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OZET

AY, E. N. (2019). Kolorektal Kanserde Triptofan Metabolizmasi1 ve Foxp3
Arasinda Immiin Sisteme Yonelik Baglantinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kolorektal kanser tiim diinyada yaygin olarak goriilen ve mortalite oranlari yiiksek bir
hastaliktir. Immiin sistem ve kanser metabolizmasi iizerine artan ¢alismalar, yeni immiin
temelli biyobelirteglerin ve iligkili immiin yolaklar1 hedef alan yeni ajanlarin tedaviye
yonelik gelistirilmesine olanak saglamistir. Bir¢ok kanser tiiriinde Foxp3 molekiiliiniin
immiin sistemde ¢ogu molekiiler mekanizmayi etkiledigi bilinmektedir. Bu ¢alismada,
kolorektal kanser hastalarinin, plazma triptofan diizeylerinin ve iliskili degredasyon
iriinlerinin diizeylerini arastirmak ve bu hastalardaki immiin mekanizmalarda rolii
olabilecek Foxp3’ii kodlayan gendeki polimorfik durumlarin Foxp3’in ilgili gen
anlattmini  etkileme durumunun incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, KRK’li
olgularin periferik kanlarindan izole edilmis DNA orneklerinden Foxp3 (rs3761548)
genotiplemesi, “timorli ve saglikli gevre dokularindan elde edilmis cDNA orneklerinde
kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQPZR) ve plazma 6rneklerinde
yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ile triptofan, kiniirenin ve kiniirenik asit
diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen bulgularda hasta ve kontroller arasinda, kolorektal
kanser hastalarinda rs3761548 SNP’sine ait genotip analizinde, C allel frekansinin
tasinmasinin daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup, hasta ve kontrol grubu allel
dagilimlar agisindan incelendiginde aradaki farklilik ileri diizeyde anlamli bulunmustur
(p=0,012). Ayrica, KRK’l1 hastalarin tiimorlii dokusu ile tiimdrsiiz dokusuna ait Foxp3
gen ekspresyonu karsilastirildiginda tiimor  biiytikligi  patolojik parametresinde
istatistiksel bir anlamlilik yakalanmistir (p=0,021). HPLC analizlerinde ise, KRK’l1
hastalara ait plazma triptofan (14,32 = 1,09 umol/L), kiniirenin (1,33 £ 0,02 umol/L) ve
kiniirenik asit (0,01 £ 0,001 umol/L) diizeyleri, kontrollerde ise TRP (26,82 +1,04
umol/L), KYN (1,42 +0,02 umol/L), KYNA ( 0,008 + 0,001 pmol/L) diizeyleri tespit
edilmistir. Triptofan diizeyinin hasta 6rneklerinde kontrollere kiyasla daha diisiik diizeyde
oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu ortaya konmustur
(p<0,001). Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Foxp3, Triptofan, Polimorfizm, Gen
ekspresyonu, HPLC
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ABSTRACT

AY, E. N. (2019). Investigation of the Immune System Connection Between Tryptophan
Metabolism and Foxp3 in Colorectal Cancer. Istanbul University Institute of Health

Sciences, Department of Molecular Medicine. PhD Thesis. Istanbul.

Colorectal cancer is a common disease that has a high mortality rate. Increasing studies
on the immune system and cancer metabolism have led to the development of novel
immune-based biomarkers and novel agents targeting related immune pathways. It is
known that in many cancer types, Foxp3 molecule affects most molecular mechanisms in
the immune system. In this study, we aimed to investigate the levels of plasma tryptophan
and related degredation products in colorectal cancer patients and to investigate the effect
of Foxp3 on gene expression of polymorphic conditions in the gene encoding Foxp3,
which may have a role in immune mechanisms in these patients. In this context,
genotyping Foxp3 (rs3761548) from DNA samples isolated from peripheral blood of
CRC cases, guantitative real-time polymerase chain reaction (qgPZR) in cDNA samples
obtained from tumor and healthy surrounding tissues and high performance liquid
chromatography (HPLC) and tryptophan with plasma, the levels of kinurene and
kinurenic acid were determined. According to the findings, genotype analysis of
rs3761548 SNP in patients with colorectal cancer was found to be higher in C allele
frequency among patients and controls, and the difference between the allele distributions
of the patients and controls was significant (p = 0.012). In addition, when the Foxp3 gene
expression of tumor-free tissue and tumor-free tissue of CRC patients were compared, a
statistically significant difference was found in the pathological parameter of tumor size
(p =0.021). In HPLC analysis, plasma tryptophan (14.32 + 1.09 umol / L), kinurene (1.33
+ 0.02 pmol / L) and kinurenic acid (0.01 + 0.001 umol / L) in patients with CRC were
analyzed. levels, TRP (26.82 + 1.04 umol / L), KYN (1.42 + 0.02 pmol / L) and KYNA
(0.008 = 0.001 pumol / L) levels were determined in the controls. Tryptophan levels were
lower in patient samples compared to controls and this difference was statistically
significant (p <0.001).

Key Words: Colorectal Cancer, CRC, Foxp3, Tryptophan, Polymorphism, Gene
expression, HPLC.



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserler multifaktoriyel sebeplerle ortaya ¢ikan insidansi ve mortalite
oranlar1 oldukga yiiksek habis bir hastaliktir [1]. Tim diinyadaki en O6nemli saglik
sorunlarindan biri olan kolorektal kanserler hem erkek hem de kadinlar i¢in en sik
goriilen ilk bes kanserin igindedir. Tiirkiye’de 2012’de belirtilen istatistiklere gore
kolorektal kanser, tiim kansere bagli 6liimler i¢inde %7,4 mortaliteden sorumludur [2].
Goriilme sikligr ve yayginligi yiiksek olan bir kanser tiirii i¢in teshis yontemlerinin
etkinligi ve yeni yontemlerin gelistirilmesi olduk¢a onemlidir. Cerrahi miidahale ile
timoriin tedavisi en temel yontem olsa da, kanser hastalarinin %30’undan fazlasinda
metastatik kansere sahip olduklarinda cerrahi miidahale ve kemoterapi ile tedavi
edilememektedir. Bu sebeple, asir1 ilerlemis kolorektal kanserin tanisi ve tedavisi igin
uygulanan ¢alismalar yetersiz kalmaktadir. Immiin sistem ve kanser gelisimi arasindaki
kritik baglantilar hastaligin prognozunda olduk¢a dnemlidir. Timor gelisimi ve immiinite
tizerine odaklanan immiinoterap6tik calismalari, yeni sinyal mekanizmalar1 hedef alan

terapotik ajanlarin bulunmasina olanak saglayacaktir.

Foxp3 (Forkhead box P3), X kromozomu p11.23 lokasyon yerleskeli ve Foxp3
geninden kodlanan, ¢atal/kanatli sarmal transkripsiyon faktorii ailesine ait 431 aminoasitli
bir proteindir. Diizenleyici T hiicrelerinde ekspresyonu yiiksek immun regiilatér bir
protein olan Foxp3 transkripsiyon gen ekspresyonunun artmasi durumunda T-reg
lenfositler inaktive olur ve immun sistem susturulur [278]. T hiicre cevabinin
baslamasinda dendritik hiicrelerin hayati Onemi, tiimor mikrogevresinde triptofan
metabolizmast hakkinda smirli bilgilerimiz olmasindan dolayr heniiz acik degildir.
Antijen sunan hiicrelerin, epitelyal hiicrelerin, fibroblastlarin ya da tiimdr hiicrelerinin
IDO enzim aktivitesinin T hiicre cevaplarin1 bloke ettigi, bu blokasyon sonrasinda timor
olusumuna yol agabilecegi diistiniilmektedir [3]. Triptofan metabolizmasinda etkili olan
cesitli enzimler, immiin cevabin regiilasyonunda kritik biyolojik rol oynayarak dogal bir
immiinosupresif mekanizma oldugunu gostermektedir. In vitro olarak insan
makrofajlarinin  T-hiicre ¢ogalmasini triptofan katabolizmasi yoluyla inhibe ettiginin
gosterildigi caligmalardan elde edilen veriler tiimor hiicreleri i¢in genel bir immiin
baskilayici role isaret etmistir [4],[5]. Bu ¢alismalardan elde edilen verilere dayanarak,
triptofan metabolizmasindaki ilgili enzimleri salgilayan hiicrelerin, T-hiicre cevabini

lokal doku ¢evresinde triptofana erisimi kisitlayarak baskiladigi ileri siiriilmiistiir.
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Boylelikle, tiimor hiicreleri tarafindan triptofan metabolizmasinda yer alan enzimlerin
etkisiyle immiinospresif mikrogevre olusturabilmektedir [6]. Yapilan pek ¢ok calismada,
triptofan metabolizmasindaki ¢esitli bulgularin kanser iliskili immiin uyar1 iizerine etkili
olabilecegi Onerilmekle birlikte, bu etkinin hangi immiin molekiiler araciligr ile
gerceklestigi konusunda halen agiklanamayan mekanizmalar bulunmaktadir [7]. Bu
calismada, kolorektal kanser hastalarinin plazma triptofan diizeylerinin ve iligkili
degredasyon {iriinleri olan kiniirenin ve kiniirenik asitin diizeylerini arastirmayi ve bu
hastalardaki immiin mekanizmalarda rolii olabilecek Foxp3’un genetik varyantlari ve
ilgili gen anlatiminin, bu mekanizmalar ile birlikteliginin incelenmesi amacglanmistir.
Ayrica gerek triptofan ve iligkili metabolit diizeyleri gerekse de Foxp3 (rs 3761548)
genotip dagilimi ve ekspresyon diizeylerini belirleyerek, bu verilerin hastalarin klinik ve

patolojik parametreleriyle beraber incelenmesi amaglanmastir.

Elde edilecek bu muhtemel kazanimlar KRK hastalarinda Foxp3 molekiiliiniin
dahil edilebilecegi hastalik risk ve progresyonunda onerilecek onemli biyobelirte¢lerden
biri olup olamayacagi potansiyeli sayesinde Foxp3 ile ilgili molekiiler kanser
mekanizmalari arastiran literatiirlere temel olusturabilecegini diistinmekteyiz. Calismamiz
kolorektal kanserlerde Foxp3 SNP, Foxp3 gen ekspresyonu, triptofan ve ilgili
degradasyon firiinleri olan Triptofan/Kiniirenin/Kintirenik asit diizeylerinin bir arada

arastirildig1 6zgiin bir caligma niteligindedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Insanlik tarihi kadar eski bir gegmise sahip olan kanser hastalig1 diinyadaki 6liim
nedenleri arasinda ilk siradadir. Kolorektal kanser (KRK) ise, diinyada en sik tani konan
ticlincii malignite olup kansere bagli 6liimlerde dordiincii sirada yer almaktadir. Yapilan
tahminlere gore, 2030 yilina kadar hastaligin diinyada %60 oraninda artarak 2,2 milyon
yeni vakanin ortaya ¢ikmast ve 1,1 milyon kiginin ise kolorektal kanserden hayatini
kaybetmesi beklenmektedir. Bu beklentinin temel nedenleri, hatali beslenme, yiiksek ve
artan tltiin tiikketimi, ¢evresel faktorler ve yaslanan niifus olarak diistiniilmektedir [1].
Yapilan bilimsel aragtirmalar sonucunda gelistirilen tedavi yontemleri kolorektal
kanserlerin tedavisinde istenilen basariy1 gostermesede KRK tedavisine yonelik pek ¢ok
arastirma yapilmaktadir. Hastaligin yayilim derecesini belirlemek, tedavinin planlanmasi
ve hastaligin seyrini tahmin etmek amaciyla evreleme sistemleri gelistirilmistir. KRK i¢in
giintimiizde en sik kullanilan evreleme (Tiimdr/Nod/Metastaz degerlendirmesi), AJCC’e
(american joint committee on cancer) gore belirlenmis olup, KRK’nin histopatolojik

smiflandirmasi asagida yer almaktadir [8].
Tablo 2-1: Kolorektal kanserler i¢in evreleme

T: Primer Tiimor

Tx Primer tiimor degerlendirilemiyor.

TO Primer tiimor yok

Tis Karsinoma in situ

T1 Tiimdr submukozaya yayilimi

T2 Tiimor ‘muskularis propriaya yayilim

T3 Timor muskularis propria icinden subserozayr ya da

nonperitoneal periferik veya perirektal dokulara yayilimi
T4 Tiimor diger organlara ya da viseral peritona yayilimi

N: Bolgesel Lenf Nodlari

Nx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz

N2 4 veya daha fazla bolgesel lenf nodunda metastaz

N3 Ana arter kokiinde lenf nodu tutulumu



M: Uzak Metastaz

Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor.
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

2.1.1. Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi

KRK insidans1 ve mortalitesi diinya ¢apinda belirgin degisiklik gdstermektedir.
Kolorektal kanser diinyada en ¢ok mortalite oranina sahip kanserlerden biridir. Kolorektal
kanser insidansi 7/100.000 olup yilda yaklasik 5.000 yeni vaka ve 3.200 Oliimle
sonuclanmaktadir. KRK goriilme sikligi, ekonomik olarak gelismis ve gelismekte
tilkelerde artmaktadir. Yapilan epidemiyolojik calismalar, Avrupa, Kuzey Amerika ve
Okyanusya iilkelerinde kolorektal kanser goriilme sikliginin yiiksek, Asya, Afrika ve
Giiney Amerika'da ise KRK insidansinin daha diisiik oldugunu rapor etmektedir [9].

Saglik Bakanligi Halk Sagligi 2015 verilerine gore, Tiirkiye’de KRK, diger
kanserler ile karsilastirildiginda yasa bagli olarak ortaya ¢ikmakta olup kadinlarda ve
erkeklerde tiglincii sirada yer almaktadir. Amerikan Kanser Toplulugu verilerine gore,
Amerika’da kolorektal kanser, erkeklerde ve kadinlarda kansere bagli 6liim nedenlerinde
iciincli sirada olmakla birlikte, 2019 yilinda yaklagik 51.020 kisinin KRK nedeniyle
hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir. Ayrica, ABD niifusunun %?5,2'sinin KRK
gelistirme riski, oniimiizdeki 30 yila kadar %18’e yiikselecegi tahmin edilmektedir [10].
Japonya'nin yagsamsal istatistiklerine gore ise 2015 yilinda kolorektal kanser kadinlardaki

malign neoplazmlarin en fazla 6liime neden olan tiirii olmustur [11].

2.1.2. Kolorektal Kanserin Etyopatogenezi

Onkogenlerde, tiimor baskilayici genlerde ve DNA tamir mekanizmalar ile
iligkili genlerdeki mutasyonlar kolorektal kanserin baslamasina neden olabilmektedir.
Mutasyonun kokenine bagh olarak kolorektal karsinomalar, sporadik, kalitsal ve ailevi
olarak smiflandirilmaktadir. Kolorektal kanserlerin yaklasik %95'ini adenokarsinom
olustururken olusabilecek diger kanser tiirleri arasinda ise miisindz karsinomlar ve

adenoskuamoz karsinomlar bulunmaktadir [12].

Diinyadaki en 6nemli saglik sorunlarindan biri olarak goriilen KRK’nin ortaya

cikmasinda ¢evresel ve genetik faktorler onemli rol oynamaktadir. Kalitsal kolorektal
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kanserlerde germline mutasyonlar sorumluyken, sporadik vakalarda ise genetik ve
epigenetik mekanizmalardaki degisimler sorumlu tutulmaktadir. Tiim KRK olgularinin
yaklasik %35°1 genetik aktarilan mutasyonlar sonucu gelismektedir. Bununla birlikte
genetik yatkinlik timor olusumunu belirli oranda arttirmasina ragmen kolorektal kanser

olgulariin ¢ogu sporadiktir.

Ailesel Adenomatéz Polipozis (FAP) ve Herediter Nonpolipozis Kolorektal
Kanser (HNPCC) tiim KRK’lerin ortalama %35’ini olusturan kalitsal kolorektal
kanserlerdir. FAP otozomal dominant olarak kalitilan, tiim kolonda adenomatdz polip
gelisimiyle karakterize genetik bir hastaliktir. FAP’l1 hastalarda polip goriilme yasi 16
olurken, KRK ise ortalama olarak 39 yasinda ortaya ¢ikmaktadir. FAP gelisiminde timor
baskilayict APC genindeki germ-line mutasyonlar rol oynamaktadir. Lynch sendromu
olarak bilinen bir diger kalitsal KRK herediter nonpolipozisde ise tiimor, %60-70
oraninda sag kolona yerlesmektedir. DNA tamir genlerinde germ-line mutasyonlar ile

karakterize HNPCC, musindz ve kotii differansiye bir kanserdir.

Genetik olmayan sporadik KRK’larin %90’ 1ndan fazlasi ise 50 yas iistii bireylerde
goriilmektedir. Sporadik kolorektal kanserler daha ¢ok cevresel kaynakli olup, obezite-

kotii beslenme, hareketsiz yasam tarzi ve sigara-alkol kullanimi ile iliskilendirilmistir
[13].

2.1.3. Kolorektal Kanserde Risk Faktorleri

Kolorektal kanser, multifaktoriyel bir siire¢ olmakla birlikte genetik gecisli
predispozan faktorler ve cevresel kaynakli nedenlerin birikmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.
Kalitsal KRK’de germline mutasyonlar rol oynarken, sporadiklerde ise genetik ve

epigenetik mekanizmalardaki farkliliklar rol oynamaktadir [14-16].

Kolorektal kanserin degistirilebilir risk faktorleri arasinda obezite, fiziksel
aktivitesizlik, sigara ve asir1 alkol kullanimi yer alirken, degistirilemez risk faktorleri
arasinda yas, kolorektal poliplerin veya kolorektal kanserli bireylerin kisisel dykiisii,
inflamatuar bagirsak hastalig1 6ykiisii, adenomatoz polipler, FAP ve HNPCC gibi kalitsal
gecisler ayrica tip 2 diyabet yer almaktadir [17,18].
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Sekil 2-1: Kanser gelisiminde genlerin ve ¢cevrenin rolii [19]

2.1.3.1. Yas ve Cinsiyet

Kolorektal kanser riski yas ile artmakla birlikte olgularinin %90’indan fazlasi, 50
yas ve Ustl bireylerde goriilmektedir. 65-85 yas arasindaki bireylerde KRK riski 50 yas
altindaki bireylere gore 6 kat daha fazla ortaya ¢ikmaktadir [20,21]. KRK vakalarmin
%901 50 yas iizerinde iken, 80 yas iizerinde bu oran erkekler i¢in %10’a, kadinlar i¢in ise
%15’e kadar ylikselmektedir. KRK’nin yasam boyu goriilme siklig1 yaklasik olarak %
2,4-5 oraninda goziikmekle birlikte kiside var olan belli risk faktorleriyle bu oran daha da
yiikselmektedir [22].

W <46 W=75 <125 W<=242 ME=421

Sekil 2-2: Diinya genelinde yasa standardize kolorektal kanser hizi (ASRYSH 100000°de)
[Globocan 2008 (IARC)]
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Sekil 2-3: Tiirkiye’de KRK’min erkeklerde ve kadinlarda yasa 6zel hizlar (Tiirkiye Birlesik
Veri Tabani, 2014)

2.1.3.2. Beslenme

Beslenme tarzi ve diyet aligkanliklart KRK igin risk olusturabilecegi ifade
edilmistir. Sigir eti, kuzu eti gibi kirmiz1 ve islenmis etlerden yiiksek diyet kolorektal
kanser riskini artirdigi gosterilmistir [23]. Yapilan bir ¢alismada, yiiksek kirmizi et
tilketen KRK’11 bireyler ve kirmizi et tikketmeyenler ile karsilagtirildiginda ileri kolorektal
kanserli bireylerde artmis risk ile iliskilendirilmistir [24]. Bir ¢alismada ise, giinde 80
gramdan fazla islenmis et tiiketimi, glinde 10 gram ya da daha az tiiketenler ile
kiyaslandiginda kolorektal karsinoma gelisiminin %62 arttirdigi, ayrica islenmis etlerin
de uzun stireli ve yiiksek alimimin distal kolon kanseri riskini %50 oraninda arttirdig:

gosterilmistir [25], [26].

KRK i¢in degistirilebilir risk faktorleri kapsaminda olan sagliksiz beslenme ve
diyet gereken onlemler alindiginda kolorektal kanseri 6nlemede 6nemli faktorler olsa da,
bu diyet faktorlerinin kolorektal kanser i¢in yliksek genetik riske sahip bireylerdeki
koruyucu rolleri hakkinda kanitlara dayali fikir ayriliklari bulunmaktadir [27].

2.1.3.3. Sigara

Sigara ve sigara dumam heterosiklik aminler, polisiklik hidrokarbonlar ve
nitrozaminler gibi c¢esitli karsinojenler i¢in 6nemli bir kaynaktir. Sigara dumaniyla
kolorektal mukozaya ulagan bu karsinojenler, KRK ile iligkili genlerin ifadesini
degistirebilir veya genetik hasara neden olabilmektedir. Sigarada bulunan karsinojenler
ile timor baskilayict APC geni arasindaki iligkiyi gosteren hayvan modeli ¢alismalari

yapilmustir [21],[28]. Kolorektal kanserde sigara kullanimi hem insidans hem de mortalite
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artigi ile iligkili bulunmustur [29],[30]. Kolorektal kansere bagli 6liim nedenlerinin
%12’sinin sigara kaynakli oldugu gosterilmistir [31]. Yapilan pek ¢ok aragtirma, uzun
siireli sigara kullanimmin kolorektal adenom riskinin 2-3 kat arttirdigimi ortaya
koymustur [32]. Sigaranin kolorektal kanser lezyonlarinin oOnciisii olarak bilinen

adenomato6z poliplerin olusumunda ve biliylimesinde etkili oldugu diistiniilmektedir [33].

2.1.3.4. Alkol

Kolorektal karsinomada degistirilebilir risk faktorlerinden biri olan alkol
kullaniminin, kolon kanserinin goriilme sikligini arttirdigi {izerine bircok ¢alisma
mevcuttur [34]. Alkoldeki karsinojen asetaldehit metaboliti, ayn1 zamanda sigara ile
etkilesime girerek DNA da spesifik hasarlara neden olabilmektedir [31,32]. Alkoliin lipid
peroksidasyonu ve serbest Oz radikali iretiminde etkisi olmasiyla birlikte diger

karsinojenlerin mukoza hiicrelerine transferini kolaylastirdigi belirtilmektedir [32], [20].

2.1.3.5. Diabetes Mellitus (DM)

Yapilan birgok c¢alisma, diabetes mellitusun kolorektal kanser insidansini
artirdigim1  rapor etmektedir. Diabetes mellitus ile kolorektal karsinoma gelisimi
arasindaki iliskiyi aciklamaya yonelik ortaya konulan hipotezlerden biri de
hiperinsiilinemidir. Bu hipoteze gore, kolon mukoza hiicreleri i¢in 6nemli bir biiyiime

faktorii olan insiilinin artmasiyla, kanser gelisiminin de arttirdig1 ifade edilmektedir [35].

2.1.3.6. Fiziksel Aktivite Yoklugu ve Obezite

Yapilan pek c¢ok caligmada, kolorektal kanserde degistirilebilir risk faktorleri
arasinda yer alan hareketsizlik ile artan kolon kanseri arasindaki iliskiyi dogru orantili
olarak degerlendirilmistir [36,37]. Bir diger KRK risk faktorii olan obezitenin, 6zellikle
erkeklerde kolon kanseri riskini 6nemli dl¢iide arttirdigi ispatlanmistir [38]. Diyetle ilgili
risk faktorleri arasinda yer alan yag asitleri ve notral steroidlerin kolon karsinogenezini
baslatabilecek endojen iiretimi, bakteriyel yikimi ve ekskresyonunu arttirmaktadir. Bu
faktorler sonucunda ortaya cikan hareketsiz yasam ile birlikte obezite, diyet yagi ile
baglantili olarak KRK riskini arttirmaktadir. Bagka bir calismada ise, kirmizi ve islenmis
etler gibi pro-enflamatuvar diyetlerin, tiimér mikrogevresinde diisik ya da olmayan
lenfositik reaksiyona sahip KRK vakalarindaki riskin, yiiksek lenfositik reaksiyona sahip

KRK olgularindan daha fazla risk iliskisi oldugu gosterilmistir [21].



Tablo 2-2:Kadinlarda obezite ile iligkili kanserler -2012 Diinya verileri [33]

KADIN Atfedilen Risk %
Ozofagus 33,8
Kolorektal 6,2

Safra Kesesi 32,3
Pankreas 7,8

Meme 10,2
Uterus Korpusu 34

Over 4
Bobrek 25,9

Tablo 2-3: Erkeklerde obezite ile iliskili kanserler -2012 Diinya Verileri [39]

ERKEK Atfedilen Risk % Vaka Sayisi
Ozofagus 33,3 13569
Kolorektal 10,3 73412
Pankreas 8,4 14845

Bobrek 16,6 34231

Vaka Sayis1
3862

36611

32346
12269
113767
107172
8948
30179
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2.1.3.7. Inflamasyonlu Bagirsak Hastahklar:

Inflamasyonlu bagirsak hastaliklar1 (IBH) arasinda yaygin olarak goriilen crohn
hastalig1 ve iilserativ kolit, rektum ve rektum mukozalarmin iltihaplanmasidir. IBH
kisinin kolon kanserine yakalanma riskini 20 kata kadar arttirmaktadir [40]. Bu sebeple,
kronik inflamasyon kolorektal karsinoma igin 6nemli bir risk faktoriidiir. Kolit ile iliskili
kanser, crohn hastalig1 ve {ilseratif kolit gibi kronik inflamasyonlu bagirsak hastaligina
sahip bireylerde gelisen bir KRK seklidir [41]. inflamasyonlu bagirsak hastaliginda,
genetik duyarlilik lokusunun ve gevresel faktorlerin neden oldugu bagirsak mukozal
immiin sisteminin diizensiz aktivasyonu yoluyla kronik enflamasyona yol a¢gmaktadir

[42].

