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OZET

Kolorektal kanser, dinyadaki en buyuk saglik problemlerinden biridir.
Tani ve tedavideki gelismelere ragmen kolorektal kanserler, kansere bagli
olumlerin %10’nu olusturmaktadir. Son doénemde c¢esitli populasyonlarda
yapilan ¢alismalar ile MACC1, MET ve NM23-H1 genlerinin kolorektal kanser
tiumorlerinde nuks ve metastaz potansiyeli ile iligkili olduklari belirlenmigtir.

Calismada, Turk populasyonuna ait, aile hikayesi bulunmayan
kolorektal kanser hastalarinin tUmor dokularinda metastaz gelisiminde etkili
oldugu bilinen MACC1, MET ve NM23-H1 genlerinin ekspresyon profilleri
incelendi. Elde edilen veriler, web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz
(RT? profiler PCR array data analysis version 3.5) programindan
yararlanilarak degerlendirildi. Degerlendirilen hasta grubunun tiumoér dokulari
ile kontrol grubu karsilagtinildiginda, MACC1 ve MET genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamh artis, NM23-H1 geninin ekspresyon seviyesinde ise
anlamli dusis belirlendi (p<0.05). 5 yillik takip suresi bilinen hastalar
calismaya dahil edildi. Bu sure icerisinde niks ve uzak metastaz gbozlenen
hastalara ait tumor dokularda, metastaz gorulmeyen hastalarin timor
dokularina gore, MACC1 ekspresyon seviyesi 6.07 kat, MET’ in ekspresyon
seviyesinin ise 2.70 kat arttigi, NM23-H1’ in ekspresyonunun ise 6.21 kat
distligu belirlendi. Ug genin de istatistiksel olarak anlamli p degerlerine sahip
oldugu goézlendi. Ayni zamanda sadece evre Il tumdrleri igerisinde uzak
metastaz ya da niUks potansiyeline gore gruplandirilan hasta tamor
dokularinda MACC1, 5 yil sure igerisinde metastaz geligtiren evre |l
hastalarinda ylksek ekspresyon gosterdi.

Mevcut bulgular, bu hastalarin tedavi yaklagimlarinin dizenlenmesine
katki olusturarak hastalara ait yasam suresinin ve kalitesinin iyilestiriimesine
imkan saglayacaktir. Ayrica elde edilen bulgularin Turk populasyonuna ait bu
hastalarda, kotu prognozun takibini saglayabilecek biyobelirteclerin
belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatire katki saglayacagi

dusunulmektedir.



Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, gen ekspresyonu, erken evre,
RT-PCR



SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the major health problems
worldwide. Despite progress in diagnosis and treatment, CRC account for
nearly 10% of global cancer-related mortality (1). Recent studies In different
populations, Metastasis-associated in colon cancer-1 (MACC1) (6.7), the
hepatocyte growth factor (HGF)/mesenchymal-epithelial transition factor
(cMET) (6) and NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1 (NM23-H1) are
highlighted for their prognostic value in predicting recurrence and metastasis
of CRC tumors (8,9).

In this study, MACC1, MET and MACC1 gene’s expression profiles
which thought to have effects on colorectal cancer are investigated.
Expression profiles of these genes were evaluated for non-familial and early-
onset colorectal tumor and non-tumor tissues of Turkish patients. Data,
gathered from study, evaluated by web based Sabiosciences PCR-Data
Analyze (RT? profiler PCR array data analysis version 3.5). When sorting
these genes based on the fold change in expression between the groups,
MACC1 and MET were expressed at significantly higher levels in the tumor,
whereas NM23-H1 was expressed at lower levels in the tumor samples
compared to the normal mucosa samples. Depend on distant metastasis
occurrence in 5 year follow-up period between cases who were stage | —IIl at
the time of diagnosis. We found that MACC1 and MET expressions were
6.07 and 2.70 fold up-regulated and NM23-H1 was 6.21 fold down-regulated
in cases who developed distance metastasis in 5 years. In comparison to
stage Il tumors depend on distant metastasis occurrence in 5 year, MACCL1
expression was 3.07 fold induced in cases who developed distant metastasis
(p = 0.004).

These data will be beneficial to obtain information about
aggressiveness of tumor and metastasis risk in early onset, non-familial
colorectal cancer patients. In addition, these results will contribute similar

therapy approaches in other colorectal cancer patients, thus, patient’s



survival rates and quality of their life may be improved. Moreover, our
findings will be useful for the determination of biomarkers on the follow-up of
poor prognosis in Turkish colorectal cancer patients that could contribute to

the international and national literature.

Key words: Colorectal Cancer, gene expression, early stages, RT-
PCR



GiRiS

Kolorektal kanserler, genetik ve epigenetik degisimlerin birikimi
sonucunda meydana gelmektedir (1). Gunumuizde molekuler biyolojinin
gelismesiyle karsinogenez surecinin ve tumor gelisiminde rol oynayan
molekuler degisikliklerin daha iyi anlasiimasi igin yeni prognostik belirtecler
ve terapotik hedefler arastiriimaktadir. Genom projesinin tamamlanmasi ile
beraber kolorektal kanser gelisiminde etkili olan genler tanimlanmakta ve bu
genlerin gorev aldiklari sinyal yolaklari belirlenmektedir. Kolorektal kanserin
en Oonemli ozelligi hastalarin gcogunda uzak metastaz varhgidir. Kolorektal
kanserin ilk gelisim evrelerine ait spesifik belirtiler bulunmamakta olup yavas
ilerleyen kanser tipine 6rnektir. Bu nedenle hastalarin buyuk bir kisminda tani
sirasinda uzak metastaz gozlenmektedir. Arastirmalar karsinogenezle iligkili
genleri tanimliyor olsa da metastaz yapabilme yeteneginde olan kanser
hicrelerinde meydana gelen degisiklikler buyuk olgude bilinememektedir.
Yapilan calismalar ile gen ekspresyon profillerinin populasyonlar arasi
farklihk gosterdigi ifade edilmektedir (2).

Ulkemizde siklikla karsilasilan ve olimlere neden olan Kolorektal
kanserin tani ve tedavisinde kullanilabilecek biyobelirtegler yetersiz
kalmaktadir. Son yillarda tanimlanan Metastaz ile iliskisi kolorektal kanser 1
geni (MACC1), metastaz geni (MET) ve NM23-H1 genleri metastatik
kolorektal kanser tumorlerinin olusumunda etkili olduklar saptanmistir (3, 4).
Ancak metastatik kolorektal kanser gelisiminde etkisi oldugu bilinen bu
genlerin Turk populasyonundaki ekspresyon seviyeleri bilinmemektedir. Bu
amacgla planlanan c¢alismada, Turk populasyonuna ait, aile hikayesi
bulunmayan kolorektal kanser hastalarinin tumér dokularinda, kolorektal
kanser gelisim surecinde etkili oldugu belirlenen MACC1, MET ve NM23-H1
genlerinin ekspresyon profilleri degerlendirildi. Calismanin sonucunda, bu
populasyona 6zgu hastalara ait tUmdorlerde, degerlendirilen bu U¢ geninde
ekspresyon seviyelerinde anlamh farkliliklar gdézlendi. Calismanin

sonucunda, MACC1 ve MET genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artisin ve



NM23-H1 geninin ekspresyon seviyesindeki azalmanin timoérin metastatik
potansiyeli hakkinda bilgi verebilecek molekuler belirtecler olabilecekleri

onerildi.

l. Kolorektal Kanser

Kolon ve rektumda meydana gelen ve gastrointestinal sistem
kanserlerinden biri olan Kolorektal kanser, gorilme sikligi bakimindan
akciger, meme ve prostat kanserlerinden sonra dordincu sirada yer
almaktadir (1). Dunya saglik o6rguti kayitlarina goére, her vyil, birlesik
devletlerde, yaklasik 160.000 kisi kolorektal kanser tanisi almakta ve
hastalarin 57.000° den fazlasinda bu hastaliga bagh o6lum goézlenmektedir
(2).

Kalin bagirsagin son 15 cm’ lik kismina rektum, kalan kismina ise
kolon adi verilmektedir (Sekil-1). Kolonda ve rektumda meydana gelen
tumorlerin risk faktorleri, olusum sebepleri ve tedavileri ayni oldugu igin
birlikte anilmakta ve kolorektal tumodrler olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
tumorler, bagirsagin i¢c kisminda, genellikle polip ismi verilen yapilar seklinde
meydana gelmektedir (2). Hastaliga ait belirtiler c¢ogunlukla polip
olusumundan sonra baslamaktadir. Rektumdan kan gelmesi, gaitanin kanla
bulasik olmasi, tuvalete c¢ikma aligkanliklarinda degisiklikler meydana
gelmesi, gaitanin incelmesi, kabizlik ya da ishal durumlarinin ortaya ¢ikmasi,
sik sik tuvalete gitme isteQi, karinda gaz agrilari, anemi ve kilo kaybi
kolorektal kanserin baslica belirtileri olmakla beraber bu hastalida spesifik
degildirler (5).



Transvers kolon

Inen keolon

Eolon kansen

Eolon polibi

Reletum kanseri =
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Sekil-1: Kolorektal kanserin meydana geldigi bagirsagin kisimlari.

Kolorektal kanser genis ve farkli cografik alanlarda gdzlenmektedir.
Kanserin gorulme orani, Kuzey Amerika, Avrupa ve Avusturalya gibi gelismis
bdlgelerde; Afrika, GUney ve Dogu Asya’ yi igine alan orta ve dusuk gelirli
diger bolgelere oranla daha yuksektir. Bu durum, beslenme aliskanliklari ile
birlikte endustrilesmis modern yasamin gelismesine baglanmaktadir. Kolon
kanseri ve rektal kanserinin gorulme sikhgi genelde paralellik gostermekle
birlikte cografi farklilik kolon kanserinde daha belirgindir. Kuzey Amerika gibi
yuksek riskli bolgelerde kolon kanseri rektal kansere gore iki kat daha sik
gorulmektedir. Kolorektal kanser gorulme sikligi ayni ulke icinde de yorelere
ve topluluklara gore degdisim gostermektedir. Bu farklilik diyet ve cevresel
faktorlerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Yas, aile hikayesi, diyet,
sigara, asiri alkol tiketimi, az fiziksel hareket kolorektal kanser timaorlerinin
olusumda etkili olan baslica risk faktorleridir. 45-50 yas Uzeri kigilerde, anne,
baba, kardes gibi yakin aile bireylerinde kolorektal tumor veya polip
olanlarda, rahim, yumurtalik ya da meme kanseri olan kadinlarda, Ulseratif
kolit veya Crohn gibi hastaliklara sahip bireylerde risk U¢ kata kadar
cikmaktadir (5, 6). 50 yas alti tan1 almis bireylerin birinci derece yakinlarinda
ise risk alti kat artmaktadir (7).

