alan ABC {ist ailesine ait olan
13 proteinden olusan ABC alt ailesinin iiyeleridir ve bir¢ok kemoterapdtik ajanin
emilimini, dagilimmi ve atilimmi modiile eder ve hedef hiicreyi 6limden Korur.
MRP1’den MRP9’ a kadar ¢oklu ilag direngliligi ile iliskilidir [82,83]. MRP1-9°da

yapisalve fonksiyonel benzerlikler bulunmaktadir[84].

1.5.3 Coklu flac Direnglilik Proteini 1((MRP1,ABCC1)

190 k DA biiyiikligiinde olan MRP 1,16. Kromozom tarafindan kodlanmaktadir.
MRPI1' asir1 eksprese eden hiicreler, doksorubisin, vinkristin, etoposid, kampatesin
ve metotreksat dahil birgok antitimdr ajana direng gosterirken, MRP1, LTC4 ve GS-
prostaglandin A2 gibi GSH konjugatlarini, estradiol 17-D-glukuronid gibi glukuronid
konjugatlarini tasir[85,86].

1.5.4 Coklu flac¢ Direnclilik Proteini 2 (MRP 2, ABCC2)

MRP2 esas olarak, polarize hiicreler i¢eren karaciger ve bobreklerde eksprese edilir
[87] MRP2, apikal yiizeyde, agirlikli olarak hepatositlerin kanalikiiler membraninda

lokalizedir. Bu proteinin temel fizyolojik islevi, konjuge proteinleri tagimaktir.
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metabolitleri karacigerde safra kanalina girer. Bozulmus MRP2 ekspresyonu olan
sicanlar, bilirubin glukuronidin hepatobiliyer ekstriizyonunda kusurlar gosterir ve

Dubin-Johnson sendromu gelistirir [88].

1.5.5 Coklu ila¢ Direngclilik Proteini 3 (MRP 3,ABCC3)

MRP3'iin genel yapisal organizasyonu, MRP1 ve MRP2'ninkilere benzer, ancak
MRP3'lin substrat 6zgiilliigii, MRP1 ve MRP2'ninkilere tamamen benzer degildir.
MRP3, E217G, LTC4 ve GS-DNP'yi tasir. Ancak MRP1'den farkli olarak E217G'nin
MRP3 tarafindan tasinmasi GSH tarafindan uyarilmaz Benzer sekilde, etoposid
MRP3 tarafindan degistirilmemis bicimde tasimmiyor gibi goriinmektedir ve GSH
gerektirmemektedir bu da MRPI i¢in varsayimsal birlikte tasima mekanizmasinin

MRP3 i¢in gegerli olmadigini diisiindiiriir[89].

156 Coklu ila¢ Direnclilik Proteini 4 (MRP 4,ABCC4) ve Coklu ilag
Direnclilik Proteini 5 (MRP 5,ABCC5)

MRP4 ve MRP5'te MSDO alanlarinin bulunmamasindan dolay1 bu tasiyicilar, MRP1,
MRP2 ve MRP3'ten farkli substrat spesifiklikleri ve ila¢ diren¢ profilleri sergiler.
MRP4 ve MRPS5, glukuronid gibi organik anyonik bilesikleri ve E217G ve DHEAS
gibi steroidlerin siilfat konjugatlarin1 tasima yetenegine sahiptir. MRP4 ve MRP5
ayrica cAMP ve siklik GMP'nin (¢cGMP) 6nemli tasiyicilaridir [ 90-92].

1.5.7 Coklu ila¢ Direnclilik Proteini 6 (MRP 6, ABCC6) ve Coklu ilag
Direnglilik Proteini 7 (MRP 7, ABCC10)

MRP2 gibi, MRP6 da karaciger ve bobreklerde eksprese edilir [93]. Nakavt
teknolojisi ile kesilen MRP6'ya sahip hayvanlar, bag derisinde mineralizasyon

gelistirir, psddoksantoma elastikum sendromuna benzeyen bir fenotiptir [94].

MRP7'nin ekspresyonu her yerde bulunur, ancak hem yetiskin hem de fetal
dokularda pankreasta daha yiiksektir [94].Doksorubisin ile tedavi edilen MCF7
hiicrelerinde artan MRP7 ekspresyonu tespit edildi, bu da bunun antitiimor ajanlara

direngte rol oynayabilecegini diislindiirdii[95]. Belinsky et al. MRP6'nin LTC4 ve
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GS-DNP gibi GS-konjugatlarin1  tasidigini, ancak E217G gibi glukuronid
konjugatlarin1 tagimadigini goéstermis olmasi, MRP6'nin ayni zamanda bir GS-X
pompasi oldugunu diisiindiirmektedir [96]. GSH'nin bu tastyicilarin islevindeki

rolleri, diger MRP tastyicilarininki kadar 1yi tanimlanmamustir.

1.5.8 Coklu ila¢ Direnglilik Proteini 8 (MRP 8, ABCC 11) ve Coklu ilag
Direnglilik Proteini 9 (MRP 9, ABCC12)

MRP8 (ABCCI11) ve MRP9 (ABCC12), veritabani arastirmasi ile tanimlanan ve
tastyicilaridir [97] Her iki gen iiriinliniin tahmin edilen amino asit dizileri, MRP4 ve
MRPS'inkilere  yiiksek benzerlik gosterir.Fonksiyonel olarak ta niikleozid
analoglarina karsi diren¢ olugsmasindaki rolleri MRP-4 ve MRP-5 ile benzer 6zellik
gostermektedir [98].

1.6 Glutatyon- S transferazlar

Hiicredeki konumlarina bagli olarak, GST'ler sitoplazmik (A, P, M, S, T, Z2),
mitokondriyal (K) veya zara baglh (Eikosanoid ve Glutatyon metabolizmasinda
Membran iliskili Proteinler) olarak gruplandirilir[99]. Sitolazmik Glutatyon S-
transferazlar , amino asit dizilerine ve substrat spesifikligine gore alfa (A), kappa
(K), mu (M), omega (O), pi ( P), sigma (S), teta (T) ve zeta (Z) seklinde
siiflandirilmiglardir.[100] GST'ler, ¢cogu yasam formunda bulunan ve hiicresel
homeostazin siirdiiriilmesi i¢in hayati Onem tasiyan faz II detoksifikasyon
enzimleridir [101]. GST'ler, oncelikle indirgenmis glutatyon (GSH) ve sitokrom
P450 metabolizmast tarafindan iretilen reaktif elektrofillerin konjugasyon
reaksiyonunu katalize ederek, GSH konjugatlarini1 olusturmak tizere sitoprotektif bir
rol oynar [102]. Detoksifikasyon rollerine ek olarak, GST'ler hiicre sinyalizasyonu,
translasyon sonrasi modifikasyon ve kemoterapotik ajanlara direncteki islevleriyle
bilinir [103]. Ornegin, GST'lerin pi ve mu simiflar1, c-Jun N-terminal kinaz 1 (JNK1)
ve apoptoz sinyal diizenleyici kinaz ile dogrudan etkilesimler yoluyla hiicre hayatta
kalmasini ve hiicre 6liimii sinyallerini yoneten mitojenle aktive olan protein (MAP)
kinaz yolunu diizenler. (ASK1) [104]. Ek olarak, GST'ler, translasyon sonrasi

modifikasyonlar1 i¢in bir dizi hiicre i¢i protein ile kompleksler olusturur [105].
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Kristalografik calismalar, katalitik GST'lerin benzer iiglinciil yapilar sergiledigini ve
memelilerde homodimerler olarak var olduklarini ortaya koymustur [106]; bununla
birlikte, bitkilerde birkag sitozolik GST'nin heterodimerleri tanimlanmistir [107]. Su
anda, GST proteinlerinin enzimatik olarak aktif monomerleri bilinmemektedir [108].
Daha sonraki yapisal analizler, tiim temel GST ailesinin iiyeler, iki alandan olusan
bir temel protein katina sahiptir: N-terminal alan1 ve C-terminal alani. GST N-
terminal alan1 kivrimi, glutatyon peroksidazlar ve glutaredoksinler gibi diger
hiicresel homeostaz ve detoksifikasyon proteinlerine benzer. GST proteinlerinin
sekans ve yapi benzerliginin global karakterizasyonu iki ana alt grup gosterir: (1)
GSH'yi aktive etmek igin tirozin kullanan tirozin tipi GST'ler (Y-GST'ler); ve (2)
GSH ile etkilesime girmek i¢in serin (veya GST Omega (GSTO) durumunda sistein
kullanan) S/C-GST'ler [109] Bununla birlikte, GST'lerin C-terminal alani, protein
yapisinin diger tigte ikisini olusturur ve benzersiz bir all-a-sarmal alanindan olusur
[110]. Hidrofobik substratlar, H-bolgesi olarak bilinen N- ve C-terminal alanlar
arasindaki bir yariga baglanir. G-yerinden farkli olarak, H-bolgesi, siniflar arasinda
sekil ve kimyasal yap1 bakimindan olduk¢a degiskendir [111] H bolgesi yapisindaki
bu degiskenlik, ¢esitli GST izozimlerinin substrat segiciligini belirler [112].

1.6.1 Glutatyon S-Transferaz Alfa

GST Alfa (GSTA), karaciger, bobrekler, adrenal bezler, bagirsak ve testislerde
yiiksek ekspresyonu ile akciger de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli diger dokularda orta-
diisiik seviyelerde eksprese edilir . GST Alpha sinifi genler, kromozom 6'ya eslenmis
bir kiimede bulunur ve bes farkli izoform icerir: GSTAI, GSTA2, GSTA3
(ekspresyon nadirdir), GSTA4 ve GSTAS, ancak GSTAS'in higbir zaman
fonksiyonel bir gen olarak dogrulanmamistir [113]. GSTA izoformlarindan GSTA4
proteini, uzunluk olarak aymidir ve insan GSTALl ve GSTA2 ile %54 sekans
Ozdesligini paylasir. Faz Il detoksifikasyon enzimi olmasinin yani sira, insan Alfa
siif genlerinin karacigerde bilirubin ve hemi metabolize ettigi bilinmektedir. GSTA
enzimleri ayrica oksidanlarin ve lipid peroksidasyon firiinlerinin detoksifikasyonu
yoluyla hiicrelerin ve dokularin korunmasina yardimei olan GPX aktivitesi sergiler.
GSTA enzimlerinin,glutatyon bagimli steroid izomeraz aktivitesine de (ozellikle
GSTA3) [113,114] sahip oldugu ve polisiklik aromatik hidrokarbonlara, epoksitlere

ve lipid peroksidasyonunun alkenil iriinlerine (4-hidroksi-inonenal), O6zellikle
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GSTAA4'c kars aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. [115]. Alfa sinifi GST'lerde tek
niikleotid polimorfizmlerin neden olsugu ozelliklerin, ¢evresel bir bileseni olan
hastaliklara (kanser, astim ve kardiyovaskiiler hastalik gibi) duyarlilikta rol

oynadigimi gostermektedir[116].

1.6.2 Glutatyon S-Transferaz Pi

GSTP smifinin sadece bir izoformunun, kromozom 11'de yer alan GSTP1l’in
insanlarda eksprese edildigi bilinmektedir [117-119]. GSTP1, ana ekspresyonu kalp,
akciger ve beyinde olmak iizere en yaygin olarak karaciger disinda eksprese edilen
GST'dir. GSTP, akcigerde CDNB'ye yonelik GST aktivitesinin %90'1ndan fazlasini
olusturur ve kalan aktivite GSTM1 ve GSTTl1'e atfedilir [120]. Ek olarak, GSTP
substrata bagimli olmayan bir sekilde dogrudan protein-protein etkilesimi ile JNK'ye
baglanabilir, boylece kinaz aktivitesini inhibe eder ve hiicreleri (H202 ile
indiiklenen) hiicre O6liimiine karsi korur [121,122]. GSTP'in bir baska ligand
baglanma ortagi, sirayla p38 ve JNK'yi [123] aktive eden ve GSTP baglanmasi
tarafindan inhibe edilen TNF-a kaynakli sinyallemenin bir iiyesi olan tiimér nekroz
faktorii reseptorii ile iligkili faktor 2'dir (TRAF2). Ayrica GSTP'nin ileri PSSG
reaksiyonunu katalize ettigi bilinmektedir [124].

