610T

AOSMV TIDAS

1ZAL VIOLMOd I'TVd INI'TIGVNYV IfOTOAId 1991LL

&
o““ “Ni‘,

T.C. i A
BURSA ULUDAG .'\ (@ ?.“_
UNIVERSITESI 8 =

SAGLIK BIiLIMLERIi
ENSTITUSU
TIBBIi BiYOLOJIi
ANABILIM DALI

KODLAMA YAPMAYAN UZUN
RNA’LARIN KOLON
TUMORLERINDE PROGNOZ
ACISINDAN ONEMININ
ARASTIRILMASI

Secil AKSOY

(Doktora Tezi)

BURSA-2019




T.C.

ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

TIBBIi BiYOLOJi ANABILIiM DALI

KODLAMA YAPMAYAN UZUN
RNA’LARIN KOLON
TUMORLERINDE PROGNOZ
ACISINDAN ONEMININ

ARASTIRILMASI
Secil AKSOY
(DOKTORA TEZI)
DANISMAN:
Prof. Dr. Berrin TUNCA
KUAP(T)-2014/35, DDP(T)12018/4

BURSA-2019




ETiK BEYANI

Doktora tezi olarak sundugum ‘Kodlama yapmayan uzun RNA’larin kolon
tiimdrlerinde prognoz acisindan dneminin arastirilmasi’ adh ¢alismamn, proje
safhasindan sonug¢lanmasina kadar gegen biitiin siireglerde bilimsel etik kurallarina
uygun bir sekilde hazirlandigim1 ve yararlandigim eserlerin kaynaklar béliimiinde
gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Adi Soyadi
Secil AKSOY

.

12.09.2049




SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Doktora dgrencisi Secil AKSOY tarafindan
hazirlanan kodlama yapmayan uzun rna'lanin kolon tiimdrlerinde prognoz
agisindan dneminin arastiriimas: konulu Doktora tezi
13....1.09. /.. 20otS..gini, ..[9:32..-. )22, saatleri arasinda yapilan tez
savunma sinavinda jiiri tarafindan oy birligi/oy ¢oklugu ile kabul edilmistir.

Adi-Soyadi Imza

Tez Danigmani Prof. Dr. Berrin TUNCA = _g[;:ﬂ’

Uye Prof. Dr. Giilsah CECENER W

Uye Prof. Dr. Ersin OZTURK

Uye Prof. Dr. Didem TURGUT s

) COSAN ‘

Uye Doc. Dr. Giirler AKPINAR _//f 22
Bu tez Enstitit Yonetim KurtlW nun .....oovviiininiiniinin tarih ve
............................ sayili toplantisinda alinan ........................... numarali

karari ile kabul edilmistir.

Prof.Dr. Giilsah CECENER
Enstitii Miidirii




TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU

Ll3sens aes

Adi Soyadr: Segil AKSOY

Anabilim Dah: Tibbi Biyoloji

Tez Konusu: Kodlama yapmayan uzun rna’larin kolon tiimérlerinde prognoz
agisindan 6neminin aragtirilmasi

Sayfa Numaralan
Eklerin Yerlestirilmesi

Tablolarin Yerlestirilmesi

OZELLiKLER UYGUNDUR UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA
Tezin Boyutlan o a
Dig Kapak Sayfasi o Q
i¢ Kapak Sayfasi or ]
Kabul Onay Sayfasi rd a
Sayfa Diizeni ar Q
I¢indekiler Sayfasi o a
Yazi Karakteri w Q
Satir Araliklar: Q- Q
Bashklar o a
(v g Q
i'g a
g 0
4 Q

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI

Unvani Adi Soyadi: Prof. Dr. Berrin TUNCA

imza: / e
/F"



ICINDEKILER

ETIK BEYANT .....uououeereeerereesesessesessssessssessssssesessssens Hata! Yer isareti tanimli degil.
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE Hata! Yer isareti tanimli
degil.
TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU .......ccccevuveenne Hata! Yer isareti tanimli degil.
ICINDEKILER ...cuucuuincnninsincnsscnssinsnssenssssssssssssssssssssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssss v
TURKGCE OZET ..coucuincnnninsincnnsensssscnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss IX
INGILIZCE OZET .o cuuiiurinsincnsensisscnssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass X
L GIRIS ouninninninncnncnncinncinninsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
2. GENEL BILGILER......uuiicininsiscnscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
2.1. Kolorektal KanSer ........cceeineecsenssnensnensnecsnenssnecssensssccssessssecssesssassssessssessaane 15
2.1.1. KOION KANSEI T uueeiruensricsuensnensuensnecsannssnncssenssnecssnssssscssessssesssssssassssasssssssaase 16
2.1.1.1. KK Olusumunda Etkili Risk FAKtOrIeri ......cccceceeecrrrrnrrccsssnreccscraneecssnes 18
2.1.1.2. KK’larda Tani ve Tarama.........ceeeeecnennseensnensseccssecsssecssnsssnesssecssseessess 19
2.1.1.3. KK’larda Tumor Evrelemesi .......ccoeeeneenseecsensseccsnecsseecsnenssnesssecsneesaens 20
2.1.1.4. KK’Iarda Tedavi .....ceeeneecsenssnensnensnncsnenssnecssessssecssesssesssssssassssasssssssaase 22
2.1.1.4.1. KK’da Tla¢ Direnc MeKanizmalari............cceuereeeeerererenseesesesesenesene 26
2.1.1.5. KK’larin Olusumunda Etkili Molekiiler Mekanizmalar ........cccccceeue. 27
2.1.1.5.1. AllSel KK IAT cuuuiiuiiiniiniinnnennnensnensnncsnessnecssessssscssessssesssesssassssasssssssaase 28
2.1.1.5.1.1. Poliposiz Olmayan KK Sendromlari.........ceeenseecsensseecseecsseecnees 28
2.1.1.5.1.2. Poliposiz Olan KK Sendromlart ..........eccevceecccrensencssnrcscnsncssnsnenes 29
2.1.1.5.2. Sporadik KK’larda Molekiiler Olusum Mekanizmalari.................. 30
2.1.1.5.2.1. Kromozomal KararsizliK........eeeeenseecsennseecseecsseecsnenssnesssecsnecnens 31
2.1.1.5.2.1.1. KK’larda APC’nin Onemi ve Wnt Sinyal Yolagi ..........ccceuevnenee 31
2.1.1.5.2.1.2. KK’larda KRAS 6nemi ve RAS Sinyal Yolagl......ccccceeeuerernerenne 32
2.1.1.5.2.1.3. KK’larda 18q KayDI .....cccuvuiiervuricsvuricssnricssnncsssnncssnnessssncssnsncsssscses 33
2.1.1.5.2.1.4.KK’larda P537iin Onemi ......ccuciuinncucsscssncssssssssssssssssscssscsss 34
2.1.1.5.2.2. Mikrosatellit KararsizliK ...........ceoeeisecsensseecsecsseecsnenssnesssecsneeaens 34
2.1.1.5.3. Sporadik KK’larda Epigenetik Mekanizmalar ............cceceeeueeruerennen. 35



2.1.1.5.3.1. DNA Temelli Epigenetik Diizenlemeler ...........ccceceeevuerruenseecsnccnnes 35

2.1.1.5.3.1.1. DNA Promotor Bolge Metilasyonlar........ccccceeeeercscnercscnercscnenenes 35
2.1.1.5.3.1.2.Histon ModifikasyOnlari........c..ccceecsseicssnncsssencssnncssnnrcssnsncssnsscnes 35
2.1.1.5.3.2. RNA Temelli Epigenetik Diizenlemeler: Kodlama Yapmayan
RINA AT cecneiiiiiiiienneninensnensnisssessnesssessssssssesssassssesssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssaase 38
2.1.1.5.3.2.1.Kodlama Yapmayan Kiicilk RNA’Iar .......cceeveevveecsenseeiseecsnecnnnes 39
2.1.1.5.3.2.1. Kodlama Yapmayan Biiyiik RNA’lar .......ccveevivrencercscencscnnnenes 41
2.1.1.6.KK’larda MetastazZ OIUSUINU......c.cccceerrrrrraeeeeecccccssssnsssssescssssssnsasssssesasss 50
2.1.1.6.1. Epitelyal-MezenKimal GeCi§......ccocerervuricssurisssnrcsssnrcssnncssnercssssncssssscses 50
2.1.6.1.1. EMT siirecinde E-Kaderin Diizenlenmesi ........c.cceeeeeruerseecsuecsncennnes 52
2.1.6.1.2. EMT Siirecin de Transkripsiyon FaKtorleri.........ccecceeecerescnrcscnnnenes 52
2.1.6.1.3. EMT siirecinde LncRNA’Iarin rolil ......coeeeneecsecsseecsnenssnesseecsncesnnes 53
2.1.1.6.2. MACCI ve NM23-H1 Ekspresyon Degisimleri.........cccceeerercuercrcnrnenns 54
2.1.1.6.3. Timor TomurcukKIanmasl .......cccevveecseesseensaensseecseenssnecssenssnesssecssseesanes 54
3. GEREC VE YONTEM...ucuiiucincinsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 57
30 GIECIEE caueeeeeeeeeeieceenrrcnnneneeeecessesssnnasssseeccsssssssnnssssssessssssssnansssssssssssssennanssssesssss 57
3.1.1 Kullanilan Aletler ve CIRazIar ..........coueeeueeveensnenseensnensseccsnenssnesssecsnecsaens 57
3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler ..........coccceeevueicvveiccsenicssnrcssnrcssnncssnnscsnsnes 59
3.2, YOMERII couueerneeinnnsnnncsnensnnecsaesssnecssnsssnsssansssassssassssssssssssassssassssesssssssassssassssessaase 62
3.2.1 Evre I/II Kolon Tiimorlerinde Takip Sirasinda Olusan Sistemik Niiksiin
Belirlenmesinde Kullanilabilecek Belirteclerin Arastirilmasi ........cccccceeeeeeeee. 62
3.2.1.1. HaSta SeCiMli..ccccrrrrcseeeeeeececessossansereececsssssnsssssseecssssssssasssssascsssssssnnasssssesssss 62
3.2.1.2. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi ve Materyallerin Temini.............. 63

3.2.1.3. Caliyma Gruplarimin Klinik ve Patolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi .. 64

3.2.1.3.1. Erken Evre Kolon Tiimorlerinde Tiimo6r Tomurcuklanmasinin

Belirlenmesi.....coeeeceecneinnnensninsnenseensnennsennsnenneicssenssecssesssssessessssesssesssassssassssssssase 64
3.2.1.4. Erken Evre Kolon Tiimorlerinde MSI Analizi .......c.cccevueerueecsuenseeccneennnes 64
3.2.1.4.1. DNA IZOIASYONU ..cecuvreerreerrerereseressesessssesessesesessesssssessssesssssessssesssssesns 65
3.2.1.4.1.1. Dokularin Parafinden UzaKIastirllmasI.......cccccceeeeeeecccrscsnnnceseecccssssonns 65
3.2.1.4.1.2. Dokularin Parcalanmasi ve DNA’ nin Elde Edilmesi......ccccccceeeeunnnee 65
3.2.1.4.2. Kapiller Elektroforez Yontemi ile DNA Fragment Analizi ................. 66
3.2.1.4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).......ccccceeevvericrverirssercscnrcssnercsnenes 66
3.2.1.4.2.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Goriintiillenmesi..........ce.ceceverererrenens 68



3.2.1.4.3. MSI Analizi ve Degerlendirilmesi.........ccocceeercueicssnricssnncnsnrcscercssnnrcsnenes 68

3.2.1.5. Erken Evre Kolon Tiimorlerinde EMT Mekanizmasinin AKktivitesinin

BelirlenImesi c...ccueeeeeineenineinneninnnseensennennsensnicssessessssessssssssesssessssessssssssssssassssesssans 69
3.2.1.5.1 RNA TZOIASYOMNU ...uuvecrrernerrreenereresesessesessssesessesessssessssssessssesssssessssesssssesns 69
3.2.1.5.1. Dokularin Parcalanmasi ve RNA’ nin Elde Edilmesi.........ccccecevieernnnns 70
3.2.1.5.2. CDNA SeNteZi...ccereerruensuecsuensnrssaenssnncsaesssnssssesssnssssesssassssesssassssssssassssesssans 70
3.2.2.5.3. RT-PCR ASAINASI.ccccceeeerrrrcrrnnnereeccessssssnssssseccsssssssnsasssssesssssssssasssssassssssssens 71
3.2.1.6. Tedavi Sonrasi Sistemik Niiks Gelisen Erken Evre Kolon
Tiimorlerinde LncRNA Ekspresyon Profillerinin Analiz Edilmesi ................ 72
3.2.2. Hastalarda Degerlendirilen Biyobelirteclerin In-vitro Analizler ile
INCEIENIMESI c.uueeenneecniitiiitiniicnineentineenaeneectesseessesssnssssesssesssseessessssssssassssesssees 73
3.2.2.1. Hiicre Hattinin Se¢imi ve Temini......cccccceeeeeeeecrrrccsnneeeecccccsscsnnnseseecccsssssens 74
3.2.2.2. Hiicrelerin AcIImast Ve UIetilesi ...c.ceeveveverererererererererererererenesesesesssesssnes 74
3.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasl ........ccoeeccvercssnrcssnnicssnnccsssncsssssesssssesssssossssssssssses 74
3.2.2.4. HUICTE SAYIMI . ccciervereessrrecsssncssnnessssscsssssossssssssssssssssssssssssssssesssssossssssssssssssnssss 75
3.2.2.5 Hiicrelerin Dondurulmasi ve StokIanmasl ......cceeeeeseecseecsencsnenseeccnecnees 75
3.2.2.6. SFU’ nun Temini ve Hazirlanmasl ........coueecveeeneensnensecssnecsecssnesseecssnecnens 75
3.2.2.7. HT-29 Hiicrelerinde SFU Direncinin Gelistirilmesi ........ccccccceeeeeecccrrnene 76
Sekil 26. HT-29FUR hiicrelerinin olusum siireci (Toden ve ark.,2015).............. 77
3.2.2.8. HT-29FUR Hiicrelerinde SFU Direncinin Kanitlanmasi ve Kontrol
EdIIMESccuueiineiniiiisninienisnenniiisinssencsinssnesssessssncssessssssssessssssssssssassssssssassssssssasssessssss 78
3.2.2.8.1. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi..........ccceeeeeievcurininrcscnrcscnercsnnnes 78
3.2.2.8.2. APOPLOZ ANALZI...cuuerieveriisniisssnncssnncssnnicsssnecssssessssnsssssesssssosssssossssossnsses 79
3.2.2.8.3. Kolon Hiicrelerinde SFU Direnci Olusumuna Neden Olabilecek
Hiicresel Mekanizmalarda Gorev Yapan Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin
INCEIENIMESI c.uuueennreeniiniiitinnticninieentinneecaenseectessaeessessessssesssnssssesssessssesssassssesssees 80
Sekil 28. RNA izolasyonlarinin yapildigl hiicre gruplari. ......coeeeneesseecsensnnnene 81
3.2.2.8.3.1. RNA IZOIASYONU w.e.uuvereerrreenerereseressesessesesessesesessesesssesessesssssessssesssssesns 81
3.2.2.8.3.2. Complamenter DNA (CDNA) SeNtezZi......ccccceeerveriessrressnressnrcssnercsneees 82
3.2.2.8.3.3. 5FU Direnci ile iliskili Genlerin ekspresyon seviyelerinin RT-PCR ile
INCEIENIMESI.cciuueiiieiriiieeiseniticstinieeciteisticssesssnecssesssessssesssnssssesssassssessssssssssssassssesssane 83
3.2.2.9. 5FU’ ya Kars1 Diren¢ Gelisim Siirecinde Hiicrelerinde LncRNA’ larin
Ekspresyon Degisimlerinin Incelenmesi .........coceeevveecnceiciseninssnncssnncscnncssnnncsnenes 84
3.2.2.9.1. CDNA SeNUEZi..ecerrrrrrenssuecsrenssaecsaenssnncssesssnssssesssnssssnsssassssesssassssssssassssesssass 85

\



3.2.2.9.2. CCAT1, PTENP1, HOTAIR ve MALATY’ in Ekspresyon

Profillerinin RT-PCR Analizi ile Belirlenmesi.........ccccoeveteeernnniccsssnnicssssnnsccsscnnnes 85
3.2.2.10. SFU’ ya Karsi Diren¢ Gelisim Siirecinde EMT Yolaginin Aktivitesinin
INCEICIIMEST «.vuveverececrereenereenenesesesessesesssssessssesssesssssesssesssssessssssesssessssssesssesssassesens 85

3.2.2.11. SFU’ ya Karsi Direnc¢ Gelisim Siirecinde Hiicrelerinnin

Agresivitelerinin ve Metastatik Ozelliklerinin Belirlenmesi..........ecceeeeueeueresserenne 85
3.2.2.11.1 5FU’ ya Karsi1 Diren¢ Gelisim Siirecinde MACCI, MET ve NM-23H1
Genlerinin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi........cooceeneecseecsuenseenseecsneennees 86
3.2.2.11.1 Migrasyon ve INVazyon ANAliZi .........ceceeeeerereenenerecnesesesesessesessesesessesns 86
3.2.2.11.2. Koloni OluSumu ANALIZi.....cccceeeeerrrerssnereeccecsssscsnasseeeecssssssssasssssescssssssens 87
3.2.3. IStatiStIKSel ANALIZ...cuucuucuncuncesncinsisnisscsscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 88
4. BULGULAR ....uuiiictinttictinseentessnessesssnssssesssessssessssssssssssassssesssassssssssassssesssass 89
4.1. Hastalarin Klinik ve Patolojik OZelliKIEI i .......ceeerereererereerererrereressesesesesessesens 90
4.1.1. Erken Evre KK’larda Tiimor Tomurcuklanmasl.........cececeecseccseecnnees 91
4.1.2. Erken Evre KK’larin TUumor Biyolojisi c...ccceeeeeccercssercssnrcssnrcscnnncssnnnenes 92
4.1.2.1 Erken Evre KK’larda MSI durumu .........ceeeeneensenseecsnecsenssnesssecsssecsees 92
4.1.2.2. Erken Evre KK’larda Metastaz ile iliskili Genlerin Aktivasyonu......... 94
4.1.2.3. Erken Evre KK’larda EMT Belirteclerinin Ekspresyon Profilleri........ 96
4.1.2.3.1. Erken Evre KK’larda EMT Belirteclerinin Birbirleri ile iliskisi.. 102
4.1.3. Erken Evre KK’larda LncRNA Ekspresyon Profilleri.........cccceeecuerennns 106
4.1.3.1 Erken Evre KK’larda LncRNA’ larin Tiimériin Klinik ve Patolojik
Ozellikleri Uzerine EtKIleri........couiiniineinsuinsiinsensenssnecsenssecnssecssnecssesssacsssecnne 110
4.1.3.2. Erken Evre KK’larda LncRNA’larin Tiimér Biyolojisi Uzerine Etkileri
.................................................................................................................................. 111
4.1.3.3. Erken Evre KK’larda LncRNA’larin EMT ile TlisKiSi.....oeeereererennnene 112
4.1.4. Erken Evre KK’larda Prognozu Etkileyen Faktorler............cccoeeruerenne. 115
4.1.4.1. Erken Evre KK’larda Hastaliksi1z Sag Kalim Siiresini Etkileyen
FAKEOTICT couueenneeenreeniiinenennnenieensnensnncsssensnecssessnesssessssesssessssesssssssassssessssessasssssesss 118
4.1.4.1.2 Erken Evre KK’larda Prognozu Etkileyen Faktorlerin Cok Degiskenli
Modelleme ile GOSterilmeSi......cccvueeseecsuensseecsuensnecsenssnecseenssnecssessssesssecssesssnsssaenns 121
4.2. HT-29FUR Hiicrelerinin OluSturulmasl..........ccceecrreccneeeeeececccsccnnaasescecccns 123
4.2.1. HT-29’da SFU’ nun Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi..........ccccceesuenee 123
4.2.1.1 5FU’ nun Diren¢ Kazamim Siirecindeki HT-29 Hiicreleri Uzerine
SIOtOKSIK EtKiSieccceciseensensenssnnnsuenssnnnsnensnnnsuensnessnensnnssnensncsssecssnssssesssessssesssens 128

Vi



4.2.2. SFU’ nun HT-29FUR Hiicrelerinde Apoptotik EtKisi .........cccceeuerenneee. 135

4.3. 5FU’ nun Kolon Kanser Hiicre Hatlarinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

.............................................................................................................................. 143
4.3. KKHiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde EMT .......ccceveeeeuueeeeee 149
4.4. KK Hiicrelerinin SFU Direnci Kazanim Siirecinde LncRNA’larin

EKSPresyon Profilleri ........ciiciicniiicssnicnsnicssnnicsssnessssncsssnesssssssssssssssscssssecs 154

4.6. KK hiicrelerinin SFU Direnci Kazanim Siirecinde Hiicrelerin Metastatik
OZEIKICTiNIN GoOSTEITIMESieceresererereresesessssesosssessssnsssssssssssssssssssssnsssssssssssssssans 167

4.6.1. KK Hiicrelerinin SFU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerde

MACC1 Ve NM23-H1 ’ inEKkspresyon Profilleri ..........ccoeveeecerencercscnercsnnces 168
4.6.2. KK Hiicrelerinin SFU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerin
INVAzZyon OZellIKIEr i .....ccoueieevurieisnniisniensnnicssnnicssnrisssnnssssnesssnessssnsssssssssssssssnsecs 170
4.6.3. KK Hiicrelerinin SFU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerin Koloni
Olusturma YetenEKIEr .......ccceerrrerrcneeeiececersssssnnsseeeecssssssnnanseseecesssssssasssssescssssssens 177
5. TARTISMA VE SONUC ...ccovvteireissuensecssnecsnsssaesssncsssecssnssssssssasssssssssssssssssasssse 185
6. KAYNAKLAR ...coutiiruiritensnennstecstisssesssecsssecssnssssssssassssessssssssssssasssssssssssssssssassnse 199
7. SIMGELER VE KISALTMALAR ......ccvciinincsscisssisssssssssssssssssssssssssssssssss 214
8. TESEKKUR ...ucourrninnniinisnicisnicssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 215
9. OZGECMIS ..ouurtrrrirnnitnncisnicsssicsisssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssss 216

Vil



TURKCE OZET

Kodlama Yapmayan Uzun RNA' larin Kolon Tiimérlerinde Prognoz Acisindan
Oneminin Arastiriimasi

Erken evre kolon kanserlerinde (KK) tedavi protokollerini belirlemede ve niiksii
ongérmede mevcut parametreler yetersiz kalmaktadir. Ayrica kotii prognostik
faktorleri olmayan ancak niiks potansiyeli belirlenen erken evre KK’larin standart
tedavilere verecekleri yanit da bilinmemektedir. Mevcut tez calismasinda kotii
prognostik faktorleri bulunmayan erken evre KK’larda prognozu belirlemede
kullanilabilecek  parametrelerin = tanimlanmasi  ve  belirlenmesi ~ Ongoriilen
parametrelerden yararlanilarak adjuvan tedavi planlanacak tiimoérlerde, ila¢ direng
durumunun degerlendirilmesi amaglanmistir. Mevcut tez calismasinda, 2005-2013
yillar1 arasinda erken evre (T1-3NOMO), herhangi bir kotii prognostik faktorii
bulunmayan, KK tanist alan 126 hasta degerlendirildi. Niiks potansiyeli belirlenen
hastalarin tedaviye verecekleri yaniti ongérmek i¢in SFU’ya direngli HT29FUR
hiicreleri olusturularak, bu hiicrelerin metastatik 6zellikleri ve tiimor dokularda
incelenen parametreler degerlendirildi. Ila¢ direng gelisimi ve metastaz arasindaki
olas1 sinerji, fonksiyonel analizler (yara iyilestirmesi ve koloni olusumu) ile incelendi.
126 hastanin takip sirasinda 21’inde niiks gelisimi belirlendi. MACCI’in ve
MALAT! in yiiksek, PTENP1’in ve NM23-HI’in ise diisiik ekspresyonlar1 ve tiimor
tomurcuklanmasi varligi, erken evre KK tiimorlerinin niiks gelisimi ile iliskili olarak
belirledi (p<0.05). Ilag direncini 6ngdrmek icin olusturulan HT-29FUR hiicrelerinde
de MALAT/!’in yliksek, PTENP1’in diisiik ekspresyonu tanimlandi. Bununla birlikte
fonksiyonel analizler ile ila¢ direnci olusumu sirasinda hiicrelerin metastaz yetenekleri
de kazandiklar1 kanitlandi. Sonu¢ olarak, MALAT1 ve PTENPI’in erken evre
KK’larda niiks potansiyelini belirlemede ideal birer biyobelirte¢ aday1 olduklari ve bu
tip tiimorlerde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde bu LncRNA’larin hiicre

icinde hedeflenerek tedavi siirecine katki saglayabileceklerinin miimkiin olabilecegi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Erken Evre, Kolon Kanseri (KK), Kodlama Yapmayan Uzun
RNA’lar (LncRNA), ilag Direncliligi, Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)



INGILIiZCE OZET

Invastigation of the Long Non Coding RNAs for Prognostic Implications in The
Colon Tumors

In early stage colon cancer (CC), current parameters are insufficient to determine the
treatment protocols and to predict recurrence. In addition, the response to early
treatment of early stage CBCs with poor prognostic factors but with a potential for
recurrence is unknown. In the present study, it was aimed to define the parameters that
can be used to determine the prognosis in early stage CCI without bad prognostic
factors and to evaluate the drug resistance status in tumors that will be planned
adjuvant treatment by using the parameters that are intended to be determined. In the
present study, 126 patients with early stage (T1-3NOMO) who did not have any poor
prognostic factors were evaluated. SFU-resistant HT29FUR cells were formed to
predict the response of patients to whom recurrence potential was determined and the
metastatic characteristics of these cells and the parameters examined in tumor tissues
were evaluated. The possible synergy between drug resistance development and
metastasis was examined by functional analysis (wound healing and colony
formation). Recurrence was detected in 21 of 126 patients during follow-up. The
presence of high expression of MACCI and MALATI, low expression of PTENP1
and NM23-HI and tumor budding were found to be associated with the recurrence of
early stage tumors (p <0.05). High expression of MALAT1 and low expression of
PTENPI were determined in HT-29FUR cells which were established to predict drug
resistance. However, functional analysis showed that the cells gained metastasis ability
during drug resistance formation. As a result, it was determined that MALATI1 and
PTENPI1 are ideal biomarker candidates to determine the recurrence potential in early
stage CC and these LncRNAs will be targeted in the cell and contribute to the treatment
process in the development of new treatment strategies for such tumors.

.Keywords: Early stage, Colon cancer (CC), Long non-coding RNA (LncRNA), Drug
resistance, Epithelial mesenchymal transition (EMT)



1. GIRIS

Kolon Kanseri (KK) karmasik bir siirece sahip olan ve tiim diinyada en
yaygin goriilen kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir. Sporadik ya da ailesel
kokenli olarak gelisen bu tiimorler, kansere bagl dliimlerinde baslica sebepleri
arasinda yer almaktadir. KK normal dokuda biiyimeyi kontrol eden molekiiler
mekanizmalarin bozulmasina yol acan bir seri genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimi sonucunda meydana gelmektedir. KK’de tedavi protokolleri,
histopatolojik yontemler ile belirlenen tiimor tutulumu, lenf nodu metastazi ve uzak
organ metastazina gore olusturulmaktadir. Bu evreleme sistemine gore lenf nodu
metastaz1 ve/veya uzak organ metastazi bulunmayan kolon adenokarsinomlari
erken evre olarak tanimlanmakta ve bu hastalara sadece kiiratif cerrahi rezeksiyon
uygulanmaktadir. Ancak miisin6z komponent, tagh yiiziik hiicreli karsinom tanist,
perindral, vaskiiler ve/veya lenfatik invazyon pozitifligi erken evre tiimorlerde kotii
prognostik faktorler var ise bu grup yiiksek risk olarak tanimlanmaktadir. Erken
evre de ise sadece kotii prognoza sahip olacag: diisiiniilen bu tiimoérlere adjuvant
tedavi uygulanmaktadir. Ancak kotii prognostik faktorleri bulunmayan erken evre
kolon tiimdrlerinin de yaklasik %15’inde kiiratif rezeksiyon yetersiz kalmakta ve
hastalarin ilk 5 yillik takip stireclerinde sistemik niiks olarak tanimlanan uzak organ
metastazi goriillmektedir.

Metastaz, kanser hiicrelerinin koken aldiklar1 bolgeden, invazyon ve
migrasyon yetenekleri kazanarak, viicudun farkli doku ve organlarina yayilmasidir.
Bu, anjiyogenez, invazyon, migrasyon-motilite, extravazasyon ve proliferasyon
gibi birbirleriyle iliskili bir dizi kompleks ve ¢ok basamakli olaylar zinciri ile
gerceklesmektedir.

Tip alaninda son donemde elde edilen tiim gelismelere ragmen metastaz
gelisimi ile iliskili yeterli onciil belirtec belirlenememistir. Glinlimiizde KK tan1 ve
tedavisinde ki en Onemli problemler arasinda metastaz gelisimi kadar, bircok
hastada meydana gelen ilag direngliligi de yer almaktadir. Yapilan fonksiyonel
analizlerde bu iki siirecin EMT mekanizmasini kullanarak birbirlerini destekledigi

gosterilmektedir.
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EMT, 6zellikle epitel kaynakli tiimdrlerin metastaz olusumunda etkili temel
mekanizmalardan olarak goriilmektedir. EMT siirecine dahil olan tiimér hiicreleri
kok hiicre o6zelligi gosterdikleri ve ¢oklu ilag direncine sahip olduklarin
bilinmektedir.

SFU, kolorektal kanser tedaviside en yaygm kullanilan bir stotoksik
kemoterapi ilacidir. Bu ilag, Timidin Fosforilaz (TF) ile florodeoksiiiridin
monofosfat (FAUMP), florodeoksiiiridin trifosfat (FAUMTP) ve florodeoksiiiridin
trifosfat (FuTP) seklinde tii¢ adet aktif metabolite c¢evrilmektedir. Timor
hiicrelerinde bu aktif metabolitler RNA’ nin ve DNA’ nin yapisina girerek yanlig
eslesme onarimi mekanizmasint aktive ederek hiicrede Oliim yolaklarini
uyarmaktadir. Bununla birlikte aktif metabolitler, Timidin sentetaz (TS) enzimini
inaktive ederek hiicre i¢eresinde deoksiniikleotidlerin azalmasina ve DNA’ da tek
iplik ya da ¢ift iplik kiriklarina yol acarak hiicrenin apoptoza gitmesini
saglamaktadirlar. Ancak hastalarin %40’ 1n da 5FU direnci ve buna bagh
sistemik/lokal niiks olugmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan caligmalarda S5FU
direnci, diisiik TS enzim sentezi, TS geninde homozigot TSER*3 polimorfizminin
varlig1, p53 mutasyonlari, DNA yanlis eslesme onarim mekanizmasindaki kayiplar
(MSI) gibi genetik degisimlerin olusumu ile agiklanmistir. Ancak bu genotiplerin
herhangi birine sahip olmayan, SFU tedavisinden tam yanit beklenen hastalarin bir
kisminda da diren¢ gelismektedir. Sistemik tedavi géren KRK hastalarinda
kemoresistans1 ongdrmek ve direnci kirmak i¢in ilk adim olarak direng
mekanizmalarini net bir sekilde belirlemek esastir.

Son yillarda, molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler ile hiicre
biyolojisinde etkili olan yeni molekiiller tanimlanmaya baglanmuis, yiliksek seviyede
korunan DNA boélgelerinden kodlanan fakat proteine doniisiimii ger¢eklesmeyen
RNA molekiilleri kesfedilmistir. Protein kodlamayan RNA’ lar son doénemde
olduke¢a fazla bilim adami tarafindan ¢alisilmaya baglanmistir. Degisik niikleotid
sayisi igeren bu RNA molekiilleri sahip olduklar1 biiyiikliiklere gore, protein
kodlamayan kiiciik RNAlar (20-25 niikleotid) ve Kodlama yapmayan uzun
RNA’lar (LncRNA) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Kodlamayan RNA’ lar ile
ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda daha ¢ok, kiigilk RNA molekiilleri olarak tanimlanan
mikroRNA’ lar (miRNA) iizerinde yogunlasilmistir. Proje ekibimiz tarafindan da
gerceklestirilen Onceki ¢aligmalarda, Tiirk populasyonuna ait sporadik olarak

gelisen KK hastalarinda, evreler arasi biyobelirteg olabilecek miRNA’ larin
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ekspresyon profilleri degerlendirilmistir  (2009/6). Arastirma ekibimizin
gerceklestirdigi bu proje sonucunda, KK gelisiminde genetik mekanizmalar kadar
epigenetik mekanizmalarinda 6nemli oldugu ve miRNA’ larin karsinogenez
siirecinde, transkripsiyon sonrast gen diizenlenmesinde etkili olduklari
vurgulanmaktadir. Ancak yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki RNA interferans olarak
adlandirilan gen susturma mekanizmast miRNA’ lar ile sinirli kalmadig
gosterilmistir. Son donemde gergeklestirilen aragtirmalar ile transkripsiyon sonrast
gen dilizenlenmesinin yan1 sira kromatin yapisinda ve pre-mRNA’ nin
olgunlastirilmasinda gorev alan LncRNA’ larin da miRNA’ lar gibi hiicrede
epigenetik mekanizmalarda gorev aldiklart gdsterilmistir.

Yapilan c¢alismalar ile LncRNA’larin transkripsiyon &ncesinde,
transpkripsiyon sirasinda ve sonrasinda mRNA’lari, miRNA’lart ve c¢esitli
proteinleri etkileyerek karsinogenez siirecinde temel diizenleyici sinyal
yolaklarinda gorev aldiklar1 vurgulanmaktadir. Kanser ve LncRNA” lar ile yapilan
calismalar sonucunda, ANRIL, XiST, KCNQ1OT1, MALAT1 ve PTENPI1 basta
olmak {izere onlarca LncRNA tanimlanmis ve bunlarin bircogunun kanser spesifik
biyobelirtegler olabilecegi gosterilmistir. LncRNA’lar ile ilgili yapilan
caligmalardan elde edilen bulgular, bu molekiillerin EMT siirecinde, ilag
direngliliginde ve tiimoriin metastaz stirecinde gorev aldiklarini ifade etmektedir.

Calisma ekibimiz tarafindan 2009 yilindan itibaren gerceklestirilen
caligmalar ile oOzellikle erken evre KK’larda uzak metastaz potansiyelinin
ongoriilmesinde  kullanilabilecek  genetik  ve  epigenetik  parametreler
aragtirtlmaktadir. Lenf nodu metastazi veya uzak organ metastazi bulunmayan
erken evre kolon tiimorlerinde adjuvan tedavi hala tartisma konusudur. Erken evre
kolon tiimorlerine spesifik hale getirilip bu tlimorlerde sistemik niiks potansiyelini
saptamada kullanilabilecek belirteclerin tanimlanmasi hedeflenmektedir.

Bu amag¢ dogrultusunda son yillarda KK’larda yaptigimiz ¢aligmalarda iki
sorunun cevabi aranmaktadir;

1. Herhangi bir kotii prognostik faktorii olmayan erken evre KK hastalarinda
uzak metastazi ngormede kullanilabilecek bir biyobelirteg belirlenebilir mi?

2. Biyobelirte¢ yardimi ile uzak organ metastaz olusma potansiyeli
belirlenen, erken evre KK hastalarinda, SFU-tabanli adjuvan tedavi uygun mudur

yoksa bu tlimorler i¢in yeni terapdtik yaklagimlara ihtiya¢ duyulacak midir?
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Bu kapsamda bir dnceki ¢calismamizda, herhangi bir kotii prognostik faktorii
bulundurmayan erken evre KK hastalarinin %15’inde uzak metastaz gelisimi
saptanmig ve degerlendirilen demografik, klinik, patolojik ve molekiiler TB,
MACCI ve NM23-HI’in anlaml olduklar tespit edilmistir.

Mevcut tez ¢alismasinda ise bir dnceki ¢aligmada degerlendirilen tiimorler
revize edilerek ve sayist arttirilarak elde edilen, koti prognostik faktorii
bulundurmayan erken evre kolon tiimdrlerinden olusan yeni ¢alisma grubunda,
karaciger metastaz1 (sistemik niiks) orani saptanarak, bu siirece etki eden
demografik, patolojik ve molekiiler parametrelerin bir arada degerlendirilmesi
hedeflenmektedir. Bu ¢alismanin ilk amaci, takip siiresi igerisinde niiks gelisimi
gosterebilecek KK’larinn tant animda bu potansiyelini tanimlayabilecek
belirteclerin tanimlanmasidir. Erken evre KK’larda, tan1 aninda dngdriilebilecek
niiks potansiyeli sonucu hastaya giiniimiizde yaygin olarak kullanilan SFU-tabanh
adjuvan kemoterapi Onerileceginden ve ilag direrngliligi ile metastaz siire¢lerinin
birbirleri ile iligkili oldugu belirtildiginde, niiks potansiyeli bulunan bu tiimoérlerin
adjuvan tedaviye verecekleri yanitin Ongoriilmesi, projenin ikinci amacin
olusturmaktadir. Bu kapsamda mevcut tez galismasi, hem erken evre KK’larin
prognozunu Ongdrmede ve hastalarin tedavi protokollerinin belirlenmesinde
kullanilabilecek parametrelerin tanimlanmasina katki saglayacak hem de KK
hastalarinda yeni ve etkin hedefe yonelik tedavi protokollerinin olugturmasina yon

verecek yeni ¢aligmalara zemin hazirlayacaktir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanseri (KRK), kalinbagirsak boyunca olusan agresif bir
gastrointestinal sistem tiimdriidiir. KRK, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ve
Diinya genelinde en yaygin ti¢lincii kanser olup, yilda 690.000'den fazla 6liimden
sorumludur. KRK ABD’de 2017 yilinda 50.260 6liime neden oldugu belirlenmis
olup Diinya c¢apinda tiim etnik kokenlerde benzer sekilde, kanser kaynakli
Olimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Wang ve
ark.,2018; Siegel ve ark. 2014) (Sekil 1). KRK, Avrupa’da ise en sik rastlanilan
ikinci kanser olup 1000.000° de 447 oraninda goriilme sikligina sahiptir
(Rodriguez-Salas., 2016). Saglik bakanlig1 2014 verilerine gore KRK, Tiirkiye’ de
hem kadin hem de erkekler arasinda en sik gdzlenen {igiincii kanserdir (Saglik

Bakanlig1 2014).

Tani Olim

Her 100 000’de Oran

Erkek Kadin Erkek Kadin
B ispanyol olmayan B ispanyol oimayan M Asva/Pasifik
B Amerikan Kizilderili / Alaska 23 ispanyo B Diger

Sekil 1. ABD’ de 2006-2010 yillar1 aras1 KRK insidansi ve 6liim oranlari. * Irk / Etnik ve cinsiyete gore (Siegel ve ark.
2014).
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Kalinbagirsak kanserleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunda kolon ve
rektum beraber degerlendirilsede, hastalik seyirleri ve tedavi protokolleri farkli
oldugu i¢in gilinlimiizde bu iki bdlge kanserlerinin ayr1 olarak ele alinmasi1 daha

dogru oldugu kabul edilmektedir.

2.1.1. Kolon Kanseri

Kolon kanseri (KK), Diinya’da en yaygin goriilen kanserlerinden biridir.
Diinya genelinde 2018 yili itibari ile 1.096.601 tanili KK vakas1 bulunurken bu
sayinin 2040 yilinda 1.919.534° e ¢ikmasi dngoriilmektedir. KK nedenli 2018 yili
oliim sayist ise 551.269 olarak belirtilmekte, bu saymin 2040 yilinda 1.016.453’¢
ulagsmas1 beklenmektedir. Tiirkiye’de 2018 yil1 itibari ile KK tanilt olgu sayisi
11.286, KK nedenli 6liim sayist ise 7.971 olarak bildirilmektedir. 2040 yilinda
Tiirkiye’ de KK tanili olgu sayisinin 21.353, KK nedenli 6liim sayisinin ise 16.050°

ye ¢ikmasi ongoriilmektedir.

Sekil 2°de ifade edildigi gibi kalin bagirsagin son 15 cm’lik kism1 rektum
geri kalan kismu ise kolon olarak adlandirilmaktadir. Kolon ise ¢ekum, ¢ikan kolon,
transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolondan olusmaktadir. Cekum, ¢ikan kolon
ve transvers kolonun yarisi sag kolon, transvers kolonun sol yarisi, inen kolon ve
sigmoid kolon ise sol kolon olarak adlandirilmaktadir. Transvers kolonun ¢ikan
kolon ile birlestigi bolim Splenik Fleksura, inen kolon ile birlestigi kisim ise

Hepatik Fleksura olarak tanimlanmaktadir.
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Sag Kolon Sol Kolon

......

Splenik Fleksura g Hepatik Fleksura

Transvers Kolon

C1kan Kolon 5 Inen Kolon

Cekum Sigmoid Kolon

Sekil 2. Kolon’nun boliimleri.

Kolon tiimdrleri bulunduklar1 bu lokalizasyonlara gore isimlendirilmekte
olup hastalik seyri tiimor yerlesimine gore farklilik gostermektedir. Retrospektif
caligmalar sag kolon tiimdrlerinin sol kolon tiimoérlerine gére daha kisa sagkalima
sahip olduklarini belirtmektedirler (Benedix ve ark., 2010; Nawa ve ark., 2016). Bu
durumun kolonun kisimlarinin farkli embriyolojik kdkenlere ait olmalarindan ve
bagirsak mikrobiyotasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegini
vurgulanmaktadir (Petrelli ve ark.,, 2016). Timoriin goriilme sikligi da
lokalizasyonlara gore farklilik gostermektedir. Sekil 3’te lokalizasyonlara gore

tiimoriin goriilme yiizdeleri ifade edilmektedir.
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iNEN KOLON - 6
- 8

SPLENIK FLEKSURA

HEPATIK FLEKSURA

TRANSVERS KOLON - 8

GIKAN KOLON _ v
GEKM _ 1
SiGMOiD KOLoN _ a8

(%)

Sekil 3. Kolon tiimoérlerinin lokalizasyonlara gore dagilimi.