Kolorektal kanser sporadik ya da ailesel olarak meydana gelmektedir.
Kalitimsal olarak meydana gelen kolorektal tumorlerin gelisiminde, Ailesel
adenomatdz poliposiz (FAP), Atenle ailesel poliposiz (AFAP) (7), Lynch
sendromu (HNPCC) (7, 8), MYH ile iligkili poliposiz (MAP) ve Hiperplastik



polipozis olmak uzere farkli sendromlar gozlenmektedir. Bu sendromlar tum
kolorektal kanserlerin yalnizca yaklasik olarak %15’ ini olusmaktadir.
Kolorektal kanser olgularinin bayldk bir orani (% 80-90) sporadik olarak
gelismektedir (9).

Kolorektal kanser Turkiye’ de de en yaygin gorulen kanserlerden biri
olup tani ve tedavideki gelismelere ragmen kansere baglh olumlerde ikinci
sirada yer almaktadir.

Kolorektal tumorler birgok toplumda geg¢ yasta olugsmaktadir ve tani
konma yasi ortalama 60°dir. Ancak Ulkemizde sporadik olarak gelisen
kolorektal timorlerin 50 yas altinda gortulme orani diger toplumlara gore gok
daha yuksektir (10). 50 yas alti hastalarda gelisen kolorektal kanserler
genellikle daha ileri evrelerde tespit edilirler, musin6z komponent orani daha

yuksektir ve daha kotu prognoz gostermektedirler.

|.LA. Kolorektal Kanser Tani ve Tedavisinde Kullanilan

Histopatolojik Evreleme Sistemleri

Kolorektal kanserli hastalarda tumorun evresi, gerek tedavinin
belirlenmesinde gerekse tedaviye yanitta en Onemli kriterdir. Bu timorler
genellikle intramukozal epitelyal lezyonlar olarak basglarlar (intramukozal
karsinom) ve tumorin gelismesi ile submukozaya ulasarak invaziv kanser
haline gelirler. Bu asamadan sonra lokal yayilim yaninda lenfatik ve
hematojen yayilim da ortaya cikabilir. Kolon kanserlerinde tUmor hicreleri
lokal yayilim ile bagirsak boyunca ilerlemekte ve serozoya ulagsmakta ve bu
hiacreler komsu organlara tutunabilmektedirler. Rektum tumorlerinde ise
seroza olmadigi i¢in organ yayilimi daha ¢ok gorulmektedir. Ayni zamanda
kolorektal timorleri, perikolik, intermediate ve ana lenf dugumleri araciligiyla
lenfatik yayihm gostermektedirler. Ozellikle karacigerdeki metastatik
timorlerin %80’ e yakininda primer odak bir kolorektal timaorddr.

Kolorektal kanserlerde bir diger yayilim yolu da implantasyondur. Bu
yolla bagirsak igcinde ve periton boglugunda metastazlar meydana

gelebilmektedir. Cerrahi girisim sirasinda da batin i¢ine veya karin duvarina



metastaz olusabilmektedir. Kolorektal kanser tumdrlerinde gozlenen bu
yayllimlar prognoz agisindan son derece oOnemlidir ve histopatolojik
yontemler ile farkli evreleme sistemleri gelistiriimistir. Bu amagla ginimuze
kadar Dukes, Astler Coller ve Tumor-lenf nodu-metastaz (TNM) olmak Uzere
uc farkli evreleme sistemi gelistirilmistir (11). Dukes siniflamasi 1932'de, bir
patolog olan Dukes tarafindan olusturulup, yirminci yazyilin ikinci yarisinda
standart siniflandirma olarak kullaniimistir. Bu siniflandirma rektal kanser igin
gelistiriimis  olmasina ragmen kolon kanseri evrelendirimesinde de
yararlaniimigtir. Dukes sistemi, timar, bagirsak duvarinda sinirli kalmakta ise
Evre A, tumodr bagirsak duvarini penetre etmekteyse Evre B ya da lenf
digumu metastaz varligi goértilmekteyse evre C seklinde tanimlanmaktadir.
Daha sonra cesitli eklemeler ile Dukes siniflandirilmasi degistirilmistir.
Degigstirilen sistemde hucrelerin yerlesiminden ¢ok farklilagsan hicre sayisi
onemli hale gelmistir. Yeni Dukes yaklasimi G¢ grade icermektedir (G1-G3).
G1, cok farkhlasmis tubdller ile az nikleer polimorfizmi ve mitozu, G3
pleomorfik hicre yapisi ve ylksek insidansl mitozu ifade etmektedir. G2 ise
G1 ve G3 arasindaki evreyi olusturmaktadir. Astler Coller siniflandirmasi,
Dukes siniflamasinin modifikasyonu ile yapiimis ve A’ dan D’ ye kategorize
edilmigtir (14) A, mukozada sinirli tumoéra, B1, lenf nodu metastazi olmadan
muskularis propriaya kadar tumoér tutulumunu, B2, lenf nodu metastazi
olmadan bagirsak duvarini asan timoér tutulumunu, C1, bagirsak duvarini
asmamig tumor ile beraber lenf nodu metastazini, C2, bagirsak duvarini
asmis tumor ile beraber lenf nodu metastazini ve D, Uzak organ metastazini
gOstermektedir. GUnimuzde kullaniimakta olan siniflandirma sistemi ise
Amerika Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan 1987’de gelistirilen ve
Uluslar arasi Kanser Birligi (UICC) tarafindan onaylanan Tumor-lenf Nodu-
Metastaz (TNM) sistemidir. TNM sistemi, bagirsak duvarindaki invazyon
derinligine, bolgesel lenf nodu dagihmina ve uzak organ metastazi
mevcudiyetine goére tanimlanmaktadir.  invazyon derinligi T ile
tanimlanmaktadir ve T1’ den T4 e dogru artmaktadir. N, lenf nodu

metastazini, M ise uzak organda goérulen metastazi ifade etmektedir. Bu



sistem gunumuzde kolorektal

siniflandirma yontemdir (Sekil-2, Tablo-1).

Mulcoza
Ifuskoulans
mukoza

Submukoza

Muskularis

propria

Serora

Tag tabakast
Lenf Modu

Sekil-2: Kolorektal kanser tumorlerinde tani ve tedavide kullanilan TNM
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evreleme sistemi.

Tablo-1: Kolorektal kanser timorlerinde kullanilan TNM siniflandirmasi ile

Dukes siniflandirmasinin karsilastiriimasi.

TNM Siniflandirmasi Dukes Siniflandirmasi
Evre T N M Evre
Evre 0 | Tis NO MO
Evrel | T1 NO MO A
T2 NO MO Bl
Evre2 | T3 NO MO B2
T4 NO MO B2
Evre3 | T1,T2 | N1,N2 | MO C1
T3, T4 | N1,N2 | MO Cc2
Evre4 | T1-T4 | N1-N2 | M1 D




|.B. Kolorektal Kanser Tumorlerinin Olusum Mekanizmalari

Kolorektal kanser genetik ve epigenetik degisimlerin birikimi sonucu
mukozada bulunan normal hucreler invaziv adenokarsinoma donusmektedir.
Kolorektal kanserde meydana gelen genetik ve epigenetik olaylar
kromozomal kararsizlik (CIN), mikrosatellite kararsizhk (MSI), CpG
metilasyonlari ve genis capli DNA metilasyonlari olmak Uzere dort ana

baslikta incelenmektedir (2).

|.B.a. Genetik Degisimler

Hucrelerin genetik materyali olan ve tim hucresel fonksiyonlarin
olusumunu saglayan genomun yapisindaki bozulmalar genetik degisimler
olarak tanimlanmaktadir. Genom yaklasik olarak 25.000 genden meydana
gelmektedir. Tumor baskilayici genler ve onkogenler kanser gelisiminde
anahtar rol oynayan gen siniflaridir. Normal hucrelerde bu genler, hicre
blylumesi, proliferasyon ve apoptoz gibi temel fonksiyonlarda gorev
almaktadirlar. Bu genlerin aktivasyonlari ya da baskilanmalari sonucunda
normal hicre timor hicresine donusmektedir (12).

Kolorektal kanser tumorlerinde onkogen ve tumor baskilayici
genlerdeki degisimler ile etkili olan iki temel genetik mekanizma vardir.
Kanser gelisiminden 6nemli rol oynayan tumor baskilayici gen inaktivasyon
mekanizmalarindan biri olan Heterozigosite kaybi (LOH), yine tumor
baskilayici genler olan Adenomatdz poliposiz koli geni (APC), TP53’ (n
inaktivasyonu ve KRAS gibi onkogenlerin aktivasyonu sonucu meydana
gelen kromozomal kararsizlik veya DNA tamir mekanizmalarinda yer alan
genlerde olusan degisimler sonucu meydana gelen mikrosatallite
kararsizhktir (Sekil-3) (13,14,15).
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Sekil-3 Kolorektal kanser olusumunda etkili olan genetik mekanizmalar

|.B.a.a. Kromozomal Kararsizlik

Genomik kararsizligin en vyaygin gorulen sekli kromozomal
kararsizliktir. Bu mekanizma, huicrelerde, kromozom sayisi ve yapisindaki
degisimler sonucu olusan anodploidi durumunun var olmasi seklinde
tanimlanmaktadir. CIN kdkenli kolorektal timaorlerin bayuk bir kisminda, APC,
DCC ve TP53 gibi tumor baskilayici genlerin kaybi ile bazi onkogenlerin
aktivasyonu tumor gelisiminde rol oynamaktadir (16). CIN timorlerinde etkili
sinyal yolaklari, 5q, 18q ve 17p kromozomal kayiplari ile KRAS ve BRAF
genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda aktive olmaktadir ve
sporadik kokenli kolorektal tUmorlerin buyuk bir kismi bu mekanizma ile
olugsmaktadir (17). Bu timorlerde sitogenetik, molekuler sitogenetik ve flow
cytometric olarak tanimlanabilen gesitli kromozomal degisiklikler ve c¢oklu

yapisal aberasyonlar gozlenmektedir.



|.B.a.b. Mikrosatellite Kararsizlik

Mikrosatellitler, genom igerisinde belli bolgelerde, bir ya da daha fazla
bazin ylz defaya kadar tekrar etmesi sonucunda olusan bdlgelerdir. DNA
replikasyonuna bagh hatalar sonucunda bu bodlgelerde delesyon ya da
insersiyonlar meydana gelmekte ve ilgili bélgenin uzunlugu degismektedir.
Replikasyon hatalarin tanimlanmasinda ve duzenlenmesinde MSH2, MSH6,
MLH1, MSH3 ve PMS2 gibi bircok DNA tamir geninin (MMR) goérev aldigi
mismatch tamir mekanizmasi rol oynamaktadir. MSI, DNA mismatch tamir
genlerinin  metilasyon ya da somatik mutasyonlar ile inaktivasyonu
sonucunda olusmaktadir. Kolorektal kanserlerin %15 i MSI mekanizmasi ile
meydana gelmektedir ve bu sekilde olugan tumorlerin buyuk bir kismi
sporadik kokenli olup ¢ok az aileseldir ve Lynch sendromu ile
iliskilendirilmektedir (7). Lynch sendromlu (hereditar non-polyposis kolorektal
kanser, HNPCC) bireylerde, MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 genlerinde var
olan germ-line mutasyonlarin varligi nedeniyle genellikle MSI gériimektedir.
Bunun yaninda MLH1 geni promotdr bolge metilasyonlari sonucunda
meydana gelen MSI durumu sonucunda sporadik kolorektal kanserlerde
gorulmektedir (18).