Kolorektal kanserin gelisme riski inflamasyonlu bagirsak hastaliginin aktivitesinin
stiresi, derecesi ve ciddiyeti ile iliskili oldugu bulunmustur [41]. Cesitli tahminlerle
birlikte iilseratif kolit tanisi alan kisilerin %2'sinde semptomlar ortaya ¢iktiktan 10 yil

sonra KRK gelistigi bildirilmistir [42].

2.1.3.8. Aile Hikayesi

Kolorektal kanseri tetikleyen 3 onemli risk faktorii olarak kalitimsal, ailesel ve
sporadik kolorektal adenomlar rapor edilmistir. KRK’I1 bireylerin yaklasik %25’inin aile
bireylerinde kolon kanserine yakalanma oykiisii bulunmaktadir [21]. 60 yas altinda olan
birinci derece akrabalarinda kolon kanseri hikayesi bulunan kisilerin ise kolorektal
karsinomaya yakalanma riski oldukg¢a yiiksektir [43,44]. Aile hikayesi olan KRK’li
bireylerdeki bu risk artisinin nedenleri tam olarak aciklanamasa da biliylik olasilikla
kalitilan genler, paylasilan cevresel faktorler veya bunlarin birlikte aktivasyonlarinin

etkili oldugu diistiniilmektedir [20].

Ailesel risk

Madir vakalar

Hamartomatoz
sendromlar

Sekil 2-4: Kolorektal kanser tipleri ve ailesel risk faktorii [45]
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2.1.3.9. Kalitsal Faktorler

Kolorektal karsinomanin degistirilemez risk faktorleri arasinda yer alan kalitimsal
faktorler, kalitsal KRK’larin yaklasik %5-10’unu kapsamaktadir. Kalitimsal polipozis
olmayan kolorektal kanser (HNPCC) ve Ailesel Adenomat6z Polipozis (FAP) kalitimsal
KRK'’larda insidansi en yiiksek olanlardir [46],[36]. HPNCC (lynch sendromu) tim
vakalarin %2-3’linli olusturmakla birlikte en sik goriilen herediter KRK tipidir. Lynch
sendromu, DNA tamir genleri MLH1 ve MHS2’deki mutasyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir
[47,48]. HNPCC iliskili mutasyonlar1 tasiyan kisiler yasam boyu %80 oraninda risk
tasimaktadir [49]. FAP (ailesel adenomat6z polip) ailesel adenomatdz polip, otozomal
dominant kalitilan bir hastalik olup, KRK gelisimi i¢in yasam boyu risk oldukca
yiiksektir [50,51]. Hastalik, kromozom 5q21 uzun kolundaki tiimor baskilayici gen olan
APC geninde olugan mutasyon FAB ile iligskilendirilmistir. Ailesel adenomatdz polip
hastaliginda, erken yasta ortaya c¢ikan bagirsak liimeni boyunca cok fazla sayida

kolorektal adenomat6z polipe rastlanmaktadir [52,53].

2.1.4. Kolorektal Kansere Kars1 Koruyucu Faktorler

Kolorektal karsinomada posali besinlerce zengin diyetin koruyucu ozellik
gosterdigi belirlenmistir. Meyve ve sebzelerin hangi faktorler nedeniyle koruyuculuk
sagladigi tam olarak anlagilamamasma ragmen icerdikleri lif, folik asit, antioksidan
vitaminler, selenyum gibi bazi mineraller ya da fitokimyasal bilesiklerin kansere karsi
koruyucu oldugu disiiniilmektedir [54]. Diger yandan, zengin posali bir diyetin
KRK’daki koruyuculugunun bulunmadigini gosteren ¢alismalar oldugu gibi kirmizi et,
hayvansal yag ve/veya kolesterolden fakir bir diyetin de KRK gelisimini azalmasi iizerine
celiskili galismalar da bulunmaktadir [23,55,56].

Yapilan ¢alismalar, diizenli fiziksel aktivite ve saglikli beslenmenin KRK riskini
azalttigin1 gostermektedir. Hayatlar1 boyunca diizenli aktivite gésteren kisilerin kolorektal
kansere yakalanma riski oldukga diisikk oldugu bildirilmistir [36],[57]. Ancak diisiik
fiziksel aktivite ve kolorektal karsinoma riski arasindaki biyolojik mekanizma tam olarak
aciklanamamustir [58].

Aspirin ve diger nonsteroid antienflamatuar (NSADD) tiirevi ilaglarin kolorektal
kanserden koruyuculuguna lizerine pek ¢ok calisma mevcuttur. Uzun siireli ve diizenli
aspirin kullanimi KRK' insidans ve mortalitesini azalttigi rapor edilmistir. Ayrica,

NSADD tiirevi ilaglarin kolorektal kanser ve adenomat6z poliplere karsi koruyucu etkiler
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gosterdigi bildirilmistir [20,59-62]. Bir hayvan deneyinde COX-2’yi (cyclooxygenase-2)
inhibe eden NSADD tiirevi ila¢ kullanilmis ve kolorektal karsinogenezin baskilandigi
tespit edilmistir [63].

Kalsiyum, vitamin C, D, E, indol tiirevleri ve beta karotenin KRK riskini azalttig
ve kansere karsi koruyucu etkilerinin oldugu diisiinilmektedir [64]. Ayrica, HMG-CoA
rediiktaz inhibitorlerinin ve postmenapozal hormon kullaniminin kolorektal karsinoma

riskini diistirdiigiine dair bir¢ok veri bulunmaktadir [65], [66].

2.1.5. Kolorektal Kanserin Teshisine ve Tedavisine Yonelik Uygulamalar

2.1.5.1. Kolorektal Kanserin Teshisine Yonelik Analizler

KRK’de en sik karsilagilan klinik bulgular, bagirsak aliskanliklarinda degisiklik,
karin agrisi, giigsiizlik, anemi, hematokezya ve kilo kaybidir. Bu klinik bulgular
kolorektal kanserin yerlesim bolgesine gore degisirken erken donemde karinda sadece bir
siskinlik ve agri da olabilmektedir. Sol kolon lokasyonlu tiimoérlerde diskilama
aliskanliginda degisiklik, karin agris1 ve bulant1 ve kusma gibi obstriiksiyon semptomlari
ortaya cikarken sag kolon yerlesimli timdrlerde ise yine karmn agrisi ile fiziksel
muayenede ele gelen kitle izlenebilmektedir. Ayrica, pelvik agris1 olan bireylerde
hastaligin ileri bir evrede oldugunu ve tiimoriin pelvik sinirlere yayildigini
diistindirmektedir [67].

Kolorektal karsinomada, karsino embriyojenik antijen (CEA)’nin serum
diizeyinin prognostik 6nemi oldukca yliksektir. Bununla birlikte, ameliyat éncesi CEA
diizeyi > 5 ng/ml ise kotli prognoz gostergesidir. Tanida kullanilan en 1yi yontem olan
kolonoskopi ile tiimdr ya da Onciil lezyonlar1 direkt olarak gozle goriilerek belirlenebilir,
lokalizasyonu net olarak saptanabilir, biyopsi alinabilir ya da uygunsa endoskopik olarak
lezyon tamamen ¢ikarilabilmektedir [68]. Kolonoskopi disinda tek ve ¢ift kontrast kolon
grafisi, fleksibl sigmoidoskopi, BT (Bilgisayarli Tomografi) ve MR (Manyetik Rezonans
Gorlintlileme) da tanida kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. KRK’lerin biiyiik
cogunlugu adenomatéz polip formunda iken tarama ve izlem sirasinda tespit
edilebilmektedir. Kolorektal kanser taramasinda amag, adenomatdz polipleri erken
donemde saptamak, ¢ikarmak ve bunun sonucunda tiimor gelisimini onlemek, kansere
bagli morbidite ve mortaliteyi azaltmaktir. Kolorektal kanser taramasinda ise digkida gizli
kan testi (DGKT), fleksibl sigmoidoskopi (FS), kolonoskopi, tek ve ¢ift kontrastli kolon
grafisi, virtual kolonoskopi BT gibi ¢esitli tan1 yontemleri kullanilmaktadir [69].
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Ayrica, kolorektal tiimorler histopatolojik olarak da incelenmektedir. Kolorektal
tiimorlerin histopatolojik incelemesinde az differansiye veya andifferansiye olanlarin
kotii prognoz Dbelirttigi saptanmistir. Histopatolojik olarak analiz edilen KRK
olgularindaki tiimorler, lenfoma, karsinoid ve sarkomlar oldugu gibi primer kolorektal

timorlerin %90-95’inin ise adenokarsinomlardan olustugu bilinmektedir [70].

2.1.5.2. Kolorektal Kanserin Tedavisine Yonelik Uygulamalar
Multifaktoriyel nedenlerle ortaya ¢ikan KRK’lerin tedavilerine yonelik gelismeler
giin gectikge artmaktadir. Kolorektal kanserin tedavisi temel olarak tiimoriin biyiikligi,

yerlesimi ve yayginligina gore planlanmaktadir.

Cerrahi Tedavi
KRK’de en sik kullanilan tedavi yontemi olan cerrahi miidahale tedavisinin esas
amaci, timoriin viicuttan uzaklastirilmasidir. Operasyon sirasinda genellikle tiimor, bir

kisim saglikli kolon, rektum ve ¢evresindeki lenf bezleri ile birlikte alinmaktadir.

Kemoterapi

Kanserli dokunun kiiciiltiilmesi, hastalik belirtilerinin azaltilmasi amaciyla ilag
kullanilarak kanser hiicrelerinin yok edilmesidir. Kemoterapi sistemik bir tedavi olup,
ilag yalnizca tiimor bolgesinde degil, tiimor dis1 bolgedeki kanserli hiicrelerde de etkili

olmaktadir.
Radyasyon Tedavisi — Radyoterapi

Radyasyon tedavisi bolgesel bir tedavi yontemi olup sadece uygulandigi bolge
tizerinde etkili olmaktadir. Kolorektal kanserlerde tiimoriin kiigiiltiilebilmesi igin
genellikle ameliyat oncesi donemde de uygulanmaktadir. Operasyon sonrasinda da
kalmis olabilecek kanserli hiicrelerinin viicuttan uzaklastirilmasi igin kullanilmaktadir.

Radyoterapi ayrica hastalik belirtilerinin giderilmesinde de kullanilabilmektedir.
Biyolojik Tedavi- Kanser Immiinoterapisi

Son yillarda kolorektal kanserin tedavisindeki olumlu gelismeler metastatik

safhadaki hastalarin sag kalim oranlarimi arttirmistir fakat daha basarili tedavi
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seceneklerine halen ihtiya¢ duyulmaktadir. Immiin sistemin tiimériin olusumu, biiyiimesi
ve metastazinin dnlenmesinde 6nemli roliiniin olduguna dair bilgiler, yapilan ¢aligmalarla
birlikte artmaktadir. Immiinoterapi tedavileri, pek ¢ok kanser tiiriinde olumlu yanitlar
alinmasi nedeniyle KRK’de de dikkat ¢ekmektedir. Kanser immiinoterapisi viicudun
bagisiklik sisteminin kansere karsi giiclendirme yontemidir. Immiinoterapi yonteminde
viicudun dogal antikanser 6zelligi uyarilmakta ve desteklenmektedir. Boylece bu tedavi
yontemi ile bagisiklik sistemi hiicreleri kanserli hiicreleri tespit ettikten sonra yok
etmektedir. Kolorektal kanserde immiinoterapi yontemi gerek yiiksek maliyeti gerekse
birtakim yan etkileri sebebiyle rutinde yaygin olarak tercih edilmese de ameliyatlardan

sonra tek basina ya da kemoterapi ile birlikte uygulanabilmektedir.

Geleneksel kanser tedavi yoOntemlerine kiyasla kanser immiinoterapi
uygulamalarinin basarisi1 olduk¢a dikkat cekmektedir. Yapilan pek ¢ok ¢alisma kolorektal
timor dokusunda timor infiltre edici lenfositlerin (TIL) bulunmasi iyi prognozla
iligkilendirilmesi kolorektal kanserde immiinoterapinin 6nemini diisiindiirmektedir [71].
Ayrica, ¢esitli kanser tiirleri iizerinde yapilan arastirmalarin kemoterapi ve radyoterapiye
direngli tiimorlerin immunoterapiye aday oldugunun belirlenmesi ile immiinoterapinin

KRK’lerin ileri evreleri i¢in de bir tedavi segenegi olabilecegini diisiindiirmektedir
[721.[73], [74].

Spesifik olmayan bir immunoterapi yaklasimi olan IL-2 (interlokin-2) ile yapilan
aragtirmalard, bu yaklagimin metastatik kolorektal kanserde etkili olmadig1 gozlenirken,
adjuvan tedavide standart tedaviye eklendiginde potansiyel olarak yararli olabilecegi
gosterilmistir [75]. Kolorektal kanser tedavisinde yillardir kullanilmakta olan monoklonal
antikorlar yiiksek spesifiteye sahip ve klinik olarak etkili immiin tedavi ajanlaridir.
Panitumumab ve Setuksimab gibi EGFR’yi (Epidermal biiyiime faktorii reseptorii)
hedefleyen ve Bevacizumab gibi VEGFi (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)
hedefleyen monoklonal antikorlar, 6nemli sinyal yolaklarmin inhibisyonlarin1 ve dogal
immiin efektér mekanizmalar1 kullanma yoluyla antikor bagimli sitotoksisiteye neden
olmaktadirlar [76]. Mevcut kanser immiinoterapi ¢alismalarinin yetersizligi ve sagladigi
katkinin sinirli olmasi1 gerekse dnemli orandaki yan etkileri nedeniyle rutin tedavide
kullanilmamaktadir. Ancak kolorektal kanser ile ilgili mevcut immiinoterapi
arastirmalarin kapsamli bir kismi1 geleneksel olanlardan daha az agresif ve daha etkili

olan tedavilerden olusmaktadir. Kanser immiinoterapisi alaninda gerceklestirilecek umut
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vadedici kesifler ve klinik uygulamalarinin, gelecekte KRK hastalarinin genel sag kalim

ve yasam kalitesini arttiracagi diistiniilmektedir.

2.1.6. Kolorektal Kanserde Onkogenik Aktivasyon

Kolorektal karsinomanin, onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ile timor
supresor genlerin ise mutasyonel inaktivasyonu sonucunda ortaya ¢iktigi bildirilmektedir.
Karsinogenezde, onkogenler tek nokta mutasyonu seklinde veya genin asir1 ifadesi
seklindeki mutasyonel degisikliklerle aktive edilmektedir. Sadece bir allelin degisikligi
malign olusumu baglatmak igin yeterli olmayan bu etki transdominans etki olarak kendi

gostermektedir [77].

Kolorektal tiimorlerde en fazla ortaya ¢ikan onkogenler c-Ki-ras ve c-Myc olup
daha az izlenen onkogenler ise c-Src, c-Myb ve c-erb-B2’dir [78]. C-Ki-ras, hiicre
membraninda mitojenik mesajlarin iletiminde gorev alan bir proteinin sentezinden
sorumlu olan bir onkogendir. C-Ki-ras’da meydana gelen nokta mutasyonlart kolorektal
kanserlerin  %39-71’inde ve adenomatéz poliplerin ise %42’sinde izlenmektedir
[79].[80],[81]. Kolorektal karsinoma gelisiminde en sik izlenen bir diger onkogen olan c-
Myc, DNA sentezi i¢in gerekli olan niikleer fosfoproteini kodlamaktadir. Kolorektal
timorler, c-Myc onkogeninin asir1 ekpresyonu ile aktive olmaktadir. Yapilan bir¢ok
caligmada, adenom ve KRK’li bireylerin %60-70’inde RNA’da c-Myc ekspresyon
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir [79],[80],[81].

Diger yandan, onkogenlere gore tiimor supresor (baskilayici) genler ise resesif
aktivite paterni gOstermektedir. TUmor supresor genler iizerindeki mutasyonel
degisiklikler i¢in nokta mutasyonu, delesyon ya da her ikisinde de her 2 allelin
inaktivasyonu gerekmektedir [77]. Ornegin, FAP sendromu APC tiimér baskilayic
geninde nokta mutasyon sonucu gelismektedir. Bu sendromda, APC geni germline olarak
kalitilir ve kromozom 5q21 koluna yerlesmistir [82]. DCC geni ise, 18. Kromozoma
lokalize bir tiimor baskilayici gen olup, kolorektal kanser olgularimin %73’iinde ve
adenomalarin ise %]11’inde aktivasyonu mevcuttur [80]. Kromozom 18q lokasyon
kaybina neden olan DCC genindeki bu mutasyon ile hiicreler arasindaki iligkinin

bozulmasiyla birlikte timor bitylimesi ve invazyon artmaktadir [83].
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Genomik instabilite, kolorektal karsinomanin altinda yatan en 6nemli sebeplerden
biri olmaktadir. Kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve CpG
ada metilat fenotipi (CIMP) genomik instabiliteye yol agan patojenik mekanizmalardir.
KRK olgularinin %80-85'inin nedeni kromozom sayisindaki dengesizliklerle karakterize
edilen ve anupilodik tiimorlere yol agan CIN yolagidir. Kromozomal instabilitenin (CIN),
temelini olusturan mekanizmalar arasinda APC, KRAS, PI3K ve TP53 gibi hiicre
fonksiyonunun korunmasinda rol oynayan kritik genleri etkileyen kromozom ayrimi,
telomer disfonksiyonu ve DNA hasar yanit1 degisiklikleri icermektedir. APC
mutasyonlari, katenin'in ¢ekirdege translokasyonuna, tiimdrgenezisde ve invazyonda yer
alan genlerin transkripsiyonunun baglamasina neden olurken, KRAS ve PI3K’daki
mutasyonlar MAPK’in sabit bir aktivasyonuna yol a¢maktadir, bdylece hiicre
cogalmasimi da artmaktadir. Sonug¢ olarak, hiicre dongiisii kontrol noktast olan p53'ii
kodlayan TP53'teki fonksiyon kayb1 mutasyonlari hiicre dongiisiinde kontrolsiiz bir girise

neden olmaktadir [84].

Mikrosatellit instabilite yolagi (MSI), DNA tamir mekanizmalarinin kaybina bagl
olarak hipermik bir fenotipten kaynaklanmaktadir. Kisa DNA zincirlerini veya tandem
tekrarlarim1 onarma yetenegi, mikrostallet instabilite olan tiimorlerde azalir bu nedenle,
mutasyonlar bu bolgelerde birikme egilimi gostermektedir. Bu mutasyonlar, kodlanmig
mikrosatellitlerde oldugu gibi kodlamayan boélgeleri de etkileyebilir. Onkogenlerin
okuma c¢erceveleri veya mikrosatellitlerdeki kodlanmis tiimor baskilayici genler
degistiginde tiimorler gelismektedir. Yanlis eslesme onarim gen (MMR) ifadelerinin
kaybi, spontan olaylar (promoter hipermetilasyonu) veya Lynch sendromunda oldugu
gibi germinal mutasyonlardan kaynaklanabilir. Bu tiimorler ¢ogunlukla diploiddir ve
daha az LOH bulundurmaktadir. Mikrosatellit kararsizligi olan tiimdrlerde MLHI,
MSH2, MSH6, PMS1 ve PMS2 genlerinin mutasyona ugradigi belirlenmistir [85]. Genel
olarak, MSI tiimérleri sporadik timdrlerden daha iyi prognoza sahip oldugu bilinmektedir

[86].

Epigenetik instabilite nedeniyle CpG ada metilat fenotipi ortaya c¢ikmaktadir.
CIMP tiimorlerinin temel 6zelligi genetik susturma ve protein ifade kaybina neden olan
onkogen promotorlerin  hipermetilasyonudur. Genetik ve epigenetik degisiklikler
kolorektal kansere 6zgii olmamakla birlikte her ikisi de nokta mutasyonlarindan ¢ok gen

metilasyonu ile islev gormektedirler [87]. Cogu CIMP tiimorlerindeki mikrosatellit
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instabilitesinin yani sira BRAF mutasyonlarinin varligi kolorektal karsinomanin gelisim
asamalarinda genetik ve epigenetik etkilerin kombinasyonuna 6rnek olarak verilebilir

[88].
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Sekil 2-5: Kolorektal kanserin molekiiler mekanizmalari - KEGG Yolag

2.1.6.1. Kolorektal Kanserde Molekiiler Hedefler

Anahtar molekiiler biyobelirtecler, kolorektal kanserlerin biyolojik heterojenligini
anlamak, ayrica prognoz ve tedavi yanitini ongdrmede kullanilabilecek alt tiplere
siniflandirilmasi ve niiks riskini anlamak i¢in olduk¢a onemlidir. Bu 6nemli molekiiler
ozelliklerin veya yolaklarin kisisellestirilmis terapilerdeki hedefleri gosterebilme

potansiyeli bulunmaktadir [89].
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2.1.6.1.1. CIN (chromosomal instability) Sinyal Yolag

Genomik instabilite kazanilmasi tiimoérgenezis i¢in Snemli bir &zellik olup
kolorektal karsinogenezde CIN, MSI ve CIMP olmak iizere 3 temel yolaktan
olugsmaktadir [84]. Kolorektal karsinomada CIN yolagi, MSI veya CIMP yolaklar ile
karsilagtirildiginda %75-85 oraninda daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. KRK’larda CIN'in
nedenlerini belirleme konusunda onemli ilerleme kaydedilmesine ragmen, altta yatan

mekanizmalar1 halen tam olarak bilinmemektedir [84],[80].

Cesitli mekanizmalarin TP53 ve APC gibi kritik genleri etkilemesiyle kromozom
ayrimi, telomer disfonksiyonu ve DNA hasar cevabinda degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
Temel hiicre dongiisii kontrol noktas1 geni olan TP53'iin fonksiyon kayb1 mutasyonlari,
hiicre dongiisiinde kontrolsiiz bir ¢ogalmaya neden olmaktadir [84]. CIN'li KRK’lar,
genom boyunca kapsamli SCNA'larin (somatik kopya numarasi degisikligi) varligr ile
karakterize edilir ve andploidik tiimorler ve heterozigotluk kaybiyla sonuglanir [90].
Kromozomal segregasyondaki kusurlarla iliskili olan APC mutasyonlar1 CIN ile de gii¢lii
bir sekilde iliskilidir bu nedenle, kolorektal kanserlerde CIN yolagmin aktivasyonu
kanserin ilerlemesini arttirmasi arttirmaktadir [91],[84]. APC, WNT sinyal yolagimnin bir
parcasint  olusturur ve inaktivasyonu, niikleer CTNNBI1 ifadesini ve hiicre
proliferasyonunda bir artigla sonuglanmaktadir [92]. Bu nedenle, WNT sinyal yolagi CIN

yolagi, kolorektal karsinomada ¢cok dnemli bir rol oynamaktadir.

2.1.6.1.2. LINE-1 hipometilasyonu

Kolorektal tiimorlerde LINE-1 hipometilasyonu, erken yasta baslamig, KRK’l1i
bireylerin aile dykiisii, azalmis miisin, MSS ve CIN yolaklarinin aktivasyonu ve BRAF
yabani tip fenotipi bulunmasiyla karakterizedir [93]. Kolorektal karsinomada LINE-1
hipometilasyonu yiiksek mortalite ile iligkili bulunmus olup tiimér LINE-1 metilasyon
seviyesi, agresif karsinomlar1 tanimlamak i¢in yararli bir prognostik biyobelirte¢

olabilmektedir [94].

Somatik bir LINE-1 insersiyon APC geninde, ikinci APC allelindeki bir nokta
mutasyonu ile birlikte kolorektal klasik iki wvuruslu KRK yolu ile kolorektal
timorgenezisi baslattigi gosterilmistir [95]. Kolorektal kanserin 6zellikle erken dénem
formu i¢in LINE-1’in dolasimdaki hiicresiz DNA'nin hipometilasyon durumu plazmada

potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir [96].
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2.1.6.1.3. MAPK/ PIK3 Yolagindaki RAS, BRAF ve PIK3CA Mutasyonlar:

MAPK ve PIK3 (PI3K) yolaklar1 hiicre proliferasyonunda etkin rol oynamaktadir.
Bu yolaklarda ortaya ¢ikan degisiklikler timor hiicreleri igin proliferatif avantajlar
saglamaktadir. Kolorektal timorgenezisde MAPK / PIK3 yolaklarini etkileyen en yaygin
mutasyonlar KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlaridir. KRK’larm yaklasik % 40'inda
KRAS mutasyonlar1 gozlenmektedir [97],[98],[99]. Buna karsilik, KRK’larin sadece %
2,5 - 4,5'inde NRAS mutasyonlar izlenmektedir [97],[100].

