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l. GIRIS

Erigkin populasyonda tim kanserlerin % 10’ unu olusturan kolorektal
kanserler (KRK),dlinya genelinde tim kanserler arasinda erkeklerde 3.
sirada (kanser olgularinin % 10’u), kadinlarda 2. sirada (kanser olgularinin %
9,4’U0) yer almaktadir. KRK 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir.
Kansere bagl 6limlerde 4. sirada bulunan KRK nedeni ile tum dunyada yillik
608000 6lum (kansere bagl dlumlerin % 8’i) gozlenmektedir. KRK gelisimini
etkileyen muhtemel nedenler diyet ve diger cevresel faktorler, yas,
inflamatuvar barsak hastaligi (IBH) gibi predispozan hastaliklar, aile
Oykusunde kolon kanservarligi, olgunun kendisinde adenom ve karsinom
OykuUsunun olmasidir.

IBH ve ozellikle ulseratif kolit(UK) olgularindakRK riski normal
populasyona goére artmigtir.Bu risk hastaligin sdresi, kolonik tutulumun
yayginligi, inflamasyon siddeti artigi ile paralel olarak daha fazla artmaktadir.
UK' te hastaligin tutulumuna gére risk artisi degiskenlik géstermektedir. UK’
te KRK ortalama insidansi % 0,4 ve prevelansi % 3,5 tur. UK tanili
hastalarda tiim dlimlerin % 15’ ini KRK olusturmaktadir. Bu neden ile UK' te;
hastalik suresi 8-10 yil olanlarda kolonoskopik takibe baslanmasi ve negatif
saptananlarda her 2 yilda bir tam kolonoskopik inceleme 6nerilmektedir.

Hucre ve tumor gelisimindeki kisitli genetik bilgilerimizin 1s1§1 altinda
KRK hucresinde bazi kesin degisiklikler saptanmistir. KRKgenetik yatkinlik
ve cevresel etkiler arasindaki etkilesim sonucu uzun surede ortaya
cikmaktadir. Sporadik KRK, fokal displastik lezyon olan adenoma zemininde
gelisir ve adenom-karsinom sekansina gore seyreder. Sporadik KRK gelisimi,
klasik olarak genetik instabilite zemininde normal kolon epitelinin genetik
degisiklikler ile adenomatodz polip ve sonugta invaziv kansere donugumu ile
olusur. UK iligkili KRK gelisimi ise sporadik KRK geligsiminden farklihk
gosterir. Oncelikle UK iligkili KRK; adenomdan ziyade diiz zeminde gelisen,
inflamasyonun gozlendigi fokal ya da multifokal displazi gésteren mukozadan
gelisir ve inflamasyon-displazi-karsinoma sekansini takip eder.

KRK karsinogenezde kromozomal instabilite ve mikrosatellit instabilite
yolaklari, B-catenin/Wnt ara yolagi, TGFB/SMAD ara yolagi, RAF/RAS/MAPK



ara yolagr olmak uzere tUmoér olusum ve progresyonunda birgok yolak
tariflenmistir.  Bu  yolaklarin  herbirinde;  patogenetik mekanizmayi
farkhlastiran, birden fazla mutasyonun asamali olarak birikimi s6z konusudur.
Bu yolaklarda gorev alan bircok anahtar gende; K-RAS mutasyonu, B-RAF
mutasyonu, 18q delesyonu, APC mutasyonu, p53 mutasyonu gibi genetik ve
DNA CpG adacik hipermetilasyonu, kodlanamayan RNA (miRNA)
ekspresyonlari,spesifikhiston modifikasyonlari gibi epigenetik degisimler
gozlenmektedir.

KRK gelisimi ile ilgili epigenetik mekanizmalardan biri de DNA
paketlenmesinde gorevli olan histonlarin modifikasyonlaridir. Histonlar
uzerinde yapilan bu degisiklikler, kromatinin yapisinin gevsek ya da siki olma
durumunu etkileyerek gen ifadesinde duzenleyici rol oynar. Histonlardaki
modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun birlikte ¢alisarak gen ifadesinin
durumunu belirledigi ve bu sekilde hucrenin yazgisinin belirlenmesinde
onemli rol oynadigi kabul edilmektedir.Histonlardaki spesifik modifikasyonlar,
transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif kromatinin belirlenmesinde bir ¢esit
marker olarak kullanilabilir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu gibi
epigenetik degisikliklerin inflamasyonun bulundugu dokularda kanser
gelisiminde onemli roller Ustlendigi dusunumekte ve bu patogenezin
aydinlatiimasi igin ileri galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir Epigenetik kromatin
histon modifikasyonlarinin kanser hastalarinda son prediktorler olarak gorev
aldigi dusunulmektedir. KRK’de epigenetik kromatin histon
modifikasyonlarinin  bazilari ¢ahsilmig olmakla beraber, modifikasyon
paternlerinin timinin prognostik 6nemi rapor edilmemistir. LiteratirdeUK ‘li
hastalarda epigenetik kromatin histon modifikasyon paternlerini gosteren ve
UK ile KRK ‘inepigenetik kromatin histon modifikasyon paternlerini
kargilagtiran c¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla, ¢alismamizdaKRK’ de
son prediktdor olarak epigenetik global histon modifikasyonlarinin rolu
arastirlacak ve epigenetik globalhiston modifikasyonlari yoninden UK
olgulariyla karsilastiriimasi yapilacaktir. Ayrica UK’ te KRK gelisim riski
yoninden hasta takibinde epigenetik kromatin histon modifikasyonlarinin bir

marker olarak degeri arastirilacaktir.



I.GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Erigkin populasyonda tum kanserlerin % 10’unu olugturan kolorektal
kanser (KRK); ozellikle Kuzey Amerika, Avrupa gibi modern yasam tarzina
sahip diger bolgelerde, kanser iligkili mortalite ve morbiditenin ana
nedenlerinden biridir. 1960’tan 2000 yilina kadar olan suregte KRK sikhginda
nufus artisina paralel olarak artis gézlenmigtir ancak son 10 yilda ise erken
tarama programlari ve polipektomiler sayesinde sikliginda azalma
gozlenmektedir. KRK dinya genelinde tim kanserler arasinda erkeklerde 3.
sirada (kanser olgularinin % 10’u), kadinlarda 2. sirada (kanser olgularinin %
9,4'l) ve kansere bagl 6limlerde 4. Sirada yer almaktadir [1].Ulkemizde
2006 yilinda agiklanan Saglik Bakanhgi verilerine gore erkeklerde akciger,
prostat ve mesane kanserinden sonra doérdincl; kadinlarda ise meme
kanserinden sonra ikinci en sik gorulen kanserdir.

KRK’ den tim dunyada yillik 608000 6lum (kansere bagh olumlerin %
8’ i) beklenmekle birlikte rutin tarama testlerine bagli artan erken tani oranlari
ve gelisen tedavi olanaklari sayesinde son 30 yillik slUregte kolon kanserine
bagdli mortalite ve morbidite de belirgin azalma gdzlenmektedir. Hastaligin
erken evrede yakalanmasi; minimal morbidite ve mortalitesi olan uygun
cerrahi girigime olanak vermekte ve bu sayede de maligniteye daha yuksek
oranlarda kuratif yanit alinabilinmektedir [2].

2.2. Kolorektal Kanserde Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Kolorektal kanser gelisimini etkileyen muhtemel nedenler diyet ve
diger cevresel faktorler, yas, inflamatuvar barsak hastaligi gibi predispozan
hastaliklar, aile KRK hikayesi varlidi, kisinin kendisinde adenom ve karsinom
OykUsunun olmasidir [3-5]

2.2.1. Yas

Yas sporadik KRK gelisimi igin en onemli risk faktoradur. Yas
ilerlemesi ile birlikte; genetik anormalliklerin sikliginin artmasi ve gevresel
faktorlerin daha uzun sureli etkisi ile 6zellikle 50 yas Uzerinde KRK geligimi

riski belirgin olarak artmaktadir. Ortalama KRK gorulme yasi 60-65'tir. 40



yasindan sonra her dekadta bir KRK riski ikiye katlanarak artig gosterir ve 75
yasinda en ylUksek orana ¢ikar[3, 5].

2.2.2. Diyetsel Faktorler

Cevresel faktorler arasinda en etkili olanlardan bir tanesi diyetsel
faktorlerdir. Yuksek yag icerikli diyet tuketimi ile birlikte KRK gelisimi riski de
artis gostermektedir. Hayvansal yaglarin alinmasi sonucu intestinal alana
daha yodun safra gegisi ve barsak mikroflorasinda anaerob flora artisi
izlenmektedir. Daha disuk yag orani iceren deniz mahsulleri ve bitkisel diyet
ile KRK riskinde gotrece azalma izlenmektedir. Lifli gidalar fekal transit
suresini ve gaita hacmini artirarak karsinojen ajanlari dilue eder; bu sayede
kolon mukozasinin karsinojenik ajanlara temas suresi azalir ve KRK riskinde
azalma gozlenir [6, 7]. Anti oksidan ve barsak mukozasinin karsinojen
ajanlara karsi koruyucu etkileri sayesinde selenyum, E ve C vitaminleride
KRK gelisim riskini azaltmaktadir [8]. Ozellikle sik ve duizenli alkol alimi (>45
gr/gun) anormal DNA metilasyonundan dolayi KRK ve adenom sikligini
arttirmaktadir[9, 10]. Sigara icimi KRK ve kolon adenom sikliginda artisa yol
agmaktadir. Risk sigaraya baslama yasinin azalmasi ve gunlik
tuketilensigara sayisinin artmasi ile dogru orantihdir[11].

2.2.2. Genetik Faktorler

KRK, ailesel sendromlar yerine siklikla sporadik olarak meydana
gelmektedir. Herediter nonpolipozis kolon kanseri (HNPCC) ve Familiyal
adenomat6z polipozis koli (FAP) en yaygin ailevi kolon kanser sendromlari
olmasina ragmen tim KRK olgularinin sadece % 5’ini olusturmaktadir [12,
13].

Familiyal Adenomatdz Polipozis Koli (FAP): Kromozom 5 (5g21)
Uzerinde lokalize adenomatdz polipozis genindeki (APC geni) germline
mutasyonlar sonucu olugsan FAP otozomal dominant (OD) olarak kaltilir.
Tum kolonda c¢ok sayida adenomatéz polip gelisimiyle karakterize bir
sendromdur. FAP demek igcin en az 100 polip olmalidir. Genellikle hayatin
ikinci on yilinda goérulur ve ortama 16 yasinda semptomlar ortaya cikar.
Birgok KRK'in Uguncu on yilda baglamasi nedeni ile proflaktik kolektomi en

gec 20-25 vyaslarinda yapiimahdir. Profilaktik kolektomi yapilmaz ise;



hastalarin % 90’indan fazlasinda, kolonda bir ya da daha ¢ok odakta, 40 yas
uzerinde KRK gelisimi izlenir. FAP tum KRK'’in % 0,5’inden sorumludur[5, 14-
16].

Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri (HNPCC) Sendromu:

HNPCC iki sendromdan (Lynch | ve Lynch Il) olugur.

Lynch | Sendromu:Daha erken baglangichdir. Siklikla sag tarafta
lokalize ya da birden fazla lokalizasyonda kolon kanserinin goéruldugu alt
tiptir.

Lynch 1l Sendromu:Lynch | sendromuna ek olarak endometrium,
meme, mide, over diger kanserlerle de birliktelik ve risk artigi bulunur.