2.1.1.1. KK Olusumunda Etkili Risk Faktorleri

KK olusumunda etkili en onemli risk faktorleri, yas, beslenme, genetik
yatkinlik, yakin aile bireylerinde farkli kanser hikayeleri, sigara, asir1 alkol

tiiketimi, fiziksel hareket azlig1 seklinde siralanmaktadir (Moran ve ark., 2010).

KK tanisi alan olgularin % 90'indan fazlas1 50 yasindan biiylik olup KK
gelistirme riski yasla beraber artmaktadir. ABD’de ortalama KK tan1 yas1 64 olarak
belirtilmektedir. KK ayrica ABD’ de 75 yas listii goriilen en yaygin kanser tiiriidiir.
Gelismis iilkelerde 65-85 yaslari arasindaki kisilerde 50 yas alt1 bireylere gore KK
gelisme riski alt1 kat daha fazladir. Bununla birlikte 70 yag iistii tan1 alan KK
hastalarinda timor daha az agresif karakter gdsterirken, 40 yas alt1 tan1 alan KK
olgularinda hastalik seyrinin kotii oldugu vurgulanmaktadir (Worthley ve ark.,

2007).

Cinsiyetin KK gelisimindeki rolii belirsizligini korumaktadir. ABD’de ve
Diinya genelinde, kadin ve erkeklerde goriilme siklig1 esittir. Saglik Bakanlig12014
verilerine gore Tiirkiye’de de kadin ve erkeklerde goriilme sikligi agisindan
herhangi bir fark bulunmamaktadir. Ancak gelismis iilkelerde, KK tanili kadinlarda
tiimor lokalizasyonu daha ¢ok sag kolonda yerlesim gosterirken erkek hastalarda

tiimor siklikla sol kolonda bulunmaktadir (Ferlay ve ark., 2006).
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KK tani siklig1 ve hastaligm seyri irklara gore farklilik gostermektedir.
Afrika kokenli popiilasyonlarda diger irk gruplarina gére daha KK goriilme sikligi
yiiksek olarak belirtilmekte ve hastalik seyrinin bu popiilasyonda daha kétii oldugu
raporlanmaktadir. Bu farkliliklarin yasam kosullarindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir (Wortley ve ark., 2008).

Sigara ve alkol tiikketimi gelismis bat1 toplumlarinda KK i¢in 6énemli birer
risk faktorleridir. ABD, Kanada, Finlandiya, Hollanda ve Isve¢ popiilasyonlart
dahil edilerek gerceklestirilen ¢alismada giinliik 45g alkol tiiketiminin KK riskini
%40 arttirdig1 belirtilmektedir (Cho ve ark., 2004). Sigara tiiketiminin ise Diinya
genelinde KK’lerin %12’sinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Tsong ve ark.,

2007).

Ailede kanser Oykiisii KK gelisimi i¢cin en onemli risk faktorlerinden biridir.
Ailesinde kolon polipi bulunan kisilerde risk 2 kat, ailesinde birinci derece
yakinlarinda meme basta olmak iizere diger kanserlere sahip kisilerde risk 2 kat,
ailesinde birinci ve ikinci derece yakinlarinda erken yasta kolon veya rektum kanser

tanist almis bireylerde ise 6 kata kadar risk artmaktadir (Wark ve ark., 2019).

2.1.1.2. KK’larda Tam ve Tarama

KK yavas ilerleyen ve spesifik bir belirti vermeyen bir kanserdir. Bu
nedenle hastalarin ¢ogu gec evrede tan1 almaktadir. Rektal kanama, ishal, kabizlik,
kilo kaybi, karin agris1 ve anemi KK’nin baglica semptomlaridir (Kambara ve ark.,
2001). Hastaliga ait bu belirtilerin bir ¢ogu polip adi verilen lezyonlarin
olusmasindan sonra ortaya c¢ikmaktadir. KK’larda tani, karin muayenesi, tuse,
kolon grafisi, sigmoidoskopi, kolonoskopi, bilgisayarli tomografi, transrektal
ultrasonografi, kanda gizli kan taramasi ve kanda ytiksek karsinoembriyonik antijen
(CEA) varlig1 ile konmaktadir. Ancak kolon tiimorlerine 6zel laboratuvar testleri
bulunmamaktadir. CEA, kolon tiimoérleri disinda pankreas, akciger, prostat, over
gibi bir ¢ok tiimdriin veya farkli hastaliklarin varliginda da artis gosterdiginden

erken tanida belirteg olarak onerilmemektedir (Moran ve ark., 2010).
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2.1.1.3. KK’larda Tiimor Evrelemesi

KK bagta olmak {izere tiim gastrointestinal sistem tiimdrlerinde evrelemede
histopatolojik bulgulardan yararlanilmaktadir. Dukes, Astler Coller ve Tiimor-lenf
nodu-metastaz (TNM) giiniimiize kadar belirlenen evreleme sistemleridir Dukes
siiflamasi 1932°de, bir patolog olan Dukes tarafindan rektal kanserler igin
gelistirilmistir. Ancak bu sistem kolon tiimorlerinde de kullanilmistir. Dukes
evrelemesinde, tiimor, bagirsak duvarinda sinirh kalmakta ise Evre A, timor
bagirsak duvarini penetre etmekteyse Evre B ya da lenf diiglimii metastaz varligi
goriilmekteyse Evre C seklinde tanimlanmaktadir. Daha sonra cesitli eklemeler ile
Dukes siniflandirilmasi giincellenmistir (Lorans ve ark., 2009). Yeni Dukes sistemi
G1, G2 ve G3 olmak {izere ii¢ evre icermektedir. G1, ¢ok farklilagsmus tiibiiller ile
az niikleer polimorfizmi ve mitozu, G3 pleomorfik hiicre yapist ve yiiksek
insidansli mitozu ifade etmektedir. G2 ise Gl ve G3 arasindaki evreyi

olusturmaktadir (Rajkumar ve ark., 2005).

Astler Coller siniflandirmasi, Dukes siniflamasinin modifikasyonu ile
olusturulmugstur. Bu evreleme sisteminde tiimér A’ dan D’ ye kategorize edildi. A;
mukozada siurli tiimort, B1; lenf nodu metastazi olmadan muskularis propria
kadar tiimor tutulumunu, B2; lenf nodu metastazi olmadan bagirsak duvarini asan
timor tutulumunu, C1; bagirsak duvarini asmamis tiimor ile beraber lenf nodu
metastazini, C2, bagirsak duvarini agmig tiimor ile beraber lenf nodu metastazini ve
D, uzak organ metastazin1 gostermektedir. Ancak bu iki evreleme sistemide

giiniimiizde tercih edilmemektedir (Brenz ve ark., 2000).

Amerika Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan 1987°de gelistirilen
ve Uluslararas1 Kanser Birligi (UICC) tarafindan onaylanan TNM sistemi, KK
basta olmak lizere tiim gastrointestinal sistem tiimorlerinde kabul edilmektedir.
TNM sistemi, tiimdriin invazyonuna, bdlgesel lenf nodu dagilimimna ve uzak organ
metastazi mevcudiyetine gore tanimlanmaktadir. Tiimor lokal invazyonu, timoriin
bagirsak katmanlarindaki invazyon derinligi ile belirlenmektedir. Invazyon
derinligi T ile tanimlanmaktadir ve T1’ den T4’ e dogru artmaktadir. Sekil 4’te
belirtildigi gibi kolonun liimene dogru bakan en i¢ katmani mukoza olarak
isimlendirilmektedir. Mukozanin altinda sirasi ile submukoza, subseroza ve seroza

kisimlart yer almaktadir (Rajkumar ve ark., 2005).
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Sekil 4. Kolon duvarinin katmanlarr.

Kanser hiicreleri sadece mukozayr sarmis ise tiimor T1 olarak
isimlendirilmektedir. Hiicreler submukozaya indiginde timoér T2, subseroza ve
serozada ise T3, seroza duvarini tagsmus ise T4 olarak isimlendirilmektedir. N, lenf
nodu metastazini, M ise uzak organda goriilen metastazi ifade etmektedir.
Gilintimiizde KK evrelemisinde kullanilan TNM sistemi Tablo 1°de

aciklanmaktadir (Sukhede ve ar., 2004).
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Tablo 1. Kolon tiimérlerinde TNM evrelemesi

Astler-

Evre TNM Dukes Coller
Tl1-

1 2NOMO A A

JIVN T3NOMO B B2

1B T4NOMO B B3
Tl1-

1A 2NIMO C Cl
T3-

1B 4ANIMO C C2/C3
Tl1-

Ic 4N2MO C C1/C2/C3
T1-4N1-

I\ 2M1 D

2.1.1.4. KK’larda Tedavi

KK’larda tedavi, tiimériin histopatolojik evrelemesine gore degisiklik
gostermektedir. Erken evre kolon tiimoérlerinde standart tedavi cerrahi
rezeksiyondur. Bununla birlikte ileri evre kolon tiimdrlerinde cerrahi rezeksiyonla

beraber kemoterapi ve radyoterapi de onerilmektedir (Lelie ve ark., 2002).

TINOMO ve T2NOMO tiimor gruplarindan olusan evre I kolon tiimdrlerinde tedavi
kiiratif rezeksiyondur. Lenf modu metastazi ile karakterize evre III ve uzak
metastaza sahip evre IV kolon tiimorlerinde tedavi, rezeksiyon ve sonrasinda
uygulanan kemo-radyo terapiden olusmaktadir. Rezeksiyon sonrasi uygulanan
kemoterapi ve radyoterapi adjuvan tedavi olarak adlandirilmaktadir. Evre II
KK‘larda ise tedavi, kotii prognostik faktorler olarak tanimlanan 6zelliklere gore
belirlenmektedir. Bu faktorler, tiimoriin miisin6z komponent tanisi almasi, tash
yiiziik hiicreleri barindirmasi, lenfatik invazyona sahip olmast olarak
belirtilmektedir. Ayrica obstriiktiif kolon da kotii prognoz faktorii olarak
tanimlanmaktadir. ITA, IIB ve IIC’den olusan evre II tiimorlerinde bu faktorler var
ise cerrahi rezeksiyon ve adjuvan tedavi onerilmektedir (Pawkin ve ark., 2015).
Ancak gilinlimiizde hala bu evreye sahip tiimorlerde standart bir tedavi protokolii

belirlenmemis olmakla birlikte hala tartisma konusudur.

SFU ileri evre KK’larin birinci basamak kemoterapisinde standart olarak

kullanilan bir ilagtir. SFU, DNA ve RNA'nin pirimidin molekiillerine benzer yapiya
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sahip olan heterosiklik bir aromatik organik bilesiktir. Bu molekiil, C-5 konumunda
Hidrojen (H) yerine Fliior atomu olan urasil analogudur. Bu nedenle urasil gibi
pasif tagima mekanizmasini kullanarak hiicre icerisine hizlica tasinabilmektedir.
S5FU damar ya da oral yolla verilmektedir. Ancak viicuda girdikten sonra ilacin
%80’1, bir karaciger enzimi olan dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) tarafindan
dihidrofiiroiirasile ~(DHFU) doniistliriilmektedir. 5FU, hiicre igerisinde,
florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP), florodeoksiridin trifosfat (FAUTP) ve
floroiiridin trifosfat (FUTP) gibi ¢esitli aktif metabolitlere ¢evrilmektedir (Fang ve
ar., 2009).

SFU c¢esitli yollar ile metabolize edilmektedir. Bu ila¢ direk olarak
fosforibosil pirofosfat (PRPP)’t1 kullanarak, orotat fosforibosiltransferaz (OPRT)
ile floroiiridin monofosfatina (FUMP) doniistiiriilmekte, ya da fluorouridin (FUR)
yardimi ile iiridin fosforilaz (UP)’dan kinaza (UK) doniistiiriilmektedir. FUMP
daha sonra, aktif metabolitlerden FUTP’ye veya riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimi
ile flilorodeoksiiiridin difosfata (FAUDP)’a doniismekte, oradan ise diger bir aktif
metabolik olan FUTP’yi olusturmaktadir. SFU mekanizmasida diger bir alternatif
yolak timidin fosforilaz (TP) araciligi ile olmaktadir. SFU, TP araciligr ile
florodeoksiiiridine (FUDR)’ne oradan timidin kinaz aracilifi (TK) FAUMP’ye ve
sonrasinda FAUTP aktif metobolitlerine doniismektedir. Tiimor hiicrelerinde bu
aktif metabolitler DNA replikasyonunun engellemesinde ve DNA’da kiriklar
olusmasinda gorev almaktadirlar. SFU’nun metabolizmas: Sekil 5°te ifade

edilmektedir (Carother ve ark., 2001; Fang ve ark., 2009).
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Sekil 5. 5FU’nun metabolizmasi ve aktif metabolitlerinin etkileri.

Hiicre igerisinde olusan bu SFU aktif metabolitlerinden FUTP RNA’da,
FAUTP ise DNA’da kiriklar meydana getirerek tiimor hiicrelerinde apoptozu
uyarmaktadirlar. FAUMP ise TS’yi inhibe ederek aktivitesini gostermektedir. TS,
DNA sentezi i¢in gerekli olan Timidinin de nova kaynagini olusturan enzimdir. Bu
enzim, 5,10-methylenetetrahydrofolate (CH2THF) araciligi ile deoksiiiridin
monofosfatin (dUMP) deoksitilenidin monofosfatina (dATMP) doniisiimiinii katalize
etmektedir. TS, 36 kDa’dan olusan bir proteindir ve dUMP ve CH2THF ig¢in birer
baglama bolgesi igeren bir dimer olarak islev gormektedir. SFU metabolit FAUMP,
TS'nin niikleotit baglama bolgesine baglanmakta ve CH2THEF ile stabil bir Ternary
Kompleksi olusturmaktadir. Boylece SFU’nun aktif metaboliti normal substrat
dUMP'nin baglanmasii engelleyerek dTMP sentezini inhibe etmektedir. Bu
deoksintikleotit (AINTP) havuzu dengesizlikleri artan deoksitiridin trifosfat (dUTP)
seviyeleri ile sonuclanir. Yiiksek dUTP seviyesi DNA’da ¢ift zincir kiriklarina
neden olmaktadir. DUTP'nin neden oldugu DNA hasari, pirofosfataz dUTPaz ve
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urasil-DNA glikosilaz (UDG) seviyelerine bagli olarak degismektedir. Ayrica
dTMP, TK etkisiyle dTTP’ye doniistiiriilmekte boylece TS eksikliginin etkileri
hafifletilebilmektedir. Bu kurtarma yollari, 5FU'ya karsi potansiyel bir direng
mekanizmasini temsil ettigi diisliniilmektedir (Senda ve ar., 2007; Green ve ark.,

2005). SFU’nun TS’yi baskilama mekanizmas1 Sekil 6’da ifade edilmektedir.

DNA replikasyonu

—
| N
| denres BT
DNA Hasari

s

[dUTPase| (Vole]|

Sekil 6. SFU’nun TS’yi baskilama mekanizmasi.

1957 yilindan itibaren KK’larin tedavisinde kullanilan 5FU, 1975’lerden
sonra lokovorin ile, son yillarda ise oksaliplatin, irinotekan ve kapekitabin gibi
kemoterapi ilaclari ile desteklenmektedir. ileri evre KK lar igin geleneksel tedavi
5FU ve lokovorinin oksaliplatin veya irinotekan ile kombinasyonunu icermektedir.
SFU/Iokovorinin oksolopilatin ile kullanildigr rejim FOLFOX, irinotekan ile
kullanildig1 rejim ise FOLFORI olarak isimlendirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
FOLFOX ve FOLFIRI rejimlerinin tedavide birbirine iistiinliigii gosterilememistir.
Dolayisiyla hastaya uygulanacak tedavi hastanin performansi, ilaglarin yan etki
profili ve tedaviden beklenen fayda (palyatif vs neoadjuvan) gibi faktorler dikkate
almarak belirlenmektedir. SFU’nun KK tiimorinde kullanimi Sekil 7’de ifade
edilmektedir (Barker ve ark., 2018).
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Sekil 7. KK tedavisinde SFU’nun kullamimi (Barker ve ark., 2018).

KK’da diger bir kemoterapi yaklasimi monoklonal antikorlardan olugmaktadir.
Bevacizumab ve Cetuximab ileri evre kolon tiimorlerinde kullanilan monoklonal

antikorlar olmalarina ragmen bu tiimdrlerde bes yillik sag kalim oran1 %12’dir.

Kolon kanserlerinin tedavisindeki bu basarisizligin en énemli nedeni ilag
direncinin ortaya ¢ikmasidir. Ileri evre kolon kanserlerinin yaklasik %40°1 SFU

bazli kemoterapilere direng gostermektedir.

2.1.1.4.1. KK’da Tla¢ Diren¢c Mekanizmalar

KK’da kemoterapi ilaglarinin etkinliklerini kisitlayan en 6nemli faktorler;
ilaclarin hedef dokudaki etkin konsantrasyonunun azalmasi, timor hiicrelerinin
ilaca hassasiyetinin diismesi ve strese bagli se¢ilim sonucunda gelisen dogal veya
kazanilmis ilag direncidir. Dogal direng, ilk kez alinan bir kemoterapoétik ilaca karsi
tiimoriin ¢ok az cevap vermesi ya da hi¢ cevap vermemesidir. Kazanilmis direng
ise, basta ilaca cevap veren tiimorlerin belli bir siire sonra ilaca cevap vermez hale
gelmesi ile olugmaktadir. Dogal direng daha ¢ok genomda yer alan polimorfizmler
ile aciklanirken, kazanilmig direngte bir ¢cok molekiiler mekanizmasinin rol

oynadig1 belirtilmektedir (Li ve ark., 2016).

TS’nin yiiksek seviyeli ifadesi, DPD’nin aktivitesinin artmasi, MLH]
geninin metilasyonu ve Bcl-2 Bcl-XL ve Mcl-1’in asint ifadesi kolon kanser
tedavisinde ilk tanimlanan ilag diren¢ mekanizmalaridir (Siegel ve ark., 2014;

Benedix ve ark., 2010).

TS’nin yiiksek ekspresyonu, 5-FU direncinden sorumlu ana molekiiler
mekanizma olarak yaygin sekilde kabul edilmektedir. TS'in kodlandig1 7YMS nin
amplifikasyonu ve promotdér bdlge mutasyonlart hem dogal diren¢ hem de
kazanilmis dirence neden olmaktadir. 7S gen t promotdrii polimorfiktir ve
genellikle iki (TSER * 2) veya ii¢ (TSER * 3) adet 28 bazdan olusan tandem-tekrar
dizisine sahiptir. Baz1 ¢alismalar, TSER* 3/TSER*3 homozigot hastalarin SFU
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bazli kemoterapiye TSER*2/TSER*2 homozigot ve TSER*2/TSER*3 heterozigot
hastalara gore daha direngli olduklarini ifade etmektedir. In vitro calismalar,
TSER*3 sekansina sahip 7S promotorlerinin TSER*2 sekansina kiyasla yaklagik
iic kat daha yliksek mRNA olusturdugunu gostermektedir. Bu nedenle TSER*3

sekansina sahip tiimorler SFU tedavisine direnglidir.

Artan DPD aktivitesi sonucu SFU’nun artan katabolizmasi ilag direncine
yol acabilmektedir. Caligmalar diisiik DPD ekspresyonuna sahip kolon tlimoérlerinin
5-FU’ya karst duyarli olabilecegini gostermektedir. Giiniimiize kadar
gerceklestirilen ¢alismalarda DPD proteinini kodlayan DPYD geninde 39’dan fazla
farkli allel tanimlanmistir. DPYD geninin 14. intronunda DPYD*2A polimorfizm
tanimlanmistir ayrica bu bolgede farkli DPD aktivitesinin diisiiriilmesine de neden
olan farli mutasyonlar bildirilmektedir. Ancak caligmalar, SFU'ya bagl toksisite
fenotipi ile DPD genotip arasinda net bir iligki kuramamaktadir (Dienstam ve ark.,

2017; Bramsen ve ark., 2017).

[lacin hiicre igerisine yeterli miktarda girememesi veya etkisini
gosteremeden ATP baglayan kaset (ABC) tastyici proteinlerince hiicre disina
atilmasi da dirence neden bir diger etmendir (Longley vd., 2003). ABC tastyict
ailesi, ATP hidrolizinin sagladig1 enerjiyi kullanarak, endojen ve eksojen
maddelerin akigina aracilik eden hiicresel plazma tabakasina yerlestirilmis bir dizi
tasiyici proteinden olugmaktadir (Gros ve ark., 1986; Nagane ve ark., 1999; Tivman
ve ark., 2015). Giiniimiize kadar insanda 48 farlit ABC proteini tanimlanmigtir. Bu
protein ailesi amino asit sekanslarina dayanarak, A’dan baslayarak G’ye dogru
adlandirilan 7 alt familyaya ayrilmaktadir. ABC tasiyici protein ailesinden ABCB
grubuna ait P-gp, ABCC ailesine ait MRP1 ve ABCG ailesine ait BCRP ozellikle
ilag direngliligi ile iliskilendirilmektedir. MDR mekanizmasinin kolon
kanserlerinde gelisen SFU direnci ile iligkisi net bilinmemekle birlikte ABCCS ve
ABCCI11’in bu siirecte etkili oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Lin
ve ark., 2017; Pawlowska ve ark., 2018).

2.1.1.5. KK’larin Olusumunda Etkili Molekiiler Mekanizmalar

KK, bir dizi genomik ve epigenomik degisiklik ile karakterize olan

heterojen bir hastaliktir. Kolon tiimorlerinin yaklasik 9%15°1 ailesel olup sadece
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%35’inde kanser hiicrelerinde biiylime siireglerini diizenleyen genlerde kalitsal
mutasyonlar tanimlanmaktadir. KK %75-80 oraninda germline mutasyonlardan
kaynaklanmadan sporadik formda olusmaktayken ve %Z20-25’nin ailesinde
kolorektal kanser Oykiisii bulunmaktadir. Bununla birlikte, KK’larin %35',
adenomatous polipozis koli (APC), ve MMR genlerindeki bir germline
mutasyonundan kaynaklanirken, %15-20’sinin aile Oykiisii olmasina ragmen

herhangi bir sendroma kategorize edilememektedir (Moran ve ark.i 2010).

2.1.1.5.1. Ailsel KK’lar
2.1.1.5.1.1. Poliposiz Olmayan KK Sendromlar:

Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC), tim kolon
timorlerinin %2-4’{inli olusturmakta olup en sik rastlanilan KK sendromudur.
HNPCC yiiksek penetrans, erken-yas KK, miisindz komponentli timdr ve intestinal
dis1 kanserlerin goriilmesi ile karakterizedir. Genel popiilasyonda HNPCC, 45-67
yaslarn arasinda ortaya c¢ikmaktadir. HNPCC, MMR genlerindeki kayiplar ile
olusmaktadir. HNPCC tanis1 Tablo 2°de belirtilen Amsterdam II ve revize Bethesda
kriterleri dogrultusunda konmaktadir (Lorans ve ark., 2009).

Tablo 2. HNPCC tani kriterleri

Kardeslerin %50'sinde kanser varlig1 (kolorekta, endometrium, m,de, pankreas vs.)
Otozomal dominant kalitim varligi

Kanser en az bir kiside 50 yas altinda ise

En az bir kiside birden ¢ok primer timér varligi

Tiimor yerlesiminin sag kolonda olmast

Tiimoriin miisindz karakterde olmasi

HNPCC aileleri MMR genlerinde kalitsal mutasyon tasiyor ise Lynch
sendromu (LS) tanist almaktadirlar. LS, %90 oraninda MLHI veya MSH?2, %10
oraninda MSH6 gen mutasyonlarindan kaynaklanmakta ve otozomal dominant

kalitim gecisi gostermektedir. Ayrica MSH2 ile baglantili olan EPCAM ve PMS?2
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genlerindeki mutasyonlarda LS ile iligkilendirilmektedir. Fonksiyonel MMR
proteinlerinin kaybi, genomda MSI’ya neden olmaktadir (Logan ve ark., 2004).

2.1.1.5.1.2. Poliposiz Olan KK Sendromlari

Familyal Adenomatéz Polipozis (FAP) en yaygin goriilen poliposiz
sendromu olup tiim kolon tiimoérlerinin %1°ni olusturmaktadir. Bu sendrom kolon
boyunca gozlenebilen yiizlerce polip ile karakterizedir. Otozomal dominant gegis
gosteren FAP, 5. kromozomun kisa kolunda yer alan APC gen mutasyonlari
sonucunda olusmakta ve ¢ogunlukla 35 yas alt1 bireylerde goriilmektedir (Huang

ve ark., 2016).

Diger bir poliposiz sendromu olan MAP otozomal resesif kalitim o&zelligi

gostermektedir. Bu sendrom MUTYH gen mutasyonlari ile karakterizedir (Jass ve

ark., 2006).

Juvenil Poliposiz Sendromu (JPS), Peutz-Jeghers Sendromu (PJS) ve
Cowden Sendromu (CS) hamaratomatdz polipler ile tanimlanmaktaidrlar. JPS,
SMAD4 ve BMPRIA genlerinde meydana gelen biiyiik delesyonlar veya nokta
mutasyonlart, JPS %90 oraninda S7TK/1, CS ise PTEN mutasyonlar1 sonucunda
gelismektedir (Jass ve ark., 2006).

Adenamotdz ve hamartomatdz poliplerin bir arada goriilebildigi Ailsel Karigik
Poliposiz Sendromunda (Hereditary Mixed Poliposis Syndrome: HMPS) ise
GREM1 mutasyonlarn etkilidir (Yurgelun ve ark., 2012). Ailesel KK’lar1 ve bu
sendromlar ile iligkili genler Sekil 8’de ifade edilmektedir.
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Sekil 8. Ailesel KK ve bu kanserlerin olusumunda etkili olan genler (Lorans ve ar., 2008).

2.1.1.5.2. Sporadik KK’larda Molekiiler Olusum Mekanizmalari

KK’nin patogenizinde yer alan molekiiler degisimler ilk olarak Fearon ve
Vogelstein tarafindan tanimlanmaktadir (Vogelstein ve ar., 1988). Bu modele gore
KK, onkogenlerde, tiimor baskilayici genlerde ve DNA yanlis eslesme genlerinde

biriken mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir (Sekil 9).

Artan
Normal Epitel Erken Adeno Geg Karsinoma
AP p5
.|
. BAX
Whnt sinyal RAS Sinyal

MSI

Sekil 9. Fearon ve Vogelstein’nin Adeno-karsinoma sekans modeli (Seruca ve ark., 2009).
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Normal epitel hiicrede bir seri meydana gelen mutasyonlar sonucunda,
epitel once adenomaya sonrasinda ise karsinomaya doniismektedir. Bu nedenle
olusturulan modele adeno-karsinoma sekansi adi verilmektedir. Model
kromozomal kararsizlik (chromosomal instability; CIN) ve mikrosatellit kararsizlik
(microsatellite instability; MSI) olmak {iizere iki temel mekanizma ile

aciklanmaktadir (Seruca ve ark., 2009).

2.1.1.5.2.1. Kromozomal Kararsizhik

CIN, baskilayici veya standart yolak olarakta ifade edilmektedir. Feraron ve
Vogelstein modeline gore Kolon adenokarsinomlarin %80-85°1 bu mekanizma ile
meydana gelmektedir . Bu siirecte ilk olarak 5q’de lokalize APC, 17p’de lokalize
p53 ve 18q’da lokalize DCC/SMAD#4 alel kayiplar1t meydana gelmektedir. CIN
mekanizmasi, bu kromozomal kayiplar ile birlikte gen amplifikasyonlar1 ve

translokasyonlarla da olusabilmektedir (Huang ve ark., 2015).

2.1.1.5.2.1.1. KK’larda APC’nin Onemi ve Wnt Sinyal Yolag

5g21’de lokalize olan APC geni 15 ekondan meydana gelmektedir.
Sporadik KK’larin %60’1 APC mutasyonlar1 sonucu aktif hale gelen Wnt sinyal
yolagi nedeniyle olusmaktadir. Wnt sinyal yolaginda APC, Kazein kinaz1 1 (CK1)
ve Glikojen Sentaz Kinaz 3b (GSK3-b) ve AXIN’den olusan yikim kompleksi
aracilig1 ile Beta-katenini diisiik sitoplazmik konsantrasyon altinda tutulmaktadir.
Wnt ligant1 yoklugunda APC, GSK3b, CK1 ve Axin sitoplazmada bir araya gelerek
yikim kompleksi olusturmaktadirlar. Bu kompleks sitoplazmada bulunan Beta-
katenin’ni iibikiitinleyerek bu proteinin proteosomal yikimini saglamaktadir.
Ortamda Wnt liganti bulundugu zaman ligant, hiicre zarinda yer alan Fzd ve
LRP5/6 reseptor proteinlerini taniyarak bu proteinlere baglanmaktadir. Fzd ve
LRP5/6 koreseptorlerine bagli Wnt ligandlari, Dvl-fzd kompleksinin olusumunu ve
LRP'nin GSK3b tarafindan fosforilasyonunu tetiklemektedir. Bu fosforilasyon
sonucunda bir iskelet protein olan Axin2’ninde reseptor ligand kompleksine
katilmasii saglar. Boylece sitoplazmadaki yikim kompleksi dagilmasi sonucu
Beta-katenin’in yikimi engellenmektedir. Sitoplazmada biriken Beta-katenin
niikkleus  icerisine  gecerek  hiicre  proliferasyonunda  etkili  genlerin

transkripsiyonunun artmasini tesvik ederek tiimoér olusum siirecini baslatir. Wnt
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sinyal yolagt APC protein kaybi sonucu da aktif hale gegmektedir (Sekil 10).
APC’nin az ya da hi¢ olmamasit durumununda sitoplazmada yikict kompleks

olusmamakta bunun sonucunda Beta-katenin degredasyonu saglanamamaktadir

(Nagasaka ve ark., 2008).
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Sekil 10. Wnt sinyal yolagi (Huang ve ark., 2015).
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2.1.1.5.2.1.2. KK’larda KRAS 6nemi ve RAS Sinyal Yolag:

Proto-onkogenler, hiicrede sinyal uyari iletiminde ve hiicre bilylimesinin
kontroliinde rol oynamaktadirlar ve bu genlerin ¢esitli nedenler ile aktivasyonlari
sonucunda hiicre proliferasyonu artmaktadir. KRAS, 12p12.1°de lokalize bir proto-
onkogen olup 21 kDa biiytikliigiinde GTP-baglanma proteini iiretmektedir. KRAS
proto-onkogeni, EGFR sinyalinin BRAF aracilikli MAPK sinyal mekanizmasinda
yer alan bir molekiildiir. KR4S mutasyonuna bagli RAS aktivitesi, erken evre KK
timorlerinin - %35-42 ‘inde rapor edilmektedir. KRAS proteini GTP'ye
baglandiginda aktif hale gecerek EGFR sinyal yolagi igerisinde yer alan RAS
aracilif1 ile bircok farkli siirecte gorev almaktadir. RAS aktivesi sonucunda
Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) gibi bir¢ok transdiiksiyon sinyal
yolar1 agik hale gelmektedir. KRAS geninin 2. ekonunda meydana gelen kodon 12
ve 13, 3. ekzonunda meydana gelken kodon 61 nokta mutasyonlart RAS

aktivitesine neden olan en temel genetik degisimlerdir (Daniel ve ark., 2010). Son
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zamanlarda, KRAS aktivasyonunun, kolon epitelindeki hiperplastik biiyilimeyi
tesvik ettigi bildirilmektedir (Fischer ve ark., 2017; Sumatha ve ark., 2018). Ayni1
zamanda RAS aktivasyonu epitel hiicre polaritesini diizenlemekte, KK gelisimi
sirasinda birlesme aracili hiicre-hiicre temaslarini azaltarak epitel hiicreleri

polaritelerini kaybetmelerini saglamaktadir (Sekil 11).

Sekil 11. RAS-MAPK sinyal yolag: (Sumatha ve ark., 2018).

2.1.1.5.2.1.3. KK’larda 18q Kayb1

On sekizinci kromozomun uzun kolunda meydana gelen delesyonlar
KK’larin %60’ inda belirlenmektedir. Bu bélgede bulunan gen “Koloreltal
Kanserde Silinmis (Deleted in colorectel carcinogenesis: DCC)” olarak
adlandirilmaktadir. DCC tiimor baskilayici bir gendir ve bu genin delesyonu
kolorektal kanserlerin %70’ inde ve ileri derecede displazi gosteren adenomlarin da
yaklasik olarak yarisinda goriilmektedir. Hafif displazi gosteren adenomlarda
goriilmemektedir. DCC, Netrin-1 ile etkileserek Kaspaz 9 tizerinden apoptozu

diizenlemektedir (Wang ve ark., 2018).

DPC4/Smad4 ve SMAD2,18q’da yerlesim gosteren ve KK’da delesyona
ugrayabilen diger genlerdir. Bu genlerin proteinleri, hiicre biiylimesini kontrol eden
TGFp sinyal yolaginda gorev almaktadirlar (Vilar ve ark., 2013).
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2.1.1.5.2.1.4.KK’larda P53’iin Onemi

P53, 17pl13.1’de lokalize tiimor baskilayict gen olan 7P53 tarafindan
kodlanmaktadir. P53 proteini, ¢evresel veya onkojenik strese maruz kalan
hiicrelerin replikasyonu sirasinda DNA onarimini kolaylagtirmak i¢cin G1 hiicre
dongiisii durmasint tetiklemektedir. Bu protein, DNA hasar1 onarilamayacak kadar
bliylik oldugunda, apoptozu tetiklemede temel rol oynamaktadir. Tiim kanserler
degerlendirildiginde insan tiimorlerinin  %50'den fazlasinda p53 kaybi
belirtilmektedir. 7P53 mutasyonu veya kaybi genellikle KK’da adenomdan kansere
geciste meydana gelmektedir. Caligmalarda 7P53 anormalliklerinin sikliginin
lezyonun ilerlemesi ile arttig1 vurgulanmaktadir. P53 kayiplar1 adenomlarin %4-
26’sinda, ge¢ adenomlarin %50’sinde, karsinomalarin ise % 50-75'inde

gozlenmektedir (Benedix ve ark., 2010).

2.1.1.5.2.2.Mikrosatellit Kararsizhik

Mikrostaellitler (MS), genoum belli bolgelerinde goriilen kisa baz dizi
tekrarlaridir bu yiizden Kisa Tandem Tekrar (Short Tandeém Repeat: STR) olarakta
bilinmektedir. MS, bir ya da birden fazla bazin ¢esitli tekrarlar1 ile olugmaktadir.
Bazi1 MS bolgelerinde ii¢ bazin 10 tekrar1 gozlemlenirken bazi bolgelerde 2 bazin
30 tekrar1 saptanmaktadir. DNA replikasyonuna bagl hatalar sonucunda MS
bolgelerinde delesyonlar veya insersiyonlar meydana gelmekte, bu durum MSI
olarak isimlendirilmektedir. MSI olusumunda DNA tamirinde gérev alan MMR
genlerindeki kayiplarin etkili oldugu bilinmektedir. Bu mekanizma, MMR
genlerinde meydana gelen metilasyonlar ya da bu genlerin somatik mutasyonlar

sonucu inaktivasyonlari ile meydana gelmektedir (Vilar ve ark., 2013).

MLHI, MSH2, MSH6 ve PMS2 genlerindeki germ-line mutasyonlarin
varligi nedeniyle olusan MSI, LS ile isliskilendirilirken, MLH geni promotor bolge
metilasyonlar1 sonucunda meydana gelen MSI durumu genellikle sporadik KK
olusumuna neden olmaktadir. MSI, sporadik olarak meydana gelen KK’larin
yaklagik %15’inden sorumludur. Bu mekanizmanin varligr immiinohistokimyasal
yonetemler ile MMR proteinlerinin analiz edilmesi ya da fragment analizleri ile
direkt olarak MSI bolgelerindeki tekrar sayilarinin  incelenmesi ile

incelenebilmektedir. MSI bolgeleri 1997 yilinda olusturulan Bethesda kriterleri
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dogrultusunda incelenmektedir. Giiniimiizde onlarca MS boélgesi belirteg olarak
tanimlanmis olsa da D5S346, D2S123, D17S250, BAT25 ve BAT26 en sik takip
edilen belirte¢lerdir (Deinsmant ve ark.,2017).

2.1.1.5.3. Sporadik KK’larda Epigenetik Mekanizmalar

KK gelisiminde genetik mekanizmalar ile birlikte epigenetik
mekanizmalarinda rol oynadig: bilinmektedir. Epigenetik mekanizmalar aracilig
ile DNA baz dizilimininde herhangi bir degisiklik meydana gelmeden gen ifadesi
diizenlenmektedir. Epigenetik degisimler DNA ya da RNA temelli olarak DNA
promotdr metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlama yapmayan RNA
(ncRNA)’larin etkileri ile kromatinin yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyon
sonrasi gen ifadesinin degismesi gibi siirecler ile timor baskilayict genlerin ve
onkogenlerin diizensizliklerine sebep olarak tiimoriin gelisiminde ve ilerlemesinde

onemli rollere sahip olmaktadirlar (Xie ve ark., 2015).

2.1.1.5.3.1. DNA Temelli Epigenetik Diizenlemeler

DNA promotoér bolge metilasyonlari, histon modifikasyonlari ve kromatinin

yeniden diizenlenmesi DNA’y1 etkileyen epigenetik degisimlerdir.

2.1.1.5.3.1.1. DNA Promotor Bolge Metilasyonlari

Kanser hiicrelerinde DNA metilasyonu, tiimor baskilayici genlerde
fonksiyonel kayiplara neden olan temel mekanizmalardan biridir. MLHI’in
susturulmasi, genin 5' promotdr bolgelesinde bulunan CpG adasindaki guaninden
once gelen sitozin niikleotidinin 5.karbon atomuna tek bir metil (-CH3) grubunun
eklenmesi ile gerceklesmektedir. KK’larda MLHI’ in guanin-sitozin (CpG)
adasinin metillenmesi sonucunda MSI fenotip ortaya c¢ikarak, sporadik olarak

tiimor gelisimi baslamaktadir (Wang ve ark., 2009).

2.1.1.5.3.1.2.Histon Modifikasyonlar:

Kromotin, heterokromatin ve okromatinden olusan dinamik bir yapidir.

Histonlar niikleus icerisinde DNA’nin paketlenmesine ve kromatin yapinin
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olusmasina yardimei olan proteinlerdir. Bu protein ailesi H1, H2A, H2B, H3 ve

H4’ten meydana gelmektedir (Sekil 12).

Okromatin
Metil grubu

DNA

| —
Histone

Octamer

Heterokromatin

Sekil 12. Okromatin ve heterokromatin yapisinda Histon proteinleri (Qin ve ark., 2019).

Genomda bir genden mRNA transkribe edilecegi zaman, asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon veya iibikiitinasyon ile histon proteinleri bodlgeden
uzaklagarak DNA’nin o bolgesinin serbest hale gecmesini saglamaktadirlar. Bu
olay, niikkleozomdan disartya kovalent olarak modifiye edilebilen histon kuyruklar
ile meydana gelmektedir. Bu ¢ikintilar sayesinde histonlar asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon veya iibikasyon gibi ¢esitli modifikasyonlara ugramaktadirlar (Sekil
13).
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Sekil 13. Histon modifikasyonlari (Cao ve ark., 2018))

Kontrolsiiz histon modifikasyonlari, gen diizenlenmesinde etkili olan ana
epigenetik mekanizmalardandir. KK’larda Histon asetilasyonlarinin 6nemi
vurgulanmaktadir. Histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)
enzimleri aracilif1 ile histon asetilasyon ve deasetilasyon arasindaki denge
saglanmaktadir. Ancak HDACI ve HDAC?2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda bu denge bozulmaktadir. KK’larda HDACI’in yliksek ekspresyonu
sonucu artan Histon asetilasyonu, yiiksek tiimor evresi ve lenfatik metastazi ile

iligkilendirilmektedir (Cao ve ark., 2018; Qie ve ark., 2019).

Histon metilasyonlari, lizin ve arjinince zengin histon ¢ikintilarinda meydana
gelmektedir. Bu modifikasyonda histon metiltransferaz (HMT) enzimleri gorev
almaktadir. H3K27 ve H3K9 metilasyonlar1 KK’larda yiiksek tiimor evresi ve

lenfovaskiiler invazyon, ile iliskilendirilmektedir (Ding ve ark., 2018).
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2.1.1.5.3.2. RNA Temelli Epigenetik Diizenlemeler: Kodlama Yapmayan
RNA’lar

Insan genom projesi ile DNA baz dizilimi ortaya ¢ikartildiginda, genomun
sadece %2-3’lik kisminin mRNA’ya ¢evrildigi, %10-18’lik kismindan protein
sentezine yardimer RNA’larin transkribe edildigi belirlenmis olup genomun geriye
kalan yaklasik %80-87’1ik kism1 ise ¢op DNA olarak adlandirilmigtir. Daha sonrak
stirecte, ¢Op olarak adlandirilan bu bolge lizerine yapilan c¢aligmalarda, protein
kodlamayan ancak transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinde gorev alan

RNA’lar kesfedilmistir (Xie ve ark., 2015).

