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OZET

Baspmar , M. ‘Kanserli Kolon Hiicre Dizisinde Seranib-2 Maddesinin Apoptoz
Olusumuna Ve Hiicre Yasamina Olas1 Etkileri’ini arastirilmasi , Eskisehir
Osman Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dalh Tipta
Uzmanhk Tezi Eskisehir 2015. Bu ¢alisma insan kolon kanser hiicre dizisinde
(Caco2) seranib-2 maddesinin apoptozis iizerine atkisini arastirmistir.Bizim
calismamizda, seranib-2 nin Caco-2 hiicre canliligi iizerine etkisi kontrol ile
karsilastirildiginda 1 pM’dan itibaren azalmaya basladigi ve 50 uM konsantrasyonda
24 ve 48 saatte sirasiyla % 47 ve % 52 oraninda azalttigi goriilmiistiir. RT-PCR
sonuglarina gore, gruplar arasinda TNF-alfa mRNA diizeylerinde herhangi bir fark
gozlenmezken 24 saatte TNF-alfaR1 mRNA diizeyleri, her iki konsantrasyonda da
kontrole gore azalmig, 48 saatte ise bir fark olusmamistir. ASAH mRNA diizeyleri
ise 48 saat sonras1 50 uM’lik tedavi grubunda tiim gruplara gore anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Béylece ¢alismamiz, seranib-2’nin zaman ve doz bagiml gii¢lii
anti-kanser  etkisinin  oldugunu ortaya koymaktadir. TNF-alfa mRNA
ekspresyonunun degismemesi ancak TNF-alfaR1 mRNA diizeylerinin kontrole gore
azalmis olmasi ise seranib-2’nin farkli yolaklardan etki edebilecegini gostermistir.
ASAH mRNA diizeyinin tedavi gruplarinda yiiksek ¢ikmasi kullanilan seranib-2
dozunun ASAH ekspresyonunu diisiirmede etkin olmadigin1 veya hiicre 6liimiiniin
seramidaz inhibisyonundan farkli bir yolakdan seramidaz enzim {iriinleri olan

sfingozin ve sfingozin-1-fosfat inhibisyonuyla olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri , Apoptoz , Seranib-2
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ABSTRACT

Baspinar , M. Colon Cancer Cell Line Article Ceranib-2 of apoptosis formation
and to investigate the possible effects of cell life, Eskisehir Osman Gazi
University Faculty of Medicine, General Surgery Department of Medicine
Thesis Eskisehir 2015.In this study, human colon cancer cell lines (Caco-2)
investigated the effect on apoptosis of ceranib-2 agent.In our study, ceranib-2 of
Caco-2 cells compared to control its impact on the viability started to decrease from
1 mm and 50 jim concentrations of 24 and 48 hours in 47%, respectively, and has
been shown to reduce by 52%. According to the RT-PCR results between groups of
TNF-alpha mRNA is no difference in level was observed in 24 hours TNF-alfarl
MRNA level decreased compared to the control in both concentrations, no
occurrence of a difference is 48 hours. ASAH mRNA levels were significantly
higher in the treatment group than the other groups at 50 mM after 48 hours. Thus,
our data ceranib-2 reveals that the time and dose-dependent potent anti-cancer effect.
The change of TNF-alpha mRNA expression compared to control but have decreased
MRNA levels of TNF-R1 showed the different pathways may affect the seranib-2.
ASAHI suggests that the mRNA level of which being higher than used ceranib-2
dose is not effective in reducing the expression ASAHI or cell different pathways the
ceramidase enzyme products from ceramidase inhibition of death in the treatment

group sphingosine and sphingosine-1-phosphate may be by inhibition.

Key Words: Colon Cancer , Apoptosis , Ceranib-2
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1. GIRIS

Yasamimizi siirdiirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi gerekir.
Yasam siiresini dolduran hiicreler viicuttan atilirlarken yerlerine yenileri gelir. Bu
denge genlerin kontrolii altindadir. Bazi genler hiicrelerin boliinlip ¢ogalmasini
saglarken, bazilar1 da asir1 hiicre liremesini Onlerler(1). Bazen hiicreler, ¢evresel
faktorlerin ¢ok basamakli bir siire¢ i¢inde, hiicre DNA’sinda ve kromozomlarin
fonksiyonel birimleri olan genlerde olusturdugu degisiklikler neticesinde kontrolsiiz
olarak boliinmeye baslarlar ve normalde olmayan bir olusum meydana getirirler. Bu
olusum komsu dokulara ve uzak organlara yayilabilir. Bu anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiime ve yayilma 0Ozelligine sahip olmasi ile gelisen biyiik bir
grup hastaliga kanser adi verilir. Kanser hastaliginin ortaya c¢ikabilmesi igin
yalnizca kontrolsiiz ¢ogalma yeterli degildir. Hiicrenin invazyon (diger saglikli
dokular1 istila etme) ve metastaz (dolasima gegerek saglikli baska dokulara

yayilma) gibi diger malign ozellikleri de kazanmasi gerekmektedir.(2,3)

Amerikan  popiilasyonunda yasam boyu kanser gelisme olasiligi
erkeklerde yaklagik 2’de 1 iken bu oran kadinlarda 3’te 1°dir. Yine malign
timorler sonucu Olimler kalp hastaliklart sonucu Oliimlerin  ardindan iKinci
sirada yer almaktadir. Kolorektal kanser, gorulme sikligi bakimindan tum
kanserler arasinda meme, prostat ve akciger kanserlerinden sonra 4.sirada yer
almakta ve erkek ve kadinlarda gorulen Kkanserlerin yaklasik %1015 ini
olusturmaktadir. Dunyada her yil yaklasik 1 milyon yeni vaka teshis edilmekte
ve kolorektal kansere bagli 500.000 olum bildirilmektedir. Dunya saglik orgutu
kayitlarina gore her yil teshis konulan yeni vaka sayisi 800.000 civarindadir. (4).
Apoptosis ya da programli hiicre 6liimii ¢ok hiicreli canlilarda gelisimin normal
kompoenti olarak bilinen hiicresel bir olaydir. Bazi1 kanser tiirlerinde kimyasal ya da
radyasyon terapisine verilen cevap timorlii hiicrelerdeki apoptosisin indiiksiyonu
ile paraleldir. Malignant hiicrelerde apoptosisin mekanizmalar1 ve tiimor {izerine
etkileri arastirilmakla beraber, fizyolojik 6lim yolaklarinin modiilasyonu kanser
tirleri i¢in yeni tedavi stratejisi olabilir.(5,6) Apoptozisde rol oynayan pek ¢ok
madde ve bunlarin mekanizmalar1 kanser tedavisinde ¢alisilmistir. Bunlardan biri de
sfingomiyelinin hidrolizi sonucu olusan biyoaktif bir lipit olan seramid’ dir. Seramid

bazi hiicre kiiltiir modellerininde, hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda, farklilagmada



ve apoptosis de onemli rol oynar. Hiicreler mitojen faktorlere  maruz
birakildiginda intraseliiler seramid miktarinin azaldig: bildirilmistir. Intraseliiler
seramidaz enziminin miktar1 azaldiginda ise seramid miktarinda artig
goriilmektedir. Seramid miktarmin artmast da apoptozis ile sonuglanmaktadir.
Dolayisiyla son giinlerde seramidaz enzimini inhibe eden antikanser ilaglarin
gelistirilmesi 6nem kazanmustir. Seramidaz aktivitesini inhibe eden birkag bilesik
gelistirilmistir ancak bunlarin farmakolojik 6zellikleri kanser tedavisi igin Yyeterli
degildir. Ancak son yillarda kesfedilen seranib2 maddesi seramidaz enzimini inhibe
eden kiigiik bir molekiildiir ve antiproliferatif ve proapoptotik etkilere sahiptir. Cesitli
kanserli hiicre dizileri {izerinde yapilan g¢alismalarda seramidaz enziminin protein
ve mMRNA seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir. Seramidaz enziminin bilinen en
onemli fonksiyonu seramidi hidroliz etmektir. Ayrica seramidler cesitli sinyal
yolaklariyla ilgili gen ekspresyonlarinin diizenlenmesine de katilir. Hiicrelerdeki
seramid birikimi c¢esitli ekstraseliiler uyarilar (TNFalfa) ile indiiklenebilir. Kolon
kanser hiicreleri iizerine seranib2 maddesinin herhangi bir etkisinin olup olmadigina
yonelik su ana kadar bilimsel bir veriye ulagilamadigindan ve cesitli kanserler
tizerindeki antiproliferatif ve proapoptotik etkisinin gézlenmesinden dolayr bu
maddenin kolon kanser hiicresi tizerine bir etkisinin olup olmadigini bilimsel
yontemlerle arastirmayr amagladik. Calismamizda insan kolon kanser hiicre dizisi
(Caco?2) kullanilmistir. Hiicre canliligina etkisi 2, 3bis(2metoksi4nitroSsiilfofenil)5-
[(fenilamino)karbonil]2Htetrazolium hidroksit (XTT) yontemi ile TNFa, TNFa
reseptorll, ve asit seramidaz gen ekspresyonlarina da Real TimePCR (RTPCR)

Teknigi ile bakilmigtir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Karsinogenez

Karsinogenezin temelinde, hiicrenin yasamasi, biiylimenin Kkontrolii ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri birgok
fenotipik ozellikler kazanir. Bu degisimler, timor hiicrelerinin hizli ve sinirsiz
¢ogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin
mikrogevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve metastaz yapma
ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin seri mutasyonlari

farklt mekanizmalar araciligiyla malign fenotipin olusumuna katkida bulunur .(7)

Sinyal iletimi yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlarasik
olarak rastlanmaktadir. (8)Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin
¢ogalma vel/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle,
onkojenik sinyal iletimi timor gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol

oynamaktadir.
a) Protein Kinazlar Ve Sinyal iletimi

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin
%20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir (9). Bu proteinler
arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten
enzimler yer almaktadir.Protein Kkinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli
olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler,
katalitik ozelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve

serin/treonin kinazlar olarak da siniflandirilir.(10,11)

Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK)
denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu
reseptorler arasinda insiilin reseptorii, biiytime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (11). RTK lar,
sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir boélge (tirozin kinaz bolgesi)
ierirler. Istirahat halindeki hiicrelerde, RTK nin inaktif ve aktif konformasyonlari

denge halindedir. Bu reseptorler biiyiime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale



gecerler ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirirler. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle
baslar. Ikinci asamada ise, bu fosforlanan bolgelere ¢esitli adaptor proteinler
baglanirlar ve uyarmin hiicre igine iletimini saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak
yapisal ozelligi SH2 (Src-homology-2) bolgeleri icermeleridir. Bu proteinler, SH2
bol geleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki efektor
proteinleri  arasinda  koprii  gorevi  yapmaktadir. RTK  aktivasyonunun
sonlandirilmasindan fosfataz grubu proteinler sorumludur. Buna gore,fizyolojik
kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda
tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi sz
konusudur(9).Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi
(FAK) ve “Janus Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir . istirahat
halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biiyiime
faktorleri veya sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen bu
proteinler, sitoplazmadaki veya niikleustaki hedeflerine yonelirler.Sitoplazmik
tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon,
timor biliyiimesi, motilite ve invazyon artis1 ile anjiyogenez gibi malign fenotipe

0zgii hiicresel olaylar1 hizlandirir.(12,13)

Protein kinazlar dort mekanizma araciligiyla onkojenik transformasyona yol
acabilir (9):

1. Protoonkogenin retroviral transdiiksiyonu,
2. Genomik rearanjmanlar,

3. “Gain of function (GOF)” mutasyonlar,

4. Protein kinazin agir1 sentezlenmesi.

Bu degisimlerin timorler ile iliskisi Tablo 1’de goriillmektedir.



Tablo 2.1 : protein kinazlarda goriilen onkojenik degisimlerin kanser tiirleri ile

iliskisi
]
Protein kinaz (proto-onkogen) Onkojenik degisim Kanser tiirli (en sik gdriilen tlirer)
EGFR/erb1 Amplifikasyon Meme kanseri, glioblastoma multiforme, over kanseri
(c-erbB) Delesyon Koguk hocreli olmayan akeiger karsinomu (NSCC)
ErbB2/HER2/Neu Amplifikasyon Meme, over, mide, NSCC
Kolon karsinomu
PDGF-p Tel-PDGF-p
[t(5;12) translokasyon] Kronik miyeloid Igsemi
EphB4 Ekspresyon artisi Infiltratif duktal karsinom
Kit/SCFR (c-kit) “Gain of function™ mutasyon Akut miyeloid lgsemi
delesyon Kogak hocreli akeiger karsinomu (SCLC)
Gastrointestinal sistern tomérleri
Fit1/VEGFR1 Ekspresyon artisi Tamdr anjiyogenezisi
Src (c-src) c-terminal ucunda kKisalma Kolon karsinomu
ekspresyon artisi/kinaz Meme kanseri, pankreas kanseri, ndroblastoma
aktivitesi artizi
Fak Ekspresyon artisi Malignansilerde, adezyon, invazyon ve
kinaz aktivitesi degisikligi metastazin moddlasyonu
Jak Ekspresyon artisi Lasemiler
Abl (c-abi) Fazyon [t(9;22) p210Ber-Abl: Kronik miyeloid lsemi
translokasyonu]
p210Bcr-Abl pi goBer-Abl p190Bcr-Abl: Ph (+) akut lenfositik [semi
Retroviral transdiiksiyon diger canlilarda (6rnegin;rodentler) karsilasilan

transformasyon yoludur. Genomik rearanjmanlar arasinda Philadelphia (Ph)

kromozomu o6nemli bir yer tutar. Bu kromozom t(9;22) (bcrabl) translokasyonu
sonucunda olusur. Sentezlenen p210Bcr-Abl onkojenik fiizyon proteini ise siirekli
kinaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite hiicre cogalmasi, apoptozis adezyon ile ilgili
Kontrolsiiz sinyal iletimlerine neden olmaktadir(14) . Imatinib mesilat (ST 571 =
Gleevec),kronik miyelositer 16semide bu proteinin kinaz aktivitesini inhibe
etmektedir.(15-17)

Protein kinazlarin devamli aktivasyonuna yol agan GOF mutasyonlara Src
tirozin kinaz ve c-kit 6rnek verilebilir. Src tirozin kinaz proteininin c-ucunda
meydana gelen kisalma, proteinin inaktif hale donmesini onler ve onkojenik
potansiyel kazandirir(13) . c-kit protoonkogeninde ise, nokta mutasyonu sonrasi
siirekli kinaz aktivasyonu sz konusudur. Imatinib mesilat, gastrointestinal stromal

timorlerde de c-kit kinaz aktivitesini baskilamaktadir.(14)



Timor hiicrelerinde, protein  kinaz sentezinin artmasi da onkojenik
transformasyonda etkili olmaktadir. Ornegin; Erb-B reseptdr ailesinde yer alan
proteinlerin (6rnegin; EGFR, HER?2) sentezinin artmasi akciger kanseri patogenezini
dogrudan etkilemektedir(18) . Meme karsinomalarinda da HER2/neu sentezi
artmaktadir.Son yillarda ivme kazanan hedeflenmis tedavi yaklasimlarinda,timor
hiicresi biiyiime faktorleri reseptorlerini bloke eden monoklonal antikorlar (6rnegin,
Herceptin)veya dogrudan tirozin kinaz aktivitesini inhibe eden ilaglar (6rnegin,

Gleevec) ile klinik ¢alismalar yiiriitiilmektedir.(19)
b) MAP Kinaz Sinyal Iletim Yolu:

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar
(Sekil 1)(20) . Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre
membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok Onem tasimaktadir. Bu sinyal
iletimi kaskadlari, embriyogenezis, yasama, ¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis

islevlerinin diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilir(21) .
1. p38 MAP kinaz ailesi,
2. “Extracellular signal regulated kinase (ERK)” ailesi,

3. “c-Jun NH2- terminal kinase (JNK)” ailesi.



Uyan Buytume fakttrleri Hucresel stres
RTK l i Hilcre membrani
GTPaz Ras sitoplazma
MEKK Raf MEKK 1,2, 3,4, 5
MEK MEK1/2 MEK4  + MEKKT
S
MAPK ERK1/2 p38 JNEK
Y Y Y
Transkripsiyon faktorer ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nikleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, blylmenin durmasi,
Immonolojik cevap, proliferasyon?

Sekil 2.1 : MAPK ailesi ve sinyal iletimi. ATF:’activating transcription factor ,
ERK extracellular signal regulated kinase , GTP : guanosine triphophate , JINK:
c-Jun N —terminal kinase , MAPK: mitogen-activated protein kinase , MEK

MAP kinaz yolu reseptor aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumlu bir
kinaz kaskadi olarak calisir.Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de
diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) agisindan 6nem tasir.
Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK ’nin
(MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz
kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarini
(hiicre iskeleti elemanlar1, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon
faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur
(22).

¢) Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal iletim Yolu Ve Kanser:

Hormonlar, biliylime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimor promoter
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslar ve
sirastyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile
kinaz kaskad: ilerler. Ras ve Raf protoonkogendir. Ras proteinlerinin aktif hale
gelmesi igin translasyon sonrasi modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana
yerlesmesi gerekir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP)

halde bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif



konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenir. Ras aktivasyonu tersinir bir siirectir.
Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS (son of sevenless) ve Grb2 (growth-
factor-receptor-bound protein 2) adaptor proteinleridir. Bu sinyal yolunun efektor
molekiilleri, SOS iizerinde negatif diizenleyici etki ile Ras aktivasyonunu
sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile
baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu
saglarlar.(22,23)

Insan tiimérlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ ERK yolunun asir1 aktivasyonu
so6z konusudur(22). Bu oran tiimoérlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur.
Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin

kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar.

Ras iletim yolu ile tetiklenen transformasyon siirecinde sinerjik etkilesim de
onem tasir. Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biiylime faktorlerinin
fosfoinozitid-3 kinaz (P1-3K) yolunu uyarmalarinda Ras’in etkinligi minimal
diizeydedir. Buna karsilik onkojenik Ras, PI-3K yolunun giiglii bir aktivatoriidiir.
Onkojenik Ras bu yolu aktive ederek apoptozisi baskilar(2,25) . Insan kanserlerinin
onemli bir boliimii epitel hiicrelerinden kdken alir. Dolayisiyla,  bu  hiicrelerde
apoptozisin baskilanmasi karsinogenez siirecinde kritik etkenlerden birini olusturur.
Ayrica, onkojenik Ras uyarisi, transforme hiicrelerde normal hiicrelerden farkli

genlerin ekspresyonunu da uyarabilir.(7)
d) P1-3 kinaz/protein Kinaz B Sinyal iletim Yolu Ve Kanser:

Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) ailesi, biiylime ve yasama sinyallerinin
iletiminden sorumlu proteinlerdir(26). Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3K,
hiicre =~ membraninda inozitol  fosfolipidlerin  fosforilasyonunu  katalizler.
Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir lipid mediatérdiir. PIP3, PIP3
bagimli kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur
(9). Protein kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu
genler, viral v-akt onkogeninin insanda bulunan homologlaridir(27). Sitokinler ve
biiyiime faktorleri PI-3K ve PKB yolunu aktive ederek hiicreler igin yasama
sinyalleri olustururlar. Tiimor baskilayici proteinlerden PTEN ise, PIP3 olusumunu

inhibe ederek negatif diizenleyici rol oynar(28,29). Protein kinaz B uyarist hiicre



iginde ¢esitli proteinlerin aktivitelerini etkilemektedir. Bunlardan biri, “mammalian
target of rapamycin (mTOR)” proteinidir. Kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinin

rapamisin tarafindan inhibe oldugu gosterilmistir. mTOR’un 6nemli fonksiyonlari

sunlardir (30):
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Sekil 2.2 : protein kinaz B /Akt yolunun islevleri

1. S6 kinaz (S6K) aktivasyonu ile S6 ribozomal proteinini aktive ederek, 5°TOP

mRNA’larmn translasyonunu uyarir.

2. Okaryotik inisiasyon faktorii 4E ile baglanan proteini (4E-BP) inaktive ederek,
4E’nin serbest hale gelmesini saglar. Aktif hale gelen 4E ribozomal proteinlerin
translasyonunu uyarir. 5°TOP mRNA’lar, hiicredeki RNA miktarinin %20’sini
olusturur ve translasyon islevinde etkilidirler. 4E proteini de, bu mesajlarin
translasyonunda etkilidir. Sentezlenen proteinlerin, biiylime faktorleri, onkoproteinler
veya hiicre dongiisiiniin diizenleyici proteinleri olmast mTOR’un Gnemini ortaya

koymaktadir(29,33).
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Buytme fakttrleri, hormonlar, mitojenler, sitokinler
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Elongasyon faktoreri
Ribozomal proteinler

Sekil 2.3 Fosfoinozitid 3K(PI-3K). mTOR ve protein sentezi

Karsinogenezde etkili olan PI-3K sinyal yolu degisimleri s6yle Siralanmaktadir:
1. PI-3K’nin sentezi artabilir.
2. PTEN tiimér baskilayici proteini mutasyon ile fonksiyon kaybina ugrayabilir.
3. PKB sentezi kanser hiicrelerinde (meme, over, mide, pankreas, prostat) artabilir.

4. PTEN’in islev kaybi veya PKB’nin asir1 sentezlenmesi siirekli mTOR

aktivasyonuna yol agmaktadir.
5. 4E proteininin sentezi de artabilir.

Bu noktalar géz oniine alindiginda, karsinogenezde mTOR’un etkileri su

sekilde 6zetlenebilir:
a. PI-3K sinyal yolu aracili karsinogenezde mTOR "un temel bir rolii vardir.
b. S6K’nin aktivasyonu ve 4E-BP’nin inaktivasyonu tiimor gelisimi ile iligkilidir.

Protein kinaz B aktivasyonunun hiicre dongiisii tizerindeki etkileri de
karsinogenez siirecinde 6nem tasir. p21 proteini hiicre dongiisiiniin erken G1 fazinda
siklin D ve siklin bagimli kinaz 4/6 (cdk4/6) kompleksi {izerinde pozitif uyarici etki

yapmaktadir. Protein kinaz B, p21’in stabil formunun olusumunu tetikler ve hiicre
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dongiisiiniin  ilerlemesine uyarici yonde etki eder. Buna ek olarak, p21’in

degradasyonunu uyaran proteini de inhibe etmektedir(26).