1.6.3 Glutatyon S-Transferaz Mu

GST Mu (GSTM) sinifinin, GSTM1 ila GSTMS5 olmak iizere, kromozom 1 iizerinde
bulunan ve farkli organlarda(karaciger, akcigerler, kas, bobrek ve beyin dahil olmak
tizere) ¢ogu dokuda yiiksek oranda eksprese edilen bes izoformu
mevcuttur[125,126]. STM, CDNB kullanir ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
aromatik aminler gibi kanserojen bilesiklerin ve benzon(a)piren, stiren-7,8-0ksit ve
trans-stilben oksit gibi diger organik bilesiklerin detoksifikasyonuna katilir [127].
GSTML1'in, bir protein olan c-Jun N-terminal kinaz1 (JNK) aktive eden bir MAPK
kinaz kinazi (MAPKKK) olan apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASKI1)
aktivitesini [128] bagladig: (substrata bagimli olmayan) ve bastirdigi gosterilmistir.
stres yanitlarinda ve pro apoptotik sinyallesmede ve sitokin ve stres kaynakli

apoptozu diizenleyen p38 yollarinda 6nemlidir.
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1.6.4 Glutatyon S-Transferaz Omega

GSTO esas olarak karacigerde, Ozellikle makrofajlarda, glialde ve endokrin
hiicrelerin yani sira 6rnegin bobrek, akciger ve safra kesesi gibi diger dokularda
bulunur [129]. GSTO sinifinin iki izoformu vardir, GSTO1 ve GSTO2, kromozom
10'da yer alir [130] ve figilincii bir dizi, kromozom 3'te tanimlanan GSTO3p, ters
kopyalanmis bir psddojen gibi goriinmektedir [129]. GSTO1 ve GSTO2, %64 dizi
homolojisi sergileyen iki homo-dimerik proteindir [131]. GSTO?2 testis, karaciger,
bobrek ve iskelet kasinda giiclii bir sekilde eksprese edilirken GSTO1 kalpte,
gastrointestinal dokularda ve akcigerde orta derecede eksprese edilir [129]. Omega
sinifi, ana deglutationilasyon enzimleri olan GLRX'lerin iigiinciil yapisina benzeyen
benzersiz bir 19 kalint1 N-terminali i¢erdiginden, diger 6karyotik GST'lerden yapisal

ve islevsel olarak farklidir.

GSTO enzimleri, CDNB gibi yaygin GST substratlarina kars1 zayif aktiviteye
sahiptir. GSTO enzimleri, hiicresel redoks homeostazinda ve ayrica ER'de enzimatik
olarak modiile edici ryano-din reseptorleri, kalsiyum kanallar1 gibi islevler sergiler
[132]. GSTOLI, spesifik kosullara bagli olarak hem ileri reaksiyonun katalizorii hem
de deglutationilasyon enzimi olarak islev gordigi icin S-glutationilasyon
dongiisiinde 6nemli bir rol oynar [133]. GSTO1 orijinal olarak ubiquitin ligaz, p28
olarak tanimlandi ve anti-kanser ilag direnci ile iligkilendirildi [134]. Ek olarak,
GSTO1'in, muhtemelen ERK1 / 2, AKT ve JNK'ye baglanmasi ve (de)fosforilasyonu
nedeniyle, sagkalimi aktive ederek ve apoptotik sinyal yollarini inhibe ederek hiicre

sagkalimini etkiledigi 6ne stirtilmiistiir [135].

1.6.5 Glutatyon S-Transferaz Teta

GST Theta (GSTT) agirlikli olarak karacigerde (hepatositler) bulunur ve ayrica
bobrekte (bobrek proksimal tiibiil hiicreleri), gastrointestinal sistemde ve akcigerde
eksprese edilir [136-138]. Theta sinifi, her ikisi de kromozom 22'de bulunan GSTT]1
ve GSTT2 izoformlarini igerir [139,140]. GSTT1 ve GSTT2, %55 amino asit sekans
Ozdesligini  paylasir.  GSTT1, ilaglarm  ve  kimyasallarn  faz  1I
biyotransformasyonunda onemlidir ve peroksitlenmis lipidler gibi oksidatif stres
sirasinda lretilen substrat ara triinlerinin detoksifikasyonunda yer alir[141]. GSTT

ayrica etilen oksit gibi dumandan tiiretilen kii¢iik hidrokarbonlarin yani sira epoksi
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biitanlar ve metil bromiiriin detoksifikasyonuna katilir [142,143]. GST'lerin Mu
smifina benzer sekilde, GSTT1'in bos bir aleli mevcuttur, yaklasik 54 kb'lik bir silme
icerir ve enzimatik aktivite kaybina neden olur [144-146]. Bu alel i¢in homozigot
olan bireyler, silme islemi olast kanserojenlerin detoksifikasyon kapasitesinin
azalmasiyla sonuglandigindan, maligniteler (bas, boyun, agiz boslugu) i¢in yiiksek

risk olusturmaktadir [147].

1.6.6 Glutatyon S-Transferaz Zeta

GST Zeta (GSTZ), pankreasin yani sira karaciger, mide ve testis de dahil olmak
tizere ¢ok ¢esitli endokrin dokularda bulunur ve GST'nin bilinen ana islevleri ve
etkilesimlerine sahiptir [148,149]. Gen yaklasik 10.9 kb'lik bir alana yayilir, 9
ekzondan olusur ve 14. kromozomda bulunur [150]. Detoksifikasyondaki roliiniin
yam sira GSTZ, tirozin katabolizmasinda da rol oynar. Ozellikle GSTZ,
maleilasetoasetatin fumarilasetoasetata cis-trans izomerizasyonunu katalize eder, bu
nedenle GSTZ ayrica maleilasetoasetat izomeraz (MAAI) olarak da tanimlanmistir
[151]. Ilging bir sekilde, GSTZ1, GSTOl'e en yakin dizi benzerligini gdsterir.
Bununla birlikte, GSTZ, GSH gerektiren ancak tiiketmeyen bir reaksiyonda
dikloroasetik asidin glioksilata doniistiiriilmesi de dahil olmak {izere ara
metabolizmadaki siiregleri katalize ederek p-oksidasyonda rol oynayan GST
ailesindeki tek enzimdir [152,153].

1.6.7 Glutatyon S-Transferaz Sigma

Sigma smifi GST'ler, dogada yaygin olarak dagilmistir ve sitozolik GST ailesine
aittir. GST smiflarinin filogenetik analizi, sigma sinifinin en uygun sekilde alfa, mu
ve pi ile gruplandirildigini gosterir [154].Memelilerde, 4. kromozomda lokalize
olmus GST S1 geninden eksprese edilen GSTS1-1 tek bir izozimden olusmaktadir
[155]. Kalp, bobrek, mide, akciger, beyin, testis gibi bir ¢ok organda farkli oranlarda
eksprese edilmektedir [156].Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerin
inaktivasyonunu  saglarken ve prostaglandinlerin  sentezlenme  siirecinde

prostaglandin sentetaz aktivitesi gosterir[157].
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1.7 Apoptotik Proteinler ve Kolon Kanseri

171 p53

p53, timor baskilayict roliiyle iyi bilinen bir gendir ve insan kanserinin tiim
formlarinda en ¢ok mutasyona ugramis genlerden biridir. p53 DNA hasar1 stres
yanitinin aktivasyonu, DNA onarimini indiikler ve onkojenik mutasyonu 6nlemek
icin hiicre dongiisiinii diizenler[158]. Genetik biitiinliigli degistirirken apoptoz ve
hiicresel kontrol noktalarinin kaybina neden olan kolon kanserinde p53 sinyalinin
degismesi, sonugta maligniteye yol acgar. K-ras, p53 ve APC gibi kanserle iliskili
genlerdeki mutasyonlarin birikmesi, normal epitelden adenomatéze ve kolorektal

kansere gecisi baslatir [159].

1.7.2 Dbcl-2

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apoptozu
diizenlemede en Onemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL
apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspaslarin oncili formlarin1 durdurarak ya da
kaspas akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktor (AIF)
ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini
engelleyerek  gerceklestirir. Bax ya da Bak gibi proaoptotik iiyeler
heterodimerizasyon yoluyla kaspas serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin
gecis porlariin agikligini degistirerek sitokrom C’yi serbestlestirir. Dolayisiyla
kaspas aktivasyonuna yol acar[160]. Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu
heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine baghdir.
Bcl-2 salgilanmasi sonucu Bcl-2 homodimerleri sekillenir. Boylece apoptoz inhibe
edilir [161].

1.7.3 p38

p38, hiicresel stres ve sitokinlere duyarli oldugu igin stres aktiveli olarak bilinen
mitojenle aktive olmus bir protein kinazdir (MAPK). Ancak, p38'in fizyolojik olarak
daha genis islevleri vardir.p38 ¢esitli sinyal yolaklarinda terminal kinaz olarak ikili
fosforilasyon ile aktive edilir[162,163]. p38 son zamanlarda bir tiimor baskilayict

olarak dikkat ¢ekmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda aktif p 38’in kemoterapiye cevabi
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degerlendirilmistir. Sonuglar ¢esitli kemoterapdtik ajanlarin p38 bagimli apoptozu

uyardig1 gostermistir[164].

1.7.4 Kaspaz-3

Apoptoz, bir proteolitik kaspaz kaskadinin aktivasyonuna bagli olarak
programlanmis hiicre 6liimii siirecidir ve ve doku homeostazinda, hiicre gelisiminde,
yarali veya enfekte hiicrelerin ¢ikarilmasinda ve hastalik patogenezinde ¢ok dnemli
bir rol oynar[165]. Apoptozun kritik aracisi olarak kabul edilen kaspaz-3, apoptotik
sliregte hiicre iginde; hem dissal hem de igsel yollarla aktive olur[166]. Apoptotik
akista kaspaz-3'lin 6nemli roliinden dolay1 , kaspaz 3 eksikligi apoptozu bozarak
karsinogenez ile sonuglanabilir. Bunun iizerine, apoptoz indiikleyici bir ajan olarak
kaspaz-3'in asir1 ekspresyonu klinik 6neme sahiptir.Simdiye kadar tanimlanmis
toplam 14 memeli kaspazi vardir ve bunlardan 12 tanesi insan kaynakli olarak
bildirilmistir (yani kaspazlar 1-10, 12 ve 14) [167].Insan kaspazlar, dizi
benzerliklerine ve biyolojik islevlerine gore, iki ana gruba ayrilir; (I)apoptotik
kaspazlar ve (II) inflamatuar kaspazlar. Apoptotik kaspazlar, baslatici kaspazlar
(kaspaz-8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak siniflandirilir.
Efektor kaspaz-3 baslangigta olgunlasmamis bir zimojen (procaspaz) olarak
sentezlenir. Prokaspaz-3, kararsiz bir dimerdir; her monomer, kisa bir N-terminal 6n
etki alanindan (<30 amino asit uzunlugunda), biiyiik bir alt birimden ve bir alt birim
arasi baglayici ile birbirine baglanan kiigiik bir alt birimden olusur[168,169] Kaspaz-
3 fonksiyonel formunda (yani tetramerik yap1) iki 6zdes aktif bolgeye sahiptir. Her
aktif bolge, kisa aspartat-glutamat-valin-aspartat (D-E-V-D) tetrapeptid motiflerinde
aspartat kalmtisindan sonra bolgedeki substratlar1 spesifik olarak parcalayabilen,
korunmus bir katalitik histidin-sistein motifi igerir[170]. Kaspaz arastirmalarindaki
son gelismeler, kaspaz-3'iin sadece apoptotik akista degil, aynt zamanda doku
farklilagmasi, doku rejenerasyonu ve ndral gelisim gibi apoptotik olmayan siireglerde

de 6nemli bir enzim oldugunu gdstermektedir.