Giincel aragtirmalarda kodlama yapmayan RNA’lar, kodlama yapmayan
kiigiik RNA’lar (microRNA; miRNA), kodlama yapmayan biiyiik RNA’lar (Long
noncoding RNA; LncRNA) ve proteine ¢evrimi olmayan ancak protein sentezi
sirasinda mutlaka hiicre igerisinde bulunmasi gereken tRNA, rRNA, snRNA,
snoRNA gibi RNA molekiillerinden olusan diger kodlama yapmayan RNA’lar
(housekeeping RNA) seklinde ii¢ temel grup altinda incelenmektedir (Sekil 14).
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Sekil 14. Insan hiicrelerindeki fonksiyonel RNA’lar

2.1.1.5.3.2.1.Kodlama Yapmayan Kiiciik RNA’lar

miRNA’lar 20-23 baz uzunlugunda olan ve protein kodlamayan kiiciik
RNA molekiilleridir. miRNA’ lariin yaklasik %50°si, DNA iizerinde kanserle
iligkili genomik bolgelerden, miRNA genlerinden ya da frajil bolgelerden
transkribe edilmektedirler. Bu DNA bolgelerinden ilk énce RNAaz II enzimi
aracilifi ile, sac tokasi, cap ve Poli A uzantilarina sahip primer miRNA’ nin (pri-
miRNA) transkripsiyonu yapilmaktadir. Niikleus igerisinde olusturulan bu RNA
molekiili RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktorii
Pasha (DGCRS) tarafindan kesilerek yaklagik 70 niikleotid uzunlugunda olan
premiRNA’ya doniistiiriilmektedir. Pre-miRNA, exportin 5 aracilign ile
stoplazmaya tasinmaktadir. Sitoplazmada pre-miRNA’lar bir niikleaz olan Dicer ile
kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA’ya doniistiiriilmektedir.
Dicer, pre-miRNA’ nin “sa¢ tokas1” yapisin1 kesmerken ayni zamanda TRPBP ve
Argonaute (Ago2) ile birlikte RISC kompleksini olusturmaktadir. Ago2’ni ¢ift
zincir miRNA’dan 5° ucu daha kararli olan se¢im igleminde gorevlidir. Segilen bu

iplik klavuz iplik adin1 almakta, diger iplik ise yolcu iplik olarak tanimlanmakta ve
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RISC kompleksi tarafindan sindirilmektedir. RISC kompleksi tarafindan
olusturulan olgun miRNA hedef mRNA’ nin 3’ translasyona ugramayan bolgesiyle

baz eslesmesi yaparak hedef mRNA’nin yikimini saglamaktadir (Sekil 15).
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Sekil 15. miRNA larin sentezi ve mRNA’Ir iizerine etkileri (Zheng ve ark., 2015)

MirNA’larin gesitli hiicresel siire¢lerde gorev aldiklar1 ve diizensizliklerinin
kanser olusumu basta olmak iizere, tliimoriin gelisiminde ve tedavisinde 6nemli
olduklar1 bilinmektedir. 2006 yilindan itibaren gergeklestirilen birgok ¢alismada
miRNA’larin KK olusumunun tiim basamaklarinda gorev aldiklar1 ortaya
cikartilmaktadir. miR-21 ve miR-92a kolon tiimoérlerinde tanimlanan ilk

miRNA ’lardir. Ozellikle plazmalarinda sirkiile miR-21’in yiiksek ekspresyonunun
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degerlendirilmesi KK hastalarinin tanisinda Onerilmektedir. Bununla birlikte
yliksek miR-106a ve diisiik miR-150, ileri evre KK’lar1 igin tanisal biyobelirteg
niteligi tagimaktadir (Ellis ve ark., 2015).

KK’larda miRNA’larin degisen ekspresyon profilleri tedavi yanitinda da
onem gostermektedir. Diisiik miR-143 ekspresyonu capesitamin direnci ile
iliskilendirilirken yiiksek miR-320 ekspresyonu ise evre 11l KK’larinda FOLFOX
direnci gostergesi olarak kullanilmaktadir (Sekil 16).
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Sekil 16. KK’larin adeno-karsinoma sekansinda gorev alan miRNA’lar (Yochun ve ark., 2017)

2.1.1.5.3.2.1. Kodlama Yapmayan Biiyiitk RNA’lar

LncRNA’lar 200 niikleotitten biiyiikk protein kodlamayan endojen
molekiillerdir. Baz1 kaynaklar insan genomunda 90.000 kadar LncRNA transkripti
oldugunu belirtse de, GENCORE gibi giivenilir veri tabanlarinda bu say1 16.000
olarak ifade edilmektedir. LncRNA’lar genomda transkribe edildikleri bdlgeye
gore 5 temel gruba ayrilmaktadir. ilk grup LncRNA’lar mRNA’ nin yéniinde
(sense), ikinci grup LncRNA’lar mRNA’nin tersi yoniinde (antisense) transkribe
edilenlerden olusmaktadir. Ugiincii grup iki yénlii (bidirectional) transkripsiyonu
gerceklesen LncRNA’lardan meydana gelirken dordiincii grup LncRNA’lar intron
bolgelerinden olusmaktadir. Besinci grubun igerisinde ise genlerden kodlanan
LncRNA’lar yer almaktadirlar. Ayrica birer LncRNA olan promotor yukar akis

transkriptlerin (promoter upstream transcript; PROMPT) ve enhansirlar ile iligkili
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RNA’larin (eRNA), genlerin promotdér veya enhansir bolgelerinden transkribe
edildikleri diisiiniilmektedir (Koko ve ark., 2015; Zhanfg ve ark., 2017; Tenny ve
ark., 2019).

LncRNA’lar hiicre i¢cinde bulunduklar1 lokasizyonlara gore niikleer ve sitoplazmik
olarakta gruplandirilabilmektedirler. Sitoplazmada yer alan LncRNA’lar
mRNA’lar ve proteinler ilizerine etki gosterirken niikleer, LncRNA’lar histon
modifikasyonlarida katilarak kromatinlerin yeniden diizenlenmesinde rol
oynamaktadirlar. Ayrica niikleer LncRNA’larin RNA polll (RNase P) ve
transkripsiyon faktorlerinin etkilesimlerini engeleyerek transkripsiyon sirasinda

gorev aldiklar1 da savunulmaktadir (Fan ve ark., 2018).

LncRNA’lar yapisal olarak farklilik gdsteren heterojen molekiillerdir. Bazi
LncRNA’lar diiz (lineer) yapidayken bazilar1 yuvarlak olabilmektedir. Bir¢cok
LncRNA ise farkli katlanmalara sahip yapilar ile karakterizedir. Diiz LncRNA’larin
bir ¢ogunda mRNA ile benzer olarak 5’'m7G sapkasi ve 3’PolyA yapist
bulunmaktadir. 5* ve 3’ terminal ucunda snoRNA sapkalar1 bulunan RNA’lar Sno-
LncRNA, sadece 5’ terminal bolgesinde snoRNA sapkasi tagiyan RNA’lar ise SPA-
LncRNA olarak isimlendirilmektedir. Ayrica bazi LncRNA’larin 3’uglarindan
Riboniikleaz P tarafindan alternative kesim yaplmaktadir. Bu kesim sonucunda

tRNA’ya benzer LncRNA’lar olusabilmektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. LncRNA’larin genomda kodlandiklarer bolgeler ve yapilart. a. LncRNA’lar enhansir ve prmotdr bolge gibi
DNAdaki fonksiyonel elementlerinden transcribe edilebilmektedir. b. Sense, antisense, her iki yonden, genlerden ve
intronlardan transcribe edilen LncRNA’lar. ¢,d. snoRNA sapkasi tasiyan sno-LncRNA ve SPA-LncRNA’lar. e. RNase P
tarafindan alternative kesimi sonucunda olusan diiz LncRNA ve tRNA benzeri LncRNA. f,g. ekzonlardan olustugu igin
ekzonlarin geri birlestirilmesi ile olusan dairesel LncRNA ve intronlardan meydana gelen CiRNA (Fan ve ark., 2018).
LncRNA’lar hiicre i¢inde bulunduklari lokasizyonlara gore niikleer ve
sitoplazmik olarakta gruplandirilabilmektedirler. Sitoplazmada yer alan
LncRNA’lar mRNA’lar ve proteinler {izerine etki gostererirken niikleer
LncRNA’lar Histon modifikasyonlarinda katilarak kromatinlerin  yeniden
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Ayrica niikleer LncRNA’larin RNA pol II

(RNase P) wve transkripsiyon faktorlerinin etkilesimlerini engeleyerek

transkripsiyon sirasinda gorev aldiklar1 da savunulmaktadir. (Tablo 3).
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Tablo 3. LncRNA'larin fonksiyonel mekanizmalari

Etki Mekanizmasi LncRNA Fonksiyonu
LncPRESS1 Kok hiicrelerin korunmasi
NEATI1 Hiicre biiyiimesi
Kromotin Modifikasyonalri HOTTIP Karaciger ve pankreas timérlerinde
ilerleme
FOXC1 Meme kanseri olusumu
NBAT-1 Agresif noroblastoma gelisimi
SPA1, SPA2 Preader-Willi sendromu patogenizi
Altematif Cesim LncRNA Meme kanseri olusumu
BC200 ¥
KRT7-AS Mide kanserlerinde migrasyon
mRNA stabilitesi/modifikasyonu MEG3 Hepatoseliiler kanserlerde siroz
FOXM1-AS Glioblastoma olusumu
TP73-AS1 Cesitli kanseril;:\rl(:;: porr(l)llferasyon ve
miRNA silme 4
CASC2 ilag direni
HULC Cesitli kanserlerde metastaz
Proteinlerin aktlvasy;nvl‘ar‘m da/lokalisazyonlarinda LINK-A Meme kanseri olusumu
egisimler
SNHGS5 Mide ve kolon kanseri olusumu
LncARSR Renal kanser olusumu
Hiicre i¢i sinyalisazyon
H19 Hepatik karsinomada damarlanma

KRK tiimdrlerinde yapilan ¢aligmalarda tiimor baskilayici ve onkogenik

ozellik gosteren bir gok LncRNA tanimlanmistir (Zhou ve ark., 2009; Matouk ve
ark., 2016; Ca, ve ark., 2018). LncRNA’larin KRK’larda genomda spesifik

lokuslara ve histonalara baglanarak kromomatinlerin yeniden diizenlenmesinde,

sitoplazmada mRNA’lar1 ve miRNA’lar1 hedefleyerek bu RNA’larin yikiminda,

proteinlerin hedef boélgelerine tasinmasinda, cesitli bilesenlerin bir araya

gelmesinde adaptor gorevi yaparak gen regiilasyonunda gorev alarak adeno-

karsinoma siirecinde belirleyici gorevler aldiklar1 belirtilmektedir (Sekil 18).
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Sekil 18. KK’larin olusum basamaklarinda LncRNA’larin rolleri (Liang ve ark., 2016).

KK ile iligkili transkript-1 (colon cancer-associated transcript-1; CCAT1),
8g24.21°da lokalize 2628 baz biiyiikliigiinde bir LncRNA’dir. CCAT1'in asir1
ekspresyonu, KK basta olmak iizere, 6zofagus skuamoéz hiicreli karsinom,
hepatoseliiler karsinom tiimorlerinde belirlenmistir. Diizensiz CCAT1 ekspresyonu
KK’larda genel sagkalim, lenf nodu metastazi ve TNM evrelemesi gibi klinik
parametrelerle iliskilendirilmektedir (Ge ve ark., 2016; Zhiang ve ark., 2017).
CCATI1 genomda intergenik bolgeden CCATI-L ve CCATI1-S olmak iizere iki
izoform seklinde transkribe edilmektedir. CCAT-1, c-Myc’nin promotér bolge
aktivasyonunu arttirmakta ayrica SOX2 ve TP53 ile DNA/RNA/Protein
etkilesimene 6rnek olusturmaktadir. Bu etkilesim sonucunda EGFR sinyal yolag:
araciligi ile MEK/ERK1 ve PI3K/Akt sinyal yolaklar1 aktif hale ge¢gmektedir
(Sotelo ve ark., 2017).

Metastaz ile iliskili akciger adenokarsinom transkripsiyon 1 (metastasis
associated lung adenocarcinoma transcrip; MALAT]1) niikleer zenginlestirilmis
transkript 2'den (NEAT2) transkripte edilen, 8.1 kb uzunlugunda bir LncRNA’dir.
Niikleusta lokalize olan MALATI, serine/arjinin (SR) kesim faktorlerini

etkileyerek mRNA kesiminden ve mRNA’nin diga aktariminda gorev almaktadir
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(Zhang ve ark., 2017). MALATI1, PRC2 bilesenlerinden EZH2, SUZ12 ve EED ile
etkilesime girmekte ve lizin 27'de (H3K27me3) histon H3'lin trimetilasyonunu
tesvik ederek hedef gen veya miRNA ekspresyonunu azaltmaktadir. Ayrica
MALATI1, hedef genlerin promotoriine transkripsiyon faktoriiniin (TF)
baglanmasin1 kolaylastirarak mRNA transkripsiyonunu etkileyebilir ve bir slinger
olarak islev gorerek miRNA'lar1 sekrete edebilmektedir (Li ve ark., 2018).
MALAT!'in kolorektal karsinom biiylimesini veya metastaz1 tetikledigi
bilinmektedir (Sekil 19).

P [
pro-mRNA " Uh «. @ m"“"’

Sekil 19. MALAT1’in etki mekanizmalari (Li ve ark., 2018).

Niikleer paraspeckle diizenegi transkripsiyonu 1 (Nuclear paraspeckle assembly
transcript 1; NEAT1), 11q13.1°da lokalize ailesel tiim6r sendromu multipl endokrin
neoplazisi (MEN) tip 1 lokusundan NEATI1-1 (3756 bp) ve NEAT1-2 (743 bp)
seklinde iki izoform olarak transkribe edilmektedir. NEAT1 hem ¢ekirdekte hem
de sitoplazmada bulunabilmektedir (Zhang ve ark., 2016). NEATI1, Histon
metilasyonlarinda ve miRNA ’larin baskilanmasinda rol oynayarak bir¢ok kanserde
tiimoriin olusumundan ve ilerlemesinden sorumlu tutulmakta, metastaz, niiks orani

ve kisa sagkalim gibi klinik 6zelliklerle iligkilendirilmektedir (Sekil 20).
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Sekil 20. NEAT’in etki mekanizmasi (Chang ve ark.,2018)

Hox transkript antisense RNA (HOTAIR), 12q13.13 lokalisazyonundan
transkribe edilen 2.158 bp biiyiikliigiinde bir LncRNA’dir. HOTAIR'in kolon,
meme, pankreas, karaciger mide ve 6zofagus kanserlerinde onkojenik fonksiyona
sahip oldugunu bildirilmektedir (Wang ve ark., 2016; Yu ve ark., 2018). HOTAIR,
HOXD lokasyonunda PRC2 ve LSD1 kompleksinin olusuma katki saglamaktadir.
HOTAIR’in, 5 ucunda PRC2 kompleksi, 3" ucuna ise histon lisin demtilazin
(LSD1) baglanarak Histon metilasyonlarinda gorev almaktadir. HOTAIR’in

yliksek ekspresyonu KK’larda kisa sag kalim ve metastaz ile iligskilendirilmektedir

(Sekil 21).
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Sekil 21. HOTAIR’in etki mekanizmas: (Whang ve ark., 2016).

LncRNA H19, 11pl5.5°de lokalize olup embriyonik gelisim sirasinda bol
miktarda ekspresyonu gozlenirken dogum sonrasi ekspresyonu oldukca
azalmaktadir. H19 onkogenik veya tiimor baskilayicit olarak bircok kanserin

ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir (Liang ve ark., 2017).

H19, miR-675'in onciil geni olarak bilinmektedir. H19, bu mirNA’nin
olusumunu desteklerken, miR-130b-3p’yi baskilamakladir. H19'un yliksek
ekspresyonu, KK hastalarinda tiimor farklilagmasi ve ileri TNM evresi ile

iligkilendirilmektedir (Zhou ve ark., 2017) (Sekil 22).

I
1

IncRNA H19

™ miR-130b-3p

' 4

pre-miR-675 :

Sekil 22.H19’un etki mekanizmasi (Zhou ve ark., 2017).
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CRNDE, 16. kromozom iizerinden kodlanan 1910 baz uzunlugunda bir
LncRNA’dir. KK’larda yiiksek CRNDE lenf nodu metastazi varligr ile
iligkilendirilmektedir (Whang ve ark., 2018).

ANRIL, kromozomal hastalikla iligkili polimorfizmler igin yiiksek
penetrans igeren 9p21 bolgesinde bulunmaktadir. ANRIL, CDKN2A/B'yi
epigenetik mekanizmalar ile diizenleyerek hiicre ¢ogalmasini ve yaslanmasini
kontrol etmektedir. Bu LncRNA kromatinlerin yeniden diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir. Polycomb protein kompleksleri 1 ve 2 (PRC1 ve PRC2), sirasiyla
CBX7 ve SUZ12 alt linitelerinde RNA baglama alanlarina sahiptir. ANRIL, histon
3’te 27. Lizinin (H3K27) ve bunun sonucu olarak CDKN2A / B lokusunun
susturulmasini saglamak i¢cin SUZ12 PRC?2 alt iinitesine baglanmaktadir. ANRIL,
CBX7'yi PRCl'e baglar; bu, histon 2A’da lizin 19°da (H2AK119) degisiklik
yaparak H3K27'nin taninmasini ve susturmasini saglamaktadir (Rinn ve ark., 2018;
Zao ve ark., 2019). Bu nedenle, ANRIL modiilasyonu, polietilen proteinlerinin
baski kabiliyetini etkilemekte, CDKN2A/B ve muhtemelen diger uzak lokuslarin

ekspresyonunu histon modifikasyonu ile indiiklemekte veya inhibe etmektedir .

SNHG16, 17925.1°de lokalizedir. SNHG16, mide, hepatoseliiler karsinom
ve beyin tiimorlerinde tiimdr agresifligi ile iliskilendirilmektedir. Bu LncRNA
miRNA’lar1 degrede ederek etkisini gostermektedir. Bu RNA’nin ekspresyonu
KK’larda, ASCL2, ETS2 ve c-myc dahil olmak iizere Wnt ile diizenlenen
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ile pozitif yonde iligkili bulunmustur
(Guttman ve ark., 2018). KK’larda Wnt sinyalinin in vitro olarak susturuldugunda
SNHG16’nin ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir (Prensner ve ark., 2018).
SNHG16'nin susturulmasi ayrica KK’larda canliligin azalmasina, apoptotik hiicre
Oliimiiniin artmasina ve hiicre gdciiniin bozulmasina neden olmaktadir. SNHG16
lipit metabolizmasinda gorev alan genleri ve miRNA’lar1 etkileyerek bu

mekanizmada da rol oynadig: belirtilmektedir (Ostmon ve ark., 2018).

TUSC7, 3q13.31 kromozomal bolgesinde bulunan, LSAMP antisens RNA3
(LSAMP-AS3), LINC00902 veya LncRNA LOC285194 olarak da adlandirilan
yeni belirlenmis bir LncRNA’dir. TUSC?7, kanser hiicrelerinde p21, p27 ve siklin
D1 ekspresyonunu inhibe ederken siklin A2, siklin Bl ve Bcl2 ekspresyonunu tesvik
etmektedir (Nagane ve ark., 2014). TUSC?7, transkripsiyonel olarak P53 tarafindan
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diizenlenmektedir. KK’larda TUSC7, miR-21 ve miR-22'yi IncRNA/miRNA
etkilesimi ile inhibe etmektedir. Ayrica CDK6, PTEN ve EphA8’in

transkripsiyonel aktivitelerinin artmasini saglamaktadir (Molinorei ve ark., 2016).

Psodogen fosfataz ve tensin homolog psddojenik 1 (PTENP1) 9p13.3’te
lokalizedir. PTENP1 PTEN'den daha kisa bir 3'UTR i¢ermektedir (Ji ve ark., 2013;
Xiang ve ark., 2016). KK’larda dahil olmak iizere bir ¢ok kanserde timor
baskilayici olarak gorev almaktadir. PTENP1, PTEN’nin 3’UTR’sini hedefleyen
miRNA’lar1 degrede ederek PTEN’nin aktivasyonunu saglamaktadir (Zhang ve
ark., 2018).

BRAF aktive edici LncRNA (BANCR), 9. kromozomda lokalizedir. Yiiksek
BANCR ekspresyonu KK’larda lenf nodu metastazi ve kisa sagkalim ile
iligkilendirilmektedir.

MEG3,PCATI1, DANCR kanser ile iligkili diger 6nemli LncRNA’lardir. Bu
LncRNA’larin ekspresyon profilleri timdr tipine ve popiilasyonlara gore degisim
gostermekle birlikte KK’larda tlimor hiicrelerinin invazyonuyla iliskili olabilecegi
savunulmaktir (Ding ve ark., 2015; Kalluri ve Weingber, 2009; Zeisberg ve ark.,
2009).

2.1.1.6.KK’larda Metastaz Olusumu

Takip siiresi icerisinde KK’larin yaklasik %35-55’inde senkron ya da
metakrom karaciger metastaz1 goriilmektedir. Metastazektomi, bu hastalarda en
etkili tedavi yontemidir. Ancak uygulanan bu cerrahi rezeksiyon sonrasi hastalarin
yaklasik %50-70" in de niiks olusabilmektedir. Ayrica bu hastalarda 5 yillik sag
kalim %25-50 oranindadir.

2.1.1.6.1. Epitelyal-Mezenkimal Gegis

Metastaz, tlimor hiicresinin ana tiimor kaynagindan ayrilarak uzak organa
gbc etmesi olayidir. Bir metastazin gelisebilmesi i¢in timor hiicrelerinin primer
kitleden ayrilip, ¢evre dokuya invazyonu ile olusan bir dizi siireci tamamlamasi
gerekmektedir. Metastatik tiimdr hiicrelerinin, normal doku organizasyonundan

kopup, hipoksi, yetersiz besin kaynagi, hipoperfiizyon, savunma sistemi gibi
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cevresel zorluklara direngli olmalar1 gerekmektedir. EMT, PI3K, AKT, mTOR,
RAS, MYC, HIF1, TGFB ve TP53 gibi ¢esitsi sinyal yolaklarini kullanarak, KK’da
uzak organ metastazi olusumunda gorev alan temel mekanizmadir. Bu mekanizma,
normal dokuda, embriyogenez ve yara iyilesmesi sirasinda epitelyal hiicrelerin

mezenkimal karakter yetenegi kazandigi biyolojik bir siire¢ olarak kabul

edilmektedir (Thiery ve Sleeman, 2006).

EMT, gosterdigi fonksiyona gore ii¢ alt tipe ayrilmaktadir. Tip 1 EMT,
implantasyon, embriyonik gastrulasyon ve organ olusumu ile iligkilidir. Tip 1 EMT
ayrica mezoderm ve endoderm ile mobil sinir krest hiicrelerinin olugmasini
saglamaktadir. Ilkel epitel, 6zellikle epiblast, EMT'ye kadar primer mezenkimi
olusumuna yol a¢maktadir. Bu primer mezenkim, MET ile sekonder epitel
olusturmak i¢in yeniden uyarilabilmektedir. Tip 1 EMT, astrositler, adipositler,
kondrositler, osteoblastlar ve kas hiicreleri dahil olmak iizere bag dokusu
hiicrelerini iiretmektedir. iltihaplanma ve fibroz baglaminda devreye giren EMT,
tip 2 grubunu olusturmaktadir. Tip 1 EMT'nin aksine, tip 2 EMT uzun bir siire
boyunca aktif kalabilmektedir. Kanser gelisiminde meydana gelen EMT ise tip 3’1
olusturmaktadir. Tip 3 EMT, bir ¢cok morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
sonucu epitel hiicrelerin epitel 6zelliklerini kaybederek, migrasyon&invazyon
kapasitesi artmis, ekstraseliiler matriks bilesenlerini fazla miktarda iireten ve
apoptozise direng gdsteren kanser kok hiicre yeteneklerine sahip mezenkimal hiicre

ozellikleri kazanmasiyla karakterizedir (Takai ve ark., 2015).

EMT siirecine dahil olan tiimor hiicreleri kok hiicre 6zelligi gosterdikleri
bilinmektedir. Kanser kok hiicre ¢aligsmalari bu tip hiicrelerin ¢oklu ila¢ direncine
sahip olduklarini vurgulamaktadir. Ayrica, EMT mekanizmasinda gorev alan sinyal
yolaklarindan bazilar1 (RAS, P53 vs), coklu ilag¢ direngliligine sahip hastalardan
elde edilen tiimor dokularda da anlamlilik gosterdiklerinden dolayr bu iki

mekanizmanin bir biri ile iliskili oldugu diistintilmektedir (Lin ve ark., 2012).

Kolon kanserlerinde EMT siireci, hiicre-hiicre etkilesimlerde gdrevli olan
ve CDH1I geni tarafindan transkribe edilen E-kaderinin kaybi ile baslamaktadir.
Daha sonra transkripsiyon faktorlerinin artmasi ile hiicre ylizey ve iskelet
proteinlerin yeniden diizenlenmesi, bazal-apikal polarizasyonun kaybina ve hiicre

migrasyonu i¢in gerekli olan On-arka polarizasyonun kazanimina, hiicre igi
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biitiinlik  kaybina, ekstraseliller —matriksi bozulmasina ve sitoiskelet

modifikasyonlarina neden olmaktadir (Sekil 23).

Primer Tumor Kan Dolagimi Uzak Organ Metastazi

EMT MET

Epitel Fenotip Mezenkimal Fenotip Epitel Fenotip
Yiiksek E-Kaderin Diisiik E-Kaderin Yiiksek E-Kaderin

Sekil 23. KK’da EMT siireci (Zhang ve ark.,2014).

2.1.6.1.1. EMT siirecinde E-Kaderin Diizenlenmesi

Epitelyal hiicreler, adheren baglantilarinda esas olarak, tip I kaderin ailesine
ait E-kaderin transmembran glikoproteinini kullanmaktadirlar. Bu sayede, epitelyal
hiicreler hareketsiz  (immobil) kalabilmekte ve fiziskel olarak baglh
bulunmaktadirlar. EMT siirecinin bilinen en karakteristik bulgularindan bir tanesi,
azalan E-kaderin ekspresyonu ve artan N-kaderin ekspresyonu ile hiicre-hiicre
adezyon kaybidir. E-kaderin promotoriiniin transkripsiyonel baskilanmasi,
proteolitik kesim, CDH’deki somatik mutasyonlar, kromozomal delesyonlardan

ve epigenetik bozukluklardan kaynaklanabilmektedir (Moody ve ark., 2015).

2.1.6.1.2. EMT Siirecin de Transkripsiyon Faktorleri

EMT siireci ile iligkilendirilmis ¢esitli transkripsiyon faktorleri vardir. Bu
transkripsiyon faktorlerinin tamami E-kaderin transkripsiyonunu dogrudan veya

dolayli olarak etkilemektedir.

Son zamanlarda bu proteinlerin arasinda hiyerarsik  iligkiler
gosterilmektedir. Ornegin Snaill, EMT siirecinin baslamasinda en fazla aktif olan
proteinken, Snail2, ZEB1/2 ve Twist, mezenkimal durumun korunumunda daha

etkin gorev almaktadir. Yiiksek Snail ekspresyonu gosteren meme kanser
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hiicrelerinin, EMT siirecine girdigini ve immiin direng artis1 gosterdigi rapor
edilmistir (Whang ve ark., 2016). Epidermoid karsinom hiicrelerinde ektopik Snail
eskpresyonunun EMT’yi uyardig1 ve artmig invazif karakter ve motiliteyi gosteren
caligmalar vardir. Bu E-kaderin baskilayicilarinin aktiviteleri, g¢esitli hiicresel
yolaklar ile diizenlenmektedir (Wills ve ark., 2016). EMT belirtegleri ve bu
belirteclerin etkileri Sekil 24°de belirtilmektedir.

" EMT // N /\
e Ll

EMT Efektorleri
Biuyime faktorleri
Sitokinler

EMT Ekslrasﬂﬁ[er EMT
Matriks

Mezenkimal Belirtecler N v
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Epithelial cells
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Sekil 24. EMT siirecinde gérev alan proteinler (O’Brain ve ark., 2018).

2.1.6.1.3. EMT siirecinde LncRNA’larin rolii

MALATI1, EMT mekanizmasini kullanarak kanser hiicrelerinin metastaz
siirecine girmesine neden olmaktadir. in-vivo ve in-vitro calismalarda MALAT1’in
ZEBI1, ZEB2 ve Slug’1 etkileyerek E-kaderin kaybina neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica KK’larda MALAT!’in Snail ekspresyonunu arttirarak EMT siirecine
katkida bulundugu bildirilmektedir (Xu ve ark., 2015).

HOTAIR, EZH2’yi hedef alarak E-kaderinin baskilanmasini, MMP-9 ve
Vimentin ekspresyonlarinin ise artmasini saglayarak EMT siirecine katilmaktadir.
Linc00617, meme kanseri hiicrelerinin onkojenik aktivitesini destekleyen Sox2'nin

transkripsiyonunu  aktive ederek EMT’yi uyarmaktadir. Hepotoseliiler
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karsinomalarda LncRNA AOC4P'nin vimentini baglayarak EMT'yi inhibe ettigini
gosterilmistir. Son caligmalarda heniiz kesin veriler elde edilmemesine ragmen baz1

LncRNA'larin tiimor mikrogevresini etkilenebilecekleri bildirmektedirler (Qi ve

ark., 2017; Huarter ve ark., 2018).

2.1.1.6.2. MACCI ve NM23-H1 Ekspresyon Degisimleri

MACCI ve NM23-HI genleri KK’da metastaz olusumu ile
iliskilendirilmektedirler. MACCI, 7p21.1 de lokalize, yedi ekzondan olusan bir gen
olup 852 aminoasitlik bir protein kodlamaktadir. Bu protein, HGF sinyal yolaginda
gorev alan c-MET in promotdr bdlgesine baglanarak bir transkripsiyon faktorii
ozelligi gostermektedir. HGF/MET sinyal yolagini aktif hale ge¢gmesi sonucunda
timor yayilimi hizlanmaktadir. KK’larda yiiksek MACCI ekspresyonunun, uzak
metastaz riski tasiyan hastalarda tan1 koydurucu bir biyobelirte¢ olabileceginin

vurgulamaktadir (Dowson ve ark., 2015; Ozturk ve ark., 2018).

NM23-H1’in ig¢inde bulundugu Nm?23, ilk tanimlanan metastaz baskilayici
gen ailesidir. NM23-H1, 17q22’de konumlanmaktadir. Bu gen, bir difosfot kinaz
(NDP-K) olan NDPK-A’y1 transcribe etmektedir. NDP-kinaz enzimleri G
proteinine GTP (guanin tri fosfat) baglayarak hiicre i¢i sinyal iletimini
kolaylagtirmaktadirlar. NM23-HI, LPA, EDG2, c-MET gibi hiicre yiizey
reseptorlerinin ve biiyiime faktorlerinin kontroliinii saglamaktadir (Celesti ve ark.,

2013; Heland ve ark., 2015).

2.1.1.6.3. Tiimor Tomurcuklanmasi

Invaziv neoplastik hiicrelerin en temel 6zellikleri yeni dokulara
metastaz yapma yetenekleridir. Bu islemdeki ilk adim, bu hiicrelerin farklilasarak
primer tiimdr lokalizasyonundan ayrilmasidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda TB
bu siireci gosteren histopatolojik bir bulgu oldugu vurgulanmaktadir. TB’nin
tiimoriin en invaziv komsulugundaki stromada bulunan bir ya da en fazla bes
hiicreden kii¢lik tiimdral hiicre kiimeleri olarak tanimlanmaktadir. Son dénemde
yapilan calismalarda bu histopatolojik bulgu EMT siirecinin kaniti olarakta
goriilmektedir (Melonn ve ark., 2016). Retrospektif arastirmalardan bazilar

KK’lardaki TB varliginin karaciger metastazi diginda, pankreas, meme, bas-boyun
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ve akciger metastazlarinin olusumunda da etkili oldugunu belirtmektedir (Jeon ve

ark., 2017; Xiue ve ark., 2018).

Anabilim Dalimiz tarafindan 2009 yili itibari ile gergeklestirilen KRK
caligmalarinda oOzellikle erken evre KRK’larda uzak metastaz potansiyelinin
ongoriilmesinde kullanilabilecek belirteglerin tanimlanmasi amaglanmaktadir. Bu
kapsamda c¢oklu gen ve mikroRNA taramalar1 yapilmig olup Tiirk popiilasyonuna
ait kolorektal tiimdrlerin genetik ve epigenetik mekanizmalari aragtirilmis, bulgular
literatiire sunulmustur (Tunca ve ark., 2013; Ak ve ark., 2013). Lenf nodu metastazi
veya uzak organ metastazi bulunmayan erken evre KK’larda adjuvan tedavi hala
tartisma konusu oldugu ic¢in aym ekip tarafindan daha sonraki yillarda
gerceklestirilen arastirmalar herhangi bir kotii prognoz faktorii tagimayan erken
evre KK’lara spesifik hale getirilip bu tiimdrlerde sistemik niiks potansiyelini
saptamada kullanilabilecek biyobelirteglerin aragtirilmasinda yonelik olmustur.
Tiirk popiilasyonunda gerceklestirdigimiz hasta tabanli ¢alismalarda, bu spesifik
KK hastalarinin %15’inde uzak metastaz gelisimi saptanmis ve degerlendirilen bir
cok parametreden tiimor tomurcuklanmast varligi ile yliksek MACCI ve diisiik
NM23-HI ekspresyonlarinin, metastaz gelisiminde anlamli olduklar1 tespit

edilmistir (Oztiirk ve ark., 2018).
Mevcut tez kapsaminda;

e Gastrointestinal sistem tiimorlerinde metastaz ile iliskilendirilen
LncRNA’larin erken evre KK’lardaki ekspresyon profillerinin belirlenmesi

e LncRNA’larin takip siiresi igerisinde metastaz gelistiren erken evre
KK’lardaki ekspresyonlariin incelenmesi

e [ncRNA’larin kolon tiimoérlerinin demografik, histopatolojik, biyolojik
ozellikler lizerine olas1 etkilerinin belirlenmesi

e [ncRNA’larin, onceki c¢aligmalarimizda anlamliligi tespit edilen TB
varligini, MACCI ve NM23-HI ekspresyon diizensizlikleri ile iliskilerinin
incelenmesi

e Onceki calismalarimizda anlamlilig: tespit edilen TB varliginin, MACCI ve
NM23-HI ekspresyon diizensizliklerinin vaka sayist arttirilan hasta
grubunda validasyonlarinin yapilmasi ve bu belirte¢ adaylarinin EMT

mekanizmasi ile iligkilerinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.
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Boylece, adjuvan tedavi secenegi tatisilan ancak cerrahi rezeksiyon yetersiz
kaldig1 i¢in takip siiresi igerisinde yaklasik %15 oraninda uzak organ metastazi
gelistiren erken evre KK’larda tedaviyi belirleyecek, klnik, histopatolojik, genetik
ve epigenetik degisimler incelenerek, yeni kotlii priognostik Dbelirteclerin

tanimlanmas1 amaglanmaktadir.

Ayrica, biyobelirte¢ yardimi ile uzak organ metastaz olusma potansiyeli
belirlenen, erken evre tiimorlerde onerilecek KK’lar i¢in temel tedavi segenegi olan
5-FU tabanli adjuvan tedavinin bu tiimorler i¢in uygunlugu, anlamlilig1 belirlenen

belirteclerin, SFU diren¢ modeli olusturulan KK hiicre hatlarinda incelenecektir.
Bu kapsamda mevcut tez ¢aligmasinda,

e KK hiicre hattinda SFU diren¢ modelinin olusturulmasi ve direncli hiicrede
hiicre proliferasyonu ve apoptoz belirlenerek direng modelinin kontroliiniin
saglanmasi

e 5FU direng gelisim sirasinda MACC1, NM23-H1 ve LncRNA
ekspresyonlarinin analiz edilerek bu molekiillerin ila¢ direnci {izerine olas1
rollerinin belirlenmesi

e Literatiirde ilag direnci ve metastaz ile iligkilendirilen EMT
mekanizmasinin KK hiicrelerinin SFU direng¢ kazanim siirecindeki rolliiniin
belirlenmesi

e KK hiicrelerinin 5FU direnci kazanirken, direngli hiicrelerin invazyon ve
koloni olustuma yetenkelerinin incelenerek bu hiicrelerin metastaz yapma
yeteneklerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Mevcut tez ile elde edilecek anlamli bulgular sonucunda, tedavi protokolii
belirlenemeyen erken evre KK hastalarinda metastaz potansiyelinin saptanarak
tedavisinin dogru bir sekilde planlanabilmesi ve yeni hedefe yonelik tedavi
protokollerini  olusturulabilmesine olanak saglayacak caligmalara katki

saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1 Kullanilan Aletler ve Cihazlar

+4 Sogutucu (Asterm, Tiirkiye)

-20 Derin Dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

-20 Derin Dondurucu (Vestel, Tiirkiye)

-80 Derin Dondurucu (Niive, Tiirkiye)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)
-150 derin dondurucu (Panasonic, Japonya)
Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij (Cleaver Scientific, Ingiltere)
Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)
Sogutmali Santrifiij (Labogene, Danimarka)
Laminer Kabin (Labogene, Danimarka)

UV Kabin (Biosan, Letonya)

Hasas Terazi (AND, Japonya)

Vorteks (Velp Scientifica, talya)

Vorteks (Biosan, Letonya)
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UV/Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD)

Isitic1 Blok (Cleaver Scientific, ingiltere)

24 Kuyulu Calkalayicili Isitict Blok (Biosan, Letonya)

20 Kuyulu Isitic1 Blok (Techne, Ingiltere)

Yatay Elektroforez (Biorad, ABD)

Yatay Elektroforez Jel Sistemi (Maxicell, ABD)

Mikrodalga Firin (White-westinghouse, ABD)

UV Goriintiileme Cihazi (Vilber, Fransa)

Etliv (Ecocell, Almanya)

CO, Inkiibatdr (Panasonik, Japonya)

Su Banyosu (Niive, Tiirkiye)

Profilex PCR sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Otomatik DNA Dizileme (Beckman coulter, ABD)

Thermal Cycler (Biorad, ABD)

Light Cycler 480 II Real-Time PCR (Roche, Isvigre)

Step One Plus System Real-Time PCR (Applied Biosystem, ABD)
Otomatik DNA Dizi Analizi Cihaz1 (Beckman Coulter, ABD)
Multimode-reader (Berthold Technologies, ABD)

Fluoroskan Microplate Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

Isik Mikroskubu (Olympus, Japonya)

Inverted mikroskop (Labomed, ABD)

Multipipet (Boeco, Almanya)
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0.5-10ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
10-100ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
20-200ul pipet (BrandTech Scientific, Ingiltere)
100-1000ul pipet (BrandTech Scientific, Ingiltere)

Pipet Controller (Accumax, Hindistan)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Ethennol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
Methanol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
Izopropanol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
Ksilen (Sigma Aldrich, ABD)

TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Agaroz (Lonza, Isvicre)

Etidiyum Bromid (Amresco, ABD)

Dna Gel Loading Solution (Thermo Fisher Scientific, ABD)
DNA Leader (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tris Base Buffer (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)
Boric Asit (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)

Edta (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)

E.Z.N.A. FFPE DNA Kit (Omega Bio-tek, ABD)

HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Multi HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Exprime Taq Premix (GeNET Bio, Kore)
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Dye Labeled Oligos (Bio-Synthesis, ABD)

DNA Size Standard Kit 600bp (Beckman Coulter, ABD)

GenomeLab Separation Buffer (Beckman Coulter, ABD)

Separation Gel LPAI (Beckman Coulter, ABD)

Sample Loading Solution (Beckman Coulter, ABD)

Mineral Oil (Beckman Coulter, ABD)

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hollanda)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Isvigre)

High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

TagMan Non-coding RNA Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hollanda)

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hollanda)

Dimetil Siilfoksit (Sigma Aldrich, ABD)

HCI (Sigma Aldrich, ABD)

Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Gluteraldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Tripan Blue (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Dulbecco's modification of Eagle medium (DMEM) (Sigma Aldrich, ABD)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich, ABD)
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Sodium Pyruvate (Merck Biochom, Almanya)

Penicillin-Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tripsin EDTA (%0.25), fenol red (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Cell Proliferation Reagent WST-1 Kit (Boivison, ABD)

Cell Proliferation Reagent WST-1 Kit (Boster, ABD)

L-Glutamin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Muse Annexin V&Dead Cell Kit (Merck Millipore, Almanya)

Klonojenik Analiz Kiti (Biopionner, ABD)

Transwell Migration Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

CytoSelect 24-well Wound Healing Assay Kiti (Fluorometric) (Boivison, ABD)
Senesence Beta-Glactosidase Staning Kit (Cell Signaling, ABD)

5-Fluorouracil (Sigma Aldrich, ABD)
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3.2. Yontem

3.2.1 Evre I/II Kolon Tiimorlerinde Takip Sirasinda Olusan Sistemik Niiksiin
Belirlenmesinde Kullanilabilecek Belirteclerin Arastirilmasi

Erken evre kolon kanserlerinde standart tedavi cerrahi rezeksiyondur.
Ancak tiimoriin kotii prognostik faktorleri (tanisinin miisindz komponent yada tash
yiiziik olmasi, lenfatik veya vaskiiler invazyona sahip olmasi) tasimast durumunda
hastaya cerrahi rezeksiyonun ardindan adjuvant kemoterapi uygulanmaktadir.
Bununla birlikte kotii prognoz faktorlerini tasimayan erken evre kolon kanserlerinin
%10-20’sinde rezeksiyon sonrasit takip siiresi icerisinde uzak metastaz
gelisebilmektedir. Bu tiimorlerin tanimlanmasinda kullanilabilecek bir belirteg
heniiz belirlenmemistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda LncRNA’ larin bir ¢ok
kanserde tanisal belirtecler olarak kullanilabilecekleri ve prognozu ongérmede
kullanilabilirlikleri vurgulanmaktadir. Erken evre kolon tlimdrlerinde ise bu
molekiillerin anlamliliklar1 ve prognoz agisindan énemleri heniiz bilinmemektedir.
Bu nedenle, mevcut tez calismasinda, erken evre olarak tanimlanan ancak takip
siirecinde uzak metastaz gelistirip ileri evre timor ile tedavisi basarisizlikla
sonuglanan hastalarda LncRNA’ larin prognoz agisindan onemleri arastirildi.
Ayrica bu molekiillerin tiimor patolojisi, tiimor biyolojisi ve metastazla iliskili
mekanizmalar tizerine olas1 etkileri incelendi. Boylece erken evre kolon kanseri
hastalarda, ileriki yillarda olusabilecek niikslin 6ngdriilmesinde kullanilabilecek
belirteglerin tanimlanmasi i¢in bu tiimorlerde klinik, patolojik, genetik ve

epigenetik degisimler incelendi ve birbirleri lizerine olasi etkileri degerlendirildi.