MSI durumu, kolorektal kanser hastalarinin tUmor alt tiplerinin
siniflandinimasinda yardimci olabilmektedir. MSI pozitif timorli hastalarin
mikrosatellit karasizlik goéstermeye (MSS) tiumoére sahip hastalara oranla
daha iyi prognoza sahip olduklari gosterilmistir. YUksek hasta sayisina sahip
calismala ise sag kalim oraninin MSI hastalarinda daha yuksek oldugunu
gosterilmistir. GUnUmuz rutin uygulamalarda MSI durumunun varligi, MMR
proteinlerinin immuanohistokimyasal analizleri ile ve PCR tabanli testler ile

belirlenen MSI durumu prognostik belirte¢ olarak kullaniimaktadir (19).



|.B.b. Epigenetik Degisimler

Epigenetik degisimler, DNA baz dizisinde herhangi bir degisiklik
olmadan, gen ifadesinin diizenlenmesidir. insan genomunda bulunan
yaklasik 30.000 gen, belirli hicrelerde ve belirli zamanlarda ifade edilmelidir.
Hucreler gen ifadesindeki bu kontroli saglayabilmek icin bazi genleri aktif
bazilarini ise inaktif duruma gegmesi icin gesitli epigenetik mekanizmalari
kullanirlar. Gen metilasyonlari, Histon modifikasyonlari, RNA interferans
mekanizmalari ve genis ¢capli DNA metilasyonlari epigenetik mekanizmalara
ornektir (20,4).

Kolorektal kanser gelisimine neden olan en énemli epigenetik degisim
CpG adaciklari igeren promotor gen bdlgesinin hipermetilasyonudur. MLH1
gibi timor baskilayici genlerin CpG adalarinda metilasyonlarin olusmasi
sonucunda transkripsiyonel inaktivasyon go6zlenmektedir. Toyota ve
arkadaglari, bu gibi genlerin promotor bolgelerindeki CpG adalarinda
meydana gelen metilasyonlari CIMP mekanizmasi olarak tanimlamiglardir
(21). Bununla birlikte replikasyon tamir genlerinde meydana gelen
metilasyonlarda MSI durumuna yol acarak timér olusumunu

desteklemektedir.

I.C. Kolorektal Kanserde Metastaz Olugsum Siireci

Kolorektal kanser, tim dunyada, kansere bagli 6liumlerde ikinci sirada
yer almaktadir. Bu kanserde hastalarin temel 6lum sebebi, karaciger,
akciger, bobrek Ustlu bezleri, meme ve over gibi organlarda uzak metastaz
gelisiminin gozlenmesidir.  Kolorektal kanserin ilk evrelerine ait spesifik
belirtiler bulunmamakta ve hastalik yavas ilerlemektedir. Bu nedenle
hastalarin yaklasik %60’ inda tani sirasinda uzak metastaz gézlenmektedir.
Kolorektal kanserli hastalarda tani sonrasi yasam suresi tani sirasindaki
klinik ve patolojik evrelere baglidir. Erken evre kanser hastalarinin tani
sonrasi 5 yillik yasam suresi %90 oraninda iken, lenf nodu olusmus
hastalarda bu oran %35-60’ a, uzak metastaz gelisen hastalarda ise %10’ a

kadar dusmektedir. Evre 3 tumorlerinde lenf nodu metastazi, evre 4
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tumorlerinde ise uzak organ metastazi gorulmekte ancak erken tumor evresi
olan evre 1-2° de patolojik bir belirte¢ bulunmamaktadir ve tedavi
protokollerinin belirlenmesinde zorluk gekilmektedir. Bununla beraber, cerrahi
ve onkolojideki ilerlemelere ragmen kolorektal kanser hastalarinin %30’ un
da, tedavi sonrasi uzak metastaz ya da nuks gorulmektedir. Bu nedenle
kanserin erken evrelerinde ve teadvisi sonrasi, tumorin metastatik
potansiyeli hakkinda yardimci olabilecek belirteclere inhtiyac duyulmaktadir
(22).

Hucrelerde metastatik fenotip, dlzensiz adezyon, invazyon artisi,
hareketlilik, apoptotik sinyallere kargi direng, proliferasyon ve anjiyogenezin
tetiklenmesi ile karakterize edilmektedir. Bu &zellikler, CIN, MSI ya da
epigenetik degisimlere neden olan, hucre i¢i ve hucreler arasi sinyal
yolaklarinda meydana gelen birgok molekuler degisim sonucunda
olusmaktadir (Sekil-4) (23).

Krozomal kararsizlik —
q Kayol ;
SAADA Metastatik Kolorektal
APC KRAS CDC4 TP53 Kanser
Normal Epitelyum Ede adenonia e lleri adenoma Geg adenoma

Diplastik kripta

54535335
0000000

t
Wt sinyal yolagt cDC4 TGFBR2 IGF2R

Mikrosatellite kararsizlik EpEelrpicdedinmles

Sekil-4: Kolorektal kanserde goérilen CIN ve MSI mekanizmalarinin olusum
suregleri (23).

TUmor olusumu ve gelisiminde etkili olan mekanizmalar
tanimlanmasina ragmen bu bilgiler metastaz olusumunun izlenmesinde
yetersiz kalmaktadir. Son vyillarda, epidermal mezansimal gegis (EMT)
mekanizmasinin metastaz gelisiminde rol oynadigi ortaya konmus ve bu

mekanizmada rol oynayan sinyal yolaklari belirlenmistir (24). Daha sonra
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yapilan calismalar ile Ozellikle metastatik kolorektal kanser olusumunda,
Hepatosit Blyume Faktoro/MET (HGF/MET) sinyal yolaginin Uzerinde
durulmustur ve buradaki genetik degisimlerin tani ve tedavide belirteg

Ozellikleri gosterdikleri ortaya konmustur (25).

|.C.a. HGF/MET Sinyal Yolagi ve MET

Reseptor tirozin kinazlar (RTKs), hicre baylumesi, farklilagsmasi,
neovaskularisazyon, ve doku tamiri gibi bir gok hucresel suregte duzenleyici
olarak gorev almaktadir. MET(c-MET) proteini, HGF sinyal yolaginda, HGF
proteinine baglanan reseptor tirozin kinazdir. HGF, plazminojen serin proteaz
ailesi igerisinde yer alan, 90kD buyuklugunde bir multidomain glikoproteinidir.
Bu protein normalde, mezengimal hucrelerinden tek zincirli dncu proetin
olarak salgilanmaktadir. Daha sonra Furin gibi bazi proteazlar tarafindan
307-308 aminoasitlik alfa ve beta parcalarina ayrilmaktadir. Bu parcgalar di
sulfit bagi ile birleserek heterodimer olusturmaktadirlar. Heterodimerin alfa
zincirindeki yuksek affinite 6zelligi gosteren NH2 ucu MET reseptérinin
baglanmasini, beta zinciri ise bu reseptdorin aktif hale gegmesini
saglamaktadir (Sekil-5).

12



BEGEOOOEECCOEELOBLE0000805LL566866066666

y1349 PLCy  SHP2

Y1356 c-SRC
GAB1
GRB2 STAT3/5
SHC PI3K
BT,
RAS
/ \ FAK AKT
RAF RAC1 mTfR
MEK PAK
\ Hicre survisi
MAPK Hiicre invazyonu
1 Hiicre hareketliligi
Epidermal mezangimak gecis

Hiicre proliferasyonu

Sekil-5:HGF/MET sinyal yolagi (25).

Alfa zincirinin tamami ve beta zincirinin ise hucre disinda kalan ilk 212
aminoasiti ligand baglamasi igin gereklidir. Beta zincirinin geri kalan kismi,
transmembranal domain, fosforilasyon ve kinaz alt Gnitelerini igerir. Liganti
olan HGF, MET’e baglandigi zaman reseptor dimerizasyonuna neden olarak
karsilikli alt Gnitelerin trans-fosforilasyonla, birbirlerinin kinaz Unitesinde yer
alan 1234 ve 1235 no’lu tirozinamino asitlerini fosforile ederek reseptorin
enzimatik aktivasyonuna neden olmaktadirlar. Bu sekilde aktiflesen
reseptorler yine karsilikli olarak birbirlerinin 1349 ve 1356 no’lu tirozinlerini
fosforile etmektedirler. Bdylece MET reseptori Uzerinden sinyal iletimi
gerceklesmegde baslamaktadir. Sinyal yoladinin aktiflesmesi ile meydana
gelen bu fosfo-tirozin amino asitlerine adaptér protein GAB1(growth-factor-
receptor-bo-und protein 2(Grb2)-associated binder 1) ve GRB2 gibi pek ¢ok

sinyal iletici adaptor protein baglanmaktadir. GAB1 defosfo-tirozin amino
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asitlerine baglanmaktadir ve diger adaptorlerden farkh bir sekilde iglev
gormektedir. Diger adaptor proteinler genel olarak fosfo-tirozin spesifik
SH2veya PTB uniteleri ile baglanirken GAB1 kendine 6zgi13 amino asitlik
MBS (MET-binding-site) bolgesiyle fosfo-1349 ve fosfo-1356 nolu amino
asitlere baglanmaktadir. Bu durum GAB1’i MET igin spesifik olan bir adaptor
yapmaktadir. GAB1’in yani sira fosfo-1349 ve fosfo-1356 nolu aminoasitleri
SH2(SRC-homology 2) domaini igeren GRB2, CBL, CRK, PI3K-p85
baglanmalarini saglayarak proliferasyonda goérev alan GRB2-SOS-RAS-
RAF-ERK, PI3K-AKT ve SRC gibi bir ¢ok yolagi aktive etmektedir. Bu
nedenle bir proto-onkogen olan MET’ in onkogene dénismesini saglayan
aktivasyon mutasyonlari veya bu genin agiri ekspresyonu hemen hemen her
dokuda malign transformasyonun olusumu igin yeterlidir (26).

Kolorektal kanser tedavisinde oOzellikle HGF/MET sinyal yolaginin
baskilanmasinda kullanilabilecek inhibitorler arastiriimaktadir (Tablo-2, $Sekil-
6) (27).
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Tablo-2: HGF/MET sinyal yolagini baskilanmasi Gzerine gelistirilen ilaglar.