1.8 Ki-67 ve Kolon Kanseri

Ki67, hiicre dongiisiiniin G1'den M-fazina kadar ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilen

bir niikleer antijendir [171]. Insanlarda Ki-67, MKI67 geni tarafindan kodlanir. Ki-
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67, birka¢ korunmus fonksiyonel bdlge icermesine ragmen , bu bolgelerin disindaki
birincil dizi korunumu disiiktiir[172]. Ki-67’nin, farkli izoformlara sahip olmasi
hiicre proliferasyonunu  ve hiicre dongiisii ilerlemesini  farkli  sekilde
etkileyebilecegini gostermektedir[173]. Birgcok ¢alisma, Ki67'nin gastrointestinal
stromal tiimorler, gastrointestinal néroendokrin tiimorler ve prostat ve meme kanseri
dahil ¢ok ¢esitli insan malignitelerinde 6ngoriicii bir rolii oldugunu gostermistir[174-
178].Ki67 ekspresyonunun immiinohistokimya ile 6l¢iilmesi,Ki67 etiketleme indeksi
olarak bilinen, bir tiimoriin bilylime fraksiyonunu tahmin etmek i¢in klinik patolojide
rutin bir uygulama haline gelmistir[179]. Bir ¢ok tiimor grubunda yiiksek Ki 67
degeri kotii prognozla iliskilendirilmistir[180].Ki67'nin  kolorektal kanserde

kullanilmast kismen ¢eligkili sonuglar gostermistir[181-183].

1.9 SOX-9 ve Kolon Kanseri

SRY ile ilgili Yiiksek Hareketlilik Grubu (HMG)-kutusu (SOX) transkripsiyon
faktorleri, kardiyovaskiiler sistem ve lenfatik kanallarin gelisimi dahil olmak {izere
potansiyel ve hayati fizyolojik rollere sahiptir[184]. SOX transkripsiyon faktorlerinin
ilk izolasyonu ve tanimlanmasi 1990'da yapildi ve SOX ailesinin iiyelerinin, cinsiyet
belirleyici bolge Y (SRY) ile iliskili olan Yiiksek Hareketlilik Grubu (HMG)-kutu
protein alani olarak bilinen ortak bir &zelligi paylastigi bulundu. [185] HMG alani,
79 amino asit iceren 6zel bir bdlgedir ve belirli bir grubun iiyeleri, SRY ile ilgili
olarak bu bolgede %50 homoloji gosterir. SOX iiyeleri transkripsiyon faktorleri
olarak kabul edilir ve ekspresyonlari embriyo olusumu, hastalik gelisimi ve timor
olusumu sirasinda gesitli dokularda meydana gelir[186,187]. HMG alani, diziye 6zgii
sekilde SOX transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanmasindan sorumludur[188].Bu
baglanma, DNA minor olugu ile etkilesime girebilen L seklinde bir alan iireten HMG
alanlarindaki ii¢ alfa heliks araciligiyla gerceklesir. DNA dizi motifi ATTGTT esas
olarak SOX transkripsiyon faktorlerinden etkilenir [189]. SOX iiyelerinin HMG alan1
yoluyla DNA ile etkilesimi, DNA'da konformasyonel degisikliklere yol agar, onu
biikker ve SOX iyelerini etkinlestirir[190]. SOX transkripsiyon faktorlerinin rolii
daha karmasiktir, ciinkii bu iiyeler, oOncii faktorler olarak rollerini gosteren,
niikleozomlarda bulunan 6nceden biikiilmiis DNA ile etkilesime girebilir [191].SOX

transkripsiyon faktorleri, dokuya 6zgli ve baglama 6zgii bir sekilde iglev goriir ve
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kanser biyolojisine yonelik bilgimizi karmasiklastirir [192,193]. SOX transkripsiyon
faktorlerinin progresyonu ve terapétik yanmiti diizenledigi bildirilmistir [194,195].
Son zamanlarda, kanserde SOX transkripsiyon faktorlerinin roliine g¢ok dikkat
cekilmistir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastazi; kemoterapi dahil olmak
tizere kanser hiicrelerinin terapi yaniti, SOX transkripsiyon faktorleri tarafindan siki
bir sekilde diizenlendigi belirtilmistir. [196]. Artan kanitlar, SOX9'un bagirsaktaki
islevinin desifre edilmesinin, SOX9'un doza bagl bir etkisini hesaba katmasi
gerektigini gostermektedir. SOX9'un bagirsak epitelinde bir tiimdr baskilayict mi
yoksa bir onkogen gibi mi davrandigina dair tekrarlayan tartigmalar s6z konusudur
ve bu durum SOX 9’un bagirsaktaki biyolojik islevi ve kolorektal kanserdeki rolii
hakkindaki birikmis bilgilerin bir glincellemesi gerekliligini ortaya koymustur[197].

1.10 E-Kadherin ve Kolon Kanseri

Hiicre-hiicre adezyon kompleksleri doku biitiinliigli ve organ fonksiyonu ig¢in
vazgecilmezdir; ancak bunlarin bozulmasi, iltihaplanma ve kanser dahil olmak iizere
cok sayida hastaliga yol agabilir. Adherens Kavsagi (AJ), aktin ve mikrotiibiil hiicre
iskeletine yakin baglanmasi yoluyla doku biitiinliigiinii ve mimarisini korumak i¢in
anahtar olan biiyliik bir hiicre-hiicre yapisma yapisidir [198]. AJ'lerin temel
bilesenleri, katenin protein ailesinin iyeleri, p120 katenin (p120), a-katenin vep -
katenin yani sira, epitelyal kaderin (E-cadherin), noral kaderin (N-cadherin),
plasental kaderin (P-cadherin) gibi ve klasik kaderin siiper ailesinin tyeleridir.
Kadherin siiper ailesi, klasik, dezmozomal, protocadherinler ve konvansiyonel
olmayan kaderin tiplerini igerir[199]. Klasik tip I cadherin olan E-cadherin ailenin
epitel dokularindaki baskin iiyesidir ve CDHI1 geni tarafindan kodlanir. Klasik
memeli kaderinleri, EC1'den EC5'e uzanan ve kalsiyum baglama bolgeleri olan bes
hiicre dis1 alana sahiptir. Bu bdlgelerin her biri, tic Ca2+ molekiiliine baglanabilen,
bdylece hiicre dis1 alanlar arasindaki etkilesimleri gili¢lendiren negatif yiiklii motifler
icerir [200]. Kolon epitelinin hizli yenileme kapasitesi ve devri, plastisite ve
homeostaziyi siirdiirme yetenegi saglamasina ragmen, kolonu mutajeneze ve
potansiyel olarak tiimorigeneze duyarli hale getirir[201]. E-kadherinin durumu,
Wnt/B-katenin sinyalizasyonu baglaminda CRC'de kapsamli bir sekilde incelenmistir

clinkii bu yolun diizensizligi kolonda tiimdrigenezin baskin bir itici giicii olarak
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karsimiza ¢ikmaktadir [202-203]. Genel olarak, E-cadherin bu baglamda agirlikli
olarak tiimér baskilayici bir role sahiptir. Ornegin, E-cadherin,p -katenin'i ¢ekirdege
gitmesine izin vermek yerine hiicre-hiicre temas alanlarinda tutarak -katenin aktive
edici mutasyonlar tarafindan desteklenen pro-tiimorijenik doniisiimii baskilar [204-
205]. Ancak, kolon tiimdrijenezindeki rolii ile ilgili olarak E-cadherinin diger
islevleri son zamanlarda ortaya ¢ikmustir. Ilging bir sekilde, bu ¢alismalarin ¢cogu -
katenin salinimi yoluyla cekirdekte dolayli olarak degil, dogrudan Al'ler tarafindan
yonlendirilen sinyallesmeye isaret etmektedir.Bu sinyali diizenleyen bir etkilesim,
kaderin komplekslerinin EGFR ve Src ile karsilikli etkilesiminden kaynaklanir. Src,
kolon tiimédrlerinde asir1 eksprese edilen ve/veya aktive edilen onkojenik reseptor
olmayan bir tirozin kinazdir ve kolon tiimorijenezindeki ana itici giliglerden biridir
[206-208]. E-kadherin, bir¢ok kanserde asagi regiilasyonu veya kaybi nedeniyle CRC
i¢in ek bir biyobelirteg olarak dnerilmistir [209].

1.11 Calismanin Amaci

DLD-1 kolon kanseri hiicre hattinda 5-FU tedavisi 6ncesi ve sonrast 5-FU'nun GST
izozimlerinin, ilag¢ direnglilik ve apoptotik proteinler ile iliskisini belirlemektir.
Ayrica hastane arsiv kolon kanser dokularinda molekiiler belirteglerinin (bcl-
2,caspase-3,p 53ve p 38, Ki 67, SOX9, E caderi) ekspresyonlarinin kolon kanserinde

prognostik iliskisi arastirilmistir.
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Malzemeler

2.1.1 Kullamlan Laboratuvar Cihaz ve Malzemeleri
e Etiiv (Binder ED53)
e Tam otomatik rotary mikrotom (Leica RM2255)
e Vorteks (Heidolph- MRHei)
e Ultra distile su sistemi (Elga Purelab Optia)
e [siticili manyetik karistirici (IKA C-Mag H58)
e Ocak (Argelik 021)
e Buzdolab1 (Beko-9621)
e Diidiiklii tencere (Hisar)
e Boyama tablasi (Biogen)
e Mikrotom bigagi (Shandon MB35)
e Lamel (24x50 Isolab)
e Poly-L-lysin kapli lamlar (Thermo)
e Otomatik pipet seti (CAPP)
e Isik mikroskobu (Zeiss-Primostar)
e -80°C Derin Dondurucu (GFL6485)
e iBlot 2 Dry Blotting System (invitrogen)
e XCell II Blot Module(invitrogen)

e Meziir, Beher, Erlenmayer, balon joje
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2.2 Materyal ve Yontem

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Insan DLD-1 hiicre ¢izgisi, American Type Culture Collection'dan elde edildi.
Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS) ile desteklenmis RPMI 1640 ortaminda
kiiltiirlendi ve her 2 giinde bir ortam degisiklikleri ile %95 hava ve %5 CO2 iceren
nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edildi.

2.2.2 Kimyasal Reaktifler ve Antikorlar

5-FU, DEVA'dan elde edildi. MDR-1,MRP-1,2,3,6,7,GSTZ1,GSTO1 ve p38
antikorlar1 Bioss'tan satin alindi. Boster'dan p53, GSTP1, bcl-2 ve kaspaz-3, Santa
Cruz'dan GSTS1 ve GSTAI antikorlari, GSTM1, GSTK1 ve Cell Signaling'den f-
aktin antikorlari, ProteinTech'ten GSTT1 antikorlar1 temin edildi.

2.2.3 Sitotoksisite icin WST Testi

Hiicre canliligy, Cift¢i ve digerleri [210], 2013'te tarif edildigi gibi WST-1 tahlili ile
belirlendi. Hiicreler, tedaviden 24 saat 6nce 48 oyuklu plakalarda kiiltiirlendi. DLD-1
hiicreleri, 5-FU'nun (5 pg/ mL, 2.5 pg/ mL, 1.25 pg/ mL, 0.625 pg/mL) dort farkh

konsantrasyonunda inkiibe edildi.

Her kuyucuga WST-1 reaktifi (10 pL) eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Plakalar
hemen bir ELISA Mikroplaka Okuyucusunda (BioTek, ABD) 440 nm ve 630 nm

referans dalga boylarinda okundu.

2.2.4 Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Analizi

Hoechst 33342 ve Propidium iodide (PI) iceren Double Staining Detection Kit
(Serva, ISRAIL), kiiltiirde apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tanimlanmasi igin
kullanildi. DLD-1 hiicreleri (10x103 hiicre/kuyu), 48 oyuklu plakalarda, %5 CO2 ile
nemlendirilmis atmosferde 37°C'de %10 fetal buzagi serumu ve %] penisilin-
streptomisin ile desteklenmis RPMI 1640 ile DMEM iginde biiyiitiildii. DLD-1
hiicreleri, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda 5-FU’e (0.625-5 ug/ mL) ile
islendi. Kontrol grubu sadece hiicre ortami ile tedavi edildi. Inkiibasyon periyodu

sonunda apoptotik hiicreler ve FITCH (480-520 nm), nekrotik hiicreler floresan
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mikroskobunda (Fluorescence Inverted Microscope, Leica DMI600, Almanya) DAPI

filtresi kullanilarak degerlendirildi.