3.2.1.1. Hasta Sec¢imi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi veritaban1 Avicenna®™® kullamilarak
hasta se¢im ve ret kriterlerine uygun olarak degerlendirmeye alinacak hastalar
belirlendi. Arastirma Uludag Universitesi Arastirma ve Yaym Etik Kuruluna

sunularak ¢aligmanin etik kurul onay1 alind1 (Etik Kurul No: 2014-12/16).

Hasta Se¢im Kriterleri;
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Histopatolojik olarak kolon adenokarsinoma tanisi almis olmasi
TINOMO, T2NOMO veya T3NOMO timor evrelemesine sahip olmasi,
Lenf nodu diseksiyon sayisinin 12 den fazla olmasi,

Tiimdriin lenfatik, vaskiiler ya da perinéral invazyonu olmamasi,

Hasta Ret Kriterleri;

Lynch veya FAP sendromlu olmasi,

Metastatik timo6r olmasi,

Lenf nodu metastazina sahip olmasi,

Histopatolojik tanisinin tagl yiiziik hiicreleri yada miisindz komponent
olmasi,

Neadjuvant kemoterapi yada radyoterapi almis olmast,

Tiimdr lokalizasyonunun {ist rektum yada rektum olmast

Kansere bagli nedenler disindaki (Trafik kazas1 vs) olaylardan dolay1 6lmiis
olmasi

Yeterli takip siiresine sahip olmamasi olarak belirlenmistir.

Erken evre kolon kanser tanist alip sistemik niiks gézlenmeyen hastalar icin

takip siiresi yedi y1l, sistemik niiks gdzlenen hastalarda ise takip siiresi en az bir y1l

olarak belirlendi.

3.2.1.2. Caliyma Gruplarin Belirlenmesi ve Materyallerin Temini

Secim ve ret kriterlerine gore belirlenen hastalardan takip siiresi icerisinde

sistemik niiks gozlenenler kotii prognoza sahip hasta grubu, takip siiresi igerisinde

niiks gdzlenmeyenler ise iyi prognoza sahip hasta grubu olarak belirlendi. Tiim

hastalarin normal dokular1 negatif kontrol, ileri evre kolon adenokarsinomlari ise

pozitif kontrol olarak belirlendi.

Pozitif kontrol i¢in se¢im kriterleri;

Histopatolojik tanisinin kolon adenokarsinoma olmast,
Ileri evre kolon tiimédriine (T3N1Mx, T3N2Mx, T4N1Mx veya T4N2Mx
timor evrelemesine sahip olmasi) sahip olmasi,

Tiimdriin lenfatik, perindral ve/veya vazkiiler invazyona sahip olmasi.
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Belirlenen calisma gruplarini olusturan tiim hastalarin tiimér ve normal doku
materyalleri Uludag Universitesi Patoloji Ana Bilim Dali arsivinden parafilme
gomiilii olarak temin edildi. Patologlar tarafindan dokular tekrar histopatolojik
olarak incelenmeye alind1 ve tiimor alanlari isaretlenerek Tibbi Biyoloji Ana Bilim

Dalina teslim edildi.
3.2.1.3. Calisma Gruplarimin Klinik ve Patolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarinda yer alan hastalarin semptomlari, tan1 yasi, cinsiyet gibi
demografik verileri ile ameliyat sonrasi ¢ikartilan rezeksiyon materyallerinin
patolojik tanis1 ve ozellikleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi veritabani
Avicenna®® da yer alan Genel Cerrahi Ana Bilim Dalina ait poliklinik izlem,
epikriz, ameliyat notlar1 ve Patoloji Ana Bilim Dalina ait Patoloji raporlar

taranarak elde edildi.

Calisma gruplarinda yer alan hastalarin yagam siireleri Tiirkiye Cumhuriyeti
Saglik Bakanligina ait “Oliim Bildirim” sisteminden yararlanilarak belirlendi

(https://obs.saglik.gov.tr).

3.2.1.3.1. Erken Evre Kolon Tiimoérlerinde Tiimor Tomurcuklanmasinin
Belirlenmesi

TB, Morodomi ve arkadaglar tarafindan onerilen kriterlere gore belirlendi
ve tomurcuklanma biiylik tiimoral gland yapisindan kaynaklanan izole
andiferansiye timor hiicreleri ya da mikrotiibiiler yap1 olusturan bes ya da alt1 tiimor

hiicre kiimeleri olarak tanimlanda.
3.2.1.4. Erken Evre Kolon Tiimorlerinde MSI Analizi

MSI durumu giiniimiizde Lynch sendromu ile iliskilendirilmekle birlikte
giincel MSI c¢alismalarinda, SFU-tabanli kemoterapi verilen ileri evre kolorektal
tiimorlerinde ilag direncini ongdrme ile iliskili olarak degerlendirilmektedir.
Sporadik gelisen erken evre kolon tiimorlerinde niiks iizerine etkisi net
bilinmemektedir. Mevcut tez calismasinda DNA Fragment analizi ile MSI
durumunu belirlemek erken evre kolon tiimorlerinde MSI durumu belirlenerek

LncRNA’lar ile iliskisi ve bu mekanizmanin prognoza olan etkisi arastirild.
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3.2.1.4.1. DNA Izolasyonu

Timdr ve normal olarak isaretlenen parafilme gomdiiriilmiis doku
orneklerinden isaretli alanlar 15 numara bistiiri ucu ile kesildi ve iizeri etiketli 1.5

ml ependorf icerisine aktarildi.
3.2.1.4.1.1. Dokularin Parafinden Uzaklastirilmasi

Kesilen dokularin her birinin {izerine Iml Ksilen (Sigma Aldrich, ABD)
eklendi ve 15 sn vorteks yapilarak 18.000 g’ de 3 dk santrifiij edildi. Dokunun
iizerinde kalan siv1 atilarak doku {izerine 1 ml etannol %99 HPLC Grage (Sigma
Aldrich, ABD) ilave edildi ve 18.000 g’ de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
dokunun iizerinde kalan siv1 faz atilarak etanol islemi iki kez daha tekrarlandi. Son
olarak dokunun iizerindeki s1v1 etanol faz tiipten uzaklastirildi ve tiipiin kapagi acik
birakilarak 37°C sicakliga ayarlanan etiiv (Ecocell, Almanya) igerisinde 15 dk

inkiibe edilerek tiim Ethanoliin uzaklastirilmasi1 saglandi.
3.2.1.4.1.2. Dokularin Parcalanmasi ve DNA’ nin Elde Edilmesi

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Isvigre) kullanilarak
genomik DNA elde edildi. Parafilmden uzaklastirilan dokularin iizerlerine 200 pl
Binding Buffer ve 20 p Proteinaz K ilave edilerek 15 sn vorteks yapildi ve karigim
once 70°C* de 10 dk calkalama 6zelligi olan 1sitic1 blok iizerinde inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon sonrasi1 rneklerin iizerine 100 ul izopropanol ilave edildi ve
15 sn vorteks yapildi. Ependorf igerisindeki sivi kisim filtreli tiiplere aktarilarak
8.000g’ de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atilarak filtre tizerine 500
ul Inhibitory Removel Buffer eklendi. Ornekler 8.000g’ de 1 dk santrifiij edildi.
Toplama kabindaki sivi atilarak filtre tizerine 500 pl Wash Buffer eklendi ve
8.000g” de 1 dk santrifiij edildi. Wash Buffer islemi bir kez daha tekrar edildi.
Toplama tiipiindeki siv1 atilarak filtre bos olarak 8.000g’ de 1 dk santrifiij edildi.
Filtreler ependorf tiiplere aktarildi ve iizerlerine 50 ul DNAase free dH,O
eklenerek tiipler 8.000g” de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda filtreler
uzaklastirilarak DNA kalitesi ve miktar1 UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop
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(Beckman Coulter, ABD) cihazinda 280/260 nm dalga boyunda optik dansite ve

konsantrasyonlarina 6l¢iildii.

3.2.1.4.2. Kapiller Elektroforez Yontemi ile DNA Fragment Analizi

MSI analizi floresan isaretlemeye dayanan bir yontemdir. Bu analiz,
Bethesda kriterlerine uygun olarak secgilen, 5’ ucu floresan isaretli D2S123,
D5S346, D17S250, BAT25 ve BAT26 primerleri ile kapiller elektroforez
sisteminde (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, ABD) fragment analizi yontemi ile

gerceklestirildi.
3.2.1.4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kalitesi ve miktar1 belirlenen DNA’ larin her birinden 100 ng olacak sekilde
ara stok hazirlandi. Multi HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore) kit igeriginde yer
alan Multi HS Prime Taq Premix (2X)’ ten 10 ul, dH,O’ dan 4.5 pl, her bir primer
ciftinden 1uM olacak sekilde toplamda 25 pl olacak sekilde PCR karigimi
olusturularak primerlerin baglanma 1sisina gore uygun programlarda PCR

amplifikasyonu gergeklestirildi (Tablo 4,5,6,7).
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Tablo 4. D2S123 ve D17S250 i¢in PCR programi

95°C 5dk

95°C 45 sn

55°C 45 sn 30 siklus
72°C 45 sn

72°C 10 dk

Tablo 5. BAT 26 i¢in PCR programi

95°C 5dk

95°C 45 sn

55°C 1dk 27 siklus
72°C 30 sn

72°C 10 dk

Tablo 6. BAT 25 i¢in PCR programi

95°C 5dk

95°C 1dk

56 °C 45 sn 25 siklus
72°C 30 sn

Tablo 7. BAT 25 i¢in PCR programi

95°C 5dk

95°C 1dk

57°C 45 sn 25 siklus
72°C 45 sn

72°C 10 dk
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3.2.1.4.2.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

PCR iiriinleri, %6’ lik olarak hazirlanan agaroz jelde goriintiilendi. Dogal
bir kolloid olan agaroz, galaktoz ve 3,6- anhidrogalaktoz iinitelerinin ardisik olarak
yer aldig1 agarobioz iinitelerinin tekrarlanmasindan olusan bir polisakkarittir.
Agaroz jel, 200 ml 1XTBE (54 gr Tris, 27,5 gr EDTA ve 7,44 gr Na,EDTA)
karigtminin igerisinde 6 gr agaroz jel ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Niikleik asitlerin UV
151k altinda goriintiilenebilmesi i¢in hazirlanan jele 6 pl Etidiyum Bromiir ilave
edildi. Jel kullanima hazir hale geldikten sonra tarak yardimiyla olusturulan
kuyulara 6rnekler ve 50 bp’ lik belirtec yiiklenerek yatay elektroforezde 300 mA’
de 45 dk yiriitme yapildi. Elektroforezde yiiriitme bittikten sonra UV

spektrofotometrede (Vilbar, Fransa) goriintiileme yapildi.
3.2.1.4.3. MSI Analizi ve Degerlendirilmesi

Aynt hastaya ait hem tiimor hem de normal doku 6rneklerinden elde edilen
PCR iirtinleri ile 96-kuyulu plakalara MSI analiz karisimi hazirlandi. Reaksiyon
karigimi, 22 adet (60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 550 ve 600 baz) DNA fragmenti igeren 600’ liik
Size Standart’ tan 40 pl PCR iiriinlerinden ise 1.5 pl ilave edilerek olusturuldu ve
Otomatik DNA Dizileme (Beckman coulter, ABD) cihazina yiikleme yapildi
(Tablo 8).

Tablo 8. MSI programi

50 °C 2 dk
95°C 10 dk
95 °C 25 sn
40 dongii
60 °C 60 dk
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Tiimdr dokuda MSI analizi hastanin normal dokusuna ait MSI profili ile
karsilastirilarak yapilmaktadir. Bir belirtecin normal dokudaki fragmentlere gore
farkli yiikseltiye sahip olmasi yada farkli DNA fragmentlerinde yer almasi o
belirtecin pozitif oldugu anlamina gelmektedir. Tek bir belirteg pozitif ise o timor
MSI-L, iki yada daha fazla belirte¢ pozitif ise MS-H, herhangi bir belirtecte
pozitiflik yok ise MSS olarak degerlendirilmektedir.

3.2.1.5. Erken Evre Kolon Tiimorlerinde EMT Mekanizmasinin Aktivitesinin

Belirlenmesi

EMT mekanizmasinin KK tiimdrlerinde karaciger metastazi olusumunda rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle takip siiresi igerisinde niiks olusturan erken
evre KK tiimorlerinde EMT durumunun belirlenebilmesi i¢in, bu siirecte gérev alan
8 farkli EMT belirtecinin ekspresyon durumlarini incelendi (Tablo 9). EMT
siirecinin varligi, E-kaderin kaybi (1), Vimentin ve/vay MMP-9 artis1 (2) ve
transkripsiyon faktorlerindeki artis (3) seklinde ii¢ madde ile kontrol edildi. Bu

maddelerden birinin oloma durumunda EMT aktivitesi kabul edildi.

Tablo 9. EMT Belirtegleri

Gen Primer Numaras1*
E-Kaderin Hs01013959 m1
N-Kaderin Hs00983056 _m1
Snail Hs00195591_ml
Slug Hs00950344 _ml
Zebl Hs01566408_ml
Twist Hs01675818_s1
Vimentin Hs00958111 ml
MMP-9 Hs00957562_m1

* https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-assays/tagman-gene-
expression.html

3.2.1.5.1 RNA izolasyonu

Pataloglar tarafindan tiimér ve normal olarak isaretlenen parafine
gomdiiriilmiis doku 6rneklerinden isaretli alanlar 15 numara bistiiri ucu ile kesilerek
tizeri etiketli 1.5 ml ependorf tiip igerisine aktarilarak 3.2.1.4.1.” de ifade edildigi
sekilde parafinden uzaklagtirildu.
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3.2.1.5.1. Dokularin Par¢calanmasi ve RNA’ nin Elde Edilmesi

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hollanda) kullanilarak total RNA elde edildi.
Parafilmden uzaklastirilan dokularin {izerlerine 240 ul Buffer PKD ve 10 pl
Proteinaz K ilave edilerek 15 sn vorteks yapildi ve karisim énce 56°C° de 15 dk
sonrasinda 80°C’ de 15 dk olacak sekilde calkalama &zelligi olan 1sitici blok
lizerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi érnekler buz iizerinde 3 dk
bekletildi ve sonrasinda 20.000g’ de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sirasinda
pellete dokunulmadan iist kisimda kalan siispansiyon yeni ve etiketli 1.5 ml
ependorflara aktarildi ve iizerine 25 pl DNase mix eklendi ve oda sicakliginda 15
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 ependorf tiipe 250 ul Buffer RBC eklendi ve
lizat pipetaj yapilarak karigtirildi. Karisimin iizerine 600 pl (%96-100) ethenol ilave
edilerek karisimdan 700 pl filtreli tiipe aktarildi. Filtreli tiip 8.000 g’ de 15 sn
santrifiije alindi1. Santrifiij sonrasi altta kalan siv1 atilarak filtre iizerine ependorfta
kalan karigim ilave edildi ve santrifiij islemi tekrarlandi. Santrifiij sonras: filtre
izerine Buffer RPE’ den 500 pl eklendi ve 8.000 g’ de 15 sn santrifiij yapildi. Daha
sonra altta kalan kisim atilarak Buffer RPE islemi tekrarlandi. Filtreli tiip kapag:
acik olacak sekilde maksimum hizda 5 dk santrifiij edildi. Filtreler, her bir 6rnek
icin tanimlanan 1.5 ml ependorflara aktarildi ve iizerlerine 30 pul dH2O eklenerek
maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra elde edilen RNA’ larin
kalitesi ve miktarlar1 UV-VIs Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter,
ABD) cihazinda 280/260 nm dalga boyundaki optik dansiteleri ve
konsantrasyonlar1 belirlendi. Daha sonra RNA” lar -80°C’ ye kaldirild.

3.2.1.5.2. cDNA Sentezi

Uygun kaliteye sahip RNA’ larin her birinden 500 ng olacak sekilde 20 pl’
lik ara stoklar hazirlandi. ProtoScript First Starnd cDNA Synthesis Kit (Biolabs,
ABD) kullanilarak uygun rekasiyon igerigine ve programda cDNA sentezi

gerceklestirildi (Tablo 10).
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Tablo 10. ProtoScript cDNA Synthesis Kit reaksiyonunu ve PCR programi

Total RNA (500 ng) 2 uL
Nuklease Free Wter 4 uL
70°C 5dk
M-MuLV Reaction Mix 10 uL
M-MuLV Enzyme Mix 2 uL
25°C 5dk
42°C 1s
80°C 5dk
3.2.2.5.3. RT-PCR Asamasi

Takip siiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen ve belirlenmeyen erken evre
kolon tiimdrleri ve normal doku olarak kabul edilen cerrahi sinirlara ait dokulardan
elde edilen cDNA’ lar kullanilarak EMT mekanizmasinda yer alan ve Tablo 9’ da
belirtilen 8 belirtecin mRNA diizeyinde aktivitelerinin incelenmek i¢in Tagman
Master Mix kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestirildi. Kontrol gen olarak
GAPDH (Hs02786624 gl) kullanildi. RT-PCR analizi i¢in gerekli primerler,
reaksiyon ve program Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11’ de belirtildi. RT-PCR analizi
Step one Plus™ Real-Time PCR (Applied Biosystem, ABD) cihazinda analiz
edildi. PCR sonuglari, cihazda kurulu olan Applied Biosystems StepOneTM Real-
Time PCR Software aracilig1 ile CT degerleri seklinde elde edildi. Veriler daha
sontra “ RT2 Profiller PCR Array Data Analysis version 3.57
(https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/) kullanilarak degerlendirildi.
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Tablo 11. RT-PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

20X Taqman Gene Expression Assay 0.5 uL
2X Tagman Gene Expression Assay Master Mix SuL
c¢DNA (1-100 ng) 2 uL
Rnase-free water 2.5uL
Toplam 10 uL

Tablo 12. RT-PCR reaksiyon kosullar1

50 °C 2 dk
95°C 10 dk
95 °C 15 sn
40 dongii
60 °C 60 dk

3.2.1.6. Tedavi Sonras1 Sistemik Niiks Gelisen Erken Evre Kolon
Tiimoérlerinde LncRNA Ekspresyon Profillerinin Analiz Edilmesi

200 bazdan biiyiik RNA molekiilleri olan LncRNA’ larin kanser gelisiminde
etkili rol oynadiklar1 bilinmektedir. Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda bu RNA
molekiillerinin kanser tani ve tedavisinde oncii birer biyobelirte¢ olabilecekleri
vurgulanmaktadir. Basta kolorektal kanser olmak {izere bir¢ok solid tlimoriin

gelisiminde gorev alan LncRNA’ lardan 6zellikle migrasyon, invazyon, metastaz

ve ila¢ direncliligi ile iliskili olan 14 adet LncRNA seg¢ildi (Tablo 13).

Tablo 13. Degerlendirilen LncRNA' larin primer numaralari
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LncRNA Adi Primer Numarasi*

MALATI Hs03298492 ¢l
CCATI1 Hs04402620_m1
HOTAIR Hs05502358 sl
PTENP1 Hs04272891 sl
CRNDE Hs01550119_m1
ANRIL Hs03300540_m1
SNHG16 Hs01598403 g1
TUSC7 Hs01396682_m1
HULC Hs01909631 sl
PCATI1 Hs04275836_s1
DANCR Hs01399010_g1
MEG3 Hs00292028 m1
NEATI1 Hs03453535_s1
BANCR Hs01370698 m1
H19 Hs00399294 g1

* https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-per-
assays/tagman-gene-expression.html

Daha once elde edilen cDNA’ lardan 3.2.2.5.3." de ifade edildigi sekilde
Tablo 13’ te belirtilen primerler ile 15 farklt LncRNA’ nin ekspresyon profili erken

evre kolon timorlerinde incelendi.

3.2.2. Hastalarda Degerlendirilen Biyobelirteclerin In-vitro Analizler ile

incelenmesi

Tez calismasinin hasta-tabanli kisminda gerceklestirilen degerlendirmeler
ile erken evre kolon tiimdrlerinin 5 yillik takip siiresi igerisinde tekrarlamasina
neden olabilecegi belirlenen LncRNA’ lardan CCATI1, PTENP1, MALATI1 ve
HOTAIR’ in KK’lara adjuvant kemoterapide temel ilag olarak kullanilmakta olan
SFU’ ya kars1 direncin olusumunda olas1 katkilarint degerlendirmek i¢in, in-vitro
ortamda olusturulan ila¢ diren¢ modelinde bu biyobelirteg adaylarin
anlamliliklar1 aragtirildi. Bununla birlikte SFU direnci olusum siirecinde timor
hiicrelerinde aktif olan mekanizmalar iel hiicrelerin bu siireglerde sergiledikleri

biyolojik davranislar incelendi.
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3.2.2.1. Hiicre Hattinin Secimi ve Temini
Hiicre Hatt1 Se¢im Kriterleri;
v Insan kolon adenokarsinoma kokenli olmast,
v 40-60 yas aras1 bireyden elde edilmis olmasi,
v Hiicre tipinin Epitelyal olmasi,
v Erken evre kolon tiimérlerine yakin invazyon 6zelligine sahip olmasi.

Sec¢im kriterlerine uygun olarak belirlenen HT-29 (HTB-38) ve insan
normal hiicre hattt Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), American
Type Culture Collection (ATCC, ABD)’ den uygun kosullarda temin edilerek -150°
ye kaldirildi.

3.2.2.2. Hiicrelerin Acilmasi ve Uretilmesi

Hiicreler temin edildikten sonra, Sodyum bikarbonat ve 1000 mg/L glikoz
iceren DMEM besiyerine, %10 fetal bovine serum, 10.000 u/ml penisilin ve 10
mg/ml streptomisin, 2 uM L-Glutamin ve 1 uM Sodium pyruvate ilave edilerek
hiicrelerin {iiretilecegi uygun DMEM besiyeri hazirlandi. Hiicreler -150° den
aldiktan sonra, 37°C’ e su banyosunda ¢ozdiiriildii ve 25 cm® boyutunda filtreli
hiicre kiiltiir flaskina aktarilarak uygun besiyerinde 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem

iceren inkiibatorde iiretildi.
3.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

HT-29 hiicreleri, yer aldig1 25 cm” boyutunda filtreli hiicre kiiltiir flaskinda
48 saat sonra, HUVEC hiicreleri ise ayn1 kosullarda 72 saat sonra yaklasik %80-90
oraninda yogunluga ulasti. Hiicreler bu yogunluga ulastiktan sonra besiyeri 5 ml’
lik pipet ucu ile uzaklastirildi ve flask igersine 2 ml (25 cm” igin 2 ml, 75 cm? i¢in
10 ml, 175 cm? igin 20 ml) steril fosfat tampon soliisyon (PBS) konularak hiicreler
hafif¢ce yikandi. Hiicreler tutunduklar flask ylizeyinden kaldirmak i¢in, PBS ile
yikama isleminden sonra flaks igerisine 2 ml (25 cm2 i¢in 2 ml, 75 cm” i¢in 8 ml,
175 cm2 i¢in 15 ml) %0.25 tripsin ve 1mM EDTA’dan olusan 1X Tripsin EDTA
ilave edilerek, 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem iceren inkiibatérde HT-29 5 dakika,
HUVEC ise 3 dakika bekletildi. Flask yiizeyinden ayrilan hiicrelerin
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membranlarinin tripsinden dolay1r bozulmasint engelemek i¢in, flask igerisine,
tripsinin 2 kati1 kadar besiyeri ilave edildi ve siispansiyonlar 15 ml’ lik steril
falkonlara alind1. Daha sonra falkon tiipler 1200 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda falkonda pelletin {izerinde bulunan siipernatan kismi
dokiilerek pellet tizerine 1 ml taze besiyeri eklendi. Pellet taze besiyeri ile slispanse
edildikten sonra hiicreler sayilarak hiicre miktarmma goére flasklara boliindii.

Pasajlanan hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem igeren inkiibatorde kiiltiire
edildi.

3.2.2.4. Hiicre Sayimi

Falkon tiip icerisinde 1 ml taze besiyeri ile siispanse edilen hiicre pelletinden
10 ul ¢ekilerek steril ependorf i¢ersine konuldu ve iizerine 90 ul tripan blue boyasi
eklenerek karistirildi. Toplamda 100 ul olan karigim thoma lami iizerine aktarildi
ve lizerine lam kapatilarak 11k mikroskobunda 40X’ lik objektifte incelendi. Hiicre
sayimt i¢in thoma laminin 16 biiyiik karesi icerisinde yer alan 25 kii¢ilik karenin tist
ve sag taraftaki ¢izgileri kesen hiicreler sayildi. Bu iglem ii¢ kez tekrar edildi ve
saytlarin ortalamasi almarak, 16 biiyiik karedeki toplam hiicre saysi, 10* ve

diliisyon faktorii ile ¢arpilarak hiicre sayisi hesaplandi.
3.2.2.5 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Stoklanmasi

Hiicrelerin stoklanmasinda steril kriyo tiipler (vial) kullanildi. Bu islem i¢in
stoklanacak hiicreler oncelikle flaska uygun miktarda ilave edilen 1X Tripsin
EDTA ile hiicre pasajlanmasinda anlatildigi sekilde kaldirildiktan sonra her bir
hiicre thoma laminda say1ldi. Hiicrelerin stoklanacagi kriyo tiipler etiketlendi ve her
birine, i¢erisinde yaklasik 10.000.000 hiicre bulunan 900 ul besiyeri ilave edildi ve
tizerine 100 ul DMSO eklenerek hiicreler 2-4 saat siireligine -20’ ye sonrasinda ise

-150’ye stoklanma iglemi tamamlandi.
3.2.2.6. SFU’ nun Temini ve Hazirlanmasi

Kolon adenokarsinomlariin tedavisinde standart olarak kullanilan temel
ila¢c SFU Sigma Aldirich firmasindan >%99 HPLC saflikta toz halinde temin edildi.
[lacin prospektiisiine uygun olarak, SFU, Laminer Kabin igerisinde yer alan hassas
terazide 1 gram tartilarak, 20 ml streril DMSO’ da vorteks yardimi ile 50 mI’lik
falkon tiip icerisinde ¢oziildii. Cozelti 0.22 um’ lik filtreden gecirilerek sterilize
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edildi ve sonrasinda 1.5 ml’lik ependorflara her birinde 1000 ul olacak sekilde
stoklandi. Deney sirasinda kullanilacak olan 5FU ¢ozeltisi oda 1sisinda

kullanilirken, digerleri ise +4°C” e karanlikta olacak sekilde saklandi.
3.2.2.7. HT-29 Hiicrelerinde SFU Direncinin Gelistirilmesi

HT-29 hiicre hatlarina alt1 ay boyunca diizenli olarak SFU uygulanarak,
SFU’ ya direngli HT-29FUR hiicreleri elde edildi. Gilinlimiize kadar yapilan
caligmalarda, HT-29 basta olmak iizere SW480, HCT116, Lovo gibi bir ¢ok kolon
kanser hiicre hatlarinda birka¢ model kullanilarak 5FU direnci olusturulmustur
(Lesuffle ve ark., 1991; Liu ve ark., 2014; Toden ve ark., 2015; Denise ve ark.,
2015; Paschall ve ark., 2016; Li ve ark., 2017; Untereiner ve ark., 2018).
Literatiirde SFU’ nun HT-29 hiicreleri tizerindeki etkinligi 48-72 saatleri arasinda
oldugu belirtilmis, hiicrelerin %50 den fazlasini 61diiren dozun ise 15 uM oldugu
vurgulanmistir. SFU’ nun 2. Pasaj HT-29 hiicrelerinde etkili oldugu dozlar
belirlemek igin literatiirdeki ¢alismalar temel alinarak 0.1 uM ve 100 uM arasinda
farkli SFU dozlari, HT-29 hiicreleri ile muamele edilerek hiicre proliferasyon testi
WST-1 ile analizler gerceklestirildi. Proliferasyon analizi ile literatiirdeki
caligmalarin birlikte degerlendirilmesi sonucunda HT-29 hiicrelerine verilecek 5
farkli1 SFU dozu (0.1 uM, 0.5 uM, 1 uM, 5uM, 10 uM) belirlendi. Bu dozlarin elde
edilmesi i¢in Oncelikle prospektiisiin onerdigi sekilde 20 ml DMSO igerisinde 1 gr
toz SFU oda 1s1sinda vorteks yardimi ile ¢ozdiiriilerek 384 mM ana stok elde edildi. Ana

stok ¢ok derisik oldugu i¢in 1 mM’ lik bir ara stok yapildi ve ara stoktan 0.1 puM, 0.5 pM,
1 uM, 5uM, 10 pM dozlar1 ¢ekildi (Sekil 25).
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Sekil 25. 20 ml DMSO igerisinde 1 gr SFU’ nun ¢ozdiiriilmesi ile elde edilen 384 mM ana stoktan hiicrelere verilecek dozlarin
hazirlanmasi

Hiicrelere SFU direnci kazandirmak i¢in ilk olarak hiicrelere baslangi¢c dozu
olarak belirlenen 0.1 pg/ml SFU igeren besiyeri verildi. Yetmis iki saat sonra dozlu
besiyeri uzaklastirilarak, hiicrelerin iyilesebilmelerine izin vermek i¢in, hiicreler
belirli siire besiyeri ile inkiibe edildi. Bu islem hiicreler doz verildikten 72 saat sonra
%80’ lik yogunlugu kazanana kadar (yaklasik 4 hafta) devam ettirildi. Hiicreler
baslangic dozunda yasamaya devam ettigi bu siire zarfindan sonra Toden ve
ark.,2015; Paschall ve ark., 2016; Li ve ark., 2017 calismalarinda da belirtildigi
sekilde diizenli araliklar ile besiyerinde inkiibe edilerek 0.5 pg/ml SFU, sonrasinda
I pg/ml 5FU, 5 pg/ml SFU ve 10 pg/ml S5FU seklinde artan doz muamelesi ile
yaklagik 6 ay sonunda HT-29FUR hiicreleri elde edildi (Sekil 26).

Tekrar (6 ay)

HT-29 l HT-

Hiicreler Hiicreler

SFU (Baslanglg SFU (Artan
Dozu) Dozu)

Sekil 26. HT-29FUR hiicrelerinin olusum siireci (Toden ve ark.,2015).

Olusturulan HT-29FUR hiicrelerinin, tekrar SFU ile muamele edilmesi durumunda

hiicrelerin ilactan etkilenmemeleri beklendi. Hiicrelerde olusturulan bu direncin
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belirlenmesi i¢in diizenli araliklar ile SFU direnci ile iliskilendirilen biyolojik

stireclerin takibi yapildi.
SFU direngli hiicrelerin biyolojik davranislari;

* Hiicre proliferasyonunda artma,

* Apoptozdan kagma,

« ABC tasiyici proteinlerinde ekspresyon degisimleri,

* TS ve DPD aktivasyonu olarak literatiir taranarak belirlendi.
Her bir dozun sonunda hiicrelerin WST-1 kiti ile proliferasyonlari, Annexin V &
Dead Cell Kiti ile apoptoza gitme oranlar1 analiz edildi. Ayrica her dozun sonunda
ayr1 olarak inverted mikroskop ile hiicrelerin morfolojileri, RNA izolasyonu

yapilarak diren¢ mekanizmasinda etkili molekiiler mekanizmalar incelendi.

3.2.2.8. HT-29FUR Hiicrelerinde 5FU Direncinin Kanitlanmasi ve Kontrol

Edilmesi

Direng kazanan hiicrelerin SFU muamelesinden etkilenmemesi
beklenmektedir. HT-29FUR olarak adlandirilan direngli hiicrelere 0 uM, 5 uM, 10
uM, 15 uM ve 20 uM muamelesi yapildiktan 72 saat sonra (ilacin etkili oldugu
stire) muamele sonrast SFU direncine neden oldugu bilinen biyolojik siireglerin

takibi gergeklestirildi.
SFU direngli hiicrelerin biyolojik davranislari;

* Hiicre proliferasyonunda artma

* Apoptozdan kagma

* ABC tastyici proteinlerinde ekspresyon degisimleri

* HT-29 hiicrelerine gore daha agresif biyolojik davraniglar (artmis invazyon

ve migrasyon) sergilemeleri beklenmektedir.

3.2.2.8.1. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Bu analiz igin, hiicrelerde mitakondrial dehidrogenaz araciligiyla
tetrazolium tuzlarmin, formazan tuzlarina ayrigmasimna dayanan WST-1 kiti
kullanildi. WST-1, kolorimetrik bir test olup, canli hiicrelerin verdigi absorbans

degeri ile hiicre canliligini analiz etmektedir.
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In-vitro analizlerde WST-1 testi baslangigta HT-29 hiicrelerinde SFU’ nun
etkili oldugu dozun ve saatin belirlenmesi ve direng olusum siireci sirasinda her doz
artisindan once hiicre canlilifinin tespit edilmesi amaci ile kullanildi. Bu analizin
gerceklestirilmesinde ki bir diger amag, SFU muamelesi sonrasi hayatta kalan
hiicrelerdeki proliferasyonu ve ila¢ diren¢ kat sayisini belirlemek ve direngli

hiicrelerin SFU muamelesinden etkilenmedigini gostermektir.

WST-1 analizi i¢in, plate diizeni olusturuldu ve 3 adet 96 well-plate bu
diizene gore kullanilacak her bir kuyusuna toplam hacim 100 ul olacak sekilde
2x10* hiicre ekildi. Hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO, ortamda 24 saat inkiibe edildi
ve sonrasinda Sekil 25 te de belirtildigi sekilde, pozitif ve negatif kontrol disindaki
kuyulara SFU dozlar1 verildi. Doz verilen hiicrelerden birinci plate 24 saat, ikinci
48 saat ve tigiincii plate 72 saat boyunca 37°C sicaklikta, %5 CO, ortaminda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda her bir plate 460-650 nm absorbans araliginda TriStar?
LB 942 Multimode-reader spektrofotometrede analizi yapildi. Sonuglar, doz ile

muamele edilmeyen hiicrelerdeki canlilik oranina gére yorumlandi.
3.2.2.8.2. Apoptoz Analizi

S5FU, normal siiregte RNAnin ve DNA’nin yapisina girerek hiicreye 6lim
yolaklarini uyarmaktadir. HT-29FUR hiicreleri SFU’ ya kars1 direngli olduklari i¢in
direng olusumu siiresinde hiicrelerde apoptozun azaldig: bilinmektedir. Bu siireci
gozlemlemek i¢in HT-29FUR hiicrelerinde SFU muamelesi sonrasi, apoptosiz
durumunda hiicre dis yiizeyine hareket eden fosfotidilserine kars1 yiiksek affiniteyi
degerlendiren Muse Annexin V& Dead Cell Kit ile apoptoz varligi incelendi.
Hiicreler 6 kuyudan olusan plaklara her bir kuyuda 75x10° hiicre olacak sekilde
ekildi ve 24 saat sonra daha 6nceki deneylerimizde belirlenen dozlarda 0.1 uM, 0.5
uM, 1 uM, 5uM, 10 uM hiicrelere 5FU verilerek 37°C sicaklikta, %5 CO, ortamda
72 saat inkiibe edildi (Sekil 27).
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Sekil 27. Apoptozun belirlenmesi i¢in yapilan Annexin V& Dead Cell analizinde kullamlacak hiicre gruplarinin
olusturulmasi.

Bu siirenin sonunda hiicreler PBS ile yikanip Annexin V Dead boyasi ile
muamele edilerek 72 saat sonunda Muse Cell Analyzer (Merc Millipore, Almanya)
cihazinda analiz edildi. Tiim deney siiresi li¢ kez tekrar edildi. Hiicrelerde meydana
gelen apoptozun belirlenmesinde kullanilan bu yontem ile, ayn1 zamanda erken

apoptoz, gec¢ apoptoz ve nekroz oranlar1 da belirlenebildi.

3.2.2.8.3. Kolon Hiicrelerinde SFU Direnci Olusumuna Neden Olabilecek
Hiicresel Mekanizmalarda Gorev Yapan Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin

incelenmesi

SFU’ nun ve aktif metabolitlerinin bloke edilmesine neden olan yiiksek
DPD ve TS aktivasyonu, literatiirde SFU direncinin temel sebepleri olarak
vurgulanmaktadir. Bununla birlikte sinirli sayidaki ¢aligmada, SFU’ nun hiicre
icerisine girdikten sonra etkisini gdsteremeden “disa atim (efflux)” mekanizmasi

ile hiicre disina birakilabilecegi ifade edilmistir. Coklu ilag direng ailesinde yer alan
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ATP-baglayic1 kasket proteinlerinden ABCC5’in diga atim proteini olarak SFU

direci ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Bu enzimlerin ve proteinlerin aktivasyonlart onkogenik mutasyonlar,
spesifik polimorfizmler yada transkrsiyon sonrasi epigenetik diizenlemelerle

meydana gelebilmektedir.

HT-29FUR’ inde direng gelisimi sirasinda MDR proteinlerinin aktiviteleri
Real-Time PCR cihazinda mRNA diizeyinde incelendi. Bu analizler i¢in ilk olarak

her bir doz artisinda RNA izolasyonu yapildi (Sekil 28).

RNA izolasyonu RNA izolasyonu

a
a

S— 3 Hafta 4 Hafta
“ Sabit doz Sabit doz
Doz artis1 Doz artis1
5 Hafta l Sabit doz
~— N P ~— NPT —
— —
m Sabit doz W Sabit doz w
Doz artig1 Doz artis1 Doz artig1
RNA fzolasyonu RNA izolasyonu RNA fzolasyonu

Sekil 28. RNA izolasyonlarinin yapildig: hiicre gruplari.

3.2.2.8.3.1. RNA izolasyonu

Her dozun sonunda RNA izolasyonu gergeklestirmek i¢in, 6 adet 25 cm®’
lik flaska, her birinde 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve 0 uM , 0.1 pM,
0.5 uM, 1 uM, 5uM, 10 pM 5FU igeren besiyeri verilerek, hiicreler 37°C sicaklikta,
%5 CO, ortamda 72 saatlik inkiibasyona birakild. inkiibasyondan alman hiicreler
tripsin ile kaldirilarak 2 kez PBS ile yikandi ve High Pure RNA Isolation Kit
kullanilarak, kit protokoliine uygun sekilde hiicrelerden total RNA izolasyonu
gerceklestirildi.