HNPCC’ de sporadik kanserlerden farkh olarak kanser daha
erken yasta ortaya ¢ikmakta, 6zellikle sag kolona yerlesmektedir. Miisin6z ve
koth diferansiye tipkanserler daha siklikla izlenmektedir. Senkron ve
metakron kanser gelisme riski de yuksektir.

Tani i¢cin Amsterdam kriterleri’ nden yararlanilir;

1) Ug veya daha fazla akrabada histolojik olarak dogrulanmis KRK

varligi ve bu akrabalarin biri diger ikisinin 1.derece akrabasi olmalidir.

2) En az 2 nesli etkileyen ailesel KRK varligi olmalidir.

3) 50 yasindan once tani konan 2 veya daha fazla ailesel KRK

kolorektal kanser olgusu olmalidir [5, 16].

Gardner Sendromu: Yuksek KRK gelisme riskinin bulundugu
polipozis koli sendromlarinin bir alt grubudur. OD gegis gosterir. Yumusgak
doku timorleri, mezenterik desmoid timdrler, periamptiller bélge kanserleri,
kemik timorleri (kafatasi ve mandibulada osteomlar), keratin6z deri kistleri ve
retina pigment epitelinin konjenital hipertrofisinin varligina ilaveten kolonik
polipler ile karakterize bir sendromdur[5, 16].

Turcot Sendrom: Santral sinir sistemi malign timorleri (Glioblastom)
ile birlikte kolon poliplerinin goézlendigi OD gecisli bir sendromdur.
Puberteden o6nce kolonda polip nadir izlenir, siklikla ortalama 25 yas
civarinda semptomatik hale gelir [5, 16].

Peutz-Jeghers Sendromu:Agir derecede atipi gosteren adenomatoz
poliplerin bir kismindan KRK gelisme riski bulunan, OD gegisli, LKB1 gen



mutasyonun gozlendigi polipozis sendromdur. Beraberinde pankreas,
meme, akciger, over ve uterus gibi KRK digi kanser gelisim riski de
artmistir[5, 16].

Muir-Torre Sendromu:OD gecis gosterir. Erken yasta KRK gelisim
riski mevcuttur. Ancak prognozu sporadik kolon kanserinden daha iyi
seyirlidir [5, 16].

Cowden Sendromu:Fasyal trislemmoma, akral keratoz ve oral
mukozal papillom gibi mukokutandz lezyonlar, kolorektal polipler ve degisik
bdlgelerde artmis malignite riski ile karakterizedir. Kromozom 10’da lokalize
PTEN geninde mutasyonun gozlendigi OD gegisli bir hastaliktir[5, 16].

Cronkhite-Canada Sendromu:Mide, ince barsak ve kolon boyunca
tum gastrointestinal sistemde yaygin juvenil tipte poliplerin izlendigi polipozis
sendromudur. izlemde bu poliplerde adenématéz degisimler ve KRK gelisme
potansiyeli mevcuttur. Ciltte hiperpigmentasyon, sa¢ dokulmesi, tirnaklarda
distrofi, diyare, gastrointestinal sistemde kanama, kilo kaybi bulgular ek
olarak gozlenir [5, 16].

MUTY Homolog (MYH) lliskili Polipozis: MYH iligkili polipozis
otozomal resesif kalitimli ¢ok sayida kolorektal adenom ve kanserlerden
olusan bir sendromdur. MYH oksidatif DNA hasarini dizelten baz eksikligi
tamir genidir. Onlarca-yuzlerce polip mevcuttur. Bu hastalarda proksimal
kolon timdrane egilim vardir. MYH-AP, APC mutasyonu bulunmayan FAP
fenotipli ailelerin %7-8’ ini olusturabilir. Cok sayida adenomali ya da APC
mutasyonu olmayan FAP fenotipli kisiler ile aile hikayesi otozomal resesif
kalitimla uyumlu olan hastalar MYH-AP icin test edilmelidirler[5, 16].

2.2.4. Kolorektal Polipler

Kolon polipleri kolonun mukdéz membranindan uzanim gdsteren
anormal doku buyumesi olarak tanimlanmaktadir. Polipler neoplastik veya
non-neoplastik olmak Uzere 2 alt gruba ayriimaktadirlar. Hamartomlar,
metaplastik polipler (hiperplastik ya da inflamatuvar) neoplastik olmayan
poliplerdir. Adenomatdz polipler ve serrated polipler ise neoplastik poliplerdir.

Adenomattz polipler; kolumnar htcrelerin ya da glandiler dokunun

benign timoradar. Erkeklerde daha sik gorilmekte olup, 60-70 yas civari pik



yapar. Adenomatdz polipler; gogunlukla kahtsal degildir, sporadik olarak
meydana gelmektedir ve KRK gelisiminin habercisi olabilirler.Adenomatdz
poliplergenetik degisiklilerin progresif olarak birikmesine bagli olarak displazi
derecelerinin artmasi ile kansere ilerleme egilimi tasir[5, 16].Adenomattz
polipler icerdikleri glanduler paternin histolojik yapisina gore tubtler adenom,
tubulo-villéz adenom, villoz adenom olmak uzere 3 sinifa ayrilr. Butun
kolorektal adenomlar displaziktir. Adenomlarda yuksek malignite risk
kriterleri; ileri yas, adenom sayisi, adenomun buyukligu (>1cm), villoz
komponent, nukleer atipi sikligi veya displazi derecesi, sesil olmasi, aile
Oykusu, erkek cinsiyettir. 1cm’nin  Uzerindeki adenomlarin, villoz
komponentlilerin ya da ciddi displazi igin yillk kansere dénisme orani %3,
%17 ve %37 olarak bildirilmistir ve yilik dénisim oraninin yagla beraber
arttig1 gosterilmigtir. Adenomatoz poliplerdeki malignite gelisimi igin risk
faktorlerinin daha iyi anlasilmasi ve bu faktorlerin klinik pratige entegre
edilmesi; morbidite ve mortalitede ciddi azalmalar saglamistir [5, 16, 17].
Serrated polipler, testere goériniminde epitele sahip poliplerdir.
Morfolojik olarak 3 alt tipi tanimlanmistir. Hiperplastik polip (HP), Sesil
serrated polip ya da adenoma (SSA/P) ve klasik serrated adenoma (KSA)
olmak (izere (¢ tipi mevcuttur. Ug tipinde neoplastik potansiyelleri
degiskendir.HP, malignite potansiyeli en az olan serrated polip tipidir. HP
serrated poliplerin ¢ogunlugunu olusturur (% 80-90). KSA’nin morfolojik
yapisal Ozellikleri hiperplastik poliplere benzer, fakat sitolojik 6Ozellikleri
adenomato6z poliplere benzemektedir. Sesil ya da sapl olabilir. Adenomat6z
polipler ile benzer malignite potansiyeline sahiptir. SSA/P malignite
potansiyeli en yitksek olan serrated adenomdur. Klasik tipte adenomatdz
displazi yerine serrated displazi izlenir. SSA/P tipik histolojik bulgulari; kript
bazalinde asin serrasyon, yuzeyde Vvilloz papiller yapida artig, kript
dallanmasinda artig, horizontal kript yerlesimi, kript dilatasyonu, epitel/stroma
oraninda artis (% 50), kript proksimalinde mitoz varligi, misin yapiminda

artis ve sitolojik atipidir [18].



2.2.5. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit (UK); etiyolojisi tam olarak anlagilamamisg, histopatolojik
olarak bazal plazmasitozis, kript harabiyeti, kript dizensizligi, kript apsesi
bulgularinin goéraldagua, relaps ve remisyon donemleri ile seyreden kalin
barsagin kronik inflamatuvar hastaligidir. Olgularin neredeyse tumuinde
rektum tutulumu goralir ve inflamasyon buradan proksimale dogru yayilim
gosterir.  Proktit, rektosigmoidit ve/veya splenik fleksuranin distalinin
tutuldugu sol kolit, splenik fleksuranin proksimalininde tutulum goésterdigi
ekstensif kolit, tUm kolonun tutulum gosterdigi pankolit olmak Uzere 4 tip
tutulum paterni  mevcuttur. Tipik olarak terminal ileum tutulumu
g6zlenmemektedir. Nadiren tim kalinbarsadin tutuldugu olgularda ise
‘backwash ileitis’ bulgulari gdzlenebilmektedir. Ayrica klinik, endoskopik,
histopatolojik ve labaratuvar bulgularina gére remisyon, hafif, orta ve siddetli
olmak uzere dort farkl aktivite paterni ve ilk ataktan sonra asemptomatik
seyreden, zamanla giderek aktivitesi siddetlenen, kronik surekli semptomlu
ve kronik tekrarlayan semptomlari olan olmak uUzere 4 farkh hastalik seyri
paterni mevcuttur [19].

UK’te remisyon indiiksiyon tedavisinde hafif siddetli olgularda oral ve
topikal 5-ASA, siddetli olgularda oral-topikal-intraventz steroid, steroid
tedavisine yanitsiz olgularda ise siklosporin ya da anti-TNF kullaniimaktadir.
Remisyon idame tedavisinde ise 5-ASA, azotiopirin, Anti-TNF tedaviler
tercih edilmektedir. Hastaligin seyri ve yayginligi bireysel olarak farklilik
gOstermesi nedeni ile bireysel tedavi yaklagimlari uygulanmahdir [19].

UK tanili hastalarda uzun siirecte artmis KRK riski mevcuttur ABD’de
ortalama insidans 4/1000’dir ve herhangi bir UK hastasinda KRK prevelansi
% 3,5'tur [3, 19, 20]. Literatire bakildiginda iBH'na bagh KRK genel
populasyondaki KRK vakalarinin %1-2’sini olugturdugu gorulmektedir. Ayrica
IBH olan hastalarin yaklagik %10-15'i kansere bagli kaybediimektedir [21].
Bazi otdrler riskin 40 yildan sonra %60’a kadar arttigini belirtmiglerdir [22].

KRK insidansi ile paralel olarak inflamatuvar barsak hastaligi mortalite
ve morbiditesinde de artis gozlenmektedir [20]. Ailesel adenomatdz polipozis

(FAP) ve Herediter nonpolipozis kolorektal kanserden (HNPCC) sonra KRK



gelisimi icin 3. siklikla gorulen risk faktorudur. KRK gelisimi igin birgok risk
faktoru tanimlanmigtir. Hastaligin suresi, kolonik tutulumun yayginhgi, erken
yasta ortaya ¢ikmasi, primer sklerozan kolanijit (PSK) varligi, inflamasyonun
siddeti de riski artiran faktorlerdir[3, 20, 21]. Risk artisinda en dnemli faktor
hastalik suresidir. FAP, HNPCC ve sporadik KRK'den farkli olarak KRK
gelisimi kronik inflamasyon suresi ile iligkilidir [23]. KRK riski 6zellikle hastalik
baslangicindan 8-10 yil sonrasinda artmaktadir. UK hastalarinda hastalik
baslangicindan sonra ortalama KRK gelisim siresi 17 yil, tani yasi da
erkeklerde 51, kadinlarda 54 olarak saptanmigtir [3]. Eaden ve arkadaglarinin
116 ayr galismayi degerlendikleri metaanalizde UK hastalarinda kiimilatif
KRK riski 10. yilda %2, 20 yilda % 8, 30. yilda % 18 oldugu belirtilmistir [3].