Hiicre dongiisiiniin inhibitér proteinlerinden p27°nin siklin-siklin bagimh
kinaz kompleksine baglanmasi igin, sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine Yyer
degistirmesi gerekir. Onkojenik uyar1 halinde (PTEN mutasyonu, HER2 veya EGFR
aktivasyonu) bu protein fosforilasyona ugrar. Bunun sonucunda, p27 sitoplazmaya
geri doner ve hiicre dongiisiindeki inhibitor etkisi ortadan kalkar.(34) Bu galismalar,
stirekli ve/veya kontrolsiiz protein kinaz B uyarisi ile tiimor hiicrelerinin gogalmasi

arasindaki dogrudan iliskiyi gostermektedir.(35-37)

Protein kinaz B uyarisinin dogrudan etkili oldugu hiicresel islevlerden biri de
apoptozistir (Sekil 4)(26). PKB, proapoptotik BAD proteini ile kaspaz 9 iizerinde
inhibitor etki  gosterirken, NFkB wuyarisi ile de antiapoptotik cevabi
desteklemektedir(26).

Bayume faktord

Ras - ¢ — = PI3K
Raf Protein kinaz B —— NFxB —» AP
l J //"/ n\_
ERK1/2 i BAD s BAX }—— Bcl2
Kaspaz 3
APOPTOZIS

Sekil 2.4 MAPK ve protein kinaz B yollarinin apoptozis

e) Nonreseptor Tirozin Kinazlar ile Sinyal iletim Yolu Ve Kanser:

Kanser gelisimi siirecinde Src tirozin kinazin ekspresyonu ve/veya aktivitesi
artmaktadir(12,13). Hiicrelerde inaktif halde bulunan endojen Src uyarilarla aktif
hale gecince, hem kinaz aktivitesi hem de SH domainleri iizerindeki kisitlayic
etkenler ortadan kalkar. Aktive olan protein, periferik alandaki adezyon boélgelerine
hareket eder. Src’nin katalitik aktivitesi ile tetiklenen sinyal iletimi mekanizmasi

hiicre biiylimesi, adezyon ve migrasyon gibi fizyolojik islevleri yiiriitmektedir. Buna
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gore, kanser hiicrelerinde Src aktivasyonunun kontroliiniin ortadan kalkmasi timor

biiyiimesini hizlandirabilir ve hiicrelerdeki invazyon potansiyelini uyarabilir.

Sitokinker

{

Hicre membran

Sitoplazma
\p \ 4
A >
(P (P \
(P) : :' P)
* Nikleus
o) (P

\ /
%’Mﬁnwwn

Transkripsiyon faktorer

Sekil 2.5 : sitokin aracili JAK / STAT aktivasyonu

f) STAT Proteinleri ile Sinyal fletim Yolu Ve Kanser:

“Signal transducer and activator of transcription (STAT)” proteinleri 1990’11
yillarin baginda interferon (IFN) aracili olarak gen transkripsiyonunun diizenlenmesi
ile birlikte tanmimlandi. Giintimiizde, cesitli sitokinlerin farkli STAT proteinlerini
aktive ettikleri  bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yedi STAT proteini

tanimlanmaistir.

Bunlar; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak
adlandiriimaktadir(38).

Sitokin aracili STAT aktivasyonunun asamalari susekilde siralanmaktadir
(38) :
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Sitokin, hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanir (o alt birim). Daha sonra oo ya da
af oligomerizasyonu gergeklesir. Bu oligomerizasyon, reseptor ile iliskili olan JAK
proteinlerini ¢apraz fosforilasyon ile aktive eder. Aktive JAK proteinleri reseptorii de
fosforile ederler. Bu bolgeler sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptor ile
etkilesmesine olanak saglar. STAT proteinlerin daha sonra homodimer ya da
heterodimer olusturmak {izere reseptorden ayrilarak hiicre g¢ekirdegine gelirler ve
DNA iizerinde 0zgiil cevap elemani dizileri ile etkileserek hedef genlerin

transkripsiyonunu uyarirlar.
STAT proteinlerinin yapisinda yer alan bolgelerin islevleri sunlardir(39) :

1. Oligomerizasyon bolgesi: Diger proteinler ile etkilesir, STAT tetrameri

olusumunu saglar.

2. DNA baglanma bolgesi: DNA’ya 6zgiin baglanmadan sorumludur; ligand

uyarisina 6zgiil sinyal olusumunu saglar.

3. SH2 bolgesi: STAT-reseptor, STAT-JAK ve STATSTAT etkilesimlerinden

sorumlu bolgedir.

4. C-terminal ucu: Transkripsiyonel aktivitenin 6zgiinliigii ve kontroliinden

sorumludur.

5. Tirozin aminoasiti: N-ucundan yaklagik 700 aminoasit uzakliktadir. Tirozin
fosforilasyonu, biitin STAT proteinlerinin DNA’ya baglanma aktivitelerini

dizenler.

STAT3 ve STATS  aktivitelerinin  kontrolsiiz  isleyisi  malign
transformasyonda rol oynamaktadir. STAT proteinleri iki mekanizma araciligiyla
karsinogenezde etkili olur. Bunlardan biri STAT in siirekli aktivasyonudur. Diger
degisim ise proteinin c-ucunun mutasyona ugramasidir. Devamli olarak aktif olan
STAT proteini antiapoptotik yollar1 uyararak malign siirecte etkili olabilir. I1L-6 ile
devamli STAT3 aktivasyonu uyarilan multipl miyeloma hiicrelerinde antiapoptotik

proteinlerden Bcl-xL ve Mcl-1’in arttig1 gosterilmistir(40).

STAT aracili sinyal iletimi ile uyarilan hedef genlerin (6rnegin; c-myc, siklin
D1 ve Bcl-xL) hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayarak ve/veya apoptozisi

onleyerek karsinogenez siirecinde etkili olduklar1 6ne siiriilmektedir. Ayrica, STAT
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aracili sinyal iletiminin malign siirecin gelisiminde MAP kinaz yolunun aktivasyonu
ile etkilesebilecegi diisiiniilmektedir. Devamli aktif STAT3 proteini ile hastaliksiz
sagkalim siiresi arasindaki ters iliski anlamli bulunmustur(41). Ancak STAT
aktivasyonu kotii prognozun nedeni olabilecegi gibi, bu siirecin kendisi de STAT
aktivasyonunu tetikleyebilir. Losemik blastlarda sitokin sentezi ve otokrin/parakrin
yolla JAK/STAT yolunun uyarilmasi, akut miyeloid 16semide devamli STAT
aktivasyonu nedeni olabilecek mekanizmalar arasinda sayilmaktadir. STAT3
aktivitesi vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) diizeyinin artisina yol agarak,
timor anjiyogenezisinde de rol oynamaktadir(42). Bcr-Abl kimerik proteini
hematopoietik hiicrelerde biiylime faktoriinden bagimsiz olarak ¢ogalma ve
transformasyonu indiikler. Bu onkoprotein JAK/STAT vyolunun siirekli aktif
olmasma yol acar. Imatinib mesilat ile tetiklenen apoptozis STAT5 aktivitesinin
inhibisyonu ~ ve  Bcl-xL  ekspresyonunun  azalmasit  ile  korelasyon
gostermistir(43).Buna goére, Bcer-Abl ile iliskili apoptozis direncinde STAT5

aktivitesinin rolii vardir.

g) Adenoviriis Proteinlerinin Sinyal Iletim Yollarinda Etkileri Ve
Kanser:

Adenoviriislerin replikasyon dongiileri sirasinda adenoviral erken genler ELA
viral proteinlerini sentezler. Bu proteinler infekte hiicrenin G1 fazindan S fazina
gecisini indiikler. S fazinda viral genom da replike olur(44). Diger taraftan, infekte
hiicreler viral infeksiyona cevap olarak p53°i aktive ederler. Boylece hiicrede G1
fazinda duraklama ve/veya apoptozis uyarilir ve viral g¢ogalma engellenir.
Adenoviriisler ise bu kez sentezledikleri E1B proteinleri ile p53 tarafindan
yonlendirilen etkilerden kendilerini korurlar ve cogalmaya devam ederler. p53
blokaji yapamayan adenoviriisler ise normal hiicrelerde replike olamazlar.
Adenoviral tedavi de bu ozellikten yola ¢ikarak timdr hiicrelerini 6ldirmeyi
hedefler; bunun igin, E1B sentezi yapamayan mutant adenoviriisler gelistirilmistir
(ONYX-015)]. Timor hiicrelerinde p53 mutasyonu sikligi %60 civarindadir.
Dolayistyla, bu mutant viriisler secici olarak p53 mutasyonu olan tiimér hiicrelerinde

cogalarak tiimor lizisine yol agarlar(45,46).
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h) Onkogenler:

DNA molekiiliindeki piirin ve pirimidin bazlar1 ve seker molekiilleri ile
reaksiyona giren veya kromozomlarin yapisinda bulunan proteinlerle garpraz baglar
olusturan karsinojen ajanlar, DNA molekiiliindeki baz delesyonlari, zincir kiriklari,
inversiyon gibi yapisal degisikliklere yol agar. Mutasyon dedigimiz bu degisiklikler
sonucunda DNA’nin replikasyonu, genlerin transkripsiyonu ve translokasyonu veya
aktivasyonunda degisiklikler olur. Yapi1 ve fonksiyonundaki degisiklikler sonucu
ekspresyonlarindaki diizenlemenin bozulmasiyla kanser olusumunu kolaylastiran bu
genlere onkogen ad1 verilir. Onkogenler genellikle mutasyon ya da baska nedenlerle
yeni bir iglev veya aktivite kazanarak otozomal dominant etki gosterirler. Normal
hiicrede ¢ogalmanin kontrolii igin gerekli olan ve hasara ugradiklari veya ortadan
kalktiklart zaman hiicrenin denetimsiz ¢ogalmasina neden olan ve otozomal resesiflik
gosteren genlere de timor siipressor genler denir. Onkogenlerin aktivasyonu ve
timor siipresor gen inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontak
inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign
ozellikler kazanmasina yol agar(2, 49, 50). Hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve
¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar timor
gelisimine, timor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre

siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur.

Timoér hiicrelerinin ¢ogalmasi Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra
siklus G1 -S-G1 (interfaz) ve M (mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu siirecte hiicre
uyarimi Ve biiyiime meydana gelmekte veya boliinme sinyali almadiklari siirece
istirahat faz1 G1 de durmaktadirlar. G1, S, G2 fazlar1 (interfaz) hiicre siklusunun
%90’1n1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz boliinme ise 1-2 saat siirmektedir. G
fazinda hiicreler kendi gevrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve biliylimeyi indiikler.
Bu fazda DNA sentezi (replikasyonu) igin hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi
olur. S fazinda DNA sentezlendikten sonra, G2 fazinda hiicre biiylimeye devam eder,
ayni zamanda RNA sentezi, protein sentezi gergeklesir ve hiicre mitoza hazirlanir.
Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusmaktadir. Hiicre siklusunda bir faz
tamamlanmadan sonraki faza gegilirse genetik materyal tam ve dogru
kopyalanmadig1 i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre siklusunda G-S

gecisinde, G-M gecisinde ve metafaz-anafaz gegisinde kontrol noktalar1 vardir. Bu
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kontrol noktalarinda hiicrenin  siklusa devam edip etmeyecegi karari
verilir(3,48). Tiimoriin  biiylime hizin1 ifade etmede kullanilan “doubling time
(ikilenme zamani)” tiimor hiicre sayisinin iki katmna c¢ikmasidir. Ozellikle solid
timorlerin hiicreleri baslangigta geometrik artisla ¢ogalirken zaman ilerledikge
biiyiime hiz1 yavaglar ve baz1 durumlarda da 6len ve ¢ogalan hiicrelerin birbirine esit
oldugu bir plato ¢izerler, bu biliyime paterni Gombertz egrisi olarak
adlandirilir(47,51). Hiicre proliferasyonu igin gerekli olan sinyal iletim sistemi en
basta biiylime faktorii adini verdigimiz bir dizi polipeptidden olusur. Bunlardan
baglicalart PDGF (trombosit kokenli biiyiime faktoril) EGF (epidermal biiyiime
faktorii) CSF (koloni stimulan faktorler) TGF alfa, beta (transforme edici biiyiime
faktorleri alfa ve beta) IL-2 (interlokin 2) IGF-1 ve 2 dir (insiilin benzeri biiyiime
faktorii). Hem proto-onkogen hem de nonprotoonkogen kaynakli biiytime faktorleri,
hedef hiicrelerdeki spesifik biiytime faktorii reseptorlere (GFR) baglanirlar. Boylece,
bu reseptorler tizerindeki tirozin kinaz enzimler aktiflesir. GFR’ler ve bazi hormon
reseptorleri hiicre membraninda bulunan ve bir kismi membran iginde bir kismi
membran disinda/icinde olan proto-onkogen proteinlerdir. Proteinin hiicre
yiizeyindeki parcasinda spesifik ekstraselliiler biiyiime faktorleri i¢in 6zel baglanma
bolgeleri bulunur. GFR’ler kendilerine o6zgii biiyime faktorleri ile aktive
edildiklerinde, bu reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri aktif tirozin kinaz haline gelir.
Aktiflesen tirozin kinazlar ekstraselliiler sinyali bazi mekanizmalarla sitoplazmik
proteinlere ve niikleusa aktarirlar. Sinyal iletiminin son safhasinda hiicre
cekirdegindeki DNA dan RNA yapimi ve DNA nin replikasyonu uyarilir ve hiicre
cogalmasi aktive olur Bu sistemde rol alan genlerin herhangi birinde ortaya

cikabilecek asir1 aktivasyon kontrolsiiz cogalma ile sonuglanabilecektir(1).
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Hiicre siklusunda birgok denetim noktasi tanimlanmistir. Bu denetim noktalari, hiicre
dongiisiiniin bir sonraki evreye gegmeden 6nceki evrelerin bir ¢esit kontrolii olarak
da disiiniilebilir. Bu noktalar hiicre siklusunun ilerlemesini durdurabildigi gibi,
gerekli olan durumlarda apoptozisi (programli hiicre 6liimii) de aktive edebilir.
Anormal DNA’l1 hiicreler ya tamiri olanaksiz DNA hasar1 olusmus ya da yanlis,
eksik veya gereksiz olarak fazla transkrip olmus DNA’dan dolay1 olusur. Boylece,
DNA’sin1 sadece dogru bir sekilde ve tam olarak replike etmis hiicrelerin mitozise
girmesi saglanir(3). Apoptozis yaslanmis ve yararsiz hale gelen normal hiicrelerin
ortamdan yok edilmelerini (eliminasyonlarini) saglar. Timor baskilayici genler,
ozellikle hiicre siklusu denetim noktalarinda rol alanlar ve DNA tamir genleri, siklus
esnasinda ortaya c¢ikabilecek genetik hasarlar1 ortadan kaldirarak veya hasara
ugrayan hiicrelerin apoptozisine neden olarak kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasini

Onlemeye calisirlar.
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2.2 Kolon Embriyolojisi Ve Anatomisi
a) Embriyoloji:

Embriyolojik gastrointestinal kanalin gelisimi gebeligin dordiincii haftasina
kadar siirer. ilkel barsak endodremden tiireyerek iic segmente ayrilir. On barsak, orta
barsak ve arka barsak. Kolon rektum ve aniisii orta barsak ve arka barsak birlikte

olusturur.

Orta barsak; ince barsak, ¢ikan kolon ve proksimal trnasvers kolona doniistir
ve kan akimii siiperior mezenterik arterden alir. Gebligin altinci haftasinda orta
barsak karin boslugunun disina fitiklasir ve daha sonra saat yoniiniin aksine siiperior
mezenterik arterin etrafinda 270 derece rotasyon yaparak gebeligin onuncu

haftasinda karimn i¢indeki son halini alir.

Arka barsak; distal transvers kolon, inen kolon, rektum ile proksimal aniisii
olusturur, bunlarin tiimii kan akimin1 inferior mezenter arterden alir. Gebeligin altinct
haftasinda arka barsagin en distal ucu yani kloaka, iirorektal septum ile {irogenital

siniis ve rektum olarak ikiye ayrilir.

Distal anal kanal ektodermden tiirer ve kan akimini internal pudental arterden
alir. Dentate ¢izgi endodermal arka barsagi, ektodremal distal anal kanaldan ayirir.
(93)

b) Anatomi:

Kalin barsak ilogekal valvden aniise kadar uzanir. Anatomik ve fonkssyonal
olarak kolon, rektum ve anal kanaldan olusur. Kolon ve rektumun duvari bes ayri

katmandan olusur: mukoza, submukoza, i¢ sirkiiler kas, dis longitudinal kas ve

seroza. (93)
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Sekil 2.7: Kierszenbaum A. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi, Patolojiye Giris.
Ankara 2006: 438-441’dan alinmustir.

Intraperitoneal klon ve proksimal rektum 1/3 rektum seroza ile értiiliidiir; orta

ve alt rektumda seroza yoktur.

Kolon terminal ileum ve ¢ekum bileskesinden basalr 90-150 cm’de rektuma
ulasir. Rektosigmoid bileske, yaklasik sakral promontorium hizasinda olup keyfi
olarak ti¢ tenya kolinin birleserek rektumun dis longutudinal kasinin baslangig yeri
olarak kabul edilir.

Cekum kolonun en genis bolimdiir (normalde 7,5-8,5 cm ) aym1 zamanda
miiskiiler tabakasi en ince olan bolimiidiir. Be nedenle ¢ekum perforasyona en ¢ok
duyarl ve tikanikliga en az duyarli boliimdiir. Cikan kolon genellikle retroperitona
fiksedir. Hepatik fleksura transvers kolona gecisi belirler. intraperitoneal transvers
kolon goreceli olarak mobildir ancak gastrokolik ligaman ve mezenteri ile
tutulmustur. Omentum majus transvers kolonun anterior siiperior kenarina yapigiktir.
Splenik fleksura transvers kolondan inen kolona gegisi isaret eder. Splenik fleksura
ve dalak arasindaki baglar kisa ve kalin olabilir. Bu durum kolektomi sirasinda
yaralnamlara sebep olabilir. Inen kolon retroperitona kismen fiksedir. Sigmoid kolon
kolonun in dar kismi olup en mobil kismidir. Sigmoid kolon genellikle sol alt

kadrana yerlesik olmasina ragmen mobil olmasi nedeni ile sag alt kadrana kadar
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uzanabiliri. Bu durum klinik agidan sigmoid kolonu tutan hastaliklarda sol altta

beklenen bulgularin sag alt kadranda olmasini agiklar. (93)
i) Kolonun Kan Akimi:

Kolonun kan akimi ¢ok degiskenlik gosterebilir. Genelde siiperior mezenterik
arter dallanarak. Terminal ileum ve proksimal ¢ikan kolonu kanlandiran ileokolik
arteri, ¢ikan kolonu kanlandiran sag kolik arteri ve transvers kolonu besleyen kolika
media arterini verir. Inferior mezenterik arter dallanarak, inen kolonu besleyen sol
kolik arteri, sigmoid kolonu beslyen birka¢c dali olabilen sigmoidal arteri ve

rektumun siiperionu beslyen stiperior rektal arteri verir. (93)
ii) Kolonun Lenfatik Drenaja:

Kolonun lenfatik drenji muskularis mukoza igindeki lenfatik agdan
kaynaklanir. Lenfatik damarlar ve lenf diigiimleri rejyonel arterleri takip eder. Lenf
diigtimleri barsak duvarinda(epikolik) , biiyikk mezenter arter etrafinda (intermediate)

ve siiperior ve inferior arterlarin kaynaklandig: yerlerde ( ana) bulunur. (93)
2.3 Kolon Kanseri
a) Insidans:

Kolorektal kanserler gastrointestinal traktusta en sik rastlanan kanserlerdir.
ABD °© de yilda 145.000 iizerinde yeni olgu tanisi konmaktadir ve her yil 55.000
tizerinde hasta bu hastaliktan 6lmektedir. Bu durum, kolorektal kanserleri ABD ‘de
ikinci en sik oldiiriicii kanser sirasma koymaktadir. Insidans kadin ve erkeklerde
birbirine esit olup bu durum yaklasik 20 yildir degismemistir. Yaygmn uygulanan
tarama programlart ile bu oldiriicii hastaligin sikligi azalmis olmalidir. Erken
saptanmasi, tibbi ve cerrahi tedavideki gelismeler son zamanlarda kolorektal hastalik

mortalitesinde goriilen azalmadan sorumlu tutulmaktadir. (94)
b) Epidemiyoloji (Risk Faktorleri)

Kolorektal kanserlerin gelisimdeki risk faktorlerinin belirlenmesi, uygun

secilmig Kitlelerin tarama ve kontrol programlarini olusturmada ¢ok 6nemlidir.
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1)Yas

Yaslanma kolorektal kanser igin baskin bir risk faktoriidiir. 50 yasindan sonra
siklik sabit air sekilde artis goterir. Kolorektal kanser riski bakimindan ortalama riske
sahip semptomsuz Amerikalilarda tarama testlerinin yasinda baglamasinin ardindaki
diistince budur. Ancak her yastaki fertlerde kolorektal kanser gelisebilir. Bu nedenle
barsak aliskanliklarinda 6nemli degisilik olanlar, rektal kanamasi olanlar, melena,
aciklanamyan anemisi olanlar ile kilo kayb: bulunan hastalarin tam bir

degerlendirilmesi gerekir.
il) Kalitsal Risk Faktorleri:

Kolorektal kanserlerin yaklasik yiizde sekseni sporadiktir. Yiize yirmisi ise
ailesinde bilinen kolorektal kanser hikayesi olanlarda gelisir. Bu ailesel
bozukluklarin saptanmasindaki gelismeler erken tedaviye ilgiyi artirmistir. En sik
rastlanan APC geni ile mismatch (yanlis birlesme) onarim genindeki defektleri

aragtiran testler bugiin kullanilmaktadir.
iii) Cevresel Ve Diger Faktorler :

Kolorektal kanserler hayvansal yaglarin fazla, lifli gidalrin az tiiketildigi
toplumlarda daha yiiksek diyet faktoriiniin karsonigenezde Onemli rol aldigini
vasaymaktadir. Doymus Ve poliunsatiire yaglardan zengin gida ile beslenenlerde
kolorektal kanser riski artarken, oleik asitten (zeytinyagi, balik yagi) zengin gidalarla
beslenenlerde risk artmamaktadir. Alkol tiiketimi ile kolorektal kanser gelisimi
arasindada bir ilgiki oldugu varsyilmaktadir. Kalsiyum, selenyum, A, C, E
vitaminleri, keroteoidler ve bitkisel fenoller muhtemelen kolorektal kanser gelisimi
riskini azaltmaktadir. Obezite, hareketsiz yasam tarzi, kolorektal kanserlernde iginde

bulundugu bir¢ok kansere bagli morbiditeyi ciddi oranda artirmaktadir.
iv) Iltihabi Barsak Hastaliklari:

Uzun siire iltihabi barsak hastaligi koliti olanlarda kolorektal kanser gelisme
riski yiiksektir. Kronik enflamasyonla mukoza malign degisime yatkinlik olustugu
varsayllmaktadir. Genel olarak risk, kolitin siiresi ve yayginligi ile paralellik gosterir.
Ulseratif panitte kanser riski 10 yilda yaklasik % 2, 20 yil sonra % 8, 30 yil sonra %

18 kadardir. Crohn panitinde de benzer risk mevcuttur. Bu nedenle pankolitte 8 yil
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sonra sol tarafli kolitte ise 12-15 yil sonra yillik tarama koloskopi ve ¢ok sayida
biyopsi yapilmalidir. Ancak sunuda belirtmek gerekir ki yogun takipler sagkalimi
belirgin olarak artirmamamistir, dolayist ile bazilar1 bu yaklasimin etkinliginden

kuskuludur.
V) Diger Risk Faktorleri:

Sigara ozellikle 35 yil tlizerinde kullanilmssa kolon adenomu gelisimi ile
paralellik géterir. Ureterosigmoidoskopi yapilms: hastalarda adenom ve kasinom
gelisimi bakimindan yiiksek riskli hastalardir. Dolasimdaki human growth hormon
ve insuline benzer growth faktor-1 diizeylerinin yiiksek oldugu akromegalide de risk
yiiksektir. Pelvik 1sinlanma rektal kanser gelisme riskini artirabilir ancak bunun
radtasyonun direkt hasarma mi1 bagh oldugu ypksa baska bir pelvik timér hikayesi

olan hastada rektal invazyon mu gelistigi agik degildir. (94)
2.4.Kolorektal Karsinogenezde Molekiiler Genetik Degisiklikler

Kolorektal kanser normal dokuda buyumeyi kontrol eden molekuler
mekanizmalarin bozulmasina yol acan bir seri genetik degisiklerin birikimi
sonucunda olusmaktadir. Karsinogenezde ilk degisiklikler hucre buyumesi ve
programlanmis hucre olumu (apoptozis) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve
histopatolojik incelemelerle tesbit edilemeyen oldukca hassas olaylardir. Epitel
hucresinin neoplazik surece girmesi icin gerekli olan genetik degisimler temelde

birbirinden farkli olan iki mekanizma ile aciklanmaistir.