2.2.5 Immiinsitokimya

DLD-1 kolon kanseri hiicreleri, 6 kez her iki giinde bir 2.5 ug mL-1'lik bir 5-FU
dozu uygulandi. Hiicreler tripsin ile uzaklastirildi ve sitospin ile hazirliklar
tamamlandi. MDR-1, MRP1,2,3,6-7 ilag direng proteinleri, GST izozimleri (GSTAI,
GSTP1, GSTM1, GSTT1, GSTOl1, GSTZ1, GSTK1l, GSTS1) ve apoptotik
proteinler(p38,p53,Bcl-2,kaspaz- 3) ifadeler, Kogdogan ve digerleri, 2020 tarafindan
tarif edildigi gibi immiinositokimyasal boyama ile belirlendi. Antikor su sekilde
seyreltildi: GSTA1,1:50; MDR-1 veGSTT1 1:100; s53, 1:200; Bcl-2 ve GSTM1
1:250; GSTS1 ve GSTOl1 1:300; MRP1,2,3,6-7, GSTK1,GSTZ1 ve
p38,1:500;GSTP1 ve kaspaz-3 1:1000). Patolog esliginde; intensitilerine; (0): negatif
(protein ifadesi yok), (1+) :hafif siddette protein ifadesi, (2+): orta siddette protein
ifadesi, (3+) : siddetli boyanma ifadesi seklinde degerlendirildi. Test edilen
proteinlerin immiinositokimyasal ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin radar

grafikleri, lisansl yazilim SigmaPlot13.0 tarafindan hazirlandi.
2.2.5.1 immiinsitokimya Prosediirii
e %701k alkol (1dk.)
e dH20 (1dk.)
e H202 blokaji(15dk.)
e (Cesme suyu(2-3dk)
e PBS buffer(15dk)
e Protein Blocking Soliisyonu(10 dk)
e Asagida belirtilen diliisyonlarda antikor uygulamasi (1 saat)

e PBS buffer’la 3 kere yikama (aralarda)

28



e Sekonder antikor (10dk)

e Streptavidin-peroksidaz kompleksi

e PBS buffer’la 3 kere yikama

e DAB (10dk.)

e dH20(1dk.)

e Hematoksilen(2dk.)

e (Cesme suyu, dH20 ve lam kapatilir.
2.2.6 Immiinhistokimya

2.2.6.1 Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik /Patolojik Ozellikler

Calismada kullanilacak numuneler 2009-2019 yillar1 arasinda Kecidogren Egitim
Arastirma Hastanesi’nde tan1 alip ,arsivde parafin bloklar1 mevcut olan , patolog
tarafindan uygunlugu belirlenmis 46 kolon Kkanser hastasi ¢alismaya dahil
edilmistir.Caligmaya dahil edilen hastalarin klinik/patolojik 6zellikleri su sekildedir:
calismaya katilan 46 hastanin % 67.39°u erkek, %67.39’u 60 yas lstl, %58.70 ‘i
sigmoid kolon yerlesimli,%54.35’1 grade2,%47.83’ti evre 3  Ozelligine
sahiptir.Hastalara ait klinik ve patolojik 6zelliklerin ayrintili bilgisi Cizelge 2.1 ‘de
verilmistir.Hastalara ait bloklarindan, tissumicroarray yontemiyle  bloklar
hazirlanmis;.hazirlanan tissue array bloklarindan 4-5u kalinliginda alinan kesitlerle
hazirlanan preperatlar, immiinhistokimyasal yontemle boyandi Patolog esliginde;
intensitilerine; (0): negatif (protein ifadesi yok), (1+) :hafif siddette protein ifadesi,
(2+): orta siddette protein ifadesi, (3+) : siddetli boyanma ifadesi seklinde
degerlendirildi.
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Cizelge 2.1 Kolon kanser hastalarinin klinik ve patalojik 6zellikleri

n=46 %
Yas (yil)
<60 15 32.61

>60 31 67.39
Cinsiyet

Erkek 26 56.52

Kadm 20 43.48
Tiimor lokasyonu

Cikan kolon 8 17.39

Transvers kolon 3 6.52

Inen kolon 8 17.39

Sigmoid kolon 27 58.70
Tiimor derecesi

G 6 13.04

G2 25 54.35

Gs 15 32.61
Lenf nodu metastazi

No 19 41.30

N 12 27 58.70
Metastaz

Mo 43 93.48

M3 3 6.52
Tiimor derinligi

T: 1 2.17

T2 3 6.52

Ts 30 65.22

T4 12 26.09
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Cizelge 2.1 Kolon kanser hastalarinin klinik ve patalojik 6zelliklerin devami1

TNM evre
Evre 1 1 2.17
Evre 2 20 43.48
Evre 3 22 47.83
Evre 4 3 6.52
2.2.6.2 Kullamlan Kitler ve Antikor

2.2.6.3

3.3-Diaminobenzidine kromojen kit (GBI Lab)
Sitrat Tamponu (Boster)

Fosfat Tamponu (Boster)

Ksilol (Merck)

Alkol (Merck)

%?3’lik H202 (Hidrojen Peroksit) (Boster)
SOX 9 (Boster ) :1/300

Ki- 67 (Boster):1/300

E-kadherin (Leica):1/40

Bcl-2 (Boster):1/250

p 53(Boster):1/200

p 38(Bioss):1/300

caspase- 3 (Boster):1/750

Immiinhistokimya Prosediirii

Belirlenen hasta dokularinda her bir antikor i¢in 4-5 pm kalinliginda poly-L-lysin

kapli lamlara ince kesitler alindi. Deparafinizasyon igin dokular etiivde 70 °C’de 1

saat, ardindan sicak ksilolde 10 dakika bekletildi. Etiivden c¢ikarilan preparatlar
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soguk ksilolde 10 dakika bekletildi. Ardindan azalan konsantrasyonlardaki alkol
serilerinde birer dakika tutuldu. Distile suda 1-2 dakika bekletilen preparatlar
endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 dakika H,O, blokajinda tutuldu.
Cesme suyunda 5 dakika yikanan preparatlar PBS (Phosphate Buffer Saline)
tamponuna batirilip ¢ikarildiktan sonra antijen retrival soliisyonu (Citrate Buffer pH
6,5, Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, USA) igerisinde diidiiklii
tencerede 3 dakika kaynatildi. Nonspesifik boyanmanin engellenmesi amaciyla
protein blocking (SHP125) (ScyTek Laboratories, West Logan, UT, USA)
soliisyonunda 10 dakika bekletilen preparatlar 1 saat siireyle uygun dilisyon
oranlarinda hazirlanan antikorlarla SOX 9,Ki- 67 , E-cadherin ,Bcl-2 , p 53, p 38,
kaspaz-3 oda sicakliginda bir saat inkiibasyona birakildi. Ardindan preparatlar 3 kez
PBS tamponuyla yikandi. Sekonder antikor streptavidin-peroksidaz kompleksinde
(SHP 125) (ScyTek Laboratories, West Logan, UT, USA) 10 dakika tutuldu.
Ardindan 3 kez PBS tamponuyla yikanan preparatlar 5 dakika DAB’da
(3,3'Diaminobenzidine) tutulduktan sonra 1 dakika distile suda yikandi. 2 dakika
hematoksilende bekletilen preparatlar cesme suyunda yikandi. Ardindan artan alkol
serilerinde 1’er dakika tutuldu, havada kurutulduktan sonra ksilolda 5 dakika

bekletildi. Son olarak Kanada balzamu ile preparatlar kapatildi.
2.2.7 Western Blot Analizi
2.2.7.1 Protein Miktar Tayini ve Western Blot I¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Oncelikli olarak ilag uygulamasi yapilmis ve uygulama yapilmams hiicre
orneklerinden nanodrop verileri kullanilarak iceriginde 100 pg protein olmasi i¢in
ornekten ka¢ pl alinmasi gerektigi hesaplandi. Asagida verilen oranlara gore ornek
ve reaktifler eklenerek protein 6rneklerin total hacim 10 pl olacak sekilde hazirlandi.

(Cizelge 2.2)
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Cizelge 2.2 Protein 6rneklerinin hazirlanmasi

5-Flourouracil Kontrol
uygulanmis rnek
Ornek 5.9 ul 6.5 ul
LDS Sample Buffer(4x) 2.5ul 2.5 ul
Reducing Agent(10x) 1 ul 1 ul
Distile H20 0.6 ul -

. Hazirlanan o6rnekler 70 °C* de 10 dk. boyunca Thermoboxer

cihazinda denatire edildi

. Bu islemden sonra ornekleri oda sicakligina getirmek i¢in  buz

uzerinde 2dk. inkibe edildi.

2.2.7.2 Surelock Xcell Dikey Jel Elektroforezi

. %4-12’lik Bis-Tris Gradient jeli plastik ambalajindan ¢ikarilir, jel kaseti

tizerinde yer alan beyaz bant sokiiliir ve kurutma kagid1 tizerine silkelenir.

. Jel kasetinin algak kismi Buffer core ‘a bakacak sekilde dikey jel tankinin
icine; diger tarafa diger jel kasetinin alcak kismi1 Buffer core’a bakacak sekilde

yerlestirilir. Taraklar dikkatlice ¢ikarilir.

. Jel sikistirma aparat1 yerlestirildikten sonra 20X MES ya da 20X MOPS
Runnig Buffer’dan 25 ml alinip, iizerine 475 ml distile su eklenerek 1X ‘lik buffer

elde edilir.

. Hazirlanan running buffer once  buffer core igine kuyucuklari 0.5 cm
gegecek sekilde doldurulur.Sizma olup olmadigi kontrol edilir.Geriye kalan running
buffer alt buffer odasma konulur. i¢ buffera 500 ul antioksidan konulur ve

kuyucuklar mikropipet yardimiyla runnig bufferla yikanir.

. Ik kuyucuga 3 pl See Blue ve diger kuyucuklara her bir drnekten 10 ul

yiiklenir.
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. 150 voltta 35-40 dk’da jel yiiriitiiliir. Islem tamamlandiktan sonra giic

kaynag1 kapatilir,kaset ¢ikarilir ve baglanti yerlerinden agilir.

. Kuyucuklarin ve jelin alt tarafinda kalan jel ¢ikintis1 jel bicagiyla
uzaklagtirilir.
. Icerisinde distile su bulunan temiz bir kap icerisine jel dikkatlice alinr.

2.2.7.3 Iblot Dry Blotting Sistemi ile Western Blotlama

Cihaz gii¢ kaynagina baglanir, PVDF kitinde yer alan Anot Stock jelatini ¢ikarilarak

plastigi ile cihaza yerlestirilir.

. Distile su igerisinde yer elan membran anot stock ilizerine yerlestirilir. Kitin
icerisinde yer alan filtre kagit dikkatlice yerlestirilerek distile su ile 1slatilir ve hava

karciklari roller yardimila uzaklastirilir.

. Katot stack da jelatini ¢ikarilarak kurutma kagidinin iizerine yerlestirilir,roller

yardimiyla hava kabarciklar giderilir.Cihazin kapagi kapatilir ve 7 dk. beklenir.

. Islem tamamlandiktan sonra membranbir kasete alimir ve iizerine kurumadan

10 ml Blocking solutionla 30 dk. muamaele edilir.
. 20 ml dH20O ile 5 dk. iki kez yikanir.

. 10 ml primer antikor 1 saat veya overnight (B-actin hari¢ tiim antikorlar.)

olacak sekilde uygulanir.Antikor diliisyonlar1 Cizelge 2.3’de verilmistir.

. 10ml sekonder antikor 30 dk. uygulanir.

. 20’ser ml yikama sollisyonu 3 ‘er defa 5’er dakika uygulanir.
. 20’ser ml dH20 2 ‘ser defa 2’ser dk uygulanir.

. 5ml kromojenik substrat ile 1-60 dk uygulanir.