Hastaligin yayginhdi ise diger énemli bir risk faktortdar. Proktitte
goreceli risk 1.7 iken, sol taraf kolitinde 2.8, yaygin kolitte 14.8 kat arttigi
belirtimektedir. 30 yili asan pankolitli hastalarda KRK riski % 35e
cikmaktadir [3, 20] Yine hastaligin erken yasta ortaya ¢ikmasi hastalik
siiresinden bagimsiz risk faktéridir. UK hatalarinda, hastaligin 25 yasindan
daha erken baglamasi bu riski daha da artirmaktadir. 15 yasindan 6nce tani
alanlarda 15-29 yas arasinda tani alanlara gore risk 4 kat artmaktadir[20, 24].

Ailede KRK &ykisi varligi UK hastalarinda KRK gelisimi igin bagimsiz
risk faktéridur ve normal KRK gelisim riskinde 2 kat artis oldugu
bildirmektedir [3].

UK ile sik birliktelik gosteren primer sklerozan kolanjit (PSK) ise KRK
gelisimi i¢in ayrica risk faktorudur. Eg zamanl PSK varliginda KRK kanser
riskinde 4 kat artis mevcuttur. PSK ve UK birlikteligi varliginda KRK sag
kolonda (%67’ e kargl %36) daha sik yerlesim gostermektedir. KRK bagli
mortalitede farklilik olamamakla birlikte UK+PSK birlikteliginde prognoz daha
kotu seyretmektedir ve 5 yillik sag kalimlari PSK olmayanlara gore daha
azdir (%40 a kargl %75)[25]. PSK-UK birlikteliginde sad kolonda gérece
daha fazla KRK olmasi PSK tanisi olan hastalarda KRK patogenezinin farkli
olabilecegini dusundurmektedir [25]. PSK’ da Ursodeoksikolik asit (UDCA) ile
tedavinin KRK gelisme riskini azaltabilecedi ve bunun da safra asidi



kompozisyonunu degistirerek patogenezde rol alabilecegi dusunulmektedir
[26].

UK’te kolon mukozasindaki inflamasyonun siddeti de KRK gelisimi icin
badimsiz diger bir risk faktdorudur[27]. Artmis histolojik aktivite siddeti KRK
gelisimi riskini artirmaktadir. inflamasyonun siddetini azaltan 5 ASA gibi
ilaclar KRK riskini ise azaltmaktadir [24, 28].

2.2.6. Diger Kolorektal Kanser Nedenleri

Diabetes mellitusta (DM), KRK riskinde artis mevcuttur. insilin, IGF-1
(insiilin  benzeri blyiime faktdril) kolon epiteli izerinde bilyiime ve
proliferasyonu artirici etkileri bulunmaktadir. Ozellikle tip 1| DM’de; obezite ile
birlikte hastaligin erken safhalarinda var olan bozulmus glukoz toleransi ve
insulin direncine bagh artmis insulin dizeyleri ile kolon epitel hiicrelerinde
stimulasyon izlenmektedir. Artmis insulin, C-peptid, IGF-1 dizeyleri ve KRK
kanser riski arasinda iliski mevcuttur[5].

Kolesistektominin KRK riskini arttirdigi dusundimektedir.
Kolesistektomi sonrasi safra igeriginde degisim gdzlenmektedir. Sekonder
safra asidlerinde primer safra asidlerine gore goérece artis izlenmektedir.
Sekonder safra asitlerinin Ozellikle sag kolonda daha yogun olmak Uzere
kolon epitelinde proliferasyonu artirici etkileri mevcuttur. Sag kolon timorleri
ve kolesistektomi arasinda anlamli iligki tespit edilmistir[5, 29].

Akromegalide KRK ve kolorektal polip riskinde artis mevcuttur.
Akromegalili hastalarda daha erken yasta ve normal populasyona gore daha
fazla KRK geligimi bildirilmistir[5].

2.2.7. Koruyucu Faktdorler

Folik asit, D vitamini, kalsiyum, E vitamini, Cvitamini, A vitamini,
seleniyum ve fiber igerikli gida tuketiminin KRK'den koruyucu oldugunu
gdsteren galismalar mevcuttur. Aspirin, NSAIi (Non-steroid anti inflamatuvar
ilaclar), 6strojen ve progesteron hormon replasman tedavisininde KRK riskini
azalttigi bildiriimektedir. Bunun disinda fiziksel aktivitenin insilin rezistansini
azaltarak insulin ve IGF- 1 (insulin benzeri buyime faktori 1) duizeylerini
azalttigr ve sonug olarak kolorektal epitelde proliferasyonu azaltarak KRK

riskini azalttig1 gosterilmistir [5].
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2.3. Kolorektal Kanserde Patoloji

KRK; genetik predispozisyon ve c¢evresel faktorlerin karmasik
etkilesimi sonucu bir dizi molekuller olay sonrasi normal mukozadan tek bir
kript epitelindeki neoplastik degisiklikler ile ortaya c¢ikar. Kolorektal
kanserlerin % 95’ini adenokarsinomlar olusturur. Musin6z tip, tash yuzuk
hicreli tip, kribriform komedo tip, mikropapiller tip ve serrated tip olmak tzere
adenokarsinom subtipleri mevcuttur. Adenokarsinom disi diger suptipler olan
adenosquamoéz karsinom, igsi hucreli karsinom, squamdz hicreli karsinom
ve bagkalasim gostermeyen karsinomlar ise daha az siklikta gorular.

Adenokarsinomlar, gland olusturma yeteneklerine gore mikroskopik
olarak; Grade | (iyi diferansiye), Grade Il (orta derecede diferansiye), Grade
[l (kéth diferansiye) adenokarsinomlar seklinde siniflandirilir [5].

Makroskopik gorinime gore kolorektal adenokarsinomlar; polipoid, annler,
Ulseratif ve linitis plastika olmak Gzere 4 tiptir.

Polipoid tip; Cogunlukla ¢cekum ve rektumda izlenen, Iimen igine
dogru buylyen vejetan yapidadir. Codu iyi diferansiye yapida olan polipoid
tip KRK’ ler limenini andller tarzda sarmaz ve obstruksiyon bulgular
yapmaz, ¢ogunlukla kanamaya sebep olurlar.

Annuler tip; Cogunlukla inen kolon ve sigmoid kolonda yerlegim
gosterir, barsak duvarini gepegevre sarmasi nedeni ile intestinal obstruksiyon
bu tipte gorece daha sik gézlenmektedir. Yavas progresyon gdstermesi ve
gec bulgu vermesi nedeni metastaz egilimleri yuksektir.

Ulseratif tip; Cogunlukla gcekumda lokalize,nekrotik bir taban ve
etrafinda kabarik bir kenardan olusan tipik malign dlser gorinimlu
lezyonlardir.

Linitis plastika; Kolonda genis duvar kalinlagsmasi olusturan, siklikla

limen daralmasina sebep olan, agresif seyir gosteren lezyonlardir[5].
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2.4. Kolorektal Kanserde Yayilim ve Evreleme

KRK en sik olarak % 45 oraninda rekto-sigmoid bolgede
g6zlenmektedir (Sigmoid kolon % 25, rektum % 20). Cekum ve ¢ikan kolonda
% 25-30, transvers kolonda % 10-15, sol kolonda % 15 oraninda
izlenmektedir [5]. Rekto-sigmoidoskopinin tam kolonoskopiye gére daha cok
uygulanmasi ve polipektominin yayginlagsmasina bagl olarak goérece rekto-
sigmoid bolge timodrlerinde azalma ve KRK lokalizasyonda sada kayma
izlenmektedir [30].

KRK’ ler; direkt, lenfatik, hematojen yayihm yolu ya da intramural,
transperitoneal implantasyon yolu ile ¢cevre doku ve/veya uzak organlara
yayllim gdsterirler. Direkt yayillim ile tumor intestinal duvara ve daha da
progrese olarak komsu organlara invazyon gdsterebilir. Makroskopik olarak
tumor sinirnin bittigi yerden itibaren proksimalde 8 cm, distalde ise 5 cm’e
kadar tumor submukozal yayihim gosterebilir. Yapilan ¢alismalarda yayilim
sinirinin distalde mikroskopik yayillimin daha az olmasi nedeni ile 2-2.5 cm’lik
distal rezeksiyonun yeterli olacagi bildiriimektedir. Lenfatik yayilim KRK’de en
sik izlenen yayilim seklidir. Barsak duvarina tama yakin invazyon gosteren
karsinomlarin yaklasik olarak % 50’sinde lenfatik yayilm saptanmaktadir.
Rektal bolge kanserlerinde lenfatik yayilim yukari dogrudur. Ancak linea
dentayi gegen alt rektal bolge kanserlerinde ise inguinal lenf nodu tutulumu
gO6zlenebilir. Hematojen yolla en ¢ok yayilim vena porta yolu ile karacigere
olmak Uzere daha az olarak akciger, kemik, periton ve beyin metastazlari
goralar. Alt rektum tumdrlerinde ise; inferior rektal venler ve inferior vena
kava ile drenaji olmasi nedeni ile karacigerden 6nce ilk olarak akcigere
metastaz go6zlenebilmektedir. TUumor hdcrelerinin kolon serozasini asarak

batin icine desquamasyonu ile peritoneal metastazlar gelismektedir [5].
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KRK evrelemesinde Duke’s siniflamasi, Astler Coller siniflamasi, TNM
siniflamasi kullanilabilir. GUinumuzde ise Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
(AJCC) tarafindan 1987"de gelistirilen ve Uluslar arasi Kanser Birligi (UICC)
tarafindan onaylanan, 2010 yilinda tekrar dizenlenen TNM evrelemesi
kullaniimaktadir[5]. (Tablo 1 ve Tablo 2)

Tablo 1: Kolorektal Kanserde TNM Evreleme Sistemi

Primer timor (T)

Tis Karsinoma in situ; intraepitelyal veya lamina propia invazyonu
T1 TUmor submukozayi invaze etmis
T2 TUmor muskularis propriayi invaze etmis
T3 TUmor muskularis propriayl gegerek serozaya kadar ulagsmis
T4a TUmor visseral peritonu invaze etmis
T4b TUmor diger organlari/yapilari invaze etmis.
Lenf Nodu Metastazi (N)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 1-3 bolgesel lenf nodu metastazi mevcut
Nla 1 boélgesel lenf nodu metastazi mevcut
N1b 2-3 bolgesel lenf nodu metastazi mevcut
Nlc Subserozal, mezenterik ya da peri kolik dokuda timér deposit varligi
N2 4 veya daha fazla lenf nodu metastazi mevcut
N2a 4-6 lenf nodu metastazi mevcut
N2b 7 ve daha fazla lenf nodu metastazi mevcut

Uzak Organ Metastazi (M)

MO Uzak metastaz yok
Mla Sadece bir organda metastaz varligi
M1b Birden cok organda ya da periton metastazi varli§i
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Tablo 2: KRK TNM Evreleme Sistemi (AJCC 2010)

Evre T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO

A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Ic T4b NO MO
A T1-2 N1/Nlc MO
T1 N2a MO

1B T3-T4a N1/Nic MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

1nc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO
IVA Tx NXx Mla
VB Tx NXx Mib

2.5.Kolorektal Kanserde Prognoz ve Prognostik Faktorler

KRK’'de en o6nemli prognostik faktor hastahgin evresidir. 5 vyillik
sagkalim orani erken evrelerde % 90’ lara ulagirken (ortalama %50-65) gec¢
evrede saptanan olgularda ise bu oran %40’in altina inmektedir [31]. Yaygin
metastazlarin oldudu ileri hastalikta ise 5 yillik sagkalim oranlari ancak %5-
8'dir [32].