Aktivasyon
MET ve HGF/MET inhibitorleri Mekanizmalari Sirketler

MET inhibitorleri

Oral Small Molekul MET

Kinaz inhibitori MET spesifik ArQule (ARQ197)
Pfizer (PF-2, 341, 066,
PHAG65752)

Merch & Co.
SGX Pharmaceuticals
(SGK523)

Exelexis (XL880,
Antibody MET spesifik XL184)

MethylGene

(MGCD265)

SuperGen (MP470)

Amgen
Phizer (PF-
2341066)

Protein inhibitorleri MET spesifik Genentech

HGF/MET inhibitdrleri Compugen

Himanize Antibody HGF/MET spesifik Amgen (AMG102)
Galaxy Biotech

Shering Plough
Kringle
Protein NK4 Pharmaceuticals

15



(=) (+)
Y

i % ¢-MET inhibitér CD82I |integrin
& s "
; N antibody C-MET
o7,
HGF inhibitér —
antibody / C-MET| | | | E-cadherin

A
c-MET =)
' @ —
¢-MET kinaz @ Cri/Crki
inhibitérlenn - ~—_
Small Gab1 ‘O PLC-y | S —
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Sekil-6: HGF/MET sinyal yolagini baskilayan molekillerin ve ilaglarin etki
mekanizmalari.

I.C.b. MACC1 geni
2009 yilinda, Stein ve arkadaslari, kolorektal kanser dokularinda

metastataz olusumunda gorev alan ve 7p21.1 de lokalize olan, MACC1
(Metastasis-associated in colon cancer-1)genini tanimlamislardir (Sekil-7).
MACCL1 geni yedi ekzon alti introndan olusmaktadir ve 852 aminoasitlik bir

protein kodlamaktadir (3).
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7p22.2 —
7p21.3
7p21.1
7p15.2

Sekil-7: MACC1 geninin kromozom Uzerindeki lokalizasyonu.

MACC1 proteini, MET geninin promotor bdlgesine baglanarak bir
transkripsiyon faktori o6zelligi gostermektedir. MACC1 gen aruni, MET
geninin promotorundeki Sp1 baglanma bdlgesinin 60 bg’ lik yakinina baglanir
ve bu genin transkripsiyonunu arttirarak HGF/MET sinyal yolagini islevsel

konuma getirmekte ve boylece tumor gelisimi ve yayilliminda anahtar bir

Gene

HDAC9
TWIST1 |

TWISTNB

__MACC1
ITGBS -]

ABCBS ]
SP8

SP4
H11

DNA

RAPGEFS -

Start (bp) End (bp)
18,501,894 - 19,003,518

19,121,616 - 19,123,820

19,701,610 - 19,715,185

20,146,776 - 20,223,538
20,337,250 - 20,421,907

20,653,570 - 20,761,772
20,788,426 - 20,793,030

21,434,192 - 21,520,965
21,549,358 - 21,907,987

22,124,434 - 22,363,058

dizenleyici olarak gérev almaktadir (Sekil-8) (28).
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HGF HG HC HG HC HGF

Sitoplazma

. (——
MACT? promotor bolges l——> Met mRNA
—

Nikleus c-MET promotér bélgesi

Sekil-8: MACC1 geninin HGF/MET sinyal yolagindaki etki mekanizmasi

Kolorektal kanserle ilgili klinik arastirmalar, MACC1’ in, tumor
yaylliminda ve uzak metastaz riski tagiyan hastalarda tani koydurucu bir
biyobelirte¢ olabileceginin vurgulamaktadir.  Bu c¢alismalarda, MACC1
ekspresyonunun, 5-10 yillik takipte uzak metastaz gosteren hastalarda

anlamli olarak yuksek oldugu gdsterilmigtir (29).
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I.C.c. NM23-H1 Geni

ilk olarak siganlarin melanom hiicre kiltirlerinde belirlenen nm 23, ilk
tanimlanan metastaz baskilayici gen ailesidir. Nm 23 ailesi, NM23-H1’ un
bulundugu 8 6nemli tumor baskilayici genden meydana gelmektedir. 17922
de lokalize olan NM23-H1 geni, bir difosfot kinaz (NDP-K) olan NDPK-A
arinint kodlamaktadir. NDP-kinaz enzimleri G proteinine GTP (guanin tri
fosfat) baglayarak hcre ici sinyal iletimini kolaylastirmaktadirlar (5,30).

NM23-H1 ug¢ farkh yol ile tumor metastazini baskilamaktadir.
Bunlardan ilki, bir histidin protein kinaz olarak gorev alarak Aldoze C’ nin,
ATP-sitrat lizinin ve MAP kinaz sinyal yolaginda anahtar rol oynayan Ksr igin
substrat olarak gorev almasidir. Eger NM23-H1 geni farkli ekspresyon
gOsterirse Hsp90 Ksr proteinini baglanamaz bunun sonucunda da Erk sinyal
yolagi aktif hale gegerek tumor olusumu tetiklenir. Ayni zamanda, bazi viral
proteinlerin, Pn proteininin, transkripsiyon faktorlerinin ve TGF-beta sinyal
yolagi proteinlerinin sitoplazmada serbest halde bulunan NM23-H1 gen
urinine baglanarak sinyal iletiminde gorev aldigi gorulmektedir. NM23-H1,
LPA, EDG2, c-MET gibi hicre ylzey reseptorlerinin ve buylime faktorlerinin
kontroliunde rol oynamaktadir. Ayrica NM23-H1' in DNA ekzonukleaz
aktivitesine sahip oldugu ve set kompleksinde yer aldigi da bilinmektedir.
NM23-H1 tum bu oOzellikleri ile normal hucrelerde tiumoér olusumunu
engellemekte, tumor hudcrelerinde ise metastazi baskilamakta gorev
almaktadir (Sekil-9).
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Kinaz Aktivitesi Proteinlere Baglanmasi

i
:
¥
Viral Proteinler
Epstein-Barr
Latent protein EBNA3C
HPV16-E7

Siozolik Proteinler
Piirin fosfodiesteraz
Stap TGF-beta sinyal proteini

Transkripsiyon Faktérleri

Ostorojen reseptérii
Octl

Diger Ozellikleri
Gen Ekspresyonnunu Baskilamasi

Ekzoniikleaz aktivitesi
Set kompleksi
G-protein fosforilasyonu

L) gy, ®

Smoothened  Pleiotrophin

Sekil-9: NM23-H1 geninin hlcresel fonksiyonlari.

Gunumuzde molekiler biyolojinin gelismesiyle karsinogenez stirecinin
ve tumor gelisiminde rol oynayan molekiler degisikliklerin daha iyi
anlasilmasi i¢cin yeni prognostik belirtegler ve terapotik hedefler
arastirilmaktadir. Arastirmalar karsinogenezle iligkili genleri tanimliyor olsa
da metastaz yapabilme yeteneginde olan kanser hucrelerinde meydana
gelen degisiklikler buyuk olgtide bilinememektedir(6.7)

Gunumuzde hangi hastalarda karaciger metastazi gelisecegini
goOsteren kuvvetli bir belirte¢ yoktur. MACC1 geni, 2009 yilinda Stein U ve ark
(2) tarafindan tanimlanmis olup, ekspresyonunun hem hastaliksiz hem
toplam yasam surelerinde kisalmayla iligkili oldugu gosterilmistir. HGF
reseptorunu kodlayan MET geni MACCL1 geninin transkripsiyonel hedefidir
(8). Dolayisiyla MACC1 gen ekspresyonu kanser htcrelerinin proliferasyon,
invazyon ve HGF aracilikh yayilimini yani timér blylimesini ve metastazina
neden olmaktadir. Buna karsin, bir tumor supresor gen olan Nm23-H1 gen
ekspresyonu ise kolorektal kanserlerin de i¢cinde bulundugu bir grup kanserde

metastaza kargl koruyucu etki gostermektedir (9). Ancak bu genlere iliskin
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bilgiler yeni olup, klinikteki etkinlikleri ve prognostik degerlilikleri igin daha
bircok galismaya ihtiyag vardir.

Bu calismanin amaci kolorektal kanser nedeniyle rezeksiyon
uygulanan hastalarin normal goérunimld ve tumorli dokularinda MACC1,
MET ve NM23-H1 gen ekspresyonlarinin hastaligin prognozuyla iligkisini
arastirmaktir. Calismanin sonunda MACC1 ve MET gen ekspresyonlarinin
korelasyon gostermesi beklenmektedir. Bu iki genin ekspresyonuna karsin
koruyucu olarak metastaz gostermeyen dokularda Nm23-H1 gen
ekspresyonun da ayni oranlarda artmasi gerekmektedir. Bu durumun
olusmadigl timorlerin daha agresif seyretmesi ve karacigere daha siklikla

metastaz yapmalari beklenmektedir.
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GEREG ve YONTEM

IILA. Gereg
[I.A.a. Hasta Grubu

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dalina 2006
- 2011 tarihleri arasinda bagvuran hastalarin arasinda galismaya uygun 64
vaka secilmigtir. Calismaya dahil edilen hastalarin ailelerinde kanser dykusu
bulunmamaktadir. Tum vakalar sporadik olugan kolorektal tumorlere sahiptir.
Segilen grupta, tani sirasinda evre |, evre |l ve evre Ill tUmorlerine sahip ve
ameliyat dncesi kemoterapi ve radyoterapi gormeyen hastalar yer almaktadir.
Arastirmaya dahil edilmesi planlanan ilgili hastalarin normal ve tumor doku
materyallerinin temini; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurulu’ nun 2012-3/12 no’ lu karari ile uygun bulunduktan sonra, bu hastalara
ait timord ve normal dokuyu en iyi temsil eden parafin bloklar Patoloji
Anabilim Dali arsivinden elde edildi. Hastalara ait klinik 6zellikler ise Genel
Cerrahi ve Patoloji Anabilim Dali arsivlerinden elde edildi.

Ameliyat sonrasi hastaligin tekrarlamasi olarak tanimlanan nuks ve
metastaz varligini gdézlemleyebilmek igin hastalar, tani sonrasi en az 3 yillik
sure ile takibe alindi. Nuks olusumuna kadar gegen sure hastaliksiz sag
kalim olarak ifade edildi. Klinik takip, ameliyat sonrasi biyokimyasal analizler
ve goruntuleme teknikleri ve periyodik polikinlik kontrolleri ile yapildi. Hastalar
1 yil boyunca her Ug¢ ayda bir, bir yildan sonra 6 ayda bir kontrole ¢agrilarak
ve kolonoskopi yapilarak takibe alindi. Lokal ilerleme ve uzak metastaz
durumu bilgisayarl tomografi / manyetik rezonans goérunttleme cihazlar ile
radyolojik olarak degerlendirildi. Periyodik olarak fiziksel muayene, rutin kan
analizleri ve karaciger fonksiyon testleri yapilmis olan hastalar ¢alismaya
dahil edildi. Hastalarin, hastalikli ve hastaliksiz ortalama yagsam sureleri
hesaplandi. Elde edilen klinik verilerden yararlanilarak hastalar, niks, lenf
nodu metastazi ve uzak metastaz varligina gore gruplara ayrilarak
degerlendirildi (Tablo-3).
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Tablo-3: Hastalara ait kliniksel ozellikler.