Bunlardan biri allelik kayiplar ve anoploidi ile karakterize olan kromozomal
kararsizliklar (genomic instability), digeri de bazi karmasik DNA mutasyonlar1 ve
diploidi nin artmasi ile kendisini gosteren degisikliklerdir (Microsatellite instability-
MSI). Genomik Kkararsizlik yeterince mutasyona ugramis bir hucrenin kanser
hucresine donusumune musait bir durum olusturarak adenom ve karsinomlarin
olusumunda onemli rol oynar. 1990 da Fearon ve Vogelstrein’in kolorektal kanser
tumorogenezinde rol oynayan molekuler diizeydeki olaylari aciklamak amaciyla

olusturduklart model daha sonraki arastirmalara 1sik tutmustur.

Fearon ve VVogelstein in olusturduklart modele gore;(56,57)
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1- Kolorektal tumorler onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tumor supresor

genlerin mutasyonel inaktivasyonu sonucunda olusurlar.

2- Malin tumor olusumu icin en az 4 veya 5 genin mutasyonu gerekmektedir. Daha

az miktardaki degisiklikler ancak benign tumor olusumu icin yeterli olmaktadir.

3- Genetik degisikliklerin birbirini takib eden bir sira icinde olustugu kabul
edilmekteyse de tumorun biyolojik ozelliklerinin belirlenmesinde bu genetik

degisikliklerin birikimi onlarin olus sirasindan daha onemlidir.

4- Mutant tumor supresor gen heterozigot bir ortamda bulundugunda bile fenotipik
etkisini gosterme gayreti icindedir. Bu model daha sonra yapilan arastirmalara
1sik tutmakla birlikte ozellikle ailevi kolon polipozisi (Familial adenomatous
polyposis-FAP) ve polipozisle birlikte olmayan herediter kolon kanseri
(Hereditary non-polyposis colorectal cancer - HNPCC) gibi kolorektal kansere
genetik  yatkinlik  olusturan  iki  hastaligin  genetik  ozelliklerinin

aydinlatilmasindan sonra bu konudaki bilgiler artarak degisime ugramustir.

Kolorektal kanser gelisimine sebep olan genetik degisiklikler ti¢ temel

gurupta incelenebilir;
1- Tumor supresor gen aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi.
2- Protoonkogenlerde olusan degisiklikler.

3- DNA onarmmui (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler
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Sekil 2.8: DNA onarim mutasyonlari

a) Tumor Supresor Genlerdeki Degisimler:

Tumor supresor genler ancak her iki allel gende mutasyon veya kayip olustugunda
aktivitelerini  kaybetmekte ve hucrenin  programlanmis olumu (apoptoz)
engellenmektedir. Bir timor supresor gen olan APC geninin (Adenomatous
polyposis coli) inaktivasyonu ile baslayan bu yol kolorektal kanserlerin yaklasik %70
ila 80 nin patogenezinde rol oynamaktadir ve heterozigozite kaybi olarak adlandirilir
(Loss of heterozygosity-LOH ). APC geni fonksiyonunun kayb: displazik aberan
kript odag: olarak tanimlanan ilk adenomatoz degisikliklerin olusumuna yol acar.
Aberran kript odaklar1 (Aberrant crypt foci - ACF) mikroskopik lezyonlardir ve
makroskopik olarak gorulmeleri mumkun degildir. Daha sonra bir dizi baska genetik
degisikliklerin de eklenmesiyle degisik derecede displazi gosterebilen orta ve gec

donemdeki adenom ve sonucta karsinom olusur.
b) APC Geni Mutasyonu:

Familyal adenomatoz polipozisli (FAP) hastalarda 5.kromozomdaki delesyon
bu kromozomun uzun kolundaki APC geninin tanimlanmasina yol acmistir (5921).
APC geninin kodladig:1 protein 2843 aa icermektedir ve kolon epiteli hucrelerinin

bazolateral membraninda yerlesim gosterir. Bu proteinin sentezi kript proksimaline



25

dogru goc eden hucrelerde daha belirgindir. APC geni mutasyonunun kolorektal
karsinogenezin erken donemlerinde olustugu dusunulmektedir. Kolorektal kanserin
oncu lezyonu olarak kabul edilen aberran kript odaklariyla karakterize mikroskopik
adenomlarda APC geni mutasyonu gosterilmistir. Bu gendeki allelik delesyonlara
FAP disindaki kolon adenomlarinin %20-50 sinde, kolon karsinomlarinin da %60-80
ninde rastlanmaktadir. APC geni mutasyonu buyuk oranda (%98) APC proteininin
kisalmas1 sonucunda olusmaktadir ki bu bulgu FAP li ailelerin genetik olarak
arastirilmasinda kullanilabilecek testlerin gelismesine yol acmustir. FAP li bireylerde
APC genindeki somatik mutasyonun cok buyuk bir kismi (> %90) genellikle genin
1/3 lik orta kisminda bulunan ve mutasyon yogunlasma bolgesi olarak adlandirilan
bir bolgede olmaktadir (Mutation cluster region- MCR). Mutasyonun olustugu bolge
hastaligin fenotipini etkileyen bir faktordur. MCR bolgesinde olusan mutasyonlar
kolonda asir1 polip olusumu ile birliktedir ( > 5000 polip). MCR disindaki bolgelerde
olusan mutasyonlarda ise daha hafif formla seyreden ve atenue FAP olarak
adlandirilan (Atenuated FAP) bir fenotip olusmaktadir. Klasik FAP den farkli olarak
kolondaki adenom sayist 20 ila 100 civarinda degisen, adenom ve kanser gelisimi
klasik FAP den yaklasik 10 yil daha gec olan ve adenomlarin daha cok proksimal
kolonda yerlesim gosterdigi atenue FAP de APC gen mutasyonu genin 5’ veya 2’

terminallerinde olusmaktadir.

APC genindeki mutasyonlar hucre buyume ve cogalmasimi duzenleyen
mekanizmalarda degisikliklere yol acarak FAP gelisimine yol acar. APC geni
normalde B-catenin’in fosforilasyon yoluyla yikimma sebep olarak hucre icinde
birikimine engel olur. B-catenin hucre disindan gelen uyarilarin nukleusa iletilmesine
aracilik eden bir proteindir. APC geni fonksiyonunun kaybi B-cateninin asiri
miktarlarda birikimine ve bazi nukleus proteinlerinin sentezinin artmasina yol acar
ve bunun sonucu da hucre cogalmasinin artis1 ve apoptozun azalmasidir. Tumor
dokusundaki B-cathenin sentezinin normal kolon mukozasina gore uc kez daha fazla
oldugu gosterilmistir. APC genindeki anormallikler ayn1 zamanda bir adezyon
molekulu olan E-cadherin de olusan degisiklikler nedeniyle hucreler arasindaki
normal adezyonlarin bozulmasina sebep olur. Selluler adezyonda rol oynayan bir
transmembran proteini olan E-cadherinin sitoplazmik kismi -catenine baglanmakta

ve bu kompleks de alfa-catenin ve aktin e baglanarak hucreler arasindaki adezyonun
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olusumunda rol oynamaktadir. Bu bulgular APC geninin hucre adezyonunda da rol

oynadigimi dusundurmektedir.(52-55)
c) p53 Geni Mutasyonu:

p53 geni bir tumor supresor gen olup 17. kromozomun kisa kolunda lokalize
olmustur (17p) ve bir hucre fosfoproteini olan p53 proteininin sentezinden
sorumludur. Bu protein hucre cogalmasi ve farklilasmasinin duzenlenmesinde rol
oynayan bir proteindir. p53 geni normalde hucre siklusunda G1-S fazlar1 arasinda
gecen surede hucrenin olusabilecek DNA hasarlanmalarina karsi korunmasini
saglamaktadir. p53 un kaybi ayni zamanda hasarlanmis hucrelerin apoptozundaki
gecikme ile birliktedir. P53 geninin inaktivasyonu adenomun karsinoma donusumune
aracilik etmektedir. Bu olay kolorektal karsinogenezin nisbeten ge¢ dénemlerinde
ortaya cikan onemli bir basamaktir. Kolon kanserinde kromozom 17p nin delesyona
ugrayan kismi p53 geni iceren kismidir ve siklikla p53 geninin bir alleli delesyona
ugramisken diger allelde nokta mutasyonu bulunmaktadir. Kolon kanserinde uzak
metastaz varligi ile 17. ve 18. kromozomlardaki (17p ve 18q) allelik kayip ve
delesyonlar arasinda anlamli bir birliktelik oldugu gorulmustur. p53 geninin
bulundugu kromozom 17p nin delesyonuna kolorektal kanserlerin %75 inde
rastlandigi halde adenom varliginda oldukga nadir olarak gorulur. p53 geninin
edinsel somatik mutasyonu mide ve meme kanseri gibi degisik kanserlerde de sik

gorulen bir genetik mutasyondur.(53,54)
d) DCC Geni Mutasyonu:

DCC geni (Deleted in colorectel carcinogenesis) bir supresor gendir ve 18.
kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur (18921). Bu genin delesyonu
kolorektal kanserlerin %70 inde ve ileri derecede displazi gosteren adenomlarin da
yaklasik yarisinda saptanirken hafif displazi gosteren adenomlarda gorulmemektedir.
DCC geni normal kolon mukozasinda da yapilmakta olan ve hucre adezyon
molekullerine benzer bir yap1 gosteren bir proteinin sentezini duzenlemekte (E-
cadhedrin?), adezyon molekulune benzer bu protein sentezlenemediginde hucreler
arast etkilesimin neoplazik transformasyonla sonuglanacak yonde degistigi
dusunulmektedir. DCC varligt 2 ve 3. evredeki kolorektal kanserlerde kotu

prognozun oldukca kuvvetli bir belirleyicisidir.
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Ayn1 kromozomun degisik bir bolgesinde yerlesim gosteren ve diger bir
tumor supresor gen olan DPC4/Smad4 un de kolorektal kanser vakalarinin ucte
birinde delesyona ugradigi gosterilmistir. DPC4 uyar1 iletimini TGF-B
(Transforming growth factor beta) reseptorleri araciligi ile saglayan SMAD gen
ailesi icinde yer alir. TGF-B epitel hucresinde buyumeyi onleyici etki gostermektedir
ve kolon adenokarsinom hucreleri genellikle TGF-B nin hucre uzerindeki bu etkisine
direnc gostermektedir. APC geni kayb1 ile FAP modeli olusturulan farelerde DPC4
un deneysel olarak inaktivasyonu adenomatoz poliplerin kansere donusumune yol
acmaktadir. (53,54)

e) Protoonkogenlerin Aktivasyonu

Protoonkogenler hucrede uyari iletiminde ve hucre buyumesinin kontrolunde
rol oynayan genlerdir. Bu genlerin uygunsuz aktivasyonlar1 hucre yuzeyinden
nukleusa gelecek mesajlarin anormal iletisine, anormal hucre proliferasyonuna ve
sonucta tumor olusumuna Yol acar. Ras geni bugune kadar uzerinde en cok durulmus
olan onkogendir. insanda hucre ici uyari iletisini duzenleyen bir nukleotidi (guanin)
baglayan proteini kodlayan 3 ras geni mevcuttur (K-ras, N-ras ve H-ras). K-ras geni
12.kromozomun kisa kolunda yerlesmistir. Kolorektal kanserlerin yaklasik %65 inde
bir ras geninde (genellikle K-ras) nokta mutasyonu saptanmaktadir. Ras
mutasyonlarinin cogu adenom gelisiminin orta donemlerinde olusmaktadir. Ras geni
mutasyonu kolon karsinomlar1 ve 1cm den buyuk adenomlarinin yaklasik yarisindan
fazlasinda gorulurken 1 cm den kucuk adenomlarin ancak %210 nunda ras geni
mutasyonuna rastlanmaktadir. Ras protoonkogeninin tek basina aktivasyonu
karsinom olusumu icin yeterli gorunmemekle birlikte kucuk adenomun buyuk

adenoma donusumu surecinde rol oynayabilecegi dusunulmektedir.(54,55)

f) DNA Onarim Genlerindeki Degisiklikler (Mismatch Repair Gens)

Insan genomu 23 cift kromozomda bulunan yaklastk 100.000 gendeki 3
milyara yakin nukleotidden olusmustur. Her bir kromozom cifti kalitim yoluyla anne
ve babadan gecer ve kromozom uzerinde her genin allel olarak adlandirilan bir
benzeri bulunur. Kromozomlardaki nukleotid sifresi (dizilimi) hucre bolunmesi

sirasinda kopyalanma ve yeniden eslesme suretiyle yeni olusan hucrelere aktarilir.
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Her 10 milyar nukleotid ciftinin kopyalanmasi sirasinda bir hata olusmasi normal
olarak kabul edilebilir bir mutasyon oranidir. Daha fazla miktarlardaki kopyalanma
hatalarinin duzeltilmesini saglayan onarim genleri mevcuttur (Miss match repair
genes — MMR). Genomik kararsizlik (genomic instability), yeterince mutasyona
ugramis bir hucrenin kanser hucresine donusumune musait bir durum olusturur ve
kolon karsinogenezinde rol oynayan onemli bir mekanizmadir. Kolon kanserinde
kromozom Kkararsizliklari, kromozom translokasyonlari ve mikrosatellit kararsizlig
(Microsatellite instability -MSI) gibi degisik genomik kararsizlik turleri sik olarak
gorulur. Ozellikle HNPCC (Herediter nonpoliposis colorectal cancer) vakalarinda
MSI mekanizmasinin  kesfinden sonra genomik kararsizligin kolon kanseri
patogenezindeki onemi daha belirgin hale gelmistir. Mikrosatellitler genom boyunca
daginik olarak yerlesmis ve yiiksek polimorfizm gosteren nukleotid bolgeleridir.
HNPCC i hastalarin tumorlerinde bu niikleotid bolgesinin uzunlugunun normal
dokudakine gore oldukca degisken bir ozellik gosterdigi anlasilmistir. MSI nin
varhigt DNA sentezi sirasinda hata olusma olasiligini artirmaktadir (missmatch-
yanlis eslesme). MSI nin hassas genlerde giderek artan sayida mutasyonun
olusumuna yol acmasi sonucta malign fenotipin ortaya cikmasma Yyol acar.
Kopyalanma sirasinda DNA yapisinin degismeden surdurulmesinde rol oynayan
MMR genlerindeki degisiklikler sporadik kolorektal karsinomlarin %15 ila 20 sinde
gorulurken ozellikle HNPCC li hastalarin karakteristik bir bulgusudur (>%85)
(Replication error pathway-REP). MMR genlerindeki mutasyonlar ve bu sistemin
inaktivasyonu genomik kararsizliga ve replikasyon hatalarinin artmasina sebep olur.
REP yoluyla olusan kolorektal tumorlerin karakteristik ozellikleri su sekilde
siralanabilir;(54-56)

1- 1-Siklikla disa dogru (exophytic) buyume gosterirler
2- 2-Genellikle sag kolon ve cekumdan kaynaklanirlar

3- 3-Histolojik olarak siklikla lenfositik cevap ile birlikte olan kotu diferansiye

karsinom ozelligi
4- gosterirler

5- 4-Serum CEA (Carcinoembryogenic antigen) seviyeleri daha dusuk seyreder.



29

6- 5-p53 geni mutasyonuna daha az rastlanir
7- 6-Daha iyi bir prognoza sahiptirler
g) Anormal Hiicre Proliferasyonunun Kolon Karsinogenezindeki Rolii

Aktif olarak cogalan hucreler karsinojenik uyarilara ve genetik degisimlere
daha duyarlidirlar. Normal kolonda DNA sentezi ve hucre bolunmesi kriptlerin alt ve
orta kisimlarinda daha belirgindir ve kriptlerin ust bolumlerine dogru gidildikce
hiicreler farklilasmalarini tamamlamis ve artik bolunmeyen olgun hucreler haline
donusurler. Bu cogalma ve olgunlasma surecindeki bozukluklar kolon
neoplazmlarmin olusumunda rol oynayan onemli basamaklardan biridir. Kolon
kanserli ve FAP li hastalarda ve bunlarin yakin akrabalarinda kolon mukozasindaki

proliferatif aktivitenin ve farklilasmanin arttig1, kolon

kanseri gelisme riski dusuk olan toplumlarda ise proliferatif aktivitenin daha dusuk
oldugu gosterilmistir. Degisik kimyasal karsinojenlerle tedavi edilen ve kolon
mukozasi sekonder safra asitleri gibi kanser gelisimine yol actigi bilinen maddelere
maruz birakilan deney hayvanlarinda mukozadaki proliferatif aktivitenin arttig:
gosterilmistir. Kolorektal kanser riskinin artmis oldugu ulseratif kolitte kolon epitel
hucrelerinin yenilenmesi sirasinda DNA sentezinin baskilanmasinda bir yetersizlik
oldugu bilinmektedir. FAP li ailelerin fertlerinde ve kimyasal uyaricilarla kolon
karsinogenezi olusturulan farelerde kolon mukozasinda hizli hucre cogaliminin bir
isareti olan ornithine decarboxylase (OD) enziminin arttigi gosterilmistir. Bu enzimin
yapimi yaslanma ile artmakta ve kolonda adenom bulunan yashi hastalarda daha
yuksek seviyelere ulasmaktadir.(57,58)

h) Polipozisle Birlikte Olmayan Herediter Kolorektal Kanser Sendromu

(Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer - HNPCC) ( Lynch sendromu )

HNPCC otozomal dominant gecis gosteren bir kalitsal kolorektal kanser
sendromudur ve tum kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %5 ini (%1-8) olusturur.
Familyal adenomatoz polipozis (FAP) ve diger poliposis sendromlarinin aksine bu
sendromda kolonda polipozis bulunmaz. Kolorektal kanser olusumu sporadik kolon
kanseri vakalarindan yaklasik yirmi yil daha erkendir. HNPCC de kanserin

kaynaklandig1 prekanseroz polip yass1 adenom karakteri gosterebilir (flat adenoma).
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HNPCC de gorulen kolon kanserleri sporadik kolon kanserlerine gore daha
proksimalde yerlesim gosterirler (%35 e karsiik %72) ve senkronik ve/veya
metakronik kanser gorulme olasiigi da daha fazladir (%5 e Kkarsilik
%20).Metakronik kolon kanseri olan HNPCC li hastalarda ilk operasyondan sonra
ikinci malinitenin gelismesine kadar gecen ortalama sure 5 yildir (1-13 yil). HNPCC
de hayatta kalim suresi sporadik distal kolon ve rektum kanserlerine gore daha
uzundur (5 yillik hayatta kalim oran1 %53 a karsilik %35). HNPCC li bireyler over,
mide, ince barsak, bobrek pelvisi ve ureter kanseri gibi diger kanserlerin gelisimi

yonunden de yuksek bir risk altindadir.

HNPCC i hastalarin birinci derece akrabalarinda kolon kanseri sikliginin 7 Kat,
meme kanseri sikliginin da 5 kat artmis oldugu gosterilmistir.(53,54) HNPCC
genelde iki ana guruba ayrilarak incelenmektedir. Tip A HNPCC veya tip-1 Lynch

sendromu olarak adlandirilan tipinde sadece kolon ve rektumda kanser olusmaktadir.