Uzak organ metastazi, serozal invazyon (pT4) ve bolgesel lenf
nodlarinin tutulumunun varligi kotu prognoz gostergesidir. Ayrica patolojik
degerlendirmede lenfovaskuler ve perinéral invazyon varligi, rezidi tumor
gOstergesi olan cerrahi sinirda timoér tutulumunun varhdi (cevresel
rezeksiyon sinirinin<1 mm olmasi), tumor diferansiyasyonun kotu olmasi (%
50’den az gland formasyonu), satellit tumor depozitlerinin varligi kotu
prognoz gostergeleridir. CEA (karsino embriyonejik antijen) dizeyi yuksek (>

5 ng/dl) olan hastalarda da sag kalim oranlari daha dusuktur[5].
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2.6. Kolorektal Kanser Patogenezi

Hucre ve tumor geligsimindeki kisitl genetik bilgilerimizin 15131 altinda
KRK hicresinde bazi kesin degisiklikler saptanmistir. KRK molektler ve
biyolojik 6zellikleri hakkindaki bilgilerin hizla artmasi patogeneze 1sik
tutmaktadir. Cunkud bu kanserler genetik yatkinlik ve c¢evresel etkiler
arasindaki etkilesim sonucu uzun surede ortaya c¢ikmaktadir. Karsinogenez
bircok basamaktan olusan asamali bir suregtir. Sporadik KRK gelisimi, klasik
olarak genetik instabilite zemininde normal kolon epitelinin genetik
degisiklikler ile adenomatodz polip ve sonugta invaziv kansere donugumu ile
olusur [5, 33]. UK iligkili KRK gelisimi ise sporadik KRK gelisiminden farklilk
g6steririr. Oncelikle UK iligkili KRK; adenomdan ziyade diiz zeminde gelisen,
inflamasyonun gozlendigi fokal ya da multifokal displazi gosteren mukozadan
geligir ve inflamasyon-displazi-karsinoma sekansini takip eder [5, 34-36].
Kolit zemininde gelisen karsinogenezde inflamasyonun oldugu ancak
displazinin olmadigi kolon mukozasinda o6nce dusuk dereceli displazi
gelismektedir.Zaman iginde bu displazinin siddeti artarak yiksek derecede
displazi olusmakta ve bu displazi odaklarindan kolorektal karsinom
gelismektedir. Sporadik KRK, fokal displastik lezyon olan adenoma
zemininde geligsir ve adenom-karsinom sekansina gore seyreder. Bu sire¢
ortama 10 yil sUremektedir. Sporadik KRK kolorektal kanser ile Kkolit
zemininde gelisen kolorektal kanser klinigi arasinda belirgin farkhliklar
mevcuttur. HNPCC ile benzer sekilde UK iligkii KRK de daha geng
hastalarda gozlenir, siklik ile musindzdur, ¢ok odaklidir ve gogunluk ile sol
kolonda gdzlenir, ancak sag kolona daha sik yerlesim goésterdigini bildiren
calismalarda mevcuttur [5, 19, 37]. Olgularin gogunlugu 8 yildan daha uzun
sureli UK tanili hastalarda gozlenir, sadece % 18'i 8 yildan daha kisa sureli
UK tanil hastalarda gozlenmektedir [37].

2.6.1. Ulseratif Kolit iliskili Kolorektal Kanser ve Displazi

UK hastalarinda malignite ¢ogunlukla displazi-karsinoma sekansini
takip ederek olugsmaktadir. KRK displastik mukozanin bulundugu alandan
lokalize preklrsor (6ncu) hucrelerden koken alir [34, 36]. KRK gelisimindeki

takip, erken teshis ve tedavide oncelikli hedef inflamasyon-displazi-karsinom
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sekansdaki premalign lezyon olan displazi safhasinda hastalara mudahale
etmektir.Displazi siklikla uzun sireli UK'te geligir. Displazi safhasinda kolonik
epitelde neoplastik degisiklikler mevcuttur, ancak bu degisiklikler lamina
propriyaya invazyon gostermemektedir. Displazi fokal olabilir ancak ¢ogunluk
ile multifokaldir ve displazinin multifokal olmasi kanser geligimi riskini
artirmaktadir[36].

Displastik lezyonlar makroskopik olarak; kolitik mukozada endoskopik
olarak gorulemeyen flat lezyon, plak benzeri, lokalize kabariklik ya da
multifokal lezyonlar seklinde gorulebilir. DALM (dysplasia associated lesion
or mass) ise endoskopik olarak gorilebilen ancak endoskopik olarak
cikarilamayan kabarik lezyonlardir. Bu lezyonlar ytksek olasilikla malignensi
ile birliktelik gostermektedir [38]. Kolit zemininde sporadik adenomlara
benzeyen polipoid lezyonlara ALM (adenoma-like lesion or mass) adi verilir
[39]. Adenoma benzeri DALM ve ALM ayrimi ¢ogu zaman mumkun
olmamaktadir. Adenoma benzeri DALM, yamasal displazi alanlari iceren flat
mukoza ile cevrilerek sinirlandiriimis lezyonlardir. Plak benzeri ve sesil
olabilir; ancak daha kuguk olan pedinkilli veya sesil adenomlardan (ALM)
farkli olarak daha genis ve buyuktur. DALM ve sporadik adenomlarda;
polipteki mononukleer inflamasyon miktarindaki artis disinda patolojik,
immunohistokimyasal ve molekuler ¢alisma bulgulari benzerdir. Adenoma
benzeri DALM lezyonlar daha ¢ok uzun sireli hastalik suresine sahip, geng
yasta hastalik baslangici olan ve daha ekstensif hastalik yayilimina sahip UK
hastalarinda meydan gelir. Ozellikle 40 yaginin tzerindeki olgularda, DALM
ile adenom ayiriminda, lezyon g¢evresi mukozada displazi varliginin
bulunmasi yardimcidir [40-42].

Displazi siddeti i¢in Riddel ve ark [36] tarafindan 1983’te olusturulan;
tanimlanamayan displazi, dusuk derece displazi (LGD; low grade displasia),
yiuksek derece displazi (HGD; high grade displasia) ve kanser olmak Uzere
standart siniflandirma kullanihir. LGD hastalarin kolektomi sonrasi kolon
patolojik degerlendirmesinde es zamanh adenokarsinom saptanma orani
%20 saptanmistir. Ayrica LGD saptanan olgularda HGD ya da KRK ilerleme

olasihgi ise %39’dur. HGD'de ise %43 es zamanl malignite riski vardir[43-
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45]. KRK’li olgularda; kanser disindaki alanlarda % 60-73'Unde displazi
saptanirken, % 13-40 arasinda degisen oranlarda ise herhangibir displazi
odagi saptanmamaktadir[46, 47].Displazilerinin  farkli  derecelerinin
prevelansi; UK hastalarinin  kolonoskopi taramalarinda alinan biyopsi
sayllarinin farkhihigina ve mikroskobik degerlendirmede patologlarin displazi
siddetinifarkli yorumlamalarina bagli olarak degigsmektedir. LGD’in dogal seyri
tartismalidir, 5 yillik hastalarda progresyon orani % 50’ye kadar c¢iktigini
bildiren galismalar mevcuttur. LGD’nin bildirilmis spontan kaybolma orani tani
anindaki yanhs pozitiflige, takipteki yanlhs negatif saptanmaya ya da
gercekten de dogru olarak lezyonun spontan regresyonuna bagli olarak
degismektedir [48-51]. HGD % 25-45 arasinda kansere progrese oldugu
bilinmektedir [44, 50].

2.6.2. Ulseratif Kolit Hastalarinda Kolorektal Kanser Tarama

KRK gelisimindeki takip, erken teshis ve tedavide oOncelikli hedef
inflamasyon-displazi-karsinom sekansdaki premalign lezyon olan displazi
safhasinda hastalara mudahale etmektir. Uzun sdreli hastalik varligi,
hastaligin yayginhgi, PSK (primer sklerozan kolanijit) varligi, ailede kolon
kanseri 0ykusu, inflamatuvar aktivitenin siddetli olmasi, hastaligin geng yasta
baglamasi; UK'li hastalarda displazi gelisimi ve KRK riskini arttiran
faktorlerdir. Standart olarak pankolit tutulumu olan hastalar 8. yildan, sol
koliti hastalar ise 15. yildan itibaren, risk faktorleride g6z ©Oninde
bulundurularak kolonoskopi ile taranmaladir. Kolonoskopi ile tum kolon
degerlendiriimeli ve her 10 cm’de 4 kadrandan biyopsi alinarak takip ve
taramalarinin  yapilmasi gereklidir. Takip kolonoskopilerinin sikhigr ilk
kolonoskopideki displazi varligina baglidir. Eger ilk kolonoskopide displazi
saptanmadi ise 1-2 yilda bir takip yeterlidir. Eger 2 kolonoskopi surecinde
displazi saptanmadi ise takip araliklari 3 yila cikartilabilir. UK hastalarinda
displazi yoOnetimi ise displazi siddetine ve lezyonun tipine gore
belirlenmektedir[52]. (Sekill)
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Sekil 1 Ulseratif Kolit Hastalarinda Displazi Takibi[53]

. . 1-3 yil ara
Displazi YOK == kolonoskopi
L Aktif -~ Displazi
gii“rlzlzzi —p hastalig _’igc?gog(%d? pozitif ise
P tedavi et P kolektomi
.- Displazi
Tek LGD _’igc?r)llolsglgd?_’ pozitif ise
P kolektomi
Kolonoskopi Duz Displazi Cok LGD = Kolektomi
HGD —) Kolektomi
Komsu
mukozada === Kolektomi
Adenom =—p Polipektomi displazi var
Komsu 6 ay icinde
DALM mukozada =——p K |y ¢ Koi
Non- . displazi yok 0loNnoskopt
—) Kolektomi

adenom

2.7. Kolorektal Kanser ve Genetik

KRK’ler genetik yatkinhk ve c¢evresel etkiler arasindaki etkilesim
sonucu uzun surede ortaya ¢ikmaktadir. Karsinogenez birgok basamaktan
olusan asamali bir surectir. KRK karsinogenezde patogenetik mekanizmayi
farkhlastiran, birden fazla genetik ve epigenetik degisimin asamali olarak
birikimi s6z konusudur. Aslinda genetik ve epigenetik degisimler kompleks
olan KRK karsinogenezini birlikte diizenlemektedirler.

Tumor gelisiminde en onemli faktorlerden biri tumor hucrelerinin
kendilerinin buylime faktori Gretmeleridir. Bu Uretim; kendi Urettikleri biyolojik
aktivasyona sahip bu faktor ile OTOKRIN LOOP adi verilen bir siklus sonucu
proliferasyondur. Epidermal buyime faktéri reseptéri (EGFR-epidermal
growth factor reseptor) tumor gelisiminden sorumlu bir diger faktorduar.
Karsinogenez surecinde meydana gelen genetik ve epigenetik degisimler;
EGFR’Unu degistirerek hucresel degisiklikler yaptiklari  kanitlanmigtir.
Kolorektal kanser gelisiminde de EGFR ve benzeri bircok biyume

faktorlerinin etkisi vardir.
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2.7.1. Sporadik KRK Karsinogenez ve Genetik

KRK karsinogenezde, kromozomal instabilite, mikrosatellit instabilite
olmak Uzere iki ana yolak bulunmaktadir. Bu vyolaklarin herbirinde;
patogenetik mekanizmayi farkllastiran, birden fazla mutasyonun asamali
olarak birikimi s6z konusudur. Bu yolaklarda gorev alan genler ve olugsan
mutasyonlarin birikim mekanizmalari da birbirinden farkhlik
gostermektedir. KRK’lerin %75’ikromozomal instabilite (supresor) ara yolu, %
15'i ise mikrosatellit instabilite (mutator) yoladi Uzerinden gelisirken; geri
kalan % 10'u ise aslinda bir epigenetik degisiklik olan CpG ada metilasyon
fenotipi (metilator) yolagi uzerinden gelisir[35, 54].