RNA izolasyonu i¢in ilk olarak 200 pl PBS hiicre siispansiyonu 1,5 ml’ lik
ependorf igerisine aktarildi ve lizerine 200 pl Binding Buffer, 40 pl Proteinaz K
ilave edilerek pipetaj yapildi. Olusturulan siispansiyon, 1sitict blokta 70 °C” de 10
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dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 soliisyon oda 1sisina gelince iizerine 100
ul izopropanol eklendi ve iyice karistirildi. Kit icerisinde yer alan High Filter
Tiipleri toplama tiiplerine yerlestirildi ve ependorf icerisindeki siispansiyon High
Filter Tiiplerin igeresine aktarildi. High Filter Tiipler 8.000g’ de 1 dakika santrifiije
alindi. Santrifiijden sonra toplama tiipleri degistirilerek High Filter Tiipler yeni
toplama tiiplerine aktarilarak tizerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer ilave edildi
ve santrifiij islemi tekrarlandi. Daha sonra High Filter Tiipler yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi ve tlizerlerine 500 ul Wash Buffer ilave edilerek 8.000 g’ de 1
dakika santriflij yapildi. Santrfiijden sonra High Filter Tiiplerin kapaklar1 agilarak
maksimum hizda 30 saniye santrifiij yapildi. High Filter Tiipler yeni bir 1.5 ml’ lik
steril ve lizerine etiketlenmis ependorf tiipe aktarildi ve 200 pl RNAse/DNAse free
su ilave edilerek 3 dakika oda 1sinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde
tiipler 8.000 g’ de 1 dakika santrifiis edildi ve total RNA izole edildi. Elde edilen
RNA’ nin kalitesi ve miktar1 UV-VIs Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman
Coulter, ABD) cihazinda 280/260 nm dalga boyundaki optik dansitelerine ve

konsantrasyonlarina bakilarak o6l¢iildii.
3.2.2.8.3.2. Complamenter DNA (cDNA) Sentezi

Coklu Ilag Direng Mekanizmasinin, Dihydropyrimidine Dehydrogenase ve
Thymidylate Synthase’ 1n ekspresyon seviyelerini incelemek i¢in oncelikle total
RNA’ dan cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezinden 6nce konsantrasyonlarinin esit
olmasi i¢in tim RNA’ lardan 500 ng olacak sekilde yeni ara stoklar olusturuldu ve
cDNA sentezi 500 ng’ lik ara stok RNA’ lardan yapildi. Bu islem i¢in High
Capacity cDNA Synthesis Kit kullanildi. Kit’ in reaksiyonu ve PCR’ 1 Tablo 14 ve

Tablo 15°tee belirtildigi gibi yapildi. Elde edilen cDNA” lar -20 °C’ye kaldirildu.
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Tablo 14. High Capacity cDNA Synthesis
hazirlanmasi

reaksiyonunun

ile incelenmesi

Elde edilen cDNA’ lar kullanilarak ¢oklu ilag diren¢ mekanizmasinda yer

alan 5 belirtec (ABCB1, ABCC5, ABCC7, ABCC9, ABCC11) 5FU’ nun aktif
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10X RT Buffer 2.0 uL
25X dANTP Mix (100 mM) 0.8 puL
10X RT Random Primers 2.0 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 uL
RNase Inhibitor 1.0 uL
Nuclease-free H20 32 puL
Total 10.0 uL
Tablo 15. High Capacity cDNA Synthesis Kit rekasiyon kosullar
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5dk
4°C 0

3.2.2.8.3.3. 5FU Direnci ile iliskili Genlerin ekspresyon seviyelerinin RT-PCR

metabolitlerinin olusumunu engelleyen DPD ve TS’ nin mRNA diizeyinde
aktivitelerinin incelenmesi i¢in Tagman Master Mix kullanilarak RT-PCR analizi
gerceklestirildi. Kontrol gen olarak GAPDH (Hs02786624 gl) kullanildi. RT-
PCR analizi i¢in gerekli primerler, reaksiyon ve program Tablo 15, Tablo 16 ve
Tablo 17’ de belirtildi. RT-PCR analizi Step one Plus™ Real-Time PCR (Applied

Biosystem, ABD) cihazinda analiz edildi. PCR sonuglari, cihazda kurulu olan



Applied Biosystems StepOneTM Real-Time PCR Software araciligi ile CT
degerleri seklinde elde edildi. Veriler daha sonra “ RT2 Profiller PCR Array Data
Analysis version 3.5” (https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-
analysis-center-overview-page/) kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 15. MDR mekanizmasinda incelenen genler, DPYD ve TS' nin 6zellikleri ve
primer numaralari

Gen Acik Adi Primer Numaras1*
ABCBI1 ATP binding cassette subfamily B member 1 Hs.489033
ABCCS ATP binding cassette subfamily C member 5 Hs.368563
ABCC7 Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator Hs.489786
ABCC9 ATP binding cassette subfamily C member 9 Hs.732701
ABCCIl11 ATP binding cassette subfamily C member 11 Hs.652267

* https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-assays/tagman-gene-
expression.html

Tablo 16. RT-PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

20X Taqman Gene Expression Assay 0.5 uL
2X Tagman Gene Expression Assay Master Mix SuL
c¢DNA (1-100 ng) 2 uL
Rnase-free water 2.5uL
Toplam 10 uL

Tablo 17. RT-PCR reaksiyon kosullar1

50 °C 2 dk
95°C 10 dk
95 °C 15 sn
40 dongii
60 °C 60 dk

3.2.2.9. 5FU’ ya Karsi Direnc¢ Gelisim Siirecinde Hiicrelerinde LncRNA’ larin

Ekspresyon Degisimlerinin Incelenmesi
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LncRNA’ larin ekspresyon profilleri, HT-29 hiicrelerinde SFU direnci
olusum siirecinde her bir doz artisindan Once hiicrelerden clde edilen RNA

orneklerinden RT-PCR analiz yontemi kullanilarak incelendi.
3.2.2.9.1. cDNA Sentezi

Total RNA’ dan ¢cDNA sentezi yapmak i¢in SuperScript™ VILO™ ¢cDNA
Synthesis Kit kullanildi. cDNA sentezinden 6nce konsantrasyonlarinin esit olmasi
icin tim RNA” lardan 500 ng olacak sekilde yeni ara stoklar olusturuldu ve cDNA
sentezi 500 ng’ lik ara stok RNA’ lardan hasta materyallerinde de bahsedildigi
sekilde yapildi.

3.2.2.9.2. CCAT1, PTENP1, HOTAIR ve MALAT!’ in Ekspresyon
Profillerinin RT-PCR Analizi ile Belirlenmesi

CCATI1, PTENP1, HOTAIR ve MALAT1’ in ekspresyon profilleri daha
once de belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

3.2.2.10. SFU’ ya Kars1 Diren¢ Gelisim Siirecinde EMT Yolaginin

AKktivitesinin Incelenmesi

Giiniimiizde Kolon kanserlerinde meydana gelen sistemik niiks ve ilag
direngliligi kotii prognoz olarak tanimlanmaktadir ve bu iki mekanizma arasinda
bir sinerji oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle erken evre tiimorlerde niiks
potansiyeli belirlenip standart adjuvan tedavi segenegi olusturulsa bile hastalarin
ilag direnci gelistirme olasilig1 yiiksek oldugu varsayilmaktadir. Bu iki siirecte
EMT mekanizmasinin roliiniin  belirlenmesi igin HT-29FUR  hiicreleri
olusturulurken her bir doz artisindan 6nce izole edilen RNA’ lardan daha 6nce de
belirtildigi sekilde EMT sinyal yolaginin aktivitesi mRNA diizeyinde RT-PCR

yontemi ile analiz edildi.

3.2.2.11. S5FU’ ya Kars1i Diren¢ Gelisim Siirecinde Hiicrelerinnin

Agresivitelerinin ve Metastatik Ozelliklerinin Belirlenmesi
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SFU’ ya direngli hale getirilen HT-29 (HT-29FUR) hiicrelerinin
agresivitelerini ve metastatik potansiyelini gozlemlemek i¢in erken evre olup takip
stiresi icerisinde niiks eden hastalarda anlamlilig1 belirlenen MACCI, MET ve NM-
23HI genlerinin ekspresyon profilleri ile hiicrelerin migrasyon, invazyon,
kolonisazyon yetenekleri incelendi. Her bir deney {ii¢ kez tekrarland1 ve elde edilen

sonuclar HT-29 hiicreleri ile karsilagtirildu.

3.2.2.11.1 SFU’ ya Karsi Diren¢ Gelisim Siirecinde MACCI1, MET ve NM-23H1

Genlerinin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi

MACCI, MET ve NM-23HI’ in ekspresyon profilleri daha once de
belirtildigi ve Tablo 17’ de ifade edildigi sekilde gerceklestirildi.

3.2.2.11.1 Migrasyon ve Invazyon Analizi

HT-29FUR hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yapma yeteneklerini
gozlemlemek i¢in yara iyilestirmesi analizi kullanildi. Bu analiz yarali dokuda

hiicrelerin davranisit goz oniine alinarak olusturulan bir yontemdir.

Yarali doku, hasarli bolgeyi onarmak i¢in karmagik ve yapilandirilmis bir
dizi olay baglatir. Bu olaylar, anjiyojenik faktorlerle artmis vaskiilarizasyon ve
invazyon, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dis1 matris birikiminde artistir. Yara iyilesme
stireci, hiicreler yaraya dogru polarize olur, ¢ikintiy1 baslatir, gé¢ eder ve yara
bolgesini kapatir. Bu islemler, tek tek hiicrelerin davranisini ve tiim doku
kompleksini yansitir. Yara iyilesmesi deneyleri arastirmacilar tarafindan, hiicre
polarizasyonunu, doku matrisinin yeniden sekillenmesini incelemek veya hiicre
cogalmasini, hiicreler invazyonu ve hiicrelerin gé¢ oranlarini tahmin etmek igin
kullanilmaktadir. Bu deneyler tipik olarak bir birlestirilmis hiicre tek tabakasinin
kiiltiirlenmesini ve ardindan tek tabakanin i¢inden bir ¢izgi ¢izerek bir hiicre
grubunun yer degistirmesini veya yok edilmesini igerir. Bu "yara" nin yarattig1 agik
bosluk, hiicreler hareket ettik¢e hasarli bolgenin zamanla doldurulmasi esasina
dayanir ve bu siireg 151k ya da inverted mikroslopla incelenir. Bu “iyilesme” etkisi
hiicre tipine, kosullarina ve “yarali” bolgenin yiizey alanina bagli olarak birkag saat

ila birkag giin siirebilir.

Bu analiz i¢in 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 750x10’ hiicre ekildi. Her bir
kuyudaki hiicre yogunlugu %90’na ulagincaya kadar 37°C sicaklikta, %5 CO,
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ortamda 72 saat inkiibe edildi. Sekil 29’ da ifade edildigi sekilde yapildi ve iverted
mikroskopta (Labomed, ABD) 6, 12, 18 ve 24 saat araliklar ile incelendi (Sekil
29).

Sekil 29. Yara iyilestirmesi analizinde uygulanan ¢izik modeli

Olusan yara alaniin kapanma yiizdeleri, {i¢ ayr1 deney goriintiisii sonucu
kullanilarak PowerPoint’te hesaplandi. Sonuglar, muamele edilmeyen kontrole

kars1 yara kapanmasi orani olarak ifade edildi ve Two-way Anova testi ile

belirlendi.
3.2.2.11.2. Koloni Olusumu Analizi

Klonojenik analiz veya koloni olusumu yontemi, tek bir hiicrenin koloni
haline gelme kabiliyetine dayanan bir in vitro yontemdir. Bu analizde en az 50
hiicrenin oldugu popiilasyon koloni olarak tanimlanir. Analiz, temel olarak
poptilasyondaki her hiicreyi “sinirsiz” bir boliinme gecirme kabiliyeti agisindan test
eder. Klonojenik analiz, iyonlastirici radyasyon ile muameleden sonra hiicre ireme
Olimiinii belirlemek icin tercih edilen bir yontemdir, ancak diger sitotoksik
ajanlarin etkinligini belirlemek i¢in de kullanilabilir. Sadece boliinmiis hiicrelerin

bir kism1 koloniler iiretme kapasitesini korur.

Bu analiz HT-29FUR hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerinin
incelenmesi icin kullanildi. HT-29FUR hiicrelerinin daha agresif karaktere ve
metastaz yapma Ozelliklerine sahip oldugu disiiniilmektedir. Bu hipotezi

kanitlamak i¢in CellMAX™ Colonogenic Assay Kit (BioPioneer, ABD)
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kullanilarak HT-29FUR hiicrelerinin HT-29 hiicrelerine gore daha hizli ve ¢ok

koloni olusturma yetenekleri analiz edildi.

Bu analiz i¢in HT-29 ve HT-29FUR hiicreleri 6 well-plate’ e her bir kuyuda
1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C sicaklikta, %5 CO, ortamda 24 saatlik
inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler 0 uM , 0.1 uM, 0.5 uM, 1 uM, 5uM,
10 pM 5FU ile muamele edildi ve 37°C sicaklikta, %5 CO, ortamda 9-15 giin
inkiibe edildi. Bu siire zarfinda hiicrelerin besiyeri 3 giinde bir degistirildi.
Inkiibasyon sonunda kuyulardaki besiyeri cekildi ve hiicreler 2-3 kez PBS ile
yikandi. Hiicrelerin {izerine 1ml fiksasyon tamponu ilave edildi ve 15 dk oda
is1sinda fiksasyon yapildi. Daha sonra hiicreler iizerine 1ml boyama soliisyonu
eklendi ve 45 dakika oda 1sisinda boyama yapildi. Boyama sonrast hiicreler iki kez
PBS ile yikandi ve mavi renk ile boyanan koloniler inverted mikroskop (Labomed,
ABD) altinda sayildi. Hiicrelerin koloni olusturma oranlar1 ve canlilik

franksiyonlar1 kitin 6nerdigi formiiller ile hesaplandi.

Olusan Koloni Sayist
Kaplama Verimliligi= x 100
Ekilen Hiicre Sayis1

Doz Verilen Hiicrenin Kaplama Alant
Canhlik Orani= x 100
Kontrol Grubu Kaplama Verimliligi

3.2.3. istatistiksel Analiz
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Hastalara ait klinik ve patolojik 6zelliklerin niikse olan etkileri Bagimsiz T,
Ki-kare ve Tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak belirlendi.
EMT belirteclerinin, metastaz ile iligkili genlerin, MDR belirteclerinin ve
LncRNA’ larin ifade diizeyleri web-tabanli “RT2 Profiler PCR Array Data Analysis
v3.5”programindan yararlanilarak degerlendirildi. Molekiiler parametrelerin esik
degerleri Reciever Operator Characteristics Curve (ROC) analizi ile belirlendi.
Molekiiler parametrelerin birbirleri ile olan sinerjik iliskileri korelasyon testi ile
incelendi. Molekiiler parametreler ROC analizinden sonra kategorik degiskenler
sekline getirildikten sonra klinik, patolojik ve niiks ile olan iligkilerinin analizleri
ki-kare testi gerceklestirildi. Tani anindan niikse kadar gegen siire hastaliksiz sag
kalim (Disease free survival- DFS) olarak tanimlandi ve degerlendirilen tiim

parametrelerin DFS’ ye olan etkileri Kaplan Meier Analizi ile belirlendi.

Hiicre kiiltiiriinde verilere ait tamamlayic istatistikler sayi, yiizde, ortalama
ve standart sapma olarak gosterildi ve gruplar arasindaki farkliliklar One-way

ANOVA analizi ile belirlendi.

Tiim istatistiksel analizlerde SPSS (20.0) ve Graphpad Prism 16.0
programlarindan yararlanildi. Klinik, patolojik ve molekiiler parametrelerin DFS’
ye olan etkilerinin degerlendirildigi Kaplan Meier analizi MedCalc 16.0 programi
ile gerceklestirildi. Tiim istatistik analizlerinde p degerinin 0.05’ ten kii¢iik olmas1

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR
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4.1. Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Hasta secim ve ret kriterlerine uygun olarak belirlenen 126 olgunun 69’ u
erkek 55’ i kadindi. Ortalama yas 62.75 olarak belirlendi. Tiimor 61 olguda sag
kolonda 65 olguda ise sol kolon yerlesimdeydi. Amerikan kanser komitesine
(AJCC) gore yapilan siniflandirmaya gore 11 olgu T1, 36 olgu T2, 79 olgu ise T3

olarak belirlendi. Kirk sekiz olguda tiimdr tomurcuklanmasi gzlemlendi.

Hastalarin takip siiresi ortalama 78 ay (56 ay—132 ay) olarak belirlendi. Takip
stiresi igerisinde 21 olguda sistemik niiks gelisimi gozlendi. Hastalara ait klinik ve

patolojik 6zellikler Tablo 18’de gosterildi.

Tablo 18. Hastalara ait demografik ve patolojik 6zeliikler

Parametreler Total n (%) Parametreler Total n (%)
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Yas Ulserasyon

40-49 12 (10.3) Var 84 (66.7)
50-59 44 (34.2) Yok 42 (33.3)
60-69 59 (46.8) Peritiimoral Lenfositik Reaksiyon
70-79 11 (8.7) Hafif 41 (32.5)
Cinsiyet Orta 37(29.4)
Kadin 57 (43.7) Belirgin 21 (16.7)
Erkek 69 (56.3) Negatif 27 (21.4)
Tumor Lokalisazyonu Benin Lenf Nodu Sayisi
ileogekal 1(0.8) 0-14 23 (18.3)
Splenik Fleksura 2(1.6) 15-30 92 (73.0)
Hepatik Fleksura 3(24) >30 11 (8.7)
Cekum 19 (15.1) Tiimér Bilyiime Paterni
Cikan Kolon 21 (16.7) Ulserovejatatif 75 (59.5)
Inen Kolon 29 (23.0) Ulseroinfiltratif 21 (16.7)
Rektosigmoid 16 (12.7) Polipoid 12 (9.5)
Sigmoid 35(25.7) Karma 18 (14.3)

Peritiimoral Desmoplastik Reaksiyon

Hafif 28 (22.2)
Orta 29 (23.0)
Belirgin 38 (30.2)
Negatif 31 (24.6)

4.1.1. Erken Evre KK’larda Tiimor Tomurcuklanmasi

Lenfatik, vazkiiler, perindral invazyonu ve metastatik lenf nodu bulunmayan 126
erken evre kolon adenokarsinomunun %38.’inde (n= 48) timor tomurcuklanmast

belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 30. Erken evre kolon tiimoérlerinde tiimor tomurcuklanmasi (A: tomurcuklanma pozitif, B: tomurcuklanma negatif)

4.1.2. Erken Evre KK’larin Tiimor Biyolojisi

4.1.2.1 Erken Evre KK’larda MSI durumu

D2S123, D17S250, D5S346, BAT25 ve BAT26 belirtegleri kullanilarak

gergeklestirilen MSI analizinde; 126 erken evre kolon tiimdriiniin %83.3° i MSS

(n= 105), %7.14 i MSI-L (n=9), %9.52’si ise MSI-H (n=12) olarak

degerlendirildi.

D2S123 belirteci MSI-L olarak degerlendirilen tiimdrlerin %44.44° iinde
(n=4), MSI-H tiimdrlerin ise %50’ sinde pozitif bulundu (n=6) (Sekil 31).
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Sekil 31. (A) D2S123 normal (B) D2S123 pozitif T: Tiimér, N: Normal

D17S250 belirteci MSI-L olarak degerlendirilen tiimorlerin %22.22’sinde
(n=2), MSI-H tiimdrlerin ise %8.33’ iinde pozitif bulundu (n=1) (Sekil 32).
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Sekil 32. (A) D17S250 normal (B) D17S250 pozitif T: Tiimor, N: Normal

D5S346 belirteci MSI-L olarak degerlendirilen tiimdrlerin tiimiinde negatif

olarak belirlendi. Bu belirteg, MSI-H tiimoérlerin ise %8.33’linde pozitif bulundu

(n=1) (Sekil 33).
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Sekil33. (A) D5S346 normal (B) 5S346 pozitif T: Tiimor, N: Normal

BAT2S5 belirteci MSI-L olarak degerlendirilen tiimoérlerin 9%22.22’sinde
(n=2), MSI-H tiimérlerin ise %16.67 iinde pozitif bulundu (n=2) (Sekil 34).
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Sekil 34. (A) BAT25 normal (B) BAT2S5 pozitif T: Tiimor, N: Normal
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BAT26 belirteci MSI-L olarak degerlendirilen tiimdrlerin %11.11°inde
(n=1), MSI-H tiimérlerin ise %16.67 {inde pozitif bulundu (n=2) (Sekil 35).
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Sekil 35. (A) BAT26 normal (B) BAT26 pozitif T: Tiimor, N: Normal

4.1.2.2. Erken Evre KK’larda Metastaz ile liskili Genlerin Aktivasyonu

Erken evre kolon tiimorlerinde MACCI ve NM-23HI’ in ekspresyon
profilleri normal kolon dokusu ile karsilastirilarak belirlendi. Kontrol gen olarak
GAPDH kullanildi. Normal kolon dokusuna gore erken evre kolon tiimorlerinde
MACCI "’ in 4.75 kat yiiksek (p= 0.028) , NM-23HI’ in ise 3.11 kat diisiik ifade (p=
0.032) edildigi belirlendi (Sekil 36). Bu iki genin normal dokudaki ekspresyon
degerleri ile erken evre kolon tiimorlerindeki ekspresyon degerleri ROC curve
analizi ile karsilagtirilarak MACCI’ in esik degeri 2.08, NM-23H1 " in ise esik degeri
0.8 olarak belirlendi (Sekil 37). Hastalar her iki genin ekspresyon durumuna gore
iki gruba ayrildi. Caligmada degerlendirilen erken evre kolon tlimdrlerinin
%76.2’sinde MACCI’ in yiiksek, %57.9’ unda ise NM-23HI diisiik eksprese
edildigi belirlendi (Tablo 20). Yiiksek MACCI ve diisik NM-23H1 ekspresyon

seviyeleri arasinda anlamli korelasyon gézlemlenmedi (r= -0.064, p= 0.477).
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Kat Degisimi
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Sekil 36. Erken evre kolon timérlerinde MACC! ve NM-23H1 in ekspresyon profilii.

Sensitivity

Sekil

MACC1 B NM23_H1
100 ’—,_,7 1001
80~ [sensitivty: 83,3 80
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37. Normal doku ile karsilastirilarak elde edilen MACCI ve NM-23H1’ in esik degerleri. A. MACCI’ in ROC curve

analiz egrisi. B. NM-23H1” in ROC curve analiz egrisi.

Tablo 20. MACC1 ve NM-23H1'in erken evre kolon tiimérlerindeki ekspresyon degerleri ve bu genlerde
yiiksek/diisiik ekspresyon gosteren hasta sayilari.

27 (-Avg.(Delta(Ct)) Diisiik Yiiksek
mRNAs *P Degeri
Normal Doku Tiimér Doku Ekspresyon n(%) Ekspresyon n(%)
MACC1 0.019 0.094 0.028 30 (23.8) 96 (76.2)
NM-23H1 0.112 0.036 0.032 73 (57.9) 53 (42.1)

Sonuglar RT2 profiler PCR array data analysis programindan Bagimsiz T Testi ile degerlendirildi. * 0.05' ten
kiiclik p degeri kalin ve italik ifade edildi.
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4.1.2.3. Erken Evre KK’larda EMT Belirteclerinin Ekspresyon Profilleri

Erken evre kolon tiimoérlerinde EMT mekanizmasinin aktivitesi EMT
diizenleyicileri olan, E-kaderin, N-kaderin, Snail, Slug, Zebl, Twist, Vimentin ve
MMP-9° nun mRNA ekspresyon degerlerinin normal kolon dokusundaki
ekspresyon degerleri ile karsilastirilarak belirlendi. Kontrol gen olarak GAPDH
kullanildi (Tablo 21).

Tablo 21. EMT belirteclerinin normal kolon dokusuna gore erken evre KK'lardaki ekspresyon profilleri

27(-Avg.(Delta(Ct *P Degeri
mRNAS (-Avg.(Delta(Ct)) i

Normal

Doku Tiimor Doku
E-kaderin 0.256 0.032 0.001
N-kaderin 0.127 0.203 0.102
Snail 0.089 0.391 0.004
Slug 0.075 0.124 0.078
Zebl 0.152 0.190 0.101
Twist 0.098 0.214 0.056
Vimentin 0.158 0.325 0.058
MMP-9 0.558 1.568 0.046

Sonuglar RT2 profiler PCR array data analysis programindan Bagimsiz T Testi ile degerlendirildi. * 0.05' ten kiiciik p
degeri kalin ve italik ifade edildi.

Degerlendirilen tim EMT belirteglerinin gen ekspresyon verilerinin esik
degerleri, belirteglerin normal ve tiimor dokularindaki kat degisimleri ile ROC

curve egrisi yapilarak belirlendi.

Normal kolon dokusu ile karsilastirildiginda, erken evre kolon
tiimorlerinde, E-kaderin ekspresyonu 7.90 kat istatistiksel olarak anlamli bir azalig
gosterdi (p= 0.001). E-kaderin mRNA diizeyindeki ekspresyonunun kat degisim
esik degeri 0.83 olarak belirlendi. E-kaderin’ nin degerlendirilen tiimorlerin

%355.6’s1nda diistik, %44.4’linde ise yiiksek eksprese oldugu saptandi (Sekil 38).

96



E_kaderin
-7.90 kat E-kaderin 100 _

| Sensitivity: 100,0

Specificity: 91,7

41 P=0.001 I | | Croon: 0.5
80
= 60

>
g 2 F
& g |
a a 40H
- L
“ -
M [
20
_6 T T 0-...I...l...l...l...l
N 0 20 40 60 80 100
Normal Doku Tiimér Doku o
100-Specificity
C
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E-Kaderin 0.992424 0.0107 0.838117-1000000 <0.001 0.83

Sekil 38. (A) E-kaderin’ in tiimor ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)
E-kaderin’ in Roc Curve analizi (C) E-kaderin’ in AUC analiz degeri.

Timor dokuda N-kaderin’ nin mRNA diizeyinde ekspresyonu normal
dokuya gore 1.60 kat yiiksek bulundu (p= 0.102). N-kaderin mRNA diizeyindeki
ekspresyonunun kat degisim esik degeri 1.69 olarak belirlendi. Bu belirtecin
degerlendirilen tlimorlerin %57.1°inde diislik, %42.9’unda ise yiiksek eksprese

oldugu saptandi (Sekil 39).
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C
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N-Kaderin 0.909722 0.0672 0.720795-0.987427 <0.001 1.6889
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Sekil 39. (A) N-kaderin’ in timér ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)
N-kaderin’ in ROC Curve analizi (C) N-kaderin’ in AUC analiz degeri.

Tiimor dokuda Snail’ in mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya gore 4.39
kat yiiksek bulundu (p= 0.004). Snail mRNA diizeyindeki ekspresyonunun kat
degisim esik degeri 1.60 olarak belirlendi. Bu belirtecin degerlendirilen tiimorlerin

%44.4° inde diisiik, %55.6° sinda ise yiiksek eksprese oldugu saptand (Sekil 40).

B
A Snail
100
I Sensithty: 100,0
8- 4.39 kat Snail L |Gt sh6024
P=0.004 | 80
6+ I
o= > 60|
§ = -
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‘B0 g I
o 4 8
a 40
E I
24 20}
ﬁ Ob—, . v
0 T T 0 20 40 60 80 100
Normal Doku Tiimor Doku 100-Specificity
C
Belirteg AUC Standart Sapma %95 Cl P Degeri Esik Degeri
Snail 0.916667 0.0833 0.730027-0.989744 <0.001 1.6024

Sekil 40. (A) Snail’ in timor ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)
Snail’ in ROC Curve analizi (C) Snail’ in AUC analiz deger

Tiimdr dokuda S/ug’ in mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya gore
1.65 kat yiiksek bulundu (p= 0.078). Slug mRNA diizeyindeki ekspresyonunun kat
degisim esik degeri 1.54 olarak belirlendi. Bu belirtecin degerlendirilen tiimorlerin

%27 inde diisiik, %73 linde ise yliksek eksprese oldugu saptandi (Sekil 41).
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Sekil 41. (A) Slug’ m timor ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B) Slug’
m ROC Curve analizi (C) Slug’ in AUC analiz degeri.

Tiimdr dokuda Zeb I’ in mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya gore
1.25 kat yiiksek bulundu (p=0.101). Zeb! mRNA diizeyindeki ekspresyonunun kat
degisim esik degeri 0.28 olarak belirlendi. Bu belirtecin degerlendirilen tiimorlerin
%46’ sinda diisiik, %54 {inde ise yliksek eksprese oldugu saptandi (Sekil 42).
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100-Specificity
C
Belirteg AUC Standart Sapma %95 CI P Degeri Esik Degeri
Zebl 0.555556 0.125 0.340808-0.756092 0.6580 0.2774

Sekil 42. (A) Zeb !’ in tiimdr ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile
elde edilmistir). (B) ZebI’ in ROC Curve analizi (C) ZebI’ in AUC analiz degeri.
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Tiimdr dokuda Twist’ in mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya
gore 2.18 kat yiiksek bulundu (p= 0.056). Twist’” in mRNA diizeyindeki
ekspresyonunun kat degisim esik degeri 1.99 olarak belirlendi. Bu belirtecin
degerlendirilen tiimdrlerin %45.2’sinde diisiik, %54.8’inde ise yiiksek eksprese

oldugu saptandi (Sekil 43).

A B Twist
100
41 2.18 kat Twist Sensitivity: 91,7
o Specificity: 91,7
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Normal Doku Tiimér Doku -
100-Specificity
C
Belirteg AUC Standart Sapma %95 Cl P Degeri Esik Degeri
Twist 0.951389 0.0409 0.778517-0.998066 <0.001 1.99

Sekil 43. (A) Twist’ in timdr ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)
Twist’ in ROC Curve analizi (C) Twist’ in AUC analiz degeri.

Tiimdr dokuda Vimentin’ in mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya
gore 2.06 kat yiliksek bulundu (p= 0.058). Vimentin’ in mRNA diizeyindeki
ekspresyonunun kat degisim esik degeri 1.35 olarak belirlendi. Bu belirtecin
degerlendirilen tiimorlerin %39.7’sinde diisiik, %60.3’iinde ise yliksek eksprese

oldugu saptandi (Sekil 44).
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Vimentin 0.983333 0.0236 0.776590-1.000000 <0.001 1.35

Sekil 44. (A) Vimentin’in timor ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)

Vimentin’in ROC Curve analizi (C) Vimentin’in AUC analiz degeri.

Tiimo6r dokuda MMP-9’ un mRNA diizeyinde ekspresyonu normal dokuya

gore 2.81 kat istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p= 0.046).

MMP-9’un mRNA diizeyindeki ekspresyonunun kat degisim esik degeri 1.96

olarak belirlendi. Bu belirteg degerlendirilen tiimorlerin %36.5’inde  diistik,

%63.5’inde ise yiiksek eksprese oldugu saptandi (Sekil 45).
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MMP-9 1.000.000 0.000 0.781981-1.000000 <0.001 1.96

Sekil 45. (A) MMP-9 'un timér ve normal dokudaki ekspresyon profili (P degeri Bagimsiz T Testi ile elde edilmistir). (B)
MMP-9 un ROC Curve analizi (C) MMP-p 'un AUC analiz degeri.

4.1.2.3.1. Erken Evre KK’larda EMT Belirteclerinin Birbirleri ile Iliskisi

EMT belirteclerinin ekspresyon profillerinin birbirleri iizerine olasi etkileri
Sperman’s rho korelasyon testi ile incelendi. Erken evre kolon tiimérlerinde EMT
belirteglerinin ekspresyonlarmin korelasyonlar1 Sekil 46-49°da belirtilmistir.
Yapilan analize gore Zeb’in Snail ile anlaml1 negatif, MMP-9 ile ise anlaml1 pozitif
korelasyon gosterdigi saptandi (Correlation Coefficient= -0.094, p= 0.001;
Correlation Coefficient= 0.089, p= 0.006, sirastyla).
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Sekil 46. Erken evre 126 Kolon tiimoér dokusunda E-Kaderin ekspresyonunun N-Kaderin (A), Snail (B), Slug (C), Zeb1 (D),
Twist (E), Vimentin (F), MMP-9 (G) ekspresyon profilleri ile korelasyonu, N-Kaderin ekspresyonunun Snail (H) ekspresyonu
ile korelasyonu.
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Sekil 47. Erken evre 126 Kolon tiimér dokusunda N-Kaderin ekspresyonunun Slug (A), Zeb1 (B), Twist (C), Vimentin (D),
MMP-9 (E) ile korelasyonu, Snail ekspresyonunun Slug (F), Zebl (G) ve Twist (H) ekspresyonu ile korelasyonu.
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Sekil 48.

o

200
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Erken evre 126 Kolon tiimor dokusunda Snail ekspresyonunun Vimentin (A), MMP-9 (B) ekspresyonu ile
korelasyonu, Slug ekspresyonunun Zeb! (C), Twist (D), Vimentin (E) MMP-9 (F) ile korelasyonu, ZebI ekspresyonunun

150

Vimentin

Twist (G) ve Vimentin (H) ekspresyonu ile korelasyonu.
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Sekil 49. Erken evre 126 Kolon tiimor dokusunda Zeb! ekspresyonunun MMP-9 (A), Twist ekspresyonunun Vimentin (B),
Vimentin ekspresyonunun MMP-9 (C) ekspresyonu ile korelasyonu.

4.1.3. Erken Evre KK’larda LncRNA Ekspresyon Profilleri

Erken evre kolon tiimoérlerinde Tablo 13’te ifade edilen 15 farkli LncRNA”’
nin ekspresyon profilleri normal kolon dokusu ile karsilagtirilarak belirlendi.
Kontrol gen olarak GAPDH kullanildi. Degerlendirilen LncRNA’ lar arasindan
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, CRNDE, ANRIL, SNGH16, HULC,
PCATI1, DANCR, MEG3, NEATI1, H19 ve BANCR’ nin ekspresyonlarinin normal
kolon dokusuna gore erken evre kolon tiimorlerde daha fazla, TUSC’ nin

ekspresyonunun ise daha az oldugu belirlendi (p> 0.05) (Sekil 50, Sekil 51).
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Sekil 50. Erken evre kolon tiimérlerinde CRNDE (A), ANRIL (B), SNGH16 (C), HULC (D), PCAT1 (E), DANCR’n (F)
ekspresyon profilleri.
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Sekil 51. Erken evre kolon timorlerinde MEG3 (A), NEATI (B), H19 (C), BANCR (D), TUSC7’nin (E) ekspresyon

profilleri.

Bununla birlikte erken evre kolon tiimorlerinde, MALAT1, CCATI1 ve
HOTAIR’ in ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1,
PTENP1’ in ekspresyonun ise istatiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 belirlendi
(MALATI; 5.4-kat, p= 0.033; CCATI1; 4.4-kat, p= 0.039; HOTAIR; 4.2-kat, p=
0.041; PTENP1; -4.8-kat, p= 0.004). ROC curve analizi ile anlamlilig1 belirlenen
LncRNA’larin esik degerleri hesaplandi. Bu analize gore MALAT1’ in esik degeri
2.11, CCATI1 in 1.58, HOTAIR’in 1.90, PTENP1’in ki ise -3.02 olarak belirlendi
(Sekil 52).
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Sekil 52. Normal kolon dokusu ile karsilastirildiginda erken evre kolon tiimérlerinde anlamli ekspresyon farkliligi gdsteren
MALAT1 ekspresyonu (A) ve MALAT’in esik degeri, CCAT1 ekspresyonu (C) ve CCAT!’in esik degeri (D), HOTAIR
ekspresyonu (E) ve HOTAIR in esik degeri (F), PTENP1 ekspresyonu (G) ve PTENP1’in esik degeri (H)
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4.1.3.1 Erken Evre KK’larda LncRNA’ larin Tiimériin Klinik ve Patolojik
Ozellikleri Uzerine Etkileri

Erken evre kolon tiimoérlerinde anlamliligr belirlenen LncRNA’ larin tiimor
klinopatolojik 0Ozellikleri {izerine olas1 etkilerini arastirmak icin MALAT]I,
CCATI1, HOTAIR ve PTENP1’ in esik degerlerine gore her biri i¢in diisiik eksprese
ve yiiksek eksprese seklinde iki gruba ayrilarak bu gruplarda cinsiyet, yas, timor
biliylime paterni, timor lokalizasyonu, tiimor tomurcuklanmast ve takip siiresi

icerisinde ki sistemik niiks durumu incelendi.

CCAT1 ve HOTAIR’ in herhangi bir klinopatholojik 6zellik arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (p>0.05) (Tablo 22).

Tiimor tomurcuklanmasi saptanan 48 vakanin 42” sinde (%87.5) MALAT1
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi (Tablo 22).

Tablo 22. LncRNA' larin hasta demografik, klinik ve patolojik 6zellikleri iizerine etkileri.

LncRNA' larin ekspresyon profilleri

. MALATI1 CCATI1 HOTAIR PTENP1
Ozellikler
Yiiksek (n=73) Diisiik (n=53) Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik
(n=173) (n=53) (n=70) (n=56) (n=44) (n=82)
Cinsiyet
Erkek 31 (54.4) 26 (45.6) 32(56.1) 25(43.9) 26(45.6) 31(544) 32(56.1) 25(43.9)
Kadin 37 (53.6) 32 (46.4) 30(43.5) 39(56.5) 41(59.4) 28(40.6) 38(55.1) 31(44.9)
T1 8 (66.7) 4(33.3) 7(583) 5(41.7) 5(4L7) 7(583) 5(4L7) 7(58.3)
18 (50.0) 18 (50.0) 19 (52.8) 17(47.2) 22(61.1) 14(38.9) 10(27.8) 26(72.2)
T2
T3 47 (60.3) 31 (39.7) 47(60.3) 31(39.7) 43(55.1) 35(44.9) 29(37.2) 49 (62.8)
Tiimor Tomurcuklanmasi
Var 42 (87.5) 6 (12.5) 26 (54.2) 22(45.8) 28(58.3) 20(41.7) 10(20.8) 38(79.2)
Yok 31(39.7) 47 (60.3) 47(60.3) 31(39.7) 42(53.8) 36(46.2) 34(43.6) 44 (564

Kategorik degiskenler ki-kare testi ile analiz edildi. * 0.05' ten kiigiik olan p degerleri anlamli kabul edilerek kalin ve italik
ifade edildi.
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4.1.3.2. Erken Evre KK’larda LncRNA’larin Tiimér Biyolojisi Uzerine
Etkileri

Erken evre kolon tiimdrlerinde anlamliligi  belirlenen
LncRNA’larin timor biyolojisi {lizerine olast etkilerini degerlendirmek
igin, 126 tiimor doku, MALATI1, CCATI1, HOTAIR ve PTENP1’in esik
degerlerine gore her biri i¢in diisiik eksprese ve yiiksek eksprese seklinde
iki gruba ayrildiktan sonra bu gruplarda MACCI, NM-23HI ve MSI
durumu ki-kare testi ile incelendi. MSI durumu ile herhangi bir LncRNA
arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmadi (p> 0.05) . CCATI1 ve
HOTAIR ekspresyon diizensizlikleri ile MACCI ve NM23-HI
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir iliski goézlemlenmedi (p> 0.05).
MACCI ekspresyonu yiiksek olan 96 tiimorde, MACCI ekspresyonu
diisiik olan 30 tiimore gore MALAT1 2.3 kat daha yiiksek, PTENPI ise
2.0 kat daha diisiik oldugu tespit edildi (p= 0.001, p= 0.015; sirasiyla).
Ayrica MALAT]1 ekspresyonu NM23-H1 ekspresyonu diisiik tlimorlerde
1.9 kat anlamli artis gosterdi (p=0.012) (Tablo 23).

Tablo 23.LncRNA'larin erken evre kolon tiimérlerinin biyolojik 6zellikleriile iliskisi

LncRNA' larin ekspresyon profilleri

. MALATI CCATI1 HOTAIR PTENP1
Ozellikler
Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik
(n=73) (n=53) (n=173) (n=53) (n="70) (n=56) (n=44) (n=82)
MSI durumu
MSS 62 (57.4) 46 (42.6) 61 (56.5) 47 (43.5) 61 (56.5) 47 (43.5) 38 (35.2) 70 (64.8)
MSI-L 3(33.3) 6 (66.7) 6 (66.7) 3(33.3) 4 (44.40) 5(55.6) 3(33.3) 6 (66.7)
MSI-H 8(88.9) 1(11.1) 6 (66.7) 3(33.3) 5(55.6) 4(44.4) 3(33.3) 6 (66.7)
MACCI1
Yiiksek 68 (70.8) 28 (29.2) 60 (62.5) 36 (37.5) 54 (56.3) 42 (43.8) 28(29.2) 68 (70.8)
Diisiik 5(16.7) 25(83.3) 13 (43.3) 17 (56.7) 16 (53.3) 14 (46.7) 16 (53.3) 14 (46.7)
NM-23H1
Yiiksek 24 (45.3) 29 (54.7) 37 (69.8) 16 (30.2) 38 (71.7) 15 (28.3) 16 (30.2) 37 (69.8)
Diisiik 49 (67.1) 24 (32.9) 36 (49.3) 37 (50.7) 32 (43.8) 41(56.2) 28(38.4) 45 (61.6)
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Tablo 23.LncRNA'larin erken evre kolon tiimérlerinin biyolojik 6zellikleriile iliskisi

LncRNA' larin ekspresyon profilleri
MALATI1 CCATI1 HOTAIR PTENP1

Ozellikler
Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik Yiiksek Diisiik

(n=73) n=53) (=73) m=53) (n=70) (n=56) (n=44) (n=82)
MSI durumu
MSS 62 (57.4) 46 (42.6) 61(56.5) 47 (43.5) 61(56.5) 47(43.5) 38(35.2) 70(64.8)
MSI-L 3(333) 6(66.7) 6(66.7) 3(33.3) 4(4440) 5(55.6) 3(33.3) 6(66.7)
MSL-H 8(889) 1(11.1) 6(66.7) 3(333) 5(55.6) 4(444) 3(33.3) 6(66.7)
MACCI1
Yiiksek 68 (70.8) 28(29.2) 60(62.5) 36(37.5) 54(56.3) 42(43.8) 28(29.2) 68(70.8)
Diisiik 5(16.7) 25(83.3) 13(43.3) 17(56.7) 16(53.3) 14(46.7) 16(53.3) 14(46.7)
NM-23H1
Yiiksek 24 (45.3) 29(54.7) 37(69.8) 16(30.2) 38(71L.7) 15(28.3) 16(30.2) 37(69.8)

Diisiik 49 (67.1) 24(32.9) 36(49.3) 37(50.7) 32(43.8) 41(56.2) 28(38.4) 45(61.6)
Kategorik degiskenler ki-kare testi ile analiz edildi. * 0.05' ten kii¢iik olan p degerleri anlaml1 kabul edilerek
kalin ve italik ifade edildi.

4.1.3.3. Erken Evre KK’larda LncRNA’larin EMT ile iliskisi

Erken evre kolon tiimdrlerinde anlamliligi  belirlenen
LncRNA’larin EMT mekanizmasi ile iliskisini incelemek i¢in, 126 tiimor
doku, LncRNA’larin esik degerlerine gore her biri icin diisiik eksprese ve
yiiksek eksprese seklinde iki gruba ayrildiktan sonra bu gruplarda EMT
belirteglerinin ekspresyon profilleri ki-kare testi analiz edildi. MALAT1
ekspresyonu yiiksek Vimentin ekspresyonuna sahip tiimor dokularinda 1.9
kat, yliksek Snail ekspresyonuna sahip tiimor dokularda 2.1 kat ve yiiksek
Slug ekspresyonuna sahip tiimor dokularda ise 2.0 kat anlamli artig
gosterirken, diisiik E-kaderin ekspresyonu sahip timor dokularda ise 1.8
kat istatistiksel olarak anlamli azalis belirlendi (sirasiyla p= 0.008, p=
0.001, p=0.024, p=0.001,).