. Uygulamadan sonra filtre kagidi kurutulur.
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Cizelge 2.3 Western blot antikor diliisyonlar1

ANTIKORLAR DILUSYONLARI
MDR-1,MRP-1(Bioss),GSTT1(Protein 1\500
tech),GSTS1(Santacruz),GSTZ1(Bioss)

p53(Boster),bcl-2(Boster)

MRP2,MRP-3,MRP-6,MRP-7(Bioss), 1\ 1000
GSTAL(Santacruz),GSTM1,GSTK1,GSTO1(Bioss),
kaspaz-3(Boster),p38(Bioss),-actin (Cellsingaling),

GSTP1 (Boster) 1\2000

2.2.8 Istatistiksel Analiz Yontemleri

Analizler SPSS 28.0.1 programi kullanilarak yapilmistir. Kolon kanser dokularinda
apoptotik proteinler (bcl-2,caspase-3,p 53ve p 38);Ki 67, SOX9, E caderin protein
ekspresyonlarinin kolon kanseri prognostik faktorlerle iliskisi Fisher excat test ile ve

calisan antikorlarin birbirleriyle iliskisi Spearman korelasyon katsayisi testi ile

arastirildi. Sonuglar p<0.05 i¢in anlaml1 olarak kabul edildi.
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3 BULGULAR

3.1 Kolon Hiicre Hatti Ila¢ Direncliligi ve Immiinsitokimya

sonuclari

3.1.1 Hiicre Kiiltiiru ve Sitotoksisite

Elde edilen bulgulara gore, ila¢ dozundaki artisa bagli olarak ilacin sitotoksik etkisi
artmis ve kanser hiicrelerinde % canlilik degerini diistirmistiir. DLD-1 hiicrelerine

uygulanan 5-FU konsantrasyonu arttikga hiicre canliligt azalir(Sekil 3.1).

100 +

80 A

D
(=)
1

Cell Viability (%)
S

20

O T T T T )
Control 0.625 1.250 2.500 5.000
Concentration (ug/mL)

Sekil 3.1 Farkli 5-FU konsantrasyonlarinda DLD-1'in hiicre canliliklarini 6lgmek

i¢in kullanilan WST-1 testinin sonuglari

Hata ¢ubuklar + standart hatay1 gosterir.

3.1.2 Apoptotik Nekrotik Hiicre Analizi

Cift boyama sonuglarina gére DLD-1 hiicre hattinda uygulanan 5-FU konsantrasyonu

arttik¢a yilizde apoptotik ve nekrotik degerlerin arttig1 gosterildi (Cizelge 3.1 )(Sekil
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3.2, Sekil3.3). Sitotoksisite testi ve ¢ift boyama sonuglar1 birbiriyle uyumludur ve
bunlar 5-FU'nun isleyisini ve etkinligini agik¢a ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.1 Farkli dozlarda 5-FU uygulanmig DLD-1 hiicre hatlarinda Apoptotik / nekrotik indeks

Konsantrasyon (ug/ mL) % Apoptoz %Nekroz
5 5,90 +2,4 2,55 £1,2
2,5 2,57 £1,6 1,92 £1,0
1,25 2,74 +1,6 0,73 +0,8
0,625 1,56 0,8 0,69 £0,6
Negatif Kontrol 0,74 £0,7 1,99 £0,6
Pozitif Kontrol 9,64 £2 .4 32,1444,1
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Sekil 3.2 DLD-1 hiicre kiiltiirinde farkli konsantrasyonlarda 5-FU uygulamasi sonrasi apoptotik

hiicrelerin goriintiileri (200X)

A: 5-FU, 5 ug/mL apoptotik sonug;B: 5-FU, 2.5 ug/mL apoptotik sonug;
C:5-FU, 1,25 pg/mLapoptotik sonug; D: 5-FU, 0,625 png/mLapoptotik sonug;
E: Negatif kontrol apoptotik sonucu™; F: Pozitif kontrol apoptotik sonucu**

Nekrotik hiicreler propidium iyodiir ile kirmiziya boyanmustir. Oklar, Sekil 3.3'teki bazi nekrotik

hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 3.3 Farkli konsantrasyonlarda 5-FU uygulama sonrast DLD-1 hiicre kiiltiiriinde nekrotik hiicre
gorintiileri. (200X)

A: 5-FU, 5 pg/mL nekrotik sonug; B: 5-FU, 2,5 pg/mL nekrotik sonug;

C: 5-FU, 1,25 pg/mL nekrotik sonug; D: 5- Fu, 0,625 pg/mL nekrotik sonug;

E. Negatif kontrol nekrotik sonucu*; F: Pozitif kontrol nekrotik sonu¢**

*Negatif kontrol : 5-FU uygulamas: yok ** Pozitif kontrol: 5-FU

3.1.3 Immiinsitokimya

Immiinositokimyasal boyama, DLD-1 kanser hiicre hattina 5-FU uygulanmasi
izerine ilaca direngli proteinlerin, apoptotik belirteglerin ve GST izozimlerinin
yukari regiilasyonunu gosterdi (Sekil 3.4 ). MRP-2, MRP-3, 6, 7, ilag uygulanan
DLD-1 hiicre hattinda, ilag uygulanmayan hiicre hattina gore daha yiiksek
ekspresyona sahiptir. GSTA1, GSTM1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1l ve GSTO1l
proteinleri, ila¢ uygulanan DLD-1 hiicre hattinda, ila¢ uygulanmayan hiicre hattindan
daha yiiksek ekspresyona sahiptir. Apoptotik proteinler olan Bcl-2, kaspaz-3, p38 ve
p53, ilagla tedavi edilen DLD-1 hiicre hattinda, tedavi edilmeyen hiicre hattindan
daha yiiksek ekspresyona sahiptir. MDR-1, MRP-1, GSTS1 proteinleri, ilagla tedavi
edilen DLD-1 hiicre hattinda, tedavi edilmeyen hiicre hattindan daha negatif bir
ifadeye sahiptir (Sekil 3.4)
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Sekil 3.4 Calismaya konu olan bazi belirteclerin ekspresyon diizeylerinin immiinositokimyasal olarak

saptanmasi.

A: 5-FU uygulanmig DLD-1 hiicre hattinda (3+) boyama gosteren Bcl-2'nin immiinositokimyasi

B:5-FU uygulanmamigs DLD-1 hiicre hattinda (1+) boyama gosteren Bcl-2'nin immiinositokimyasi

C:5-FU uygulanmig DLD-1 hiicre hattinda (3+) boyama gosteren GSTZ1'in immiinositokimyast
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D: 5-FU uygulanmamig DLD-1 hiicre hattinda (-) boyama gosteren GSTZ1'in immiinositokimyasi

E:5-FU uygulanmig DLD-1 hiicre hattinda (2+) boyama gosteren p53'iin immiinositokimyasi

F: 5-FU uygulanmamig DLD-1 hiicre hattinda (-) boyama gdsteren p53'iin immiinositokimyasi

p53 p53
Bcl-2 + ¢ + p38 Bcl-2 p38
1 2 3 2 3
A Cas3 B Cas3
MRP-2 MRP-1 MRP-2 MRP-1
MRP-3 ! + MDR-1 MRP-3 ' ‘ + MDR-1
1 2 3 1 2 3
c D
MRP-6 MRP-7 MRP-6 MRP-7
GSTP1 GSTP1
GSTO1 GSTK1
GSTM1 GSTA1 GSTM1

GSTT1

3

GETS1

GSTZ1 F GSTZ1

Sekil 3.5 Test edilen proteinlerin immiinositokimyasal ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin

radar ¢izimleri.
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Kontrol (A) ve 5-FU ile tedavi edilen (B) gruplarindaki apoptotik belirteglerin puanlari; kontrol (C) ve
5-FU ile tedavi edilen (D) gruplarindaki ila¢ direnci proteinlerinin puanlari; ve kontrol (E) ve 5-FU ile
tedavi edilen (F) gruplardaki GST izozimlerinin skorlar1 temsil edildi. Radar grafikleri, lisansl
SigmaPlot13.0 yazilimi tarafindan hazirlanmistir.

Apoptotik belirteclerin tiimii, radar grafiginin tarali alaninda 6nemli bir artigtan
kaynaklanan kontrole gore 5-FU uygulanmis gruplarda yukar1 dogru diizenlenmistir.
[lag direnci proteinlerinin ekspresyonunda dikkat ¢ekici bir artis gdzlenmistir. Ancak
MDR-1 ve MRP-1, kontrol grubunda oldugu gibi negatif immiin boyama
gostermistir. GSTS1 hari¢ tiim GST izozimleri yukari regiile edilmis ve ilag

uygulanmis grup i¢in radar grafiginde daha biiyiik alan taranmustir.( Sekil 3.5).

3.1.4 Western Blot

B aktini kontrol grubu olarak kullandigimiz DLD-1 Kolon kanser hiicre hattinda
yapilan Western blot analizinde uygulanan MDR-1, MRP1,2,3,6,7,GSTALl , GSTT1,
GSTM1 ,GSTO1, GSTS1, GSTZ1 ,GSTK1, GSTP1 ; P53 ; Bcl-2 ; P38 ; Caspaz-
3 antikorlardan ; MRP-3 ve p38 antikorlart hem kontrol gruplarin da hem de 5-FU
uygulanmis 6rneklerde western blot ile ekspreyonlar1 gosterilmistir. p-aktin, MRP-3

ve p38 antikorlar ile elde edilen bant goriintiileri Sekil 3.6’da verilmistir

62 -

» B <— | B-Actin (42 kDa)

38

198
MRP3 (169 kDa) —>

98

[P | > — -

28

Sekil 3.6 B-aktin, MRP-3 ve p38 antikorlarmin 5-FU uygulama oncesi ve sonrasi protein

ekspresyonlarmin western blot yontemi ile gdsterilmesi
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3.1.5 Kolon Kanser Dokular1 ve iImmiihistokimya

3.1.5.1 Bcl-2, p53, p38, kaspaz 3, Ki-67, SOX- 9 ve E-kaderin Ekspresyonlarinin
Prognostik Faktorlerle iliskisi

Calismamizda 46 kolon adenokanser hastasinin dokularmada apoptotik proteinler
(bcl-2,kaspaz-3, p53 ve p38) ve Ki-67, SOX-9, E-kaderin protein ekspresyonlari
immiinohistokimyasal metod kullanarak incelendi. Elde edilen veriler Fisher excat
test kullanilarak analiz edilmistir (p<0.05). Analiz sonuglar ¢izelge 3.2°de

goriilmektedir.

Protein ekspresyonlar1 ve klinik parametreler arasindaki analiz sonuglarina gore; Ki-
67 ekspresyonu ile yas, E-kaderin ile grade, p53 ile timor derinligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur. Diger prognostik faktorler ve bcl-2,
kaspaz-3,p38, SOX-9 protein ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamastir.

Cizelge 3.2 Klinik parametrelerle immiinhistokimya sonuglarinin karsilagtirtlmasi

HASTA p53 bcl2 p38 Kaspaz- E-kaderin SOX- Ki-67
SAYISI 3 9
YAS
<60 13 094 1 ,305 470 1 ,581 ,020
>60 33
CINSIYET
Kadin 20 ,092 632 256 ,590 470 ,079 ,680
Erkek 26
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Cizelge 3.2 Klinik parametrelerle immiinhistokimya sonuglarinin karsilagtirilmasi devami

LOKALIZASYON

Cikan kolon 8 265 359 635 464 ,126 214 436
Transvers kolon 3

inen kolon 8

Sigmoid kolon 27

LENF NODU

METASTAZI

Var 27 ,743 604 616 ,665 ,798 ,323 ,976
Yok 19

UZAK

METASTAZ

Var 3 436 1,000 ,203 ,118 Hesaplanamadi  ,265 ,636
Yok 43

GRADE ,100 ,679 386 ,328 ,001 ,260 ,585
Gl 6

G2 25

G3 15

TUMOR EVRE ,020 586 ,402 ,924 ,299 ,710 ,131
T1 1

T2 3

T3 30

T4 12
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Cizelge 3.2 Klinik parametrelerle immiinhistokimya sonuglarinin karsilastiriimasi devami

TNM 673 613 326 478 ,509 ,382 ,884
EVRELEME

EVRE1 1

EVRE2 20

EVRE3 22

EVRE4 3

Fisher excat test :p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (koyu olarak

isaretlendi).