2.7.1.1. Kromozamal instabilite

Kromozamal instabilite yolaginda gesitli timdrsupresor genlerde ya da
onkogenlerde ardi ardina olusan mutasyonlarin kumdulatif etkisi s6z
konusudur. Delesyon, duplikasyon, kromozomal rearanjman gibi aneuploidi
ile sonuglanan genetik degisiklikler icermektedir Anormal kromozom ayrimi
ve anormal DNA igerigi (Aneuploidi) olusumu kromozamal materyal kaybi ile
sonuglanir (allel kaybi ya da heterozigot kaybi) [35]. Bu yolakta kromozomun
tumunde ya da buyuk kisminda kayip ya da kazanma s6z konusudur. Ayrica
vahgi tip olarak adlandirilan somatik mutasyon ile olusan LOH (loss of
heterozigot; heterozigot kaybi) ise her iki genin sadece bir kisminin kaybi
olarak tanimlanmaktadir. Diger bir allelin mutasyonu ile iligkili bir allelin kaybi
sporadik KRK’de inisiasyon ve progresyonuna neden olan anahtar tumor
supresor genin (TSG) fonksiyon kaybina yol agar. Buyume engelleyici
genlerin etkilenmesi ve epitelin surekli olarak mutasyonlara maruziyeti ile
apopitozis engellenmis olur[55, 56].

Bu modele adenom-karsinoma sekansi adi verilmektedir. KRK olusum
mekanizmasinda % 80 rol almaktadir. Kolon epitelindeki basit bir kript
lezyonundan adenom gelisir, sonrasinda da adenomdan displazinin
progresyonu ile KRK gelisimi gdzlenir. Basit adenomdan KRK geligimi
ortalama olarak 10 yil surer. Bu suregte; adenom gelisiminde, erken
donemde, APC tumor supresor gen mutasyonlari gozlenirken, daha ileri

evrede KRAS mutasyonlari ve maligniteye geciste ise 18q delesyonu ve p53
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mutasyonu gelisir. APC (Adendmat6z polpozis koli) geni, MCC (Mutated in
colon cancer) geni, DCC (deleted in colon cancer) geni, 18 q delesyonu (18.
Kromozom uzun kolu) ve p53 (17. Kromozomun kisa kolu) geni, adenoma-
karsinom sekansinda somatik mutasyonlar ile kromozamal instabilite
yolaginda rol alan KRK supresor tumor-genezis fenotipindeki TSG’lerdir
[57].Supresor yolak araciligi ile olugan tumorlerde mikrosatellit yolak stabildir
(MSS). Kromozomal instabilite yolaginda WNT, p53, RAS-MAPK ve TGF-
B/SMAD olmak Uzere 4 ayri alt sinyal iletim yolagi vardir[58].

APC Gen:APC geni kapi koruyucu gendir. Kolon epitelinde APC gen
fonksiyon kaybi KRK tumoérogenezisinde erken asamalarda meydana
gelmektedir ve adenom-karsinom sekansinda ilk olusan mutasyondur.
Fonksiyon kaybini gendeki mutasyon basglatir [59]. WNT sinyal iletiminde
onemli gorevler Ustlenen APC TSG'dir. Normal APC geni Beta-catenin
seviyesini dusurir ve sonug¢ olarak [(-catenin/T hicre faktorta iligkili
transkripsiyon baskilanmis olur. Bu baskilanma gergceklesmez ise MYC gibi
transkripsiyon iligkili blUylime genleri aktive olur. APC geninde somatik
mutasyonlar sporadik KRK ve adenomlarin %60-80’inde ortaya ¢ikmaktadir.
Bu genin inaktivasyonu Kkesintisiz hiicresel proliferasyon ve kolonda
neoplazinin baglangici igin gereklidir [5].

RAS Onkogen: Hicrede, Cesitli hormonlar, buyime ve
diferansiyasyon  faktorleri  tarafindanRAS-MAPK sinyal ara yolu
kullaniimaktadir. Bu yolagin aktif hale gecebilmesi igin RAS proteininin
aktivasyonu gereklidir. K-RAS geni hiucre membraninda mitojenik sinyal
degisimini saglayan proteini kodlar. RAS proteininin aktif hale gegcmesi icin
posttranslasyonel modifikasyondan sonra membrana yerlesmesi gerekir. K-
RAS aktivasyonu ile hicre membraninda GDP den GTP olusumu saglanir ve
spesifik transkripsiyon faktorlerinin kaskadi baslar. Aktive olan RAS sirasi ile
RAF, MEKve ERK proteinleri araciligiyla bir kinaz kaskadi olusur. Hiicreye
bdylme sinyali geldiginde, RAS-GTP haline donusur. Aktif olan RAS, RAF
proteinini harekete gecirerek mitogenez surecini baglatir. RAS proteini,
normal dokuda proliferasyon ve diferansiyasyon sinyallerinde 6nemli bir role

sahipken, mutant genin olusturdugu RAS proteini, birgok kanser tipinde etkili
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potansiyel onkojenik bir proteindir. RAS onkogeni, neoplastik slrecin
progresyonu sirasinda; adenoma-karsinoma sekansinin orta asamalinda
gorev alan onkogendir. Sporadik KRK’ lerin yaklasik %40-65" inde RAS
geninde, cogunlukla da K-RAS’da, nokta mutasyonlari vardir [5, 60].
Mutasyonlarin % 85’i kodon 12 ve 13 uzerinde lokalizedir. RAS gen
mutasyonlarinin, kanserlerin %47’sinde, 1 cm’den buyuk adenomlarin
%58’inde ve 1 cm’den kugluk adenomlarin %10’'unda bulunmasi neoplazi
olusumuna erken evredeki olaylarin zemin hazirladigi  fikrini
desteklemektedir. Fakat RAS aktivasyonu tek basina kansere progresyon
icin yeterli degildir [5, 60].

B-RAF Onkogen:2000’li yillarda tGmor biyolojisi Uzerinde yapilan
calismalarda bir proto-onkogen olan B-RAF geninde meydana gelen
mutasyonun gesitli kanser turlerinde var oldugu tespit edilmigtir. Tim insan
timorlerinin %8’'inde, kolorektal timorlerinse %5-12’sinde B-RAF mutasyonu
rapor edilmistir. B-RAF proteini, RAS proteini tarafindan stimuile edilen ve
RAS-MAPK sinyal ara yolunda goérev almaktadir.B-RAF geni tarafindan
kodlanan B-RAF proteini, MAP kinaz sinyal yolunda duzenleyici gorevi
gormektedir. Onkogenik B-RAF mutasyonlari, B-RAF’'In yapisal olarak aktif
formda olmasina ve RAF-MEK-ERK yolaginda asir aktivasyona yol
agmaktadir. Bu yolagin asiri aktivasyonu ise hicre buylimesi ve
proliferasyonunu stimile etmekte ve hiicre émrint uzatmaktadir. KRK’lerin
%40’ Inda meydana gelen B-RAF mutasyonu, hicre tamiri mekanizmasini
bozar. B-RAF mutasyonlari daha gok sag kolon yerlegimli timorlerde gorulur,
genellikle peritoneal metastaz yaparlar. B-RAF mutasyonu olan vakalarda
prognoz kotudar[61, 62].

Kromozom 18q (DCC; Deleted in colorectal cancer); Karaciger
metastazi olan KRK olgularin neredeyse tumunde saptanan 18.
kromozomunun uzun kolu Uzerindeki heterozigod kaybi (LOH) durumudur.
Adenomdan kanser gelismesinde APC ve K-RAS mutasyonundan sonra orta
ve ge¢ evrede ortaya cikar. 18q bdlgesinin kaybinin DCC (deleted colon
cancer) tumor supresor geninin inaktivasyonuna katkida bulundugu

dusundlmektedir. RAC1 proteini sinyalini down regulasyonunu saglar.
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Caspas-9 ile apopitozisi tetikler. Bu mutasyon varligi kotu prognoz
gostergesidir[63].

P53 Gen; Kromozom 17p uUzerindeki TSG olan p53 hicre
proliferasyonunda rol oynar. Normal fonksiyon gordiginde hicre bluyuamesini
baskilamaktadir. G1 safhasinda hlcre siklusu ve apopitoziste kontrol noktasi
olarak rol Ustlenir. P53 393 aminoasitli hucre bolunmesinde ¢esitli
asamalarda kontrol noktalarina baglanarak hucre blylume inhibisyonunu
sadlar ve transkripsiyonu aktive eder. DNA tamir edilinceye kadar genetik
olarak hasarli hucrenin hucre bolinme siklusunda G1 ve G2 safhasinda
kalmasini saglayarak S fazina girisini geciktirir [35]. P53 geni en lyi
tanimlanmis olan p21 ekspresyonu olmak Uzere apopitoziste goérev alan 20
farkh gen ile iligkilidir. p53’Gn mutasyonu KRK olusumundaki adenoma-—
karsinoma sekansinda ge¢ bir fenomen olarak gorulir. Bu mutasyon kanserli
vakalarin yaklasik %75’'inde bulunur. p53 tumor supresor geni ¢ogunlukla
rektum orijinli olmak Uzere KRK kanserde yaygin olarak mutasyona ugrar.
Mutasyon varhigi kotii prognoz ile iligkilidir. Ozellikle proksimal tiimérlerde
lenfatik invazyon ve distal KRK’ de de dusuk sagkalim ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir [5, 63].

2.7.1.2. Mikrosatellit instabilite

Hucre bolunirken replikasyon esnasinda tekrar dizilerinin oldugu
kisimlarda spontan olarak ya da cevresel faktorlerin etkisi ile DNA polimeraz
hata yapmasina bagh olarak DNA hasari olugsmaktadir. Bu durum replikasyon
hatasi (“replication error, RER”) olarak adlandinlir. Hata, bir tekrarin
atlanmasi, yanlis baz eklenmesi ya da fazla sayida tekrar dizisi eklenmesi
seklinde olabilir. Replikasyon sirasinda olusan bu DNA hasarlari DNA
polimeraz 3'-5' eksonukleaz enzimi aktivasyonu ile hemen duzeltilir. Bu
onarim mekanizmasinda kagcirilan ve onarilamayan DNA hatalari ise MMR
(mismatch repair) sistemi ile onarilir. Mikrosatellitter insan genomunda
aralara serpistiriimis kisa tekrarli niUkleotid sekanslaridir. Mikrosatellitler
normal DNA replikasyon surecinde olugsan DNA baz cifti uyumsuzluklarinin
tamirinde gorev alir[64-66].
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Mutator ara yol olarak da bilinen mikrosatellit instabilite ara yolu (MSI),
DNA yanlis eslesme tamir (“mismatch repair system, MMR”) genlerindeki
mutasyonlar sonucu olugsmaktadir. DNA MMR genlerinin kaybi ile tekrarlayan
DNA dizileri olan mikrosatellitter DNA replikasyonu sirasinda dengesizlesir.
Bu durumun tekrarlayan DNA dizilerinde de devami ile mikrosatellit
dengesizligi olusur. MSI tumoérogenezin erken asamalarinda erken
prekanseroz lezyonlarda meydana gelir. Missmatch tamir genlerinin kaybi
KRK karsinogenezinin % 15-20 oraninda mekanizmasinda rol almaktadir.
Mikrosatellit instabilite (MSI) KRK’ de mutatdr fenotip gelisimine yol acgar.
Normalde mikrosatellit dizilerinin gogunlugu; genlerin kodalayici bolgelerinin
Uzerinde bulunmasi nedeni ile bu genlerde meydana gelen mutasyonlarda
sessiz kalmaktadir. Ancak hicre buyumesi ile iligkili genlerin bulundugu
lokalizasyonlarda olugsan mutasyonlar ise tekrarlayan unitelerde baz ifti
insersiyonuna ya da kaybolmasina yol acabilir. MSI olarak adlandirilan DNA
tamir genlerindeki mutasyonlar genomik lokasyondaki genetik hata ile
karakterize kanser ile sonuglanir. Bu hatalar transforming growth factor TGF-
bRII, IGF2R ve BAX gibi tercih edilen hedef genleri etkiler. Sonuclanan MSI
normal kolon doku hemeostazisini elverigsiz hale getirir[35, 64, 65, 67]. TGF
B sinyalizasyonu kolonik epitel hicrelerinin biyumesini inhibe etmektedir.
TGF-B1 bazi mezoderm hucrelerinin farklilasmasini inhibe eder, epiteliyel
hicrelerin proliferasyonunu gugcli bir sekilde inhibe eder. TGF-b1’ e yaniti
azalan hicreler kontrolsiiz buytime gosteririr timaorojenik hale gelir. TGF-
b1’in bluyume baskilayici etkisi TGF-b1 tip 2 reseptdr (TGF-b1RIl) tarafindan
duzenlenir. Tumor ile iligkili tm TGFb1RIl mutasyonlari MSI ile karakterizedir
[64, 65, 67].