CCATI1 ekspresyonu yiiksek MMP-9 ekspresyonuna sahip tiimor
dokularda, diisiik MMP-9 ekspresyonuna sahip tiimor dokulara gore 2.0
kat istatistiksel olarak anlamlilik gésterdi (p=0.001).
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HOTAIR ekspresyonu, yiiksek Snail ekspresyonuna sahip
timorlerde 2.1 kat, yiiksek Slug ekspresyonuna sahip tiimorlerde 1.9 kat,
yiiksek MMP-9 ekspresyonuna sahip tiimdrlerde ise 1.8 kat istatistiksel
olarak anlamli artig gosterdi (p=0.003, p=0.015, p= 0.032; sirasiyla).

PTENPI1 ekspresyonu, diisiikk E-kaderin ekspresyonuna sahip
tiimorlerde yiiksek E-kaderin ekspresyonuna sahip tiimorlerde ise 2.0 kat,
yiiksek N-kaderin ekspresyonuna sahip 56 tiimorde diisik N-kaderin
ekspresyonuna sahip 71 bireye gore 2.2 kat daha az eksprese edildigi
belirlendi (sirasiyla p=0.032, p=0.037) (Tablo 24).
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Tablo 24. LncRNA'larin EMT ile iligkisi

LncRNA' larin ekspresyon profilleri

MALATI CCAT1 HOTAIR PTENPI
EMT belirteglerinin
ckspresyon profilleri pisi  p Yikse Disi o Yikse Disi ,  Yikse Disi
Yiikse ‘ff“ k k k k k k
k
X (=53 ~ B B _ B B
(n=73) (n= (n= (= (n=56 (n= (n=
) 73)  53) 70) ) 44y 82)
Vimentin 0.00 0.09 0.20 022
8 6 2 8
Vilksek 37 39 40 36 45 31 29 47
(48.7) (51.3) (52.6) (47.4) (59.2) (40.8) (382) (61.8)
Diisiik 38 14 33 17 25 25 15 35
su (72.0)  (28.0) (66.0) (34.0) (50.0)  (50.0) (30.0) (70.0)

. 0.00 0.14 0.11 0.03
E-Cadherin 1 5 1 P
Viiksek 15 41 29 27 35 21 25 31

(26.8) (73.2) (51.8) (48.2) (62.5) (37.5) (44.6) (55.4)
Diisiik 58 12 44 26 35 35 19 51
$ (829) (17.1) (62.9) (37.1) (50.0)  (50.0) (27.1) (72.9)

. 0.27 0.19 0.49 0.03
N-Cadherin 6 5 5 7
Viiksek 34 21 29 26 30 25 14 41

(61.8) (38.2) (527) (47.3) (54.5)  (45.5) (25.5) (74.5)
Diisiik 39 32 44 27 40 31 30 41
su (54.9) (45.1) (62.0) (38.0) (56.3) (43.7) (42.3) (57.7)
) 0.29 0.56 0.25 0.16
Twist 0 3 5 5
. 42 27 40 29 36 33 21 48
Yiiksek
(60.9) (39.1) (58.0) (42.0) (522) (47.8) (30.4)  (69.6)
Diisiik 31 26 33 24 34 23 23 34
su (54.4)  (45.6) (57.9) (@2.1) (59.6) (40.7) (40.4)  (59.6)
Snail 0.00 022 0.00 022
1 8 3 0
. 26 44 38 32 47 23 27 43
Yiiksek
(37.1) (62.9) (54.3)  (45.7) (67.1) (32.9) (38.6) (61.4)
Diisiik 47 9 35 21 23 33 17 39
usd (83.9) (16.1) (62.5) (37.5) (41.1) (58.9) (30.4)  (69.6)
Slu 0.02 0.53 0.01 0.15
g 4 4 5 9
. 48 44 53 39 57 35 35 57
Yiiksek
(52.2) (47.8) (57.6) (42.4) (62.0) (38.0) (38.9) (62.0)
Diisiik 25 9 20 14 13 21 9 25
su (73.5)  (26.5) (58.8) (41.2) (382) (61.8) (26.5) (73.5)
0.14 0.00 0.03 0.56
MMP-9 3 T ) 5
Vilksek 43 37 62 18 39 41 28 52
(53.8) (46.3) (77.5) (22.5) (48.8) (51.2) (35.0) (65.0)
Diisiik 30 16 11 35 31 15 16 30
su (652) (34.8) (23.9) (76.1) (674) (32.6) (34.8) (65.2)
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4.1.4. Erken Evre KK’larda Prognozu Etkileyen Faktorler

En az 5 yil takibi olan hastalar caligmaya dahil edildi. Ortalama takip stiresi
78 ay olarak belirlendi (60-132 ay). Takip siiresi igerisinde 21 hastada karaciger

lokalizasyonlu uzak organ metastaz gelisimi gozlendi.

Erken evre kolon tiimdrlerinde sistemik niiks gelisimine etki eden
faktorlerin belirlenebilmesi i¢in 126 tiimor takip siiresi igerisinde niiks gelisimi
durumlarina gore; sistemik niiks (+) ve sistemik niiks (-) seklinde iki gruba ayrildu.
Bu iki grupta ilk olarak yas, cinsiyet, timdr lokalizasyonu, timdr evresi ve

tomurcuklanma gibi klinik ve patolojik parametreler incelendi.

Erken evre kolon tiimorlerinde yas, cinsiyet, timdr evresi ve timor
lokalizasyonu gibi parametrelerin niikks olusumu ile istatistiksel olarak
anlamliliklar1 saptanmadi (p> 0.05). Takip siiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen
21 erken evre kolon tiimdriiniin 19’unda tiimor tomurcuklanmasi varligt tespit
edilerek, tiimér tomurcuklanmasi ve niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak bir

anlamlilik belirlendi (p= 0.048, Tablo 25).
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Tablo 25. Klinik ve patolojik 6zelliklerin sistemik niiks olusumu tizerine etkileri.

. Niiks (-) Niiks (+)
Ozellikler *P Degeri
n= 105 (%) n=21 (%)

Yas 0.312
40-59 45(80.4) 11(19.4)
59-60 60 (85.7) 10 (14.3)
Cinsiyet 0.267
Erkek 57 (82.6) 12 (17.4)
Kadmn 46 (60.8) 9(39.2)
Tiimér Lokalizasyonu
Sag Kolon 48 (78.6) 13 (21.4) 0.061
Sol Kolon 57 (87.7) 8(12.3)
T Evresi 0.161
T1 8(72.7) 3(27.3)
T2 27(75.0) 9 (25.0)
T3 70 (88.6) 9(11.4)
Tiimér Tomurcuklanmasi 0.048
Var 29 (60.4) 19 (39.6)
Yok 76 (97.4) 2 (2.60)

Kategorik degiskenler ki-kare testi ile analiz edildi. * 0.05' ten kiigiik olan p degerleri kalin ve italik ifade
edildi.

Metastaz ile iligkili genlerden MACCI ve NM-23HI in ve EMT siirecinin
erken evre kolon tiimorlerinde niiks gelisimine olasi etkilerini degerlendirmek igin,
niiks gelisimi belirlenen 21 tiimor, niiks gelisim gozlenmeyen 105 timor ile

karsilastirilarak, ilgili genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon profilleri incelendi.

Takip stiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen 21 erken evre kolon
tiimoriinde MACC1 ekspresyonu 6.76 kat yliksek, NM23-HI ekspresyonu ise 2.72
kat diisiik bulundu. Bu iki genin mRNA diizeyindeki ekspresyonlari sistemik niiks
olusumu ile istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (sirasiyla p= 0.034, p= 0.044,
Tablo 26).
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Tablo 26. MACCI1 ve Nm-23H1' in niiks {izerine etkileri.

Sistemik niiks (-) (n=105) Sistemik niiks (+) (n=21) )
mRNA
ekspresyonlar: o 27 (- o 27 (- Kat «
1) Avgetaccty " Avg(Delta(Ct))  Degisimi ¥ V2MUe
MACC1 0.025 0.169 6,76 0.034
. 77 19
Yiiksek (80.2) (19.8)
Diisiik (923?3) 2(6.70)
NM-23H1 0.071 0.032 2,72 0.044
Yiiksck (8‘;59) 8 (15.1)
. 60 13
Disiik (82.2) (17.8)

Sonuglar RT2 profiler PCR array data analysis programindan Bagimsiz T Testi ile degerlendirildi. * 0.05' ten kiiiik p degeri
kalm ve italik ifade edildi.

Takip stiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen 21 erken evre kolon
timoriinde EMT belirteclerinde, niikks gozlenmeyen tiimdr dokularr ile
karsilastirildiginda, N-kaderin (1.26 kat, p= 0.131), Vimentin (1.34 kat, p= 0.463),
Twist (1.43 kat, p=0.071), Slug (1.81 kat, p=0.319), ZEBI (1.43 kat, P=0.082) ve
MMP-9° un (1.79 kat, p= 0.335) mRNA’larinin ekspresyon profillerinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmadi.

E-kaderin ekspresyonu niiks gelisim gozlenen 21 tiimér dokuda, niiks
gelisimi gozlenmeyen tiimor dokularina gore 3.56 kat istatistiksel olarak anlamli
azalig, Snail ekspresyonu ise 21 tiimor dokuda 2.81 kat istatistiksel olarak anlamli

artis gosterdi (sirasiyla p= 0.006, p= 0.002, Tablo 26).
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Takip stiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen 21 erken evre kolon
tiimoriinde, normal kolon dokusu ile karsilastirilarak erken evre kolon tiimoérlerinde
anlamlilig1 belirlenen LncRNA’lardan MALATI1, CCATI1, HOTAIR ve
PTENP1’in ekspresyon profilleri incelendi. Takip siiresi igerisinde sistemik niiks
gozlenmeyen 105 vaka ile niiks gozlenen 21 vaka karsilastirildiginda MALAT1
ekspresyonunun 2.4 kat yiiksek, PTENP1 ekspresyonu ise 4.8 kat diisiik oldugu
belirlendi (sirasiyla p=0.016, p=0.001, Sekil 53).

A B
2.4Fold 4.8 Fold
- 11
5 P=0.016 TP: 0.001
4- 0
£ £4-
B B
a A
34 3
1 3-
0 4

Niiks (- Niiks (+) Niiks () Niiks (+)

Sekil 53. Takip siiresi igerisinde niiks gelisimi belirlenen erken evre kolon tiimorlerinde MALATI1 (A) ve PTENP1’in (B)
ekspresyon profilleri.

4.1.4.1. Erken Evre KK’larda Hastaliksi1z Sag Kalim Siiresini Etkileyen
Faktorler

126 erken evre kolon tiimoriinde, takip siiresi igerisinde, en erken 60., en
geg ise 138. ayda sistemik niiks gelisimi gézlemlendi. Ortalama niiks etme siiresi

8.3 yil (5-11 y1l) olarak belirlendi.

KK’larla ilgili gergeklestirilen bircok ¢aligmada tiimor lokalizasyonunun,
timor tomurcuklanmasinin ve MSI durumunun hastaliksiz sag kalimi kisalttig
belirtebilmektedir. Bu nedenle ilk olarak 126 erken evre kolon tiimdriinde bu
parametrelerin ve bir onceki 100 vaka ile gerceklestirdigimiz calismamizda
anlamlilig1 belirlenen MACCI ve NM23-H1’in hastaliksiz sag kalim siiresi iizerine

etkileri Kaplan Meier testi ile analiz edildi.
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Kotii prognostik ozellikleri bulunmayan erken evre kolon tiimoérlerinde
timor lokalizasyonunun ve MSI durumunun hastaliksiz sag kalim siiresi ile
istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi saptanmadi (sirasiyla p= 0.647, p= 0.086).
Timd6r tomurcuklanmasinin varligi, yiiksek MACCI ekspresyonu ve diisik NM-
23HI ekspresyonu kisa hastaliksiz sag kalim siiresi ile istatistiksel anlamlilik

gosterdi (sirastyla p=0.001, p=0.010, p=0.009, Sekil 54).

o —

P=0.647 P=0.086

MSI Durumu
— MSS
MSI

0 80 100 120 140
50 100 120 140

30f= l_L|\ 80f=

80 100 120 140 6 80 100 120 140

0=

20}

‘0 1 1 1 1
) 50 100 10 10

Ay

Sekil 54. Tiimér lokalizasyonunun (A), MSI durumunun (B), Timoér tomurcuklanmasin (C), MACC! ekspresyonunun (D)

ve NM-23H1 ekspresyonunun (E) hastaliksiz yasam siiresi lizerine etkileri.
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EMT belirteclerinden sadece E-kaderin’in diisiik ekspresyonu kisa hastaliksiz sag kalim ile
istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (p= 0.033, Sekil 55).

4o0f= =
2f- wp-
0 1 1 1 1 o 1 1 1 1
60 80 100 120 140 60 80 100 120 140
Ay Ay
c _|_\_|_‘_| Do
80p= 0=
0= 60f=
40f= 40f=
0= 0=
Snail Ekspresyonu ‘Slug Ekspresyonu
— Diisik — Diisiik
Yitksek Yitksek
‘0 1 1 1 1 ‘o 1 1 1 1
) 50 100 20 o @ 0 100 ) o
Ay Ay
C _l_‘-\—‘—\_‘ " _\_‘_L"‘—I—|_‘
sof- sof- S
60 = 60f=
af wp
wf- 20f=
‘0 L L L L ‘n I I 1 1
6 8 100 120 140 0 30 100 20 %0
Ay Ay

0 100 120 140
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Sekil 55. EMT belirteglerinin E-kaderin (A), N-kaderin (B), Snail (C), Slug (D), MMP-9 (E), Zebl (F), Vimentin (G)
ekspresyonunun hastaliksiz sag kalim siiresi tizerine etkileri.

Normal kolon dokusu ile karsilastirildiginda erken evre kolon tiimérlerinde
anlamlilig1 belirlenen LncRNA’lardan MALATI1, CCATI1, HOTAIR ve
PTENP1’in ekspresyon profillerinin hastaliksiz sag kalim {iizerine etkileri
incelendiginde yliksek MALAT1 ekspresyonu ve diisiik PTENP1 ekspresyonu kisa
hastaliksiz sag kalim siiresi ile istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (sirastyla

p=0.001, p< 0.001, Sekil 56).

J P=0.602

| [HOTAR Exspresyonu
— Diisik
Yiksek

60 80 100 120 140 60 80 100 120 140

Sekil 56. MALAT1 (A), CCAT1 (B), HOTAIR (C), PTENP1 (D) ekspresyonunun hastaliksiz sag kalim siiresi tizerine
etkileri.

4.1.4.12 Erken Evre KK’larda Prognozu Etkileyen Faktorlerin Cok Degiskenli

Modelleme ile Gosterilmesi

Erken evre kolon tiimorlerinde MACCI, NM23-HI, MALATI ve
PTENP1’in prognozu belirlemede bagimsiz faktor olma durumlarini tespit etmek
icin ¢cok degiskenli regresyon modelleri analiz edildi. Tiim6r tomurcuklanmasinin,
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yiiksek MALATI1, MACCI ve disik NM-23H1 ve PTENP1 ekspresyonlarinin
erken evre kolon tiimoérlerinde bagimsiz birer prognositk belirte¢ olduklar: tespit

edildi (p< 0.05, Tablo 27 ve Tablo 28).

Tablo 27. Erken evre kolon tiimdrlerinde genel sagkalimi etkileyen faktorlerin ¢ok degiskenli regresyon modeli ile

gosterilmesi
SE Sig. Exp(B) 95,0% CI for Exp(B)
Ozellikler
Lower Upper

MSI durumu 0,359 0,111 0,288 0,143 0,582
Tiimor tomurcuklanmasi 0,375 0,030 1,763 0,846 3,674
Tiimor lokalizasyonu 0,376 0,116 2,463 1,179 5,144
Tumor evresi - 0,115 - - -
Maccl 0,373 0,000 0,814 0,002 1,689
Nm-23H1 0,344 0,005 0,902 0,046 1,771
Vimentin 0,429 0,157 0,544 0,235 1,263
E-kaderin 0,802 0,295 0,431 0,059 2,078
N-Kaderin 0,458 0,857 0,921 0,375 2,258
Snail 0,863 0,216 0,344 0,063 1,865
Slug 0,842 0,656 1,456 0,279 7,582
Zebl 0,49 0,445 1,453 0,556 3,794
Twist 0,463 0,203 1,283 0.398 3.494
Mmp9 0,516 0,755 1,175 0,427 3,231
Malat1 0,315 0,014 0,57 0,008 1,056
Hotair 0,78 0,905 1,098 0,238 5,062
CCATI1 0,326 0,952 0,98 0,517 1,858
PTENP1 0,766 0,001 5,688 0,189 7,862
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Tablo 28. Niiks eden erken evre kolon tiimérlerinde ¢ok degiskenli regresyon analizi ile prognostik belirteglerin
belirlenmesi.

SE Sig. Exp(B) 95,0% CI for Exp(B)
Ozellikler

Lower Upper
NM-23H1 0,255 0,011 1,11 0,674 1,828
MACCI1 0,252 0,003 0,933 0,569 1,529
Timor tomurcuklanmasi 0,302 0,019 1,232 0,681 2,228
PTENP1 0,753 0.000 59,476 13,599 260,122
MALATI 0,278 0,047 0,612 0,355 1,055

4.2. HT-29FUR Hiicrelerinin Olusturulmasi

Sistemik niiks potansiyeli saptanan hastalarda adjuvan tedavinin 6nerilmesi
durumunda gelisebilecek ilag direncini belirlemek icin HT-29 hiicre hatlarina alt1
ay boyunca diizenli olarak SFU uygulanarak, SFU’ya diren¢li HT-29FUR hiicreleri
elde edilmesi hedeflendi.

4.2.1. HT-29’da 5FU’ nun Sitotoksik EtKisinin Belirlenmesi

Literatiirde SFU’nun HT-29 hiicreleri lizerindeki etkinligi 48-72 saatleri
arasinda oldugu belirtilmistir. HT-29 hiicrelerin %50’ den fazlasini 6ldiiren SFU
dozu ise c¢aligmalarda farklilik gostermektedir. SFU’nun 2. pasaj HT-29
hiicrelerinde etkili oldugu dozlar1 belirlemek i¢in literatiirdeki caligsmalar temel
almarak Tablo 29°da ifade edilen 5x10~ pg/ml ve 1x10* pg/ml arasinda 30 farkls
5FU dozu, HT-29 hiicreleri ile muamele edildi. Daha sonra hem doza hem de

zamana bagli olarak hiicre proliferasyon testi WST-1 ile analizler gerceklestirildi.
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Tablo 29. HT-29 hiicrelerine uygulanan SFU dozlar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1x10" | 1x10 . .
A | Kontro [ Kontro [ Kontro | 1x10” [ 1x10° | 1x10” |2 2 1x102 | IO L IXI0T )00
1 1 1 pg/ml | pg/ml | pg/ml {Lg/m {Lg/m pg/ml ug/ml | pg/mi pg/ml
B 1 1 1 5 5 5 IO/m IO/m 10 50 50 50
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml {Lg {Lg pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
c 100 100 100 150 150 150 20(/)m 20(/)m 200 250 250 250
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml {Lg {Lg pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
D 300 300 300 350 350 350 40(/)m 40(/)m 400 450 450 450
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml {Lg {Lg pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
E 500 500 500 DMS |[DMS | DMS
pg/ml | pg/ml | pg/ml | O (6] (6]

WST-1 analizine goére HT-29 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat SFU ile
muamelesinden sonra hiicre canliligi degerlendirildi. SFU’ nun HT-29 hiicreleri
iizerine etkili saati 72 saat olarak belirlendi. SFU’ nun 72. saatteki sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde, 1 pg/ml 5FU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerindeki
canlilik oran1 %78.1 olarak, 5 pg/ml SFU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde
ise canlilik oran1 %49.7 olarak belirlendi (p<0.0001) (Tablo 30, Tablo 31, Tablo

32). HT-29 hiicrelerindeki SFU’nun etkisi Sekil 57°de ifade edildi.
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Tablo 30. 5FU’ nun 24 saat sonunda HT-29 hiicrelerine etkisi

1x10° | x| XM | g 5 10 | 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500
Kont 3 2 0
24 rol | v | ne/ [ ng/m [ pg/ fpg/m | e/ ope/ | ug/ | g/ | pe/ | el | e | ne/
ng
pg/ml | pg/ml ml ml | ml 1 ml 1 m | ml | ml | ml [ ml | ml | ml| ml
0,49 [ 0,50 [ 0,49 | 0,48 [ 0,48 | 0,44 [ 0,47 0,46 | 0,44 | 0,45 | 0,46 [ 0,44 | 0,40 | 0,43
05081 0,508 | 0,431 ) 7 7 3 3 5 6 8 5 5 3 5 3 2 5
0,49 [ 0,50 [ 0,49 | 0,48 [ 0,48 | 0,47 [ 0,47 [ 0,46 [ 0,47 0,46 | 0,46 0,44 | 0,48 | 0,44
OD 0,592 0,588 | 0,564 | ™, 5 A ; A o s | | A | | | |
0,54 [ 0,50 0,49 0,49 [ 0,49 0,49 0,47 [ 0,45 0,45 0,44 | 0,45 0,45 | 0,44 | 0,45
0,538 10,5071 0,561 | 7 8 1 1 9 7 2 9 7 9 9 7 9 9
oD 0,50 [ 0,50 [ 0,49 | 0,48 [ 0,48 | 0,47 [ 0,47 0,46 [ 0,45 0,45 0,46 0,44 | 0,44 [ 0,44
ort | 0246 0,34 [ 0,518 1 7y 8 2 6 8 3 5 1 7 4 1 7 4 5
100 | 93.04 | 78:93 [ 89.9[92.8 902 88,4 | 88,8 [ 81,6 [ 87.5] 85,1 81,5829 851 [8L1]73,6]79,6
’ 7 27 1 571 93| 61 | 27| 84 | 45 | 64 | 01 | 67 | 64 | 35| 26| 7
canli [ | [ 107.6 | 1032|904 [93.2[ 90,1 | 88,8 | 88.2 [ 87.5 [ 86,9 84,4 [86.2 [ 84,6 | 84,4 (80,7 88,0 80,7
nk 927 | 96 | 76 | 23 1 09| 27 | 78| 45 | 96 | 32 | 66 | 12 | 32 | 69 | 95 | 69
100 | 92:85 [ 102.7[99.6 [ 93,0899 89.9 [ 91,3 [ 91,0 [ 86,4 [84,0 83,6 [82.2[84,0]83.6]82.2 84,0
7 477 | 33| 4 [ 26 | 267 | 91 | 256 | 45 | 65 | 99 | 34 | 65 | 99 | 34 | 65
l“l‘(“h 100 | 97:86 [ 94.99193.3 [ 93,01 90.1| 89.0 [ 89,4 86,7 [ 86,9 | 84,5 | 83.8 83,2 | 84.5| 81.8 [ 81.3 | 81,5
Olrt 3 39 | 45| 4 oo | 72 199 52 |9 | 5521 ] 72| 54] 68| 18] 01
Tablo 31. 5SFU’ nun 48 saat sonunda HT-29 hiicrelerine etkisi
R R R 5 110 ] 50 [ 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500
Kont 0
48 rol / / S| re [ ne | e | nel | g | ong/ | ong | ng | weg | neg | wel | e | ne
e e ne ml | ml | ml [ ml ml ml | ml ml ml | ml ml ml | ml
ml ml ml
0,69 | 0,67 ] 0,67 [0,64] 0,63 ]0,63[062]0,61] 0,59 [0,57]0,552] 0,51 0,51[0,51] 0,50 ]0,54]0,54
7 8 7 8 6 2 2 7 9 1 7 9 9 2 9 1 2
0,60 | 0,69 | 0,61 [0,63] 0,50 | 0,64 [0,62]0,61] 0,56 0,60 | 0,58 0,50 ] 0,51 0,51 0,50
oD 4 1 4 9 4 3 9 5 3 |97 % 3 1 8 [ %]
0,67 0,63 | 0,631 0,68 ]0,60]0,51 0,58 | 0,55] 0,61 0,50 [0,55] 0,51 0,50 [ 0,54
4 | %6 | 2 2 1 1 [92] % 5 2 7 4 1 6 5 |91
oD 0,65 [ 0,65 | 0,64 [ 0,63 [ 0,60 [ 0,62 0,58 [0.58 | 0,58 [0.56 | /<o [ 0.53 [0.52[0.51] 0,50 [0,52]0.51
ort 8 6 1 9 7 5 7 4 3 5 |7 6 4 3 86 | 7 8
100 | 102 [ 102, [98.41 966 | o [94.4[937] 909 |86,7]80.0( 78,8 [ 78.8[77.7] 77.3 | 82,1 {823
987 | 835 | 3 07 81 | 21 [ 873 |34 | 5 | 35 [ 35| 72| 16 | 77| 29
canl [ ] 104, 1932 197,01 76,5 [ 97,6 [ 95,5 93,4 | 85,5 | 86,5 [ 91,4 | 88,5 [ 76,1 [ 78,6 | 77,6 | 75,9 [ 76.2
lik 962 | 65 | 63| 56 | 7 |44 | 17| 18 | 82| 43| 56 | o1 |83 | 2 | 49| 53
100 | 911 [ 963 | oo [ 103, [91.2[77.6]78.9 | 89.3 | 84,3929 77.0 [84.1]77.6 [ 76,8 | 823|774
39 | 03 504191 | 2 | 87| 16 |03 ] 62| 126]51] 2 6 | 29 | 68
lcfl‘(nh L00 | 996 | 97.4 | 97.1] 92,2 | 94,9 (89,2 | 88,7 | 88,6 [ 858 88,1 814 [79,6 [ 780 [ 77.2 [ 80,1786
ort 9 | 68 | 64| 53 | 87| 15| 08| 07 | 73| 51683 96| 25| 658 | 51| 83
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Tablo 32. 5FU’ nun 72 saat sonunda HT-29 hiicrelerine etkisi

72 | Ko | Ix | I1x | Ix | 1 | 5 | 10 | 50 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50
ntr | 100 | 100 | 10" | pg/ | ug/ | us/ | us/ (1} 0 0 0 0 0 0 0 0
ol : : Yl m | ml | ml| ml|oug/ | we/ | we/ | we/ | we/ | we/ | we/ | wg/ | ne/
ug/ | ng/ | ng/ ml ml ml ml ml ml ml ml | ml
ml ml ml
oD | 074 06| 06| 05]|05]|03[02][02[01]01]01]01]01]01]01]01]00
4 22 78 17 32 12 1 02 94 64 02 92 83 81 03 93
074 | 06 | 06 | 05| 05|03 010202010101 01]0101]01 00
6 01 04 39 21 11 01 05 78 95 63 91 92 73 72 04 72
076 | 06 | 06 | 06| 05| 03] 03][02]03][02]02]02]01]01]01]01]o00
1 09 04 32 04 39 09 02 12 61 63 01 88 84 73 11 61
oD | 075 | 06| 06| 05| 05]|03]|02]02]02]02]01]01]01]01]01]01]00
ort 11 03 83 14 27 07 06 07 17 97 65 91 8 75 06 75
can | 100 | 94, | 91, | 87, | 78, | 50, | 32, | 31, | 15, | 29, | 24, | 15, | 29, | 27, | 27, | 15, | 14,
hhk 48 13 79 53 43 20 89 49 46 91 49 16 79 49 64 12
1 9 7 2 3 9 4 8 1 4 5 7 4 6 7
100 | 91, | 91, | 81, | 79, | 47, | 15, | 31, | 36, | 29, | 24, | 29, | 29, | 26, | 26, | 15, | 10,
29 74 87 13 24 34 13 74 62 75 01 16 27 12 79 93
1 7 3 9 1 2 9 6 9 3 5 8 7 7 7
100 | 92, | 91, | 96 | 76, | 51, | 46, | 30, | 47, | 39, | 39, | 30, | 28, | 27, | 26, | 16, | 9,2
50 74 55 49 93 68 39 64 94 53 55 94 27 86 66
6 7 7 4 7 4 2 6 9 2 7 9 8 1
can | 100 | 92, | 91, | 88, | 78, | 49, | 31, | 31, | 31, | 32, | 29, | 25, | 28, | 27, | 26, | 16, | 11,
hhk 75 54 55 07 72 49 24 44 91 87 01 96 34 63 10 44
ort 9 4 7 6 2 4 1 3 1 3 3 2 2 3 1 3
W24 48 W72
100
80
:“ 60
3
C
:
; 40
| 1
3 2 1
Dozlar ug/ml

Sekil 57 24, 48 ve 72 saatlik 5FU ile muamelesi sonrasinda HT-29 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlart
(p<0.001, One sample t test

S5FU’ nun HT-29 hiicrelerinde lethal etki gosterdigi dozu belirlemek i¢in Tablo

32°de ifade edilen 1 pg/ml ve 5 pg/ml arasinda yedi doz daha belirlenerek bu dozlarin

72 saat muameleleri sonucu etkileri WST-1 analizi ile incelendi. WST-1 analizine gore

HT-29 hiicrelerinin 72 saat yedi farkli doz SFU ile muamelesinden sonra elde edilen

degerler Tablo 33’de gdsterildi.
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SFU’

nun

yedi

farkl

dozunun

72.

saatteki

sitotoksik

etkisi

degerlendirildiginde, 1 pg/ml SFU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerindeki canlilik

orani %78.1, 1.5 pg/ml SFU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde ise canlilik orani
%49.6 oldugu gozlemlendi (p<0.0001, Tablo 33). SFU’nun HT-29 hiicrelerindeki
lethal etki ettigi doz 1.5 png/ml olarak belirlendi. HT-29 hiicrelerindeki SFU’ nun lethal

etkisi Sekil 58” de ifade edildi.

Tablo 33. 1 pg/ml ile 5 pg/ml arasinda belirlenen 7 farkli SFU dozunun nun 72 sonunda HT-29 hiicreleri iizerine sitotoksk

etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

2x10°
Kontr 1.5 ! >
72 ol 1pg/ml | pg/m ug/m 2.5 pg/ml 3 pg/ml 3.5 pg/ml 4 ng/ml 4.5 pg/ml | pg/m
1 1 1
0,844 0,523 0’130 0’231 0,332 0,321 0,312 0,376 0,298 0,631
oD 0,846 0,511 0’50 0,3 0,298 0,308 0,31 0,201 0,294 0’530
0,768 0,509 0’137 0’135 0,302 0,329 0,309 0,352 0,371 0’31
oD 0,819 0,514 0,321 032 0,3106 0,319 0,31 0,309 0,321 0,31
ort 6 1 1
100 79,443 42517 497&3 50,430 48,759 47,392 57,11395 45,265 48
canhl 46,7 | 45,5 46,3
" 100 77,620 34 69 45,266 46,785 47,089 30,532 44,658 29
56,3 | 53,3 47,6
100 77,316 54 16 45,873 49,975 46,937 53,468 56,354 9%
canhl 49,6 | 48,7 47,3
K ort 100 78,126 20 59 47,190 48,506 47,139 47,038 48,759 PE
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100 =

80 ™

60 ™

40 ™

Canhihik (% )

20"

Control™
119/mi=

1.5 1g/ml1 ™
210 lgg/ml-
2.5 1g/mi1 ™
3 19/mi=
3.5 1g/ml™
4 y1g/mi™
4.5 yg/mil=
5 19/mi™

Dozlar

Sekil 58 72 saatlik SFU ile muamelesi sonrasinda HT-29 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari.

WST-1 testi verileri ile literatiirdeki ¢alismalarin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda HT-29 hiicrelerinde, SFU direnci kazanumi siireci sirasinda 72. saatte test

edilecek 5 farkli 5SFU dozu (0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml)
belirlendi.

4.2.1.1 5FU’ nun Diren¢ Kazamim Siirecindeki HT-29 Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkisi

5FU’ya direngli HT-29 hiicrelerini olusturmak igin hiicreler baslangi¢c dozu
olarak belirlenen 0.1 pg/ml 5FU ile 72 saat muamele edilerek hiicreler belli araliklar
ile temiz besiyerinde dinlendirildi. Ug hafta siiresince bu isleme devam edildi. Ugiincii
haftada HT29-F1 olarak isimlendirilen bu hiicrelerde WST-1 analizi ger¢eklestirildi.
WST-1 analizine gére HT-29F1 hiicrelerinin 72 saat 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5
pg/ml ve 10 pg/ml SFU ile muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 34’de
gosterildi. SFU muamele edilmeyen HT-29F1 hiicreleri kontrol olarak kullanildi.

0,1 pg/ml 5FU HT-29 hiicrelerinde canlilik oranm1 %85.56 iken HT-29F1
hiicrelerinde canlilik oran1 %100.86 olarak belirlendi (Sekil 59). U¢ hafta boyunca 0,1
pg/ml SFU uygulanarak elde edilen HT-29F1 hiicrelerinde 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1

pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml HT-29 hiicrelerine gore sirasiyla 1.13, 1.05, 0.96, 1.04,
1.53 kat olarak belirlendi (Tablo 34).

128



Tablo 34 SFU’ nun 72 sonunda HT-29F1 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

72 Kontrol 0,1 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
0,702 0,732 0,509 0,612 0,397 0,302
(0))] 0,711 0,651 0,612 0,439 0,321 0,311
0,76 0,609 0,6598 0,432 0,304 0,339
OD ort 0,724 0,664 0,594 0,494 0,341 0,317
100 111,19 77,316 92,962 60,304 45,873
canhhk 100 98,886 92,962 66,684 48,759 47,241
100 92,506 100,223 65,62 46,177 51,494
canhhk
ort 100 100,861 90,167 75,089 51,747 48,203
100 =
80 =
 so-
: 40 ™
o
20 =
o T T T T T T
° E E E E E
< > E) > > >
o - - - - -
X o] n - w o

Sekil 59. 72 saatlik 5FU ile muamelesi sonrasinda HT-29F 1 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlar1.

HT-29F1 hiicrelerine bir sonraki doz olan 0.5 pg/ml 5FU ile 72 saat muamele
edildi. Hiicreler daha sonra temiz besiyerinde dinlenmeye birakildi. Hiicreler
bulunduklart alanin yaklasik %80’nini kapladiktan sonra ayni doz ile muamele
asamalar1 4 hafta siliresince uygulandi. Dordiincii haftada HT29-F2 olarak
isimlendirilen bu hiicrelerde WST-1 analizi gerceklestirildi. WST-1 analizine gore
HT-29F2 hiicrelerinin 72 saat 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SFU
ile muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 35’de gdsterildi. SFU muamele

edilmeyen HT-29F2 hiicreleri kontrol olarak kullanild.
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0.5 pg/ml SFU HT-29 hiicrelerinde canlilik orani %85.2 iken HT-29F2
hiicrelerinde canlilik oran1 %100.10 olarak belirlendi (Sekil 60). Ug hafta 0.1 pg/ml
5FU, daha sonra 1 ay boyunca 0.5 pg/ml SFU uygulanarak 7 hafta sonunda elde edilen
HT-29F2 hiicrelerinde direng 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml HT-
29 hiicrelerine gore sirastyla 1.13, 1.16, 1.15, 1.08 ve 1.56 kat olarak belirlendi (Tablo
35).

Tablo 35. SFU’ nun 72 saatlik muamele sonunda HT-29F2 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

72 Kontrol 0,1 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
0,821 0,632 0,512 0,609 0,302 0,298
oD 0,798 0,651 0,689 0,578 0,354 0,365
0,752 0,706 0,776 0,592 0412 0,307
OD ort 0,79 0,663 0,659 0,593 0,356 0323
100 96 77,772 92,506 45,873 45,266
canlilik 100 98,886 104,658 87,797 53,772 55,443
100 107,241 117,873 89,924 62,582 46,633
Z:?hhk 100 100,709 100,101 90,076 54,076 49,114
100 -
80 -
= 60+
=
& 404
o
20 -
R T T L L T
£ E E E E E
= -1} g -T] o0 -1}
S = = = =
X par] w — w =)
[—] c‘ —

Sekil 60. 72 saatlik SFU ile muamelesi sonrasinda H-29F2 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari.

HT-29F2 hiicrelerine bir sonraki doz olan 1 pg/ml 5FU ile 72 saat muamele

edildi. Hiicreler daha sonra temiz besiyerinde dinlenmeye birakildi. Hiicreler
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bulunduklart alanin yaklasik %80’nini kapladiktan sonra ayni doz ile muamele
asamalar1 5 hafta siiresince uygulandi. Besinci haftada HT29-F3 olarak isimlendirilen
bu hiicrelerde WST-1 analizi gergeklestirildi. WST-1 analizine gére HT-29F3
hiicrelerinin 72 saat 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SFU ile
muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 36’da gosterildi. SFU muamele

edilmeyen HT-29F3 hiicreleri kontrol olarak kullanild.

1 pg/ml S5FU HT-29 hiicrelerinde canlilik orani %78.05 iken HT-29F3
hiicrelerinde canlilik oran1 %94.43 olarak belirlendi (Sekil 61). Ug hafta 0.1 pg/ml
SFU, 4 hafta 0.5 pg/ml 5FU daha sonrasinda 5 hafta boyunca 1 pg/ml 5FU
uygulanarak 12 hafta sonunda elde edilen HT-29F3 hiicrelerinde direng 0.1 pg/ml, 0.5
pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml HT-29 hiicrelerine gore sirasiyla 1.2, 1.15, 1.21,
0.93 ve 1.11 kat olarak belirlendi.

Tablo 36. SFU’ nun 72 saatlik muamele sonunda HT-29F2 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

72 Kontrol 0,1 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 png/ml 10 pg/ml
0,764 0,712 0,657 0,641 0,306 0,204
oD 0,725 0,704 0,687 0,599 0318 0212
0,745 0,699 0,654 0,625 0,299 0273
OD ort 0,745 0,705 0,666 0,622 0,308 0,23
100 108,152 99,797 97,367 46,481 30,987
canlihik 100 106,937 104,354 90,087 48,304 32,203
100 106,177 99,342 94,937 45,418 41,468
zii‘l‘hk 100 107,089 101,165 94,43 46,734 34,886
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80
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1

Canlilik (%)
=
1

20

Kontr ol
0.1ug/ml~
0.5 ug/ml~
1 ug/ml~
5 ug/ml-
10 pg/ml=

Sekil 61. 72 saatlik 5FU ile muamelesi sonrasinda HT-29F3 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlar1.

HT-29F3 hiicrelerine bir sonraki doz olan 5 pg/ml 5FU ile 72 saat muamele
edildi. Hiicreler daha sonra temiz besiyerinde dinlenmeye birakildi. Hiicreler
bulunduklart alanin yaklasik %80°nini kapladiktan sonra ayni doz ile muamele
asamalar1 6 hafta sliresince uygulandi. Altinc1 haftada HT29-F4 olarak isimlendirilen
bu hiicrelerde WST-1 analizi ger¢eklestirildi. WST-1 analizine gére HT-29F4
hiicrelerinin 72 saat 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SFU ile
muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 37°de gosterildi. SFU muamele

edilmeyen HT-29F4 hiicreleri kontrol olarak kullanild.

5 pg/ml SFU HT-29 hiicrelerinde canlilik orani %49.72 iken HT-29F4
hiicrelerinde canlilik oram %74.63 olarak belirlendi (Sekil 62).U¢ hafta 0.1 pg/ml
S5FU, dort hafta 0.5 pg/ml SFU, 5 hafta 1 ug/ml SFU, 5 hafta boyunca 5 pg/ml SFU
uygulanarak 17 hafta sonunda elde edilen HT-29F4 hiicrelerinde direng 0.1 pg/ml, 0.5
pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/mlve 10 pg/ml HT-29 hiicrelerine gore sirastyla 1.22,1.16, 1.21,
1.50 ve 1.51 kat olarak belirlendi (Sekil 62).
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Tablo 38. SFU’ nun 72 saatlik muamele sonunda HT-29F3 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

72 Kontrol 0,1 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
0,853 0,784 0,612 0,653 0,405 0,227
oD 0,808 0,663 0,599 0,652 0,487 0,368
0,814 0,703 0,791 0,564 0,582 0,302
OD ort 0,825 0,717 0,667 0,656 0,491 0,299
100 119,089 92,962 99,19 61,519 34,481
canlilik 100 100,709 90,987 99,038 73,975 55,899
100 106,785 120,152 100,861 88,405 45,873
Zﬁr‘i""‘k 100 108,861 101,367 94,696 74,633 47,418
100 @ —
80 -
S 60-
=
& 40-
o
20 -
M L L L L L
& E E E E E
= -1} g -T] -] o
S = =2 = =
N - wn — w =)
] O. —

Sekil 62. 72 saatlik 5FU ile muamelesi sonrasinda HT-29F4 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlar1.

HT-29F4 hiicrelerine belirlenen son doz olan 10 pg/ml 5FU ile 72 saat

muamele edildi. Hiicreler daha sonra temiz besiyerinde dinlenmeye birakildi. Hiicreler

bulunduklart alanin yaklasik

%80°’nini kapladiktan sonra ayni doz ile muamele

asamalar1 6 hafta siliresince uygulandi. Altinci haftada HT29FUR olarak isimlendirilen
bu hiicrelerde WST-1 analizi gergeklestirildi. WST-1 analizine gore HT-29FUR

hiicrelerinin 72 saat 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SFU ile

muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 39°da gosterildi. SFU muamele

edilmeyen HT-29F4 hiicreleri kontrol olarak kullanildi. Ug hafta 0.1 pg/ml SFU, dért
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hafta 0.5 pg/ml S5FU, 5 hafta 1 pg/ml 5FU, 5 hafta 5 pg/ml SFU ve 5 hafta da son doz

olan 10 pg/ml uygulanarak

toplamda 24 hafta sonunda elde edilen HT-29FUR

hiicrelerinde diren¢ 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml HT-29

hiicrelerine gore sirasiyla 1.14, 1.18, 1.32, 1.72 ve 2.54 kat istatistiksel olarak anlaml1
artis belirlendi (p=0.001).