3.1.5.2 Bcl-2, p53, p38, kaspaz 3, Ki 67, SOX 9 ve E-kaderin Ekspresyon iliskisi

Kolon adenokanser hastasinin dokularinada apoptotik proteinler (bcl-2,kaspaz-3, p53
ve p38) ve Ki 67, SOX9, E-kaderin protein ekspresyonlarmin immiinohistokimyasal
sonuglarmin kendi aralarindaki iliskileri Spearman korelasyon test kullanilarak analiz

edilmistir.

Analiz sonuglarina gore, p 38 ile p 53 (r sperman =, 332; p<0,05 ), p38 ile bcl-2 (r
sperman =, 381; p<0,05) proteinleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Sox 9
ile p 53 arasinda da (r sperman =, 485; p<0,01) pozitif yonlii iligki bulunmustur.
Diger protein ekspresyonlar1 arasinda; bcl-2 ile p53(r sperman =, 108; p>0,05), kaspaz-
3 ile p53( r sperman =, 011; p>0,05 ), kaspaz-3 ile bcl-2 ( r sperman = -, 149; p>0,05 ),
kaspaz-3 ile p38 ( r sperman =, 144; p>0,05 ), e-cadherin ile p 53 ( r sperman =- , 055;
p>0,05) ,bcl-2 (1 sperman =, 267 p>0,05 ), p38 ( 1 sperman =, 212; p>0,05 ), kaspaz-3 ( r
sperman = -, 239; p>0,05 ); sox 9 ile bcl-2 ( r sperman =, 130; p>0,05 ),p 38 ( r sperman =,
281; p>0,05 ), kaspaz 3 ( r sperman =, 010; p>0,05 ), e cadherin ( r sperman = , 147;
p>0,05 ); ki 67 ile p53 ( r sperman =, 118; p>0,05 ), bcl-2 ( 1 sperman =, 098; p>0,05 ),
p38 ( r sperman =, 033; p>0,05 ), kaspaz3 ( r sperman =, 029; p>0,05 ), e cadeherin ( r
sperman = , 167; p>0,05 ). sox 9 ( r sperman = , 096; p>0,05 ) anlamli bir iliski
bulunamamistir (Cizelge3.3).
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Cizelge 3.3 Protein ekspresyonlarin korelasyonu: p53,bcl-2, p38,kaspaz-3, E- kaderin,SOX-9, Ki-67

p53 bcl2 p38 Kaspaz-3 E-kaderin  SOX-9 Ki-67
p53 } } } } B B -
bcl-2 108 } _ . - _ R
pEE 332" 381" - - - - -
Kaspaz-3 011 -,149 144 - - - -
et -,055 267 212 -239 . - -
SOX-9 ,485™ 130 281 010 147 - -
Ki-67 118 ,098 033 029 167 ,096 -

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

(r sperman degerleri tabloda verilmistir.)

46 adeno kolon kanserli hastanin hiicrelerinde kaspaz-3 apoptotik proteini boyanma
siddetlerine gore farkli dagilim gostermektedirler.Kaspaz-3 proteini, kolon
adenokanser vakalarinin; %19,57 (n=9)’sinde negatif, %50 (n=23)’sinde (1+),
%19,57 (n=9)’sinde (2+),%8.70 (n=4)’inde (3+) boyanma gdstermistir Sekil 3.7.

lvaka degerlendirilememistir.
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Sekil 3.7 Kolon adenokanser olgusunda kaspaz-3 ile tiimériin boyanmasi skor (3+) (100x)

46 adeno kolon kanser hastasiin 43’iinde Ki-67 ekspresyonu degerlendirilmistir.
Kolon adenokanser vakalarinda Ki-67; %6,52 (n=3) negatif, %67,39 (n= 31) vaka
(1+), %19,57 (n=9) vaka (2+) boyanma ekspresyonu gostermis, vakalarin higbirinde
(3+) boyanma gézlenmemistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Kolon adenokanser olgusunda Ki-67 ile tiimoriin boyanmasi skor( 1+) (200x)

p 53 ile boyanma yogunluguna gore kolon adenokanser 46 vakanin, % 36,96
(n=17)’sinde negatif boyanma, % 23,91(n=11) (1+) boyanma,% 8,70 (n=4)’inde (2+)
boyanma,%30,43 (n=14)’ iinde (3+) boyanma goézlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Kolon adenokanser olgusunda p53 ile tiimériin boyanmasi skor (3+) (200x)

E -kadherin ile boyanma yogunluguna gore kolon adenokanser vakalarinin %23,91
(n=11)’1 negatif, %36,96 (n=17) (1+) boyanma, %10,87 (n=5) (2+) boyanma
gostermis, 13 vaka degerlendirilememis, (3+) boyanma gosteren vaka olmamustir

(Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Kolon adenokanser olgusunda E-kadherin ile timoriin boyanmasi skor( 2+) (100x)

46 adeno kolon kanser hastasinin 43’iinde SOX-9 ekspresyonu degerlendirilmistir.
Kolon adenokanser vakalarinda SOX-9; %21,74 (n=10) negatif, %23,91 (n= 11)
vaka (1+), %28,26 (n=13) vaka (2+), %19,57 (n=9) vaka (3+) boyanma ekspresyonu

gostermistir.

bcl-2 ile boyanma yogunluguna gore 46 kolon adenokanser vakasindan 42’si
degerlendirilmistir. % 80,43’ (n=37) negatif, % 10.87’si (n=5) (1+) boyanma

gbzlenmistir. Vakalarin higbirinde (2+) ve (3+) boyanma gozlenmemistir.
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4 TARTISMA ve SONUC

Kanser iizerine yapilan caligmalarda genellikle genetigi degistirilmis laboratuvar
organizmalari, ksenograftlar, birincil tiimorler, parafine gomiili ornekler, timor
birincil hiicre kiiltiirleri veya temel olarak kanser hiicre dizileri kullanilir [211].
Bunlar arasinda, 6zellikle ilag aragtirmalari i¢in hiicre hatlari, kolay kullanimlari,
manipiile edilmeleri ve molekiiler olarak karakterize edilmeleri nedeniyle daha iyi bir
alternatif olarak ortaya c¢ikmaktadir. Karakterizasyon hayati onem tasir c¢linki
hiicresel metabolizma agisindan kanserin karmasikligi hakkinda bilgi edinmemizi
saglar. Bu sayede yeni antikanser ilaclar1 gelistirmek, var olanlarin etki
mekanizmasin1 anlamak ve farkli kanser tiirlerinde diren¢/duyarlilik paternlerini

ortaya ¢ikarmak miimkiin olabilecektir [212].

Kolon kanseri hiicre dizileri, 5-Fluorourasil gibi DNA sentezinde islev goren
enzimleri inhibe ederek hiicre proliferasyonunu 6nleme kabiliyetine sahip ilaglara
karst daha duyarli oldugundan, kanser hiicre hatlar1 kemoterapdtik ajanlara karsi
cesitli tepkilere ve direng seviyelerine sahiptir ve son 50 yilda kolorektal kanserli

hastalar i¢in 6nemli bir kemoterapdtik olarak kullanilmaktadir [213].

Bazi kanser tiirlerinin farkli ilaglara direnci veya duyarlilifi, arastirmacilari yeni
biyolojik belirtecleri kesfetmeye ve test etmeye zorlar veya terapotik yanitla iliskili
cesitli sinyal yollar1 tizerinde ¢aligsmalarini saglar [214]. p53, p38, Bcl-2, Bax ve
kaspaz ailesi gibi yaygin ve popiiler apoptotik belirtegler, hiicrelerin durumunun ve
bunlarin bir ilag¢ aktif bilesenine karsi tepkisinin degerlendirilmesinin dlgiitleridir.
Tez c¢alismamizda, apoptotik proteinler Bcl-2, p53, p38 ve kaspaz-3, kontrol
hiicrelerine gore 5-FU'ya maruz kalan DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde daha
yiiksek ekspresyon gostermistir. Literatiirde Bel-2 [215], p53 [216], p38 [217] ve
kaspaz-3 [218] i¢in benzer sonuglar bildirilmistir. 5-FU ile muamele edilmis DLD-1
hiicre hattt icin, p38 MAPK'nin inhibisyonunun kolorektal kanser hiicrelerini

6ldiirmek i¢in 5-FU'nun etkinligini artirabilecegi bulunmustur [219].
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Farkli p53 ve Bax durumlarina sahip 8 farkli kolon kanseri hiicre hattinda 5-FU ile
indiiklenen apoptoz direng ¢alismasinda,;Bcl-2, Bcl-xL ve Bax seviyelerinin, kolon
tiimor hiicrelerinin ¢ogunun, p53 durumlarindan bagimsiz olarak uzun siireli 5-FU
tedavisine direncinin belirlenmesine katkida bulunabilecegi kaydedildi [220]. Bcl-
2'nin asir1 ekspresyonunun, mide kanserli hastalarda 5-FU, ADM ve MMC gibi

kemoterapi ilaclarmin etkinliginin kayb ile iligkili oldugu gosterilmistir [221].

Kanser hiicre hatlarinin karakterizasyonu, Coklu ilag Diren¢ domainleri ve Coklu
fla¢ Direng Proteinlerinin varlig1 ve cesitliligi (MRP'ler), antikanser ilag testlerinde
onemli bir yer teskil etmektedir. MDR'ler [222] ve MRP'ler [223-225] gibi 5-FU ile
tedavi edilen kolorektal kanser hiicre dizilerinde bu proteinlerin yukari

regiilasyonunu belirten raporlar vardir.

Glutatyon S-transferazlar, ila¢ metabolize eden enzimlerin 6nemli iyeleridir ve
kanser ilerlemesinde ve kemorezistansta rolleri vardir. Antikanser ajanin timor
hiicresine girmesiyle birlikte GSH diizeyi, GST enziminin fizyolojik substrati ve
GST ekspresyonu genellikle artar. Literatlirde tiimor hiicrelerinde spesifik MRP'ler
ile GST izozimlerinin koordineli bir sekilde artmasi sonucu bazi kemoterapdtik

ajanlara kars1 direng gelistirdiklerini belirten kayitlar bulunmaktadir[226,227].

Yapilan tez c¢alismasinda, DLD-1 hiicreleri iizerinde 5-FU uygulamasi, kontrol
grubuna kiyasla GSTAI1, GSTTI, GSTMI1, GSTOI1, GSTZ1, GSTKI1, GSTPI,
MRP2,3,6,7 ifadelerinde eszamanli bir artisa yol agtigi ortaya konmustur. Hiicre
proliferasyonu ve hiicre 6liimiinde sinyal yollarinin aracilar1 olarak GST izozimleri,
ozellikle GSTP1 oldukga 6nemlidir [228]. GSTP-1'in susturulmasi, SNU-407 kolon
hiicrelerinin antikanser ajan 5-florourasil'e kars1 duyarliligini arttirdigi ve bunun da
GSTP-1'in kolon kanseri icin klinik olarak yararli bir biyobelirte¢ ve kolon kanseri
Onleyici ilaglar igin bir hedef olabilecegini gosterdi [229]. Bazi GST izozimlerinin
asir1 ekspresyonu, kolon kanseri hiicre hatlar1 {izerinde yapilan c¢alismalarda rapor
edilmistir [230-234]. Bu ¢alismalardan bazilar1 da hem ila¢ diren¢ mekanizmalarini
hem de bunlarin GST izozimleri ile iliskilerini belirlemeyi amaglamistir. Bu sayede
kolon kanserinde direnci tersine c¢evirebilecek ve kemoterapinin basarisin

artirabilecek yeni mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi miimkiin olacaktir.
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5-FU uygulamasindan sonra DLD-1 kolon kanseri hiicre hattinda GST ekspresyonu
5-Florourasil almayan gruptan daha yiiksekti. Bildigimiz kadariyla, bu, kolorektal
kanser hiicrelerinin yiiksek etkili 5-Fluorourasil kemoterapotik ilacina kisa siireli
yanitinda, tiim sitoplazmik GST izozimleri ile korelasyon i¢inde bazi ana apoptotik
belirteglerin ve ilag direnglilik proteinlerinin ifadelerindeki degisiklikleri sunan ilk
calismadir. Bu proteinlerin kolorektal kanserde 5-FU ilag direnci gelisimindeki
rollerini tam olarak belirlemek igin farkli hiicre dizileri ile daha ileri ¢aligmalar

yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Kolorektal kanser, timoriin baslamasi ve ilerlemesi ile ortaya c¢ikan genetik ve
epigenetik olaylardan patogenezinin etkilendigi bir hastaliktir. Molekiiler
heterojenitenin neden oldugu bireysel hasta prognozunda ve kemoterapiye yanitta
biiylik farkliliklar vardir. Timor evrelemesinin Gtesinde klinik sonucu tahmin
edebilen ve tedavi se¢imini bilgilendirebilen belirli biyobelirtecler tanimlanmistir.
[235]. Malignitede goriilen kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, artmis proliferasyon
ve/veya azalmis apoptozun sonucu olabilir. Apoptotik fonksiyon veya kontroldeki
anormallikler, kolorektal kanser patogenezinde katkida bulunan olaylar olarak
tanimlanmistir[236]. Su anda literatiirde kolorektal kanserde apoptozun prognozu

hakkinda bir fikir birligi yoktur[237].