MMR genleri hMLH1, hMSH2, hMSH6, PM1S, hPMS2'dir. HNPCC’de
ve bazi proksimal sporadik KRK'lerde hMSH2 ya da kromozom 2p
lokasyonundaki insan muS geni homologu ya da kromozom 3p
lokasyonundaki hMLH1 geni gibi DNA tamir genlerinde mutasyonlar
meydana gelir. MSI diploidi sonucu; az diferansiye, musintz lenfositik
infiltrason gosteren proksimal kolon yerlesimli timor geligir[64, 65, 67].
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2.7.2. Ulseratif Kolit ilikili Kolorektal Kanser

UK iligkili KRK meydana gelisi ve ortaya cikigi; hiicre bélinmesi ve
hicre 6lUmu ile karakterize bozukluklarin izlendigi karmasik bir suregtir. Bu
karmasik surecte; negatif displazi, tanimsiz displazi, displazi ve kanser olmak
uzere asamall histolojik progresyon meydana gelir[36]. Proliferasyon ve
apopitozis orani inflamasyonun histolojik aktivitesine gore belirlenmektedir
[68]. Displazi alanlar; kanser dokusu etrafinda daha az siddette displazi
iceren alan, bu alanin etrafinda da daha genis normal mukozal alanin oldugu
genis alanlar kimesidir. UK'li hastalardaki kolon mukozasi histolojik olarak
olan mukozada kumelenmis sekilde yuksek seviyede kromozomal
anormallikler gosterir. Genomik dengesizlikler preinvaziv neoplazilerin 6nemli
habercisidir. Daha yaygin olan ve daha kolaylikla tepit edilebilinen, histolojik
displazi alani i¢indeki genetik olarak daha aberan olan preneoplastik klonun
klonal gogalmasi ile UK iligkili KRK olugur. Aneuploidi uzun zamandan beri
var olan non-displastik UK’li kolonik epitelde saptanabilmektedir [28, 69-71].
Aneuploidi anormal histolojinin gézlendigi ayni kolon lokalizasyonunda ancak
daha genis bir alana yayillmis bir sekildegdézlenmektedir [71]. K-RAS
onkogenindeki nokta mutasyonlari (% 0-15) ve displazi (% 0-24) UK iligkili
KRK’'de sporadik KRK (% 75) ve adenoma gore daha az siklkla
gorulmektedir. K-RAS mutasyonu displazide, villoz dejenerasyonda ve aktif
UK'te saptanmaktadir [72]. Src protoonkogen aktivasyonu UK iliskili KRK
karsinogenezinin erken doneminde meydana gelmektedir[73]. Hlcresel Src
sitoplazmik protein tirozin kinazlari kodlar. Hiucresel Src aktivitesi KRK'de,
inflame, displazik, malign UK neoplazilerinde artmistir [73]. Src aktivitesi
non-displastik UK epiteline gore orta derecede displazi saptanan UK
epitelinde 6-10 kat daha yuksektir. En yuksek Scr aktivitesi ise malign ve
ciddi derecede displazi bulunan UK eptelinde en yiiksek orandadir[73]. APC
genindeki degisiklikler sporadik KRKe gore UK iliskii KRK'de daha az
siklikla go6zlenmektedir [71]. 8p’de allel kaybi non invaziv dusik dereceli
displazi ve yuksek dereceli displazi de gozlenmektedir [71, 74]. 18q’a bagl
allel kaybi displastik ve non-displastik epitelde saptanir [71]. Mutasyon ve

LOHa bagh p53 inaktivasyonu UK'li mukozada malign transformasyon
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gelisimi icin ana mekanizmadir. Sporadik KRK karsinogenezinden farkli
olarak p53 inaktivasyonu daha erken asamalarda, non-invaziv evrede
g6zlenir [75, 76]. UK'te; p53'teki single base miss-sense mutasyonlar
aminoasit degisikligine ve bunun yani sira 287-288 kodonlarindaki 5-base
mikrodelesyonlarida kodon akisinda erken duraklama ve gergeve kaymasina
yol acar [76]. Kodon 248 gibi diger spesifik mutasyonlar sadece
kanser/displazi'de go6zlenmez, ayrica histolojik olarak non-displastik ve
tanimsiz displazi bulunan epitelde de gézlenebilmektedir [72]. UK iligkili
KRK’li hastalarda p53’e mutasyon sporadik KRK'li hastalara gore daha
yiksek oranda go6zlenmektedir [75]. P53 teki mutasyon ve allel
kaybihistolojik anormalliklerin derecesi ile orantildir. LOH; HGD ve kanserli
dokuda, negatif ve tanimlanmamis displazili dokuya gére daha dominant
olarak meydana gelmektedir. P53 mutasyon alanlari LOH alanlarina gore
degildir; ancak normal ve dipoid dokuda da bulunabilmektedir [75, 77]. UK
iliskili KRK gelisiminde LOH, p53 mutasyonundan daha énce meydana gelen
gérece erken genetik olaydir. Sporadik KRK'de UK iligkili kolite gére daha
ge¢ donemde meydana gelen LOH baslangigta sagkalim avantaji olusturur
[75]. Primer tumorden lenf nodu metastazlarina kadar p53 mutasyonlarinin
var olmasi bu mutasyonun malign fenotipi sagladigini gostermektedir [76].
Sporadik KRK karsinogenezi ile karsilastirildiginda UK iligkili KRK
karsinogenezinde MSI roll net olarak tanimlanamamistir [76]. Defektli tamir
genleri hem erken hem de ilerlemis UK iligkili KRK'de saptanmaktadir [66].
TGF-b1RII poly-A mikrosatellit yolaginin mutasyonel aktivasyonu unstabil UK
neoplazmalar alt grubunda ve sik olarakta sporadik KRK'de KRK
karsinogenezinin erken déneminde olusmaktadir [67]. MSI-pozitif UK iligkili
KRK'li  hastalarin ortalama 1/5’inde  bahsedilen bu  mutasyon
izlenmektedir[67]. Metilasyon'un UK iliskili KRK'de genetik degisiklik
olusmasinda rol ustlendigi varsayilimaktadir[35]. Cesitli genlerdeki CpG
adalarinin metilasyonu displazi gelisiminden dnce meydana gelmektedir ve
mukozada genis bir gsekilde dagilmaktadir. MSI gobzlenen oOrneklerin %
50’sinden fazlasinda hMLH1 metilasyonu mevcuttur [35]. Non-displastik
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mukozada ve bundan daha fazla oranda neoplastik dokuda da var olan hticre
siklus inhibitorleri (p16 ve pl14) siklikla hipermetilasyona ugramislardir [35].

Sekil 2: KRK’ de Karsinogenez Asamalari

UK iligkili KRK ve sporadik KRK karsinogenezi karsilastirilmistir. Her iki
kanser tipinde de timor supresér genler ve onkogenlerdeki mutasyonlarin izlendigi
asamali gelisim gbézlenmektedir. Her iki yolaktaki ana fark mutasyonlarin gérilme
zamanidir[78].
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2.8. Kolorektal Kanser ve Epigenetik

2.8.1. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, ama
ayni zamanda kalitsal olan, gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bir alandir.
Bu alan, kalitimsal olup genetik olmayan fenotipik varyasyonlari
incelemektedir. Bu degisiklikler huicreyi dogrudan etkilemektedir ancak, DNA
dizisinde higbir degisiklik gerceklesmemektedir [79].

Kromatin; Bolinme slrecine gegcmekte olan hlcrede, 151k mikroskopi
altinda yapilan incelemede, c¢ekirdegin iginde ince ipgiklerden olusmus,
yumak bigimindeki bir ag yapisina kromatin adi verilir. Elektron mikroskop ile
yapilan incelemelerde, kromatinde 0Okromatin ve heterokromatin olarak
adlandirilan, birbirinden farkh iki yapisal bolim saptanmistir. Cekirdegin
metolizma bakimindan c¢ok aktif olan bolumine Okromatin, koyu renkli
izlenen ve metabolik bakimdan daha az aktif olan boliume heterokromatin adi
verilmektedir [79].

Histon; DNA ve proteinler ¢ok yakin iligkili icersindedir. Proteinler
DNA’ nin sentezinde ve c¢ekirdek iginde duzenlenmesinde gorev
alirlar.Kromatin yapisinda;DNA ve DNA haricinde DNA'nin iki kati kadar
protein bulunur. Hucre gekirdegindeki bu proteinler, asidik 6zellikte "histon
olmayan" ve bazik 6zelikte "histon" tipi proteinlerdir. Bir fareninkaraciger
hicresinde yapilan arastirmada hicre c¢ekirdegindeki proteinlerin %11'i
histon, %19'u histon olmayan proteinlerden olugsmaktadir. Okaryotik hiicrede
bulunan kuguk molekuler agirhga sahip bu proteinler lizin ve arjinin
iceriklerine gore adlandirihir. H1 (H5 olarakta adlandirilir), H2A, H2B, H3, H4
ve arkeal histonlar olmak Uzere 6 alt tipi mevcuttur. Bu proteinler, DNA'nin
farkli bolgelerine baglanmak sureti ile yakininda bulunan genlerin
aktivasyonu ve inaktivasyonunda gorev alirlar. Histonlari kodlayan genlerin
mutasyonu ya da kontrolstiz ifade edilmesi kanser dahil olmak tzere birgok
hastalikta 6nemli gorevler Ustlenmektedirler [79].

Nukleozom; DNA ipliginin histonlar Uzerine sarilmasi sonucu olusan,
100 A° uzunlugunda araliklarla yerlesmis, 4'li formda bulunan, kromatin

Uzerindeki nukleoproteinlerdir. Histon proteinlerinden olusan nukleozomlar,
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birbirlerinden linker ya da spacer DNA ile ayrilirlar. Herbir nukleozomda;
H,A,H.B,Hs ve Hj histonlarindan ikiser adet bulunmaktadir. Herbirinden 2
adet bulunan 4 nukleozomal proteini, H1 histonu tarafindan sarililir. TUm bu
proteinleri sararak ve baglanarak bir arada tutan linker DNA ile de niikleozom
meydana gelir. NUkleozomlar Ust Uste kivrilmasi ve katlanmasi ile nukleozom
paketleri olusur. Kivrimlarin daha da artmasi sonucunda kromatin
ipligindeyogunlasma gercgeklesir [79].