Kolorektal kanser yaninda kadin genital sistemi, deri, mide, pankreas, ince barsak ve
16semi gibi diger organ kanserlerinin de hastaliga eslik ettigi tip tip B HNPCC veya
tip-2 Lynch sendromu olarak adlandirilmaktadir. Lynch 2 sendromundaki kolon
kanserleri genelde musinoz karakterde ve kotu diferansiye karsinom ozelligi
gosterirler ve lezyon ¢evresinde Chron hastaligindakine benzer lenfoid reaksiyon
bulunur. Bazi yaymlarda Lynch-1 ve Lynch-2 sendromlar1 disinda Muir-Torre
sendromu (Lynch sendromu ve selim ve/veya habis olabilen deri lezyonlarmin bir
arada bulunmasi) ve Glioblastomla birlikte olan Turcot sendromunun degisik bir
sekli de HNPCC in 3. ve 4. formu olarak bildirilmektedir. HNPCC patogenezinden
sorumlu olan genetik defekt mikrosatellit kararsizligi (Microsatellite instability-
MSI) ve DNA onarim genlerindeki degisikliklerdir. (DNA mismatch repair genes-
MMR). Mikrosatellitler genom boyunca dagilim gosteren nukleotidlerin yuksek
polimorfizm gosteren bolgeleridir. HNPCC li hastalarin timorlerinde bu nukleotid
bolgesinin uzunlugunun normal dokudakine gore oldukca degisken bir ozellik
gosterdigi anlasilmistir. MSI nin varligt DNA sentezi sirasinda hata olasiligini
artirmaktadir (missmatch- yanlis eslesme). MSI, hassas genlerde giderek artan sayida
mutasyonun olusumuna ve sonucta malign fenotipin ortaya cikmasima sebep olur.
MSI, HNPCC de oldukca sik rastlanan bir bulgu olmakla birlikte benzer degisimler

sporadik kolorektal kanserlerinin de %15 kadarinda gorulebilmektedir. MSI saptanan
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tumoru olan hastalar daha iyi bir prognoza sahiptir ve bu tumorler kemoterapiye daha
iyi yanit vermektedir. 1997 yilinda Hollanda da yapilan bir uluslararasi
konsorsiyumda HNPCC de tan1 ve yuksek risk kriterleri tanimlanmis ve Amsterdam
kriterleri olarak adlandirilmistir. Bethesda kriterleri ise genetik testlerin uygulanacagi
yuksek risk gurubundaki hastalarin belirlenmesi amaciyla gelistirilmistir.(54-57)

Tablo 2.2 : Sporadik ve genetik kolorektal kanserlerin 6zellikleri

Sporadik

. Ateniie APC .
kolon . Elazik FAP FAP 307K HPCC
kanzeri
Gen APC APC APC APC
Kolon kanserleri
arasinda gorihne %35 “al ? ? Tod-3
akh&n
- . 100 (en az . .
Adenom savin 1-3 100 - 3-10 3-10
Polip lokalizasyonu Sol kolon Thistal Proksimal Distal Proksimal
Polip gorulme yasn 50 16 44 ? T
[ort.)
Kanzer girilmea &0 30 50 - 45
vas (ort.)
Tarama testd Eolonoskopt | Sizmoidozkopr | Eolonoskopr | Kolonoskop | Kolonoskopi

HNPCC vakalarinda MSI nin kesfedilmesinden sonra genomik kararsizligin
kolon kanseri patogenezindeki onemi daha belirgin hale gelmistir. Kopyalanma
sirasinda DNA  yapisinin  degismeden surdurulmesinde rol oynayan genlerdeki
degisiklikler (MMR) HNPCC i hastalarin karakteristik bir bulgusudur. MMR
genlerindeki mutasyonlar ve bu sistemin inaktivasyonu genomik kararsizliga ve

replikasyon hatalarinin artmasina sebep olur.

Bu gune kadar hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH2, hMSH3 ve hMSHG6 olmak uzere 6
MMR geni tanimlanmistir. Bunlar icinde hMSH2 ve hMLH1 deki mutasyonlar MSI
nin rol oynadig: kolon tumorlerinde en sik gorulen mutasyonlardir. MLH1 ve MSH2
mutasyonlart HNPCC vakalarinin  %90inda gorulurken sporadik kolorektal
kanserlerin ancak %10-15 inde gorulmektedir. Kolorektal kanserin gec yasta ortaya
cikmasi ve kadin hastalarda endometrial kanserin sik gorulmesi MSH6 mutasyonu ile
birlikte olan HNPCC in karakteristik ozellikleridir. MSH2 ve MLH1 mutasyonu
bulunan bireylerde hayatlari suresince kolorektal kanser olusma riski %70-90

arasinda degismektedir.
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HNPCC in molekuler genetigi konusundaki arastirmalar halen surmekle
birlikte bu hastalarin genetik olarak taranmasi ve tumor DNA sinda yapilan
analizlerle yuksek risk gurubundaki bireylerin ortaya cikarilmasina yonelik cesitli
genetik testleri iceren ticari kitler halen kullanilmaktadir. Genetik testler daha yogun
takip ve tedavi programlarina dahil edilecek yuksek riskli hastalarin saptanmasina
yardimc1 olmaktadir. MSI saptanmasina yonelik testler, immunhistokimyasal
boyama (IHC) ve DHPLC (Denaturing high performance liquid chromatography)
gibi MLH1 ve MSH2 mutasyonlarinin saptanmasina yonelik teknikler HNPCC i
bireylerin taranmasinda kullanilan yontemlerdir. Bu tekniklerin MLH1 ve MSH2
mutasyonlarinin saptanmasindaki duyarliligi %90 nin uzerinde olup ozgullukleri de
%100 e yakindir.(55,56)

Yuksek risk gurubundaki HNPCC li bireylerin 25 yasindan itibaren baslamak
uzere her 2 yilda bir kolonoskopi ve mide, meme ve genitouriner sistem kanserlerine
yonelik diger tarama yontemleri (Gastroskopi, ultrasonografi, endometrial biyopsi ve
CA-125 olcumu vb.) ile izlenmesi ve 30 yas sonrasinda ise kolonoskopinin her yil
tekrarlanmasi gerekir. Ailede 25 yas oncesinde kolorektal kanser tanisi almis birey
varliginda tarama testlerinin bu bireyde kanserin goruldugu yasin 5 yil oncesinden
baslatilmasi tavsiye edilmektedir. Menapoz sonras1 donemdeki kadinlarda proflaktik
histerektomi ve ooferektomi tavsiye edilebilir. Genc kadin hastalarda hayatlarinin
daha sonraki donemlerinde histerektomi ve ooferektomi gerekebilecegi hatirlatilarak
eger istiyorlarsa erkenden cocuk sahibi olmalari tavsiye edilmelidir. HNPCC li bir
hastada kolorektal kanser teshisinden sonra uygulanacak cerrahi tedavi subtotal
kolektomidir. Cocuk sahibi olmus yuksek risk altindaki kadin hastalarda ise
kolektomiye ilave olarak profilaktik histerektomi ve bilateral salpingooferektomi
yapilabilir. Kolektomi sonrasinda hastalarin belirli araliklarla takib edilmesi gerekir.
Ameliyat oncesinde kolonoskopi yapilmis bir hasta kolektomiden 1 yil sonra ve bir
patoloji saptanmadig taktirde takibeden her 3 yilda bir fleksibl rektosigmoidoskopi
yapilarak ve yilda bir kez diskida gizli kan aranarak izlenmelidir.(56-59)
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2.5. Kolon Kanserinde Patolojik Bulgular
a) Makroskopik Goriiniim

Kolorektal kanserler makroskopik olarak polipoid, ulseratif, infiltratif veya
anuler (skiro) yapida olabilirler. Cekum ve sag kolon kanserleri daha cok polipoid
formdadir ve sag kolon genis oldugundan semptom vermeden buyuk hacimlere
ulasabilir. Sol kolon ve rektumdaki kanserler barsak duvarini cepecevre sararak
(anuler form) barsak limenini daraltma egilimi gosterir. Bu gorunum radyolojik
olarak ‘napkin ring’ (pecete halkasi gorunumu) olarak adlandirilir. Bu nedenle sol
kolon tumorlerinde diskilama aligkanlhigindaki degisiklikler daha belirgin olabilir.
Her iki formda da tumorde derin ulser olusabilir. Bu ozellikle buyuk hacimdeki
tumorlerde tumor dokusunun yeterince beslenememesi ve nekroze olmasi nedeniyle
gorulen bir durumdur. Kolon kanserleri nadiren yuzeyden fazla kabarik olmayan ve
intramural yayilim gosteren formda (flat adenom veya tumor) olabilir. Bu tur daha
cok inflamatuar barsak hastaligi zeminimden kaynaklanan kanserlerde ve HNPCC

lerde gorulur.

Kolorektal kanserlerin sadece %25 i rijit sigmoidoskopla gorulebilecek
seviyede olup %60 inda fleksibl sigmoidoskopla erisilebilecek seviyededir. Kolon
tumorlerinin yaklasik 1/3 i rektumda yerlesirken kalan 2/3 lik bolumu kolonun diger
kisimlarinda ve ozellikle sol kolonda yerlesim gosterir (Rektum %20-30, Sigmoid
%25, inen kolon %5-10, transvers kolon %10-15, cikan kolon-cekum %25) .

Hepatik Tramyers Kokn Splenik
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Sekil 2.9: Kolorektal kanserin kolonda yerlesim yerine gore dagilimi.
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b) Mikroskopik Bulgular:

Kolon ve rektum karsinomlart mukozadaki glanduler yapilardan kaynaklanan
ve degisik derecelerde farklilasma gosteren adenokarsinomlardir (>%95).
Adenokarsinom dis1 tumorler kolon tumorlerinin %5 inden daha az bir kismim
olustururlar. Kolon adenokarsinomlar1 cogunlukla iyi veya orta derecede difaransiye
ve degisik derecede musin salgilayan tumorlerdir. iyi diferansiye tumorlerde gland
yapisi belirginken kotu diferansiye kanserlerde gland formasyonu daha az belirgindir
ve nukleer oryantasyon kaybolmustur. Musinoz veya kolloid kanserlerde tumor
hucreleri musin golleri icinde bulunur. Signet-ring hucreli karsinomda hucre icinde
bol miktarda bulunan musin vakuolleri nedeniyle hiicre cekirdegi hucrenin bir
tarafina itilmis haldedir . Andiferansiye kanserlerde ( kolloid ve signet-ring cell
karsinomlar) gland yapisi ortadan kalkmistir ve bu tumorler iyi diferansiye
karsinomlara gore cok daha kotu bir prognoza sahiptir. Kotu diferansiye genellikle
45 vyas altindaki bireylerde ve HNPCC olgularinda gorulur. Bu tur morfolojik
siniflamalara ragmen gercekte bir cok karsinomda heterojen bir yap1 oldugu gorulur.
Hitopatolojik incelemede dikkat edilmesi gereken ve prognoz uzerinde etkisi olan

diger ozellikler venoz, lenfatik veya noral invazyon olup olmadigidir.

Sekil 2.10: Kolon kanserinde histopatolojik goriiniim
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¢) Kolon Kanserinde Klinik Bulgular:

Kolorektal kanserler yavas buyuyen neoplazmlar olup ozellikle cekum ve sag
kolondaki tumorlerin semptomatik hale gelmesi uzun sure almaktadir. Genellikle bu
bolgedeki kanserlerin ilk bulgusu demir eksikligi anemisi seklinde kendisini gosteren
gizli kanamadir. Cabuk yorulma, halsizlik, carpinti, bas donmesi ve anjina pectoris
gibi anemiye bagl belirtiler gorulebilir. Hastaligin baslangicinda sikayetler belirsiz
ve aralikli oldugundan hasta ve hekim uzerinde durmayabilir ve kuratif tedavi icin
kiymetli olan erken donem gecebilir. Hastalarin bir kismima demir eksikligi
anemisinin nedeni arastirilirken tanit koyulur. Bazi hastalarda Htc ve Hb
seviyelerinde belirgin dusme olmadan erken donemde sadece serum ferritin
duzeyinde azalma saptanabilir. Diskida gizli kan pozitif bulunur. Sag kolon genis
oldugundan ve bu bolgedeki diski sivi kivamda oldugundan tikanma ve buna ait
bulgular cok seyrektir. Cekum tumorleri ileocekal valf ve cevresini tuttugunda
karinda gaz, siskinlik ve subileus / ileus bulgular1 (bulant1 ve kusma) ortaya cikabilir.
Sol kolonda barsak lumeni daha dar, diski daha kivamli ve bu bolgedeki tumorler
daha cok anuler formda oldugundan diskilama aliskanliginda degisiklikler (kabizlik,
karinda siskinlik hissi vb.) ve subileus ataklari sol kolon tumorlerinde daha cok
gorulur. Karin agrist ve rektal kanama da sol kolon tumorlerinde daha sik
rastlanabilen bulgulardir. Agr1i yemek sonrasinda ve mushil kullanildiginda
siddetlenebilir. Rektal kanama sigmoid kolon ve rektum tumorlerinde daha sik
gorulen bir bulgudur. Kanama genellikle az miktarda ve diski ile karisik veya diskiya
surunmus haldedir. Rektum kanserinde tenezmus, sik diskilama ihtiyaci, diski
capinda azalma bulunabilir. Kolon kanserinin ileri evresinde halsizlik, kilo kaybi,
istahsizlik ve ates yaninda peritona yayilim sonucunda malign asit ortaya cikabilir.
Karaciger metastazlari nedeniyle sag ust kadran agrisi1 ve sarilik, akciger metastazlari

nedeniyle de oksuruk ve dispne bulunabilir.(58)
d) Tam Ve Evreleme:

Dijital rektal muayene ile (parmakla yapilan muayene, rektal tuse) kalin
barsagin anuse yakin 10cm lik son kisminda olusan tumorler tesbit edilebilir. Kolon
kanserlerinin sadece %210 Iluk bir kismi parmakla ulasilabilen bu bolgede

yerlestiklerinden vakalarin ancak kucuk orandaki bir kism1 bu yontemle anlasilabilir
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ve bu hastalarin bir kisminda doktora basvurmalarini gerektirecek kanama veya diski
kalinliginda incelme gibi baska belirtiler de bulunur. Bu yontem bir ic hastaliklar
uzmani veya cerrah tarafindan muayene edilen 40 yas ve uzerindeki her hastaya

uygulanmalidir.

Kolon kanserinde seckin teshis yontemi endoskopi olmakla birlikte radyolojik
yontemler de tam1 ve evrelemede yardimci olarak kullanilirlar. Fleksibl
sigmoidoskopi kalin barsagin 60 cm lik son kisminin endoskopla incelenmesi
islemidir. Her 1000 sigmoidoskopide yaklasik olarak 7 kalinbarsak kanseri ve 60
uzerinde de buyuk polip (>2cm) saptanmaktadir.

Sigmoidoskopide herhangi bir olusum saptananlarda tum kolonun incelenmesi
gerekir. Sigmoidoskopide genellikle sadece bosaltici lavmanla barsak temizligi
yapilmasi yeterli olmaktadir ve kolonoskopide oldugu gibi rahatsiz edici bir islem
olan agiz yoluyla miishil kullanilmas1 gerekmez. Kolonoskopiye gore daha ucuz bir
yontemdir ve duzenli araliklarla uygulandiginda kalinbarsak kanserinden olumleri
%60-80 oraninda azalttigi gosterilmistir. Sigmoidoskopinin kalin barsagin daha ust
kisimlarindaki kanserlerin gosterilmesinde yetersiz olmasindan dolay: duzenli olarak
diskida gizli kan aranmasiyla birlikte uygulandiginda bir izleme yontemi olarak

tavsiye edilmektedir.

Kolonoskopi kalinbarsak kanseri taramalarinda ve teshiste kullanilabilecek en
etkin yontemdir. Kolonoskopi tum kalin barsaklarin ve ince barsagin son 15-20 cm
lik kisminin incelenmesine ve gerektiginde ornek alinmasina veya gorulen poliplerin
cikarilmasina (polipektomi) imkéan saglar. Kalinbarsak kanseri taramasinda
kolonoskopi ile tum kalin barsagin 55-65 yas civarinda bir kez incelenmesi ve
(polipten kanser olusumu icin gecen surenin uzunlugu goz onunde bulundurularak)
8-10 yilda bir tekrarlanmasi onerilmektedir. Kolonoskopi ve gerektiginde
polipektomi yapilmasiyla kalinbarsak kanseri gorulme sikliginin %75 ila %90’a
varan bir oranda azaltilabilecegi gosterilmistir. Nisbeten pahali olmasi, 1 gun kadar
surebilen bir barsak temizligini gerektirmesi, islem sirasinda agr1 kesici ve uyutucu
ilaclarin kullanilmasi baslica dezavantajlaridir. Kolonoskopide 5mm den kucuk
poliplerin %20’si, 5-10mm capindaki %15’ ve 10mm den buyuk poliplerin de %10

kadar1 gozden kacabilir ki tecrubesiz ellerde bu oranlar daha da yuksektir. Bu
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nedenle kolonoskopinin mutlaka bu iste uzmanlasmis ve gastroenterolog olan
hekimler tarafindan yapilmasi gerekir. Ulkemizde bu yontemin gastroenterologlar
tarafindan yapilmasimi zorunlu kilan bir yasal duzenleme olmadigindan kolonoskopi
hemen her saglik kurulusunda bu konuda uzmanlasmamis ve yeterli tecrubesi
olmayan hekimlerce yapilabilmekte ve bu durum siklikla hastaligin gozden kacmasi

veya yanlis teshis konulmasi gibi istenmeyen sonuclara yol acabilmektedir.

Ozel bir teknikle cekilen kalin barsak grafis’nin (Cift kontrastli kolon grafisi)
kalinbarsak kanseri ve poliplerinin saptanmasindaki duyarliligi ortalama %85
civarindadir ki bu kalinbarsak kanserlerinin %15 kadarinin bu yontemde gozden
kacabilecegi anlamina gelmektedir. Yine bu yontemde 1cm ve bazen daha buyuk
poliplerin yariya yakin1 gozden kacabilmektedir. Dolayisiyle bu yontem ancak iyi bir
merkezde ve tecrubeli radyologlar tarafindan titizlikle yapildiginda kolonoskopiye
alternatif bir yontem olarak kullanilabilir.

Bilgisayarli tomografi araciligi ile yapilan kalinbarsak goruntulemesi (BT
kolonoskopi veya virtual colonoscopy) hastalar tarafindan iyi tahammul edilen, islem
sirasinda agr1 kesici veya uyutucu ilac kullanilmasii gerektirmeyen, 10-15 dakikada
tamamlanabilen bir yontemdir. Bu yontemde de kolonoskopide oldugu gibi islem
oncesinde agiz yoluyla barsak temizleyici ilaclarin kullanilmasi ve islem sirasinda
barsak icine hava verilmesi gerekir. Bu yontemin kolon kanseri teshisindeki
duyarliliginin %85 civarinda oldugu bildirilmekteysede dogru sonuc alinmasi icin
uzmanlasmis tecrubeli elemanlar tarafindan yapilmasi gerekir. Kucuk polip ve
tumorler bu yontemde de gozden kacabilirler. BT, MR ve PET (Pozitron emisyon
tomografisi) kolon kanserinin teshisinde ilk basvurulacak teshis yontemleri olmayip
hastaligin evrelenmesinde ve yakin ve uzak metastaz varliginin gosterilmesinde

kullanilirlar.



Sekil 2.11: (A) Hepatik flksurada yerlesimli kolon Tumorune bagli sag kolonda
hava-siv1 seviyesi, (B) tumorun endoskopide ve (C) BT de gorunumu.

38
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e) Tumor Yayilm Ve Evreleme (Staging)

Kolon kanserleri genellikle intramukozal epitelyal lezyonlar olarak baslarlar
(intramukozal karsinom) ve tumorun gelismesi ile submukozaya ulasarak invaziv
kanser haline gelirler. Bu asamadan sonra lokal yayilim yaninda lenfatik ve
hematojen yayilim da ortaya cikabilir. Lokal yayilimda tumorun barsak katlart
boyunca yayilarak serozaya dogru ilerlemesi sozkonusudur. Serozaya ulasan tumor
komsu organlar1 tutabilir. Komsu organ yayilimi, serozasi olmadigindan ozellikle
rektum karsinomlarinda daha cok gorulur. Lokal yayilim perinoral ve vaskuler

invazyon sayesinde primer odagin 8-10cm uzagina kadar ilerleyebilir.

Kolon kanseri perikolik, intermediate ve ana lenf dugumleri araciligiyla
lenfatik yayilim gosterir. Kotu difaransiye tumorlerde lenfatik yayilim daha sik
gorulur. Hematojen yayilim en sik portal ven araciligi ile karacigede gorulur.
Karacigerdeki metastatik tumorlerin %80 e yakininda primer odak bir kolorektal
tumordur. Karaciger ve akciger metastazi olmadan diger organlara hematojen
yayilim nadir olarak gorulur. Proksimal rektum kanseleri superior hemoroidal venler
araciligiyla karacigere hematojen metastaz yaparken distal rektum kanserlerinde
portokaval anastomozlar ve inferior vena kava araciligi ile akcigerlere ve diger
organlara erken hematojen yayilim gorulebilir. Kolon kanserinde bir diger yayilim
yolu da implantasyondur. Bu yolla barsak icinde ve periton boslugunda metastazlar
meydana gelebilir. Cerrahi girisim sirasinda da batin icine veya karin duvarina
metastaz olusabilir. Kolon kanserinde yayilim prognoz acisindan son derece onemli
oldugundan degisik evreleme yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar icinde Dukes
tarafindan olusturulan evreleme sistemi ve TNM sistemi ( T:Tumor invazyonu,
N:Lenf nodu tutulumu, M:Metastaz ) en sik kullanilan sistemlerdir. TNM sistemi

asagidaki sekilde degerlendirilir .