10 pg/ml SFU HT-29 hiicrelerinde canlilik oran1t %47.12 iken HT-29FUR

hiicrelerinde canlilik oran1 %80.05 olarak belirlendi (Sekil 64)

Tablo 39. SFU’ nun 72 saatlik muamle sonunda HT-29F1 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin WST-1 analizi ile gosterilmesi

72 Kontrol 0,1 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
0,789 0,697 0.6 0,673 0,523 0,484
oD 0,736 0,603 0,699 0,698 0,585 0,573
0,802 0,699 0,698 0,656 0,577 0,524
OD ort 0,776 0,666 0,682 0,676 0,562 0,527
100 105,873 91,139 102,228 79,443 73,519
canlilik 100 91,595 100,987 106,025 88,861 87,038
100 106,177 106,025 99,646 87,646 79,595
Z:?hhk 100 101,215 104,051 102,633 85,316 80,051
100 -
80 -
S 60-
=
& 40-
o
20 -
R— Ly Ly L) L Lx
£ E E E E E
g A £ E £ S
Q b} wn — 7o) o
] e’ -

Sekil 64. 72 saatlik 5FU ile muamelesi sonrasinda HT-29FUR hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilik oranlari.
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Sonug olarak 6 ayin sonunda olusturulan HT-29FUR hiicrelerinde 5 pg/ml ve 10
pg/ml SFU muamelesi sonucu canlilik orani, HT-29, HT-29F1, HT-29F2, HT-29F3
ve HT-29F4 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi (p< 0.001, Sekil

Kontrol
0.1ug/ml
0.5 ug/mi
1 ug/mi
5 ug/ml
10 ug/ml

s
3

Canhihik (o/o)

65).

Sekil 65. 72 saatlik SFU ile muamelesi sonrasinda HT-29F 1, HT-29F2, HT-29F 3, HT-29F4 ve HT-29FUR hiicrelerinde belirlenen
hiicre canlilik oranlari.

4.2.2. 5SFU’ nun HT-29FUR Hiicrelerinde Apoptotik Etkisi

SFU kanser hiicrelerinde DNA ve RNA’ nin yapisina girerek bu yapilarda
kiriklar olugturdugu ve hiicreyi apoptoza gotiirdiigii bilinmektedir. HT-29 ve SFU’ ya
kars1 direng kazandirilan HT-29FUR hiicreleri 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml
ve 10 pg/ml SFU ile 72 saat muamele edilerek bu hiicrelerdeki canlilik, nekroz ve

apoptoz oranlar1 Annexin V (Merck Millipore, Almanya) kiti ile analiz edildi.

HT-29 hiicrelerinde herhangi bir SFU dozu verilmeden Annexin V testi
uygulandiginda hiicrelerin %89.46’sinda canlilik goriiliirken, %8.22°sinin nekroza,
%1.83’niin ge¢ apoptoza, %0.49’unun ise erken apoptoza gittigi, 72 saatlik 0.1 pg/ml
SFU ile muamele sonrast %77.75 oraninda canlilik gozlenirken, hiicrelerin
%79.40’n1n nekroza, %7.64 niin ge¢ apoptoza, %5.21 nin ise erken apoptoza ugradigi
belirlendi. HT-29 hiicrelerine 72 saatlik 0.5 pg/ml SFU uygulandiktan sonra hiicre
canlilif1 %77.67 olarak belirlenirken, hiicrelerin %21.32’sinin nekroza, %0.89’unun

gec apoptoza, %0.13 niin ise erken apoptoza gittigi gézlemlendi. HT-29 hiicrelerine
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72 saatlik 1 pg/ml 5FU dozu uygulanmasi sonucunda hiicre canliligi %48.50° ye
diistiigli belirlenirken bu azalis doz verilmeyen hiicreye gore istatistiksel olarak
anlamlilik gosterdi (P= 0.001). Bu dozda HT-29 hiicrelerinin %9.41°nin nekroza
ugradig1 gozlemlenirken, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz oranlarinda, SFU muamelesiz
hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli artig saptandi (sirastyla %27.41, %14,67, p=
0.002, p=0.030). HT-29 hiicreleri 72 saat 5 ng/ml SFU ile muamele edildikten sonra
hiicre canlilik oran1 %40.92 olarak belirlenirken, bir 6nceki dozda oldugu gibi, SFU
muamelesiz hiicrelere gore, erken ve ge¢ apopotoz oranlarinda istatistiksel olarak
anlamli artig gézlemlendi (sirasiyla %42.05, %13,85, p= 0.001, p= 0.023). Bu doza
maruz birakilan HT-29 hiicrelerinin nekroz orani ise %3.18 olarak belirlendi. Son doz
olan 10 pg/ml 5FU ile 72 saat muamele edilen HT-29 hiicrelerinde canlilik %36.08,
nekroz %2.43, ge¢ apoptoz %41.69, erken apoptoz ise %19.79 oranlarinda saptandi.
10 pg/ml 5FU’ ya 72 saat boyunca maruz birakilan HT-29 hiicrelerindeki canlilik
orani, doz verilmeyen HT-29 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diisiis
gosterirken ge¢ ve erken apoptoz oranlarinda ise istatistiksel olarak anlamli artig

saptand1 (p< 0.05).

Sonug olarak yiiksek doz SFU’nun HT-29 hiicrelerinin %50’sinden fazlasini

apoptoza gotlirdiigii belirlendi (Sekil 66 ve Sekil 67).
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A APOPTOSIS PROFILE B APOPTOSIS PROFILE
Dead  Late Apop./Dead Dead  |ate Apop./Dead
8.22 % 1.83% 9.40 % 7.64 %
> 3 > 1
= =
| |
m m
< <
> >
0.49 % ] 521%
oltve | EalyApop|  gltve | EarlyApop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live  ANNEXIN Apoptotic Live  ANNEXIN Apoptotic
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
¢ Dead  |Late Apop./Dead D "1Dead | ate Apop./Dead
21.32% © 089 % 9.42 % 2141 %
N 5 3
= L
. -
D D %
< <
> > I
013 % ABEEm . 1467%
Early Apop. 0 Live - I.. . EarlylApop.
o 1 2 3 4 o 1 2 3 4
Live  ANNEXINApoptotic Live  ANNEXIN Agoptotic
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
E Dead |LateApop./Dead| F 3Dead Late Apop./Dead
3.18 % 42.05 % 243 % 4169 %
s 3 5 3
L L
3 3
o o 2
< <
> > I
S 13.85% 60T 1979 %
N e o PP plLive | Early Apop.
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live  ANNEXIN Apoptotic Live ANNEXIN Apoptotic

CELL SIZE INDEX

POPULATION PROFILE

0 1 2 3 4
Live  ANNEXIN Aboptotic

Sekil 66. 0 pg/ml (A), 0.1 pg/ml (B), 0.5 pg/ml (C), 1 pg/ml (D), 5 pg/ml (E) ve 10 pg/ml (F) 5FU ile 72 saat muamele edilen
HT-29 hiicrelerdeki canlilik, nekroz, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz oranlari
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Sekil 67. 72 saat farkli dozlarda SFU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde canlilik (A), nekroz (B), ge¢ apoptoz (C) ve erken
apoptoz oranlari (D) (*p< 0.05, **p< 0.001, n=3: One-way ANOVA)

HT-29FUR hiicrelerinde herhangi bir SFU dozu verilmeden Annexin V testi
uygulandiginda hiicrelerin %92.10’nunda canlilik goriiliitken, %6.15 nin nekroza,
%1.36’s11n geg apoptoza, %0.29 unun ise erken apoptoza gittigi, 72 saatlik 0.1 pg/ml
5FU ile muamele sonrasi %90.29 oraninda canlilik gozlenirken, hiicrelerin %7.9’unun

nekroza, %1.42’sinin ge¢ apoptoza, %0.39’nun ise erken apoptoza ugradigi belirlendi.
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HT-29FUR hiicrelerine 72 saatlik 0.5 pg/ml SFU uygulandiktan sonra hiicre canlilig1
%89.46 oraninda belirlenirken, hiicrelerin %8.22’sinin nekroza, %1.83’niin geg
apoptoza, %0.49’unun ise erken apoptoza gittigi gozlemlendi. HT-29FUR hiicrelerine
72 saatlik 1 pg/ml SFU dozu uygulanmasi sonucunda hiicre canlilig1 %86.78, nekroz
%9.71, gec¢ apoptoz %3.07, erken apoptoz ise %0.44 oranlarinda belirlendi. HT-
29FUR hiicreleri 72 saat 5 pg/ml SFU ile muamele edildikten sonra hiicre canlilik
orani %86.30, nekroz oran1 %7.33, erken ve ge¢ apoptoz oranlari ise sirastyla %3.73,
%0.64 olarak gozlendi. Son doz olan 10 png/ml SFU ile 72 saat muamele edilen HT-29
hiicrelerinde canlilik %81.04, nekroz %10.06, ge¢ apoptoz %4.70, erken apoptoz ise

%4.20 oranlarinda saptandi.

Sonug olarak yiiksek doz SFU, HT-29FUR hiicrelerinde canlilik ve apoptoz

oranlarna istatistiksel olarak anlamli bir etki yaratmadig1 belirlendi (p> 0.05, Sekil 68
ve Sekil 69).
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Sekil 68. 0 pg/ml (A), 0.1 pg/ml (B), 0.5 pg/ml (C), 1 pg/ml (D), 5 pg/ml (E) ve 10 pg/ml (F) 5FU ile 72 saat muamele edilen
HT-29FUR hiicrelerdeki canlilik, nekroz, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz oranlari
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Sekil 69. 72 saat farkl dozlarda SFU ile muamele edilen HT-29FUR hiicrelerinde canlilik (A), nekroz (B), ge¢ apoptoz (C) ve
erken apoptoz oranlari (D) (n=3).

Farkli dozlarda 72 saatlik SFU muameleleri sonrasi, HT-29 hiicrelerine oranla
HT-29FUR hiicrelerinde, genel olarak zamana ve doza bagli olarak canlilik
oranlarinda erken ve ge¢ apoptoz ylizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalig

belirlendi (p<0.001).
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Farkli dozlarda 72 saatlik SFU muameleleri sonrast HT-29 hiicreleri ile HT-
29FUR hiicrelerindeki canlilik, o6liim, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz oranlarinin

karsilagtirmast Sekil 70 ve Sekil 71°de ifade edildi.

100
_ * * " = Kontrol
80 . | - =3 0.1 pg/ml
=3 (0.5 pg/ml
60
X _ = | pg/ml
40 B3 5 pg/ml
= 10 pg/ml
20
0- LI LI LIBL
F AT AFE AL A DS
\5 ’\*\5 ’\*\5 '\*Q Y KO
*b&,»q ‘2‘&,@ ‘25 *2'&.\9 *2*& 0 Q&qgﬁ
& & &8
25+
= Kontrol
20 = 0.1 pg/ml
=3 (.5 pg/ml
15—
X = 1 pg/ml
10 * == 5 pug/ml
= 10 pg/ml
5—
0-

SF AF AF AF A OF
S S S S O OF
§ & & ¢ ¢ ¢

Sekil 70. 72 saatlik cesitli dozlarda SFU muameleleri sonras1 HT-29 hiicrelerine goére HT-29FUR hiicrelerinde canlilik (A) ve
nekroz (B) oranlar1 (*p< 0.05, **p< 0.001, n=3: One-way ANOVA)
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Sekil 71. 72 saatlik ¢esitli dozlarda SFU muameleleri sonrast HT-29 hiicrelerine gore HT-29FUR hiicrelerinde erken apoptoz (A)
ve geg apoptoz (B) oranlar (*p< 0.05, **p< 0.001, n=3: One-way ANOVA)

4.2.3. 5FU’ nun Kolon Kanser Hiicre Hatlarinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

HT-29FUR hiicrelerinin elde edilme siireci boyunca her bir doz artisindan

sonra 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SFU ile 72 saat muamele
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edilen hiicreler inverted mikroskop ile goriintiilenerek morfolojileri incelendi

(Sekil72-Sekil 77).

HT-29 hiicreleri SFU’ya kars1 direng gelistirirken sirasiyla 0.1 pg/ml, 0.5
pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/mlve 10 pg/ml SFU dozlari ile 72 saat muamele edildikten sonra,

e

hiicrelerin morfolojilerinin degistigi, birbirlerine daha yakin pozisyonda kaldiklari

gbzlendi.

A B

C D

E - F -
Sekil 72. HT-29 hiicreleri sirasiyla 0.1 pg/ml (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlar ile 72 saat
muamele edildikten sonraki morfolojileri (40X).
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A B

C D
E F

Sekil 73. HT-29F 1 hiicreleri sirasiyla 0.1 pg/ml (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlari ile 72 saat

muamele edildikten sonraki morfolojileri (40X).
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A B
- -
C D
- -
E F
- -
Sekil 74. HT-29F2 hiicreleri sirasiyla 0.1 pg/ml (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlart ile 72 saat
muamele edildikten sonraki morfolojileri (40X).
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A B
- -
C D
- -
E F
- -
Sekil 75. HT-29F3 hiicreleri sirastyla 0.1 pg/ml (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlart ile 72 saat
muamele edildikten sonraki morfolojileri (40X).
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Sekil 76. HT-29F4 hiicreleri 2. hafta goriintiileri. (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlar ile 72
saat muamele edildikten sonraki morfolojileri (4X).
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Sekil 77. HT-29F4 hiicreleri sirasiyla 0.1 pg/ml (A), 0.5 pg/ml (B), 1 pg/ml (C), 5 pg/ml (D)ve 10 pg/ml 5FU dozlart ile 72 saat
muamele edildikten sonraki morfolojileri (40X).

4.3. KKHiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde EMT

SFU direnci olusumu ile EMT arasindaki mekanizmay1 incelemek i¢in Tablo 9’da
belirtilen sekiz farklit EMT belirtecinin ekspresyonu, Huvec, HT-29, HT-29F1, HT-
29F2, HT-29F3, HT-29F4 ve HT-29FUR hiicrelerinde analiz edildi.

N-kaderin, Slug, Zebl, Twist ve Vimentin’in ekspresyonlart HT-29 hiicrelerinde
HUVEC hiicrelerine gore daha yiiksek belirlenirken, bu EMT belirteclerinin
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ekspresyonlarinda, HT-29FUR hiicrelerinin 5FU direnci kazanim siirecinde,
istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmadi (p> 0.05).

EMT belirteglerinden E-kaderin’in ekspresyonu, Huvec hiicrelerine gore HT-
29 hiicrelerinde daha diisik oldugu belirlendi (P> 0.05). E-kaderin, HT-29
hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinin ilk doz asamasinda elde edilen HT-29F 1
hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine gore daha diisiik bir ekspresyon profili gosterirken,
HT-29FUR hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonu HT-29 hiicrelerine gore 7.12 kat daha
az oldugu belirlendi (p< 0.001).

Snail ekspresyonu HUVEC hiicrelerine goére HT-29 hiicrelerinde daha yiiksek
oldugu belirlenirken, 6zellikle HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinin
ikinci doz asamasindan sonra elde edilen HT-29F2’ hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine
gore daha yiiksek eksprese edildigi saptanirdi (2.4kat, p= 0.021). Ayrica Snail
ekspresyonu HT-29FUR hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine gore 2.7 kat istatistiksel
olarak anlamli bir artig gosterdi (p=0.018).

MMP-9 ekspresyonu, HUVEC hiicrelerine gore HT-29 hiicrelerinde yiiksek
belirlenirken, HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinin son asamasinda elde
edilen HT-29FUR hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine gore 3.4 kat istatistiksel olarak
anlamli sekilde ytliksek bulundu (p=0.014, Tablo 40, Sekil 78, Sekil 79).
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Tablo 40. SFU diren¢ kazanimi sirasinda HT-29 hiicrelerinde EMT belirteglerinin ekspresyon profilleri

27(-Avg.(Delta(Ct)) P Degeri

EMT

Belirtgeleri Huv HT- HT- HT- HT- HT- HT- HT-29/HT-
ec 29 20F1  29F2  29F3  29F4  29FUR  29FUR
123 0.94

E-kaderin 1 6 0235 0143 0140 0138  0.132 0.001
099 3.69

N-kaderin 8 3 5077 4236 5267 4754 4349 0.273
063 127

Snail 7 4 1.095  3.058 2978  3.176  3.440 0.018
0.83 1.84

Slug 4 7 2039 2374 3495 2567 2746 0.301
062 131

Zebl 5 2 1457 1764 1945 2014 1834 0.621
027 0.60

Twist 3 1 0769 0621  0.610  0.605  0.608 0.723
093 215

Vimentin 7 5 2287 2301 2412 2467 2431 0.356
038 0.6l

MMP-9 4 4 1.049 0938  1.093 1204  2.087 0.014

Sonuglar RT2 profiler PCR array data analysis programindan Bagimsiz T Testi ile degerlendirildi. * 0.05' ten kii¢iik p
degeri kalin ve italik ifade edildi.
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Sekil 78. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde N-kaderin (A), Slug (B), Zeb1 (C), Twist (D) ve Vimentin'in (E)

ekspresyon profilleri.
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Snail (B) ve MMP-9 'un (C) ekspresyon profilleri.

kaderin (A),

29 hiicrelerinin 5FU direnci kazanim siirecinde E

Sekil 79. HT
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4.4. KK Hiicrelerinin SFU Direnci Kazanim Siirecinde LncRNA’larin
Ekspresyon Profilleri

LncRNA ekspresyon profilleri oncelikle kontrol hiicre hattina gére HT-29
hiicrelerinde analiz edildi. HT-29 hiicreleri erken evre kolon tiimorii olmamakla
birlikte bir¢ok kolon kanser hiicre hattina gore daha az invaziv 6zellik gostermektedir.

Erken evre kolon tiimorlerinde anlamliliklar: saptanan MALAT1 ekspresyonu
HUVEC hiicreleri ile karsilastirildiginda, HT-29 hiicrelerinde 2.4, CCATI
ekspresyonu 2.8, HOTAIR ekspresyonu 3.2 kat yiiksek, PTENP1 ekspresyonu ise 2.8
kat istatistiksel olarak diisiis gosterdi (P< 0.05). Bununla birlikte HT-29 hiicrelerinde
HUVEC hiicrelerine gére MEG3 ekspresyonunda 5.27 kat, NEAT1 ekspresyonunda
3.2 kat, DANCR ekspresyonunda 3 kat, HULC ekspresyonunda 4.2 kat, SNHG16
ekspresyonunda 2.4 kat istatistiksel olarak anlamli artig belirlenirken, TUSC7’ nin
ekspresyonunda 3.1 kat istatistiksel olarak anlamli azalis tespit edildi (p< 0.05).

HUVEC hiicreleri ile karsilastirildiginda HT-29 hiicrelerinde istatistikel olarak
anlamli ekspresyon degisimleri belirlenen LncRNA’lar Sekil 80 ve Sekil 81°de ifade
edildi.
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Sekil 80. HUVEC hiicreleri ile karsilastir1ldiginda HT-29 hiicrelerinde MALAT1 (A), PTENP1 (B), CCATI (C), HOTAIR (D),
MEGS3 (E), ve NEAT (F) ekspresyon profilleri.
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Sekil 81. HUVEC hiicreleri ile karsilastir1ldiginda HT-29 hiicrelerinde MALAT1 (A), PTENP1 (B), CCATI (C), HOTAIR (D),
MEGS3 (E), ve NEAT (F) ekspresyon profilleri.
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HUVEC ile karsilastirildiginda HT-29 hiicrelerinde, CRNDE, BANCR, H19
ve PCAT1 ekspresyon profillerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goézlenmedi

(p> 0.05, Sekil 82).
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Sekil 82. HUVEC hiicreleri ile karsilastirildiginda HT-29 hiicrelerinde CRNDE (A), PTENP1 (B), BANCR (C) ve H19 (D)
ekspresyon profilleri.
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Erken evre kolon tiimdrlerinde niisk olusumu ile iliskilendirilen
LncRNA’lardan MALATI1 ve PTENPI1’ in 5FU direnci olusumu siireglerindeki
ekspresyon profilleri analiz edildiginde MALAT1 ekspresyonunun HT-29 hiicrelerine
gore HT-29F3 hiicrelerinde 2.6 kat, HT-29FUR hiicrelerinde ise 2.9 kat istatistiksel
olarak anlamli artig gosterdigi belirlendi. Tiimér baskilayict bir LncRNA olan
PTENPI1 ekspresyonunun ise HT-29 hiicreleri ile karsilastirildiginda SFU direng
modelinin son dozunda elde edilen HT-29FUR hiicrelerinde 3.8 kat istatistiksel olarak
anlamli sekilde diistiigli belirlendi.

Ayrica, literatiirde SFU diren¢ olusum siirecinde LncRNA’larin ekspresyon
degisimleri tam olarak bilinmediginde, HT-29 hiicrelerinde ekspresyon profilleri
belirlenen LncRNA’larin HT-29FUR siirecindeki olas1 rollerini tanimlamak i¢in her
bir LncRNA’nin ekspresyonu HT-29F1, HT-29F2, HT-29F3, HT29F4 ve HT-29FUR
hiicrelerinden izole edilen RNA oOrneklerinde analiz edildi. HT-29 hiicreleri ile
karsilastirildiginda HT-29FUR hiicrelerinde HOTAIR 4.5 kat, ANRIL ise 2.3 kat
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.05). CCAT1’ in, CRNDE’nin, SNGH16’nin,
TUSC7’nin ve H19’un ekspresyonlarinda, SFU diren¢ olusum siirecinde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi (p> 0.05).

5FU direnci kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerinde LncRNA’larin ekspresyon

profilleri Sekil 83-Sekil 87°de verildi.
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Sekil 83. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde MALAT1 (A) ve PTENP1’in (B) ekspresyon profilleri.
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Sekil 84.. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde HOTAIR (A) ve ANRIL’in (B) ekspresyon profilleri.
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Sekil 85. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde CCAT1 (A), CRNDE (B), SNHG16 (C) ve TUSC7’nin (D)

ekspresyon profilleri.
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Sekil 86. HT-29 hiicrelerinin 5FU direnci kazanim siirecinde HULC (A), PCAT1 (B), DANCR (C) ve MEG3iin (D) ekspresyon

profilleri.
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Sekil 87. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde DANCR (A), H19 (B) ve DANCR (C) ve NEAT1’in (D) ekspresyon
profilleri.

4.5. KK hiicrelerinin SFU Direnci Kazanim Siirecinde MDR Mekanizmasi

HT-29 hiicrelerinin 5FU direnci kazanimi siirecinde MDR mekanizmasinin olasi
roliiniin aragtirilmast i¢gin MDR belirteclerinin ekspresyon profilleri analiz edildi.

HUVEC hiicreleri ile karsilastirildiginda, HT29 hiicrelerinde ABCBI, ABCCS,
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ABCC7, ABCCY ve ABCCII’ in ekspresyon profillerinde anlamli bir degisim
belirlenmedi (p>0.05, Sekil 88).
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Sekil 88. HT-29 hiicrelerinde 4ABCBI’in (A), ABCC5’in (B), ABCC7’nin (C), ABCC11’in (D) ve ABCC9’un (E) ekspresyon

profilleri.
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HT-29 hiicrelerinin 5SFU kazanim siirecinde ABCB1, ABCC5, ABCC7, ABCC9
ve ABCCII’ in ekspresyon profilleri incelendiginde ABCCS5 ekspresyonunun SFU
muamelesi ile hiicrelerde artmaya basladig1 belirlendi. ABCC5 ekspresyonu HT-29
hiicreleri ile karsilastirildiginda, HT-29F3 hiicrelerinde en yiiksege ulasirken, HT-
29FUR hiicrelerinde 2.2 kat istatistiksel olarak anlamli arttig1 belirlendi (p=0.012,
Sekil 89). ABC transporterlarinin SFU kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerindeki
ekspresyon profilleri Tablo 41°de verildi.

Tablo 41. SFU diren¢ kazanimi sirasinda HT-29 hiicrelerinde EMT belirteglerinin ekspresyon profilleri

27(-Avg.(Delta(Ct)) P Degeri
mRNA

Huvec HT-29 HT-29F1  HT-29F2  HT-29F3  HT-29F4  HT-29FUR ;IQTI;%;/HT'
ABCBI 1.256 1.895 1.985 1.984 1.975 1.745 1.874 0.256
ABCC5 1.059 1.859 3.025 3.124 3.541 3.089 3.045 0.012
ABCC7 1.785 2.012 2.192 2.178 2.148 2.145 2.178 0.098
ABCC9 1.089  1.485 1.745 1.796 1.856 1.879 1.896 0.078
ABCC11 1145 1589 1.785 1.854 1.874 1.985 1.978 0.125
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Sekil 89. SFU direnci kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerinde artan ABCCS5 ekspresyonu

4.6. KK hiicrelerinin SFU Direnci Kazanim Siirecinde Hiicrelerin Metastatik
Ozelliklerinin Gosterilmesi

Calismalar kolon kanserinde meydana gelen sistemik niiks ile temel
kemoterapi ilacina karsi olusan direng arasinda bir iligki olabilecegini savunmaktadir.
Bu durumu kanitlamak i¢in HT-29 hiicrelerinde gelistirilen ila¢ diren¢ modelinde her
bir doz artisindan 6nce elde edilen hiicrelerde metastaz ile iliskili genlerden MACCI
ve NM-23H1I’in ekspresyon analizleri incelendi. Ayrica hiicre agresifligini belirlemek

icin hiicrelerin migrasyon ve invazyon yetenekleri analiz edildi.
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4.6.1. KK Hiicrelerinin SFU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerde MACC1
Ve NM23-H1 ’ inEkspresyon Profilleri

Erken evre kolon tiimoérlerinde niiks gelisimi ile iliskili bulunan MACCI ve NM23-H1
mRNA’ larinin ekspresyonlari ilk olarak HT-29 hiicrelerinde incelendi. Huvec ile
karsilastirildiginda HT-29 hiicrelerinde MACCI ekspresyonu 1.8 kat artig gdsterirken
NM-23H1 ekspresyonu 2.6 kat istatistiksel olarak anlaml1 diisiis gdstermistir (sirastyla

p=0.083, p= 0.024, Sekil 90).

A B
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2.5 44 NM23-H1
2.0
T 34 .
E 1.5 E
5"" 1.04 Q
14
0.54
0.0 T T 0 T | T |
Huvec HT-29 Huvec HT-29

Sekil 90. MACCI ve NM-23H1 'in HT-29 hiicrelerindeki ekspresyon profilleri.

MACCI ve NM-23HI’ in HT-29 hiicrelerinde 5FU diren¢ kazanimi sirasindaki
ekspresyonlar1 incelendiginde, HT-29FUR olusum siirecinde bu iki mRNA’nin

ekspresyon profilinde istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon farklilig1 belirlenmedi

(p>0.05, Sekil 91, Tablo 42).
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Sekil 91. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde MACC1 (A) ve NM23-H1'in(B) ekspresyon profilleri.
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Tablo 42. SFU diren¢ kazanimi sirasinda HT-29 hiicrelerinde EMT belirteglerinin ekspresyon profilleri

27(-Avg.(Delta(Ct)) P Degeri
mRNA
Huvec HT-29 HT-29F1 HT-29F2 HT-29F3 HT-29F4 HT-29FUR  HT-29/HT-29FUR
MACCI 0.734 1321 1.463 1.436 1.593 1.697 1.498 0.374
NM-23H1 1283 3336 2.192 2.767 2.019 2.801 2912 0.065

Sonuglar RT2 profiler PCR array data analysis programindan Bagimsiz T Testi ile degerlendirildi. * 0.05' ten kii¢iik p degeri kalin
ve italik ifade edildi.

4.6.2. KK Hiicrelerinin SFU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerin Iinvazyon
Ozellikleri

Invazyon, metastaz yapan hiicrelerin en belirgin dzelliklerinden biridir. 5SFU
diren¢ kazanim siirecinde hiicrelerin metastatik davranis kazanma durumlarini
belirlemek i¢in yapilan yara iyilestirmesi analizinde, HT-29FUR ve HT-29 hiicrelerine
10 pg/ml SFU verildikten sonra yara alani olusturularak belli saat araliklari ile inverted
mikroskopta yara alan1 incelendi.

HT-29 hiicrelerinin yara alan1 3.41 cm olarak belirlenirken, bu alan 6. saatte 3.09, 12.
saatte 3.06, 18. saatte 2.69, 24. saatte ise 2.54 olarak degerlendirildi (Sekil 92).

HT-29 hiicrelerinde yara alan1 10 pg/ml SFU verildikten sonra 0. saate 3.40
cm, 6. saatte 3.91 cm, 12. saatte 3.63 cm, 18. saatte 3.47 cm 24. saatte ise 3.45 cm
olarak olc¢iildii (Sekil 93). HT-29 hiicrelerinde SFU uygulanmasi sonucu istatistiksel
olarak anlaml1 bir migrasyon siireci saptanmadi (Sekil 94).

HT-29FUR hiicrelerinde yara alan1 3.42 cm olarak degerlendirilirken bu alan
6. saatte 2.48, 12. saatte 2.02, 18. saatte 0.48 olarak olgiiliirken 24. saatte tiim yara
alaninin kapandigi tespit edildi (Sekil 95). HT-29FUR hiicrelerine 10 pg/ml SFU
verildikten sonra 0. saatte 3.41 cm, 6. saatte 3.19 cm, 12. saatte 2.48 cm, 18. saatte
2.15 cm olarak belirlenirken, 24. saatte yara alan1 2.04 cm’e geriledi (Sekil 96). HT-
29FUR hiicrelerinde 18. Saatten itibaren gdzlemlenen kapanma istatistiksel olarak
anlamli bulunurken, HT-29 hiicreleri ile karsilagtirildiginda HT-29FUR hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren hiicre invazyonu belirlendi (Sekil 97).

HT-29FUR hiicrelerinin HT-29 hiicrelerine gore daha yiiksek invazyon
yetenegi saptandi (p<0.001, Sekil 98). Her iki hiicreye SFU muamelesi yapildiginda
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da HT-29FUR hiicrelerinin HT-29 hiicrelerine oranla daha yiiksek invazyon yapma
ozelligi oldugu belirlendi (p<0.001, Sekil 99).

Sekil 92. HT-29 hiicrelerinin yara alaninin 0. (A), 6. (B), 12. (C), 18. (D) ve 24. (E) saat goriintiileri (20X).
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Sekil 93. HT-29 hiicrelerinin 10 pg/ml SFU verildikten sonra olusturulan yara alanimin 0. (A), 6. (B), 12. (C), 18. (D) ve 24. (E)
saat goriintiileri (20X).
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Sekil 94. SFU muamelesiz ve farkli dozlarda SFU muameleli HT-29 hiicrelerinin migrasyon yetenekleri.
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Sekil 95. HT-29FUR hiicrelerinin yara alanmin 0. (A), 6. (B), 12. (C), 18. (D) ve 24 (E) saat goriintiileri (20X).

C
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Sekil 96. HT-29FUR hiicrelerinin 10 pg/ml 5FU verildikten sonra olusturulan yara alaninin 0. (A), 6. (B), 12. (C), 18. (D) ve 24
(E) saat goriintiileri (20X)
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Sekil 97. 5FU muamelesiz ve farkli dozlarda SFU muameleli HT-29FUR hiicrelerinin migrasyon ézellikleri (*p<0.001, Iki yonlii
ANOVA)
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Sekil 98. H29 hiicrelerine gére HT-29FUR hiicrelerinin daha yiiksek migrasyon yetenegi oldugu saptand1 (*p<0.001, Iki yonlii
ANOVA)

150 - | , - 0

m 6

m 12

100- Em 18

0 Em 24

50

N
&
»

& *

Sekil 99. SFU muameleli HT-29 ve HT-29FUR hiicrelerinin migrasyon yetenekleri (*p<0.001, Tki yonlii ANOVA).
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4.6.3. KK Hiicrelerinin 5FU’ya Kars1 Kazanim Siirecinde Hiicrelerin Koloni
Olusturma Yetenekleri

Hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri hiicre agresifligini gosteren bir diger
Ozelliktir. SFU direnci kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerinin koloni olusturma
yeteneklerini incelemek i¢in Oncelikle HT-29 hiicreleri analiz edildi. HT-29
hiicrelerinin ortalama koloni sayist 29 olarak tespit edildi. 0.1 pg/ml S5FU
muamelesinden sonra koloni sayisinin 26’ya, 0.5 pg/ml SFU muamelesinden sonra
18’e, 1 pg/ml SFU’ dan sonra 9’a, 5 pg/ml 5FU’dan sonra 7’ye, 10 pg/ml SFU’dan
sonra ise 4’e diistiigli tespit edildi. HT-29 hiicrelerinde 0.5 pg/ml SFU muamelesi ve
sonraki dozlardan sonra azalan koloni sayisi istatistiksel olarak anlamli bulundu

(P<0.001, Sekil 100, Tablo 43, Sekil 101).
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Sekil 100. SFU muamelesiz HT-29 (A) hiicrelerine gore 0.1 ug/ml (B), 0.5 pg/ml (C),
1 pg/ml (D), 5 pg/ml (E), 10 pg/ml (F) SFU muamelesinden sonra HT-29 hiicrelerinin

koloni olusturma yetenegi
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Tablo 43. HT-29 hiicrelerinin farkl dozlarda uygulanan SFU muameleleri sonras: olusturduklar koloni sayilari,
kolonilerin kaplama verimlilikleri ve kolonilerin olusum oranlari.

Dozlar Ortalama Koloni Sayisi Kaplama Verimliligi (%) Koloni Olusum Orani(%)
Kontrol 29 29.2 100
0.1 pg/ml 26 26.1 89.6
0.5 pg/ml 18 18.2 62.1
1 pg/ml 9 9.1 31.0
5 pg/ml 7 7.3 24.1
10 pg/ml 4 4.0 13.7
* %
l *
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Sekil 101. HT-29 hiicrelerine uygulanan farkli dozlarda SFU muamelesinden sonra hiicrelerin azalan koloni olusturma yetenekleri

(*p<0.05, **p<0.001, Bagimsiz t-test).

HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanim siirecinde her bir doz artisindan sonra

elde edilen HT-29F1, HT-29F2, HT-29F3, HT-29F4 hiicrelerinin ortalama koloni
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sayilar sirasiyla, 46, 80, 120, 235 olarak belirlendi. SFU’ ya direngli HT-29FUR
hiicrelerinde ise ortalama koloni sayisinin 322 oldugu tespit edildi. HT-29 hiicrelerine
oranla HT-29FUR hiicrelerinde koloni sayisinin %1110 istatistiksel olarak anlamli
artt1g1 tespit edildi (Sekil 102, Tablo 44, Sekil 103).

A

Sekil 102. HT-29 (A), HT-29F1 (B), HT-29F2 (C), HT-29F3 (D), HT-29F4 (E) ve HT-29FUR (F) hiicrelerinin koloni olusturma

yetenekleri
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Sekil 103. HT-29 hiicrelerinin SFU direnci kazanimi sirasinda artan koloni olusturma yetenekleri (*p<0.05, **p<0.001, Bagimsiz

t-test).

Tablo 44. SFU direnci kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerinin olusturduklar: koloni sayilari, kolonilerin kaplama
verimlilikleri ve kolonilerin olusum oranlari.

Grup Ortalama Koloni Sayis1 Kaplama Verimliligi (%) Koloni Olusum Orani(%)
HT-29 29 29.2 100
HT-29F1 46 46.3 158.6
HT-29F2 80 80.4 275.8
HT-29F3 120 120.2 413.8
HT-29F4 225 225.1 775.9
HT-29FUR 322 322.0 1.110,30
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HT-29FUR hiicrelerinin ortalama koloni sayis1 322 olarak tespit edildi. 0.1
pg/ml SFU muamelesinden sonra koloni sayismin 285°¢, 0.5 pg/ml SFU
muamelesinden sonra 178’e, 1 pg/ml SFU’ dan sonra 152°ye, 5 pg/ml SFU’dan sonra
164’de, 10 pg/ml 5FU’dan sonra ise 112’ye diistiigli tespit edildi. HT-29FUR
hiicrelerinde 0.5 pg/ml SFU muamelesi ve sonraki dozlardan sonra azalan koloni sayisi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.001, Sekil 104, Tablo 45).
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Sekil 104. HT-29FUR hiicrelerine uygulanan farkli dozlarda 5SFU muamelesinden sonra hiicrelerin azalan koloni olusturma

yetenekleri (¥*p<0.05, **p<0.001, Bagimsiz t-test).
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Tablo 45.. HT-29 hiicrelerinin farkli dozlarda uygulanan SFU muameleleri sonrasi olusturduklari koloni sayilari,
kolonilerin lkaplama verimlilikleri ve kolonilerin olusum oranlari.

Grup Ortalama Koloni Sayis1 Kaplama Verimliligi (%) Koloni Olusum Orani(%)
Kontrol 322 332.0 100
0.1 pg/ml 285 285.2 88.5
0.5 pg/ml SFU 178 178.1 55.2
1 pg/ml 152 1523 47.2
5 pg/ml 164 164.0 50.9
10 pg/ml SFU 112 112.4 34.7
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5. TARTISMA VE SONUC

KK, Diinya genelinde en yaygin goriilen tiimorler arasinda {igiincii, kansere bagl
oliimler arasinda ise ikinci sirada yer almaktadir. Tan1 aninda veya tedavi sonrasinda
meydana gelen uzak organ metastazi bu kanserlerdeki baslica mortalite sebebidir (Sun
ve ark., 2017). KK’da tedavi protokolleri, histopatolojik yontemler ile belirlenen
timor tutulumu, lenf nodu metastazi ve uzak organ metastazina gore sekillendirilen
TNM evreleme sistemine gore olusturulmaktadir (Ouakrim ve ark., 2015). Bu
evreleme sistemine gore lenf nodu metastazi ve/veya uzak organ metastazi
bulunmayan kolon adenokarsinomlari erken evre olarak tanimlanmakta ve bu hastalara
sadece kiiratif cerrahi rezeksiyon uygulanmaktadir. Metastatik lenf bezi tutulumu veya
uzak organ metastazi olan kolon adenokarsinomlar ise ileri evre olarak tanimlanmakta
ve bu tlimorlerde rezeksiyon sonrast SFU-bazli adjuvant kemoterapi ve/veya
radyoterapi verilmektedir. Ancak miisin6z komponent, tagh yiiziik hiicreli karsinom
tanisi, perindral, vaskiiler ve/veya lenfatik invazyon pozitifligi erken evre tlimorlerde
kotii prognostik faktorler olarak degerlendirilmekte ve bu grup yiiksek risk olarak
tanimlanmaktadir. Kotii prognoza sahip olacag: diistiniilen bu tiimdrlere de adjuvant
tedavi uygulanmaktadir (Marks ve ark., 2018). KK’larin yaklasik %30-40’1 tan1 aninda
ileri evre, %60-70’1 ise erken evre tiimore sahiptir. Ancak kotii prognostik faktorleri
bulunmayan erken evre kolon tiimoérlerinin yaklasik %15’inde kiiratif rezeksiyon
yetersiz kalarak ilk 5 yillik takip siireglerinde sistemik niiks olarak tanimlanan uzak
organ metastazi goriilebilmektedir. Bu vakalarda genel sag kalimin 36 aydan kisa
oldugu belirtilmektedir (Yang ve ark., 2018). Bu nedenle tan1 aninda erken evre
tiimorii olan bu hastalarda ileride olusabilecek uzak organ metastazinin 6ngdriilmesi
tedavi protokollerinin daha etkili hale getirilebilmesi i¢in gereklidir.

Kolon adenokarsinomlarinda, MSI, tiimdriin sol kolon lokalisazyonu, invazyon
pozitifligi, migrasyon ve invazyonda gorev alan mRNA’lardaki ekspresyon
diizensizlikleri bir¢ok ¢aligma ile kotii prognozla iliskilendirilen parametrelerdir.
Ozellikle mRNA ve protein diizeyinde yapilan calismalarda EMT mekanizmasi
sistemik niiks olusumu ile iliskilendirilmektedir.

Anabilim Dali’'mizda 100 erken evre KK ile gerceklestirilen calismada
metastaz ile iligkili olarak yiiksek MACCI, diisik NM23-HI ekspresyonunun takip

stiresi igerisinde niiks gelisimi agisindan anlamli oldugu belirlendi. Mevcut ¢alismada,
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son donemde metastaz olusumunun kaniti olarak degerlendirilen TB’nin bu
tiimorlerde %68 oraninda pozitif oldugu ve TB varliginin metastaz ile iliskili oldugu
belirlendi (Ozturk ve ark., 2018). Ancak elde edilen bulgular parametrelerin az olmasi
nedeniyle sinirl kalmaktadir.

Mevcut tez ¢aligmasinda bir dnceki ¢alisma grubu revize edilerek ve sayisi
arttirllarak MACC1, NM23-HI ve TB ile beraber, kanser gelisiminde 6nemi belirlenen
LncRNA lar, metastatik kanserlerin olusumda temel mekanizma olabilecegi belirtilen
EMT siireci, sporadik kokenli erken evre KK’larda rolii net bilinmeyen MSI durumu,
tiimoriin demografik ve histopatolojik 6zellikleri ile birlikte incelenerek, erken evre
KK’larm niiksiinde etkili olan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve niiks potansiyelinin
tan1 aninda saptanmasinda kullanilabilecek belirteglerin tanimlanmasi amaglandi. Bu
siiregte, degerlendirilen tiim parametrelerin birbirleri ile olan iliskileri de incelendi.
Bununla birlikte niiks olusumunda anlamlilig1 belirlenen parametreler, SFU direnci
gelistirilmis KK hiicrelerinde de incelenerek, niiks potansiyeli saptanabilecek erken
evre kolon tiimoérlerinde standart adjuvan tedavi i¢in uygunluklari arastirildi.