2.8.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar: (1) Dogrudan gen ifadesini kontrol eden
veya etkileyen mekanizmalar ve (2) Dolayl yoldan gen ifadesini kontrol eden
veya etkileyen mekanizmalar olmak Utzere ikiye ayrilir[79].

Dolayli yoldan gen ifadesine etkiyen mekanizmalar post-
transkripsyonel mekanizmalari (transkripsiyon sonrasi, yani ana DNA
molekilinden RNA molekuli elde edildikten sonra) ve 6zellikle de nonkoding
RNA’nin (RNAi vb.) kodlayicit RNA (mRNA) Uzerine etki yaparak protein
sentezini engellemesini icerir. Dodrudan etkiyen mekanizmalar da (1) DNA
duzeyindeki modifikasyonlar ve kromatin dizeyindeki modifikasyonlar olmak
uzere ikiye ayrilr.

DNA duzeyindeki modifikasyonlar; (1) Kovalent DNA modifikasyonu
(DNA metilasyonu) (2) Non kovalent DNA modifikasyonu (3) Transkripsiyon
faktorleri tarafindan kovalent ya da non-kovalent feed-forward oto regilasyon
olmak uzere tge ayrilir. DNA duzeyindeki modifikasyonlar arasindan bilinen
en iglevsel olani DNA metilasyonudur.

Kromatin duzeyindeki modifikasyonlar hem kovalent hem de non-
kovalent olabilirler. Bu modifikasyonlara bagli genlerde sessizlesme olabilir.
Bu sessizlesme geni inaktive eden mutasyon ya da delesyon mekanizmasi
ile esdegerdir.

Kromatin dizeyindeki kovalent modifikasyonlar histon
modifikasyonlaridir.Bu kovalent histon modifikasyonlari (1) Asetilasyon, (2)
Metilasyon, (3) Fosforilasyon, (4) Ubikitinasyon, (5) Sumoylasyon ‘dur.

Non-kovalent kromatin modifikasyonlari ise; (1) Histon takaslari, (2)

Histon katimlari, (3) Kromatin onarimi, (4) Non-koding DNA ile etkilesim, (5)
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Diger ajanlarla etkilesim (virUsler, farkli protein gruplar), Uzun-mesafe
kromozom etkilesimleridir. (Hem kromozom i¢ci hem de kromozomlar
arasi)[79]

2.8.3. Kolorektal Karsinogeneziste Epigenetik Mekanizmalar

Son yillarda o6zellikle gen aktivasyonlarinin epigenetik kontrol alani
olmak Uzere bu alan gittikge ilgi gekici olmaya baslamis ve arastiriimistir.
Epigenetik degisimler, primer olarak DNA sekansinda degisiklik olmaksizin
genomdaki kalitsal modifikasyonlar olarak tanimlanir. Gen ekspresyonu
dizenlenmesinde temel rol Ustlenen epigenetik degisiklikler DNA
metilasyonu, spesifik histon modifikasyonlarini ve kodlanamayan RNA
(6zellikle sessiz RNA ve mikroRNA (miRNA)) araliklarini igerir[80].

2.8.3.1. DNA Metilasyonu ve Transkripsiyonel Sessizlesme

En iyi tanimlanmis epigenetik modifikasyon; CpG dinukleotidlerinin
olusumuna yol acan sitozine kovalen metil grubunun (CH3) eklendigi
metilasyondur. Bu degisiklik sitozin-guanin eslesme zenginligi (CpG) ada
metilator fenotipi olarakta adlandirilir (cytosine guanine pairing rich (CpG)
island methylator phenotype CIMP). “CpG” adalari, yuksek oranda guanin-
sitozin dinukleotidleri iceren genom bdlgeleridir. Tum genomun % 1’ ini
olusturan CpG adalari, genlerin promotor bdlgelerinde, 5’ uglarinda gorultr
ve birgogu transkripsiyon baglanma bélgesi igerir. insan promotorlarinin %
60’ indan fazlasinda “CpG” adasinin yer aldigi saptanmistir. Promotor
bolgelerde gorulen “CpG” adalari, normal kogullarda aktif olan bir gende
metillenmemigtir. Bu bolgelerdeki sitozin bazlarinin DNA metiltransferazlar
tarafindan metillenmesi sonucu ilgili gen susturulur ve protein ekspresyonu
gerceklesemez[35].

CpG ada hipermetilasyonu siklikla normal mukozada yaslanmaya
baghh olarak baslar ve kanserde belirgin olarak artig gosterir.
Hipermetilasyonda gen sessizlesmesi klonaldir ve somatik hicrelerde
fizyolojik olarak geri donusimsiz oldugu dasundlmektedir. Sitozin
nukleotitine  metil grubunun  baglanmasi  “G-C” baz eslesmesini
etkilememektedir. Ancak metil gruplarinin digari dogru c¢ikinti yapmasi,

transkripsiyon icin gerekli DNA-protein etkilesimini engelledidi i¢cin gen ifade
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edilemez ve bodylece gen susturulmus olur. Bu durumun mitoz boliunmeler ile
yeni hucrelere de aktarilir. CpG adaciklarinin metilasyonunun, DNA
sekansiyla baglanti gostermemesi nedeni ile epigenetik bir durum oldugu
dUsundimektedir[81].

CpG zengin alanlar (CpG adalari) housekeeping genlerin promoter
regulator alanlarinin timu ile oldugu kadar doku spesifik genlerin promoter
regulator alanlarinin yarisi ile de iligkilidir. Promotor hipermetilasyonu azalmig
gen transkripsiyonu ile iligkili bulunmustur. DNA metilasyonundaki global
degisiklikler kanserdeki genomik instabilite ve gesitli farkli gen ekspresyonlari
ile baglantihdir. TUmor supresor gen (TSG) prometerlerinin CpG adalarindaki
metile sitozin artmig yogunlugu transkripsiyonda tam duraklamaya yol acar.
Birgok kanser turl bu mekanizmayl TSG’ leri inaktive etmek icin kullanir.
Neoplastik hucreler, birgok gende epigenetik sessizlesme ile birliktelik
gosteren aberan promoter bodlge metilasyonu sergiler. Bu genler hicre
siklusu, DNA tamiri ve anjiogenezis kontroli gibi bircok 6nemli goéreve
sahiptir[80, 82].

KRK’lerde %20 oraninda CpG hipermetilasyonu, %20 oraninda da
dusuk duzeyde CpG metilasyonu gozlenmekte iken % 60 oraninda ise CpG
metilasyonu gozlenmemektedir. Tumoér manifestasyonunda CIMP ve MSI
fenotipleri arasinda siklikla cakisma s6z konusudur. KRK'de CIMP durumu,
genellikle MSI durumu, K-RAS ve B-RAF mutasyonlari ile iligkilidir. MSI ve
BRAF mutasyonu gdsterenler, CIMP1 grubu, MSS ve K-RAS mutasyonu
olanlar ise CIMP2 grubu olarak degerlendiriimektedirler. CIMP negatif olanlar
ise genellikle MSS kanserlerdir [35, 54, 64, 65].

KRK’ de metile olan CpG adalari iki gruba ayrilir. Bunlardan birincisi
(tip C); kanser sinirlayici metilasyondur. ikincisi (tip A); normal epitel hiicre
yaslanmasi baslangicindaki metilasyondur. Hucre siklus kontrold, hicre
adezyonu ve DNA tamiri ile ilgili bircok gen sporadik KRK’'de metilasyona
ugrayabilir. Tip C metilasyon hMH1, MGMT, p16 ve pl4 gibi genlerin
patolojik susturulmasidir. Metilasyonun hicre ve doku yaslanma fizyolojisini
degisiklilige ugratmasi nedeni ile yagslanma iligkili tip A metilasyonun

sonradan kazanilmis kanser yatkinhgina neden oldugu ileri surtlmektedir

30



[81]. Yaslanma bagimh metilasyonun yuksek duzeyleri KRK geligimine
yuksek yatkinhk ile iligkili oldugu belirtiimistir. Bu hipotezin 0zellikle
inflamatuvar barsak hastaligi gibi erken yaslanmaya neden olan hizli hicre
turnoveri izlenen durumlarda meydana geldigi disunulmektedir. Metilasyon
UK iligkili KRK yolaginda erken meydana gelen degisimlerdendir. TUmor
supresér genlerin aberan metilasyonu UK iligkili KRK karsinogenezindeki
erken olusumdur. [81].

Issa ve arkadaslarinin; UK hastalari ile kontrol grubunun ER, MYOD1,
CSPG2 ve p16 olmak Uzere 4 gendeki metilasyon durumunu karsilastirdiklari
arastirmada budurum irdelenmistir. Tum bu 4 gen, kolit iligkili HGD ve
kansere sahip hastalarin displastik dokusunda yuksek oranda metilasyona
ugradigi saptanmistir. Buna ek olarak bu genlerden tglundeki (ER, MYOD ve
pl6) yuksek metilasyon duzeyleri kolit iligkii HGD ve kansere sahip
hastalarin normal gérunumli dokusunda da yuksek oranda saptanmigtir. Bu
durum yaslanma ile artan metilasyonun displazi gelisiminden daha once
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar; yaslanma badimli metilasyonun
bulundugu defektli alanda kazaniimis KRK gelisme yatkinliginin arttigi
hipotezi ile tutarlidir. Yakin zamanda Kukitsu ve arkadaglari; UK’teki aberan
kript odaklarinda hipermetilasyonu ve sonrasinda azalmis p16 gen
ekspresyonunu tanimlamiglardir [83].

2.8.3.2. miRNA ve Kolorektal Kanser Patogenezindeki Rolu

Kodlanamayan RNA (ncRNA’lar) birgok biyolojik olayin regulasyonu ile
ilgili bulunmustur. Kodlanamayan RNA’lar arasinda en genig olarak
arastinlan sinif mikroRNA’lardir (miRNA). miRNA’lar hicre ici proteinlerin
sentezinde goérevli mRNA’larin translasyonunun kontroli ile ilgili post
translasyonel gen ekspresyonu susturmasinda onemlidir. Bu ncRNA’lar
kodlayan genlerdeki genetik yada epigenetik degisiklikler ncRNA ekspresyon
profiinde modifikasyonlara yol acar; bu sayede de regule ettikleri
mekanizmalarda degisime yol acarlar[80].Wnt/B-catenin, fosfotidilinositol-3
kinaz yolagi, KRAS, p53 gibi KRK karsinonezinde gorevli birgok onkogenik
ve tumor supresor protein miRNA’lar dizenlemektedir; ayrica miRNA’larin

tanisal ve prognostik marker olarak kullanilabilecekleri belirtiimistir[84].
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2.8.3.3. Kolorektal Kanser ve Histon Modifikasyonu

KRK geligimi ile ilgili epigenetik mekanizmalardan biri de histon
modifikasyonlaridir. Ayrica inflamasyonun tetikledigi KRK karsinogenezisinde
rol alan potansiyel nedenlerden biri de sonrasinda uygunsuz gen
ekspresyonuna neden olan epigenetik degisikliklerdir. KRK patogenezineki
etkileri ile ilgili olanlari daha da az olmak Uzere kanserdeki histon
modifikasyon degisiklikleri ile ilgili literatirde ¢ok az mevcuttur. DNA’nIn
paketlenmesinde gorevli olan histon proteinlerinin bazik amino-terminal uclari
nikleozomdan c¢ikintilar yapar ve bir takim  posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrayabilir. Histonlar DNA paketleme proteinleri olusumunu
saglamak disinda; posttranslasyonel N-terminal kuyruklarinin, aminoasit
spesifik asetilasyon, metilasyon veya fosforilasyon gibi kompleks
modifikasyonu araciligi ile belirli DNA zincirlerinin reglle ederler. Metilasyon
ile birlikte olan kromatin yeniden vyapilanmasi; histon preoteinlerinin
kuyruklarinda sinirlanmis lizin rezidulerinin modifikasyonunu kapsar. Gen
ekspresyon kontrolinun agik olarak bilinen ve net tanimlanan epigenetik
mekanizmasi  histon = modifikasyonu aracihkli  kromatin  yeniden
yapilandiriimasidir. Metilasyon ile birlikte olan ve bahsedilen kromatin
yeniden yapilanmasi gen regulasyonundaki anahtar mekanizmadir. Histonlar
Uzerinde yapilan bu degisiklikler, kromatinin yapisinin gevsek ya da siki olma
durumunu etkileyerek gen ifadesinde regulator rol oynar. Ornek olarak, asetil
gruplan histonlardaki (+) yuku noétralize ederek histonlar ve DNA arasindaki
elektrostatik etkilesimleri zayiflatir[79, 80].