Tis: insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok
T1: Submukoza invazyonu N1: 1-3 lenf nodu tutulumu
T2: Muskularis propriaya invazyon N2: >4 lenf nodu tutulumu
T3: Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok

T4: Komsu organ invazyonu M1: Uzak metastaz var



Tablo 2.3: Kolorektal kanserde evreleme
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Evre TINM Dukes Tamér invazyon derecesi 5 yil hayatta

siniflamasi - kalim

0 T0. NO, MO Gozle goriilir timér vok

I T1. NO. MO A Tiimdr miiskillaris mukoza % 97

I T2. N0, MO ve submukozava siurli 2% 90

II T3. N0, MO Bl Tiamér miskiilaris propriava simrl % 78

I T4, N0, MO B2 %0 03

II T1-4 N1, MO C1 Serozava ulagmis, komsu organ %% 56-65

II1 T1-4. N2, MO C2 tutulumu olabilir % 26-37

IV T1-4 NW1-2 M1 D Uzak metastaz var %ol
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Sekil 2.12: Kolon kanserinde Asler Coller /Dukes (ust) ve TNM (alt)

Siniflamamalarinin sematik gorunumu(52,53,59)
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2.6 Tedavi:
a) Cerrahi Tedavi:

Kolon kanserinde primer tedavi yontemi cerrahidir. Tarama ve tani
yontemleri sayesinde kolon kanserlerinin yaridan fazlasina (%65) kuratif cerrahi
girisim uygulanabilmektedir. Lokal yayilim nedeniyle hastalarin %10 unda tumor
cikarilamamakta ve vakalarin %20 sinde de teshis sirasinda uzak metastaz
saptanmaktadir. Hastalarin kucuk bir bolumunde ileri derecede yasli ve hasta
olduklarindan dolay1 cerrahi tedavi uygulanamaz. Kolon kanserli her olgu
gastroenterolog, radyolog, onkolog ve bu konuda tecrubeli cerrahin katilimiyla
olusturulacak bir multidispliner yaklasimla ayri olarak degerlendirilmelidir. Cerrahi
tedaviye karar verilmesinde hastaligin dogru sekilde evrelenmesi onemli rol oynar.
Bu amacla ultrasonografi, CT, MRI ve PET evrelemede siklikla basvurulan

goruntuleme yontemleridir.

Yapilacak rezeksiyonun simirlart tumorun evresi, yeri ve tumorun bulundugu

kolon segmentinin vaskuler ve lenfatik drenajina gore belirlenir. (52).

Tumorun alt ve ust siirlarindan en az 5cm uzunlugunda bir barsak
segmentininde tumorle birlikte cikarilmas:t gerekir. Kolonun vaskuler yapisi
nedeniyle segmentel rezeksiyon herzaman mumkun olmayabilir. Barsakta
obstruksiyona yol acmis tumorlerde rezeksiyon sonrast mortalite yuksektir. Bu
vakalarda cerrahi tedavi oncesinde kolonoskopi ile yerlestirilecek bir stent kolonda
yeterli bir dekompresyon saglayarak mortaliteyi azaltabilir. Rektum tumorlerinde
lokal nuks sik gorulur (%25). Total mezorektal eksizyonla nuks oran1 %10 a kadar
azalabilmektedir. Ust ve orta rektum tumorlerinde low anterior rezeksiyon uygulanir.
Anal kanala 2cm den daha yakin ve genis rektum tumorlerinde ve pelvik yayilim
varliginda kolostomi ile birlikte abdominopreineal rezeksiyon yapilir.

Kolorektal kanser olgularinin cerrahi tedavisi sirasinda hastalarin %10-25
inde karaciger metastazi bulunur. Goruntuleme yontemleri ile karacigerdeki
metastazi rezeksiyona uygun oldugu anlasilan vakalarda metastazektomi uygulanir.
Karacigerdeki metastaz sayisi 4 den fazla olmayan ve karacigerin sadece bir lobunda
metastaz bulunan vakalar metastazektomi icin uygun vakalardir. Hastalarin %70-80

inde rezeksiyondan sonraki 2. yilda karacigerdeki yeni metastazlar ortaya cikar.
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Karacigerde yeni metastazlar ortaya cikan vakalarda ikinci kez metastezektomi
yapilabilir. Daha onceden karaciger parenkim hastalig1 olan hastalar hepatik rezerv
yetersiz olabilecegi icin hepatik rezeksiyon icin uygun degildir. Kalin barsak
kanserinde teshis ve uygun tedavi sonrasinda 5 yi1l yasama orani hastaligin evresine
bagli olmak uzere ortalama %50 civarindadir. Teshis aninda uzak metastazi olmayan
ve kuratif amacla cerrahi tedavi uygulanan hastalarda bu oran %80 e kadar
yukselebilmektedir. Bu oran sindirim sisteminden kaynaklanan diger tumorlere gore
belirgin olcude daha yuksektir. (52,59)

b) Kolorektal Kanserde Kemoterapi Ve Radyoterapi

Kolon kanserinde kemoterapi, neoadjuan kemoterapi, adjuan kemoterapi ve
ileri evre hastalik icin yapilan kemoterapi olmak uzere uc gurupta incelenebilir.
Neoadjuan kemoterapi ozellikle rektum tumorlerinde ve genelikle radyoterapi ile
kombine edilerek uygulanan ve cerrahi tedavi oncesinde tumor hacmini kucultmeye
yonelik bir tedavidir. Daha siklikla uygulanan adjuan kemoterapi ise kuratif amacla
cerrahi tedavi uygulanan ve ozellikle lenf nodu tutulumu bulanan hastalarda
vucuttaki mikrometastazlarin eredike edilmesi amaciyla yapilir. Bu amacla kulanilan
kemoterapotik ajanlar 5-fluorouracil (5-FU) ve levamisole kombinasyonu olup
yapilan adjuan kemoterapinin Dukes C (Evre Ill) evresindeki hastalarda kanser
rekurrensini %40, mortaliteyi de %33 oraninda azaltabildigi gosterilmistir. Dukes B
(Evre 1I) evresindeki hastalarda tumor kotu diferansiye olmadikca, lokal lenfatik,
vaskuler ve perinoral invazyon ve komsu dokulara invazyon bulunmadikca adjuan

kemoterapi onerilmez.(57-59)

Uzak metastazlar1 bulunan ileri evredeki kolon kanseri vakalarinda (advanced
colorectal cancer) hayatta kalim suresini uzatabilmek amaciyla degisik
kemoterapotik ajanlar kullanilir. Bu amacla 5-FU ve 5-FU + Leucovorin
(tetrahydrofolate) ve bir wucuncu jenerasyon platin bilesigi olan oxaplatin
kombinasyonlar1 kullanilabilecegi gibi, son yillarda kullanima giren topoizomeraz
inhibitoleri (irinotecan, camptothecin) umut verici gorunmektedir. Diyare, notropeni,
alopesi gibi yan etkileri nedeniyle hastalarin bir kisminda kullanimlar1 guc olmakla

birlikte ozellikle 5-FU ile combine tadavide iyi sonuclar alinmaktadir. leri evredeki

kolorektal kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan yeni bir ilac gurubu da vaskuler
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endothelial growth factor (VEGF) ve epidermal growth factor (EGRF) reseptorlerine
kars1 gelistirilmis olan monoclonal antikorlardir [Bevacizumab (Avastin) ve
cetuximab]. Bu ilaclarla yapilan tedavilerin uzun sureli etkilerinin anlasilmasina
yonelik calismalar devam etmektedir. Hipertansiyon, kanama, tromboz olusumu ve

proteinuri baslica yan etkileridir.

Metastezektomi yapilamayan karaciger metastazlar1 redayofrekans enerji
uygulamas1 veya hepatik arter kateterizasyonu araciligi ile yapilan kemoterapi ile
kucultulebilirler ancak bu tedavilerin hayatta kalim suresini anlamli olarak

artirmadi@i gosterilmistir.

Kolon kanserinde radyoterepi ozellikle rektum tumorlerinin tedavisinde tercih edilir.
Rektum tumorlerinde adjuan kemoterapi ve postoperativ radyoterapinin kombine
edilmesi evre 11 ve Il tumorlerde kansere bagli olumu %35 oraninda

azaltabilmektedir.



Tablo 2.4: Kolon kanserinde tedavi algoritmi(58)
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c) Kolon Kanseri Tedavisi Sonrasinda Takip:

Kolon polipi olan vakalarin belirli araliklarla kolonoskopi yapilarak takip
edilmeleri gerekir. Yapilan calismalarda polipektomi uygulanan hastalarin %30-40
mda 3 yil icinde yeni polip olusabildigi gosterilmistir. Kolonda cok sayida (>3) ve
1cm den buyuk polipi olanlarda, villoz yapida ve ileri derecede displazik polipi
olanlarda bu olasilik daha yuksektir. Bu nedenle polipektomiden 3 yil sonra
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kolonoskopinin tekrarlanmasi, polip gorulmedigi taktirde kolonoskopinin 5 yil

aralarla tekrar edilerek izlemenin surdurulmesi tavsiye edilir.

Kolorektal kanser nedeniyle rezeksiyon uygulanmis olan hastalarin da metakronik
kanser olasiligi nedeniyle (%8) belirli araliklarla kolonoskopi yapilarak izlenmesi
gerekir. Cerrahi tedavi oncesinde obstruksiyon nedeniyle tam kolonoskopi
yapilamamis olan vakalarda ameliyattan sonraki 6 ay icinde mutlaka kolonoskopi
yapilmalidir. Cerrahi tedavi o6ncesinde kolonoskopi yapilmis olan hastalarda
rezeksiyondan sonraki 1. ve 3. yillarda kolonoskopi tekrarlanir. Herhangi bir soruna
rastlanmayan hastalarin daha sonra 3-5 yil aralarla kolonoskopi yapilarak izlenmesi
yeterlidir. izleme sirasinda serum tumor marker diizeyleri (CEA ve CA19-9) ilk 2
yilda 3 ay, daha sonra ise 6 ay ara ile olculmeli ve yiikselme saptanan vakalarda
kolonoskopi ve/veya gerektiginde laparotomi (second look) yapilmalidir. Endoskopi
ve marker olcumu disinda uzak metastaz olusumunun kontrolune yonelik
ultrasonografi ve BT gibi goruntuleme yontemlerinin 6 ayda bir tekrarlanmasi

tavsiye edilir.

Secilmis vakalarda bu incelemelerin siklig1 azaltilabilir (2 yilda bir kez gibi). Kolon

kanserinde cerrahi tedavi sonrasinda anastomoz hattinda nuks daha cok rektum

tumorlerinde gorulursede genelde nadirdir (%3). Proksimal kolon kanserlerinde
nukslerin cogu barsak dist bolgelerde goruldugunden kolonoskopi ile anlasilmasi
mumkun degildir. Nuks genellikle ilk 2. yilda ortaya cikar. Karaciger (%33),
akcigerler (%20) ve lokal nuks (%20) hastaligin en sik olarak tekrar ortaya
cikabildigi bolgelerdir. Karaciger metastazlar1 ortaya cikan vakalarin ancak . inde
metastazektomi yapilabilmektedir. Bu hastalarda 5 yillik survi %25 civarindadir.
(58,59)

d) Kolon Kanserinden Korunmada Tarama Yoéntemleri

Son 20 yildan beri teshis ve tedavide kullanilan yontemlerin gelistirilmesi ve
tarama programlarinin uygulanmaya baslanmasi kalinbarsak kanserinin erken evrede
teshis edilmesini ve bu hastaliga bagli olum oranlarinin azalmasini saglamustir.
Kolon kanserlerinin %80 den fazlasinin kolon poliplerinden gelistigi bilindiginden
tarama testleriyle kolonda polip veya erken evrede kanser saptanan hastalarin uygun

tedavi ile normal omurlerini surdurmeleri mumkun oldugundan kolon kanseri artik
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onlenebilir kanserler arasinda sayilmaktadir. Kalinbarsak kanseri olan hastalarin
kucuk bir kisminda (%5-6) seyrek goriilen familyal kolon kanseri varligi soz
konusudur ki bu guruptaki hastalarin hayatlarinin erken donemlerinden itibaren
kalinbarsak kanseri gelisimi yonunden ozel bir dikkatle izlenmeleri gerekir
(Herediter adenomatoz polipozis, herediter nonpolipozis kolorektal kanser vb.).
Kolon kanseri gelisme riskinin yuksek oldugu bilinen diger bir hastalik gurubu olan
inflamatuar barsak hastaliklarina sahip olan hastalarin (ulseratif kolit ve Crohn
hastaligi) belirli araliklarla endoskopi ve biyopsi ile takip edilmesi tavsiye edilir
Ozelllikle hastalig1 20 yildan beri var ulseratif kolit olgularinda kanser gelisme riski
artmakta (%10) , 30 yildan sonra bu hastalarin yaklasik %20 sinde kalinbarsak

kanseri olusmaktadir.

Bu nedenle 8 yil1 askin sureden beri hastaligi olan ulseratif kolitli vakalarinin
yilda bir kez kolonoskopi yapilarak takip edilmeleri gerekir. Daha once kalinbarsak
polipi veya kanseri saptanmis olan hastalar, rahim veya yumurtalik kanseri nedeniyle
tedavi gormus olan kadin hastalar kalinbarsak kanseri gelisimi bakimindan artmis bir

riske sahiptirler.

Kolorektal kanser taramasinda tavsiye edilen yaklasim tabloda
gorulmektedir.(58)

Kalinbarsak kanseri tarama testlerinin yapilmasina hangi yasta baslanmasi veya
sonlandirilmast konusunda kesin bir gorus birligi olmamakla birlikte bu kanserin
goriilmesi bakimindan ozel bir risk gurubunda olmayan insanlarda 45 yasindan sonra
yilda en az bir kez diskida gizli kan aranmasi, 50 yasindan sonra da endoskopik veya
radyolojik inceleme yontemlerinden biriyle peryodik olarak takib edilmeleri uygun
bir yaklasimdir. Kalinbarsak kanseri cogunlukla ileri yas gurubunda gorulen bir
hastalik oldugundan ortalama riske sahip insanlarda endoskopik ve radyolojik
yontemlerin uygulanmasina genellikle 50 yasindan itibaren baslanmasi tavsiye edilir.
Birinci derece akrabasinda 60 yas oncesinde kalinbarsak kanseri tesbit edilmis
olanlarda tarama testlerinin, akrabasinda kanser tesbit edilen yas seviyesinden en az
10 y1l oncesinden yapilmaya baslanmasi gerekir. Kalin barsak kanseri olusma riski

yuksek olan hastaliklara (ailevi polipozis sendromlari, HNPCC vb.) sahip ailelere
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mensup Kisilerde tarama testlerine hayatin daha erken doneminde, tercihan 30

yasinda, baslanmalidir.(58)

Tablo 2.5: AJCC (American joint committee of cancer- Amerikan kanser cemiyeti)
kalin barsak kanseri gelisimi bakimmdan ortalama riske sahip insanlarda
tarama testlerinin  yapilmasina 50 yasinda baslanmasini tavsiye
etmektedir. Bu amacla onerilen izleme yontemlerinden kisiye uygun olan
biri secilebilir (58).

Kadin Erkek E—— R — ‘ Teghise yonelik cagilmalara bagla

v
\b

fulede kolon Ailede kolon Atlede kolon
kanseni yok kanseni var kanseri yok

v v

| Tarama gererekmez ‘ Normal nisk gumbundak:
tarama testlerim uyzula

‘ HNPCC veya FAP | Iki veya daha fazla savida 60 vasm altnda bir 1.derece
1.derece akrabada kolon kansen akrabada kolon kanseri
veya 60 vasm altnda bir 1 derece
l akrabada kolon kansen l
Genetik aragtima - .
ve takip 40 yagmda (veva ailede gériilen 40 yasmda baslamak fizere normal
en erken kolorektal kanser tarama testlerini. wreulamava
vagmdan 10 yil Gnce baglanmak basla .
fizere ) kolenoskopi )

Tarama testlerinin hangi siklikta yapilacagi uygulanan teste gore degisir.
Yilda iki kez diskida gizli kan aranmasi yilda bir kez bakilmasina gore kalinbarsak
kanserinden 6liim riskini belirgin olcude daha fazla azaltmaktadir. Kolonoskopinin
10 yillik ara ile yapilmas: tavsiye edilir. Kolonoskopi yapilamayan vakalarda cift
kontrastli kolon grafisi veya sanal kolonoskopi (CT kolografi, virtual colonoscopy)
kullanilabilir. Duzenli olarak 10 yilda bir kolonoskopi yapilmasiyla kolon kansere
bagli olumlerin %75 ila %90 oraninda Onlenebilecegi anlasilmistir. Bir kez

kolonoskopi yapildiktan sonra yilda bir veya iki kez diskida gizli kan aranmasini ve 5
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yilda Dbir fleksibl sigmoidoskopi yapilmasini tavsiye eden merkezler de

bulunmaktadir.

Diikida gizli kan aranmasi1 (DGK) barsakta bulunan tumorden kaynaklanan
gozle gorulemeyecek miktardaki kanamanin ve dolayisiyla tumorun tesbit edilmesi
amaciyla uygulanir. DGK aranmasi amaciyla degisik testler kullanilmakla birlikte bu
testlerin kalin barsaktan kaynaklanan kanamalarin saptanmasindaki duyarliliklari
birbirine yakindir. Daha onceleri kullanilan testlerde (Guaiac, Benzidin vb.) testten
bir hafta once diyet uygulanmasi gerekirken gunumuzde kullanilan insan
hemoglobinine duyarli daha spesifik ve hassas immunhistokimyasal yontemlerde test
oncesinde diyet uygulanmasina gerek yoktur ve yanlis pozitiflik olasiligi cok
dusuktur. Bu yontemlerle diskida 0.5-1ml ye kadar olan kanamalar fark
edilebilmektedir. DGK pozitif bulunan vakalarin % 5-15’inde kolon kanseri, %20-
40’inda da 2cm den buyuk polip saptanmaktadir. 1cm den kucuk kolon polipleri
genellikle kanamadiklari icin bu captaki poliplerin saptanmasinda testin duyarlilig
dusuktur. DGK testinin ust uste 3 kez yapilan diskilamadan alinan alinan uc ornekte

bakilarak tekrarlanmasi tavsiye edilmelidir.

Yilda bir veya iki kez DGK bakilmasi ve pozitif bulunan vakalarda
kolonoskopi yapilmasmin kalinbarsak kanserinden olumleri sirasiyla %20 ve %35
oraninda azalttigi gosterilmistir. Peryodik olarak yilda iki kez DGK aranmasi ve 5
yilda bir fleksibl sigmoidoskopi yapilmasiyla bu oran %60 a kadar
yukselebilmektedir.

Tarama testlerinin ne zaman sonlandirilmasi1 gerektigi konusu tartismali olmakla
birlikte 80 yas uzerindeki, ozellikle yasam beklentisini azaltan ilave hastaliklar1 olan
kisilerde tarama testlerinin  sonlandirilmasi  uygun bir  yaklasim  gibi
gorunmektedir.(58,59)

2.7. Apoptoz:

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan(60) nekrozdan (61)
farkli olarak gergeklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmustir ve fizyolojik hiicre
Oliimiinii ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak
yapraklarin agactan, petallerin ¢icekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir.

Bugiin de bu terimin kullanim1 uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan
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hiicre 6limiinii anlatir. Teorik olarak apoptoz, gesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar
ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis
bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin
intihar1 olarak tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize
radyasyon ve kemoterapiyi igeren travmatik ajanlar vasitasiyla ger¢eklesen hiicresel
lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin
apoptoza neden oldugu soylenebilir.(61)Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal
gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda
spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludur. Apoptotik hiicre sayisi kisinin ya da
organizmanin saglikli ya da hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel
mekanizmalar1 hiicrede denge unsurudur.(62) Bu da demektir Ki; apoptoz oraninin
azalmasi ile hiicre sayis1 artar aksine eger apoptoz orani artarsa hiicre sayisi azalir ve
istenmeyen doku tahribati meydana gelir. Giinlimiizde insan1 da igeren memeliler
grubunda iretkenligin dengelenmesinde apoptozun o6nemli rol oynadigma dair
saglam kanitlar vardir.(63) Ayrica bir¢ok hastaligin genetiginde de bu degisimler s6z
konusudur.(64) Apoptoz tek hiicreli organizmalarda hiicre 6limiiniin tek yoludur
.(65) Cok hiicreli organizmalarda ise genetik olusumlu hiicre hasarmin bloke
edilmesi ya da hiicrenin tamamen yok edilmesi apoptoz vasitasiyla gergeklesir.
Boylece hasarin yayilmasi ve tiimor olusumu gibi zararl olasiliklar engellenmis olur
.(66) Apoptoz olaymin olusmasindan daha once hiicresel replikasyon islemi durur
(DNA onarimi) eger bu esnada DNA tamiri gerceklesemezse apoptoz ile sonuglanan
olaylar serisi baglar. Bu sirada apoptozun baslayip baslamamasi hasarin boyutuna,
hiicrenin tipine ve hiicrenin tretkenlik potansiyeli olan tiimor gelistirme riskine
baghdir. Apoptoz sadece intra-uterin gelisme esnasindaki organogenez ve
sinaptogenez  olaylarinda  degil, aym zamanda farklilasmis  dokularin
olgunlagmasinda da esastir. Ciinkii apoptoz viicudun biitiiniindeki hiicre sayisinin
sabit tutulmasini ve immiin sistem faaliyetlerinin gergeklesmesini saglar (66). Bu son
olaya ornek olarak, immiin bir reaksiyonun sonucu dikkate alinacak olursa; bu
noktada aktive edilmis lenfositlerin direkt apoptoz vasitasiyla kendi antijenlerini

elimine ettikleri goriiliir .(67)

a) Apoptozun Asamalari



50

Yapilan in-vitro ¢calismalar apoptozun ani gerceklesen hizli bir olay oldugunu
gosterir.  Apoptotik uyaridan sonra hiicre hizla ortamindan uzaklasir;
yuvarlaklasirken icerigi bir araya toplanir ve sitoplazmasi biiziiliir. Bu biiziilme
kabarma gelisimi esnasinda siddetle gelisen aktivitelere yansir. Olayin dinamigi
sitoplazmanin kaynamasina benzetilebilir. Protoplazmanin zardan uzaklasmasindan,
apoptotik cisimin olusumuna kadar biitiin apoptotik olaylar zinciri birka¢ dakika
stirer. Bununla birlikte apoptotik hiicrelerin fagositozu ig¢in daha uzun bir zaman
gerekir. Hatta bu islem 12-18 saat siirebilir.(73,74)