Kolorektal kanserde anti-EGFR antikor tedavisi uygulanmaktadir. Uygulanan
anti-EGFR antikor tedavisinde KRAS ve NRAS mutasyonlarinin tedaviye direng
gosterdigi tahmin edilmektedir [101]. Buna karsilik yapilan gesitli aragtirmalarda, KRK
hastalarinda KRAS mutasyonlarinin prognozla olan iligkisinde ¢eligkili yorumlar
bulunmaktadir [97],[102],[103]. KRAS mutasyonlarinin sag kalim iizerindeki olumsuz
etkisinin distal kolon kanserlerinde proksimal kolon kanserlerinden daha fazla oldugu
rapor edilmistir [104]. Diger yandan, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarinin da yine anti-
EGFR antikor tedavisine dirence katki sagladigi ortaya koyulmustur [101],[105],[106].
PIK3CA mutasyonlari, kolorektal kanser hastalarinin %10-20'sinde izlenmekte olup
KRAS mutasyonu ve CIMP-pozitif fenotipi degisiklikleri iceren mekanizmalar ile iliskili
bulunmustur [97]. PIK3CA, EGFR'nin PIK3 alt sinyal yolag: i¢in olduk¢a onemli bir
bilesenidir. PIK3CA mutasyonu PIK3'ii sinyal yolagini aktive etmesiyle hiicre cogalmasi
artar ve bunun sonucunda karsinogenez gelismektedir. RAS mutasyonlarinda ve BRAF
mutasyonlarinda oldugu gibi PIK3CA mutasyonlari, anti-EGFR antikor terapisine karsi
direng gosterdigi diistiniilmektedir. Yapilan ¢esitli calismalarda, PIK3CA mutasyonlarina
sahip KRK vakalarinda, prostaglandinler tarafindan tiretilen ve enflamatuar diizenlemede
kritik rol oynayan bir molekiil olan COX2 (PTGS2)’nin asir1 ifade edildigi gosterilmistir.
Aspirin, COX2 ifadesini ve PIK3 sinyal yolagin1 baskilamaktadir. Yapilan ¢alismalar,
kolorektal karsinomada diizenli aspirin kullaniminin, PTGS2’nin asir1 ifade riskini
azaltigimi gostermistir [107],[108]. Benzer sekilde, bir arastirmada diizenli aspirin
kullanan PIK3CA mutasyonuna sahip KRK hastalar1 diisiik mortalite ile
iligkilendirilirken, PIK3CA mutasyonu olmayan KRK’li bireylerde bir iliski
saptanamamustir [109]. Popiilasyona dayali bir kohort ¢alismasinda, aspirin kullanimi ile
sag kalim arasindaki iliskinin COX2 ekspresyonuna gore farklilagtigimi ancak PIK3CA

mutasyon durumuna gore farkli olmadigin1 gostermistir [110]. Baska bir calismada ise,
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KRAS mutasyonu olmayan KRK’li bireylerde steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglarin
(NSAID) diizenli kullaniminin, hastalarda sag kalimda iyilesme ile iligkili oldugu tespit
edilmistir [111]. Genom c¢apinda tek niikleotid polimorfizm (SNP) verileri, aspirin
ve/veya NSAID'lerin kullanominin 12. ve 15. kromozomlarindaki iki SNP'deki genetik
varyasyona gore KRK’l1 bireylerdeki riskin diigiik oldugunu 6nermistir [112].

2.1.6.1.4. WNT / APC / TGF- B Sinyal Yolag:

Sporadik KRK’lerin ¢ogu, WNT (kanonikal sinyal yolagi) sinyal yolaginin
anormal aktivasyonunu gostermektedir. APC'nin genetik olarak bozulmasi, WNT sinyal
yolaginin aktivasyonuna yol agar ve bu kolorektal tiimorgenez igin kritik bir erken
genetik durumdur. Bir ¢aligmada, WNT sinyal yolaginin gerek hipermutasyonlu gerekse
mutasyonsuz KRK’l1 bireylerin %90’indan fazlasinda aktive edildigi belirtilmistir [90].
Kolorektal kanserin yaklagsik %80’inde APC mutasyonlar1 ortaya c¢ikarken, %5 -
%10’unda ise WNT sinyallerinde mutasyonlar veya epigenetik degisiklikler
bulunmaktadir [80], [90]. APC geni sadece WNT sinyal yolagimin yalnizca kritik bir
negatif regiilatorli olmadig1 gibi ayn1 zamanda kromozomal ayrim, hiicresel farklilasma,
adezyon, migrasyon ve apoptozun diizenlenmesin de kritik rollere sahiptir. Kolorektal
timorgenezde, TGF-B’y1 igeren kromozomal degisiklikler CIN yolagia katilmaktadir.
Kromozomun 18q lokasyonunda fonksiyon kaybi, TGF-8 sinyal yolaginin inaktivasyonu
ile temel genomik degisikliklerden biridir. Kromozom 18q lokasyonunda, iki 6nemli
tiimdr baskilayici gen i¢in olan SMAD2 ve SMAD4 genlerini kodlamaktadir. Bu timor
baskilayict genlerin fonksiyon kaybi TGF-B sinyal yolagimin inaktive eder ve bdylece
hiicre proliferasyonu artmakta ve apoptozisden kagmaktadir. Kolorektal kanserlerin
biiyiikk bir ¢gogunlugunda TGF-B sinyal yolaginin inaktivasyonu ve/veya WNT sinyal
yolaginin aktivasyonu yoluyla kolorektal karsinomada oOnemli role sahip MYC

aktivasyonunu ortaya ¢ikmaktadir [90].

2.1.6.1.5. TP53 Mutasyonlari

TP53, en onemli tiimor baskilayici genlerden biridir ve hiicre dongiisii kontrol
noktast regiilatoriidiir [113]. TP53’{in inaktivasyonu ile asiri hiicre ¢ogalmasi ortaya
cikmakta ve tiimoriin ilerlemesini saglanmaktadir. Buna ek olarak, yapilan caligmalar

adenomdan invaziv karsinomaya ge¢is genellikle TP53’lin inaktivasyonu ile



21

iliskilendirilmistir [113],[80],[114]. TP53'in lokalize oldugu kromozom 17q lokasyon
fonksiyon kaybi, KRK’lerde sik izlenen bir durumdur, ¢iinkii TP53 kanonik adenom-

adenokarsinom dizisinde kritik bir rol oynamaktadir [90].

2.1.6.2. Kolorektal Kanserde immun Molekiiler Hedefler

KRK’lerin molekiiler 6zelliklerininin belirlenmesindeki potansiyel gelismeler,
klinik stireglerin daha spesifik olmasina, molekiiler olarak karakterize edilmis alt tiplere
yonelik terapotik hedeflerin bulunmasina ve heterojen bir hastalik grubundan evrilmesine
izin verecektir. Ayrica, belirli bir kolorektal kanser alt tipine o6zgili kilit molekiiler
ozelliklerin veya yolaklarin tespit edilmesi, uyarlanmis tedavilerin uygulanmasini ve daha
iyl hasta yonetimini miimkiin kilan potansiyel terapdtik hedefleri temsil edebilecektir.
Bununla birlikte kanser immiinoterapisi, kolorektal kanserler dahil ¢esitli malignitelerin
tedavisi i¢in umut verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir. Son c¢aligmalar, timor
mikrogevresinde tiimoriin molekiiler 6zellikleri ve immiin hiicreler arasindaki karmagik
iliskilerinin 6nemini ortaya koymaktadir [115],[116]. Ortaya ¢ikan kanitlar, tiimore karsi
gelisen immiin yanit ile birlikte timoriin molekiiler o6zelliklerinin etkilestigini
onermektedir [117],[118]. Ayrica, timor mikrogevresindeki bagisiklik kontrol noktasi
mekanizmalarinin, anti-timor T hiicresi aracili immiin yanitin baskilanmasinda kritik

rolleri oldugunu gosterilmistir [119],[120],[121],[122],[76],[123].

T hiicrelerinin PDCD1'e (PD-1) baglanmasi ile immiinosiipresyonunu destekleyen
bir immiin modiilatér olan CD274 (PD-L1) aktive edilmektedir. CD274 molekiili,
PDCDI1 reseptorii yoluyla immiin yanitin negatif olarak diizenlenmesinde yer almaktadir.
PDCDI1 ve CD274" hedef alan terapotik antikorlar, KRK’ler dahil bircok malignitede
etkili olmaktadir [120],[122]. Tiimoér CD274 ekspresyonun, PD1/PDL1 tedavilerine daha
iyi yanit veren potansiyel bir biyobelirteg oldugu disiinilmektedir [124],[125].
Tiimorlerdeki CD274'lin ekspresyon seviyesi, Foxp3+ diizenleyici T hiicrelerinin
yogunlugu ile ters orantilidir, bu da bagisiklik kontrol noktasi yolu ile kolorektal
karsinogenezde konak immiinitesi arasindaki potansiyel etkilesimleri ortaya koymaktadir
[126].

Mikrobiyota intestinal enflamasyonu etkileyerek ve tiimor ile iliskili sinyal yolunu
modiile ederek, KRK’de tiimériin baglatilmasi ve ilerlemesi ile iligkilendirilmistir [127],

[128],[129],[130]. Yapilan bir arastirmada, kolorektal karsinoma dokularinda, malign
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olmayan kolorektal dokulara kiyasla daha fazla Fusobacterium nucleatum fazlalig: tespit
edilmigtir [131],[132]. KRK hiicrelerinin tiimérijenik aktivitesi, TLR4 sinyalinin
MYDS88’e sinyal aktivasyonu, NFKB aktivasyonuna ve MIR21 (miR21) ekspresyonunu

arttirmasi yoluyla Fusobacterium nucleatum ile enfeksiyondan sonra artmaktadir[133].

Her ne kadar kolorektal karsinomanin molekiiler 6zellikleri ve smiflandirmalari,
uyarlanmis tedavilerin veya prognostik dngdriiciilerin potansiyel hedefleri olarak ayrintili
bir sekilde tanimlanmis olsa da, rutindeki klinik uygulamalarda hedefli tedavi ve

prognostik islemler igin daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir [134].

2.1.6.3. Kolorektal Kanserde Metabolik Siirecler

Kolorektal kanserde hastaligin normal epitelden malign fenotipi gelistirmesinde
cesitli  biyokimyasal ve genetik degisiklikler etkili olmaktadir. Deneysel ve
epidemiyolojik kanitlar, diyet ve beslenmenin kolon kanseri baslangicini ve ilerlemesini
modiile etmede anahtar faktorler oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, antitimor
aktivitesine sahip diyet bilesenlerinin tanimlanmasi1 ve etki mekanizmalarinin
arastirtlmasi, bu neoplazmalarin 6nlenmesinde onemli ilerlemelere yol agabilecektir.
Ayrica, bazi beslenme faktorlerinin kolorektal kanserlerine karsi potansiyel korumanin,
hiicresel proliferasyon ve biiylimedeki modifikasyonlarla iligkili  olabilecegi
goriilmektedir. Dogal olarak olusan poliaminler, spermin, spermidin ve putresin, hiicre
gociinde ve hiperproliferasyonda kilit bir rol oynamakla birlikte kolorektal tiimorigenezin
tiim asamalarinda yer almaktadir. Yapilan bir calismada, diizensiz hiperproliferasyonun
bir 6l¢limii olarak mukozal poliamin seviyelerinin kanser riski ile anlamli bir sekilde
iligkili oldugu ayrica neoplastik proliferasyon icin ise spesifik bir belirte¢ olarak kabul

edilmistir [135].

Hiicre proliferasyonunu modiile etmede ilgi ¢ekici potansiyele sahip takviyeler,
bazi laktik asit {lireten enterobakteriyel gida destekleri ve probiyotiklerdir. Probiyotiklerin
kronik malign olmayan hastaliklar1 ve gastrointestinal sistem kanserini onledigi iddia
edilmistir [136],[137]. Probiyotikler, genellikle yogurt, mayali siit veya diger mayal
gidalarla alinmaktadir. Probiyotiklerin etkilerini uyguladigi mekanizmalar biiytlik dl¢lide
bilinmemektedir, ancak bagirsak pH'inin modifikasyonunu, antimikrobiyal bilesiklerin
iiretilmesi yoluyla patojenlerin antagonizmini, patojen baglama ve reseptor bolgeleri igin

mevcut besinler ve biiyiime faktorleri, immiinomodiilator hiicrelerin uyarilmasi ve laktaz
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tiretimi yapmalar1 s6z konusudur [138]. Genel olarak, kolon kanserogenezini 6nleyen
beslenme faktorleri ayn1 zamanda biiylime inhibitorleri ve apoptozun indiikleyicileridir

[139].

Yeniden programlanan enerji metabolizmasi kanserin bir 6zelligi olarak ortaya
cikmistir [140]. Kanser hiicreleri, diizensiz hiicre biiylimesi ve anormal farklilagsma
sonucu ortaya ¢ikan anabolik taleplerini karsilamak ic¢in degistirilmis hiicresel
metabolizmaya giivenmektedir. Tiimor metabolizmasinda en iyi calisiimis degisim,
aerobik glikoliz veya Warburg etkisine bagimhiliktir. Bu degisiklik, oksidatif
fosforilasyondan glikolize gegisin bir sonucu olarak asir1 piruvat ve laktat iiretimiyle
sonuglanmakta olup, timor biiyiimesine avantajlar saglamaktadir. Bu ve diger
biyokimyasal degisiklikler, kanser hiicrelerinin karakteristigi olan essiz bir metabolik
profile neden olarak kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt etme sansi
saglamaktadir. Bu konu {izerine yogunlasan aragtirmalar, bdylesi farkliliklarin
biyobelirtegler ve terapotik hedefler olarak kullanilmasini amaglanmaktadir [141], [142].
Yiiksek Hareketlilik Grubu A1 (HMGA1) geninin asir1 ekspresyonu, KRK’de dahil
olmak tizere gesitli timorlerde tiimor ilerlemesi ile karakterizedir [143],[144],[145],[146].
KRK hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, epitelyal-mezenkimal bir gegise katilan
genleri diizenleyen HMGA1 geninin, kok hiicre transkripsiyon aglarini indiikleyerek

timorin ilerlemesini sagladigi one siiriilmektedir [147].

2.1.6.3.1. Tiimér Hiicrelerindeki Hizlandirilmis Glikoz Metabolizmas1 - “Warburg
Etkisi”

Hiicreler cesitli fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in enerjiye ihtiya¢ duymaktadir.
Glikoz ¢ogu hiicre i¢in birincil enerji kaynagi olup, hiicre cogalmasi ve hayatta kalmasi
i¢cin olduk¢a onemlidir. Buna ek olarak, hiicreler ATP formunda enerji iiretmek ve hiicre
biiylimesi i¢in biyomolekiiller olusturmak icin lipitleri veya glutamin gibi amino asitleri
kullanmaktadir. Saglikli glukozu esas olarak oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla
metabolize edilirken, tiimor hiicreleri esasen ilk olarak neredeyse bir yiizyil dnce Otto
Warburg tarafindan tarif edilen bir fenomen olan glikoz metabolizmasi i¢in glikolizi
kullanmalaridir [148]. Bu metabolik degisimin timor gelisimi ve ilerlemesi i¢in 6nemli
oldugu ve kanserin ayirt edici Ozelligi oldugu agikca belirtilmistir [140]. Yapilan
aragtirmalar, ¢ok sayida ¢ogalan hiicrelerin glikolize gectiklerini ifade etmislerdir, ¢linkii

mitokondri yapir taslarinin iiretimi icin anabolik organeller olarak glikolizin gerekli
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oldugunu gostermistir [141],[149]. Hizlandirilmis glikoliz hipoksi, onkogenler ve timor
baskilayic1 genlerin yani sira rapamisinin memeli hedefi (mTOR) gibi kinazlarla da
diizenlenmektedir. Glukoz laktata metabolize edilir, ikincisi monokarboksilat tasiyicilar
(MCT), MCT-1 ve MCT-4 ile protonlu kotransport i¢indeki tiimor hiicrelerinden disartya
verilir ve bu durum da timoér mikrocevresindeki pH" diisliren laktat birikimi ile
sonuglanmaktadir [150]. Yapilan ¢aligmalar, tiimor hiicrelerinin “glikolitik fenotipinin”,
bliylime avantaji sagladigimi ve invaziv malignitelerin evrimi i¢in gerekli oldugunu
hipotezini ortaya koymustur [151]. Bu hipotez 1si1ginda tiimor dokularinda laktat
konsantrasyonu ile metastaz insidansi arasinda bir korelasyon bulunmustur [152].
Bununla birlikte, Warburg etkisi, karmasik timor metabolizmasinin yalnizca bir pargasi
olup, amino asit, lipid ve adenosin metabolizmalarinin da tiimoér hiicrelerinin
biyokimyasal ihtiya¢larini karsilamak i¢in de uyarlanmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen
kanitlar, gelismis glikolizin ve diisiik oksidatif fosforilasyonun, Warburg etkisiyle

KRK'de meydana geldigini ortaya koymaktadir [153],[154], [155],[156].

2.1.6.3.2. Amino Asit Metabolizmasi

Hipoksik dokularda hiicre disi adenosin konsantrasyonunda Onemli bir artig
oldugu tespit edilmistir. Buna gore, HIF-la'nin (Hypoxia-inducible factor 1-alpha),
adenosine monofosfatt adenosine metabolize eden CD73'1 (ekto-5"-niikleotidaz)
diizenledigi gosterilmistir. CD73 (ekto-5'-niikleotidaz), tiimdr hiicrelerinin yiizeyinde
eksprese edilen ve bir¢ok kanser varliginda yiiksek aktivite gosteren bir enzimdir
[157],[158],[159]. Buna karsilik, MTA (5’-deoksi-5'metiltioadenosinin adenin) ve
MTAP’a (metiltiyoriboz 1-fosfat) doniislimiinii katalize eden metiltiyoadenosin fosforilaz
ekspresyonu, kromozomal yeniden diizenleme ya da epigenetik susturmadaki gen
bozulmasindan dolayr malign melanom ve hepatoseliiler karsinom dahil olmak iizere
birgok tiimorde azalmaktadir [160], [161]. Bu durum, tiimér ortaminda MTA'nin
birikmesine neden olmaktadir. Hipoksi kaynakli faktor ayrica siklooksijenaz COX-2 gibi
lipid metabolizmasi i¢in 6nemli olan genleri de diizenlemektedir [162],[163]. COX
enzimleri prostaglandinlerin sentezinden sorumludur. COX-1 hemen hemen tiim
dokularda yapisal olarak eksprese edilirken, izoenzimi COX-2 Oncelikle tiimorlerde
bulunur ve asir1 ekspresyon, meme ve yumurtalik kanserinde kotlii prognozla
iligskilendirilmistir [164],[165],[166]. Glutamin, viicutta en fazla bulunan amino asittir ve

tiimdrler, yiiksek miktarda glutamin alim hizi, bir¢ok tiimor hiicresi igin karakteristik
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oldugundan, glutamin tuzaklari olarak islev gérmektedir. Glutamin artisinin bir kismu,
glutamin metabolizmasinda ilk enzim olan glutaminazin (GLS) daha yiiksek aktivitesine
ve ifadesine dayanmaktadir [149], [167], [168]. Buna gore, intra-tumoral glutamin
seviyeleri diisiiktiir ve kanser hastalar1 diisiik plazma glutamin seviyeleri ve tersine

yiiksek glutamat konsantrasyonlari sergilemektedir [169].

Birkag calisma ¢esitli ortak amino asitin KRK'de biriktigini saptamistir [153],
[154],[170],[171],[172],[173]. Degismis KRK metabolizmasinin molekiiler temellerinin
daha iyi belirlenebilmesi, kolorektal tiimoérleri tedavi etmek, hatta dnlemek i¢in yeni
ajanlar1 da ortaya cikarabilecektir. KRK ile iligkili metabolik aberasyonlar hakkindaki
¢ogu literatiire ragmen [155], KRK veya metastatik hastaligin varligimi dogrulayan
metabolik profillerin tanimlanmasi zor olmaktadir. Hem pozitif hem de negatif iyonlagma
modu analizlerinde, KRK numunelerinde AMP'nin (Antimikrobiyal peptit Onciilleri)
belirgin bir sekilde asiri ifadesi saptanmistir. Ayrica AMP, foshofruktokinaz-1 (PFK1)
aktivitesini aktive etmesiyle birlikte tiimdr hiicreleri i¢in birincil enerji kaynagi olarak

arttirilmis aerobik glikoliz ile iligkili bulunmustur [174].

Bir calismada, folat takviyesinin KRK gelisme riskini azaltabilecegini 6ne siirse
de, farkli bir ¢calisma folat asir1 aliminin, 6zellikle premalign lezyon olustugunda, KRK
gelisme riskini de arttirdigin1 gostermektedir [175]. Folat, DNA biyosentezi, onarimi ve
metilasyonunu korumak i¢in 6nemli bir metabolit oldugundan ve ayrica piirin ve
pirimidin niikleotit bazlarinin {iretiminde rol oynar, yliksek seviyeler anormal bir lezyon
olustugunda KRK'de proliferasyonun devam etmesine katkida bulunabilir [176]. Ayrica,
folatin bagirsaktaki doku homeostazinda 6nemli oldugunu ve folat metabolizmasindaki

sapmalarin, cogalma ve karsinojenezle birlikte ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.

2.2. Triptofan Metabolizmasi

Triptofan (TRP), Frederick Hopkins tarafindan 1901 yilinda aromatik bir
aminoasit olarak kesfedilmistir. Hopkins, triptofan1 ilk olarak 600 g pankreas 6zii ham
kazeinden 4-8 g olarak izole etmistir. Triptofan “((2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)”
propiyonik asit), apolar yan zincire sahip esansiyel bir aminoasittir [177]. Triptofan,
enzimler, yapisal proteinler, serotonin, melatonin ve norotransmiterler gibi hayati pek ¢ok
biyomolekiil i¢in temel yap tasi kabul edilmektedir. Insan viicudunda triptofan, protein

sentezine katilmanin yani sira kiniirenin bilesiklerinin veya seratoninin sentezlendigi iki
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onemli yolagin Onciil bilesigi olarak gorev yapmaktadir. Triptofan absorbe edildikten
sonra %90 oraninda albiimine bagl olarak veya serbest formda periferal dolasimda yer
almaktadir. Kompetitif non-spesifik L-amino asit tasiyicilariyla serbest formda kan-beyin
bariyerini ge¢mektedir. Gerek periferal gerekse santral sinir sisteminde triptofan

metabolizmasinin fazla tercih edilen yolagi kiniirenin yolagidir [178].

Sekil 2-6: Triptofanin molekiiler yapisi

Triptofanin protein sentezine katilmasi ile birlikte kinurenine ve serotonin
yolaklarinda metabolize olmaktadir. Triptofanin yaklasik %95'1 hem santral sinir
sisteminde hem de periferdeki kinurenin yoluyla metabolize edilirken, triptofanin

sadece %1'i serotonin ve melatonine dontstiiriilir [179], [180].
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Sekil 2-7: Triptofan metabolizmasinin iki ana yolag: [277]
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Sekil 2-8: Triptofan metabolizmasinin fizyolojik fonksiyonu [277]
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Triptofan degradasyon yolu, serotonin yolu ve kinurenine yoluna boliinmistiir.
Kinurenik asit ve pikolinik asit noroprotektif metabolitler olarak kabul edilirken, 3-
hidroksi L-kinurenin, 3-hidroksiapranilik asit ve kinolinik asit nérotoksik metabolitlerdir
[181]. L-Triptofan (TRP), esansiyel bir amino asittir, protein biyosentezi igin bir yap1
tasidir ve insan metabolizmasinda onemlidir [182]. Triptofanin metabolize olmasi
karaciger, bobrek ve beyin’de olmak iizere li¢ biyokimyasal yolak ile gergeklesir [183].
Bu yolaklar kinurenine (KYN) yolu, 5-hidroksitriptamin (5-HT) yolu ve indoleacetic asit
yoludur. Memelilerde TRP, oncelikle TRP'in triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO) veya
indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile katobolize edildigi KYN yolu ile metabolize edilir
ve daha sonra KYN'ye dondstiiriilir. KYN ayrica, KYN aminoferaz ile kinenik asit

(KYNA) igine katabolize edilir.

2.2.1. Triptofan Metabolizmasi Hidroksilasyon (Seratonin) Yolag:

Diyetle alinan triptofanin yaklasik %3’ii seratonin sentezi i¢in kullanilmakta olup,
beyinde ise sadece %]1’1 seratoninin sentezlendigi hidroksilasyon yolagina katilmaktadir
[177]. Triptofanin metabolizmasinin hidroksilasyon yolunda, triptofan triptofan 5-
hidroksilaz enzimi araciligi ile 5-OH triptofan’a hidroksillenmekte, L-amino asit
dekarboksilaz enzimiyle dekarboksilasyona ugrayarak seratonin’e cevirilmektedir (Sekil
2-10) [177],[178]. Sentezlenen seratonin miktari, TRP’nin kullanilabilirligine ve bu
enzimlerinde aktivitesine bagli olarak degigsmektedir. Doku seratonin miktari diyetle
alinan triptofana bagli olup, seratonin gastrointestinal sistem, trombositler ve beyinde

sentezlenmektedir.
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Sekil 2-10: Triptofan metabolizmasinin seratonin yolag:

Seratoninin, fizyolojik ve psikiyatrik siire¢lerde 6nemli bir ndrotransmitter ve
noromodiilator olarak rol oynadigi bilinmektedir [177],[184]. Diger yandan, TRP
metabolizmasinin seratonin yolagi melatonin sentezine de aracilik etmesi nedeniyle de
oldukga dikkat ¢ekicidir [185]. Triptofanin oksidasyon yolaginda etkili olan indolamin
2,3-dioksijenaz enzimi aracilifiyla ortaya c¢ikan triptofan azliginin 6zellikle kanser

hastalarinda da izlenen depresyona yol agabilecegi bildirilmektedir [186],[187].