_ | _ |3
2|9 ® |9
S kG S .| 7|3

> HEAE 2 AR

3 S [n2/E| £ |3 5 |85 8| =2

> = :g C| = b4 = T £ o uz- Zz

2 | 2 ~ = g' - |x @ Q1 | 2 ~ WE|l T |xw

216|8|a| 3 |2c5|§|8z|2|6|s|a|] S |2¢| 38 |K?

=X | d[D > o >
1 |K |31 |1 |Kolon - - + 33 |[K |53 |2 |Rektum |- - -
2 |K |42 |2 |Rektum - + |- 34 |E |48 |2 |Rektum |- - -
3 |E |34 |1 |Kolon - - + 35 |[E |52 |1 |Kolon - + +
4 |K (41 |1 |Kolon - - - 36 |[K |59 |2 |Rektum |- - -
5 |E |45 |3 |Rektum + + + 37 |E |47 |1 |Rektum |- - -
6 |K |44 |2 |Kolon - - - 38 |[K |56 |2 |Rektum |- - -
7 |K |49 |2 |Rektum - - - 39 |[E |46 |1 |Kolon - - +
8 |K |54 |3 |Kolon + + |- 40 |K |57 |2 |Rektum |- - -
9 |E |34 |1 |Rektum - - + 41 |E |52|3 |Rektum |+ + +
10 |K |51 |2 |Rektum - - - 42 |K [45]2 |Kolon - - -
11 |K |41 |3 |Rektum + + |+ 43 |K |58 |3 |Rektum |+ + +
12 |E |41 |2 |Rektum - + |+ 44 |K |58 |3 |Kolon + + -
13|E |38 |2 |Kolon - - + 45 |K |51 |2 |Rektum |- - +
14 |K |53 |3 |Rektum + + |- 46 |E |41 |3 |Rektum |+ + -
15|E |49 |2 |Rektum - + |- 47 |K |48 |2 |Kolon - - +
16 |[E |58 |1 |Rektum - - + 48 |E |48 |1 |Rektum |- - -
17 |K |57 |2 |Rektum - - - 49 |K |53 |3 |Kolon + + +
18 |K |35 |3 |Kolon + + |- 50 |[E |57 |2 |Rektum |- - +
19 |[K |48 |2 |Rektum - - + 51 |[K |56 |3 |Rektum |+ + -
20| K |32 |2 |Kolon - + |- 52 |[E |51 |1 |Kolon - - -
21 |E |46 |2 |Kolon - - + 53 |[K |52 |2 |Rektum |- + +
22 |E |51 |2 |Rektum - + |- 54 |K |45 |3 |Rektum |+ - -
23|E |52 |2 |Kolon - - - 55 |[E |42 |2 |Kolon - + -
24 |K |41 |3 |Rektum + + |+ 56 |[E |50 |2 |Rektum |- - -
25|E |43 |2 |Rektum - - - 57 |[K |52 |1 |Rektum |- - +
26 |K |45 |2 |Kolon - - - 58 |[E |58 |3 |Kolon + + +
27 |E |49 |2 |Rektum - - - 59 |[K |59 |2 |Rektum |- - -
28| K |54 |1 |Kolon - - + 60 |[K |60 |3 |Kolon + - -
29 |E |50 |2 |Kolon - - - 61 |[E |48 |2 |Rektum |- + +
30| K |52 |2 |Rektum - - + 62 |[K |60|1 |Rektum |- - -
31 |K |47 |2 |Rektum - - - 63 |[K |45|3 |Kolon + + -
32 |E |56 |2 |Kolon - + |+ 64 |[K |59 |3 |Kolon + + +
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IILA.b. Kullanilan Aletler

PCR (GeneAMP 9700) (USA)

LightCycler 4801l (Roche Diagnostics, USA)
Isiticili blok (DB-2A) (Techne, England)

Su banyosu (BM 302) (Niive, istanbul, Turkey)
Santriflj (Z-23), (Hermle, Germany)

Santriflj (22R) (Beckman Coulter, Germany)
Plate santriftiju (Thermo, USA)

Manyetik Karistirici (Vorteks) (Velp Scientifica, Italy)
+ 4°C Buzdolabi (Alaska, istanbul, Turkey)

- 20°C Buzdolabi (Bosch, istanbul, Turkey)

- 80°C Buzdolabi (Nuve, istanbul, Turkey)
PCR UV kabini (Biosan, Latvia)

Nanodrop (2000) (Thermo, USA)

[I.A.c. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

RNeasy FFPE kiti (50 6rneklik) (Qiagen, USA)

Biostic Paraffin Removal Reagent (MO BIO, USA)

RNA Extraction kit (QIAGEN, Germantown, Maryland, USA)
ProtoScript M-MuLV First Stand cDNA Synthesis Kit (Biolabs, USA)
Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystem, USA)
Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystem, USA)

Etanol (Merck, Germany)

24



I1.B. Yontem

I.B.a. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Ameliyat sonrasi ¢ikartilarak formalin ile fiske edilip parafin igerisine
gomdurulen ve Patalog tarafindan degerlendirilen dokular patoloji argivinden
temin edildi. Normal ve tumor doku olarak tanimlanmis hastaya ait parafin
blok icin ependorf tlpler olusturuldu ve parafin bloklardan 0.2-0.4 cm
kesilerek bu tlpler igerisine alindi. Materyaller, BIOstic (MO BIO
Laboratories, Carlsbad, CA) ile 2 kez muamele edilerek parafinden
arindirildi.  BlOstic ile doku Uzerindeki parafin ¢ozduruldukten sonra
materyaller, %100-%70 ve %40’ lik alkol asamalarindan gegirildi ve alkol oda
Isisinda uguruldu. Bu asamalardan sonra 40 hastaya ait timoér doku ve 8
hastaya ait normal dokudan, parafin bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari
kit (Qiagen RNeasy FFPE kit) kullanilarak prosedire uygun sekilde RNA

izolasyonu gerceklestirildi.
II.B.b. Elde Edilen RNA’ larin Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen RNA’ larin miktari ve kalitesi NanoDrop 2000
Spektrometre (Thermo scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi kullanilarak
Olculdu (Tablo-4).

RNA o6rneklerinin 260 ve 280 nm’ deki dalga boylarinda yapilan élgtimleri ve
bu dalga boylarindan elde edilen degerlendirilen birbirlerine olan oranlari,
miktar ve kalite konusunda bilgi verdi.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0Ozelligi gostermektedirler. Bu nedenle 260 nm’ de Olgllen
absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen nikleik asitlerin ng/uL
veya pg/mL dizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. RNA’ nin
konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik ydntemler
DNA’ nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA’ nin

miktarinin belirlenmesinde kullanilan formul farklidir.
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[I.B.c. Total RNA (ng/pl) = 260 nm’ deki absorbans x 40 x Diliisyon

Faktori

RNA moleklleri i¢cin 1 optik dansitenin 40 ug/mL’ ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
degerler arasindaki oran nukleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir.
Proteinlerde bilindigi gibi 280 nm’ de absorbsiyon 6zelligi gdsterirler. Bu
nedenle 280 nm’ de O&lgllen bir degerdeki artisi A260/A280 oraninda
digsmeye neden olur. izole edilen total RNA orneklerinin safligindan

bahsetmek icin bu oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir.
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Tablo-4: Hastalara ait orneklerin RNA konsantrasyonlari ile ilgili nanodrop

Olcumleri.

%% AREHE s | £
e 22| £ /8 |8 |5| & |28/ =2| &8 8|5 |¢
s|2¢| 5 |2 |2 |&8| 5 |52 5| ¢ 2| 8|S
1 |[123.2|ng/pl |0,349|0,188|1,85 | RNA 33 [94.2 ng/ul 0,56 0,297 (1,89 RNA
2 |128 |ng/ul [2,979|1,581|1,88 | RNA 34 | 142 ng/ul 4,431 |2,365|1,87 RNA
3 |110.2|ng/ul |2,268|1,205|1,88 | RNA 35 | 250 ng/ul 2,045 |1,193|1,71 RNA
4 |59 ng/ul |0,376|0,215| 1,75 | RNA 36 [34.6 ng/pl 0,326 |0,19 |1,72 RNA
5 |142.6 |ng/ul |9,024|4,817 | 1,87 | RNA 37 | 154 ng/ul 1,276 |0,72 |1,77 RNA
6 [90.7 |ng/ul |0,856(0,483|1,77 | RNA 38 [175.2 |ng/ul 0,99 0,524 1,89 RNA
7 |56.1 |ng/ul [0,856|0,483|1,77 | RNA 39 |89.2 ng/ul 2,22 1,18 |1,88 RNA
8 [154 |ng/ul |0,3 0,182 | 1,65 | RNA 40 |90 ng/ul 3,575 |1,868|1,91 RNA
9 [110.2|ng/ul |0,429|0,221|1,94 | RNA 41 | 170 ng/pl 12,31 (6,411(1,92 RNA
10 |58.7 |ng/ul |18,08(9,915|1,82 | RNA 42 | 125 ng/ul 9,024 |4,817|1,87 RNA
11 |69 ng/ul {0,987 |0,545| 1,81 | RNA 43 198.2 ng/pl 2,74 1,472 | 1,86 RNA
12 | 145 |ng/ul |10,16|5,401 1,88 | RNA 44 190 ng/ul 1,313 |0,696 1,89 RNA
13 |165 |ng/ul |1,615|0,905|1,78 |RNA |45 | 165 ng/ul  |0,667 [0,321(2,08 |RNA
141129 |ng/ul |1,342(0,712|1,89 | RNA 46 | 178 ng/ul 3,077 |1,607|1,92 RNA
15|58.9 |ng/ul |1,649(0,877|1,88 | RNA 47 |145 ng/ul 1,763 [0,883|2 RNA
16 [ 85.7 |[ng/pl | 7,359 3,798 1,94 | RNA 48 |125.6 |ng/pl 0,535 |0,303|1,77 RNA
17 | 148 |ng/ul |0,415|0,245|1,69 | RNA 49 |56.2 ng/ul 18,08 [9,915|1,82 RNA
18 |125 |ng/yl 2,896 1,493 |1,94 | RNA 50 (90 ng/ul 1,342 (0,712(1,89 RNA
19 |360.1 | ng/ul |0,64410,358|1,8 | RNA 51 [115 ng/ul 0,376 |0,215|1,75 RNA
20 [85.7 |ng/ul |0,729(0,414|1,76 | RNA 52 [146.1 |ng/ul 0,764 |0,465]|1,64 RNA
21|65 ng/ul |3,575(1,868|1,91 |RNA |53 |87 ng/ul  |0,597 [0,343[1,74 |RNA
22 |225 |ng/ul [12,31|6,411|1,92 | RNA 54 | 264 ng/ul 2,5 1,422 | 1,76 RNA
23 325 |ng/ul [9,024|4,817 | 1,87 | RNA 55 |102 ng/ul 1,615 [(0,905|1,78 RNA
24 1126 |ng/yl 2,74 |1,472|1,86 | RNA 56 |148 ng/ul 1,342 (0,712|1,89 RNA
25458 |ng/ul |1,313|0,696|1,89 |RNA |57 [41.7 |ng/ul |1,649 |0,877(1,88 |RNA
26 [145 |ng/yl |3,414 (1,777 |1,92 | RNA 58 | 175 ng/ul 5,622 |2,991|1,88 RNA
27 1105 |ng/yl |25 1,422 | 1,76 | RNA 59 |182 ng/ul 0,729 |0,414|1,76 RNA
28 [75.2 |ng/ul |0,639|0,366|1,74 |RNA |60 |201 ng/ul |0,56 [0,297 (1,89 |RNA
29 156 |ng/ul |0,376|0,215|1,75 | RNA 61 |109 ng/ul 0,639 |0,366|1,74 RNA
30 |101.7 | ng/ul |0,764|0,465|1,64 |RNA |62 |142.1 |ng/ul |0,376 [0,215|1,75 |RNA
31120 |ng/yl |0,376|0,215|1,75 | RNA 63 |36 ng/ul 0,764 |0,465]|1,64 RNA
32 (158 |ng/ul [0,293|0,165|1,78 |RNA |64 |102 ng/ul  |0,429 [0,221[1,94 |RNA