Apoptozun gerceklesmesi sirasinda olusan DNA ¢oziilmesi, apoptozun
mekanizma ve seviyeleriyle ilgili ¢alismalarda Onemlidir.(75-77) Bu olaydan
apoptozu belirleme yontemlerinde de bahsedecegiz. DNA ¢oziilmesi olayr kromatin
yigilmasina dayali apoptoz sirasinda garpici bir sekilde ortaya cikar.(76) Apoptoz
islemi aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir siire sonra DNA da tek iplikte bir
centikle baslayan ¢ok karakteristik ve geri doniissiiz bir pargcalanma goriiliir. Boylece
bu ¢6ziilmenin apoptozda bir anahtar oldugu disiiniiliir. DNA yariklanmasi, DNA y1
parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesini artirdigindan 6nemli role sahiptir
.(63) Bu enzim aktivasyonu muhtemelen Ca/Mg oraninin 1 ya da daha fazla olusuna
bagli olabilir. (63,76,78)

Intraselliiler Ca ve Apoptoz

1,250 n
Hilcre iskeled ve membran yaps boaulur.  resepiong [ ] 2] Ca‘zl
2 Sakonder Kanah Ca-Aipaz
[ca”] habarcilar
1 Siokrom-C
Mitokon dri serhestlesir ic afg]' s ca’l
Ca baglayici Kanal reseptom
[caozl Ca-htpaz profein [Ca“’-l
ca’l E
Ca‘z "ﬁ ﬂlﬂl\l" Ed“m Hukleus i CahAipaz
aspa r Apatotik  Hukbeer [cn- Protedr
endondkleaz proteaz Semtezi Hel-2
DN 'meM.m.n‘;-n B 6:)
Ao & —
o N i : (ca’
Blen SopemE ’] ER el
e
Sitoplazma

Sekil 2.13 : Ca un apoptpzis Uzerine etkisi
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Ama yinede DNA ¢o6ziilmesi apoptoz i¢in sart degildir. Saglikli bir hiicrede
basit hiicresel ve molekiiler bir olay herhangi bir anda apoptoza neden olabilir. Bu
durum hiicrelerin zaten sahip olduklar1 intihar programimi gergeklestirip
gerceklestirmeyeceklerini  belirleyen inhibitér bir molekiil tagimalari gerektigini

gosterir.
b) Apoptozun Genetigi

Son yillarda apoptozun genetigi ¢ok ilgi ¢ekmistir. Apoptoz olayimi
gerceklesmesi esnasinda gozlenen genetik olaylar hem en toksik ilaglarin hiicre
olimiinii bu yolla gergeklestirdigi acik oldugundan, hem de bu islemde tiimor
supresor genleri ile onkoproteinlerin birlikte is gérmesi agisindan 6nemlidir. Her

hiicresel islemde oldugu gibi apoptozun genetiginde de belli asamalar goriiliir:
1- Oliime karar verme

2- Hiicre oliimiinii gergeklestirme

3- Parcalanma

4- Fagositoz
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1)Bcl-2 Ve P53:

Bcl-2: Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve
apoptozudiizenlemede en 6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-
XL apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspaslarin 6ncii formlarint durdurarak ya
da kaspas akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktor
(AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini

engelleyerek gergeklestirir .(99)

Bax ya da Bak gibi proaoptotik iiyeler heterodimerizasyon yoluyla kaspas
serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zariin gegis porlarinin agikligini degistirerek
sitokrom-C’yi serbestlestirir. Dolayisiyla kaspas aktivasyonuna yol agar.(99,100) Bir
hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2
ailesi genlerinin etkisine baghdir. Bcl-2 salgilanmasi sonucu Bcl-2 homodimerleri

sekillenir. Boylece apoptoz inhibe edilir . Oysa asir1 Bax apoptozu aktive eder.(101)

Hiicre Oliim Sinyalleri

l g Bel-2 Bu basamagi

blcke eder.
Mitokendriden Sitokrom-C
serbestlesir.

|

Kaspaslar aktive olur.

!

Hiicresel siibstratlar
pargalanir (PARP gibi)

!

Apoptoz
« DNA fragmentasyonu
» Nlikleer integrasyon boezukludu
* Kromatinde yogunlasma
» Diger olaylar

Sekil 2.14 : Bcl-2 nin apoptozisi bloke ettigi nokta
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ii)P53:
p53 apoptozu uyarici bir proteindir. Bir¢ok anti-timor ilag, hedef olarak

hiicre DNA’si1 seger Ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin tamirine ya

da apoptoza yol agar.(102)

Bu aktivasyon ayni zamanda kromozom-17’nin kisa kolundaki bir genin
(17p53) iiretimi ile ilgilidir . (103)Bu genin mutasyonu p53 salgilanmasina biiyiik
Olgiide katkida bulunur. Bu katki hasari onarabilir veya apoptozu uyarabilir. Bu
ihtimallerin ikisi de Bax, p53, p21 ve farkli birkag gene baglidir .(104) Sadece p53
geninin mutasyonundan kaynaklanan birkag tir timor belirlendiginden ve bu
mutasyon tiim timor tiirlerinde de gergeklesen en yaygin mutasyon oldugundan
onemlidir .(103) p53, genomun igerigini siirdiirerek gorev yapar. Hiicrenin belli
noktalarinda malign tip p53 bulunmasi, DNA tamir mekanizmasinin dogru hasari

tamir etmesinde kontrol6r olarak rol oynar .(105)

DNA Hasar

1

Hilcre donglisi
durur,

DNA hasarn onarilamaz.

APOPTOZ
Hasarli ve potansiyel olarak
timaor hlcresine donlsum
riski tagiyan blcre elimine
edilir,

Sekil 2.15: DNA hasarina p53 cevabi ve apopitozis

Mutant p53 geni tasiyan hiicreler, artik genom igerigini garanti edemez.
Ciinkii onlar artik hiicre dongiisiiniin durma sinyallerini alamazlar. Sonug¢ olarak
hiicre genomu stabil degildir ve biitiin hiicreler potansiyel olarak tiimor olusturabilir
.(104) Ek olarak p53 ile ayn1 islevi goren p63 ve p73 genleri de tespit edilmistir
.(106)
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Bcl-2 hiicrede asirt miktardaysa ve p53 de mutasyona ugrarsa apoptoz

gerceklesemez.(107)
c) Apoptozda Rol Oynayan Diger Genetik Mekanizmalar

Ces-1 ve Ces-2 gibi spesifik genler hiicrede apoptozu uyarirlar. Ced-3 ,Ced-
11 ve Ced-9genleri ise hiicrede 6lim defektleri olusturur. Apoptozda temel olay
sistein proteazlarin aktivasyonudur .(104) Kaspaslar proteolitik olarak aktif enzimleri
pargalayan ve normalde hiicrede inaktif olan proenzimler olarak sentezlenirler.(105)
Ced-3 geni ise 6zel aspartik asit sistein proteazi kodlar .(102,103) Yani Ced-3’¢ bagli
proteolitik akis apoptozda onemli role sahiptir. Ced-3’iin substratlarindan biri de
apoptoz boyunca pargalanan poli ADP riboz polimerazdir (PARP)(70). Bu enzim
DNA tamirinde rol oynar ve bu enzimin proteolitik yikimi DNA onarimini
engeller.(103) PARP ayn1 zamanda Ca/Mg’ye bagli ve DNA’y1 apoptoz boyunca
pargalayan endoniikleazlar1 inhibe eder(104). Ced-3 tarafindan parcalanan PARP
apoptozu ortaya cikaran iki anahtar fonksiyonu inhibe eder (104). Bu genler plazma
membranindaki karbonhidrat kaybi1 ve membran fosfolipid simetrisindeki azalmayla
aktive olur. Bu yollarn ikisi de hiicreyi apoptoza dolayisiyla da fagositoza gotiirme
yetenegindedir.(105) Bcl-2’ye paralel fonksiyonlu bir diger protein de C-myc’dir ve
bu proteinin hiicrede asir1 miktarda artisiyla apoptoz bloke edilebilir. (106)Ayrica
memeli hiicrelerinde dongiiniin diizenlenmesinde Cdc-2’nin roli de bulunmustur
.(107) Benzer sekilde Siklin-A (S/G2 siklin), Siklin-B (M siklin), Siklin-E ve Siklin-

D’nin gesitli fazlarin diizenlenmesindeki rolii de arastirilmaktadir (107, 108).

Aynm1 zamanda PCNA’nimn (proliferasyon hiicre ¢ekirdegi antijeni) Kkatalitik
DNA polimeraz alt initelerinin sentezindeki rolii de agiktir .(107) Apoptotik bir
hiicrede Cdc-2, PCNA, Siklin-A, C-myc ve p53 hep artar. Hiicre iskelet proteinleri
olan aktin, vimentin ve tubulin ise hep azalir. Yapilan bir¢ok arastirmadan edinilen
sonuclara dayanarak Siklin-A, PCNA, Cdc-2, P53, Cmyc’nin yiiksek seviyeleri
stirekli olursa ve bu durum hiicrenin G1/S fazinda durmasi olay: ile birlesirse
hiicrenin apoptotik dongiiye girdigi sdylenebilir. Bu proteinlerin yiiksek seviyelerinin
stirekli hale gelmesi bir protein ailesi ya da 6zel bir proteinin kendine 6zgii alaninin
maskelenmesinin bir sonucu olarak gergeklesir. Bu suretle bahsi gegen proteinlerin

yart Omriiniin artmasit bu proteinlerin hiicrenin farkli boliimlerinde yeniden
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dagilmasindan kaynaklanabilir. Bu proteinlerden PCNA ve Cdc- 2 ¢ekirdekte
digerleri ise sitoplazmada bulunur. Ayrica hiicrede apoptotik isaretleri kontrol
edebilen ve membranda yerlesmis 6liim reseptorleri vardir (104). Bu reseptor ailesi
ayni zamanda timor nekroz faktorleri (TNF) olarak da bilinir ve bu ailenin 6 farkli
reseptdr iceren 24 iiyesi vardir (TNF-R, FAS, DR3, DR4, DR5, DR6). Oliim alam
olarak bilinen, hiicre membranda yerlesmis 80 aminoasitlik sisteinden zengin bir

zincir bulunmaktadir ve bu boélgenin apoptoz aktivasyonunda biiyiik 6nemi vardir.

SiTOKIN INDUKLU APOPTOZ

1 7 TMNF, TRAIL,
Buyume Faktoru Yetersizligl ve n LT, FasL
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Sltwokrom-C Olugan apoptotik cisimler
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Sekil 2.16: sitokin aracilig1 ile meydana gelen apoptozis
i)Kaspaslar:

Daha once de belirtildigi gibi kaspaslar, sitoplazmada normalde inaktif
proenzimler olarak bulunur. Fakat proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale
gecerler ve boylece kaspas aktivasyon zinciri baglar. Baslangigta, kaspaslar
mitokondride membran hasari olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri,
hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol agan hasarlar ortaya ¢ikar .(68,100) Ayrica
sitokrom-C’nin prokaspas zimogenlerini aktive etmesi de ilgingtir. Bununla birlikte

insan hiicrelerinde apoptozun nasil inhibe edildigine dair kesin bir kanit yoktur.
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il)Mitokondri:

Baz1 kaspaslar mitokondride inhibe edilir. Bcl- 2 ve Bax mitokondri dis zar
gecirgenligini ayarlar. Apoptotik uyarida mitokondriyal bir protein olan sitokrom-C,
apoptotik proteaz aktive etme faktoriinii (APAF-I) aktive eder ve kaspaslarin aktive
edildigi yer olan sitoplazmaya salar (101)

Mitokondri Mitokondri

yuzey hassasiyail

reseptorleri oluguran ajanlar
Bcl-2 Forin WDAC
Bak Aenzndiazapine
Apatf- Seramid

Bax Oksidanlar
Ca
Kaspaslar

Sekil 2.17: mitokondride sitokrom-c araciligi ile APAF-1 aktivasyonu ve apoptozis
iii) Kolon Kanseri Ve Apoptozis iliskisi

Cogu kanser tiiriinde oldugu gibi kolon kanserinin gelisiminde de apoptosis
onemli rol oynamaktadir. Kontrolsiiz hiicre poliferasyonunun yaninda azalmis
apoptosis de kolon kanseri gelisimine katki saglamaktadir. Apoptosisin azalmasi pek
cok faktorle iliskili olabilmektedir.

Kolon kanseri gelisimi de bu faktorlerle iliskili oldugu bilinen ¢ok basamakli bir
stirectir .(109) Protoonkogenlerde  degisiklikler, tiimoér  baskilayici  genlerin
aktivasyonlarindaki kayiplar, kolon kanseri gelisimine yol acan degisiklikler olarak
kabul edilmektedir. Ornegin, bir tiimér baskilayic1 gen olan P53 geninde meydana
gelen mutasyonlarin gesitli kanser tiirlerine sebep olabildigi gibi kolon kanserine de
sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. P53 geni bir transkripsiyon aktivitoriidiir.
Mutasyona ugradigi ya da bulunmadigi zaman hiicre apoptosise gidemez ve omrii

uzar. (110)P53 apoptosis mekanizmasinda Bcl 2 ve Bax proteinleri arasindaki orani



57

ayarlar. Tiumor hiicreleri anti-apoptotik proteinlerin  asir1  yapimiyla ya da
proapoptotik proteinlerin yapimlarinin, azalmasiyla apoptosise direngli bir nitelik
kazanirlar .(111)

Kolorektal kanserlerde p53 mutasyonunun belirlenmesi hastaligin prognozu
acisindan Onemlidir. p53 mutasyonu tasiyan kolorektal kanser hastalari mutasyon
tasimayanlara gore daha kotii bir hastalik seyrine ve kisa hayatta kalma oranina
sahiptirler .(112)

Timor dokusunda apoptotik hiicre sayisinin  yasayabilir  hiicrelere  orani
belirlenebilmektedir ve bu oran, apoptozisin siddetini belirtmektedir. Bu, tiimdoriin
tipini ve evresini belirlemede, tedaviye verecegi yanitt 6nceden tahmin etmede ve

prognozu saptamada yardimci olabilmektedir (113)

Apoptosis mekanizmasinin daha iyi anlasilmasinin, kolon kanserinin

tedavisinde biiyiik dlglide yarar saglayacagi agik bir gercektir.
iv) Apoptozis Ve Kanser Tedavisi

Giiniimiizde kullanilan antikanser ajanlarin ¢ogu tiimor hiicrelerini segici
olarak oldiirmek tizere tasarlanmigdir. Yakin zamana kadar ilag etkisi {izerine yapilan
birgok arastirma ilacin hiicre i¢i hedefi, ilag-hedef etkilesimi ile olusan hiicresel
hasarin niteligi veya ilacin hedefle etkilesimini engelleyen direng mekanizmalar
tizerine odaklanmistir. Simdi ise antikanser ajanlarin apoptozisi artirdig1 ve apoptotik
stiregteki bir bozulmanin tedavinin duyarliligini azaltabilecegi 1yi bir bi¢imde
bilinmektedir (114). Farkli primer hedeflere sahip ajanlar benzer mekanizmalarla
apoptozisi artirabilirken apoptotik siiregteki mutasyonlar ¢oklu ilag direnci

olusturabilirler.

Hiicre yasamas1 ve boliinme prosesi apoptozisin inhibisyonunu gerektirir ve
bu siiregte biiyiime faktorleri ve gesitli sitokinler araciligiyla aktif kaspazlar inhibe
edilerek aktivasyonlar1 engellenir. Hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve apoptozisi
gibi 6nemli hiicresel proseslerin regiilasyonu fosfoinozitid 3 kinaz (P13K)/ protein
kinaz B (PKB veya Akt) gibi sinyal yolaklariyla diizenlenmektedir. PI3K yolaginin
aktivasyonu Akt aktivasyonuna neden olur ve proapoptotik genlerden Bad inhibe

olur (115). Bu seri aktivasyon sonucunda kaspaz 9’un inhibe olmasiyla ve
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apoptotik proses de inhibe olur. Benzer sekilde protein kinaz-c de Bad
inhibisyonuna neden olmaktadir (116). Eger bu hayatta kalma yolaklarinin herhangi
birisi ¢ok fazla aktive olursa sonugta apoptoza karsi bir direng gelisir. Bu durum

malignitelerin 6nemli bir 6zelligidir (117).

Antikanser ajanlar tiimor hiicrelerinde oldugu kadar normal hiicrelerde de
apoptozisi artirmaktadir. Tumorlerdeki apoptozisi tespit eden bir¢cok patolog
apoptotik hiicre oliimiiniin normal dokularda da arttigin1 belirlemisler ve bu siirecin
kemoterapi ile iliskili ‘toksisiteye’ katkida bulunabilecegini bildirmislerdir (118).
Tim bu bilgiler ele alindiginda apoptotik sinyal yolaklariin aktive edilmesiyle
birlikte biiylime faktor sinyal yolaklarinin da inhibisyonu ile sadece hedef hiicrede

etki gosteren yeni kanser tedavileri giiclii bir strateji olarak gériinmektedir.
a) Seramid

Sfingolipitler okaryotik hiicrelerin plazma membraninda bulunan 6nemli
molekiillerdir ve amide bagli yag asiti zinciri ile amino alkol sfingozin iskeletinden
olusurlar. Sfingozine bagli olan gesitli gruplar onlarin tipini ve c¢esidini belirler.
Sfingolipitler 6nemli sinyalizasyon yolaklarini diizenledikleri igin sfingolipit
metabolizmasinin degismesi patolojik kosullara ve kanserin ilerlemesine neden
olabilir (119). Onceki yapilan ¢alismalarda onkogenezisde, kanser ilerlemesinde ve

ilag-radyasyon direngliliginde sfingolipitlerin roliiniin oldugu gosterilmistir (120).

Bir sfingolipit olan seramid, apoptozis, hiicre yaslanmasi, hiicre
farklilasmasinin da dahil oldugu ¢esitli hiicresel siiregleri diizenleyen gii¢lii bir sinyal
molekiilidiir. Membran seramidleri, membrandaki lipit siralanmasini1 degistirerek ve
por olusumunu etkileyerek membran yapisina katkida bulunur. Seramidler hiicre
membraninin permeabilitesini de degistirebilirler. Yapilan ¢alismalar seramidlerin
biiyiilk molekiillerin gecisini saglayan porlart olusturabildigini gdstermektedir. Bu
caligmalar apoptozis sirasinda mitokondriyal membranlarda sitokrom c¢’nin salinimi

gibi siireglerde seramidin rol alabilecegini gostermektedir.

Seramid, sfingomiyelinaz enzimi tarafindan sfingomiyelinin hidroliziyle,
kompleks sfingolipitlerin yikilmiyla ya da sfingozin gibi bazi molekiillerin

doniistimii  sonucu retilebilir. Seramid {iretimi apoptozisi artirir ve hiicre
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dongiisiiniin  durdurulmasint saglar. Ancak seramid, glukosilasyonla inaktif hale
getirilebilir ya da sfingozin-1-fosfat gibi biiylimeyi artirict molekiiller tarafindan

metabolize edilebilir.

Seramid metabolizmasma dahil olan ¢esitli metabolik enzimlerin hiicre
membranindaki lokasyonlart seramid tarafidan aracilik edilen sinyalizasyon
yolaklarinin aktive edildigini gostermektedir. Ornegin, mitokondriyal membranlarda
seramidin tiretimi ile kemoterapétik ilaglara cevap olarak apoptozisin aktive edildigi
gosterilmistir. Tnf-alfa, Fas ligand, iyonize radyasyon, oksidatif stres ve
kematerapdtikler gibi uyaranlarin seramid tiretimini artirdigi bilinmektedir (121, 122,
123). TNF tarafindan baslatilan seramid aracili sinyalizasyon yolagi bu siirece notral
sfingomiyelinaz ya da asidik sfingomiyelinazin dahil olmasma baglh olarak

inflamatuar bir cevapla ya da apoptozisin indiiksiyonuyla sonug¢lanabilir.

Sfingolipit metabolik yolaginda seramid, biiyiimeyi artiric1 ya da inflamatuar
sinyallere cevap olarak sfingomiyelinin hidrolizi sonucu {iretilir ve seramidin
birikimi normal hiicrelere zarar vermeksizin tiimor hiicrelerinin apoptozisine neden
olur. Ayrica seramid, sfingozin iretmek amaciyla seramidaz enziminin
aktivasyonuyla hidroliz edilebilir. Bu ylizden seramid/sfingozin-1-fosfat arasindaki
denge hiicrenin kaderini belirler (124,125). Hiicreler mitojenlere maruz
birakildiginda seramid miktar1  azalirken  sfingozin-1-fosfatin  intraseliiler
seviyelerinde bir artis gozlenmektedir. Bu kosullar hiicre yasamini ve proliferasyonu
destekler. Aksine, seramidaz’in ya da sfingozin kinaz aktivitesinin yoklugunda
apoptozis gergeklesir. Ayrica, seramidazlar tarafindan seramidlerin yikimi sonucu
timor  hiicrelerinin -~ apoptozisden  kagtiklar1i  gOsterilmistir.  Seramidazlarin
aktivitesinin inhibe edilmesi seramid birikimine yol agacagi i¢in seramidazlar

antikanser ilag gelisimi icin 6nemli hedeflerdir (kaynak 126,127).

Seramidle iliskili olan baska bir molekiil de sfingozin-1-fosfattir.
Seramidazlar tarafindan seramidin deasetillenmesi sonucu sfingozin olusur. Seramid
gibi sfingozin de pro-apoptotik bir molekiildiir. Ancak, sfingozin hizli bir sekilde
proliferatif ozelliklere sahip bir molekiil olan sfingozin-1-fosfata doniistiiriiliir.
Sfingozin-1-fosfat biiyiime reseptorlerine cevap olarak sfingozin kinaz tarafindan

tiretilir. sfingozin kinaz’in bir triinii olan sfingozin-1-fosfat antiapoptotik ve timor



60

gelistirici oldugu ve proliferasyon, hiicre biiyiimesi, hiicre gogii, angiogenesis ve

vaskulogenezis de rol aldig: bilinmektedir.