2.2.2. Triptofan Metabolizmasi Oksidasyon (Kiniirenin) Yolag:

Triptofan metabolizmasinin %90 oraninda tercih ettigi bir diger yol olan
oksidasyon yolagi, Kiniirenin yolagina olarak da adlandirilmaktadir. Kiniirenin yolagina
giren triptofan, doku ve hiicre lokalizasyonlari, substrat spesifiteleri bakimindan farklilik
gosteren triptofan 2,3-dioksijenaz ve indolamin 2,3-dioksijenaz enzimleri tarafindan N-
formil kiniirenine donistiiriilmektedir (Sekil 2-11). Kiniirenin yolaginin bu basamagi,
yolagin ilk ve hiz sinirlayict basamagi olmaktadir. Bu katabolik reaksiyonlara katilan

cesitli enzimler ile biyolojik olarak aktif, hiicresel fonksiyonlar iizerinde fizyolojik ve
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patofizyolojik etkileri olan 3-hidroksiantranilik asit, kiniirenik asit ve kinolinik asit gibi

diger metabolizme triinleri sentezlenmektedir [178].

Beyinde oldukg¢a diisiik konsantrasyonda mevcut endojen noroprotektif bir
bilesiktir olan kintirenik asit, onemli rolleri olan bir metabolittir. N-metil D-aspartik asit
(NMDA) reseptoriiniin glisin modiilatér bolgesine az konsantrasyonlar baglanirken,
NMDA reseptoriiniin glutamat bolgesine ise yiliksek konsantrasyonlar baglanmaktadir.
Beyinde kiniirenik asit yogunlugunun artisinin sedatif etkiye aracilik ettigi tespit
edilmistir [188]. Kiniirenin yolaginda 3-hidroksikiniireninin hidroliz veya antranilik asitin
oksidasyonundan  sentezlenen  3-hidroksiantranilik  asit  metaboliti,  immiin
diizenlenmedeki roliiniin yant sira ndrotoksik oldugu da bilinmektedir. TRP
metabolizmasinin oksidasyon yolunda olusan diger bir metabolit olan pikolinik asit,
endojen ndroprotektan olup, hiicresel biiyiimeyi kontrol etmekte, antitiimoral, antifungal
ve antiviral aktiviteler gostermektedir. Kinolinik asit metaboliti ise, noronal NMDA
glutamat reseptorlerini aktive ederek agonist etki gdstermektedir. Beyindeki kinolinik asit
konsantrasyonu, triptofanin seratonin yolagma yonelmesinden dolayi, kan ve sistemik

dokularla karsilastirildiginda daha diisiik oranda bulunmaktadir [178].
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Sekil 2-11: Triptofan metabolizmasinin kiniirenin yolagi

2.2.3. Kolorektal Kanserde Triptofan Metabolizmasi

Esansiyel bir amino asit olan triptofan, tiimorlerin, immiin imtiyazli bdlgelerin
veya iltihaplanma bélgelerinin lokal mikrogevresinde katabolize edilmektedir [178].
Kinurenin yolagi (KP) boyunca triptofan metabolizmasi immiinoterapi i¢in 6zellikle umut
verici bir hedeftir. indoleamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1), bu yolu baslatan enzimler

tizerinde en iyi ¢alisilmis ve genellikle KRK'de asir1 ifade edilmistir. Bu yolun gastrik,
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pankreas, Ozofageal ve gastrointestinal (GI) stromal tiimorleri gibi diger GI

malignitelerdeki rolii de tartigilmaktadir [189].
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Sekil 2-12: Kolorektal kanserin gelisiminde triptofan metabolizmasi [277]

Triptofan metabolizmasinin, iltihaplanma ve KRK'deki roliiniin aydinlatiimasi
adina literatiirde bircok kapsamli ¢alisma bulunmaktadir. Triptofan metabolizmasi,
bagisiklik siirveyansindan kaginmak i¢in tiimor hiicreleri tarafindan tiiketilen énemli bir
mekanizmadir [190],[191]. Triptofan en temel amino asittir ve diyet triptofanin % 95'i
kiniirenin yolagi (KP) boyunca metabolize edilir (Sekil 2-12) [192]. Bu yoldaki ilk ve hiz
siirlayict basamagi, IDO1 hem enflamatuar hem de malignitelerde adaptif immiin
yanitlarin sinirlandirilmasinda 6nemli rollere sahiptir. Diger iki enzim olan indoleamin
2,3-dioksijenaz 2 (IDO2) ve triptofan dioksijenaz (TDO veya TDO2), kiniirenin yolagi
boyunca triptofan1 metabolize etmektedirler [193]. Baslangigta, IDO1 ¢ogu doku ve
hiicre tipinde yaygin sekilde eksprese edilirken, doku dagilimi1 IDO2 (bdbrek) ve TDO
(karaciger) icin ¢ok daha sinirhidir. Bununla birlikte, her ii¢liniin de ¢esitli kanserlerde

ifade edildigi gosterilmistir [194], [195], [196].

Yapilan ¢aligmalarda, kolorektal kanser hastalarinda azalmis triptofan seviyelerini
ve artmis kinilirenin yolagt metabolitleri tespit edilmis, bunun sonucunda IDO1
aktivitesinde artis oldugu tespit edilmistir [197]. Yiksek IDO1 ekspresyonu timor
invazyonu agisindan, genel sag kalim ve meta-senkronize KRK metastazlar1 igin

bagimsiz bir olumsuz prognostik faktordiir. Bununla birlikte, timor infiltre lenf
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diigiimlerinde yiiksek yogunlukta IDO1 eksprese hiicrelerin fazlaligi, kolon kanseri
hastalarinda 5 yillik sag kalim oranlart ile iligkili bulunmustur [198],[199],[200].

Indol bilesikleri kommensal kolonik mikrobiyota tarafindan diyet triptofandan
iiretilmektedir. Bu indol metabolitlerinin cogu, AHR’yi (aril hidrokarbon reseptor) aktive
etmektedir. Aktive edilmis triptofan metabolizmasi, KRK’de ortak bir 6zellik olup

preklinik veriler bu yolun neoplastik hastalik ilerlemesini desteklemektedir [201].

2.3. Kolorektal Kanserde immiinolojik Mekanizmalar

Bagisiklik sistemi hiicreleri immiin mikrogevreye katkida bulunmaktadir. Dogal
oldiiriicii (NK) hiicreler, dogal immiin yanitta kritik 6neme sahip olup anormal hiicrelere
kars1 kendiliginden sitotoksik etki gostermektedirler. Yapilan caligmalarda, kolorektal
kanserli hastalarda saglikli kontrollere kiyasla, NK hiicre aktivitesinde azalma tespit
edilmistir [202]. Ek olarak, NK hiicrelerinin kolorektal tiimorlere infiltrasyonunun daha
iyi klinik sonuglarla iligkili oldugu gosterilmistir. Metastatik hastalikta, periferik kandaki
yiiksek NK hiicrelerinin oran1 ve artan NK sitotoksitesi, kemoterapiye verilen yanitlarin
artmas1 ve daha uzun sag kalim ile iliskilendirilmistir [203],[204]. Ancak, hiicrelerle
etkilesimleri ve prognostik 6dnemi heniiz tam olarak anlasilmamigtir. Dendritik hiicreler,
adaptif immiinitenin baglatilmasinda ve diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan anahtar
antijen sunan hiicrelerdir. Tiimor antijenlerini T hiicrelerine sunarak ve diger efektor
hiicrelerle etkilesimler yaparak antitimor yanitlarii baglatmaktadir. Dendritik hiicre
fonksiyonundaki bozulma birgok kanser modelinde ortaya ¢ikmakta ve immiin kacis
mekanizmasini temsil etmektedir [205]. Ayrica, bu hiicreler PD-L1 ve CD80/86 dahil
immiin kontrol noktas1 ligandlarini ifade etmektedirler [206]. Immiinsiipresyon igin diger
bir mekanizma, MHC (major histocompatibility complex) simif I ve II proteinlerinin
hiicre ylizeylerinden kaybolmasidir. T hiicrelerine ve diger efektdr hiicrelere antijen
sunumu igin gereklidirler. MHC simf 1 kaybi MSI-H kolorektal kanserinde sik
goriilmektedir [207].
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Sekil 2-13: Tiimor mikrogevresinde immiin diizenleyici yolaklar [208]

Kolorektal kanser hastalari igin tiimor mikrogevresi tizerine ¢esitli immiinoterapi
uygulamalar1 planlanmaktadir. Bu hedef dogrultusunda yapilan bir calisma, T hiicre
hedefli bispesifik antikorlarin kullanimi ile tiimor i¢indeki immiinojeniklik uyarilmistir
[124]. Baska bir arastirmada ise, T hiicrelerinde eksprese edilen CD3 molekiili ve
siklikla kolorektal karsinomada asir1 eksprese olan bir belirteg olan CEA'ya ayni anda
baglanan karsinoembriyonik antijen-T hiicre bispesifik (CEA-TCB) antikorunu
degerlendirilmistir. CEA-TCB antikor aktivitesi, zayif bir immiinojenik timor
mikrogevresinde T hiicresi proliferasyonu ve sitokin salinimi saglar ve boylece CEA-
TCB antikoru, MSS tiiméorlerinde dahi immiin kontrol noktast blokaj ajanlarin etkisini

artirabildigi saptanmistir [209],[210].

Diger immiin hiicre kaynakli yolaklar1 hedef alan spesifik immiinoterapotik
ajanlara cevap verebilecek olgulari tanimlamak icin 6nemli bir potansiyel mevcuttur.
Farede, hem Tim-3 hem de PD-1'i hedef alan solid tiimor modelleri, her iki yolu ayr1 ayri
hedeflemekten daha biiyiik antitiiméor tepkilerine yol agmaktadir [211]. Bununla birlikte,
kombine Tim-3 ve PD-1 blokaji solid timorlerde erken faz klinik g¢alismalar da
bulunmaktadir [212]. Bispesifik antikorlar, dogal immiin yanitin arttirilmasinda umut
vadedicidir. Dahasi, neoantijen klonalitesinin immiin mikrogevredeki etkilerin
belirlenmesi, kanser asilama yontemleri ve edinsel hiicre transferinde kullanilan farkli
hedef potansiyeleri saglayabilecektir. Yeni tedavi yoOntemlerinin bulunmasi igin

gerceklestirilen genetik ve kanser immiinolojisindeki alanindaki ilerlemeler, 6zellikle
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mevcut tedavilere direngli olan kanserlerde tiimor immiinojeniklik etki mekanizmalari
daha 1iyi belirlenebilmistir. Ayrica, 6zellikle kolorektal kanserde immiinoterapinin

roliiniin oldukg¢a etkili oldugu diistiniilmektedir [208].

2.3.1. Kolorektal kanserde immiin sistemden kacisda Foxp3’iin Rolii

Temel olarak, Thl (T-yardimci 1) hiicreleri sitotoksik CD8 + T hiicrelerini aktive
eder, boylece bir antitiimoral etkiye neden olurken Th2 / Th3 / Trl hiicreleri IL-4, IL-5/
IFN- vy / IL-10 sitokinlerinin salgilanmasiyla tiimoriin ilerlemesini arttirmaktadir
[213],[214]. Bir Th-1 hiicre aracil1 sitokin profilinin, Th2 / Th3 / Tr1 lenfositleri i¢in tipik
bir profile dontismesi, Th-1 / Th-2 kaymasi olarak adlandirilir ve karsinogenez sirasinda
etkisiz bir hiicresel immiin yanitin ana nedeni olarak kabul edilmektedir [215]. Ayrica,
transkripsiyonel repressor geni Foxp3'i eksprese eden ve timustan olgun T hiicreleri
olarak ayrilan diizenleyici CD4+ CD25+ T lenfositleri , malign hiicrelere hiicresel immiin
cevabin etkisizligi bakimindan giderek dikkat ¢cekmektedir [216],[217]. Diizenleyici T
hiicreleri, kendi antijenlerine karsi toleransi siirdiirmede ve otoimmiiniteyi dnlemede
kritik bir rol oynamaktadir [218]. Indiiklenebilir Treg lenfositleri, patojenlere ve kendi
antijenlerine cevap olarak periferde cevap iretirler [213],[219]. Bununla birlikte,
Treg'lerin patojenler tarafindan uyarilmast veya aktivasyonu, koruyucu bagisiklik
kazandirma stratejisi oldugu gibi, CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin tiikenmesi, belirli
enfeksiyonlar sirasinda hayatta kalmayr arttirdign = gosterilmistir  [220]. Timor
mikrogevresi ve kanser hiicreleri i¢indeki dendritik hiicreler, belirli kosullar altinda, IL-
10 veya TGF-B'ye maruziyetten sonra, sitotoksik T hiicrelerini inhibe etmesiyle efektor
yanitlarin1 sinirlayan Treg'lerin gelisimini baslatabilir, boylece anti-timér immiinitesini
bozabilmektedir [221]. Sonug¢ olarak, TGF-B ve IL-10 ekspresyonu, timor gelisiminde
yakindan iligkilendirilmis olup tiimdr hiicre biyolojisi ve immiin sistem arasinda birgok

etkilesime katkida bulunmaktadir.

2.4, KRK’de Metabolizma ile Immiin Siirecler Aras1 Etkilesimler

Sitotoksik T ve NK (dogal oldiirticii lenfosit) hiicre aktivasyonu, tiimor hiicreleri
tarafindan 1y1 bilinen bir 6zellik olan glukoz ve amino asitlere olan ihtiyacin artmasina
neden olmaktadir. Bu yakin metabolik bagimliliklar, timére 6zgli immiin hiicrelerin
proliferasyonunu ve efektor fonksiyonlarini sinirlayan metabolik rekabet ile

sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, sadece besin kisitlamasi degil aynt zamanda
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metabolit fazlaligi ve laktat gibi metabolik atik iirtinlerin birikimindeki timor kaynakli
kaymalar, lokal immiinosupresyona neden olarak tlimoriin ilerlemesini ve metastazini
kolaylastirmaktadir. Tiimor mikrogevresindeki metabolitler, immiin hiicrelerin anti/pro-
tiimor fonksiyonlarii etkilemektedir. Boylece, glikoz, glutamin, serbest yag asitleri ve
stiksinat gibi diger metabolitleri iceren enerji kaynaklar1 makrofajlarin, nétrofillerin ve T

hiicrelerinin fonksiyonlarini bilyiik 6l¢iide degistirmektedir [222].
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Sekil 2-14: Tiimér mikrogevresinde immiin hiicrelerin anti/pro-tiimor

fonksiyonlarim etkileyen metabolitler [222]

2.4.1.1.1. immiin Sistemde Glikoz Metabolizmasi

T hiicresi proliferasyonunun glukoz metabolizmasina bagli oldugu bilinmektedir
[223],[224],[225]. Glikolizin immiin hiicre proliferasyonu desteklemesinin yani sira,
fonksiyonel aktivitesi i¢in de hayati dnemi bulunmaktadir. Bunun yani sira, glikoliz
metabolizmasi, lenfoid ve miyeloid hiicrelerde sitokin {iretimiyle iliskilendirilmistir
[226],[227]. Glikoliz hizl1 enerji teminini garanti ederken, ayn1 zamanda IFNy iiretiminin
post-transkripsiyonel ve epigenetik kontroliine de katilmaktadir [226],[227],[228]. Belirli
sinyal yolaklari, immiin hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde metabolik diizenleme icin
gerekli olmaktadir. T hiicre reseptorii (TCR) stimiilasyonu iizerine hizla aktive olan AKT,

glikolizin indiiklenmesinde rol oynamakla birlikte sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin
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ifadesini de belirlemektedir [229], [230], [231]. Ayrica, Myc geni efektor T hiicrelerinde
gecici olarak diizenlenmekle birlikte glukoz, glutamin metabolizmasina iliskin genlerin
ifadesini de arttirmada etkilidir [225], [232]. Ek olarak, T hiicrelerinin efektor veya
diizenleyici fenotiplere farklilagsmasi etkili olan mTOR kompleksi immiin hiicre
metabolizmasinin merkezi bir diizenleyicisidir [229],[230],[233]. T hiicresi mTORC1'in
rapamisin yoluyla baskilanmasi, glikolizin inhibisyonu ile sonuglanir ve CDS8 bellek

tiretimini arttirir [228], [234],[235].

2.4.1.1.2. iImmiin Hiicre Aktivasyonunda OXPHOS (Mitokondriyel Oksidatif
Fosforilasyon Sistemi)'un Rolii

Glikolizin yani sira, OXPHOS ayrica T hiicrelerinde anti-CD3 / CD28 uyarimi
tizerine hemen yiikseltilir ve pasif hiicrelerin efektor hiicrelere gegisini destekler [236],
[227], [237]. OXPHOS glukoz kisitlamasini telafi edebilir ve IFNy tiretimi siirdiiriliir
[236], [238]. Ayrica, antijene spesifik T hiicresi aktivasyonu i¢in mitokondriyal ROS
tiretimi, NF-kB ve AP-1'i aktive etmek igin ise Ca2 + artis1 ile sinerji olusturmasi olduk¢a
onemlidir [239],[240]. Immiin yanitlarm kontroliinde ise, OXPHOS, diizenleyici T
hiicreleri i¢in Ozellikle onemlidir, ¢iinkii baskilayict fonksiyonlar1 glikoz ve lipit

oksidasyonu ile baglantili bulunmustur [241], [242].

Bu genel etkiyle uyumlu olarak Foxp3 kararliligi, Asetil-CoA ile arttirilir ve lipit
oksidasyonunun inhibisyonu, Foxp3 ekspresyonunu ve bununla ilgili baskilayici
kapasiteyi azaltmaktadir [243]. Foxp3'in kendisi AKT aktivasyonunu ve dolayisiyla
GLUT-1 ekspresyonunu baskilayarak metabolizmay1 oksidasyona kaydirir [244], [245].
Bununla birlikte, proliferatif Treg'ler glikolize geger ve Treg'lerin indiiklenmesi, glikolize
baglidir [246]. OXPHOS'un bellek T hiicresi olusumundaki rolii ile ilgili farkli sonuglar
yaymlanmistir. Yapilan bir aragtirmada, OXPHOS'u tercih eden mitokondriyal fiizyonun,
T hiicrelerinin tretilmesinde onemli oldugunu, buna karsin baska bir calismada ise
OXPHOS'un bellek T hiicre farklilagmasi igin gerekli olmadigini gosterilmistir [247].
Gozlenen fark, efektér hafizasi ve merkezi hafiza T hiicreleri arasindaki altkiime
degisimleri ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir [248]. Sonug olarak yapilan galigsmalar
1s18inda, T hiicrelerinin metabolik esneklik gosterdigi ve tek bir enerji saglama yoluna

dayanmadig goriilmektedir.
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2.4.1.1.3. immiin Sistemde Amino Asit Metabolizmasi

Tim immiin hiicrelerde oldugu gibi T hiicrelerinde de proliferasyonun yani sira
aktivasyonlarinda da amino asitlere olan ihtiya¢ artmaktadir. Glutamin, T hiicrelerinde
protein ve lipid biyosentezinin yani sira ilk biiylime fazi boyunca proliferasyon igin temel
bir aminoasittir [225],[249],[250]. Ayrica, miyeloid hiicrelerde enflamatuar aktivite,
fagositoz ve antijen ifadesi igin de oldukga 6nemli etkilere sahiptir [251],[252]. Glutamin,
OXPHOS'u, protein biyosentezini desteklemektedir [253]. Arginin, triptofan ve sistein
gibi diger amino asitler de T hiicresi ¢ogalmasinda oldugu kadar makrofaj ve MDSC
fonksiyonu igin kritik dnem tagimaktadir. Bu amino asitlerin miyeloid hiicreler tarafindan
tikenmesi, T hiicrelerinde hiicre dongiisii durmasina yol agmaktadir [5],[254],[255].
Arginin seviyelerinin yiikselmesi, aktif T hiicrelerinde glikolizden OXPHOS'a kaymaya
neden olarak sagkalim ve antitiimor aktivitesinin artmasiyla merkezi bellek benzeri

hiicrelerin olusumunu tesvik etmektedir [256].

Timor hiicreleri ve aktive edilmis immiin hiicreler, anabolik makromolekiil
sentezi ig¢in triptofan, arginin ve glutamin gibi siirekli bir amino asit kaynagi
gerektirmektedir. Bu nedenle, tiimor hiicreleri ve immiin hiicreler arasindaki metabolik
bir rekabet, besin yoksunluguna neden olabilmektedir. Yapilan pek cok calisma,
triptofanin bulunmasi ile ilgili olarak, IDO’nun bir¢ok kanserde asir1 eksprese edildigi ve
IDO eksprese eden tiimor hiicreleri spesifik T hiicreleri tarafindan reddedilmedigini tespit
etmistir [257]. Buna goére kolorektal kanserde IDO ekspresyonu diisiik T hiicresi
infiltrasyonu ve azalmis sagkalim ile iligkili bulunmustur [199]. Arginin tilkenmesi, ARG
veya NO sentazinda, asir1 eksprese eden tlimorleri eksprese ederek ve daha sonra yanit
vermeyen T hiicrelerinin gelismesine yol agmaktadir [258]. Ayrica, tiimor infiltre eden

MDSC'lerin arginin yoksunlugu, T hiicre fonksiyonunu bozdugu tespit edilmistir [259].
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Tablo 2-4: Kanser tedavisi icin planlanmis immiinometabolik ajanlar [199]

Hedefler Kimyasal Ajanlar Mekanizmalar Gelistirme
Durumu
PKM2 DASA, TEPP46 HIF 1o’ nin inhibisyonu Preklinik
HIFla PX-478, RO7070179, EZN- HIFlo’nin inhibisyonu Faz 1
2968
PTEN VO-Ohpic, SF1670 PI3K’nin inhibisyonu Preklinik
PDK Dichloroacetate Glikolizin inhibisyonu Faz 2
GLUT1 Ritonavir Glikolizin inhibisyonu FDA- onayl
LDH Gossypol (AT-101), FX11 Glikolizin inhibisyonu Faz 3
Galloflavin
CPT1A Etomoxir FAO’nin inhibisyonu Preklinik
CTLA-4 Ipilimumab Kontrol noktast blokaj;; FAO’nir FDA- onayli
inhibisyonu
PD-1/PD-L1  Nivolumab, Kontrol noktast blokaji; FAO’nir FDA- onayli
Pembrolizumab, inhibisyonu
Atezolizumab
AMPK Metformin Kompleks P’in inhibisyonu; FDA- onayli
mitokondriyel ROS’un diigiiriilmesi
mTOR Temsirolimus, Everolimus = HIF-1a translasyonun inhibisyonu FDA- onayl
IDO Epacadostat Triptofan metabolizmasinin FDA-onayh
diizenlenmesi, mMTORC1’in
inhibisyonu
IDH1/2 Ivosidenib (AG-120) 2-HG iiretiminin inhibisyonu Faz 3
mutasyonlar1  IDH305, AG-881, DS
1001b
FGFR Regorafenib, Sunitinib Multi-hedefli kinazin inhibisyonu Faz 2
TAS120
iNOS L-NMMA, 1400W NO iiretiminin inhibisyonu Faz 2
FOXP3 P60 NF-kB ve NFAT’1n baskilanmasi Preklinik

2.4.1.1.4. immiin Sistemde Triptofan Metabolizmasi

Tlimori olan lenf diiglimlerinin antijen sunan hiicrelerinde, transkripsiyon faktorii
Foxo3, IDO1 ve TGF-B ekspresyonunu indiikleyerek normal immiin fonksiyonuna
paralel bir tolerans yolu gostermektedir [260]. Bu tiimdrlerde IDO1 ekspresyonunun,

triptofan tiikenmesi ile immiinosiipresif bir timor mikro ortamina katkida bulunacagi
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tahmin edilmektedir [261],[257],[262]. Kolon kanserleri siklikla primer timorde IDO1
ekspresyonu sergileyerek miyeloid tiirevli hiicrelere sizmaktadir [198],[257], [262].

Efektif T hiicreleri, T hiicre reseptor sinyalizasyonunu takip eden T hiicre siklusu
boyunca triptofan miktarma oldukc¢a duyarlidir. Efektif T hiicrelerinin artisi, serbest
triptofana erigimleri sinirlandirilinca hiicre siklusunun G1 fazinda kisitlanmaktadir [263].
Bu bilgiler 1s1¢inda, doku mikrogevresinde triptofana erigimin, antijen sunan hiicreler
(ASH)’e karst olusacak cevapta T hiicrelerinin harekete geg¢ip gegmeyecegine ve
proliferasyon durumlarinin nasil degiseceginin belirleyen kritik bir faktor oldugunu

distiniilmektedir.