Erken evre KRK ile ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalarin ¢cogunda rektum kanserleri
degerlendirilmistir (Whang ve ark., 2015; Sesendge ve ark., 2017; Qi ve ark., 2018).

Mevcut calismada, ilk olarak evre I/Il kolon tiimoérlerinde demografik ve
klinopatolojik 6zelliklerin niiks iizerindeki etkileri degerlendirildi. Yas, cinsiyet,
timor lokalizasyonu, T evrelemesi ile niiks olusumu arasinda istatistiki bir
anlamliliklar1 saptanmadi. Literatiirde KK’larda sag kalimin tiimdr lokalizasyonuna
gore degisiklik gosterdigini belirten calismalar bulunmaktadir. Merkel ve ark.’larinin
305 evre IT KRK vakasinda gergeklestirdikleri ¢alismada sol tiimor lokalisazyonunun,
invazyon derinliginin, ekstramural ven6z invazyon durumunun uzak metastazlarin
goriilme siklig1 tlizerinde Onemli etkileri oldugunu gostermislerdir. Mevcut tez
caligmasinda tiimdr lokalizasyonu ile kotli prognoz arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iliski belirlenmedi (p=0.061). Bu konudaki ¢aligsmalar karsilastirildiginda Merkel
ve ark.’larin (2017) degerlendirdikleri hasta grubunda miisindz komponentli ve tash
yiiziik hiicreli karsinomlar1 ve invazyon pozitif tiimdrlerin de ¢aligmaya dahil edildigi
goriilmektedir. Kotli prognostik faktér tasimayan erken evre KK’larda tiimdriin
lokalizasyonunun, ve T evresinin niiks tiizerine anlamliligin1 inceleyen farkli

aragtirmacilara ait bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bir onceki ¢alismamiza benzer
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sekilde bu ¢alismada da tiimor lokalizasyonu ve T evresi erken evre KK’larda niiks ile
iligkili bulunmamastr.

KK’larmn prognozunda 6nemli oldugu diisiiniilen parametrelerden bir digeri
MSI durumudur. KRK ve KK caligmalarinin birgogunda MSI-H tiimoérlerin MSS
tiimorlere gore dahi iyi bir prognoza sahip oldugu vurgulanmaktadir. Bu durumun
MSI-H tiimor grubunun 5FU tabanli kemoterapilere daha iyi cevap vermelerinden
kaynakladigi belirtilmektedir (Chang ve ark., 2018). Adjuvan tedavi verilmeyen erken
evre KK’larda yapilan ¢alismalarda da MSI-H tiimoérlerinin daha uzun bir sag kalima
sahip olduklar1 vurgulanmaktadir. Ancak erken evre KK’larin takip siiresinde
gelistirdikleri niiks ile MSI durumunu karsilastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Mevcut tez ¢aligmasinda degerlendirilen 126 tiimoriin 9’u MSI-L, 12°si MSI-H, 105’1
ise MSS olarak degerlendirilmis olup, niiks eden tiimorlerde MSI durumunun bir
anlamlilig1 belirlenmemistir.

Literatiirde TB’nin evre II KK’larda kotii prognoz ile iliskili oldugu
belirtilmektedir. Bir dnceki ¢calismamizda da oldugu gibi mevcut tez projesinde revize
edilen hasta grubunda TB, niiks olusumu ile anlamli bulunmustur (p=0.048). Ayrica
bir dnceki ¢caligmamiza benzer sekilde, TB varligi ile birlikte, yiiksek MACC1 ve diisiik
NM?23-H]I ekspresyonu mevcut tez caligmasinda da niiks ile iliskili bulundu (sirastyla;
p=0.034, p=0.044). TB varligi, MACCI’in yiksek, NM23-HI’in disiik
ekspresyonlarinin hastaliksiz sag kalim tlizerine etkileri her biri i¢in arastirildiginda ti¢
belirtecin her birinin kisa hastaliksiz sag kalim ile istatistiksel olarak anlaml iligkisi
saptandi (sirasiyla; p=0.001, p=0.010, p=0.009).

Artan kanitlar EMT'nin KK’larda sistemik ve lokal niiksiinde 6nemli rol
oynadigin1  gosterdiginden, mevcut ¢alismada erken evre KK’larda EMT
belirteglerinin ekspresyon diizeyleri incelendi. EMT siireci, E-kaderinin asag1 ve N-
kaderinin yukan regiilasyonu ile karakterizedir. Ayrica, bu mekanizmanin etkinligi,
Snail, Slug, Zebl, MMP-9 ve Vimentin gibi birgok transkripsiyon faktor ve protein
araciligi ile takip edilmekledir. Mevcut tez calismasinda degerlendirilen tiimoérlerde,
normal kolon dokusu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli seviyede
diistik E-kaderin, yiiksek Snail ve MMP-9 ekspresyonlar1 belirlenmistir (sirastyla;
p=0.001, p=0.004, p=0.046). Calismada EMT belirte¢lerinin birbirleri ile korelasyonu

da incelenmis olup, degerlendirilen tiimorlerde aktif bir EMT siireci oldugu
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belirlenmistir. Tez ¢aligmasinda degerlendirilen 126 tiimor, niiks durumlarina gore iki
gruba ayrildiklarinda, EMT siirecindeki bu aktivitenin takip siiresi i¢erisinde niiks
geligtiren 26 tiimor dokudaki yiiksek ifadesinden kaynaklandigi belirlenmistir.
Literatiirde erken evre KK’larda EMT siirecini inceleyen bagka bir g¢alismaya
rastlanmamistir. EMT aktivitesi, erken evre KK’larda yas, cinsiyet ve MSI durumu ile
istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik gostermezken, EMT pozitifligi, T3
timorlerinde T1 ve T2 tiimorlerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. EMT
stirecinin TB varligr ile iligkisi incelendiginde TB pozitif tlimorlerin %89’unda
EMT nin aktif oldugu belirmis ve bu iliski istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p=0.001). TB pozitifligi, diisiik E-kaderin, yiikksek N-kaderin, Snail ekspresyonlari ile
istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir (sirasiyla; p=0.032, p=0.043, p=0.002).
Bununla birlikte diisiik FE-kaderin ekspresyonu kisa hastaliksiz sag kalim ile
istatistiksel olarak anlamlilig1 belirlenmistir (p=0.033).

Glincel caligmalarda, son donemde tanimlanan LncRNA'larin timérgenezde 6dnemli
rol oynadiklarini gosterilmektedir (Kim ve ark., 2018; Kalluri ve ark., 2018). Bu RNA
molekiillerinin, kanserin olusumundan baglayarak farklilagma, metastaz yapma ve ilag
direnci gelistirmeye kadar bircok 6nemli biyolojik siireci diizenledikleri bilinmektedir.
Gilinlimiizde KRK gelisiminde birgok LncRNA'nin etkili oldugu belirtilmistir (Ji ve
ark., 2017)). Ayrica LncRNA'larin KRK’larda metastatik mekanizmay1 dogrudan
diizenledikleri kanitlanmistir. Bununla birlikte bu molekiillerin erken evre KK’larda
niiks potansiyelini belirlemede kullanilabilirlikleri ile ilgili sinirli sayida calisma
bulunmaktadir (Jeon ve ark., 2016; Hay ve ark., 2017). Mevcut tez ¢calismasinda erken
evre KK’larda, bir¢ok tiimdrde metastaz ile iliskilendirilen LncRNA’larin ekspresyon
profilleri incelenmis olup, bu tiimorlerde, normal kolon dokusuna gore, CRNDE,
ANRIL, SNGH16, TUSC7, HULC, PCAT1, DANCR, MEG3, NEAT1, BANCR ve
H19’un ekspresyon seviyelerinde istatistiki olarak anlamli bir degisim bulunmazken,
yilksek MALAT1, CCATI1, HOTAIR ve diisik PTENP1 ekspresyonlar1 anlamli
bulunmustur (sirastyla; p=0.033, p=0.039, p=0.041, p=0.004).

CCAT!l’in yiiksek ekspresyonu ilk olarak KRK’larda tanimlanmis bir
LncRNA’dir. KRK’larin gelisim modeli olan adeno-karsinoma sekansinin ilk
basamaklarinda gorev aldigi bilinmektedir (Baker ve ark., 2017). Ozawa ve ark. (2017)
evre II/IIl KRK’larda yliksek CCAT1 ekspresyonun niiks ile iligkili olarak
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belirlemiglerdir. Mevcut tez ¢caligmasinda CCAT1 niiks gelisimi gbzlenen erken evre
KK’larda istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon farklilig1 gostermemistir. Yiiksek
CCATI1 ekspresyonu herhangi bir demografik, patolojik ve klinik parametre arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir iligki saptanmamaistir. Mevcut calismada yiiksek CCAT1
ekspresyonu MACCI1, NM-23H1 ekspresyonlar1 ve TB varligi ile iliskilendirilmemis
olup EMT belirteclerinden sadece yiiksek MMP-9 ekspresyonu ile arasinda
istatistiksel bir anlamlilik belirlenmistir (MMP9 igin, p=0.001). Elde edilen veriler
sonucunda CCAT1’in KK’lerin olusum siirecinde gorev aldigi ancak niiks gelisimi
belirlenen erken evre KK’larin metastatik siirecinde bir katkida bulunmadigi
belirlenmistir.

Calismalar, HOTAIR'in KRK’larinda yer aldig1 bir¢ok gastrointestinal
tiimorlerde yiliksek oranda eksprese edildigini belirtmektedir (Dimg ve ark., 2015;
Friedl ve ark., 2016). Luo ve ark. (2016) T3 evresini, lenf nodu metastaz varligini ve
yiiksek HOTAIR ekspresyonunun KK icin bagimsiz birer risk faktdrler olarak
tanimlamigtir. Tadengelo ve ark. 82 KK’y1, lokalizasyonlarina gore ayirarak HOTAIR
ekspresyon durumunu incelemisler, sag kolon tiimorlerinde, sol kolona gore
HOTAIR’1 istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Ancak
degerlendirilen grupta ileri evre kolon tiimorlerde yer almaktadir. Mevcut tez
caligmasinda, yiiksek HOTAIR ekspresyonu ile tiimdr lokalizasyonu da dahil herhangi
bir demografik, patolojik ve klinik parametre arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptanmamistir. Mevcut c¢alismada ayrica yliksek HOTAIR ekspresyonu
MACCI, NM23-H]I ekspresyonlar1 ve TB varligi ile de iliskilendirilmemistir. Yiiksek
HOTAIR ekspresyonu Snail, Slug ve MMP-9’u ekspresyonlarini artirarak EMT
siirecine katkida bulundugu ongoriilmiistiir (sirasiyla, p=0.003, p=0.015, p=0.032).
Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda yiiksek HOTAIR ekspresyonunun EMT
stirecine katki sagladig1 ancak bu durumun bizim ¢alismamizda, erken evre KK’larda
niikse yol acacak kadar anlamli bir seviyede olmadig1 goriilmiistiir.

MALATI1, KRK dahil olmak iizere bircok kanser dokusunda yiiksek
ekspresyon profiline sahiptir. MALAT1 evrell/III kolon tiimdrlerinde ktii prognoz ile
iligkilendirilmektedir (Whang ve ark., 2016). Zheng ve ark.’nin (2016) 146 KRK
tiimoriinde gerceklestirmis olduklar1 ¢aligmada, yiiksek MALAT1 kadinlara gore

erkeklerde istatiksel olarak anlamli sekilde yiliksek bulunmustur. Erken evre KK’larda
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MALATTI ekspresyon durumu ile ilgili yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut
tez calismasinda MALAT]1 erken evre KK’larm % 57.6'sinda yiiksek eksprese oldugu
goriilmektedir. Yiikksek MALATI ekspresyonu ile yas, cinsiyet, timdr lokalizasyonu
ve T evelemesi arasinda bir baglanti saptanmamuistir. Yiiksek MALAT1 ekspresyonu,
takip siiresi igerisinde niiks gelisimi gozlenen KK’larda, niiks gelisimi belirlenmeyen
KK’lara gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.016). Bununla birlikte TB
belirlenen 48 tiimoriin 42’sinde (%87.5) yiikksek MALAT1 ekspresyonu belirlenmistir.
Ayrica  MALAT!D’in asin1  ekspresyonu, yiliksek MACCI, disik NM23-HI
ekspresyonlari ile istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir (sirasiyla; p= 0.001,
p=0.012). MALAT!’in yiiksek ekspresyonunun, diisiik E-kaderin, yiiksek Vimentin,
Snail ve Slug ekspresyonlari ile istatistiksel olarak anlamli olarak iligkili oldugu
belirlenmistir (sirastyla; p=0.001, p=.0.008, p=0.001, p=0.024). Baz1 caligmalar
MALAT!'in kanser hiicresi gogilinii ve istilasini diizenledigini ve EMT ile iliskili
oldugunu gostermistir. Literatlirde MALAT1’in ZEB1, ZEB2 ve Slug’1 etkileyerek E-
kaderin kaybina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica KK’larda MALAT1’in Snail
ekspresyonunu arttirarak EMT mekanizmasini destekledigi belirtilmektedir. Yiiksek
MALATTI ekspresyonu kisa hastaliksiz sag kalim ile istatistiksel olarak anlamli bir
iligki gostermektedir (p=0.001). Elde edilen sonuglar, yiiksek MALATI
ekspresyonunun erken evre KK’larda MACCI, NM23-HI ile birlikte EMT
mekanizmasini tetikleyerek metastaz siirecinde rol oynadigini géstermektedir. Yiiksek
MALATI!1 ekspresyonunun, TB varligi ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gostermesi bu bulgular1 desteklemektedir (p=0.001).

Tiimor baskilayict bir LncRNA olan PTENP1, PTEN’nin miRNA’lar tarafindan
degradasyonunu Onleyerek bircok sinyal yolagmin kontroliinii saglamaktadir. Bu
LncRNA’nin diisiik ekspresyonu akut 16semide, renal hiicreli karsinomada,
melenomada, meme kanserlerinde ve hepatoseliiler karsinomada gosterilmis olup
KK’lardaki ekspresyon profili ve klinik Onemi bilinmemektedir. Mevcut tez
calismasinda PTENP1 ekspresyonu erken evre KK’larda normal kolon dokularina
gore istatistiksel olarak anlamli diisiis gosterdigi belirendi (p=0.004). Diisiik PTENP1
ekspresyonu yas, tiimor lokalizasyonu ve T evresi ile istatistiksel olarak anlamli bir
iliski gostermemekle birlikte niiks gelisimi belirlenen erken evre KK’larda, niiks

gelisimi gozlenmeyen KK’lara gore istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
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ekspresyon gosterdigi belirlendi (sirasiyla; p=0.339, p=0.541, p<0.001). Diisiik
PTENP1 ekspresyonu, TB varlig1 ve yiiksek MACCI ekspresyonu ile istatistiksel
olarak anlamli bir iligki gosterdi (sirasiyla; p=0.007, p=0.015). Diisiik PTENPI
ekspresyonun, yiiksek E-kaderin, diisiik N-kaderin ekspresyonlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki belirlendi (sirasiyla; p=0.032, p=0.037). Diisik PTENPI
ekspresyonu kisa hastaliksiz sag kalim ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski
gosterdigi  belirlendi (p<0.001). Literatirde PTENP1 ekspresyonunun EMT
siirecindeki roliinii gosteren bir ¢alisma bulunmamakla birlikte mevcut tez
calismasinda bu LncRNA’nin, EMT’yi ve metastazi baskilama yoniinde etki
gosterdigi belirlenmistir.

Calismamizda degerlendirilen parametreler ile birlikte ele alinarak, MSI durumunun,
TB’nin, tiimor lokalizasyonunun, MACCI, NM23-HI1, CCAT1, HOTAIR MALATI
ve PTENP1 ekspresyonlarinin ve EMT belirteglerinin hastaliksiz sag kalim iizerine
etkileri beraber degerlendirildiginde, MALAT ve MACC/!’in yiiksek, PTENP1 ve
NM23-HI’in disiik ekspresyonlar: ile TB varliginin birbirlerinden bagimsiz olarak
erken evre KK tiimorlerinde niiks potansiyelinin belirlenmesinde kullanilabilecek
giiclii birer belirteg olabilecekleri belirlenmistir.

Mevcut tez calismalarinda gercgeklestirilen hasta-tabanli degerlendirme
sonucunda, erken evre KK tiimdrlerinde niiks potansiyelinin belirlenmesinde faydali
olabilecek parametreler belirlenmistir. Bu parametrelerden yararlanilarak erken evre
KK’lara adjuvan tedavi uygulanmasinin 6nerilmesi planlanmaktadir. Ancak spesifik
biyolojik 6zelliklere sahip bu tiimdorlerin standart adjuvan tedaviye verecekleri yanit
bilinmemektedir. Bu tiimorler sahip olduklar1 heterojen molekiiler 6zelliklerinden
dolay1 tedaviye diren¢li olma ihtimalleri bulunmaktadir. Bu nedenle mevcut tezin
ikinci kisminda KK hiicre hatti olan HT-29 hiicrelerinde SFU direng¢ modeli
gelistirilerek anlamlilig1 belirlenen parametrelerin direngli hiicrelerdeki durumlar

incelendi.

Literatlirde 5SFU direnci farkli sekillerde olusturulabilmekte olup en yaygin
olarak artan doz modeli kullanilmaktadir. Shimzimu ve ark., (2016) HT-29’unda
icerisinde bulundugu 9 farkli KK hiicre hattinda SFU modeli olustururken, SFU’nun
kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisini gosterdigi dozu belirlemek i¢in 0.3 pM-1 pM

doz aralif1 se¢misler, 72 saat sonunda hiicrelerin %50’sinin (IC50) 72 saat sonunda
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oldiigiinii belirlemislerdir. IC50 dozunun %50’sini baslangi¢ dozu segerek hiicrelere
stirekli ayn1 dozu uygulamislar (sabit doz modeli) ve 9 ay sonunda HT-29/FU ismini
verdikleri SFU direngli HT-29 hiicreleri elde etmislerdir. Akasaka ve ark., (2017) HT-
29 hiicrelerine 0.125 pg/ml-6 pg/ml arasinda artan dozlarda SFU vererek 1 yilin
sonunda SFUR ismini verdikleri SFU diren¢li HT-29 hiicreleri elde etmislerdir. Li ve
ark., SFU ya karst direngli HT-29 5FU-R hiicrelerini olusturmak i¢cin HT-29
hiicrelerini, 0.2 pg/ml baslayarak, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml 10 pg/ml ve
20 pg/ml seklinde artan SFU dozlar1 ile muamele etmisler, 6 ay sonunda hedefledikleri
hiicreleri olusturabilmislerdir. Mevcut tez ¢alismasinda 2. pasaj HT-29 hiicrelerinde
once SFU’nun sitotoksik etkisini gosterdigi saat ve doz arastirildi. Hiicrelerin %50’sini
oldiiren doz 1.5 pg/ml ve 72 saat olarak belirlendi. Literatiirde SFU’nun HT-29
hiicrelerindeki IC50 degeri farklilik gosterse de etki saati birgogunda 72 olarak
belirlenmistir. Mevcut ¢alismada elde edilen degerler literatiiriin biiyiik bir kismiyla
uyumludur. Calismalar arasindaki bu doz farki, hiicrelerin pasaj numarasi, kullanilan
SFU’nun saflig1 ve sitotoksisite testlerinin ¢esitliligi ile aciklanmaktadir. Mevcut
calismada SFU’nun HT-29 hiicrelerinde etkili oldugu saat ve doz bulunduktan sonra
Li ve ark.’larmin (2016) modelinden faydalanarak Sekil 26’da belirtildigi gibi artan
doz modeli olusturuldu ve bu model ile 6 ayin sonunda 10 pg/ml SFU dozunu tolere
edebilen HT-29FUR hiicreleri elde edildi. HT-29FUR hiicrelerinin SFU direncini
kanitlamak i¢in hiicre proliferasyon, ve apoptoztoz testleri yapildi. Literatiirdeki
caligmalarda tiim karsilagtirmalar ilaca direngli hiicre ve direngsiz hiicre arasindaki
yapilmaktadir (Li ve ark., 2016; Whang ve ark., 2018). Mevcut test caligsmasinda ise
analizlerin bir ¢ogu diren¢ olusum modelindeki ara basamaklarda da (HT-29F1, HT-
29F2, HT-29F3, HT-29F4, HT-29FUR) gosterilmistir. SFU ile muamele edilmeyen
HT-29 kontrol olarak degerlendirildiginde, IC50 dozu olarak belirlenen 1.5 pg/ml SFU
dozdaki canlilik HT-29F1-HT-29FUR hiicrelerinde arttig1, en yliksek doz olarak
belirlenen 10 pg/ml SFU muamelesinin ise HT-29FUR hiicrelerindeki hiicre
canliliginin, HT-29 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigi
belirlendi. Olusturulan direncin gdsterilmesinde kullanilan bir diger yontem her bir
dozdaki apoptozun belirlenmesine dayanmaktadir. Bu analiz yiiksek hiicre sayist ile
kurulan bir deney prosediiriine sahip oldugundan sadece HT-29FUR ve HT-29

hiicreleri arasinda gergeklestirilmistir. Bu analiz i¢in hiicre canliligini, nekrozu, erken
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ve ge¢ apoptozu gosteren Annexin V testi kullanilmistir. HT-29 hiicrelerinde artan
5FU dozu verildikge hiicre canliliginin azaldigi, erken ve ge¢ apoptozun 10 pg/ml SFU
muamelesinden sonra, SFU ile muamele edilmeyen HT-29 hiicrelerine oranla,
istatistiksel olarak arttiklar1 belirlenmistir. Bu veri, ila¢ direnci olmayan HT-29
hiicrelerinde SFU’nun hiicreleri apoptoza tesvik ederek hiicre canliligini azalttigini
gostermektedir. HT-29 hiicrelerinde elde edilen bu sonug, literatiirde yapilan
caligmalarda ve SFU’nun KK hiicresi lizerine agiklanan etki mekanizmasi ile paralellik
gostermektedir. HT-rOFUR hiicrelerinde artan SFU dozu arttik¢a canlilifin azaldig:
ama canlilik oraninin %80°’nin altina inmeyecek, nekrozun, erken ve ge¢ apoptozun
artt1g1 tespit edildi. Ancak SFU dozu verilmeyen HT-29FUR hiicrelerine gore canlilik
oranindaki artis, hiicre 6liim yollarindaki azalis SFU dozlar1 uygulanan HT-29FUR
hiicrelerinde herhangi bir istatiksel anlamliliga neden olmamistir. HT-29 ve HT-
29FUR hiicreleri karsilastirildiginda, 3. dozdan itibaren HT-29FUR hiicrelerinde
hiicre canlilig1 istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken, erken ve ge¢ apoptoz
istatistiksel olarak anlaml1 derecede azalmistir (p=0.023). Bu bulgular sonucunda HT-
29FUR hiicrelerinin en yiiksek SFU dozu olarak degerlendirilin 10 pg/ml’a karsi
direngli hale geldiklerin, kanitlanmaktadir. Bununla birlikte SFU diren¢ kazanim
stirecinde hiicre morfolojileri de inverted mikroskopta incelenmigtir. HT-29 hiicreleri
artan SFU dozlarina maruz birakildiginda mikroskoptaki biiyiitme alanini kaplayan
hiicrelerde, ozellikle son dozda, onemli Olclide azalma goriilmektedir. HT-29F1
hiicrelerinin HT-29 hiicrelerine gore daha biiyiik bir morfolojiye sahip olduklari tespit
edilmistir. Ozellikle HT-29F3 hiicreleri ve sonrasinda hiicre smirlarinin inverted
mikroskopta tamamen goriinemez hale geldikleri tespit edilmistir. HT-29F4 hiicreleri
ise ¢ok farkli bir davranig sergiledikleri belirlenmistir. Bu hiicrelerin 4X’lik biiyiitme
ile incelenmesinde, koloniler halinde bir araya geldikleri, koloninin ortasinin ise en
yogun hiicre grubunu barindirdig tespit edilmistir. HT-29F4’{in ilerleyen haftalarinda
kolonilerin ortalarindaki bu hiicre yogunluklariin kolonilerden ayrilarak hiicre kabi
icerisinde yeni bir alanda diger kolonilere gére daha hizli bir sekilde ¢ogaldiklari
belirlenmigtir. HT-29FUR hiicrelerinde ise koloni olusumlari tamamen ortadan
kalkmis olup hiicreler HT-29 ve tiim ara siiregteki hiicre gruplarina oranla ¢ok daha

hizli sekilde ¢ogaldiklar1 gozlemlenmistir.
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Mevcut tez calismasinda HT-29FUR hiicrelerinin elde edildigi ¢esitli testler ile
onaylandiktan sonra, EMT siireci, metastaz ile iliskili genlerin ve LncRNA’larin
ekspresyon profilleri SFU diren¢ kazanimi siirecinde takip edildi. Bu ekspresyon
analizlerinde, ilgili belirteclerin HT-29 hiicrelerindeki ekspresyon profilleri
bilinmedigi i¢in, normal hiicre hatt1 olan HUVEC kontrol olarak kullanildi. EMT
belirteglerinde  E-kaderin’in  ekspresyonu HT-29 hiicrelerine gére HT-29F1
hiicrelerinden baslayarak tiim diren¢ olusum siireci boyunca istatistiksel olarak anlamli
derece azaldig1, Snail ekspresyonu’nun ise HT-29 hiicreleri ile karsilastirildiginda HT-
29F2 hiicrelerinden itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi belirlenmistir
(sirastyla; p=0.001, p=0.018). Bununla birlikte MMP-9 ekspresyonunun HT-29
hiicreleri ile karsilastirildiginda diren¢ olusum siirecinin sonunda elde edilen HT-
29FUR hiicrelerinde istatiksel olarak arttig1 goriilmektedir (p=0.014). Mevcut tez ile
S5FU ilag direng kazanim siirecinde, hiicrelerde EMT mekanizmasinin aktivitesinin
arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, literatiirde de bahsedildigi gibi EMT siireci ile ilag
direncliligi arasinda anlamli bir iliskinin oldugunu gostermektedir.

SFU diren¢ kazanim siirecinde HT-29 hiicrelerinde metastaz ile iliskili
genlerden MACCI ve NM23-HI’in ekspresyon profilleri incelendiginde, MACCI
ekspresyonunun HT-29 hiicrelerine gore HT-29F3 hiicrelerinde arttigi, NM23-H1
ekspresyonunun ise HT-29F2’den itibaren azalmaya basladigi gozlenirken SFU direng
olusumu siirecinde bu iki mRNA’nin ekspresyon profillerinde istatistiksel olarak
anlamli seviyede bir farkliliga ulagsmadig1 belirlendi (sirasiyla; p=0.374, p=0.065).
Elde edilen bu veri, MACCI ve NM23-HI ekspresyon degisimlerinin SFU direng
gelisimde herhangi bir katki saglamagini1 gdstermektedir. Literatiirde NM23-H1’in ilag
direncliligi lizerine etkisinin gosterildigi bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, MACC1
KK’larda SFU direnci ile iligkilendirilmektedir (Whang ve ark., 2017).

Mevcut tez kapsaminda degerlendirilen LncRNA’larin HT-29 hiicrelerindeki
ekspresyon profilleri bilinmedigi i¢in ilk olarak bu molekiillerin ekspresyon profilleri,
HUVEC ile karsilagtirtlarak, HT-29 hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri belirlendi.
CRNDE, PCATI1, BANCR ve HI19’un ekspresyonlari, HUVEC hiicreleri ile
karsilagtirildiginda HT-29 hiicrelerinde herhangi bir istatistiksel anlamlilik
gostermezken, MALAT1, CCATI1, HOTAIR, MEG3, NEAT1, DANCR, HULC,
SNHG16 ve ANRIL ekspresyonlar, HUVEC hiicrelerine gére HT-29 hiicrelerinde

194



istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi, PTENP1’in ve TUSC7’nin ekspresyon
degerlerinin ise HT-29 hiicrelerinde istatistiksel olarak azaldigi belirlenmistir. SFU
direnci kazanimi siirecinde HT-29 hiicrelerinde LncRNA’larin ekspresyon profilleri
incelendiginde ise CCAT1, CRNDE, SNHG16, TUC7, HULC, PCAT1, DANCR,
MEG3, BANCR, H19 ve NEAT1’in ekspresyon profillerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisim saptanmaz iken, MALATI1 ekspresyonunun HT-29F3
hiicrelerinden itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir
(p=0.013). Bununla birlikte HOTAIR, ANRIL ve PTENP1 ekspresyonlart direng
kazanim stirecindeki hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermezken,
HT-29 hiicreleri ile karsilastirildiginda, HT-29FUR hiicrelerinde HOTAIR ve ANRIL
ekspresyonlarinin istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi, PTENP1 ekspresyonun ise
istatiksel olarak anlamli derecede azaldig1 saptanmustir (sirasiyla; p<0.001, p=0.041,
p=0.011). Mevcut tez verilerinde farkli olarak literatiirde H19 ve CCAT1’in 5FU
direncine katki sagladiklarint gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Wang ve ark., HT-
29 hiicrelerininde  iginde bulundugu 8 farkli KK hiicresinde SFU direnci
kazandirmiglar ve H19 ekspresyonunu incelemislerdir. Calismada H19’un S5FU
direngli HT-29 hiicrelerinde bir anlamliliginin olmadigi SW116 ve HCTI116
hiicrelerindeki S5FU direnci ile iliskilendirildigi belirtilmektedir. Mevcut tez
caligmasinda, calismanin hasta-tabanli kisminda kullanilan erken evre KK’lara en
yakin 6zelligi olusturabilmek amaci ile HT-29 tercih edilmistir.. HCT116 hiicreleri ise
tim KK hiicreleri arasinda en agresif timor 6zelligi gostermektedir. Literatlirdeki
CCAT]1 c¢alismasi ise HT-29 hiicrelerinde yapilmis olup diren¢ olusum modelinde son
doz 1pg/ml, meveut calismasinda ise 10 pg/ml’dir (Qiu ve ark., 2018). Iki calismanin
sonuglar1 arasindaki farkliligin bu durumdan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.
Literatiirde SFU direncinde MDR mekanizmasinin aktivitesi net bilinmemekle
birlikte sinirli sayidaki g¢alisma, ABCC5’in SFU’nun metabolitlerini, heniiz
aktivitelerini gostermeden hiicre digina attigin1 géstermektedir (Evans ve ark., 2011).
Mevcut tez ¢alismasinda MDR mekanizmasinin SFU direnci iizerine olas1 katkisini
degerlendirmek amaci ile, MDR belirteglerinden ABCB1, ABCC5, ABCC7, ABCC9 ve
ABCC1I’nin ekspresyonlart mRNA diizeyinde incelendi. Literatiirle uyumlu olarak,

degerlendirilen MDR belirteglerinden sadece ABCC5’in ekspresyon seviyesinin, ilag
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direng¢ modelinin ilk basamagindan itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1
tespit edildi (p=0.012).

Giiniimiizde KK’larda meydana gelen sistemik niiks ve ila¢ direncliligi koti
prognoz olarak tanimlanmaktadir ve bu iki mekanizmasi arasinda bir sinerji oldugu
savunulmaktadir (De ve ark., 2017; Chang ve ark., 20019). Mevcut tez projesinde,
KK’larda metastaza neden olan EMT nin SFU direnci kazanim siirecinde aktif oldugu
belirlenmis ve ila¢g direngliligi ile metastazin birbirlerini destekleyen siirecler
olabilecegi anlasilmigtir. Bu verinin fonksiyonel analizler ile desteklenmesi icin
mevcut tezde, hiicrelerin metastatik yetenekleri, hiicre invazyon ve koloni olugturma
yeteneklerinin degerlendirilmesi ile S5FU direnci kazanimi sirasinda HT-29
hiicrelerinin invazyon yapma yetenekleri yara iyilestirmesi analiz ile test edildi.
Caligmada diren¢  gelisiminin  metastaz  {izerine  etkisinin  arastirilmasi
amaclandigindan, kontrol grup olarak HT-29 kullanildigi ve ilk olarak HT-29
hiicrelerinin invazyon yetenekleri belirlendi. HT-29 hiicrelerinde yara olusturularak
sonra 24 saat boyunca yara alani incelendiginde kapanmanin siire sonunda %74.7
oldugu tespit edildi. Bu durum HT-29 hiicrelerinin, literatiirde de belirtildigi gibi, az
invaziv Ozellige sahip olduklar1 gozlendi. HT-29 hiicrelerinde tekrar yara alam
olusturularak 10 pg/ml SFU dozu uygulandiginda yara alaninin 6. 12. ve 18. saatlerde
artt1g1, 24. saatte ise kapanmanin 0. saat ile ayn1 oranda oldugu belirlendi. HT-29FUR
hiicrelerinin invazyon yeteneklerini belirlemek i¢in bu hiicrelerde de yara alani
olusturularak 24 saate kadar izlendi. HT-29FUR hiicrelerinde olusturulan yara alaninin
24 saat tamamen kapandigi tespit edildiginden, bu hiicrelerin HT-29 hiicrelerine goére
cok daha yiiksek invazyon oOzelligine sahip olduklar1 belirlendi. HT-29FUR
hiicrelerinde tekrar yara alani olusturulup 10 pg/ml SFU dozu uygulandiginda, 24 saat
sonra yara alaninin %359 oraninda kapandig tespit edildi. SFU dozu verildikten sonra
HT-29FUR hiicrelerindeki 24 saat sonraki yara alan1 kapanma orani, SFU verilen HT-
29 hiicrelerindeki yara alaninin kapanma oranina gore %69 oraninda daha fazla oldugu
tespit edildi (p<0.05). Bu durum 5FU direnci gelisen hiicrelerin tedavi yanitinin ¢ok
diistiigiinii gdstermektedir.

SFU direnci kazanimi sirasinda HT-29 hiicrelerinin koloni olusturma
yetenekleri, koloni olusum analizi ile degerlendirildi. Bu analiz az sayida hiicre ile

yapildigindan dolay1 SFU diren¢ kazanim siirecindeki tim HT-29 hiicrelerinde test
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edilebilmigtir. HT-29 hiicrelerine gore HT-29F1’den itibaren hiicrelerin koloni
sayilarinda istatistiksel olarak anlamli artis saptanirken, HT-29’un koloni olusturma
ile karsilastinldiginda HT-29FUR hiicrelerinde bu yetenegin 11 kat arttig1
belirlenmigtir (p<0.05). Mevcut tez calismasinda, invazyon ve koloni testleri
sonucunda, KK hiicrelerinde ilag direnci gelisimi ile metastaz gelisim siirecinin
birlikte meydana geldigi gosterilmistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde tezin hasta-tabanli c¢aligma
kisminda; hastalarin tiimér dokular1 normal dokular ile karsilastirildiginda;

1. 2.09 kat ve tizeri yliksek MACCI ekspresyonu varligi

2. 1.8 kat ve iizeri diisiik NM23-HI ekspresyonu varligi

3. 2.2 kat ve tizeri yiiksek MALAT1 ekspresyonu varligi

4. 3 kat ve iizeri diislik PTENP1 ekspresyonu varligi

5. TB wvarligt mevcut ise bu hastalarin takip siliresi igerisinde niiks etme
potansiyellerinin olabilecegi belirlenmistir.

Tiimdr dokusunda bu 6zelliklerden en az birine sahip hastalara uygulanacak
rezeksiyonun yetersiz kalabilecegi 6ngoriilmektedir.

Mevcut tezde elde edilen bulgularin hasta sayisinin ve analiz yontemleri ile
diizenlenmesine ihtiya¢ bulunmakla birlikte, birlikte elde edilen bulgulara gore, 1. ve
2. grup tlimorlere sahip hastalara cerrahi rezeksiyon sonrasi adjuvan tedavi planlamasi
onerilebilmektedir. Bununla birlikte, mevcut tezin in-vitro c¢alisma kisminda elde
edilen verilerden yiiksek direngli hiicrelerde MALATI1 ekspresyonunun yiiksek,
PTENP1 ekspresyonunun ise diisiik oldugu belirlendiginden 3. ve 4. grupta yer alan
tiimorlerde SFU’ya karsi kazanilmig ilag direnci oldugu belirlenmistir. Bu sebeple
mevcut tezde, kotii prognostik faktorlere sahip olmayan erken evre KK hastalarinda,
timor dokuda yiiksek MALATI1 ve/veya diisik PTENP1 ekspresyonu belirlenen
hastalarin niiks gelisiminin 6nlenmesi amaciyla kullanilabilecek yeni tedavi
molekiillerinin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugu savunulmaktadir.

TB pozitif tiimdrlerdeki ilag direncinin 6ngdriilebilmesi i¢in, adjuvan tedavi verilen
timor gruplarindaki TB varligi ile hastalarin progresyonlarinin incelenecegi

retrospektif caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Mevcut tez caligmasi ile,

* Kotii prognostik faktorleri bulunmayan erken evre KK’larda gelisen niiks orani
ilk kez ortaya konmustur.

e Kotii prognostik faktorleri bulunmayan erken evre KK’larda EMT
mekanizmasi, MSI durumu, metastaz ile iliskili genlerin ve LncRNA’larin
ekspresyon profilleri ilk kez degerlendirilmistir.

S5FU direnci olusum siirecindeki her bir basamakta elde edilen hiicrelerdeki
EMT mekanizmasi, metastaz ile iligkili genlerin ve LncRNA’larin ekspresyon
profilleri ilk kez belirlenmistir.
Mevcut tez ¢alismasindan elde edilen bulgularin erken evre KK’larda prognozu
ongdrmede ve hastalarda niiks gelisimini Onlemede yeni ila¢ molekiillerinin

gelistirilmesinde katki saglayacag diistiniilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA: Deoksiribo Niikleik asit

EGFR: Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii
EMT: Epitelyal Mezenkimal Gegis

FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: U.S. Food and Drug Administration, ABD Gida ve Ilag Idaresi
FU: Fluouraurasil

HDAC: Histon Deasetilaz

HOTAIR: HOX Transkript Antisens RNA
HUVEC: Human Umbilical Vein Endotelial Cells
LncRNA: Uzun Kodlama Yapmayan RNA

LOH: Loss of heterozygosity, Heterozigotluk Kayb1
MALAT1: Metastaz ile iliskili Akciger Adenokarsinom Transkript 1
MDM2: Mouse Double Minute 2

MDR: Coklu ila¢ Direnci

miRNA: mikroRNA

MMR: Yanlis Eslesme Onarimi

mTOR: Rapamisin Protein Kompleksi

P-gp: P-glikoprotein

PI3K/AKT: Fosfatidilinositol 3-Kinaz

PTEN: Phosphatase ve Tensin

RNA: Ribo Niikleik asit

TPS3: Tumor Protein P53

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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8. TESEKKUR

Doktora egitimim bagta olmak iizere akademik hayatima adim attigim ilk dakikadan
itibaren, ders doneminde, tez ¢alismalarimda ve bir¢ok akademik faliyette destegini
benden asla esirgemeyen, emegini ve zamanimi harcayarak, mesleki bilgi ve
becerilerini, sabr1 ve azmi dgreten, bilgilerini her daim benimle paylasan, her zaman
hosgoriilii, sabirli, kibar ve sevgi dolu olan degerli danigmanim Prof. Dr. Berrin
TUNCA’ya, bilgi ve deneyimlerini sabir ile aktaran, her konuda hosgoriilii yaklasan
sayin hocalarim Prof. Dr. Unal EGELI ve Prof. Dr. Giilsah CECENER’ e,

Doktora tezim boyunca zorlu siire¢lerde yanimda olan, bilgi birikimlerini ve
tecriibelerini her zaman benimle paylasan, kendi boliim asistanlari kadar benimle
alakadar olan Prof. Dr. Tuncay YILMAZLAR a, Prof. Dr. Ersin OZTURK ’e,

Doktora tezim boyunca bana her zaman bilgi birikimlerini benimle paylasan, bilim
yapmama olanak saglayan ve her zaman desteklerini yanimda hissettigm Prof. Dr.
Omer YERC1’ye, Prof. Dr. Ekrem KAYA, Prof. Dr. Ozkan KANAT a, Dog. Dr. Pmar
TASAR’a ve Dog. Dr. Ozgen ISIK ’a,

Akademik hayatim boyunca bilgi birikimlerini, tecriibelerini, emegini ve her zaman
destegini benimle paylasan, beraber ¢aligmaktan mutlukluk ve onur duydugum Dog.
Dr. Nesrin UGRAS a ve Dr. Ogr. Gér. Halit Ziya DUNDARa,

Bilgi birikimlerimi paylagsma imkani buldugum, beraber ¢ok giizel akademik faliyetler
gerceklestirebildigim sevgili ekip arkadaslarim, Melis MUTLU’ya, Cagla TEKIN’e
ve M. Nafi CIVAN’a, bu yolda her zaman birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum,
yardimlarin1 esirgemeyen Tibbi Biyoloji A.D asistanlarina, dgrencilerine ve tiim
calisanlarina,

Hayatimin her asamasinda bana hep destek olan ve bugiinlere gelmemi saglayan her
konuda yanimda olan, bana pes etmemeyi 6greten ve desteklerini her zaman kalbimde
hissettigim Annem, Babam ve kardeslerime,

Son olarak, bana hep destek olan ve basariya ulasmam i¢in her zaman yanimda
bulunan, tezin kisa siirede bitmesi i¢in desteklerini esirgemeyen, akademik hayatta da
beraber yiirlime firsati sunan sevgili esim Dr. Fuat AKSOY’a sonsuz tesekkiirlerimi
ve saygilarimi sunuyorum.

Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Birimi tarafindan KUAP(T)-
2014/35 ve DDP(T)-2018/4 numarali arastirma projeleri kapsaminda saglanan maddi
destek icin tesekkiir ederim.
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