27




[1.B.d. RNA’ lardan cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’ nin 5 ng’ ProtoScript M-MuLV First Stand cDNA
Synthesis Kit' i kullanilarak komplementer DNA (cDNA) eldeedildi. izole
edilen RNA odrneklerinden cDNA sentezi igin kullanilan PCR karigimi ve
programi Tablo-5 ve Tablo-6’ da verildi. Calisiimasi hedeflenen her bir 6rnek
icin 0,2 pl' lik PCR tupu igerisine Tablo-5’ te verilen malzemelerden reaksiyon
karisimi olusturuldu. Elde edilen miks pipetaj yapilarak karistirildi ve
santrifje alinarak spin atildi. PCR tupu igerisindeki miks, 37°C’ de 2 saatlik
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi elde edilen cDNA’ lar (zerine

reaksiyon karisimi bulunan her bir PCR tuptne 90 pl dH20 ilave edilerek

karigtirnildi ve Uranler bir sonraki asamaya kadar -20°C’ de saklandi.

Tablo-5: cDNA sentezi igin olusturulan reaksiyon karigimi.

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon

RNA 50 ng-200 ng (0.5 ug- 2 uQ)

M-MuLV  Enzyme Mix

(10X) 3.5 pl

M-MuLV Reaction Mix

(2X) 7.5 pl

Random Primer (60 uM) 2.5

Nucleas-free Toplam hacim 20.0 ul olacak sekilde dH0 ile
H>0 tamamlanir

Tablo-6: cDNA sentezi igin kullanilan PCR programi.
PCR Programi

30

16 °C' de — dakika
30

42 °C' de — dakika
5

85 °C' de — dakika
4 °C'de — ©
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[I.B.e. Real-Time PCR ile mRNA Ekspresyon Analizleri

Calismada, farkh toplumlarda, metastatik kolorektal kanser ile
iliskilendirilen 3 farkli genin expresyon seviyelerinin Turk populasyonunda
degerlendiriimesi amacglanmigtir.  Litaratur arastirmasi sonucu belirlenen
MACC1, NM23-H1 ve MET genlerinin yer aldiklari sinyal yolaklar ve

gorevleri Tablo-7’ de belirtilmistir.

Tablo-7: NM23-H1, MET ve MACC1 genlerinin 6zellikleri

MACC1 NM_182762 1 7p21.1 HGF/MET
MET NM_000245 1 7931 HGF/MET
NM23-H1 NM_021169 ! 17q ERK

Calismamizda kullaniimak Gzere belirledigimiz genlere ilgili primerler
litaratlirden secilmistir. Calismada, PCR donglsl esnasinda olusan spesifik
PCR drundna belirlemek ve es zamanl degerlendirmek amaciyla florasan
ISima yapabilen igaretli (Tagman problu) primerler kullanildi.

MRNA ekspresyonlarinin Ct degerleri, Lighy Cycler480II cihazinin veri
tabanindan yararlanilarak elde edildi. Esik deger (Threshold) olarakta
tanimlanan CT degeri, floresan isimada (ARn) artisin basladigi ilk siklusu
ifade eder. Rn(+), yuklenen ornegdin reaksiyona giren tim komponentlerin
floresan emisyonu, Rn(-) ise negatif kontrolln ve reaksiyonu gergeklesmeyen
orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn, Rn(+) ve Rn(-)
arasindaki fark olup,CT degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel
goOstergedir. Calismada, housekeeping gen olarak kullanilan beta-aktin
geninin ortalama Ct degeri belirlenerek PCR Array’ den elde edilen verilerin

normalisazyonu yapildi.
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II.B.f. istatistiksel Analiz

MRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimleri inceleyebilmek icin
oncelikle LightCycler 480 Il cihazinin veri tabandan, yluklenen érneklerin Row
Data ve CT degerleri elde edildi. Hastalar, klinik 6zelliklerine gore gruplara
ayrildi ve Sabioscience sitesinde yer alan PCR Array Veri Analizi sayfasina
yuklendi.

Web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT2 profiler PCR array
data analysis version 3.5) programindan yararlanilarak, evreler arasinda
MIiRNA ekspresyon duzeyindeki degisimleri ifade eden kat degisimi (fold
change) grafikleri ve degerlendirilen gruplara gére mRNA'’ larin hangilerinin
yuksek eksprese (up-regule) hangilerinin distik eksprese (down- regule)
oldugunu goésteren Clustrogram goruntusu olusturuldu. Sabiosciences PCR-
Data Analiz sisteminde 2’ deltact degerlerinden Student T testi yapilarak her
bir mIRNA’ nin p degeri belirlendi. Sonuglar % 95’ lik gliven araliginda ve
anlamlilik p<0.05 duzeyinde degerlendirildi. MRNA ekpresyon seviyelerindeki
farkhliklarin, hastalarin klinik 6zellikleri ile iligkili olup olmadigini ortaya

koymak icin ise Sabiosciences PCR-Data analiz programindan yararlanildi.
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BULGULAR

Calismamizda, 2006-2011 yillar1 arasinda kolorektal kanser tanisi
almis, operasyon oncesi radyoterapi ya da kemoterapi almamis, Evre |, evre
Il veya evre Ill timdrine sahip 64 hasta degerlendirildi. Hastalarin yas araligi
30-60 arasinda olup ortalama yas 58 olarak belirlendi. Calismaya dahil edilen
hastalarin 27’ si erkek, 37’ si kadindir. 38 vakada primer timorin rektumda,
26 vakada ise kolonda lokalize oldugu saptandi. Altmis dort hastanin on
yedisinde miusindz kompanent varligi belirlendi. 25 hastada lenf nodu
metastazi belirlendi. Secilen hastalar en az g yil takibe alindi ve 27 hastada
ise uzak metastaz ya da nuks varligi gozlendi. Degerlendirilen hastalarin

klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo-8' de verilmektedir.
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Tablo-8: Hastalara ait klinik ozellikler.

Hasta
Degerlendirilen Sayisi
Parametreler (%)
Hasta 64
Yas
30-39 6(9.3)
40-49 26(40.6)
50-60 32(50)
Cinsiyet
Kadin 37(57.8)
Erkek 27(42.18)
Tumor
Buyukliigi
<3 14(21.8)
>3 50(78.1)
Miisin6z Kompanent Durumu
Yok 47(73.4)
Var 17(26.5)
Tumor
Lokalisazyonu
Kolon 26(40.6)
Rektum 38(59.3)
Evre
I 13(20.3)
Il 26(40.6)
1] 25(39)
NuUks yada uzak Metastaz Durumu
Yok 37(57.8)
Var 27(42.18)

Real-time PCR Array sistemleri kullanilarak, 64 kolorektal timorde
metastaz ile iligskilendiriimis 3 farklh mRNA’ nin ekspresyon profilleri analiz
edildi. ilk olarak timér dokusundaki mRNA ekspresyon seviyeleri normal
dokudaki ekspresyon seviyeleri ile, web tabanli Sabiosciences PCR-Data
Analiz (RT? profiler PCR array data analysis version 3.5) programindan
yararlanilarak karsilagtirildi ve istatistiki degerler bu programda yer alan
Student T testi ile elde edildi (Tablo-9, Sekil-10, Sekil-11, Sekil-12).
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Tablo-9: Normal doku ile karsilastirildiginda timoér dokudaki NM23-H1, MET

ve MACC1 ekspresyon seviyeleri.

Genler Normal Doku Tumor Doku

2" (-Avg.(Delta(Ct)) 2" (-Avg.(Delta(Ct)) Kat Degigimi p value
NM23-H1 3.441.212 0.877711 0.2551 0.0157
MET 0.606163 1.925.436 31.764 0.0133
MACC1 0.450556 1.555.531 34.525 0.0038

51 |mHZ3-H1 T
4
P ralue=001
3
. |
-
1]
o1
= | I
£ o0
-1
-2
-3 1
Mormal Dol Timnsr Dok

Sekil-10: Normal doku ve Tumor dokuda NM23-H1 ekspresyon seviyesi.
Tamor baskilayict bir gen olan NM23-H1, normal dokulardaki

ekspresyonu, timoér dokularindaki ekspresyon seviyesi ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli diisis meydana geldigi géraimustar.
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P sralue= 001

10,01

7.5

5.0 -

2.5
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Fold Change

-2.51 4

-5.01

Hormal Dolu Timér Dol

Sekil-11: Normal doku ve Tumor dokuda MET ekspresyon seviyesi.

g T
MACCT P rahue= 0,003

3.
2
i
-1

Fold Change

Mormal Dol Timsr Dol

Sekil-12: Normal doku ve Tumoér dokuda MACCL1 ekspresyon seviyesi.

Birer onkogen olan MACC1 ve MET, normal doku ile
kargilastirildiginda Tumoér dokuda sirasiyla 31 ve 34 kat artis gdstererek
istatistiksel olarak anlamli bulunmuslardir.

Normal kolon mukozasi ile evrelere ayrilarak gruplanan tumor dokular

karsilastinlarak mRNA’ larin ekspresyon seviyeleri incelendi. Histopatolojik
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evreleme sistemine gore tumor dokular 3 gruba ayrildi. Evrel tumorleri grup
1, evre 2 tumorleri grup 2 ve evre 3 tumorleri de grup 3 olarak tanimlandi.
Normal dokular ise kontrol grup olarak alindi. Evreler arasinda mRNA
ekspresyon dulzeylerindeki degisimler web tabanli PCR-Data Analiz
programindan vyararlanilarak belirlendi. Farkli evrelere ait kolorektal
timorlerin normal doku ile karsilastirimasi sonucu MET ve MACCLI’ in
ekspresyonlarinin evre Ill tumorlerinde evre | tumorlerine gore anlamli
sekilde arttig1 gozlendi. (Tablo-10).