2.5. Foxp3 (Forkhead Box P3) Proteini

Foxp3 (Forkhead box P3), X kromozomu p11.23 lokasyon yerleskeli ve Foxp3
geninden kodlanan, ¢atal/kanatli sarmal transkripsiyon faktori ailesine ait 431 aminoasitli

bir proteindir. [264].
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Transkripsiyon faktorii catalli kutu P3 (Foxp3), CD4+ CD25+ diizenleyici T
hiicrelerinin ~ (Treg) bir belirteci olarak tanimlanmis olup immiinosiipresif
fonksiyonlarinin 6nemli bir belirleyicisidir. Foxp3'in, timdr ilerlemesi sirasinda
antitimor immiin yanitlart smirladigr gosterilmistir. Ek olarak, karsinogenezde artmis
Foxp3 ekspresyonu ile tiimor hiicrelerinin efektor T-hiicre yanitlarindan kagabildigini 6ne

stirilmiistiir.

Sekil 2-17: Foxp3'iin 3 boyutlu yapisi

Baz1 Treg alt simiflari, IL-10 gibi sitokinler ilireterek ve transforme edici biiylime
faktorii B (TGF-P) gibi sitokinler iireterek immiinsiipresif fonksiyonlar sergilemektedir. in
vivo olarak, Treg'lerin, TGF-B'nin kanser biyolojisindeki karmasik roliiniin ¢ok 6nemli
bir pargasi olarak 6ne ¢ikan, sitotoksik T-lenfosit (CTL) fonksiyonlarint TGF-f sinyalleri
yoluyla spesifik olarak bloke ettigi gosterilmistir. Treg'ler ayn1 zamanda hiicre-hiicre
temas1 gerektiren bir mekanizma aracilifiyla sitokin iiretmeden T hiicrelerinin
aktivasyonunu ve/veya ¢ogalmasini da baskilayabilmektedir. Ayrica, naif T hiicrelerinin

¢ogalmasini da inhibe etmektedir [264].
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Sekil 2-18: CD4+ hiicrelerin siniflandirilmasi

Birgok ¢aligma, Foxp3+ Treg'lerin tiim T hiicrelerine gére daha yiliksek oranlarda
tiimdrlere infiltre olabilecegini bildirmektedir. Tiimorlerde ve lokal lenf nodlarinda
Foxp3+ Treg'lerin birikmesinin immiin yanitlar1 inhibe edebildigi ve bu nedenle

istenmeyen prognozlu tiimorgenezis ile sonuglandigr gosterilmistir [265],[266],[267].

Sekil 2-19: Foxp3+ Treg’lerin hiicre yiizeyi faktorleri yoluyla inhibisyonu [255]

2.5.1. Foxp3 ile iliskili Gen Polimorfizmleri ve Kanser iliskisi

Tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) KRK duyarliligina katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Foxp3 transkripsiyon faktorii Treg fonksiyonu ig¢in kritik olarak

tanimlanmis 6nemli bir belirtectir [267],[268]. Foxp3 gen polimorfizmleri, fonksiyonel
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Treg lenfositler azaltarak veya ortadan kaldirarak Foxp3'ii fonksiyonel veya kantitatif

olarak degistirebilmektedir.

Cogunlukla tek niikleotid polimorfizmlerinden (SNP'ler) olusan genetik
varyantlarin, bir¢cok hastalikta protein fonksiyonunda degisikliklere neden oldugu
kanitlanmistir [269]. Bazi Foxp3 SNP'leri bildirilmis ve bunlarin kanser duyarliligindaki
rolleri arastirilmustir. 312 franli katilimei {izerinde yapilan bir ¢calismada, rs3761549 (T/C)
'deki T alelinin, akciger kanserine duyarlilik ile korele oldugunu bildirilmistir [270],
baska bir ¢alismada, Cin popiilasyonunda rs3761548 (A/C) polimorfizmi arastirilmis ve
endometriyal kanser kadinlarinda A allel sikliginin saglikli kontrollerden anlaml
derecede diisikk oldugu tespit edilmistir [271]. Diger bir ¢alismada ise, 1049 meme
kanseri hastalarindan alinan 6rnek iizerinde Foxp3 rs2280883'tiir (C/T)’deki allel C
mutasyonu ve meme kanseri riski arasinda anlamli bir iliski oldugunu saptanamamistir
[272]. Farkl1 bir ¢alismada, Cin popiilasyonunda Foxp3 rs3761548 polimorfizmine sahip
bireylerde kolorektal kansere olan duyarhiliklari tespit edilmistir [273]. Foxp3’iin
kanserdeki roliine iliskin celigkili yaymlar bulunmakla birlikte, bu duruma agiklik
getirmek igin 2014 yilinda bir meta-analiz yaymlanmis ve Foxp3 rs3761549 (T/C) ve
rs3761548 (A/C) polimorfizmlerinin meme kanseri riski ile degil, akciger ve
hepatoseliiler kanser riski ile iliskili oldugunu ileri stirilmiistiir [274]. Bir arastirmada, {i¢
Foxp3 polimorfizmi ve alti kanser tipi degerlendirilmistir. RS 3761548 (A/C)
polimorfizmleri agisindan genel olarak ve meme kanseri gruplarinda anlamli bir sonug
gozlenmemekle birlikte, toplanan veriler Cin popiilasyonu i¢in degisken AA genotipleri
ve A alelinde kanser riskini arttirdig: tespit edilmistir (AA vs. AC + CC: OR =1.61 % 95
Cl=1.09, 239 AA-CC:OR=174%95CI=1.05,289; A-C:OR=134%95Cl =
1.00, 1.78). Bu meta-analiz, Cin popiilasyonunda Foxp3 153761548 (A/C)
polimorfizmlerinin artmig kanser riski ile iligkili oldugunu, rs2280883 (C/T) ve
13761549 (T/C) polimorfizmlerinin olmadigini1 gostermistir. Somut bir sonu¢ ¢ikarmak
i¢cin farkli etnik kokenlere ve kanser tiplerine sahip daha genis kapsamli arastirmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir [275].
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Sekil 2-20: Foxp3 geninin prognostik énemi [310]

2.5.2. Kolorektal kanserde Foxp3’iin Rolii

Foxp3+ diizenleyici T hiicrelerinin veya Foxp3+ kanser hiicrelerinin serbest
biraktigi interlokin-10 (IL-10) ve transforme biiyiime faktori p (TGF-pB) gibi
immiinosiipresif sitokinler, naif T hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe etmesi yoluyla
antitimor immiin yanitlar sinirlandirilmaktadir. Boylece immiin sistem baskilanarak

onkogenez ve tiimor ilerlemesi 6nlenmektedir [276].

Fox3' Treg immin baskilayo Fox3* KRK hiicre
. sitokinler
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Sekil 2-21: Foxp3'iin onkogenez ve tiimor ilerlemesi iizerine etkisi [267]
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Foxp3'in kanser hiicreleri tarafindan ifadesinin IL-10 ve TGF-B ile anlamlh
sekilde korele oldugunu goézlemlenmistir [277]. Yumurtalik ve pankreas kanseri dahil
olmak iizere gesitli solid tiimorlerde, yiiksek yogunlukta tiimor infiltre eden Foxp3+ Treg
lenfositleri kotli prognoz ile iliskilendirilmistir [278]. Buna karsilik KRK hastalarini
iceren birka¢ calisma, tiimor infiltre eden Foxp3+ T lenfositlerinin mutlak sayisi ile
prognoz arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir [276]. Foxp3 gen ifadesi, KRK’nin
farkli evrelerindeki (UICC I-IV) hastalarda tiimér icine sizan Treg lenfositler ve KRK
hiicreleri ile degerlendirilmis ve uzun vadeli prognostik 6nemini arastirilmistir. CD4,
CD25, Foxp3, IL-10 ve TGF-B gen ekspresyon profilleri, CD4 ve CD25'in, erken (UICC
I/ 10) lezyonlarda ileri (UICC III / IV) tiimorlerde, Foxp3, IL-10 ve TGF-B'de oldugundan
onemli Ol¢iide daha yiiksek seviye ekspresyonu saptanamamistir [277]. Dahasi, bazi
calismalar yliksek orandaki tiimor infiltre Foxp3+ Treg lenfositler, kotlii prognozdan
ziyade olumlu faktorlerle iliskilendirmistir [279]. Bununla birlikte, Foxp3 proteinin
kanser hiicrelerindeki farkli ekspresyon seviyeleri iizerine literatiirde celiskili yayinlar
mevcuttur bu nedenle Foxp3 proteininin kolorektal karsinoma hiicrelerindeki biyolojik

Onemi tam olarak aydinlatilamamistir [276].
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Sekil 2-22: Onkogenez iizerinde sitokinlerin uyarici etkisi [310]

2.5.3. Triptofan Metabolizmasi ve Foxp3 Arasindaki Iliski

Diizenleyici T lenfositleri, timore kazanilmig toleransta kilit rol oynamaktadir.

Artmig Treg aktivitesi timor biiyliimesini hizlandirirken, Treg azalmasi, etkili antitiimor
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immiin cevab1 tetiklemektedir [280]. Kiniirenin yolagimin metaboliti IDO, Treg
hiicrelerinin immiinosupresif etki mekanizmasimi olusturmaktadir. IDO, hem aktive
edilmis makrofajlar hem de diger immiinoregiilasyon hiicreleri tarafindan iiretilen 6nemli
bir immiinomodiilatér enzimdir. Bu metabolit, triptofanin kinurenine doniisiimiini
katalize ederek normal immiinoregiilator fonksiyonlarmi yerine getirmektedir. Triptofan
titkketimi ve kinurenine asir1 iiretimi karakterize artmis IDO ekspresyonu, T efektor hiicre
fonksiyonunu azaltmakta ve Foxp3+ Treg lenfositleri aktive etmektedir. Boylece, artan
diizenleyici T hiicre populasyonu aktif T hiicresi baskilanmasina yol agarak immiin
sistem susturulmaktadir. IDO ayrica birgok tiimor tarafindan kullanilan immiin yikilma
stratejisine katkida bulundugu diisiiniilen kanser hiicrelerinde de iiretilmektedir. Artmis
IDO diizeyi, gerek tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonunu gerekse etkili immiin
timdr siirveyans mekanizmalarini etkisiz hale getirmesi ile tiimor gelisimi artmaktadir
[281]. Yapilan bir ¢alismada, Foxp3+ diizenleyici T hiicrelerinin in vitro olarak fare
dentritik hiicrelerinde (DC) yiikksek seviyede fonksiyonel IDO ekspresyonunu
indiikledikleri gosterilmistir [282]. Bu durumun, Foxp3+ Treg hiicreler iizerindeki
sitostatik T lenfosit antijen 4 (CTLA4+) ’ilin, dendritik hiicrelerdeki B7-1 ve B7-2’lere
baglanmasi araciligi ile olustugu diistiniilmektedir [280]. Yapilan bagka bir ¢alismada ise,
bu baglanmanin dentritik hiicrelerde IDO ekspresyonunu ve enzimatik aktiviteyi artiran
bir sinyal ortaya ¢ikarmasiyla, CTLA4-B7-1 ve/veya B7-2 arasi etkilesiminin IDO’yu
tetikledigi insan monosit kaynakli dentiritik hiicrelerde de gosterilmistir [283]. Bu veriler
kapsaminda, IDO, CTLA4+ Foxp3+ Treg aracili immiin baskilanmada olast bir

mekanizma oldugu tahmin edilmektedir.
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Antijenli hiicre - Kanser
Treg Triptofan Hicrasi
(Trp)
B-71 ﬁ -
N
CTLA-4 Q b Kintrenin
\_/ J_ IDO
T hiicresinin T hiicresinin
indirekt direkt
baskilanmasi baskilanmasi
Efektor T hiicresi

Sekil 2-23: Kanserde IDO'nun rolii

IDO eksprese eden timor hiicreleri, kinureninler gibi triptofan metabolitlerini

salgilar, sitotoksik efektdr fonksiyonlarini TCR CD3 zincirinin agagi regiilasyonu yoluyla

baskilamakta ve Foxp3+ Treg farklilagmasini uyarmaktadir [232].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 23.03.2018 tarih ve 479 sayili karar numarasi ile etik kurul onayiyla bu
calismada yer alan kolorektal kanser (KRK) hastalar1 ve saglikli bireylerin ilgili klinikten
secimi Dog. Dr. Soykan Arikan ve ekibi tarafindan Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi Genel Cerrahi klmigi, Prof. Dr. Filiz Akyiiz ve ekibi ile Istanbul Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali’'nda gergeklestirilmistir. Calismaya katilacak olan
goniillillere ameliyat Oncesi, yapilacak arastirma ile ilgili bilgilendirilmis goniillii olur
formu okutularak imzalatilmistir. Hastalardan alinan kan steril EDTA’Ll tiiplere
aktarilarak ve doku &rnekleri uygun kosullarda Istanbul Universitesi Deneysel Tip

Arastirma Enstitiisiit Molekiiler Tip Anabilim Dali’na soguk zincirle ulastirilmistir.

Foxp3 rs3761548 gen varyantlarinin incelenmesi amaciyla ¢alismada kolorektal
kanserli hasta grubu, kontrol grubu olmak tizere iki farkli grup kullanildi. Birinci ve
ikinci grup gen polimorfizmini belirlemek i¢in KRK tanist konulmus 159 hastanin ve
herhangi bir patolojik bulgusu, bening ya da selim timérii ve tercihen ailesinde tiimor
hikayesi olmayan saglikl1 bireylerden olusan kontrol grubu olarak kullanilan 112 bireyin
kan orneklerinden olugmaktadir. ilgili hastalardan yukarida belirtilen etik kurulun izniyle
bilgilendirilmis onam formu beraberinde 1 adet 10 ml EDTA’L tiipe kanlar alinmistir.
Toplanan periferik kan orneklerinden tuzla ¢oktiirme yontemiyle genomik DNA’lar izole
edilmistir [284]. Nanodrop spektrofotometresi kullanilarak konsantrasyonlart DNA’lar
konsantrasyonlar1 100 ng/ul olacak sekilde sulandirildi. SNP genotiplemesine kadar elde
edilen izole DNA’lar caligma yapilana kadar -20 derece’ye kadar derin dondurucuda

muhafaza edildi.

Gen ekspresyon analizi amaciyla KRK tanist konulmus olgulardan cerrahi
operasyon ile alman 20 tiimorli doku 6rnegi ve bu her timor dokusuna ait tlimorli
olmayan 20 saglikli kolon dokusu kontrol olarak kullanildi. Tiimorli-Tiimorsiiz mevcut
toplam 40 doku 6rneginden Trizol ile total RNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen RNA

ornekleri Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (quantitative real time
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polymerase chain reaction; q PZR) islemine kadar RNAlater soliisyonu ig¢eren kriyojenik
tiiplerde -80 °C’de saklandi.

Triptofan metabolizmasina ait metabolit diizeylerinin tespit edilmesi igin ise,

KRK tanis1 konulmus 20 hasta grubu ve 24 saglikli (kontrol) grubu 6rnekleri plazma elde
edilmek tizere 10000 g hizda 10 dk. santrifiij edildi. Ayrilan plazmalar -80 °C’de analiz

suresine kadar sakland.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG)

Amonyum asetat (Sigma A-8920)

Asetik asit (Merck K-04134156)
Beta-merkapto-etanol (Sigma, M7522)
Etidyum bromiir (Sigma E-8751)

Etil alkol (%99) (Merck)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, 9884)
Hidroklorik asit (Sigma, H1758)

Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)
Izopropanol (Sigma, 19516)

Ksilen siyanol (Sigma, X4126)

PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

Proteinaz K (Sigma, P2308)

pUC8 DNA size marker (MBI Fermentas)
RNasezap (AMBION)

Sodyum borohidrid (MERCK)

Sodyum Dedodesil Siilfat (SDS) (Sigma, L.4390)
Sodyum hidroksit (Merck C754962)
Sodyum Kilorid (NaCl) (Sigma, S3014)
Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas)
Tripan mavisi (Gibco, 15250061)
TrisBaz (BioChemika, 93362)
L-Kiniirenin (Sigma-Aldrich)
L-Kintirenik asit (Sigma-Aldrich)
L-Triptofan (Sigma-Aldrich)



Glasiyal Asetik Asit (Merck)
Perklorik Asit (Merck)

Metanol (HPLC grade) (Merck)
Asetonitril (HPLC grade) (Merck)
Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich)
Perklorik Asit (Merck)

Ultra Saf Su (Milipore) (HPLC Grade)

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi (+ 4 °C Argelik)

Ceker Ocak (Opas)

Derin Dondurucu (-20 °C Regal)

Derin Dondurucu ( -80°C Daihan Scientefic)
Distile su cihaz1 (Millipore)

DNA/RNA UV Cleaner Kabin (Biosan)
Elektroforez sistemi (E-C 350 MIDICELL)
Etiiv (Heraeus) (Niive)

Falkon santrifiij (Hettich)

Giig kaynagi (E-C Apparatus Corporation)
Hassas terazi (Shimadzu)

Is1 blogu (Fisher scientific model 111004)
Inkiibatérler (37°C - 56°C Elektro Mag)
Magna Lyser (Roche)

Masaiistii mini santrifiij (Hettich)
Mikrodalga firm (Philco)

Orbital calkalayici (Thermo Scientific)
Otoklav

Otomatik pipet seti (Gilson) (Eppendorf)
PZR cihazi (Thermal Cycler) (BioRad)

Gergek Zamanli PZR Cihazi (Roche LightCycler 480)

Santrifiij (Niive Mf 048)
Spektrofotometre (NanoDrop)

50
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e UV transilluminator (Kodak EL LOGIC 100 goriintiileme sistemi)
e Vorteks-Mikrospin (Biosan)

e Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) shimadzu LC-20AT
e Florasan Dedektor shimadzu RF-20A (FD)

e Degazer linitesi DGU-20A

e Kolon Firin1 CTO-10AS VP

e Analitik Kolon (C18 ODS, 150mm X 4,6mm, Sum)

e Pompa

e Ultrasonik Banyo

e Yiiksek Devirli Sogutmali Santrifiij

e Otomatik Pipetler Eppendorf

3.1.4. Kullamlan Tampon Soliisyonlar

Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer): Bir erlen igerisine alinmak {izere
1 g Potasyum bikarbonat, 200 ul 0,5 M EDTA (Etilen diamintetraasetat) ve 8,74 ¢
Amonyum kloriir tartildi. Erlen icersine alinan kimyasallarin iizerine 900 ml distile su
ilave edildi ve daha sonra ¢ozeltinin pH’s1 1N NaOH ile 7,4’¢ ayarlandi. Elde edilen
¢ozelti balon joje i¢ine alinarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. Son olarak, 1 litre
hacimli ¢ozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120 °C’de 15 dk. otoklavlandiktan
sonra +4°C’de saklandx.

0,5 M Disodyumetilendiaminteraasetat (EDTA) (pH 8.0): 186,1 g EDTA
tartilarak beher i¢ine alindiktan sonra tizeri 800 ml distile su tamamlandi. Olusan
heterojen ¢ozelti manyetik karistirici ile ¢ozdiriilmesi saglandiktan sonra pH’s1 NaOH
¢ozeltisi ile 8,0’e ayarlandi. PH’s1 8,0’¢ ayarlanan ¢ozelti distile su ile 1 litrelik hacme

tamamlandi. Daha sonra 120 °C’de 15 dk. otoklavlav ile sterilize edildi.

4 M Sodyum Kloriir (NaCl): 233,6 g NaCl tartildiktan sonra erlene alinarak
tizerine 800 ml distile su ilave edildi. Elde edilen karisim manyetik karistirici yardimiyla
¢ozdiiriildii. Homojen ¢ozelti balon jojeye aktarilarak toplam hacim 1 litreye tamamlandi.
120 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edildi.
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Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL): 50 mL 0,5
M Etilendiaminasetat ve 25 ml 4 M “NaCl” balon jojeye aktarildiktan sonra son hacim
distile su 1 litreye tamamlandi. 120 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilen ¢6zelti,

oda 1s1sinda saklanarak muhafaza edildi.

1 M Tris Tamponu: 121,1 g olarak tartilan Tris baz, bir behere alindiktan sonra
tizerine 42 pul HCI (hidroklorik asit) ile 800 ml distile su eklenerek manyetik karistirici ile
¢Ozdiirilmesi saglandi. Bu isleden sonra, balon jojeye aktarilan ¢bzelti toplam hacim 1
litre olacak sekilde geri kalan hacim distile su ile tamamlandi. 120 °C’de 15 dk.
otoklavlanarak sterilize edildi.

9,5 M Amonyum Asetat: 73,22 g tartilan amonyum asetat bir beher igerisine
alinarak tizerine 80 ml distile su eklendikten sonra manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii.
Homojen bir karisim olan ¢6zelti balon jojeye aktarildi. Daha sonra distile su ile 100
ml’ye tamamlandi. Son olarak, 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve
+4°C’de muhafaza edildi.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10 g Sodyum dodesil siilfat (SDS)
tartildiktan sonra behere eklendi. Uzerine 80 ml distile su ilave edildikten sonra manyetik
karistirict yardimi ile ¢ozdiiriildii. Elden edilen ¢ozetinin pH’s1 7,2’ye ayarlandi. 0.22
mikronluk filtreden gecirilerek sterilizasyonu saglandi ve daha sonra oda i1sisinda

saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml): 20 mg Proteinaz K tartildiktan sonra steril bir tiip

igerisine alind1. Uzeri steril distile su ile 1 ml’ye tamamlandi ve 20 °C’de saklandh.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml): 1 g EtBr (Etidyum bromiir) tartilarak steril distile

su ile son hacim 10 m1’ye tamamlandi.

5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE): 27,5 g borik asit ve 54 g
Tris baz tartildiktan sonra beher icerisine konuldu. Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ve 800 ml distile su eklenerek manyetik karistirictda homojen bir ¢ozelti oluncaya dek
¢ozdiiriildi. Cozelti balon jojeye aktarilarak son hacim distile su ile 1 litreye tamamland.
Olusan ¢ozelti 120 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda muhafaza
edildi.
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HPLC analizleri i¢in Cinko Asetat (20mmol/L) Mobil Faz: Asetik asit (8.3
mmol/L), %2,5 (v/v) Asetonitril mobil fazi analiz yapilacak giin taze olarak hazirlandi.
Bunun i¢in, 4,4 g ¢inko asetat ve 468 ul asetik asitin iizerine 500 ml distile su eklendikten
sonra bu karigima 25 ml asetonitril ilave edildi. Toplam hacmi 1 litre olacak sekilde

hesaplanan mobil faz ¢ozeltisinin geriye kalan hacmi distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Tuzla Coktiirme Yéntemi ile DNA Izolasyonu

Periferik kan 6rnegi steril EDTA’I1 tiiplere alindiktan sonra planlanan ¢aligma igin
falkon tiipiine eklendi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit pargalama ¢ozeltisi ilave
edilerek karistirldi ve +4 °C’de 20 dk. bekletildi. +4 °C’den alinan 6rnekler 1500 rpm’de
10 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant kisimlari atildi ve pelletleri siispanse
edildikten sonra ise bastaki hacmin 2 kati1 kadar (15-20 ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi
ilave edildi. Ornekler 10 dk. 1500 rpm’de santrifiij edildikten sonra siiparnatanlari
atilarak siispanse edildi. Elde edilen pellet {izerine 50 pl proteinaz K (20mg/ml) , 500 ul
%10’luk SDS ve 10 ml WBL (Iokosit pargalama ¢ozeltisi) eklenerek 56 °C’de su
banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi iizetlerine 3,7 ml 9,5 M Amonyum
asetat ¢ozeltisi eklenerek hafif¢e karistirildiktan sonra 20-30 dk. 4500 rpm’de santrifiij
edildi. Olusan ¢okelti uzaklastirilarak DNA igeren iist kisim falkon tiiplere alindi. Falkon
tiipe alinan {ist kismin iizerine 2 kat1 hacimdeki %99’luk etil alkol eklendi. Alkoliin
eklenmesiyle ylizeye ¢ikan DNA, bir pipet ucu yardimiyla 1,5 ml’lik ependorf tiipiine
alindi. Uzerine distile su eklenerek ve DNA ¢odzdiiriilmesi saglandi. DNA kalitesinin
tespit edilmesi amaciyla NanoDrop spektrofotometrede konsantrasyon lgtimleri yapildi.
DNA’lar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.1. Elde Edilen DNA’nmin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan dl¢timlerle
DNA’nin konsantrasyonu ve safligi tespit edildi. 50 pg/ml ¢ift iplik¢ikli DNA igeriginin
260 nm dalga boyunda 1 optik dansite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki

6l¢tim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD260 X 50ug/ml
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DNA orneklerinin safligt OD260/0OD280 orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/0D280 degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiiciik olacaktir. OD260/0D280 degeri 2’den
biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelmektedir.