Seramidler Bcl-2 gibi onkogenleri negatif olarak diizenlerken tiimor siipressor
genleri aktive ettigi i¢in hiicresel transformasyonu énlemede 6nemli bir role sahiptir.
Giivenli ve etkili mekanizmalar gelistirilirse seramid, anti-neoplastik bir ajan olarak
onemli olabilir. Seramid metabolizmasinin da dahil oldugu ¢oklu ilag direngliligi
lizerine yapilan g¢alismalar kimyasal direnglilikte seramidin roliiniin daha fazla
arastilmasi gerektigini gostermektedir. Bu hedefleri basarabilmek igin seramidin stres
sinyalizasyon kaskatlarint nasil aktive ettigini ve biiylime yolaklarini nasil

baskiladiginin mekanizmalarimin anlagilmasi gerekmektedir (128).
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b) Seramidaz

Notral ve asit seramidaz aktivitesinin timorlii hiicrelerde normal hiicrelerle
kiyaslandiginda artmis oldugu bulunmustur. Seramidazlar, prostat, bas, boyun ve
melanoma’yi igeren birkag kanser tiiriinde asir1 derecede ekspresyon gostermektedir
(129,130). Ayrica seramidazlarin asirt ekspresyonunu tiimor hiicrelerini timor
nekrozis faktor ve radyasyona karsi direngli hale getirmistir (131,132). Tim bu

bulgular seramidazlarin yeni antikanser ilaglarin gelisimi i¢in O6nemli hedefler

oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 2.19: seramidin de novo sentezi , metabolitleri ve metabolik etkileri

¢) Seramidaz Inhibitorleri
Seramidazlarin inhibisyonu kanser hiicrelerinde apoptozisi ve seramid

birikimini artirmak i¢in bir alternatif yoldur. Farkli seramidaz inhibitorleri antikanser
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ilaglar olarak gelistirilmistir. Bunlar ya tek basina ya da diger ilaglarla birlikte
kullanilmaktadir. 1S,2R-D-erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyl-1-propanol
(Derythro-MAPP) olarak adlandirilan bir seramidaz inhibitoriiniin  biiylimeyi
baskiladigi ve HL-60 insan 16semi hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurdugu
gosterilmistir (133). Diger yandan D-MAPP insan melanoma hiicrelerinde endojen
seramid seviyelerini artirarak apoptozisi artirmaktadir (134). Diger bir galismaya
gore D-MAPP, imipramin ve DL-PDMP ile birlikte kullanildiginda Jurkat
hiicrelerinde iyonize radyasyonun apoptotik etkisini artirmistir (135). Asit seramidazi
inhibe etmek kanser tedavisi igin bir baska onemli stratejidir. Ciinkii asit seramidaz
da birkag¢ kanser tiiriiniin olusumunu tetikler ve radyoterapi ve kemoterapiye karsi
diren¢ olusumuna neden olur (136,137). Bir asit seramidaz inhibitérii olan 1R,2R-
derythro-2-N-myristoylamino-1-nitrophenyl-propan-1,2-diol (B13), SW-403 insan
metastatik kolorektal kanser hiicrelerinde normal hiicrelere herhangi bir etki
gostermeden seramid seviyelerini artirarak apoptozisi indiiklemistir. Ayrica B13,
metastatik kolorektal kanserli findik farelerinde tiimor biiylimesini baskilamistir
(138). Asit seramidaz inhibisyonu kanser hiicrelerinde antiproliferatif etki gosteren
N-oleoylethanolamine (NOE) tarafindan da gergeklesmistir (139). Spinedi ve
arkadaglan tarafindan yapilan ¢aligmada NOE’nin artan konsantrasyonlarina maruz
birakilan CHP100 noroepitelioma hiicrelerinde asit seramidazin inhibisyonu sonucu
apoptozisin gerceklestigi gosterilmistir (140). Biitiin bu maddeler asit seramidaz
inhibisyonunda 6nemli olmasina ragmen farmakolojik agidan bir takim yan etkilere
sahiptirler. Ayrica bu hidrofabik bilesikler albumine baglandiklarindan dolay:
biyoaktiviteleri disiiktiir. Bu yiizden asit seramidaz inhibisyonu igin kiigiik, ilag
benzeri antikanser ilaglar gelistirilmistir. Bu maddelerden birisi de seranib-2’dir.
Seranib-2 ile tedavi edilen SKOV3 insan ovaryum adenokarsinom hiicrelerinde

seramidaz enziminin aktivitesinin diistiigi bulunmustur (141).
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3.GEREC VE YOTEM

Bu calismaya 25 Haziran 2013 tarih ve 17 sayili Etik Kurul karan ile

baslanmistir.
3.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hiicre kiltirii  fizyolojik ve patolojik olaylarin  arastirilmasi, sinyal
mekanizmalarinin agiklanmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi
ve hiicre 6lim olaylarinin aydinlatilabilmesi igin yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Cogu hiicre kiiltiirleri i¢in %95 O, ve %5 CO; ile temel olarak hiperoksit
nemli bir ortamdir. Hiicreler bu in vitro ortama uyum sagladigi siirece gelisir ve

cogalirlar. Calismamizda insan kolon kanser hiicre dizisi (Caco-2) kullanilmistir.
3.2 Kiiltiir I¢in Yapilan Hazirhiklar

Toz halinde steril siselerde bulunan Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI-1640, Sigma) bir litrelik steril ve deiyonize su igine eklenerek ¢oziildii. Bu
besi ortami, dnceden steril edilmis siselere 0,22 mikrolitrelik filtrelerden enjektor
yardimu ile gegirilerek sterilize edildi ve buzdolabinda +4 °C’de sakland. Fetal dana
serumu (Fetal calf serum = FCS, Sigma) ve penisilin + streptomisin (Sigma) 3 ml’lik
hacimlere béliinerek buzdolabinda -20 °C’de saklandi. Seranib-2 maddesi
dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma) igerisinde ¢oziildii ve tizerine DMEM medium ilave
edilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Her deneyden 6nce taze olarak hazirlanan bu stok
¢ozeltiden deneyde kullanilacak ilag dozlart yine DMEM medium ile diliie edilerek
hazirlandi. Diliie edilerek hazirlanan dozlarda DMSO orani %1’den daha az olacak
sekilde belirlendi.

3.3 Hiicrelerin EKimi Ve Yasatilmasi

Canli olarak kiiltiir flaski icerisinde getirilen hiicreler mediumu degistirilerek
bir gece inkiibatérde bekletildi. Daha sonra RPMI-1640, %10 FCS ve %1 penisilin +
streptomisin karisimini igeren santrifiij tiipii icinde 1000 devir /dakika ve 4 °C’de 5
dakika dondiiriildii. Ustteki medium atilarak dipteki hiicreler, icerisinde besiyeri
bulunan flasklara ekilerek 37 °C, %5 CO, ve %100 nem igeren inkiibatdre kondu.
Inkiibatorde bulunan flasklar, ilk iki giin yerinden oynatilmamak kosuluyla, kulucka

stiresince inverted mikroskop (Olympus) ile kontrol edilerek hiicrelerin gogalmalar
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gozlemlendi. Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak, igerisinde 0.1 mL
penisilin + streptomisin, ImL FCS ve 8.9 mL RPMI-1640 bulunan besiyeriyle 2-3
giinde bir yenilendi. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra

deneye alindi.
3.4 Hiicre Sayisim1 Belirleme Yontemleri

Hiicre sayisin1 belirlemek igin tripan mavisi ile boyama yontemi ve XTT

yontemi uygulandi.(91)
a) Tripan Mavisiyle Boyama

Tripan mavisiyle boyama yonteminde Olii hiicreler tripan mavisi ile
boyanirken, canli hiicreler hiicre =zarlar1 saglam oldugu ic¢in boya ile
boyanmamaktadir. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra
hiicrelerin besiyeri pipet yardimiyla gekildi ve atildi. Daha sonra flasklar Ca?* ve
Mg®" icermeyen Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma) ile yikanarak flaskta
kalan proteinler uzaklastirildi. Flasklarda kalan hiicreler 5 dakika %0,25 tripsin
(Sigma) ile yikanarak tabandan uzaklastirildi ve +4 °C'de 1200 devir/dk da 5 dakika
dondiiriildii. islem sonrasinda iistte alan sivi kisim atildi ve sayim kab icerisine 0,2
mL altta kalan iyice karistirilan hiicre ¢ozeltisinden, 0,3 mL HBSS ve en son 0,5 mL
tripan mavisi (Sigma) koyarak 1 mL’ye tamamlandi. Bes dakika beklendikten sonra
sayim kabi iginden alman 10 pL 6rnek CEDEX XS (Roche Diagnostics GmbH,
Roche Applied Science) marka hiicre sayim aletinde sayilarak 1 mL’de bulunan canli

hiicre sayis1 belirlendi.
b) XTT

Hiicreler flask tabanimi %85-90 oraninda kapladiktan sonra flask tabaninda
kalan hiicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile sayilarak 1 ml’de bulunan canli
hiicre sayist belirlendi ve her bir kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu
kaplara ekim yapildi. Caco-2 hiicreleri 24 ve 48 saat ayr1 ayr1 0. 1, 1, 5, 10, 25 ve 50
uM seranib-2 dozlar1 ile muamele edildikten sonra 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-
suiilfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolium  hidroksit (XTT) yontemi
uygulandi.
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Seranib-2’nin hiicreler tizerindeki sitotoksisitesi Scuderio P.A. tarafindan
tamimlanan XTT (Cell Proliferation Kit, Biological Industries) spektrofotometrik
yontemi ile belirlendi (91). Her 200 pl besiyeri igin 100 ul XTT ¢ozeltisi eklenerek
37 °C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan 450 nm’de olusan suda
¢cozlinebilir formazan boya absorbansi okumasi Trinity Biotech Captia Reader
cihazinda yapildi. (Trinity Biotech PLC, Bray CO. Wicklow, IRELAND). Canli
hiicrelerin mitokondrisinde olusan ve XTT iiriinii olan suda ¢o6ziinebilir formazan
yasayan hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden, ekstrakt verilen kuyucuklarda
okunan optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin yiizdesine ¢evrildi. Bu

islem i¢in agagidaki formiil kullanildi:

Her bir kuyucuktaki ilac verilen hiicre absorbansi X 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

XTT yontemiyle elde edilen sonuglarla ¢izilen grafikten Caco-2 hiicreleri igin
IC50 degeri hesaplandi ve ekstraktin apoptozis {izerine olan etkilerini
belirleyebilmek i¢in IC50’ye ¢ok yakin 2 konsantrasyon belirlendi.

c) Real Time-PCR (RT-PCR) Teknigi ile TNF-a, TNF-a R1Asit

Seramidaz Veya B-aktin Tayini

Deney siiresi sona erdiginde hiicreler kuyucuklardan toplandi ve santrifiij

islemi ile pellet haline getirildi. Hemen sonrasinda RNA izolasyonu islemine gegildi.
i) RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu ig¢in High Pure RNA Isolation Kit” (Roche, Almanya)
ve cDNA sentezi icin cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya) kullanilmistir.

1. Doku 6rnegi metal boncuklarin oldugu eppendorfa aktarilir. 30 frekansta 4 dk
homojenize edilir.
2. Boncuklar alinir ve 6rnek baska bir eppendorfa aktarilarak tizerine 200 ul
kloroform eklenir. VVortekslenir.
3. 12000 g’de ve +2 - +8 °C ‘de 15 dk santrifiij edilir.
4. 3 faz olusacak. Ust faz: RNA
Orta faz: DNA
Alt faz: Protein
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5. Ustteki RNA fazi alinir.

6. RNA’larin {izerine 500 ul izopropanol eklenir ve alt iist yapilir.
Izopropanol presipirasyon igin kullanilir.

RNA presipitasyonu i¢in oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir.
12000 g’de ve +2 - +8 °C “de 10 dk santrifiij edilir.

Stipernatant atilir, pelet kalir.

%75’lik ethanolden 1 ml eklenir. RNA peleti ethanol iginde vortekslenerek
yikanir.

7500 g’de ve +2 - +8 °C “de 5 dk santrifiij edilir.

Stipernatant atilir.

RNA peletinden ethanolii uzaklastirmak i¢in kurumaya birakilir.
RNA peletinin tizerine RNAaz free water eklenir.

RNA peleti birkag kez pipetajla ¢oziiliir.

55 °C’de 15 dak inkiibe edilir.

. Ependorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80 °C’de saklandh.
i) RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla 1,5 pl RNA (Thermo
entific, Nanodrop 1000, USA) 260 nm dalga boyunda optik dansite Slgiilerek
aplandi.

iii) cDNA Sentezi

1. Total RNA (500 ng) + ddH,O= 9.4 ul olacak sekilde karigtirtlir.

2. Uzerine 1 ul random primer, 1 pl oligo-dt eklenir.

Total: 11.4 pl
3. 65°C’de 10 dak inkiibe edilir.

Komponent hazirlanir:

Buffer 5x “4ul

Reverse transkriptaz 1,1

Protektor RNAase inhibitér : 0,5 pl
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Deoxintikleotit mix 22l
DTT 1l
Total: 8.6 ul

4. 11,4’lik total tizerine 8,6 pl komponentten dagitilir ve vortekslenir.
5. 29°C’de 10 dak
48 °C’de 60 dak cDNA sentezi igin PCR sartlar1
85°C’de 5 dak
6. Cikan Ornekler +2 - +8 °C’de 1-2 saat; -15 ila -25 °C’de daha uzun siire

saklanabilir.
iv) RT- PCR

Tnf-alfa, Tnf-alfa reseptor 1 ve asit seramidaz (hedef genler) ve p-aktin (referans
gen) mRNA diizeyleri, Dual Label (Tagman prob) kullanilarak Roche Nano
Lightcycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) ile o6l¢iildi. RT-PCR igin
tablo 3,3 deki karigim hazirlanip reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3.6: RT PCR igin miks igerigi.

Karisim Miktar (pul)

Reconstituted primer /probe miks (TNF-a, TNF-a 1
R1,asit seramidaz veya B-aktin)

2X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4
Cdna 5
Toplam 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gergeklestirildi:
95° C’de 10 dk
95° C’de 20 sn

55° C’de 30 sn 50 déngii
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72° C’de 20 sn

Calismanin sonuglar1 LightCycler® Nano Software ile analiz edildi.
v)Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

Tnf-alfa, Tnf-alfa reseptor 1 ve asit seramidaz (hedef genler) ve p-aktin

(referans gen) primer dizileri Roche, Almanya tarafindan dizayn edildi.
vi)Deney Gruplari

Seranib-2 maddesinin hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkisinin XTT yontemi ile
belirlenmesi  i¢in asagida belirtilen gruplar olusturuldu. Belirtilen madde
konsantrasyonlari Caco-2 hiicrelerine 24 ve 48 saat ayri ayr1 uygulandi. 24 saat igin
her grup 3 6rnek ve 48 saat icin de her grup 3 6rnek olacak sekilde olusturuldu ve

3’er kez tekrar edilerek toplamda her grup igin 9 tekrar gergeklestirildi.

1. grup : Kontrol grubu, sadece besiyeri uygulandi.
2. grup : 0.1 pg/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)
3. grup : 1 ug/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)

4. grup : 5 ug/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)

5. grup : 10 ug/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)
6. grup : 25 pg/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)
7.grup : 50 pg/ml seranib-2, 24 ve 48 saat (n=9)

vii) Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Statistics Program for Social and Science)
programi ile gergeklestirildi. Calismada yapilan biitiin 6l¢timler ti¢ kez tekrar edildi
ve sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
one-way ANOVA varyans analizi uygulandi. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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4 BULGULAR
4.1 Seranib-2’nin Hiicre Canlhihgina Etkisi

Maddenin hiicre canliligi iizerine olan etkisi XTT yontemiyle belirlendi.
Coziicti olarak kullanilan en yiiksek %1 oraninda bulunan DMSO hiicre yasam
oraninda herhangi bir degisime neden olmadi. Seranib-2 nin, Caco-2 hiicre canliligini
tizerine etkisini kontrol ile karsilastirdigimizda 1 uM’dan itibaren azalmaya
basladigim1 ve 50 uM Kkonsantrasyonda 24 ve 48 saatte sirasiyla %47 ve %52
oraninda azalttigini1 goriilmistiir (p<0.001). Bu sonuglara gore 24 ve 48 saat igin

IC50 degeri 50 pg/ml olarak bulundu.

Tablo 4.7: Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki maddenin Caco-2
hiicrelerine 24 ve 48 saatligine uygulanmasi sonucunda % olarak yasayabilen hiicre

oranlart. Kontrol grubuna gore *: p<0.05- **: p<0.01-***:p<0.05

Yasayabilen hiicre orani (%+SD)
Gruplar 24 saat 48 saat
Kontrol 100+5,1 100+2,85
DMSO 99,9+6,7 100+3,37
0,1 pg/ml 95,2+5,4 89,4+3,32
1 pg/ml 86.5+5,9* 84,7+2,18*
5 ng/ml 80,8+10,6** 80,4+2,05%*
10 pg/ml 77,4+8,6%** 72,743,23%**
25 pg/ml 57,7£7,6%** 55,64, 77*%*
50 pg/ml 53£9,7#** 47,514 4%**

24 ve 48 Saat XTT Olgiim Sonuclar
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Sekil 4.20: Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki maddenin Caco-2
hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda % olarak yasayabilen hiicre

oranlar1. Kontrol grubuna gore *: p<0.05- **: p<0.01-***:p<0.05
4.2 Seranib-2’nin TNF-a Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Caco-2 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 25 ve 50 pg/ml ceranib-2 uygulamasi
sonucunda olgiilen TNF-a gen ekspresyonu sonuglari kontrol grubu “1” kabul edilip

oranlanarak rolatif degerleri hesaplandi.
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CACO hicreleri TNF-alfa ifadelenmesi
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Sekil 4.21: Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki maddenin Caco-2
hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda 6l¢iiliip hesaplanan

rolatif TNF-a gen ekspresyon diizeyleri.
4.3 Seranib-2’nin TNF-a Reseptor-1 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Caco-2 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 25 ve 50 pg/ml ceranib-2 uygulamasi
sonucunda olgiilen TNF-aR1 gen ekspresyonu sonuglart kontrol grubu “1” kabul

edilip oranlanarak rolatif degerleri hesaplandi.
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CACO hucreleri TNF-alfa Reseptor mRNA ifadelenmesi
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Sekil 4.22: Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki maddenin Caco-2
hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda 6l¢iiliip hesaplanan rolatif TNF-

aR1 gen ekspresyon diizeyleri. Kontrol grubuna gore *: p<0.05.
4.4 Ceranib-2’nin ASAH Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Caco-2 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 25 ve 50 pg/ml ceranib-2 uygulamasi
sonucunda olgiilen ASAH gen ekspresyonu sonuglari1 kontrol grubu “1” kabul edilip

oranlanarak rolatif degerleri hesaplandi.

CACO hiicreleri ASAH mRNA ifadelenmesi
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GRUPLAR

Sekil 4.23: Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki maddenin Caco-2
hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonucunda olgiiliip hesaplanan rolatif ASAH

gen ekspresyon diizeyleri. Kontrol grubuna gore ****: p<0.0001.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanserler gastrointestinal traktusta en sik rastlanan kanserlerdir.
ABD ¢ de yilda 145.000 iizerinde yeni olgu tanisi1 konmaktadir ve her yil 55.000
uizerinde hasta bu hastaliktan 6lmektedir. Bu durum, kolorektal kanserleri ABD ‘de
ikinci en sik &ldiiriicii kanser sirasina koymaktadir. insidans kadin ve erkeklerde
birbirine esit olup bu durum yaklasik 20 yildir degismemistir. Yaygin uygulanan
tarama programlar1 ile bu oldiiricii hastaligin sikligi azalmis olmalidir. Erken
saptanmasi, tibbi ve cerrahi tedavideki gelismeler son zamanlarda kolorektal hastalik

mortalitesinde goriilen azalmadan sorumlu tutulmaktadir. (93)

Yasamimiz siirdiirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi gerekir.
Yasam siiresini dolduran hiicreler viicuttan atilirlarken yerlerine yenileri gelir.
Bu denge genlerin kontrolii altindadir. Bazi genler hiicrelerin boliinlip ¢ogalmasini

saglarken, bazilar1 da asir1 hiicre tiremesini onlerler(1).

Bazen hiicreler, ¢evresel faktorlerin ¢ok basamakli bir siire¢ i¢inde, hiicre
DNA’sinda  ve  kromozomlarm  fonksiyonel  birimleri  olan  genlerde
olusturdugudegisiklikler neticesinde kontrolsiiz olarak boliinmeye baglarlar ve
normalde olmayan bir olusum meydana getirirler. Bu olusum komsu dokulara ve
uzak organlara yayilabilir. Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve yayilma
ozelligine sahip olmasi ile gelisen biiyiikk bir grup hastaliga kanser adi verilir.
Kanser hastaligimin ortaya c¢ikabilmesi igin yalnizca kontrolsiiz ¢ogalma yeterli
degildir. Hiicrenin invazyon (diger saglikli dokulari istila etme) ve metastaz
(dolagima gegerek saglikli  bagka dokulara yayilma) gibi diger malign

ozellikleri de kazanmasi gerekmektedir.(2,3)

Karsinogenezin temelinde, hiicrenin yasamasi, bilylimenin kontrolii ve
diferansiasyongibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri birgok
fenotipik ozellikler kazanir. Bu degisimler, timdr hiicrelerinin hizli ve sinirsiz
cogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin
mikrogevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve metastaz yapma
ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin seri mutasyonlari

farkli mekanizmalar araciligiyla malign fenotipin olusumuna katkida bulunur .(7)
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Kolorektal kanser normal dokuda buyumeyi kontrol eden molekuler
mekanizmalarin bozulmasma Yol acan bir seri genetik degisiklerin birikimi
sonucunda olusmaktadir. Karsinogenezde ilk degisiklikler hucre buyumesi ve
programlanmis hucre olumu (apoptozis) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve
histopatolojik incelemelerle tesbit edilemeyen oldukca hassas olaylardir. Epitel
hucresinin neoplazik surece girmesi icin gerekli olan genetik degisimler temelde
birbirinden farkli olan iki mekanizma ile aciklanmistir. Bunlardan biri allelik
kayiplar ve anoploidi ile karakterize olan kromozomal Kararsizliklar (genomic
instability), digeri de bazi karmasik DNA mutasyonlar1 ve diploidi nin artmasi ile
kendisini gosteren degisikliklerdir (Microsatellite instability-MSI).  Genomik
kararsizlik yeterince mutasyona ugramis bir hucrenin kanser hucresine donusumune
musait bir durum olusturarak adenom ve karsinomlarin olusumunda onemli rol

oynar.