Apoptoz  mekanizmalarindan  biri  kaspazlarin  kademeli  aktivasyonu ile
gerceklesir[238].179 kolon kanser hastasinin histolojik o6rnekleri ile yapilan
calismada; TdT-mediated X-dUTP yontemi ile oOlgiilen daha diisiik apoptotik
indeksin ve kaspaz-3'iin daha diisiilk immiinhistokimyasal ekspresyonunun, daha kisa
hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir[239]. Sheren
vd. (2022) 50 kolorektal kanserli hastayla yaptiklari ¢aligmada, kaspaz 3 ekspresyonu
ile T evresi, lenf nodu metastazi, arasinda anlamli bir negatif korelasyon gosterirken

(p<0.001) ; lenfo vaskiiler invazyonu ile anlamli bir iliski bulamamuislardir[240].

Kolorektal kanserli hastalarla yapilan baska bir c¢alismada; Ki67 ve kaspaz-3
immiinoreaktivitesinin kotli prognoz ile iliskili oldugu ortaya konmustur [241].
Doksan ti¢ evre II ve III kolon kanserli hastadan alinan tiimér dokusundan olusan
doku mikrodizilerinin (TMA) immiinohistokimya ile analiz edildigi g¢alismada,

sasirtict bir sekilde, diisiik aktif kaspaz-3 seviyelerine sahip hastalarda (6zellikle
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5FU bazli adjuvan kemoterapi alan hastalarda belirgindi) hastaliksiz sagkalim

sliresinin arttig1 belirlenmistir[242].

Tez ¢alismamizda, kaspaz 3 ekspresyonunun yas, cinsiyet gibi demografik ,klinik ve
histopatolojik 06zellikler agisindan anlamli bir iliskisi bulunamamistir. HCT116
kolon hiicreleri ve kaspaz 3 nakavt hiicrelerle (CASP3KO) yapilan invitro
calismada, ebeveyn HCTI116 hiicreleri ile karsilastirildiginda, artan E-kadherin
ekspresyonu, azalmis N-kadherin ekspresyonu ve buna bagli epitel mezankimal gegis
(EMT) fenotipinin azalmasina neden oldugu gorilmiistir. Boylece, CASP3KO
hiicreleri ,kontrol hiicrelerinden 6nemli 6l¢lide daha az istilact ve radyasyona ve
mitomisin C'ye daha duyarli olduklar1 ortaya konmustur. Invivo da ise, CASP3KO
hiicrelerinin, kontrol hiicrelerine benzer oranlarda tiimorler olusturdugu, ancak
radyoterapiye onemli Ol¢lide daha duyarli olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle,
kaspaz-3'iin terapotik hedeflemesi, kanser hiicresinin kemoterapi ve radyoterapiye
duyarliligmi arttirmakla kalmadigi gibi, ayn1 zamanda kanser hiicresi istilasini ve

metastazi da engelledigi yapilan ¢alismayla ortaya konmustur [243].

p53 proteinini kodlayan TP53 geni, kanser olusumunu baskilama islevi goriir. Kanser
baskilanmasina aracilik etmek i¢in p53, spesifik DNA yanit elemanlarina baglanir ve
hiicre donglisti durmasi, DNA onarimi, apoptoz, yaslanma, otofaji, ferroptoz ve
metabolizma siireclerinin bir veya daha fazlasinda yer alan genlerin ekspresyonunu
indiikler [244,245]. Mekanizmalarda meydana gelen sorunlar hiicreyi kansere ve

kanserlesmis hiicrede kotii prognoza neden olurlar.

Kiurkbir Kkolorektal karsinom olgusunda PCNA, Ki-67 ve p53 ekspresyonunun
immiinohistokimyasal olarak gosterildigi ¢alismada adenokarsinomlarda, PCNA ve
Ki-67 antikorlari ile tespit edilen timor proliferatif aktivitesi, timor derecesinin
adenokarsinomlarda, bu tiimorlerin farklilagsmasi ile p53 pozitif orani arttig1 ortaya

konmustur[246].

Wang vd.(2017) Kkolorektal kanserde p53 pozitifliginin prognostik degerini
arastirdiklar1  retrospektif calismada; p53 pozitif ve negatif, karsinoembriyonik
antijen >5 ng/mL (p = 0.036), timor farklilasma derecesi (p = 0.026), patolojik
timor evresi (p = 0.019), patolojik lenf nodu evresi (p = 0.037) ile = 0.004), patolojik

tiimor diigiimii metastazi evresi (p =0.017), sinir istilas1 (p = 0.008) ve damar istilasi
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(p = 0.018) ile iliskilendirildi. Timor bolgesi, tiimor boyutu ve patolojik patern bu iki
grup arasinda anlaml farklilik géstermedi. p53 pozitif grupta hastaliksiz sagkalim ve
genel sagkalim, p53 negatif gruptan onemli Ol¢iide daha kisa olarak belirlendi

(sirastyla p = 0.021 ve 0.025) [247].

ECG(Epicatechin gallate)' nin SW480 kolon kanseri hiicre hatti tizerindeki invitro
antikanser etkilerinin arastirildigir ¢alismada AKT/fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)
ve mitojenle aktive olan protein kinazlar ( MAPK'ler) ve bu siireglerde p53'iin rolii
arastirilmis, p38, p21 ve p53’lin birlikte aktive olduklart apoptotik siirecin
gerceklestigini  gostermiglerdir.  Tez c¢alismamizda da p53 ve p38’in
ekspresyonlarinin birbirleriyle pozitif korelasyonu (<0,05) ortaya konmustur. Bu da
p53 ve p38’in apoptotik yolakta birlikte calistiklarin1 gosteren bir ¢alisma olmustur
[248].

Albayrak vd. (2014), 50 kolorektal karsinom olgusuna ait operasyon materyalleri
Hastalarin %1001 p53 ile niikleer ve %781 c-erbB-2 ile sitoplazmik ve membrantz
boyanma gostermistir. pS3 overekspresyonunun patolojik evre, lenf nodu metastazi,
anjiolenfatik invazyon, tiimor derece ve diferansiyasyonu ile anlamli derecede
(p<0,005) iliskili oldugu saptandi. c-erbB-2 ekspresyonu histolojik tip ve lenfositik
infiltrasyon ile korele iken, tiimdor boyutu, tiimor biliyiime paterni, timor
lokalizasyonu, evre, lenf nodu tutulumu, lenfatik invazyon ile Kkorele
bulunmadi[249]. Tez c¢alismamizda da p53 ve timor evresi anlamli derecede
(p<0,05) iligkili oldugu bulunmus, buldugumuz bu sonuglar Albayrak ve
arkadaglarinin  sonuglarin1 da destekler niteliktedir. Bu sonuglar p53 ‘iin

immiinohistokimyasal —ekspresyonunun hastalarin  seyrini gdrmede degerli

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bcl-2, mitokondriyal membran fonksiyonunu stabilize eden ve bdylece apoptozu
onleyen proteinleri kodlayan anti-apoptotik etkiye sahip bir proto-onkogendir[250].
Cogu kolonik adenom, neoplastik epitelyum boyunca anormal durumlarda Bcl-2
proteinini eksprese ederken, neoplastik olmayan polipler diizenli Bcl-2
ekspresyonuna sahiptir. Bu sekilde, Bcl-2'nin asir1 ekspresyonu, hiperplastik epitel ve
adenomlar arasindaki gecise katkida bulunur. Kolorektal karsinomlarda Bcl-2 protein
ekspresyonu, normal mukozadakinden daha fazladir, ancak adenomlardakinden daha

azdir [251,252].
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Kolorektal kanserde Bcl-2'nin prognostik-prediktif kapasitesini sistematik olarak
degerlendirmek icin farkli databaselerden alinan 7658 hasta iceren 40 makaleden
elde edilen verilerde meta analiz uygulanan ¢alismada, Bcl-2 asir1 ekspresyonunun,
ozellikle Avrupa ve Amerika'dan gelen ancak Asyali olmayan hastalarda ve
ameliyattan 6nce herhangi bir adjuvan tedavi almamis hastalarda genel sag kalim
(OS) prognozu ile anlamli sekilde iliskili oldugunu gostermistir. Son olarak, mevcut
sonuclar, bcl-2 proteininin ekspresyonunun yiiksek farklilasma derecesi ve A/B

Duck’s Evrelemesi ile iliskili oldugunu gostermistir[253].

Zeestraten vd. (2013), Bcl-2 protein ailesi ile ilgili belirteglerin prognostik
uygunlugunu tanmimlayan 55 ¢alismadan, 38 calismada, Bcl-2'nin ifadesi
immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. Bu 38 c¢alismanin sadece 9'unda
istatistiksel olarak kanitlanmis bir prognostik oOnemi belirlenmistir. Tim
calismalarda, Bel-2'nin yukari regiilasyonu, hastaliksiz, genel veya niikssiiz sagkalim
icin gosterildigi gibi daha iyi sagkalim ile iligkiliydi. Bu veriler, Bcl-2'nin anti-
apoptotik islevi ile ¢elismektedir. Yukar1 regiile edilmis Bel-2 ekspresyonun, daha

agresif bir tiimor fenotipinin bir belirteci olma olasiligi daha yiiksek olmalidir[254].

Molekiiler proteinler hiicre icinde farkli ya da aym yolaklarda etkilerinin
gosterebilirler. PMC (antifungal ajan) uygulanmis HCT-16 kolon hiicre hattinda
p53'ten bagimsiz(p53—/—) transkripsiyonel Bcl-2 asagi regiilasyonu ve p38 sinyali,
PMC-A'nin neden oldugu apoptozda anahtar modiilatér olaylar oldugunu
diistinmiislerdir [255]. Bizim g¢alismamizda da kolon kanser dokularinda Bcl-2 ve
p38 arasinda anlamli bir iliski oldugunu belirledik. (p<0,05).Bu da p38 ve Bcl-2’nin
apoptotik yolakta etkilesimli ¢alistiklar1 diislincesini desteklemektedir.

p38, hiicre proliferasyonu, farklilagma, stres yaniti, apoptoz ve hiicre gocii ve hayatta
kalma dahil olmak tizere ¢oklu hiicresel fonksiyonlari, ¢ok sayida substrat ile
etkilesime girerek diizenleyen g¢ok gorevli bir kinazdir. [256,257]. p38'in anti-
tiimorijenik roliine dair deneysel kanit saglayan cok sayida g¢alismaya ragmen,
digerleri bu kinazin hayatta kalmayi, gocii veya timoér hiicrelerinde stres ve
kemoterapétik ajanlara karsi direnci artirarak kanseri destekledigini gostermektedir

[258].
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Fun vd. evre I-ll1l'deki 316 kolorektal kanser hastasina ait dokularda, Fosforillenmis
p38 (p-p38) ekspresyonunu, doku mikroarray ve immiinohistokimya boyamasi
kullanilarak degerlendirdikleri caligmalarinda; kolorektal kanser dokularinda p-
p38'in asir1 eksprese (%48.1 (152/316) edilirken, buna karsin normal bitisik epitelde
diisiik veya eksik eksprese edildigini bulmuslardir. P-p38 hastalik ilerlemesinin
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi ve tiimdr prognozu ile korelasyon

gosterdigi belirlenmistir[259].