3.2.2. Foxp3-C/A (rs3761548) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi

Foxp3 geninde C/A polimorfizminin gozlendigi 5. ekzon 3’-UTR bdolgesini
cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Bu

primerler literatiirde dogrulanmis primer dizileridir [285].
fleri primer: 5°- GGCAGAGTTGAAATCCAAGC -3’
Geri primer: 5°- CAACGTGTGAGAAGGCAGAA -3’

3.2.2.1. PZR’deki Kimyasal Maddeler ve PZR Karisiminin Hazirlanisi

DNA Taq polimeraz enzimi (5 U/ul) (Intron Biotechnology, i-StarTaq™ DNA
Polymerase), PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 tnite olacak sekilde 24 ul’lik

PZR reaksiyonuna eklendi.

Toplam reaksiyon hacmi 24 ul olacak sekilde Foxp3 i¢in Tablo 3-1’de belirtilen
bilesenler sirast ile 0,5 ml’lik steril tipe konuldu. PZR karigiminin hazirlanma

islemlerinin hepsi buz lizerinde sogukta ve steril alanda gerceklestirildi.

Tablo 3-1: PZR karisiminin icerigi

PZR dH.O  10XPZR dNTP ileri Geri Taq polimeraz
Karisim Tamponu primer primer

(25mM) - Gopmolp)  (10pmoly G UMD
Miktar 6,3 ul 2,5ul 2,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 0,3 ul

Hazirlanan PZR karisimindan o6rnek sayisi kadar 0,2 ml’lik tiiplere 23 pul
reaksiyon karigimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 ul DNA eklendi ve daha dnceden 94
°C sicakliga ¢ikarilmis PZR cihazina (Biorad Thermal Cycler) 6rnekler yerlestirildi ve
PZR islemi baglatildi.
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3.2.2.2. PZR Kosullari

Foxp3 geni ekzon 5 bolgesinin c¢ogaltilmasinda, ileri ve geri primerler igin
kullanilan primer baglanma derecesi optimize edilerek 60 °C olarak kullanild1 (Tablo 3-

2).

Tablo 3-2: Foxp3 geni 5. ekzon 3°-UTR bolgesi PZR reaksiyon kosullari

Sicakhik Siire
On Denatiirasyon 94 °C 4 dk.
Denatiirasyon 94 °C 30sn
Primer Baglanmasi 60°C 30 sn (35 dongii)
Zincir Uzamasi 72°C 30sn
Son Uzama 72 °C 10 dk.

3.2.2.3. %2’lik Agaroz Jel Hazirlama ve PZR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi

4 g agaroz (Promega MBG) tartildiktan sonra bir erlen igerisine konuldu. Uzerine
son hacim 200 ml olacak sekilde 1XTBE tamponu eklendi. Elde edilen karisim
mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢dzdiiriildii. Erlenin sicakligir 50-55 °C’ye kadar
diistiikten sonra ¢ozlinmils agaroz jel i¢ine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklendi.
Hazirlanan jel yatay jel yatag: igine dokiildii ve yiikleme kuyucuklarinin olugmasi igin
tarak yerlestirilerek donmaya birakildi. Jelin donmasinin ardindan tarak kuyucuklara

zarar verilemeden dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi igin hazir hale geldi.

IxTBE tamponu igeren jel tanki igerisine %2’lik jel dikkatli sekilde konuldu.
Agaroz jelin lizerini 2-3 ml gegecek sekilde 1X TBE tamponu jel tizerine ilave edildi. 7 pl
PZR firiintine, 3 pl 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) eklenip pipetaj islemi
yapilarak karismasi saglandi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendikten
sonra jel tankinin kapag kapatildi. Gii¢ kaynag (E-Capparatus Corporation, E-C4000P)
250 miliamper 120 volt elektrik giicline ayarlanarak elektroforez jel yliriitiilmesi

gerceklestirildi.
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3.2.2.4. PZR Uriinlerinin Kontrolii

Foxp3 genine ait istenilen bolgelerinin PZR iiriinlerinin olusup olusmadigini
kontrol etmek amaci ile PZR tiipiinden alinan 7 pl 6rnek 3 pl 6xLoading Dye (Intron
Biotechnology) ile karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yiiriitildii.
Yiiriitme isleminden sonra jel UV 1s1ik altinda (304 nm dalga boyunda) PZR iiriinleri
incelendi ve fotografi UV transilliiminator diizeneginde c¢ekildi. PZR reaksiyonlari

sonucu Foxp3 geninden 155 bg’lik bir iiriin elde edilmesi beklendi.

3.2.3. Foxp3’iin 5. Ekzon 3’-UTR Bélgesi PZR Uriinlerinde Pstl Enzim Kesimi

3.2.3.1. Pstl Enzim Kesiminde Kullanilan Enzim ve Kimyasal Maddeler:
Pstl Kesim enzimi (10 U/ul) (Fermentas):
Pstl enzimi 10X Green Buffer ile birlikte kullanildi. Pstl enziminin tanidig1 dizi ve kesim

yeri:

ymCTGCAlAGmT

TWGATCGTCmy

3.2.3.2. Pstl Enzim Kesimi

PZR iirinii saptanmig Orneklerden toplam hacmi 15,6 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi” Tablo 3-3’de belirtilen ¢ozeltilerin ve Pstl enziminin sirasiyla
eklenmesi ile gergeklestirildi. 155 baz ¢iftlik PZR iriinii kesimi Pstl enzimiyle 37°C’de
15 dk. inkiibasyonu saglandi.

Tablo 3-3: PZR Pstl enzim kesim protokolu

Kesim Karisini dH20 10X Green Buffer Pstl enzimi (10 U/pl) PZR iiriinii
Miktar 9,0l 1,0l 0,6 pl 5,0 ul

3.2.3.3. PstI Enzim Uriinlerinin %2°lik Jele Yiiklenmesi

%?2’liik agaroz jel hazirlandiktan (bkz 3.2.2.3) sonra Pstl kesim enzimi ile kesilen
PZR iriinlinden 8 pl ve 2 pl 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) alinarak
kanistirllip %2’liikk agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Kesim iiriinleri DNA
molekiiler marker (invitrogen 100 b¢ marker) ile birlikte yiiriitiildii. Yiiriitme sonrasi jel

tizerindeki bantlar UV 151k (304 nm) altinda incelendi.
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3.2.3.4. Foxp3 C/A Gen polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

C/A mutasyonu varliginda Foxp3 5. ekzonun 3’-UTR boélgesinde Pstl enzimi
uygulandiginda birden fazla kesim bdlgesi olusmaktadir. CC genotipi i¢in PZR kesim
tiriinleri 80 bg ve 75 bg biiylikliigiinde iki bant verirken, homozigot AA mutasyonu i¢eren
PZR kesim iirlinleri 155 b¢ olmak lizere ii¢ bant verir. Heterozigot CA mutasyonu igeren
PZR kesim iiriinleri ise 155 bg, 80 b¢ ve 75 bg¢ olmak {izere ii¢ band PZR kesim {iriinleri
verir (Sekil 3-1). Foxp3 geni 5. Ekzon 3’-UTR bdélgesi PZR tirtiniiniin Pstl enzim kesimi

sonrasi goriilen bantlarin agaroz jel goriintiisii Sekil 3-2°de gosterilmistir.

PZR AA CA CcC
Yiiriitme Yiikleme
]
155 be
80 be L1 ]
A 4
75 b L1 )

Sekil 3-1: Foxp3 C/A Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.2.4. Foxp3 Gen Ekspresyon Analizi

3.2.4.1. Doku Eldesi ve Homojenizasyonu

Kolorektal kanserli hastalardan cerrahi islem esnasinda alinan tiimorli doku
ornekleri ve cerrahi sinira uzak bolgeden alman saglikli doku Ornekleri hizli olarak
RNAlater igeren kriyojenik tiiplere konularak -80 °C’de aniden donmasi saglanmistir.
Analiz 6ncesi, donmus doku ornekleri kii¢iik pargalara ayrilarak tizerlerine 8-10 adet
paslanmaz ¢elik boncuklar eklenip 700-1000 ul Trizol (Roche) soliisyonu ile
MagnalLyser’da 4500 rpm’de 20-30 sn siireyle homojenize edilmistir.

3.2.4.2. RNA lzolasyonu

Homojenzasyonu saglanan 6rnekler oda sicakliginda 5 dk. bekletildikten sonra
tizerlerine 150 pul kloroform (200 pl kloroform 1 ml trizol i¢ine) ilave edilen tiip, kuvvetli
bir sekilde 15 sn karistirilmistir. Daha sonra oda 1sisinda 2-3 dk. bekletildikten sonra
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12.000 g hizla +4 °C’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi tiip 45°’lik ag1 ile
pipet yardimiyla bagka bir tiipe aktarilmistir. Protein ekstrakti orta fazda olup muhtemel
ileriki deneylerde kullanilmak {izere muhafaza edilmistir. Temiz bir ependorf tiipe alinan
siipernatant lizerine 375 pl %100 izopropil alkol (500 pul %100 izopropil alkol 1 ml trizol
icin) ilave edilmistir. Oda 1sisinda tekrar 10 dk. bekletilmesinin ardindan 12.000 g hizla
+4 °C’de 10 dk. yine santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak pellet tizerine 750 pl %75
etil alkol (1 ml %75 etil alkol 1 ml trizol i¢in) eklenmistir. Bu adimda elde edilen RNA -
20 °C’de en az 1 y1l veya +4 °C’de 1 hafta saklanarak kullanilabilecek durumdadir. Etil
alkol ilavesiyle RNA ¢ok kisa siire siireligine vortekslenerek 7.500 g hizda +4 °C’de 5
dk. boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonraki agamada ise, siipernatant kismi atilip pellet
5-10 dk. kurumaya birakilmis ardindan 20 pl RNase free su igerisinde ¢ozilmistiir. Su
banyosunda 55-60 °C’de ya da 1s1 blogu iizerinde 10-15 dk. bekletilme siiresi sonunda
RNA’lar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.4.3. RNA Kalitesinin Belirlenmesi

NanoDrop2000 spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda RNA’nin OD 6l¢iimii
yapilarak konsantrasyonu belirlenmistir. 260 nm'deki OD, 230 ve 280 nm'deki OD’lere

oranlanarak da RNA'nin saflik derecesi bulunmustur.
RNA konsantrasyonu = 40 pg/mL % OD2s0 x diliisyon faktorii

3.2.4.4. cDNA Eldesi
Izole edilen RNA &rnekleri NanoDrop spektrofotometri ile dl¢iiliip, 100 ng/pl
olacak sekilde esit konsantrasyonda High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(LifeTech) sentez kiti ile kitin 6nerdigi protokol (Tablo 3-4) ve kosullarda (Tablo 3-5)
cDNA'’ya 0,2 ml’lik steril PZR tiipleri igerisinde ¢evrilmistir.



59

Tablo 3-4: cDNA sentez protokolu

Kimyasallar Miktarlari (ul)
Niikleaz free distile su 3,2
10X RT tamponu 2
25X dNT karisimi (100mM) 0,8
10X RT random primer 2
Reverse transkriptaz (50 U/ml) 1
RNase inhibitor (20 U/ml) 1
RNA 10
Toplam hacim 20

Tablo 3-5: ¢cDNA sentez Kosullar:

Sicaklik (°C) 25 37 85 +4

Siire (dakika) 10 120 5 0

Reaksiyon islemi sonunda elde edilen ¢cDNA o&rnekleri ger¢ek zamanli PZR analizine
kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.4.5. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPZR)

Foxp3 gen ifadesinin Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QPZR) o6lgiimii i¢in Roche LightCycler 480 cihazi kullanildi. Amplifikasyonlar 20 pL
toplam reaksiyon hacmi icerisinde, cDNA, bdlgeye 6zgii primerler, gen ekspresyon RT?
SYBR Green Mastermix kullanilarak gerceklestirildi. Foxp3 gen ifadesinin normalize
etmek igin elde edilen cDNA ornekleri, GADPH genine 6zgii primer ve Foxp3 gen
ekspresyon primeri kullanilarak ¢alisildi (Tablo 3-6).

Q PZR islemi asagida belirtilen protokol (Tablo 3-7) ve kosullarda (Tablo 3-8)
kosullarda Veriti 96 well Roche LightCycler 480 cihazi aracilifiyla yapilmistir. Foxp3
gen ekspresyon seviyesi protein kodlayan tiim ekzonlar dizisinin cDNA’s1 kullanilarak
kantitatif olarak gercek zamanli housekeeping gen ekspresyonu (gliseraldehit 3-fosfat

dehidrogenaz, GAPDH) referans alinarak belirlenmistir.
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Tablo 3-6: Q PZR'de Foxp3 ekspresyonu icin kullamilan primer dizileri

Foxp3 GAPDH
Tleri 5’- TCCCAGAGTTCCTCCACAAC-3> 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’
primeler
Geri 5’-ATTGAGTGTCCGCTGCTTCT-3>  5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
primer

Tablo 3-7: Foxp3 ve GAPDH gen ekspresyon analizleri icin PZR protokolii

Icerik Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul
cDNA sentez reaksiyonu 1 ul
RT? qPCR Primer Assay (10 uM stok) 1 ul
RNase-free distile su 10,5 ul
Total Hacim 25 ul

Tablo 3-8: Foxp3 ve GAPDH gen ekspresyon analizleri i¢cin qPZR kosullar:

Dongii Siire Sicakhik
1 10 min 95°C
15s 95°C

45 1 min 60°C

3.2.5. Plazma Triptofan, Kiniirenin ve Kiniirenik Asit Diizeylerinin Yiiksek
Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Yontemiyle Belirlenmesi

Plazma triptofan (TRP), kiniirenin (KYN) ve kiniirenik asit (KYNA) diizeylerinin
tayini Xiang ve arkadaslari tarafindan gelistirilen metoda gore Floresan dedektorlii-
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC-FD) SHIMADZU LC-20A HPLC cihazi
kullanilarak yapilmistir [298]. Triptofan ve triptofan metabolitleri olan kiniirenin ve

kiniirenik asitin HPLC ile analiz edilme siireci Sekil 3-3’de gosterilmistir.
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Sekil 3-3:Kolondan molekiillerin ayrilma siralarimin sematik gosterimi [286]
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3.2.5.1. Plazma Triptofan / Kiniirenin / Kiniirenik Asit Miktar Tayini

3.2.5.1.1. Kromatografik kosullar
Tablo 3-9: Kromotografik kosullar

Kolon ODS kolon, 5 pum, 150x4.6 ID

Mobil Faz Cinko Asetat Tamponu (15mmol/l; pH:4,0): Asetonitril (95:5)
Akis Hizi 1,5 mL/dk

Eliisyon Izokratik

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dedektor UV A 365-480 nm (Kiniirenin i¢in)

254-404 nm (Triptofan igin)

344-404 nm (Kintiirenik asit i¢in)
Alikonma siiresi (Rt) 5.8 dk. (Kiniirenin igin)

13.0 dk. (Triptofan igin)

16.7 dk. (Kiniirenik asit i¢in)

3.2.5.1.2. Standart orneklerinin hazirlanmasi

HPLC Grade saf suda 979 pumol/L triptofan ve 192 pmol/L kiniirenin ve 211,6
umol/L konsantrasyonlarinda kiniirenik asit stok standart ¢ozeltileri olarak hazirlanarak
calisma zamanina kadar -20 °C’de saklandi. Simultane analizi yapilacak 3 molekiiliin, 5
noktada Kkalibrasyon grafigi ¢izmek i¢in, bu stok standart c¢ozeltilerden karisim
standartlar1 asagidaki derisimlerde 0,312 mol/L perklorik asit ile hazirlandi. HPLC
analizlerinin yapilabilmesi amaciyla hazirlanan standart O6rneklerin  kalibrasyon
¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 Tablo 3-9°da verilmistir. Kalibrasyon ¢6zeltilerine ait pik
alanlar1 ve alikonma zamanlari ise Tablo 3-10°da gosterilmistir. Kalibrasyon i¢in verilen

standart karisimlarin kromatogrami ise Sekil 3-4’de verilmistir.
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Tablo 3-10: Kalibrasyon cozeltilerinin konsantrasyonlari

TRP (pmol/L) KYN (pmol/L) KYNA (pumol/L)
Karisim 1 195,8 96 2,116
Karisim 2 97,9 48 1,058
Karisim 3 48,95 24 0,529
Karisim 4 24,48 1,2 0,0153
Karisim 5 0,245 0,048 0,00105

Hazirlanan 5 karigim standart ¢ozeltisi HPLC sistemine 20 pL hacimde enjekte
edilerek HLPC cihazinin Shimadzu LC Solution programu ile kalibrasyon grafigi cizildi
(Sekil 3-4).

Tablo 3-11: Kalibrasyon ¢ozeltilerine ait konsantrasyonlar ve pik alanlari

Konsantrasyon Pik Alani
(umol/L)

Triptofan (TRP)

1 195,8000 11965275
2 97,90000 5705455
3 48,95000 2813548
4 24,48000 1340150
5 0,2450000 10552
Kiniirenin (K'YN)

1 96,00000 128878
2 48,00000 60960
3 24,00000 29610
4 1,200000 5466

5 0,0480000 38
Kiniirenik Asit (KYNA)

1 2,116000 295009

2 1,058000 144703
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3 0,5290000 73647
4 0,0153000 3215
5 0,0010500 332

TRP, KYN ve KYNA molekiillerine ait standart kalibrasyon grafikleri Y=aX+b
denklemine gore belirlenmis olup Y konsantrasyon degerini verirken X alani
vermektedir. Hesaplanan kalibrasyon grafiginde TRP, KYN ve KYNA’ya ait R? degerleri
sirastyla 0,9994, 0,9973 ve 0,9999 olarak hesaplanmistir (Sekil 3-5, Sekil 3-7, Sekil 3-9).
Analiz i¢in se¢ilen metodun dedeksiyon limitleri (LOD) TRP igin 0.001 pmol/L, KYN
icin 0.0245 umol/L ve KYNA i¢in 0.05 nmol/L olarak bulunmustur.

2004

“ y=720x+2,3275
e R=0,9994

100+

] 1900000 ZOO00D0 3000000 400GO00  SODS000  GOOGDOO  TODODMO BOOODOS  SO00DDO  10000D0 11600000

TRP konsantrasyonu (umol/L)

Sekil 3-4:Standart kalibrasyon grafigi (TRP)

Sekil 3-5:Standart kalibrasyon grafigi (TRP) — R? degerleri
yon gratig g
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Sekil 3-8:Standart kalibrasyon grafigi (KYNA)

Sekil 3-9:Standart kalibrasyon grafigi (KYNA) — R? degerleri

3.2.5.1.3. Plazma orneklerinin hazirlanmasi

100 pL plazma fizerine proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 100 pL 0,624 mol/L
perklorik asit ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendi. 10.000 g’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra ayrilan siipernatan HPLC sistemine 20 pL hacimde enjekte edildi. Hasta

ve kontrollere ait plazma kromatogram 6rnekleri Sekil 3-10 ve Sekil 3-11°de verilmistir.
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Sekil 3-11:Kontrol 6rnegine ait Kiniirenin/ triptofan/ kinurenik asit kromatogrami

3.3. Istatistiksel Analiz
Bu calisma verileri SPSS Version 17.0 programi kullanilarak istatistiksel
olarak incelenmistir. Genotip ve allellerin goriilme frekansinin gruplar arasi
farkliliklarinin analizinde Ki Kare, Fisher’s Exact Testi ve sayisal degerlendirmeler
olarak Student-t ve Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. Calisma gruplarinin
kendi i¢inde genotip dagilimlarina gore yapilan sayisal analizler Kruskal Wallis testi

ile belirlenmistir.

Hasta ve kontrollerin Foxp3 ekpresyon diizey karsilastirmalari i¢in GraphPad

Prism (version 8.0.0) programi aracili parametrik olmayan Man Whitney U analizi
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uygulanmistir. Foxp3 geninin timor ve saglikli ¢evre dokularda ekspresyon analiz
sonuglart GraphPad Prism (version 8.0.0) programi tarafindan ortaya konmustur.

Ayrica, ROC (receiver operating chracteristics curve) analizi yine SPSS Version
17.0 programi kullanilarak elde edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Uriinlerinin Kontroliine ait Bulgular
4.1.1. Foxp3 rs3761548 C/A PZR Uriinii ile Ilgili Bulgular

Foxp3 C/A gen bolgesinin PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edildi. Agaroz jelde 155 b¢’lik 6zgiil PZR {irliniine ait bant elde edildigi gozlemlendikten
sonra Pstl enzim kesimi gergeklestirildi (Sekil 4-1).

100 bp marker

155bp —»

Sekil 4-1: Foxp3 C/A PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii. (Marker: GeneDirex
100 bp DNA Ladder RTU)

4.2. Kesim Uriinlerinin Kontroliine ait Bulgular
4.2.1. Pstl kesim Enzimi ile Foxp3 rs3761548 C/A Polimorfizim Bulgular

Foxp3 C/A PZR firiinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra,
PZR iiriinlerine Pstl enzim kesimi uygulandi. Pstl “enzim kesimi sonras1 kesim iiriinleri
%2’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii. Pstl enzim kesimi sonrasi agaroz jelde
yiiriitiilen PZR iiriinlerinden CC genotipine sahip 6rnekler 80bg,75bg biiyiikliigiinde, AA
mutasyonu iceren PZR firiinleri 155 bg biiytikliiglinde, CA genotipine sahip PZR kesim
tirtinleri ise 155 bg, 80 bg, 75 b¢ olmak lizere ii¢ band vermistir (Sekil 4-2).
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100 bp marker

Sekil 4-2: Pstl enzim Kesim iiriinlerinin %2’liik agaroz jel goriintiisii. (Marker: GeneDirex
100 bp DNA Ladder RTU)

4.3. Foxp3 C/A Polimorfizim Sonuclarimin Istatistiksel Degerlendirmesi

Calismaya Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi ile
Istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali’nda KRK tanis1 konulan 159 KRK
hastasi ile bu klinikte tetkik edilen, kronik hastalik ya da malignite hikayesi bulunmayan
112 saglikl birey dahil edilmistir. Tiim bu olgularin verileri kendi i¢inde siniflandirilarak
genotipleme ve gen ekspresyon, triptofan ve ilgili metabolit analizleri yapilarak, istatiksel
acidan degerlendirilmistir. Calismamiza dahil edilen KRK hastalar1 ve saglikli kontrol

grubuna ait 6zellikler Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.



Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait veriler

Birey sayisi

Yas Ortalama + (SH)
Erkek
Cinsiyet
Kadin

Tiimér Lokalizasyonu

Sol kolon
Sag kolon

Transverskolon
Sigmoid
Cekum
Rektum

Rekto sigmoid

Tiumor Evresi

Lenf Nodu Metastaz Durumu
NO
N1
N2
N3
Uzak Metastaz
Var
Yok
Perinoral invazyon
Var
Yok
Anjiolenfatik Invazyon
Var
Yok

n: birey sayisi; SH: Standart hata

71

KRK’h Hastalar n (%)| Saghkh Kontroller n (%0)

(n=159)

59,93+13,3

97 (61,4)
61 (38,6)

20 (16,5)
25 (20,7)

2(1,7)
36 (29,8)
6 (5)
29 (24)
3(2,5)

6 (4,8)
16 (12,8)
64 (51,2)

39 (31,2)

59 (47,2)
39 (31,2)
20 (16)
7 (5,6)

25 (20)
100 (80)

40 (32,5)
83 (67,5)

32 (30,5)
73 (69,5)

(n=112) ¥
55,5+17,5 0,066
57 (50,9)

0,086

55 (49,1)
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Calisma grubuna ait KRK’l1 bireyler ve saglikli kontrollerin Foxp3 rs3761548 C/A
genotipleri ise Tablo 4-2’deki gibi detaylandirilmistir.

Tablo 4-2: Kolorektal kanser hastalarinda ve saghkh kontrollerde Foxp3 rs3761548 C/A

genotipleri
Genotip ve Allel KRK’h hastalar n (%) Saghkl Kontroller n (%) p
Genotip
CC (%) 61 (38,4) 28 (25) 0,048
AC (%) 70 (44) 55 (49,1)
AA (%) 28 (17,6) 29 (25,9)
AA+AC (%) 98 (61,6) 84 (75) 0,021
CC (%) 61 (38,4) 28 (25)
CC +AC (%) 131 (82,4) 83 (74,1) 0,099
AA (%) 28 (17,6) 29 (25,9)
Allel
C (%) 192 (60,4) 111 (49,6) 0,012
A (%) 126 (39,6) 113 (50,4)

*Gruplar aras1 farklilik kikare (y2) ile incelenmistir.

Foxp3 gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde AA, AC, CC genotip
frekanslar1 hasta grubunda sirasiyla %17,6, %44, %38,4 ve kontrol grubunda %25,9,
%49,1, %25 olarak gozlenmis olup, hasta ve kontrol grubu genotip dagilimi agisindan

incelendiginde aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,048).

cc A Alleli C Alleli

80
60
4
2
0
AA AC

B KRK Hastalari ® Kontrol

o O
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Sekil 4-3:KRK hastalari1 ve kontrollerde Foxp3 C/A genotipleri

Foxp3 gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde C allel
frekansinin kolorektal kanserli hastalarda (%60,4) kontrol grubuna goére (%49,6) yiiksek
oldugu, A allel frekansinin ise hasta grubunda (%39,6) kontrol grubuna (%50,4) gore
diisiik oldugu gozlenmis olup, hasta ve kontrol grubu allel dagilimlari agisindan

incelendiginde aradaki farklilik ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p=0,012).