Tablo-10: Kolorektal kansere ait farkl evrelerdeki NM23-H1, MET ve MACC1

ekspresyon seviyeleri.

Gen Adi | Evre | Evre Il Evre Il Evre I/l Evre 11/111 Evre I/11l
2 2n 2n
Kat p- Kat p- Kat p-
(-Avg. (-Avg. (-Avg. L L L
(Delta(Ct)) (Delta(Ct) (Delta(Ct)) Degisimi  value Degisimi value Degisimi value
NM23- 0,33 0,60 0,70
H1 0,42472 0,3915 0,305582 -1,0849 104 -1,2812 5598 -1,3899 7856
0,15 0,25 0,01
MET 0,545569 0,968171 1,925436 1,7746 968 1,9887 0889 3,5292 2421
0,27 0,70 0,00
MACC1 | 0,44046 0,775236 1,555531 1,7601 037 2,0065 5291 3,5316 4539

Lenf nodu metastaz varligina gore hastalar degerlendirildiginde lenf
nodu metastazi negatif hastalar ile lenf nodu metastazi pozitif hastalar
belirlenerek normal dokuyla ve birbirleriyle istatistiki olarak karsilastirildi
(Sekil-13, Sekil-14, Sekil-15).

35



125 (@ pacct p value = 006 -

10.0 pvalue=02 pvalue =03

5.0

0.0

Fold Change

-2.5

-5.0

Normal Dok LML (5 LHM+)
Tiumér Daolas Tinor Doku

Sekil-13: Tumodr dokularda LNM durumu ve MACC1 ekspresyonu.
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?
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Sekil-14: Tumér dokularda lenf nodu metastazi durumu ve MET

ekspresyonu.

LNM: Lenf nodu metastazi,
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Sekil-15: Tumor dokularda LNM durumu ve NM23-H1 ekspresyonu.

MACC1, MET genleri LNM (-) tumor dokulari ile karsilagtiriidiginda,
LNM (+) timor dokularinda sirasiyla 2.38 ve 2.87 kat artis, NM23-H1 ise 1.7
kat azalis gosterdi. MET genindeki bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.03)

5 yillik takip sonrasi nuks ve uzak metastaz gorilmeyen hastalara ait
tumor dokular ile niks ve uzak metastaz gorilen hastalara ait tUmor

dokularda bu 3 genin ekspresyon seviyeleri incelendi. (Tablo-11 ve Sekil-16).

Tablo-11: NM23-H1, MET ve MACC1 ekspresyon seviyelerinin uzak
metastaz ya da niuks potansiyeli tagsiyan tumor dokularindaki kat degisimleri

ve p degerleri.

Tumor Doku (5 Yillik Takip Sonrasi)

Normal Doku Uzak Metastaz yada Nuks (-) Uzak Metastaz yada Niks (+) )(#)

27 (- 27 (- U 27 (- U O
Gen Adi Avg.(Delta(Ct)) Avg.(Delta(Ct) Kat Degisimi p value Avg.(Delta(Ct)) Kat Degisimi p value Kat Degisimi p value
NM23-H1 195.432 0.939306 0.4806 0.075185 0.314326 0.1608 0.024866 -62.175 0.024866
MET 0.626875 13.962 22.272 0.381161 2.123.282 33.871 0.042413 27.009 0.041469
MACC1 0.353247 0.618101 17.498 0.456723 1.555.531 44.035 0.02611  60.752 0.039797
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Sekil-16: 5 yillik takip sonrasinda uzak metastaz ya da niks gozlenen
hastalara ait tumor dokularinda NM23-H1, MET ve MACC1 genlerine ait

ekspresyonlar.

NUks ve uzak metastaz gozlenen hastalara ait tUmér dokularda,
metastaz gorulmeyen hastalarin tumoér dokularina gére, MACC1 ekspresyon
seviyesi 6.07 kat, MET’ in ekspresyon seviyesinin ise 2.70 kat arttigi, NM23-
H1' in ekspresyonunun ise 6.21 kat distigi belirlendi. Ug¢ geninde
istatistiksel olarak anlamli p degerlerine sahip oldugu gozlendi.

Evre I-1l ve evre lll timorleri, daha sonraki yillarda uzak metastaz ya
da niks gosterme durumlarina gore kendi iclerinde gruplara ayrildi ve 3
genin ekspresyon seviyeleri incelendi. Yapilan istatistikler sonucunda daha
sonraki yillarda uzak metastaz gosteren evre I-Il timorlerinde MET ya da
NM23-H1' de anlaml bir degisim goézlenmezken, MACC1 ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil-17).
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Sekil-17: Erken evre kolorektal tumorlerinde, uzak metastaz ya da nuks

potansiyali gézlenen hasta dokularindaki MACC1 ekspresyonu.
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TARTISMA VE SONUG

Karmasik bir olusum surecine sahip olan kolorektal kanser, basta
gelismis Ulkeler olmak Uzere tum dunyada en yaygin gorulen kanserlerden
biridir. Sporadik ya da ailesel olarak meydana gelen bu tUmorler kansere
bagli 6limlerinde basinda gelmektedir (2). Glinumuzde molekiler biyoloji ve
genetigin gelismesiyle birlikte kolorektal kanser olusum surecinde etkili olan
genler ve bu genlerin yer aldiklari sinyal yolaklari tanimlanmistir. KRAS,
BRAF, MLH1, MSH2 ve APC genlerinin kolorektal kanser gelisim surecindeki
etkileri belirlenmis ve rutin hasta hizmeti dahilinde tani ve tedavi amagli
kullaniimaya baslanmistir (17). Fakat tanimlanan bu genler ve etkili olduklar
sinyal yolaklari kanser gelisiminin tamamen anlasiimasinda yetersiz
kalmaktadir. Kolorektal kanserin en dnemli 6zelligi hastalarin gogunda uzak
metastaz varligidir. Kolorektal kanserin ilk gelisim evrelerine ait spesifik
belirtiler bulunmamakta olup yavas ilerleyen kanser tipine Ornektir. Bu
nedenle hastalarin buyuk bir kisminda tani sirasinda uzak metastaz
g6zlenmektedir. Kolorektal kanserli hastalarda tani sonrasi yagsam suresi tani
sirasindaki klinik ve patolojik evrelere baghdir. Erken evre kanser
hastalarinin tani sonrasi 5 yillik yasam suresi %90 oraninda iken, lenf nodu
olusmus hastalarda bu oran %35-60’ a, uzak metastaz gelisen hastalarda ise
%10’ a kadar dusmektedir. Evre 3 timorlerinde lenf nodu metastazi, evre 4
tumorlerinde ise uzak organ metastazi gorilmekte ancak erken tUmor evresi
olan evre 1-2’ de patolojik bir belirte¢g bulunmamaktadir. Kolorektal kanser
tedavi ptorokollerinin belirlenmesinde bu patolojik evreler kullaniimaktadir.
Evre Il ve evre lll kolorektal kanser tiumorlerinde temel tedavi cerrahi
operasyondur. 1980’ ler den itibaren Evre Il kolorektal timdrlerinde ameliyat
sonras! Fluoropirimidin tabanli kemoterapi kullaniimaktadir. Daha sonra ki
yillarda flurourasil’ in yaninda levamisol ilave edilerek 6lumin %30 oraninda
azaltildid1 bulunmustur. 2004 yilinda mozaik ilag kombinasyonlari modeli ile
5-FU ve leucovorine, oxaplatin eklenmis ve FOLFOX kirlu bulunmustur.

GunUmulzde, evre Il hastalari igin alti ayhk FOLFOX kemoterapisi
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verilmektedir. Daha sonradan uzak metastaz veya niks gdsteren evre I
hastalarinda ameliyat sonrasi kemoterapi fayda saglamasina ragmen hangi
hastalarin nuks yada uzak metastaz risk potansiyeli tagidigi belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle kanserin erken evrelerinde, timorin metastatik
potansiyeli i¢cin yardimci olabilecek yeni belirteclere ihtiyag duyulmaktadir
(21). Gunumuz cahsmalari, kolorektal kanserin tani ve tedavisinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek yeni molekullerin belirlenebilmesi Gzerine
yogunlagsmigtir. Yapilan caligmalar ile evre Il ve evre lll hastalarinin nuks ve
metastaz riskinin anlagilabilmesi i¢in pek ¢cok genetik ve molekuller belirteg
taranmistir.  Ayrica bazi c¢alismalarla kanser olusumunda etkili olan
degisimlerin populasyonlar ve hatta bireyle arasinda farklihk gosterdigi
saptanmigtir Metastaz gelisiminde rol oynayan mekanizmalar incelendiginde
Ozellikle MACC1, MET ve NM23-H1 olmak uUzere u¢ genin Onemi
vurgulanmistir.

Kolorektal kanser ulkemizde de en yaygin gorulen kanserlerden biridir.
Tani alan hastalarin birgogu kotu prognoza sahiptir ve yuksek oranda uzak
metastaz gelisim riski tagsimaktadirlar (6). Gelismis toplumlarda, kolorektal
kanserin tani ve tedavisinde kullanilabilen belirteclerin sayisi oldukga azdir.
Fakat Turk toplumuna 06zglu biyobelirtecler hentz vyeni arastiriimaya
baslanmigtir. Kolorektal kanserde metastaz gelisim surecinde etkili olduklari
belirlenen MACC1, MET ve NM23-H1 genlerinin Turk populasyonuna ait
ekspresyon seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢alisma ise bulunmamaktadir.
Calismamizda, Real-time PCR kullanarak, evre 1, Il ya da Il kolorektal
kanser tanisi almig hastalarin tumor dokularinda bu U¢ genin ekspresyon
seviyelerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli
histolojik evrelere ait tumoér dokularda bu genlerin ekspresyon seviyeleri
degerlendirilerek sporadik gelisen Turk populasyonuna ait erken evreli
timorlerde, tUmorin metastatik potansiyeli hakkinda belirte¢ olarak
kullanilabilirlikleri belirlenmeye galigiimigtir.