Kolorektal kanser gelisimine sebep olan genetik degisiklikler uc temel

gurupta incelenebilir;

1- Tumor supresor gen aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi.

2- Protoonkogenlerde olusan degisiklikler.

3- DNA onarimi (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu/
aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik
tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore
(fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da
siniflandirtlir.(10,11) Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor tirozin
kinazlar (RTK) denilmektedir.

Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi soz
konusudur(9).Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi
(FAK) ve “Janus Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir. Istirahat
halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biiyiime
faktorleri veya sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen bu

proteinler, sitoplazmadaki veya niikleustaki hedeflerine yonelirler. Sitoplazmik
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tirozin kinazlarin stirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon,
timor biiyiimesi, motilite ve invazyon artis1 ile anjiyogenez gibi malign fenotipe
0zgii hiicresel olaylar1 hizlandirir.(12,13) MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein
kinases™ siiper ailesinde yer alirlar(20) . Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan
bu proteinler hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok Onem
tasimaktadir. Bu sinyal iletimi kaskadlari, embriyogenezis, yasama, g¢ogalma,

diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir.

Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve timor promoter
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslar ve
sirastyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile

kinaz kaskadu ilerler. Ras ve Raf protoonkogendir.

EGF ve PDGF gibi biiyiime faktorlerinin fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K)
yolunu uyarmalarinda Ras’in etkinligi minimal diizeydedir. Buna karsilik onkojenik
Ras, P1-3K yolunun gii¢lii bir aktivatoridiir. Onkojenik Ras bu yolu aktive ederek
apoptozisi baskilar(2,25) .Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) ailesi, biiyiime ve yasama
sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir(26). Reseptoriin uyarilmasindan sonra
PI-3K, hiicre membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler.
Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir lipid mediatordiir. PIP3, PIP3

bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur
(9).

Protein kinaz B uyarisinin dogrudan etkili oldugu hiicresel islevlerden biri de
apoptozistir (26). PKB, proapoptotik BAD proteini ile kaspaz 9 iizerinde inhibitor
etki gosterirken, NF[IB uyarisi ile de antiapoptotik cevabi desteklemektedir(26).
“Signal transducer and activator of transcription (STAT)” proteinleri 1990’11 yillarin
basinda interferon (IFN) aracili olarak gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ile
birlikte tanimlandi. Giinliimiizde, gesitli sitokinlerin farkli STAT proteinlerini aktive

ettikleri bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yedi STAT proteini tanimlanmastir.

Bunlar; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6
olarak adlandirilmaktadir(38). STAT3 ve STATS aktivitelerinin kontrolsiiz isleyisi
malign transformasyonda rol oynamaktadir. STAT proteinleri iki mekanizma

araciligiyla  karsinogenezde etkili olur. Bunlardan biri STAT’in siirekli
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aktivasyonudur. Diger degisim ise proteinin c-ucunun mutasyona ugramasidir.
Devamli olarak aktif olan STAT proteini antiapoptotik yollar1 uyararak malign
stirecte etkili olabilir. IL-6 ile devamli STAT3 aktivasyonu uyarilan multipl
miyeloma hiicrelerinde antiapoptotik proteinlerden Bcl-xL ve Mcl-1’in arttig

gosterilmistir(40).

Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor siipresor gen inaktivasyonlari, hiicrenin
kontrolstiz ¢ogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve metastaz
yetenegi kazanmasi gibi malign o6zellikler kazanmasina yol acar(2,49,50). Hiicre
biiylimesi, farklilagsmasi ve c¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana
gelen mutasyonlar timor gelisimine, timor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre

biiyiimesine neden olur.

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan(60) nekrozdan (61)
farkli olarak gergeklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre
Olimiinii ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak
yapraklarin agagtan, petallerin ¢igekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir.
Bugiin de bu terimin kullanim: uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan
hiicre 6liimiinii anlatir. Teorik olarak apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar
ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmig
bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin
intihar1 olarak tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize
radyasyon ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gergeklesen hiicresel
lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin

apoptoza neden oldugu soylenebilir.(61).

Apoptozis  ekstraselliller ve intraselliler —mekanizmalar tarafindan
baslatilabilir. ~ Proapoptotik proteazlar ve mitokondrial mekanizmalar spesifik
endoniileaz aktivasyonuna ve DNA fragmantasyonuna neden olur. Seramid
proapoptoitk mekanizmalar1 tetikleyen bir lipid mediatoriidiir. Kolon hiiclerinde
kanserli hiicrelere gore daha yiiksek diizeydedir. Seramid analoglar1 veya seramidaz
inhibitorleri kullanilarak hiizresel seramid igerigi diizenlenebilir ve 6zellikle kanser

hiiclerinde apoppitotik yolaklar aktive edilebilir. Hiiclerde sermid birikimi bir ¢ok
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ekstraselliiler uyaranla indiiklenebilir. (TNF a, radyasyon , FAS ligand , IFN a ,

kemoterapi vs)

Cogu kanser tiirtinde oldugu gibi kolon kanserinin gelisiminde de apoptosis
onemli rol oynamaktadir. Kontrolsiiz hiicre poliferasyonunun yaninda azalmis
apoptosis de kolon kanseri gelisimine katki saglamaktadir. Apoptosisin azalmasi pek
cok faktorle iliskili olabilmektedir. Kolon kanseri gelisimi de bu faktorlerle iliskili
oldugu bilinen ¢ok basamakli bir siiregtir .(109)

Timor dokusunda apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere orani
belirlenebilmektedir ve bu oran, apoptozisin siddetini belirtmektedir. Bu, tiimdoriin
tipini ve evresini belirlemede, tedaviye verecegi yanitt 6nceden tahmin etmede ve
prognozu saptamada yardimci olabilmektedir. Apoptosis mekanizmasimin daha iyi
anlasilmasinin, kolon kanserinin tedavisinde biiyiik dl¢iide yarar saglayacagi acik bir
gergektir.(113)

Apopitozisi regiile eden sistemler igerisinde hiicresel sfingolipidler 6nemli bir
rol oynamaktadir. Sfingolipidler membran ve hiicre igi lipidler olarak hiicre sagkalim
tizerinde ¢esitli yolaklar1 diizenlemektedirler. Bir ¢ok hiicresel proges igerisinde etkin
rol oynarlar. Ornegin; biiyiime, adhezyon, migrasyon, otofaji, nekroz ve apopitozis.
Sfingolipid mekanizmas1 kompleks bir sistem {izerinden etki eder. Sistem
icerisindeki baz molekiil seramid bir ¢ok enzim ile etkileserek glikosfingolipidlere ve
sfingozin 1 fosfata doniisiir. (160-162)

Sfingozin 1 fosfat seramid aracili apopitozisi antagonize eden biyoaktif bir
molekiildiir. Bunu ERK y1 aktive ederek ve seramid bagimli JNK aktivasyonunu
baskilayarak gerceklestirir. Biiytime faktorleri (PDGF, EGF, VEGF, TGF b, IGF 1) ,
sitokinler (TNF a, IL ler) ve hormonlar sfingozin 1 fosfat aktivasyonunu stimiile
ederler.

Bir ¢ok literatiir sfingozin kinaz 1 / sfingozin 1 fosfat sinyalizasyonunun ilag
direng gelisiminde 6nemli bir yere sahip oldugunu vurgular. Ciimkii bu sinyal kanser
hiicrelerini kemoterapinin indiikledigi apopitozisden korur. Ornegin prostat
adenokarsinomlarda sfingozin 1 kinaz ilaca bagli apopitozisi regiile eder ve

kemoterapi sensorti olarak kullanilir (163).
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Bir lipid kinaz olan sfingokinaz, insanlarda, farelerde, mayalarda ve bitkilerde
bulunan seramid / sfingozin 1 fosfat dengesinde regiilator olarak rol alir. Sfingokinaz
1 © deki artis sfingozin 1 fosfat akiimiilasyonuna sebebiyet verir. Buda apopitotik
mekanizmalari artirir. Ozellikle akciger kanseri, mide kanseri, over kanseri ve bobrek

kanserinde miktar1 artmistir.(168)

Sfingokinaz 1, bir ¢ok calismada kanser hiicrelerinde over exprese oldugu
gosterilmistir. Calismalarda sfingokinaz 1 oraninin kanserli olmayan hiicrelere gore 2
ila 8 kat daha fazla oranda oldugu gosterilmistir. Sfingokinaz oranindaki bu farkin
kanser metastaz1 azalmig sag kalim ve kotii prognozla alakali olabilecegi
diistiniilmustiir. (165,166)

Hatta bazi yayinlarda bazi kanserlerin prognozunu belirlemede yeni tiimor

markeri olarak sfingokinaz 1’i énermislerdir.(167)

Otuz dort ¢aligmanin derlendigi bir metaanalizde sfingokinaz 1, mRNA ve
protein expresyon diizeyleri aragtirilmistir. On yedi ¢alismada sfingokinaz 1, mMRNA
diizeyleri, on iki ¢alismada sfingokinaz 1 protein diizeylerine bakilmistir. Biitiin
caligmalarda sfingokinaz 1, mRNA ve protein expresyon diizeylerinin kanserli

hiicrelerde artis egiliminde oldugu gosterilmistir. (168)

Mitokondri, seramidin indiikledigi apopitozisde MOMP (mitokondrial dis
membran permeabilitesi) ‘ni degistirerek merkezi rol oynar. MOMP ° da Bcl-2
proteini tarafindan regiile edilir. Reaktif oksijen firlinlerinin (ROS) iiretimi ile

sonuglanir. Stokrom-c * nin stozole salinimu ile apopitotik proges baslatilir. (169,170)

Mitokondriye bagli hiicresel degisikliklerin yani sira seramidin apopitozis
tizerindeki etkisini diizenleyen hiicresel hedefler vardir. Bunlardan birisi MAPKs
(mitogen activeted protein kinaz) . MAPKs de seramid metabolizmasindaki
enzimleri diizenleyerek seramid metabolizmasin1 Bcl-2 grubu proteinlerle birlikte
regiile eder.(171-173)

Intraselliiler sfingozin 1 fosfat diizeyleri sfingozinin sfingokinaz tarafindan
fosforillenmesi ile ve daha az oranda da sfingozin fosta 1 fosfataz tarafindan
degregasyonuyla endoplazmik retikulumda doniisiimlii olarak ya da sfingozin 1

fosforilaz tarafindan doniisiimsiiz olarak olusturulur. Sfingokinaz © in iki adet
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izoformu mevcuttur. Bunlar sfingokinaz 1 ve sfingokinaz 2 * dir. Bunlarin Katalitik
Ozellikleri, hiicre i¢i lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar1 farklidir. Sfingokinaz 1,
antiapopitotik faktor, sitozolde yer alir. Sfingokinaz 2, uyaran sonrasi hiicre
membrani iizerine etkili proapoptotik faktor, uyari sonrasi Sitozol ve niikleus iizerine
etkili proapoptotik etkiyi ise mitokindri {izerinden saglayan diger izoformdur.
Sfingokinaz 2 fazla miktarda iiretilirse palmitatin seramide doniisiimiinii artirir,

sfingokinaz 1 ise tam tersi ¢alisir.(171, 174, 175)

Apopitozisde seramid, sfingozin sfingozin 1 fosfat ve bunlarin Bcl-2

proteinleri tarafinda regiilasyonu énemlidir.

Bcl-2 / Bcl-xL sfingozin kinazlart aktive ederek sfingozin fosfat
aklimiilasyonuna neden olarak apopitozisin azalmasina neden olur. Ayn1 zamanda
CersS (seramid sentetaz) ve sfingomiyelinaz1 baskilayarak seramidi ve apopitozisi
baskilar. Bax / Bak seramid sentetaz aktivitesini artirarak seramidi ve apopitozisi

artirir.

Mitokondri dis membraninda seramid kanallarimin olusmasi i¢in Bcl-2
proteinlerine ihtiya¢g olmamasina ragmen bu kanallarin olusumu Bcl-2 tarafindan siki
bir sekilde regiile edilmektedir.(176).

Proapopitotik Bax geni mevcut olan seramid kanallarin1 genisletir. Seramid

proapoptoitk mekanizmayi ii¢ major yolla aktive eder.

1) Indirekt olarak kaspazlar1 aktive ederek, sistein proteazlar kaspaz 3 ii aktive
ederler, buda endoniiklezlarin aktive olmasina ve DNA fragmantasyonuna yol
acar.(146)

2) Protein kinaz yolaklarin1 aktive eder. SAPK/JNK aktivasyonu c-jun
fosforilasyonuna sebep olur buda kaspaz 3 e baghh mekanizmalari uyararak
apoptozisi aktive eder.(148, 149)

3) TNF reseptor 1 ve FAS reseptorlerinin hiicre membraninda sayisini artirarak
antitimor T lenfositlerinin ve diger Fas ligand ve TNF ye bagl yolaklarin aktif hale

gelmesini saglar.(142)

Son c¢aligmalarda seramidin kanser patogenezinde ve konvansiyonel

tedavilerin basarisiz olmasinda nemli bir yere sahip oldugu saptanmistir. Ornegin
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radyoterapiye drencin hiicre igi seramid dretiminin Onemli derecede azalmis
olmasina bagl oldugu ortaya konmustur. Tiimor hiiclerinde azalmis seramid diizeyi
nedeni ile seramid diizeyini regiile eden ajanlar bu hiicrelerde daha etkilidir(145-
147).

Kemoterapi kanser tedavisinde temel yaklasimlardan birisidir. Hedefe yonelik
tedavi kemoterapinin etkinligini artirmaktadir. Ilag drenci kemoterapinin etkinligini
azaltigindan dolayr ciddi bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ilag drenci
intrensek veya kazanilmis olabilir. Intrensek direng kemoterapi uygulanmasindan
once timor hiicrelerinin biiyiik bir kismi tarafindan direng diizenleyen faktorlerin
salinmasin1 ifade eder. Kazanilmis ilag drenci ise tedavi esnasinda gelisir.
Baslangigta ilaca duyarli olan tiimor hiicreleri yeni gelisen mutasyonlar sonrasinda
veya adaptif mekanizmalarla direng kazanir. Bu adaptif dren¢ mekanizmalar1 timor

relapsi ve tedaviye direngli olgulari agiklamaktadir.,(158,159)

Ilag direncine yonelik birgok mekanizma ortaya konmustur. Bunlardan
bazilari ilag efflux, ilag metabolizmasindaki degisiklikler, ilag reseptér mutasyonlari,
kanser kok hiizrelerinin bulunmasi, apopitozisi diizenleyen sinyallerin inaktive
edilmesidir. Ozellikle apopitozis direngli fenotipler tedavide ciddi sorun
olusturmaktadir. Clinkii kemoteropatik ajanlar farkli mekanizmalarla etki gosterseler
dahi final yolak apopitozis etki gostermektedir. Sayet apopitozis direci ortadan

kaldirilirsa kemoterapinin etkinligi artacaktir.(160,161)

Birgok kemoteropatik direncini diizenleyen molekiiler yolaklar seramid
yolaklar1 ile yakindan iligkilidir. Bircok kemoteropatik ajan; daunorubucine
cannabiodes ve etoposide ve diger sitrese sebebiyet veren agonistler (Fas ligand)
endojen seramid diizeyinde sentezi artirarak etki gosterirler. Ayrica meme kanserinde
TNF a, hepatomada etanol endojen seramid miktarini sfingomiyelin hidrolizi yaparak
artirirlar. Melanomada glikoseramid katabolize olarak seramide doniisiir ve hiicre igi
seramid artis1 ile apopitozis meydana gelir. Baska bir yolda glikoseramid sentetaz
asir1 ekspresyonu glikoseramid biyosentezini aktive eder. Multi ilag rezistansinin

nedeni budur.

Spinedi ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, CHP-100 néroepitelyal hiicreleri

18 saat NOE konsantrasyonuna maruz birakilmis, sonug¢ olarak seramidlerin
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glukozillenmesini engelledigi ortaya konmus. Hiicre i¢i seramid miktar1 artmistir.

Artan seramid miktarina bagli olarak hiicrelerde apopitozis artis1 goriilmiistiir.(160)

Raisova ve arkadaslariin insan keratinosit ve melonositlari iizerinde yaptigi
calismada D-e-MAPP ve D-NMAPPD enzimlerinin asit seramidaz aktivitesinin
baskiladig1 gézlemlenmistir. Seramid seviyesinin artmasida apoptozisi artirmig hiicre
proliferasyonunu baskilamistir. Bu bulgular seramidaz inhibitorlerinin antiproliferatif

ve sitotoksik ilaglarin yeni bir tedavi grubu olacagini ortaya koymustur.(134)

Liu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, proapopitotik molekiil olan seramid
ile antiapopitotik spingolipid olan sfingozin 1 fosfat kanser patolojisinde ve kanser
tedavisine kars1 gelisen direngte Onemli rol oynamaktadir. Normal sfingolipid
dengesi olusturmaya yonelik ilaglarin, seramid diizeyini artiran ve sfingozin 1 fosfat
diizeyini diistiren, kanser tedavisinde kullanimini giindeme getirmistir. Seramidi
metabolize ederek seviyesini digiiren asit seramidazlarin kanserli hiicrelerede
kemoterapi direncine neden oldugu goriilmiis ve seramidaz inhibitorlerinin

kemoterapoétik ilaglarin etkinligini artirdigi ortaya konmustur.(137)

Lépine ve arkadaslar1 doksorubucine tedavisinin otofajik aktiviteyi ciddi
derecede azalttigini, hiicrelerin apopitozis duyarliligini artirdigin1 gostermistir. Bu
calismada doksorubucine seramid sentezini artirarak AKT yi (protein kinaz B)

baskilamakta bu da koruyucu otofajiyi apopitozise kaydirmaktadir(144).

Vejselova ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada; gelisen tiimor hiicrelerinde
seramidazlarin seramidi hizlica ortamdan kaldirarak mediatér gérevi yaptigi bazi
kanser hiicrelerinde tespit edilmistir. Fibrosarkom (131) prostat kanseri (151) malign
melanom (152 ) hepatoma (153) serviks kanseri (154)

Ayrica asit seramidazin asir1  exprese olmast Kkanser hiicrelerinin
kemoteropatik ilaglara olan direnci artirdigi ortaya konmustur. Mevcut seramidaz
inhibitor ilaglar uzun zincir alkali yapida olan zayif farmakolojik o6zelliklere ve
biyoavilibiteye sahip ilaglar oldugundan kemoterapatik amacla kullanimi
sinirhdir.(176). Bu nedenle kiigiik ilag benzeri molekiil olan seranib 2 kanser
tedavisinde teropatik amagh kullanim igin iretilmistir. Seranib 2 nin antitimor
etkisini net olarak ortaya koyan bir ¢alisma heniiz yoktur. Sermidaz enzimini inhibe

ederek hiicre igi seramidin armasina ve apopitozisin artmasina sebep oldugu hipotezi
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mevcuttur. Bir ¢ok insan tiimor hiicresinde seramid diizeyi normal hiicreye gore
malignensi derecesi ile dogru orantili olarak azalmistir. Bu konu ile ilgili
hipotezlerden kanser hiicrelerinde bir ¢ok tiimor siipresor sinyalin seramid tiretimini
stimiile ettigi ve bununda apopitozisi artirdigi ortaya konmustur. Son c¢aligmalar
intrselliller seramid diizeyini kontrol eden yolaklarin antineoplastik tedavide

potansiyel yeni hedefler olabilecegini ortaya koymustur.(156)

Bu vyolaklardan en onemlisi seramidaz yolagidir. Seramidaz seramid
hidrolizini kontrol ederek hiicre zarinin sfingolipid yapisini regiile eder. Memeli
hiicrelerinde sfingozin 1 fosfat enzimi sfingomiyelinden seramid olusumunu saglar.

Seramidin hidrolize olmasi ile seramid 1 fosfat sfingozin olusmaktadir. (157)

Asid seramidazlar proapopitotik bir lipid olan seramidi hidrolize ederek
seramidin tiimor hiicrelerinde sag kalim, biiyiime ve 6liimiinii regiile eder. Seranib 2
nin etkili bir asit seramidaz inhibitérii oldugu ve asid seramidaz inhibisyonunda
kanser hiicrelerinin antiproliferasyonunda kilit rol oynadigi son ¢alismalarda ortaya
konmustur. Diger standart antitiimor ajanlarla birlikte uygulandiginda asid seramidaz

inhibitorlerinin sinerjistik etki ortaya koydugu goriilmiistiir.(155)



83

6.SONUC VE ONERILER

Bizim c¢alismamizda, seranib-2 nin Caco-2 hiicre canliligi {izerine etkisi
kontrol ile karsilastirildiginda 1 pM’dan itibaren azalmaya basladigi ve 50 uM
konsantrasyonda 24 ve 48 saatte sirasiyla % 47 ve % 52 oraninda azalttig:
goriilmistir. RT-PCR  sonuglarina gore, gruplar arasinda TNF-alfa mRNA
diizeylerinde herhangi bir fark gozlenmezken 24 saatte TNF-alfaR1 mRNA
diizeyleri, her iki konsantrasyonda da kontrole gére azalmis, 48 saatte ise bir fark
olusmamistir. ASAH mRNA diizeyleri ise 48 saat sonras1 50 uM’lik tedavi grubunda
tim gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Boylece c¢alismamiz,
seranib-2’nin zaman ve doz bagimh giiclii anti-kanser etkisinin oldugunu ortaya
koymaktadir. TNF-alfa mRNA ekspresyonunun degismemesi ancak TNF-alfaR1
MRNA diizeylerinin kontrole gore azalmis olmasi ise seranib-2’nin farkl
yolaklardan etki edebilecegini gostermistir.  ASAH MRNA diizeyinin tedavi
gruplarinda yiiksek ¢ikmasi kullanilan seranib-2 dozunun ASAH ekspresyonunu
diistirmede etkin olmadigimi veya hiicre 6liimiiniin seramidaz inhibisyonundan farkli
bir yolakdan seramidaz enzim iriinleri olan sfingozin ve sfingozin-1-fosfat

inhibisyonuyla olabilecegini diisiindiirmektedir.

Seranib-2 maddesinin etki mekanizmasinin net olarak ortaya konmasi, farkli
yolaklar tizerinden etkisinin goriilmesi gelecek calismalar i¢in arastirma konusu

olacaktir.
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