CC genotipi tasima durumu hasta grubunda (%38,4) kontrol grubuna (%25)
kiyasla yiiksek bulunmus olup aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
bulunmus olup (p=0,021, OR:1,535 %95CI: 1.053-2.236), CC genotipine sahip olmanin
hastalik riskini yaklasik 1,535 kat artirdig: tespit edilmistir.

C alleli tastma durumu (CC+AC) hasta grubunda (%82,4) kontrol grubuna gore

(%74,1) yiiksek bulunmus olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir

(p=0,099).

Calisma grubuna ait Foxp3 rs3761548 C/A genotiplerinin hastalarin patolojik

parametreleri ile karsilastirilmasi Tablo 4-3deki gibi detaylandirilmistir.

Tablo 4-3: Foxp3 rs3761548 C/A genotipleri hastalann patolojik parametreleri ile

karsilastirilmasi
Parametre Foxp3 rs3761548 Genotipleri
CCn (%) CA n (%) AA N (%)

Tiimor Evresi

mnv 39 (37,9) 47 (45,6) 17 (16,5)

I/ 9 (40,9) 49 (40,9) 4 (18,2)
Lenf Nod Metastaz
Durumu

N+ 26 (39,4) 32 (48,5) 8 (12,1)

N- 22 (37,3) 24 (40,7) 13 (22)
Uzak Metastaz

Var 9 (36) 11 (44) 5 (20)

Yok 39 (39) 45 (45) 16 (16)

Perinéral invazyon



Var
Yok

Nod Metaztaz1 mevcut =N+
Nod Metaztazi yok=N-

n: birey sayis1; Gruplari arast istatistik analizi kikare (y?) testi ile gergeklestirilmsitir.

4.4. Foxp3 Gen Ekspresyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

18 (45)
29 (34,9)

14 (35)
41 (49,4)

8 (20)
13 (15,7)
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Calisma grubumuzda yer alan 20 vakanin timérlii ve saglikli ¢evre dokularinda

Foxp3 mRNA ekspresyon diizeyi qPZR ile analiz edilmistir. Elde edilen hedef gen olan

Foxp3’e ait duplike calisilmis ortalama Ct degerleri housekeeping olarak belirlenen

GAPDH’e ait yine ortalama Ct degerlerinden ¢ikarilarak delta Ct degerleri

hesaplanmistir. Daha sonra tiimorlii dokuya ait delta Ct degeri control dokuya ait Ct

degerinden ¢ikarilacak delta delta Ct degerleri elde edilmistir. Kat degisimini ifadesi 2

tizeri delta delta Ct degerlerinin hesaplanmasiyla bulunmus, delta delta Ct degerinin

negatif ya da pozitif olmasi bu kat degisimine genin rdlatif olarak diisiik ya da yiiksek

oranda ekspresyonu olarak ifade edilmistir. Duplike Orneklerin kendi aralarindaki

standart hatalar1 da hesaplanmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Hastalarda Foxp3 mRNA ekspresyon incelemesi

KRK’h

Hastalar

Vaka 1

Vaka 2

Vaka 3

Vaka 4

Vaka 5

Vaka 6

Vaka 7

Vaka 8

Vaka 9

Foxp3 mRNA
ekspresyonu

Yiiksek
Diisiik
Yiiksek
Yiiksek
Yiiksek
Diisiik
Diisiik
Diisiik

Diisiik

Kath degisim

7,35

-64,52

9,31

7,83

1,85

-2,38

-5,14

-9,33

-6,42
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Vaka 10 Diisiik -2,72
Vaka 11 Diisiik -2,85
Vaka 12 Diisiik -12,06
Vaka 13 Yiiksek 4,08
Vaka 14 Diisiik -10,50
Vaka 15 Diisiik -2,89
Vaka 16 Diisiik -4,38
Vaka 17 Diisiik -19,86
Vaka 18 Yiiksek 4,62
Vaka 19 Yiiksek 1,48
Vaka 20 Yiiksek 1,09

Calisma grubumuzdaki hastalar arast Foxp3 mRNA ekspresyon diizeyi
heterojendir. Gen ekspresyon diizeyleri valide edilmistir. Kiimiilatif gen ekspresyon
diizeyleri tiimorli ve tiimorsliz dokular arasinda kiyaslandiginda Foxp3 geninin timor
dokusunda normal dokuya gore ekspresyonun 2,4 kat ifade edildigi fakat bu farkin

anlaml1 olup olmadigi istatistiksel olarak belirlenmistir (p=0,048).
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Sekil 4-4: Hastalarin kontrollere oranla Foxp3 mRNA ekspresyon diizeylerinin kiimiilatif
incelenmesi
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Sekil 4-5: Foxp3 geninin tiimorsiiz dokulara gore tiimorlii dokularda fold change (Kat
Degisimi) grafigi

Calisma grubumuzdaki ileri ve erken tiimor derecesine sahip hastalar arasindaki
Foxp3 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, ileri tiimoér derecesine sahip hastalarda
Foxp3’iin erken tiimor dereceli olanlara kiyasla daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir

(p=0,021) (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Hastalarin patoloji bulgular1 ve Foxp3 ekspresyonu

Foxp3 ekspresyonu

(Fold change) Ortalama + SH p*
Tiimor Evresi
T3+T4 2,22+0,72
T1+T2 0,05 + 0,03 0.0
Lenf Nod Durumu
N+ 2,51+1,07
N- 1,5+0,8 0,958
Uzak Metastaz
Var 2,16 + 1,27 0,305
Yok 1,97 £ 0,76
Perinéral invazyon
Var 1,88+1,49 0,579
Yok 2,05 +0,74

Nod Metaztazi mevcut =N+
Nod Metaztazi yok=N-

Tablodaki degerler X+SH (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Gruplar arast Foxp3 ekspresyon diizeyi karsilastirmast Mann-Whitney U analizi ile gergeklestirilmistir.

Foxp3 gen ekspresyon diizeylerinin Foxp3 rs3761548 A/C Genotipleri gore
dagilimi incelendiginde Foxp3 rs3761548 C/A gen polimorfizmine ait KRK’li hasta
grubunun tiimor dokusundaki Foxp3 ekspresyonlari ile hastalarin tasidiklart Foxp3
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamstir (p=0,320) (Tablo
4-6).

Tablo 4-6: Foxp3 3761548 C/A genotiplerine gore KRK hastalarda tiimérlii doku Foxp3
ekspresyon diizeyleri

Foxp3 rs3761548 A/C Genotipleri

Foxp3 CC n (%) CAn (%) AA N (%)
ekspresyonu
ortalama = SH p* ortalama = SH ortalama + SH
KRK Hastalar 2,77 + 1,44 0,320 0,77 +£ 0,55 2,89 +1,50

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.

*Gruplarin genotipleri arasindaki Foxp3 ekspresyon diizeyi Kruskal Wallis Test analizi ile gergeklestirilmistir (p=0,320)
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4.5. Plazma Triptofan, Kiniirenin ve Kiniirenik Asit Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Triptofan ve triptofan metabolitleri olan kiniirenin ve kintirenik asit plazma miktar
diizeylerinin belirlenmesi i¢in, kolorektal kanserli hastalar ve kontrol 6rneklerinden
alman plazmalar Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC) metodu ile analiz
edilmistir. HPLC yontemi bir sivida ¢éziinmiis bilesenlerin, bir kolon igerisinde bulunan
genellikle kati bir destek lizerindeki sabit faz ile farkli etkilesimlere girmesi, bu
sayede kolon i¢inde farkli hizlarla hareket etmeleri sonucu olarak da farkli
zamanlarda (Rf, alikonma zamani) kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline
dayanir. Hasta ve kontrol grubunda, plazma triptofan, kiniirenin ve kiniirenik asit
diizeylerinin tayin edilmesi amaciyla, oncelikle 6nceden belirlenmis ve hesaplanmis
standart c¢ozeltilerinden elde edilen karisim cozeltileri Tablo 3-9’da verilen sekliyle
hazirlandi. Elde edilen sonuglarla kalibrasyon grafigi cizilerek ilgili kalibrasyon grafigi
degerleri hesaplandi daha sonra bu kalibrasyon degerleri baz alinarak hasta ve kontrol

orneklerinin metabolit miktarlar1 hesaplandi.

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan degerlendirmede, hasta grubunda
triptofan ve kiniirenin, kiniirenik asit konsantrasyonlari kontrol grubuna kiyasla p
degerleri sirasiyla p<0,001; p=0,003; p=0,163 olarak bulunmustur.

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan degerlendirmede; hasta grubunda TRP ve
KYN konsantrasyonlar1 kontrol grubuna kiyasla diisitk bulunmustur. Bu fark istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlami bulunmus olup p degerleri sirasiyla p<0,001; p=0,003 olarak
tespit edilmistir (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: KRK hastalari ve saghkl kontrollerde plazma TRP/ KYN/ KYNA diizeyleri

Parametre (umol/L) KRK Hastalar Saghkl Kontroller p*
Ortalama + SH Ortalama + SH

Plazma TRP 14,32 +£ 1,09 26,82 +£1,04 p<0,001

Plazma KYN 1,33 £ 0,02 1,42 +0,02 0,003

Plazma KYNA 0,01 + 0,001 0,008 £ 0,001 0,163

Tablodaki degerler X+SH (Standart Hata) olarak verilmistir.

*Calisma gruplart arasindaki TRP/KYN/KYNA diizeylerinin karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.



79

KRK’li  hastalarin  patoloji ~ bulgulart ve  TRP  konsantrasyonlari
degerlendirildiginde, patolojik olgular ile TRP diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli bir
iliski saptanmamustir (Tablo 4-8).

Tablo 4-8: Hastalarin patoloji bulgulari ve Plazma TRP diizeyleri

Plazma TRP diizeyleri
Ortalama + SH
(nmol/L) p*

Tiumor Evresi

T3+ T4 14,12 +£1.12 0,853
T1+T2 15,56 +£5,95
Lenf Nod Metastaz
Durumu
N+ 14,41 £1,58
N- 14,22 +1,61 0,853
Uzak Metastaz
Var 14,234+2,62 0,076
Yok 14,35+1,23
Perinéral invazyon
Var 11,72 £1,48 0,479
Yok 15,41 +£1,36

Tablodaki degerler X+SH (Standart Hata) olarak verilmistir.

*Calisma gruplart arasindaki TRP diizeylerinin patatolojik parametrelerle karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.

KRK’l1  hastalarin  patoloji  bulgulart ve  KYN  konsantrasyonlar
degerlendirildiginde, patolojik bilgiler ile KYN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliskilendirme bulunmamstir (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: Hastalarin patoloji bulgular1 ve Plazma KYN diizeyleri

Plazma KYN diizeyleri

Ortalama = SH p*
(nmol/L)
Timor Evresi
T3+ T4 1,32 +£ 0,02
0,263

T1+7T2 1,46 + 0,13
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Lenf Nod Durumu

N+ 1,33+ 0,03
0,853
N- 1,33+0,04
Uzak Metastaz
Var 1,28 £ 0,04 0,305
Yok 1,34 + 0,027
Perinoral invazyon
Var 1,29+0,06 0,659

Yok 1,35 0,026

Tablodaki degerler X+SH (Standart Hata) olarak verilmistir.

*Calisma gruplart arasindaki TRP/KYN/KYNA diizeylerinin  karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.

KRK’li hastalarin  patoloji  bulgulart ve KYNA  konsantrasyonlar
degerlendirildiginde, patolojik olgular ile KYNA diizeyleri arasinda istatistiksel bir
iliskilendirme yapilamamistir (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: Hastalarin patoloji bulgular: ve Plazma KYNA diizeyleri
Plazma KYN diizeyleri

Ortalama + SH p*
(nmol/L)
Tiimor Evresi
T3+ T4 0,01 +£0,001
0,674
T1+T2 0,01 + 0,003
Lenf Nod Durumu
N1, N2, N3 0,01+0,002
0,247
NO 0,009 +£0,0009
Uzak Metastaz
Var 0,01 £ 0,002 0,842
Yok 0,01 + 0,001
Perinéral invazyon
Var 0,01 £ 0,002 0,969
Yok 0,01 + 0,001

Tablodaki degerler X+SH (Standart Hata) olarak verilmistir.

*Calisma gruplart arasindaki TRP/KYN/KYNA diizeylerinin karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.
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4.6. ROC Egrisi Analizi
Bir testin tanisal performansi veya hastalikli vakalari normal vakalardan ayirt
etmek i¢in bir testin dogrulugu, Alict Calisma Karakteristik (receiver operating

characteristic curve, ROC) egrisi analizi kullanilarak degerlendirilir.

Bu c¢alismada HPLC sonucunda elde edilen plazma triptofan diizeylerinin
dogrulugunu KRK hasta ve saglikli grup arasinda belirginligini kuvvetlendirmek adina
ROC egrisi analizine basvurulmustur. Sonug¢ olarak, plazma triptofan parametresinde
20,44 pmol/L‘nin {stlindeki degerler i¢in %92 duyarlilik, %80 06zgiinliikle hasta
grubumuzun oldugu tespit edilmistir (Sekil 4-6) (Tablo 4-11).

Tablo 4-11: KRK hasta ve saghklh kontroller arasinda plazma TRP diizeyleri i¢gin ROC
egrisi analizi
Alan SH p 95 % ClI

0,954 0,027 0,000 0,901- 1,000

Bu calismada HPLC sonucunda elde edilen plazma kiniirenin diizeylerinin
dogrulugunu KRK hasta ve saglikli grup arasinda belirginligini kuvvetlendirmek adina
ROC egrisi analizine bagvurulmustur. Sonug olarak da plazma kiniirenin parametresinde
1,37 pmol/L‘nin istiindeki degerler i¢in %71 duyarlilik, %70 Ozgiinliikkle hasta
grubumuzun oldugu soylenebilir (Sekil 4-6) (Tablo 4-12).

Tablo 4-12: KRK hasta ve saghkh kontroller arasinda plazma KYN diizeyleri i¢cin ROC
egrisi analizi

Alan SH p 95% CI

0,766 0,074 0,003 0,621-0,910

Bu calismada HPLC sonucunda elde edilen plazma kiniirenik asit diizeylerinin
dogrulugunu KRK hasta ve saglikli grup arasinda belirginligini kuvvetlendirmek adina
ROC egrisi analizine bagvurulmustur. Ancak, yapilan analizde plazma kiniirenik asit
parametresinde elde edilen ROC egrisi sonrasi test i¢in yiiksek duyarlilik ve &zgiilliik

saptanamamuistir.
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Sekil 4-6: KRK hasta ve saghkh kontroller arasinda plazma TRP ve KYN diizeyleri icin

ROC egrisi



5. TARTISMA

Kolorektal kanser (KRK), kadinlarda ve erkeklerde diinya capinda en
yaygin lglincii kanser olarak literatiirde yerini almaktadir. Daha c¢ok bati
toplumlarinda izlenen kolorektal kanser, kotii beslenme aligkanliklari, sigara igme,
bagirsak iltihab1 hastaligi, polipler, genetik faktorler ve yaslanma gibi risk faktorleri
ile iliskili bulunmustur [287]. Multifaktoriyel sebeplere bagl olarak gelisen KRK
karsinogenez mekanizmalarinin aydinlatilmas1 amaciyla pek ¢ok bilimsel ¢alisma
yapilmasina ragmen tedavi basarisi halen istenilen kapsamda olamamaktadir.
Tedavi yontemlerinde hedef alinan gerek cevresel gerekse genetik-molekiiler
faktorlerin mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Bireylerdeki genetik ve
molekiiler farkliliklar metabolizma degisikliklerine neden olmaktadir. Biyolojik
sistemlerdeki metabolizma farkliliklarinin kemoterapi, radyoterapi gibi geleneksel
tedavilere yanittaki basarisizligin yerine immiinoterapi gibi kisiye o6zgii tedavi
yontemleri ile ¢oziilebilecegini diisiindiirmektedir. Kisiye 0zgii immiinoterapi
uygulamalari i¢in deneysel anlamda kapsamli bilimsel ¢alismalar yiiriitiilmektedir.
Glinlimiiz itibariyle immiinoterapi ¢alismalar1 ancak yarim yiizyillik bir gecmise
sahip olsa da geleneksel kanser terapileri ile karsilastirildiginda daha etkili tedavi
secenekleri oldugu gosterilmistir. Ancak, kanser immiinoterapi uygulamalarinin da
basarisin1 sinirlayan tedaviye direng ve yan etki mekanizmalarmin olugsmasi gibi
cesitli faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlerin molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 ve ¢oziilebilmesi durumunda gerek KRK gerekse diger kanserlerin
tedavilerinde yeni bir donem baslayacaginin sinyalleri tiim diinyada umut vadedici

bulunmaktadir.

Kolorektal kanserde tiimor mikrogevresi, timor gelisimi sirasinda meydana
gelen somatik mutasyonel ve epigenetik durumlardan etkilenmektedir [288].
Immiin kontrol noktalari, immiin aktiviteyi modiile etmek ve kendi antijenlerine
kars1 tolerans1 desteklemek icin bir dizi dogal ve adaptif diizenleyici mekanizmadir.
Bu mekanizmalar, immiin hiicre aracili tahribata karsi direnci arttirmak igin
timorlerde asir1 ifade edilmektedir [289],[290]. Timoér mikrogevresi (TME),
kanserin baskilanmasi ve gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kolorektal

kanserde c¢esitli mekanizmalar immiin baskilanmaya neden olmaktadir. Foxp3+ T
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diizenleyici (Treg) hiicrelerin artist ve tip 2 makrofajlara karst inhibitor
molekiillerin asirt ekspresyonu ile antijen sunan hiicrelerin baskilanmasi timor
hiicrelerinin immiin sistemde kagma yontemlerini ifade etmektedir [291].
Karsinogenez sirasinda tiimoral immiin kagis hiicresel immiin cevabi bozan 6nemli
bir sliregtir [292]. Etkili bir hiicresel bagisiklik cevabinda, efektér ve Foxp3+

diizenleyici T hiicrelerinin varlig1 veya yoklugu olduk¢a dnemlidir.

Immiin metabolizmada ortaya cikan c¢esitli degisiklikler, Kkolorektal
kanserde oldugu gibi diger solid tiimorlerde de bolgesel metastazlarla ve koti
prognozla iliskilendirilmektedir [293],[294]. Inflamasyon, kolorektal kanserlerin
ortak bir &zelligidir. Inflamasyonda ve yeterli oksijen varliginda metabolik yollarin
glikoliz lehine degistirilmesi (warburg etkisi) ile tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmasi
ve ¢ogalmasi saglanmaktadir [148]. Boylece anabolik yolaklarin diizenlenmesi ile
birlikte, genellikle artan asitlik, diisikk oksijen seviyeleri, besin maddeleri icin
rekabet ve atik substratlarin olusumu nedeniyle T hiicrelerine alehine olan bir
ortama yol agilmaktadir [291],[295]. Aktif T hiicrelerinde, immiin kontrol noktalar1
olarak adlandirilan inhibitérler ortak reseptdrleri ifade etmektedirler. Inhibitorler,
antijen sunan hiicrelerde ve immiin mikrogevredeki diger hiicrelerde bulunan
ligandlara baglandiklarinda, enflamatuar yaniti diistirmektedirler. Boylece, kendine
toleranst korumak ve bagisiklik aracili doku hasarini siirlandirmak icin dogal bir
mekanizma ortaya ¢ikmaktadir [296]. Ayrica, bu siirecin toksik hiicre metabolit
tretimini arttirdi1 ve efektdr hiicre aktivitesini daha da baskilayan Foxp3+ Treg
hiicre aktivitesini indiikledigi goriilmektedir [297]. Ortaya ¢ikan immiin hiicre
infiltrasyonuna ragmen, kolorektal tiimorler immiin siirveyanstan kagiarak immiin

aracilt harabiyete direng gostermektedir.

Triptofan metabolizmas: ve immiin sistem arasindaki baglanti iizerine iki
onemli mekanizma One siriilmiistiir. Birincisi, triptofan degregasyonuna bagli
olarak lokal doku c¢evresinde triptofanin azalmast nedeniyle T hiicre
proliferasyonunun azalmasi, ikincisi ise bu yolakta IDO sonrasi basamaklarda
olusan iiriinlerin yani genel ifadeyle kiniireninlerin effektdr T hiicre veya diger
hiicrelerle dogrudan etkileserek immiin reaktiviteyi baskilamasidir. Bu
metabolitlerin bazilar1 Foxp3+ Treg hiicrelerin artist ile in vitro T hiicre

proliferasyonunu baskilamakta, T hiicre apopitozuna neden olmakta ve dogal
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oOldiiriicti hiicrelerin fonksiyonunu etkileyebilmektedir [41], [298]. Bir ¢aligsmada,
triptofan metabolizmasindaki kinurenine yolagimmin (KP), bircok kanserde
inflamasyon ve neoplastik progresyon arasinda bir baglanti sagladigi rapor
edilmistir [118]. Bu nedenlerle, triprofan metabolizmasini ve immiin molekiiller ile
baglantisin1 aydinlatmak yeni immiinoterapétiklerin gelistirilmesinde oldukca
onemlidir. KRK’da triptofan metabolizmasi ve ilgili immiin molekiiller arasindaki
iliskinin tespit edilmesi bu durumun etkili bir klinik prognostik belirte¢ olarak

kullanma potansiyelini saglayacaktir.

Tek  niikleotid  polimorfizmlerinin ~ (SNP'ler)  kolorektal  kanser
etyopatogenezine  katkida  bulundugu  distiniilmektedir. Tek  niikleotid
polimorfizmlerinin, genetik varyantlarin protein fonksiyonunu ve bireyin kansere
duyarliligmmi degistirebilecegi tespit edilmistir. Tiimor duyarliligina neden olan
SNP'lerin genetik ve epigenetik mekanizmalarinin belirlenmesi, farkli kanser
tiplerinin molekiiler patogenezinin anlasiimasinda oldukca yiiksek 6neme sahiptir.
Klinik ag¢idan, tek niikleotid polimorfizmler bir¢cok kanser tiiriinde potansiyel teshis
ve tedavi edici biyobelirtegler olarak kabul edilmektedirler. Foxp3 transkripsiyon
faktorii Treg hiicrelerinin fonksiyonu i¢in kritik olarak tanimlanmis onemli bir
belirtectir. Foxp3 gen polimorfizmleri, Treg hiicrelerini fonksiyonel veya kantitatif
olarak degistirebilmektedir [267],[268]. Son yapilan g¢alismalar, Foxp3 geninde
ortaya ¢ikan mutasyonlarin immiin cevap anormallikleri ile iligkili karsinogenez
stirecine katkida bulunabilecegini gostermistir. Timor hiicrelerine infiltre olan Treg
hiicreleri prognozla iligkilendirilmistir. Bu sebeple, Foxp3 geninin biyolojisini

anlamak yeni immiinoterapétiklerin gelistirilmesinde oldukg¢a 6nemlidir [299].

Diizenleyici T (Treg) hiicreler, immiin sisteminin ana bilesenlerinden biri
sayilmaktadir. Foxp3 proteini, Treg (CD4 + / CD25 + veya CD4 + / CD25 -)
hiicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de cekirdeginde eksprese edilmektedir
[299]. Malignant tiimorlerdeki artmis Foxp3 ekspresyonu kotii prognozla
iligkilendirilmistir. Yapilan pek cok calisma kapsaminda, erken evre (I/Il) ve geg
evre (111/IV) KRK hastalarindan alinan doku ornekleri karsilastirilmig, erken evre
orneklerinin ge¢ evre Orneklerine gore mRNA diizeyinde artmis Foxp3
ekspresyonu oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu ayrica, lenf nodu metastazi olan

hastalarin, lenf nodu metastazi olmayanlara gore daha yiiksek Foxp3 mRNA
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ekspresyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Artan Foxp3+ Treg hiicreleri,
immiin reaksiyonu inhibe ederek tiimoriin immiin sistemden kagmasina neden
olmaktadir [276]. Foxp3+ Treg hiicreleri ve tiimor hiicreleri, IL-10 ve TGF- gibi
sitokinler salgilayarak, naif T ve aktif T hiicrelerinin ¢ogalmasini onlemektedir.
Sonug olarak, tiimore karsi istenilen immiin yanit olusturulamamakta ve tiimor
hiicresi lenf nodu metastazi desteklenmektedir [299]. Yapilan caligmalar, Treg
hiicrelerinde ifade edilen Foxp3 geninin mRNA diizeyindeki artmis ekspresyonu
Foxp3’iin molekiiler etki mekanizmasini agiklamistir ancak tiimor hiicrelerindeki

ekspresyon farkliliklart halen tam olarak aydinlatilmamustir.