SRY- Box Transkripsiyon Faktér (SOX), kanserde prognostik ve diagnostik
faktorler olarak kabul edilmektedir [260]. Hem adenomlarda hem de
adenokarsinomlarda normal kolon dokusundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek SOX9
protein ve mRNA seviyeleri gosterdigi ve doku verileriyle uyumlu olarak, genellikle
insan kolorektal kanser hiicre hatlarinda SOX 9’un, normal kolon mukozasindan

daha yiiksek seviyede ifade edildigi ortaya konmustur[261].

Kolonda, SOX9 bagirsak epitelinin proliferatif kompartmaninda lokalizedir ve epitel
homeostazinin yonetimi i¢cin Wnt/B-katenin sinyallemesinde asagi akista yer alir
[262].

Doku mikroarray teknolojisini kullanarak her bir belirte¢ i¢in immiinohistokimyasal
analizler gergeklestirildigi, 1290 Norvegli kolorektal kanser hasta serisinde, iic WNT
sinyali ile iligkili protein, b-katenin, E-cadherin ve SOX9'un prognostik degerinin
arastirildigi calismada; membrandz veya sitozolik B-katenin kaybi ve sitozolik E-
kadherin protein ekspresyonu kaybi, standart klinikopatolojik yiksek risk
parametrelerinden bagimsiz olarak major rezeksiyon uygulanan 903 hastada (722
degerlendirilebilir doku ¢ekirdegi) diisiik 5 yillik sagkalim ile 6nemli 6l¢iide iligkili
bulunmustur. Sitozolik E-kaderin kaybi olan evre II hastalar bagimsiz bir bes yillik
sag kalim i¢in yiiksek riskli alt grup olarak tanimlanmis, SOXO9 ile prognoz arasinda
iliski bulunamamistir[263]. Erken evre (evre I-11) Kkolorektal kanser tanili 90
Mekisikali hasta dokusunda ve HTC-19 hiicre hattinda yapilan ¢alismada, yliksek
SOX9 ekspresyonunun tiimdrijenezde 6nemli bir rol oynayabilecegini ve klinik evre
IT hastalarin ileri T-evreleri ile iliskili olabilecegini, ancak niikssiiz sagkalim ile

iligkili olmadigini1 gostermistir [264].
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SOX9 ve B-katenin ekspresyonunun, QPCR ve western blot metodlariyla gosterildigi
kolorektal kanser ¢alismasinda,TNM evre III veya IV'lin artan timor
tomurcuklanmasin1 (>15), yliksek histolojik derece ve gii¢lii SOX9 ekspresyonunun
olumsuz bir genel sagkalim ile 6nemli dlglide iliskili oldugu ortaya konuldu (p <
.01) [265].

Evre II primer kolon kanserli yiiz kirk dort hastada, immiimhistokimya ile
degerlendirilen SOX9 ekspresyonun, yiiksek SOX9 seviyeleri diisiik niiks riskini
tahmin ederken, diisik SOX9 seviyeleri yiiksek niiks riskini belirledigi ortaya
konulmus. SOX9’un, kisisellestirilmis tedavi i¢in niiks riskini degerlendirirken bir

biyobelirteg olarak 6nemli bir degere sahip olabilecegi belirtilmistir [266].

Ullah vd.(2022) yaptiklar1 calismada; Transkripsiyon Faktori 9 (SOX9), geni ve
tirtinlerini kolon kanseri i¢in bir teshis belirteci ve terapdtik hedef olarak gelistirmek
icin kolorektal kanser orneklerinde farkli biyoinformatik araglarla incelenmistir.
Oncelikle, bu genin normal numunelere kiyasla farkli kolorektal kanser dokularinda
yukart dogru diizenlendigi (log2 FC>4) gosterilmistir. Kanserli ve normal kolon
dokular1 arasindaki immiinohistokimya verileri, kolorektal kanser numunelerinde
normal numunelere gore SOX9 proteinin daha yiiksek ekspresyon gosterdigi ortaya
konulmustur [267].Tez ¢alismamizda, SOX9 ve prognostik faktorler agisindan
istatistiksel olarak anlamlilik yoktu, ancak SOX9 ve p53 ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur.

Bir transmembran glikoproteini olarak, E-cadherin ¢esitli epitel dokularinda yaygin
olarak dagilir ve kalsiyumun katilimiyla benzer hiicreler arasinda yapigsmaya aracilik
eder[268]. Azaltilmis E-kadherin ekspresyonunun, genellikle kanser ilerlemesinde
rol oynayan epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) olarak bilinen hiicresel bir siirecin
ayirt edici Ozelligi oldugu bildirilmistir[269]. Son ¢alismalarda, E-cadherin
ekspresyon kaybimin, kolon kanseri invazivligiyle iliskili oldugunu belirtilmistir
[270]. Bu durum nadiren gen mutasyonlarina baglanir; posttranslasyonel
mekanizmalar E-cadherin  ekspresyon diisiikligiiniin temel nedeni olarak
belirtilmistir [271,272].

Meta-Analiz ¢alismasinda, kolorektal kanserde diisiik veya kayip E-cadherin

diizeylerinin Asyali hastalarda kotii prognoz ile korele oldugunu ancak Avrupali
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hastalarda boyle olmadigini bildirilmistir [273] . 59 hastay1 arastiran bir ¢alismada,
E-kadherin negatif tasli yliziik hiicreli adenokarsinom hastalarinda daha diisiik
sagkalim oranlar ile karsilastirildiginda, E-kadherin pozitif tashi yiiziik hiicreli
adenokarsinomlu hastalarda istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek bir sagkalim
oldugu bildirilmistir [274]. E-cadherin bariyerini modiile eden kaderin
komplekslerinin diger iiyelerini dahil etmek ve kolondaki sinyal fonksiyonlari,

hastaligin baglamasi ve ilerlemesi ile daha iyi bir iliski saglamak i¢in gereklidir .

Ki-67, GO hiicre dongiisii faz1 harig¢ hiicre dongiisiiniin tiim fazlarinda (G1,S, G2 ve
mitoz) saptanir ve mitotik indeksin ve bdliinen hiicrelerin fraksiyonunun iyi bir
belirteci olarak kabul edilir[275]. Bu nedenle Ki-67 ekspresyonunun seviyesi biiyiik

prognostik bir neme sahiptir.

1800 kolorektal kanserli hastada tissue microarray iizerinde immiinohistokimya ile
Ki-67 ekspresyonu analiz edildigi ve sonuglarin klinikopatolojik ve molekiiler
parametrelerle karsilastirildigi ¢alismada; yiiksek Ki-67 ekspresyonu, diisiikk timor
evresi (p<0.0001) ve nodal durum (p=0.0315) ile iliskili bulunmustur. Ancak timor
derecesi (p=0.8639), histolojik timor tipi (p=0.1542) ve tiimor lokalizasyonu ile
iliskili olmadigi ortaya konmustur. Yiiksek Ki-67 ekspresyonu, yiiksek seviyeli
niikleer B-katenin ve p53 ekspresyonu ile de anlaml sekilde iliskili oldugu ortaya
konmustur. Kolorektal kanserde,yiiksek Ki-67 ifadesinin iyi klinik sonug ile iliskili
oldugunu gosterilmistir. Ki-67, p53 ve B-katenin asir1 ekspresyonu, kolorektal kanser
ile baglantili gibi goriinmektedir ve yiiksek proliferatif aktivitenin bir hiicresel
durumunu gosterir.Ki-67’nin prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini

siddetle 6nermektedirler[276].

CD34 ve Ki67, normal dokularda zayif bir sekilde eksprese edilir, ancak malign
tiimor dokusunda bol miktarda eksprese edilir ve CD34 ve Ki67'nin timor

anjiyogenezi ile iliskisinin neden oldugu tiimoér metastazini kolaylastirir[277].

Bu arastirma, kolorektal kanserin pT3, G2'sinde proliferatif proteinlerin (PCNA, Ki-
67, MCM-2) ekspresyonunun, lenf nodu metastazlarinin gelisimini gosterebilecegini
ve Bcl-2 proteini tarafindan inhibe edilen apoptozun eylemi artirabilecegini

diistindiirmektedir[278].
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Luo vd. yaptig1 ¢alismada, yiiksek Ki-67 ekspresyonunun, kotii genel sagkalim ve
hastaliksiz sagkalim ile 6nemli dl¢iide iliskili oldugu gosterilmistir; bu, yiiksek Ki-67
ekspresyonunun kolorektal kanser hastalarinin kétii prognozu icin degerli bir tahmin
yontemi olarak hizmet edebilecegini gosterir[279]. Dharmayuda vd.[280] kolorektal
kanserde Ki-67 ekspresyonunun prognostik  yoOnlerinin  degerlendirildigi
calismada,Ki-67 diizeyleri ile tiimoriin klinik evresi (p=0.316), histopatolojik
derecesi (p=0.183) ve tiimoriin bolgesel lenf diigiimlerine yayilimi (N) (p=0.573)
arasinda istatistiksel bir iliski bulunamadi. Tez ¢alismamizda da Ki-67 ile timdriin
Klinik evresi, histopatolojik derecesi ve lenf diigiim yayilim ile istatsitksel bir iligki
bulunmamistir. Ancak Ki-67 ekspresyonu ve yasarasinda anlamli bir iliski

bulunmustur.

Cok sayida ¢alisma, bu genin ifadesinin kolorektal kanser i¢in kotii bir prognostik
faktor olarak etkileri oldugunu gostermistir. Kolorektal kanserde kotii prognostik
faktor olarak <%25 esik degeri ile Ki-67 kullanmigtir[281]. Bununla birlikte, diger
birka¢ c¢alisma, Ki-67 ekspresyonunun hayatta kalma siiresini uzatan bir prognostik
faktor olarak degerlendirmistir.Kolorektal kanserde elde edilen Ki67 ekspresyonunun
diger malignitelerden farki hala iyi bilinmemektedir. Daha biiyiik datalarla yapilacak

caligmalarla Ki 67 ve prognostik faktorlerle iliskisi arastirilmalidir.

Sonug olarak, Bcl-2, p53, p38, kaspaz-3, Ki-67, SOX-9 ve E-kaderin protein
ekspresyon iligkileri incelendiginde analiz sonuglarina gore, p 38 ile p 53, p38 ile
bcl-2, SOX-9 ile p 53 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif yonlii iligki
bulunmustur. Protein ekspresyon iligkilerinin incelenmesi; kanser olusumu, prognozu
gibi asamalarda bu proteinlerin yolaklardaki birlikte etkilerinin ortaya konulmasinda

Onemlidir.

TNM evrelemesi, timor derinligi, timor derecesi, lenf nodu metastazi, uzak
metastaz, tiimor lokalizasyonu, yas ve cinsiyet klinik parametreleri ile bcl-2, kaspaz-
3, p53, p38, Ki-67, SOX-9 ve E-kaderin proteinlerinin prognostik degerini
degerlendirmek icin 46 kolon adenokanser vakasi ile yaptigimiz ¢aligmada; Ki- 67
ekspresyonu ile yas, E-kaderin ile timor derecesi, p53 ile tiimor derinligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur. G2 vakalarinda, E-cadherin

ekspresyonu %54,35 ile en yiiksek ekspresyon degerine sahiptir. Yiiksek timor
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derecelerinde (G2/G3) E-kaderin diisiik eksprese edilmistir. Bu durum kolon kanser

vakalarinda kotii prognozla iliskilendirilmistir.

Caligsma bulgularimiz E-kadeherin, p53 ve Ki-67 ekspresyonlarinin kolon kanserinde
prognostik 6nemi oldugunu ortaya koyarken, literatiir — desteklemistir. Bcl-2, p38,
kaspaz-3 ve SOX-9 protein ekspresyonlarinin klinik parametrelerle karsilatirildiginda
istatistiksel olarak prognozu belirlemede yeterli olmayacaklar1 ortaya konmustur.
Ancak kolon kanserinde bu proteinlerin prognostik 6éneme sahip oldugunu goésteren
bir ¢ok literatiir bulgusu vardir. Niceliksel olarak daha biiyiik vaka gruplar ile
calisma yapilmasi c¢alisilan proteinlerin  kolon kanserindeki prognostik etki

derecelerinin belirlenmesinde daha net bulgular elde edilebilecegini diistinmekteyiz.
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