NM23 gen ailesinde yer alan NM23-H1, 17922’ de lokalizedir. TUmor
baskilayici bir gen olan NM23-H1, difosfat kinazlardan biri olan NDPK-A

arinunu kodlayarak hucre ici sinyal iletiminde gorev almaktadir (32). Meme,
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karaciger, over ve gastrik kanserlerde yapilan ¢galismalar ile NM23-H1 yuksek
ekspresyonu, dusik metastatik potansiyel ile iligkilendirilmigtir.
Noroblastoma, pankreas kanserleri ve bas-boyun kanserlerinde ise NM23-H1
geninin metastatik slregte herhangi bir iligkisi belirlenememigstir. Hartsough
ve arkadaslari 2002 yilinda yaptiklari ¢calisma (33) ile NM23-H1 gen
ekspresyonunun MAPK ve TGF-beta sinyal yolagini baskilayarak kanserde
invazyonu engelledigi gozlemlenmistir. Kapitanovic ve arkadaslarn (34)
NM23-H1 gen ekspresyonunun kolorektal kanser timorleri tzerindeki etkisini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda NM23-H1 ekspresyonunun timor
dokularda azaldigi saptanmistir. Mevcut tez calismasinda 64 tumor ve
normal doku karsilastinildiginda, NM23-H1 geninde yaklasik 2 kat azalma
belirlendi ve istatistiksel olarak anlamlilk gézlendi (P <0.05). Kapitanovic ve
arkadaslarinin yine ayni ¢alismalarinda (35) kolorektal tiumorlerde evreler
arasi NM23-H1 ekspresyonunu incelenmistir ancak bir fakhlik
g6zlemlenmemistir. Mevcut galismada NM23-H1 ekspresyonun ileri evrede
distiglu belirlendi (p>0.05). Cheah ve arkadaslarn da kolon timoérlerinde
gerceklestirdikleri calisma ile timor evreleride ve NM23-H1 ekspresyonu
arasinda bir korelasyon belirlemislerdir. Ayni c¢alismada NM23-H1
ekspresyonunun erken evre ve duguk metastatik potansiyelli timorlerde,
yuksek metastatik potansiyeli olan ileri evrelere gére daha ylksek oldugu
bulunmustur. Mevcut tez galismasinda, daha sonraki yillarda uzak metastaz
gosteren hastalara ait erken evre timor dokular ile metastaz gdstermeyen
erken evre tumoér dokularda NM23-H1 ekspresyonu karsilastirildiginda,
metastaz gosteren hasta dokularinda 6.21 kat dusts gosterdi ve istatistiksel
olarak anlamhlik belirlendi (p= 0.024). Elde edilen bu bulgu ile sporadik
gelisen  kolorektal tumorlerde NM23-H1  ekspresyon  seviyesinin
yukseltiimesine yonelik girisimlerin metastatik potansiyeli baskilayabilecegini
dusundurmektedir.

MET, en o6nemli proto-onkogen genlerden biridir. Hlcre buyumesi,
farkhlasmasi ve doku tamiri gibi birgok hlcresel suregte duzenleyici olarak
gbrev alan HGF/MET sinyal yolaginda anahtar rol Ustlenmektedir (36).
HGF/MET sinyal yolaginda ki énemli gdrevinden dolayr MET ekspresyonu

42



bas-boyun, meme, akciger, gastrik, over, pankreas olam Uzere birgok sloid
timoérde arastirimis ve c¢alismalar sonucunda MET proto-onkogeninin
onkogene ddénusmesi sonucunda timor gelisimi ve metastaz olusumunun
bagladigi gosterilmistir (37,38). Boccacio ve arkadaslari kolorektal kanser
timorlerinde MET ekspresyonunun yiksek oldugunu belirlemislerdir. Mevcut
tez calismasinda, bormal dokular ile karsilastirildiinda erken evre tumor
dokularinda MET ekspresyonunun 31.76 kat yluksek oldugu goruldi p<0.05).
Fischer ve arkadaslarinin 1998 yilinda yaptiklari g¢alisma (38) ile MET
ekspresyonunun ileri evre tumorlerde artis gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
bircok calisma ile ailesel kanserlerde MET gen mutasyonlarinin varlgi,
sporadik timdrlerde ise gen mutasyonun nadir rastlanip ekspresyonun arttigi
bildirilmistir (6). Sporadik kolorektal timodrler ile yapilan tez ¢alismasinda,
MET ekspresyonun evrel-1l ile karsilastirildiginda 6zellikle evre Il ler de 3.5
kat anlamli ylkselisi gozlemlendi (p= 0.01). Bununla birlikte, MET
ekspresyonunun Ozellikle metastatik potansiyel tasiyan dastuk evreli
timorlerde arttigi belirlendi (p=0.03). c-MET’ in ylksek ekspresyonu kot
prognoz ile iligkilendiriimekte ve bu genin amplifikasyonu bazi kemoterapik
ilaglara karsi dirence sebep olmaktadir. Birgok calisma ile MET’ i hedef
alarak HGF/MET sinyal yolagini inhibe edici yeni molekullerin ya da ilaglarin
bulunmasi hedeflenmigtir. GUnumuzde MET ekspresyonu prognostik bir
belirte¢ olarak kullanilmakta ve tirozin kinaz inhibitorleri ve gelistirilen farkl
ilaglar ile bu sinyal yolagi baskilanmaktadir. Sporadik gelisen turk
populasyonuna ait kolorektal timérlerde MET ekspresyon profilini belirleyen
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Mevcut tez calismasi ile, Turk
populasyonunda da MET’ in ylUksek ekspresyonunun duasuk evreli timorler
icin prognostik bir belirte¢ olabilecedi gorulmektedir.

Stein ve arkadaslarinin 2009 yilinda metastatik kolorektal kanser
tumorleriyle calisma ile MACC1 genini tanimlamislardir (4). Stein ve
arkadaslari daha sonraki galismalarinda, MACC1 geninin hicre kuilttra
deneylerinde proliferasyonda, invazyonda ve migrasyonda rol oynadidini
bulmuglardir (27). Yine ayni suregte bu genin MET onkogenininin

transkripsiyonunu arttirarak HGF/MET sinyal yolaginda goérev aldigini ve
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bdylece metastaz olusumunda goérev aldigini belirtmiglerdir (28). Daha sonra
gesitli gruplarin yaptiklari arastirmalar ile MACC1 yuksek ekspresyonu,
meme ve karaciger tumorlerinde ve epitelyum hucre kanserlerinde kotu
prognoz ve duslk yasam suresi ile iliskilendirilmistir (41). Mevcut tez
calismasinda, MACC1 ekspresyonu tumor dokuda normal dokuya gore 34
kat artis gosterdi (p= 0.03). MACC1 ekspresyonu klinik parametreler ile
karsilastirildiginda, tumor boyutu, lokalisazyonu ya da musin6z komponent
varhigi ile herhangi bir istatiksel anlamlilik elde edilememigtir. Ancak evreler
arasi yapilan karsilastirmada MACC1 ekspresyonunun lenf nodu metastaz
varligi ile karakterize edilen evre Ill timorlerinde anlamli bir artig gosterdigi
belirlendi (p= 0.04). Lenf nodu metastazi bulunan timorler ile lenf nodu
metastazi igermeyen tUmoérler karsilastirildiginda MACC1  yuksek
ekspresyonunda anlamhlik gézlendi. Stein ve arkadaslarinin MACCL1 ile ilgili
yaptiklari ikinci galismada da (21), metastatik potansiyelin yuksek oldugu
hasta grubundan bu genin ekspresyonun arttigini gostermislerdir. Ayrica
mevcut tez galismasinda, belirlenen hasta grubunun erken evre timaorlerinde
MACC1 ekspresyon analizleri yapildi. Arsiv materyallerinde, 5 yillik takip
surecinde uzak metastaz gelisen erken evre tumorlerde, MACC1
ekspresyonu ile metastaz gostermeyen hastalara ait erken evre tumor
dokularindaki MACC1 ekspresyonu Kkarsilastirildi ve metastaz gosteren
gruba ait tumoér dokuda anlamli ekspresyon artisi belirlendi. Kolorektal
kanserde erken evre ifade edilen ve tanisal belirtecleri oldukga yetersiz olan
evre I-Il timodrleri icerisinde uzak metastaz gosteren ve gostermeyen erken
evre tumorlerinde NM23-H1, MET ve MACCL1 ekspresyonlarina bakildiginda
NM23-H1 ekspresyonunda dusus, MET ve MACCL1 ekspresyonlarinda ise
artis saptandi ve MACCL1’ in bu yuksek ekspresyonunda anlamlilik belirlendi.
Elde edilen bnulgular sonucunda MACCLY’ in yuksek ekspresyonunun Turk
populasyonunda Ozellikle erken evreli tUumoérlerde hem tanisal hem de
metastatik potansiyal icin bir biyobelirte¢ olabilecedi gosterildi.

Mevcut calismanin sinirlamalari; vaka sayisinin  azhgi (Tdrk
populasyonunda 30-60 yas arasi tani almig, aile hikayesi olmayan, evre |,

evre |l ve evre lll kolorektal kanser timorlerine sahip 64 hastaya ait tumor ve
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normal doku ele alindi. ) sebebiyle farkhlik belirlenen tim parametrelerde
istatistiksel anlamhliga ulagilamadi. Calismaya dahil edilen hastalarin bir
¢ogu hayatta oldugu i¢cin mevcut calismada survi analizi yapilamadi.

Sonug olarak, mevcut ¢alisma Turk populasyonuna ait, aile hikayesi
bulunmayan ve kemoterapi ya da radyoterapi tedavisi gormemis kolorektal
kanser hastalarina ait timor dokularda; farkli populasyonlarda metastaz ile
iligkilendirilen ve tani, tedavi ve hasta takibinde birer etkili biyobelirte¢ olarak
belirlenen NM23-H1, MET ve MACC1 ekspresyonlarinin degerlendiriimesi
amagclanmistir. Turk populasyonuna ait gen¢ yasta gelisen tumoérde, NM23-
H1’in disuk, MET ve MACCLY’ in ise yuksek seviyelerdeki ekspresyonlarinin
bu hasta grubunun metastatik potansiyeli icin Dbelirleyici olduklar
bulunmustur. Elde edilen bulgular i1si1ginda; sporadik olarak gelisen bu
tumorlerde be  genlerin  ekspresyon  duzeylerindeki  farkliliklar
degerlendirilerek, tumdrin agresivitesi ve hastada metastaz gelisebilme riski
ile ilgili bilgi edinilebilecegi dusunulmektedir. Boylece diger kolorektal kanser
hastalari ile benzer tedavi yaklasimlari uygulanarak takip edilen bu hasta
grubunda, etkin tedavi yaklagimlarinin dizenlenmesinde katki olusturarak
hastalarin yasam suresinin ve Kkalitesinin iyilestirilebilmesine imkan
saglanabilecektir. Bu 0zellikteki tiumorlerin tedavisinde, MET ve MACC1
genlerinin ekspresyonlari dislurecek ya da NM23-H1 geninin ekspresyonunu
arttiracak yeni molekullerin ve yontemlerin bulunmasinda, ¢alismanin kaynak
olusturabilecegi dusunulmektedir. Calismada elde edilen bulgular; Turk
populasyonunda sporadik kokenli erken evreli tumdrlere sahip hastalarda
kotid prognozun takibini saglayabilecek biyobelirteclerin  belirlenmesi
konusunda uluslararasi ve ulusal literature katki saglar niteliktedir.

Calismada elde edilen bulgularin bundan sonraki ileri fonksiyonel

¢alismalar igin yol gosterici olmasi dustunulmektedir.
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