Shen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, FOXp3’iin rs3761548
AA genotipinin, transkipsiyon faktorleri E47 / c-Myb’e baglanmasimi 6nleyen
genin hatali transkripsiyonuna sebep oldugu ve bunun sonucunda Foxp3 proteininin
diisiik miktarlarda {retildigi bildirmistir. Diizenleyici T hiicrelerinin immiin
yanitlart baskilama mekanizmalarinda Foxp3’iin rolii olduk¢a Onemlidir. Diisiik
Foxp3 proteinin iretimi, Treg hiicre fonksiyon bozukluguna ve pro-enflamatuar
tepkilerin ortaya c¢ikmasina neden olabilecegi diistiniilmektedir [300]. Tez
calismamiz kapsaminda, Foxp3’iin bdylesi molekiiler mekanizmalarindaki
degisikliklerin, tiimor hiicrelerinden ya da Treg hiicrelerinden kaynaklandigini
tespit edemesekte KRK’l1 vakalarda toplam Foxp3 ifadesinin, tiimorlii dokulara
gore daha diisiik ekspresyona sahip oldugunu belirledik. Elde edilen sonuglar,
calisma grubumuzda bulunan ileri evre hastalarinin erken evre hastalarina kiyasla
daha ytiksek Foxp3 ekspresyonuna sahip olmasinin, Foxp3’iin tiimor hiicrelerinde
de Treg hiicrelerindeki roliine benzer olarak tiimor biiytimesinde etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Foxp3 transkripsiyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha
fazla belirlenmesi, Foxp3 transkripsiyonel diizenleme kanser ve otoimmiin
hastaliklarin 6zelliklerini gelistirmek i¢in alternatif terapotik stratejiler hakkinda
yeni bilgiler saglayabilecektir. Bu sebeple, Foxp3 genine ait ekspresyon
farkliliklarinin molekiiler mekanizmasini agikliga kavusturmak amaciyla kolorektal
kanser ve / veya diger kanser tiirleri lizerine genis kapsamli molekiiler ¢alismalar

gerekmektedir.
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Foxp3 genindeki varyasyonlarin, kanserler ve otoimmiin hastaliklar gibi
cesitli patolojik durumlarla da iligkili oldugu tespit edilmistir [301],[302]. Bu tez
calismasinda hi¢bir tedavi almamis KRK hasta ve saglikli kontrollerden olusan
olgularda Foxp3 gen varyasyon dagilimi ve ekspresyonunu tayin edilip spesifik
polimorfizm (rs3761548) ile hastalarin klinik ve patolojik verileri ile
iligskilendirerek Foxp3 genini KRK hastalarinda muhtemel biyobelirte¢ olarak
Onerme amaclanmistir. Foxp3 geninin promotdr, ekson ve intron gibi ¢esitli
bolgelerinde, gen ekspresyonu, miRNA ekspresyonu, gen splice mekanizmasi veya
kodlanmis protein yapist ve aktivitesi ile iligkili fazla 100’lerce (tek niikleotid
polimorfizmi) tanimlanmistir. Foxp3 rs3761548 gen varyanti Foxp3 geninin

promotor bolgesinde bulunmaktadir [303].

Calisma kapsamindaki olgularin demografik bilgileri analiz edildiginde
hasta ve kontrol grubunda yas farkinda anlamlilik saptanmamistir. Ote yandan
cinsiyet dagilimina bakildiginda hastalarin ylizde 61,4 erkek iken yiizde 38,6’lik

geri kalan kismi1 kadinlardan olugsmaktadir.

Foxp3 genine ait tek niikleotitlerin KRK ve kontrol grubu arasinda allel ve
genotip dagilimi incelendiginde rs3761548 varyantinin hastalik riskine yonelik

anlamli bir roliine bu ¢alisma grubunda ulasilamamustir.

Bu ¢alisma kapsaminda Foxp3 C/A gen polimorfizm analizi sonucuna
gore genotip ve allel dagilimi agisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde; KRK
hastalar1 ve kontrol gurubu arasinda istatiksel olarak anlamlilik saptanmistir. Analiz
sonucu yapilan degerlendirmede, calismamizda yer alan 159 KRK hastasinda A
allel frekansinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu ve C allel frekansinin ise hasta
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, CC
genotipi tasima durumu hastalarda olup kontrollere kiyasla daha yiiksek

bulunmustur. Aradaki farklilik istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

Yan-Qi He ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri hastaligi (KHDAK) ve Foxp3 C/A rs3761548 gen polimorfizmi
arasindaki iligski arastirllmis ve anlamli sonuglar bulunmustur. 192 hasta ve 259
kontrol tizerinde yapilan bir ¢alismada, A allel tasiyiciligmmin KHDAK riskini

artirdigr ileri diizeyde anlamli bulunmustur. Ayrica ¢alisma sonuglarina gore; AA
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ya da AC genotipi tasiyicist olmak da benzer sekilde yiiksek risk KHDAK hastaligi
ile iliskilendirilmistir. Klinik ve patolojik parametrelere goére yapilan
degerlendirmede, A allel tasiyiciligina evre 1l KHDAK hasta grubunda daha fazla
rastlandig istatistiksel olarak ortaya konulmustur [304].

Nazanin ve ark. tarafindan erkekler iizerinde prostat kanseri ve Foxp3
iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hasta grubunda AA genotip ve A allel
tastyiciliginin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulundugu tespit edilmis olup
AA genotip ve A allel tasiyiciliginin prostat kanseri riskini artirabildigi istatistiksel
olarak tespit edilmistir. Ayrica CC genotip ve C allel tagiyiciliginin hasta grubunda
kontrol grubuna kiyasla daha diistik oldugu bildirilmistir. Caligma sonuglarina gore,
Foxp3 rs3761548 gen varyanti prostat kanserine yatkinlikla iliskilendirilmistir
[305].

Weichao Jiang ve ark. tarafindan differansiye tiroid kanseri iizerine yapilan
bir arastirmada, A allel goriilme sikliginin hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
daha ytiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica AC genotip tastyiciliginin da hastaliga
ait risk parametrelerinden biri oldugu ifade edilmistir. Klinik ve patolojik
parametrelere gore yapilan incelemede, timor ¢ap1 1 cm iizeri olan hastalarda A
allel tasiyiciliginin daha sik goriildiigii tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore,
Foxp3 rs3761548 gen varyantinin hastalifa ait agresif tiimor biiyiimesi ile

iliskilendirilebilecegi ifade edilmistir [301].

Lei Chen ve ark. tarafindan kolorektal kanserli hastalar ile Foxp3 rs3761548
gen varyantt arasindaki iligkinin arastirildigi bir calismada; AA, AC genotip
tagtyiciliginin hastaliga ait risk parametrelerinden oldugu ifade edilirken, A allel
tastyiciligimin hastaliga ait yatkinhigr artirdig ifade edilmistir. Caligmada klinik

parametrelere ait herhangi bir istatistiksel bulguya rastlanmamistir [302].

Cekin ve ark. tarafindan tiirk popiilasyonu iizerinde yapilan bir ¢alismada,
romatoid artrit hasta vakalarinda Foxp3 rs3671548 SNP’leri arastirilmis ve
romatoid artrit hastalarinda C alleli tasimanin yiiksek risk tasidigi istatistiksel
olarak ispatlanmistir [306]. Tiirk popiilasyonunda Foxp3 rs3761548 SNP’i yapilan
baska bir c¢aligmada ise, Foxp3 rs3671548 SNP’i Multiple skleroz (MS)

olgularinda, A allel frekans1 kontrol grubuna gore yliksek bulunmus olup bu fark
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istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bulunmustur [307]. Foxp3 geni
rs3671548 SNP’leri iizerinde yapilan pekgok c¢alisma, ayni popiilasyonda dahi
farkli allel frekanslar1 gosterebilmektedir Calismalarda ortaya ¢ikan bu genotip
farkliliklarinin  nedeninin Foxp3 rs3671548 SNP’lerinin dinamik mutasyona

ugramasi sebebiyle olabilecegini diisiindiirmektedir.

Foxp3 polimorfizmlerinin Tiirk popiilasyonlar1 i¢in genotip dagilimina dair
bir veri olmadigi i¢in, saglikli kontrol grubunun allel siklig1 sonug¢larini diger etnik
gruplarin saglikli kontrolleri ile karsilastirdik. Foxp3 rs3761548 C allel frekansi
farkli etnik kokenlere gore %4 ile %57 arasinda degisen farkliliklar
gosterirmektedir. Calismamizda, Foxp3 rs3671548 SNP’inin C allel frekansini
%49,6 oldugunu tespit ettik.

Bu calisma  kapsaminda  Foxp3 gen  ekspresyonu  sonuglari
degerlendirildiginde; hastalarin kolorektal tiimorlii ve saglikli ¢evre doku
orneklerinde Foxp3 gen eskpresyonunu inceledigimizde hastalar arasi heterejon bir
ekspresyon profil gozlemlenmektedir. Hastalarin tiimor biyikligt, lenf nodu
metastazi, perindral invazyon ve anjiyolenfatik invazyon gibi patolojik
parametreleri ile Foxp3 gen ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma
grubumuzdaki bazi hasta ve kontrollerin doku Foxp3 ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiginda hasta Foxp3 gen ekspresyon diizeyinin artmasi tiimor biiytikligi
patolojik bulgusu agisindan ile hastalarin klinik ve tiimoral 6zellikleri arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir farkliligina rastlanmistir (p=0,021).

Bu baglamda Foxp3 mRNA diizeyindeki ekspresyon tespitlerinin hastalarin
klinik ve timoral Ozelliklerine bakilmaksizin serbest tani1 veya tarama testlerine
yararli ek bir prognostik ara¢ olarak tamamlayici belirtegler olabilecegi
diistiniilebilir. Tiimor mikrogevresi ve kanser hiicreleri, belirli kosullar altinda, IL-
10 veya TGF-B'ye maruziyetten sonra, sitotoksik T hiicrelerini inhibe etmesiyle
efektor yanitlarin1 sinirlayan Foxp3+ Treg hiicrelerinin gelisimini baslatabilir,

bdylece anti-tiimor immiinitesini bozabilmektedir [308].

Derynck ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, TGF-8 sinyal yolagimnin
saglikli dokularda ve erken evre KRK olgu dokularinda, hiicreyi apoptozise

yonlendirerek hiicre proliferasyonunu azalttigit ve ayrica immortalizasyon
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inhibisyonu yoluyla timdr baskilayici olarak gorev yaptigini fakat ileri evre
kolorektal karsinomalarda TGF-B sinyal yolaginin fonksiyon kaybi ile kolorektal

tiimorgenezisi destekledigi gosterilmistir [309].

Xu ve Pasche’nin yaptigr bir calismada, tiimor biiytkligi arttikca TGF-B
sinyal yolaginin timor baskilayict 6zelliklerinin kayboldugu belirlenmistir [310].
Kolorektal karsinojenezin ge¢ evrelerinde, TGF-B sinyal yolaginin onkogenik
aktivitesi ortaya c¢ikmasiyla kanser ilerlemesi, invazyon ve tiimor metastazi
destekledigi rapor edilmistir. Timor mikrogevresi ile Foxp3+ Treg’lerin
etkilesimleri sonucunda tiimdral immun kagis ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, Foxp3’iin
sitoplazma veya niikleustaki dagilimi onun spesifik roliinii etkiledigi de
bilinmektedir. Yapilan ¢esitli caligmalar, KRK’l1 timér dokular1 lizerinde yapilan
immiin boyamalarda evresine bagli olarak Foxp3’iin KRK’l1 dokularda daha az
ekspresyonu ve kanser evresi ilerleyisi ile Foxp3 ekspresyonunun gekirdekten
sitoplazmaya kaydigi gosterilmistir, ancak literatiirde kanser hiicre tipine bagh
olarak Foxp3 gen ekspresyonu degiskenlik gostermektedir [311]. Timor
hiicrelerindeki Foxp3 gen ekspresyon diizeylerindeki bu degismeler prognostik bir
faktor olarak klinik 6nem potansiyeli olmasina ragmen, ortaya ¢ikan Foxp3 gen
ifadesi degisikliklerinin nedeni tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan birgok
calisma, Foxp3’ilin bu ekspresyon farkliliklarinin nedenini ¢6zmeye odaklanmakta

olup, Foxp3’iin biyobelirtegler ve terapotik hedefler olarak kullanilmasini

amaclamaktadir [140], [148].

Calismamizin en oOnemli kisitliliklar1 arasinda hasta sayisinin yeterli
olmayis1 ve hasta orneklerinde patoloji sonrast c¢alisma kriterleri dist durumlar,
numunelerdeki ongoriilmeyen gegersiz ornek kaybi ve numune eslestirmelerine

bagli olarak bazi hastalarin ¢alisma dis1 birakilmalari yer alabilir.

Foxp3 geni, bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde en onemli genlerden
biri oldugundan, KRK kanser hastalarinda bu genin ekspresyonunun énemli oldugu
sonucuna varilabilir. Bu Tek Niikleotit Polimorfizmi, genin promotor bolgesinde
yer aldigindan Foxp3 proteinin ekspresyon seviyesini etkileyebilir. Foxp3’iin

genetik polimorfizmi yararli bir klinik prognostik belirte¢ olarak kullanmak ve

90



molekiiler mekanizmasimi ag¢ikliga kavusturmak amaciyla kolorektal kanser ve

diger kanser tiirleri hakkinda genis capli klinik calismalar gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilecek bu muhtemel kazanimlarin, KRK
hastalarinda Foxp3 molekiiliiniin  dahil edilebilecegi hastalik risk ve
progresyonunda Onerilecek Onemli biyobelirte¢lerden biri olup olamayacagi
konusuna 1s1k tutarak, Foxp3 ile ilgili molekiiler kanser mekanizmalar1 aragtiran
literatiirlere  temel olusturabilecegi kanaatindeyiz. Calismamiz kolorektal
kanserlerde Foxp3 SNP, ekspresyon diizeyinin bir arada arastirildigi 6zgilin bir

calisma niteligindedir.

Bu ¢alisma kapsaminda kolorektal kanser vakalarinda plazma Kiniirenin
(KYN), Triptofan (TRP) ve Kiniirenik asit (KYNA) diizeyleri degerlendirildiginde;
plazma TRP, KYN ve KYNA diizeyleri kolorektal tiimérlii ve saglikli kontrol
ornekleriyle kiyaslandiginda, hasta olgularinda diisik plazma TRP ve KYN
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup KYNA diizeyleri arasindaki
fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (sirasiyla p<0,001; p=0,003;
p=0,163).

Calisma grubumuzdaki bazi hasta ve kontrollerin plazma Kiniirenin,
Triptofan ve Kiniirenik asit seviyeleri timor evresi, lenf nod durumu, uzak metastaz
ve perindral invasion gibi ¢esitli patolojik bulgularin agisindan degerlendirildiginde
hasta olgularindaki plazma KYN, TRP ve KYNA diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel bir bulguya yansimamistir. Bu c¢alisma kapsaminda, plazma TRP
diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik bulunmus olan hastalara ait analiz sonucu
ROC egrisi ile test edilmis ve plazma TRP diizeyinin 20,44 pmol/L‘nin altinda
kalmasinin kolorektal kanserde risk gostergesi olabilecegini diistindiirmiistiir.
Ayrica, bir diger metabolit olan KYN i¢in de “ROC egrisi” analizi yapilmis ve
plazma kiniirenin parametresinde de 1,37 pmol/L‘nin altindaki degerler igin

KRK’da risk olusturabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Triptofan metabolizmasi, bagisiklik siirveyansindan kaginmak i¢in kanserler
tarafindan kullanilan o6nemli bir mekanizmadir [312],[313]. Bir¢ok c¢aligma,
triptofan ve triptofan metabolitleri olan KYN ve KYNA’nin, zihinsel bozukluklar,

bobrek hastaligl, bagisiklik sistemi gibi hastaliklarin gelisimi ile iligkili oldugunu
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gostermistir [314], [315]. Triptofan metabolizmasiin kiniirenin yolagi boyunca
ilerleyen triptofan (TRP), indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO1 / IDO2) ve triptofan
metabolizmasinin baslangig adimi (TRP) olan tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO)
tarafindan N-formil-kinurenine (NFK) donistirilir. Triptofan bu metabolik
yolaginda kiniireninin olusumunun, IDO enzimi ile kritik etkilesimi nedeniyle
serum veya plazma kiniirenin konsantrasyonunun triptofan konsantrasyonuna orani,
IDO enzim aktivitesinin dnemli bir belirteci olabilmektedir. IDO aktivitesindeki
artisa bagli olarak Kyn/Trp oraninin artti@i hipotezini giiglendiren veriler ¢esitli
immiinoinflamatuvar hastaliklarda ve son yillarda bazi kanserlerde yapilan

calismalarda ortaya konmustur [316], [317].

Jong ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, over kanserli hasta serumlarda
Kyn/Trp oranlar1 incelendiginde, hastalarda kontrollere kiyasla daha yiiksek
Kyn/Trp orami tespit edilmistir. Bu ¢alismada, KYN ve Kyn/Trp oraninin over
kanserinde ileri evrede anlamli diizeyde yiiksek Kyn/Trp orani oldugu tespit
edilmistir [316]. Lyon ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmadan elde edilen
bulgular Kyn/Trp oraninin meme kanserli hastalarda yiiksek oldugunu gostermistir
[318]. Winkler ve ark. Tarafindan jinekolojik kanserler iizerinde yapilan bir
calismada ise hastalarda yiiksek Kyn/Trp orani olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig: bildirilmistir [317]. Engin ve ark. tarafindan yapilan bir
baska galismada ise, kolorektal kanser hastalarinda azalmis triptofan seviyelerini ve
artmis kiniirenin yolagr metabolitleri tespit edilmis, artmus Kyn/Trp oraninin

sonucunda IDOT1 aktivitesinde artig oldugu tespit edilmistir [319].

IDO ve TDO aktiviteleri, oranin her iki bilesenini de etkileyerek plazma
Kyn/Trp oranini belirleyebildigi ve ayrica potansiyel bir {giincii grup olan
kiniirenin yolagi enzimleri (KMO, KYNU ve KAT) ise KYN seviyelerini dogrudan
etkileyebildikleri gosterilmistir. Ayrica, KMO, KYNU ve KAT’in ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklar1 ile dolasimda ve dokuda KYN’de bir azalmaya yol
acabilmekle birlikte Kyn / Trp oranini diisiirebildigi ispatlanmistir. Caligmamizda

elde ettigimiz veriler bu agidan literature gore desteklenmektedir [320].
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Bu metabolik yolak ile ilgili olan immiinoterapi ¢aligsmalarindaki deneysel
parametre dl¢iimleri, TRP durumunun daha iyi anlagilmasini ve Kyn/Trp oraninin
tanisal degerini giiclendirmesine katki saglama potansiyeli mevcuttur. KYNA
diizeylerinin kolorektal kanserli hastalarda degerlendirildiginde ise, calisma
grubumuzda hasta ve kontrol arasinda istatistiksel anlamliliga ulasilmamasindaki en

onemli sebebinin olgu sayisinin kisitliligi olarak diistiniilmdistiir.

Calismamiz sonunda ortaya ¢ikan verilerimiz dogrultusunda, Foxp3 genetik
polimorfizminin etkili bir teshis faktorii olabilmesi ve hastaligin patolojik
verileriyle korelasyon gostermesi durumunda bir biyo-belirte¢ olarak kullanmak
icin kolorektal kanser ve / veya diger kanser tiirleri {izerinde planlanacak genis capl
klinik calismalarla Foxp3’tin karmasik molekiiler mekanizmasini aydinlatmak
gerekmektedir. Bu ¢alisma baglaminda triptofan metabolizmasina ait elde edilmis
olan bilimsel veriler KRK hastalarinda TRP, KYN ve KYNA metabolitlerinin dahil
edilebilecegi hastalik risk ve progresyonunda onerilecek onemli biyobelirteglerden
biri olup olamayacagi konusuna 1sik tutarak, triptofan metabolizmasi ile ilgili
kanser mekanizmalar1 arastiran literatiirlere calismamizin temel olusturabilecegi

kanaatindeyiz.
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FORMLAR
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildiginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin ismi ‘Kolorektal
Kanserde Triptofan Metabolizmasi ve Foxp3 Arasinda Immiin Sisteme Yonelik

Baglantinin Arastirilmasi dir.

Bu calismada, kolorektal kanserli dokularda ekspres olan FOXP3 molekiilii ile
triptofan metabolizmasi arasinda anlamli bir iligki bulunup bulunmadigi arastirilacaktir.
FOXP3 molekiiliiniin kolorektal kanserli dokularda ekspresyonunun saptanmasi

durumunda, belirlemede 6nemli bir belirte¢ olacagini diisiindiirmektedir.

Bu arastirma i¢in ongoriilen siire 24 ay olup, arastirmada yer alacak goniilliilerin

sayist 100 kisidir.

Bu arastirma ile ilgili olarak biz arastirmacilara kol damarinizdan kan 6rneklerinin
alinmasina izin verip, verdiginiz doku ve kan orneklerinde ¢alisma yapmamiza yardimci

olmaniz ve ¢aligmanin sonucunda bilgi almaniz sizin sorumluluklarinizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve rahatsizlik s6z konusu degildir.
Ayrica sizin bu arastirmaya katilimiiz; kolorektal kanserine yatkinlik olusturan
nedenlerin incelenmesi ¢alismalarina ve dolayisiyla bu etmenlere yonelik tan1 ve tedavi
secenegi gelistirilmesi ¢alismalarina yarar saglayacak olup, yardimlarmiz ile dolayh

yonden bilim diinyasina katkida bulunmus olacaksiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir. Ayrica,
bu aragtirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in
sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret

istenmeyecektir.

Bu arastirmada uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle
karsilasmaniz s6z konusu degildir ve yer almak tamamen sizin isteginize baghdir.
Aragtirmada yer almayi reddedebilirsiniz veya herhangi bir asamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel olacak bir

duruma yol agmayacaktir. Arastirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan
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tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini aksatmaniz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Bu ¢alismada
sizin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugunuz bulunmayip tiim sorumluluklar arastirici ve
destekleyiciye aittir. Arzunuz lizere mali ve hukuki yiikiimliligiiniiz olmaksizin
calismadan ayrilabilirsiniz. Elde edilen doku ve serum 6rneginiz bu ¢aligma disinda baska

bir islem i¢in kullanilmayacaktir.

Baska bir ¢alismada sizin doku ve serumlariizin kullanilmasi gerektiginde sizden
izin alinacaktir. Arastirmanin sonucglart bilimsel amacla kullanilacaktir; calismadan
¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de
gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir. Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli
tutulacaktir ve arastirma yayimlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak
arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde
tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere

ulasabilirsiniz.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak icin ya da calisma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0532 412 54 78 nolu telefondan
Prof. Dr. Ilhan YAYLIM’a veya 0531 717 36 82 no’lu telefondan Ebru Nur AY’a

ulasabilirsiniz.

Saymm Doc¢ Dr. Soykan ARIKAN tarafindan Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’'nde, Prof Dr. Filiz Akyiiz tarafindan Istanbul Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagini belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimec1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam
hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu aragtirma sirasinda da
biiyiikk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Aragtirma sonuglarinin egitim ve
bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi

konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak igin arastirmadan

cekilecegimi oOnceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
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durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma

disinda tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’nden Dog¢. Dr. Soykan
ARIKAN’1, 0212 459 66 23 numarali telefondan, istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji
Anabilim Dali’ndan Prof Dr. Filiz Akyiiz’ii 0212 414 20 00/ 32975 no’lu telefondan

arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilimci”
(denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet

ve goniillilik igerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin;
Adi-soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon no:
Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyada:
Tarih:
Adresi:
Telefon No:
Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon No:
Imzasi:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin/

goriisme tami@inin,

Adi-Soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon no:
Imzasi:
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI

/’;;\Z_U —i:é;;\
A e \_-‘".
n'!.‘{%’)fi}
. | BA | /Al
ISTANBUL TIP FAKULTESI BN
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU \x.?_fe’"
Sayi : 479 Tarih : 27.03.2018
Konu: Prof. Dr. ilhan YAYLIM hk.
Sayin Prof, Dr. ilhan YAYLIM
Molekdler Tip
ilgi : Molekiler Tip Anabilim Dalinin 19/03/2018 giin ve 104159 sayili yazusi
Sarumiu aragtinciligini astlendiginiz ve Doktora Ogr. Ebru Nur AY' in ylrutecegi 2018/452 desya numaral
"Kolorekial Kanserde Triptafan Metabolizmas ve Foxp3 Arasinda Immin Sisteme Yonelik Baglantinin Aragtiriimas)”
baglikl: ¢aligma kurulumuzun 23/03/2018 tarih ve 08 sayli toplantis nda gorigilerek etik yoncen uygun bulunmug
oup, tutanaklar ekte sunulmustur,
Bilgilerinizi rica edarim.

lltesl Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Bagkan

EKi: Istanbul Tip Fakiltesi Kiinik Aragtirmalarn Etik Kurulu Karar Forme
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

KOLOREKTAL KANSERDE TRIPTOFAN METABOLIZMASI VE
FOXP3 ARASINDA IMMUN SISTEME YONELIK BAGLANTININ
ARASTIRILMASI

ORIINALLIE RAPOEL

% 1 O %3 %1 %8

BEMZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYMAKLARI

BIRINCIL KAYNARLAR

Submitted to Istanbul Universi
Y %0

Odrenci Odevi

www tihud.org.tr
g %1

nternet Kaynadi

www.roche.com.tr
<~'%1

nternet Kaynadi

Submitted to Yeditepe Universit
Odrenci Odevi . ! ﬁ:% 1

%1
nternet Kaynadi < a"";.‘r

acikarsiv.ankara.edu.tr <o 1
nternet Kaynadi a"':-‘r

Submitted to Ankara Universi
Odrenci Odevi ty ﬁ:% 1

library.cu.edu.tr
nternet Kaynadi <% 1

kubtuam.kku.edu.tr
6
8
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