Belirli bazi spesifik histon modifikasyonlari 6kromatinin ve
heterokromatinin trankripsiyonel aktif ya da inaktif markirlari olarak
kullanilabilirler. Histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun
birlikte calisarak gen ifadesinin durumunu belirledigi ve bu sekilde hucrenin
yazgisinin belirlenmesinde énemli rol oynadigi kabul edilmektedir[79].

2.8.3.3.1. Histon Asetil Transferaz ve Histon Metil Transferaz

Epigenetik modifikasyonlar arasinda; HAT’ lar (histon asetil transferaz)
tarafindan asetilenme ve HMT’ lar (histon metil transferaz) tarafindan

metillenme yer almaktadir. H3 ve H4 histonlarinin lizin rezidularindan

32



asetillenmesinin aktif kromatinle korelasyon gosterdigi, deasetilasyonun ise
kromatinin daha siki bir gsekilde paketlenerek genlerin inaktif duruma
gecmesiyle sonuglandigl bilinmektedir. Histonlarin amino termallerindeki lizin
rezidilerinden HDAC aracili asetil grup uzaklastinimasi kromatin
yogunlasmasi, kumelenmesine ve ilgili DNA’da transkripsiyonel
inaktivasyona yol acar [80, 85, 86]. Bu transkripsiyonel inaktivasyon tumor
supresor gen ekspresyonunun supresyonuna yol acabilir ve timdrogenezi
ilerletir. Histon lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, hangi bdlgede
olduguna goére aktivasyon ya da inaktivasyonla sonuglanabilir. Lizin
asetilasyonu histon’'un DNA ile olan iligkisini zayiflatir, transkripsiyon
faktorinin baglanmasini saglar ve transkripsiyonu baslatir. Lizin metilasyonu
hem aktif hemde regrese DNA bdlgeleri ile iligkili olabilir. Transkripsiyonel
sessiz gen prometerleri olarak gorinen H3K9 ve H3K27'in metilasyonu
yerine Histon H3 lizin 4’ln trimetilasyonu transkripsiyonu aktive eder [79, 80,
87]. Tek basina hipometilasyon sessiz genleri agmaz iken; lokalize
hipometilasyon ile birlikte artmis Histon H3 asetilasyonu epigenetik sessiz
genlerin eski haline donmelerine yol agar. Bir galisma gostermigstir ki;5-aza-
dC tedavisinden 10 gin sonra da gen ekspresyonunun devam ettigi
gOzlenmigtir. Gergekte bunlarda transkripsiyonun bagladigi tarafta lokalize
hipometilasyon mevcuttur ve Histon H3 asetilasyonunda artis mevcuttur [80,
88].

Cesitli kanser iligkili genlerin transkripsiyonel modifikasyonunda rol
alan asetil grup eklenmesi ve c¢ikariimasi 2 farkh sinif enzimin kontrolu
araciligi ile yapiimaktadir (HDAC (Histon deasetilaz) ve HAT (Histon asetil
transferaz)). Histonlarin N terminalindeki lizin kalintilarinin HAT tarafindan
asetilasyonu gen transkripsiyonunu aktive ederken, histon kuyrugundaki lizin
kalintilarindan HDAC tarafindan asetil grubunun uzaklagtiriimasi
transkripsiyonun baskilanmasi ile sonuglanir. HDAC ve HAT genellikle
transkripsiyonel ko-repressor olarak etki eder. Kronik inflamatuvar yanit ve
karsinogenezisde HDAC ve HAT’larin aktivasyonu/inaktivasyonu olaya
karisir[79, 80, 85, 86].
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Kromatin yeniden yapilanmasinda rol alan enzimler histonun kovelent
modifikasyonu ya da ATP hidrolizinden elde edilen enerji ile kromatin yapisini
degigtiriler. ATP bagimli kromatin yeniden yapilandirici enzim ailesinden olan
kromatin zincir helikaz DNA baglayici protein (CHD) ailesi insanlarda 9 farkl
protein olan (CHD1-9) icerir. Kanser ile iligkili olani CHDS proliferasyon ve
apopitozisi kontrol eder. insanlarda; CHD5 sadece delesyon ile degil ayni
zamanda hipermetilasyon ile birliktede inaktive olmaktadir. Bu dedisiklikler
CHD bagimh kromatin yeniden yapilandiriimasinin deregtlasyonu ile kanser
patogenezine katkida bulunur [89]. Tumdr supresdor, DNA metilasyonu ve
histon asetilasyonu/deasetilasyonunda gorev alan SOCSs veSHP1 genleri
KRK hicrelerinin transkripsiyonel regulasyonunu kontrol ederler. Xiong ve
arkadaslar [90] histon deasetilaz inhibitéri (HDACI) olan trikostatin A (TSA)
SOCS1 ve SOCS3 genlerinin mRNA duzeylerini arttirdigini gostermiglerdir.
KRK'de TSA tarafindan SOCS1 ve SOCS2 gen ekspresyonun indiuklenmesi
H3 ve H4 histon proteinlerin asetilasyonun artmasi nedeni ile kendilerinin
prometer bolgeleri ile iligkilidir. Her nasilsa SHP1 promoter bélgelerinin histon
asetilasyonunda anlamli degisiklik gézlenmemistir. iki ayri calismada; normal
doku ve adenomlara gére adenokarsinomda, H4K12ac ve H3K18ac global
seviyelerinde artis  Dbildirilmistir.  Ayrica H3K9me2 ekspresyonunun
adenom’dan adenokarsinoma progresyon ile iliskili oldugu gdsterilmistir [80,
91].

2.8.3.3.2. Histon Deasetilaz (HDAC)

Histon deasetilazlar 18 geni iceren, Sinif I-IV olmak Uzere 4 gruba
ayrilan bir ailedir. Sinif | HDAC’lar HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve HDACS; Sinif
[ HDAC’lar HDAC4, HDACS5, HDACG6, HDAC7, HDAC9 ve HDAC10; Sinif IV
HDAC HDAC11’den olusur. Sinif LIl IV HDAC’lar klasik HDAC’lar ve Sinif Ill
HDAC lar sirtuinler olarak adlandirilir.

HDACLY'in esas fonksiyonu hicre proliferasyonu kontroliinde p21 ve
p27 CDK inhibitor (Siklin bagimh kinaz inhibitdri) baskilanmasidir [92].
Birgok calismada benzer sekilde HDAC1'in kanser hucrelerinde de hucre
cogalmasi kontrolinde onemli rol Ustlendigi gosterilmistir. HDAC1 ve HDAC3'’

un baskilanmasi ile hlcre proliferasyonu baskilanmaktadir. HDAC4 ve
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HDAC7’in baskilanmasi ise hucre sayisinda azalmaya yol agmamaktadir
[93]. HDACT’in baskilanmasi hicre bolinme surecinde G1 fazinda ya da
G2’'den M fazina geciste duraksama ile sonuglanir. Bu durum mitotik
hicrelerin kaybi, hicre bliyimesinin durmasi ve kanser hicrelerinde artmig
apopitoz oranina neden olur [94]. Buna karsin HDAC2 baskilanmasi ise
hiacrelerde ayni etkiye yol agmaz. HDAC1T'in blokaji embriyonik kok
hicrelerin proliferasyonunda defektte bagl olarak 9.5’'inde ginde embriyonik
O0lum ile sonuglanir. Siklin bagimh kinaz (CDK) inhibitori p21 ve p27
ekspresyonu up-regulasyona ugrar ve global olarak histon deasitelaz
aktivitesi down-regulasyona ugrar. HDAC1 fonksiyon kaybi HDAC2 ve
HDAC3 up-regulasyonu ile kompanze edilemez [92, 95].

Normal doku ile karsilastinldiginda gastrik kanserli 25 olgunun
17’sinde (% 60) HDAC1 ekspresyonun up-regile oldugu saptanmigtir [96].
Bu bulgular HDAC1, HDAC2, HDACS3’Un prognostik oneminin arastirildigu,
293 gastrik kanser orneginin degerlendirildigi ayr bir blyudk ¢alismada da
dogrulanmistir [97]. Bu c¢alismada artmis sinif | HDAC ekspresyonu nodal
yayihm ile iligkili bulunmus, ayrica gastrik kanserli hastalarin sagkalimi
gOstergesi olan bir prognostik faktor oldugu belirtilmistir [97].39 pankreas
kanserli olgunun degerlendirildigi bir calismada; HIF1a ile birlikte yUksek
HDAC1 ekspressiyonu koétu prognoz ile iligkili bulunmustur [98]. Benzer
bulgular 192 pankreas kanser doku 6rneginin degerlendirildigi bir calismada
da elde edilmistir. Bu calismada yuksek HDAC1, HDAC2, HDAC3
ekspresyonu dediferansiyasyon ve pankreas kanser hucrelerinin artmis
proliferasyonu ile iligkili bulunmustur [99].

14 olgunun degerlendirildigi baska bir calismada prostat kanser
dokusu orneklerinde HDAC1 ekspresyonu degerlendiriimis ve HDAC1 protein
ekspresyonu, hormon direngli ve yuksek grade kanserde; dusik derece
kanser ve prostat hiperplazisine gore daha yuksek oranda eksprese oldugu
g6zlenmistir[100]. indiferansiye prostat kanser hiicre kiltiirinde HDAC1 over
ekspressiyonu artmig hicre ¢ogalmasina neden olur [100]. Ek olarak hiicre
bolinmesinin ve apopitozisin kontrolinde HDACL1 ¢oklu ila¢ direncine neden

olabilir. HDACY'in kemoterapi direnci olan néroblastom hticrelerinde invitro
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over eksprese oldugu goézlenmistir [101]. Non selektif HDAC inhibitorleri olan
butirat, TSA ve sciraptaid tarafindan ya da RNA tarafindan HDAC1’in
baskilanmasi noéroblastom hicrelerinde Urokinaz plazminojen aktivatérini
eksprese eder ve invazyonu azaltir [102]. HDAC inhibitorleri MYCN
tarafindan guglendirilen néroblastoma hucrelerinde migrasyon ve invazyonu
azaltir [103].

Hepatosellller karsinoma’ li (47 olgu) olgularda yapilan bir galismada,
yiksek HDAC1 ekspressiyonu portal vene kanser hiicre invazyonu, kotl
histolojik diferansiyasyon, daha ileri tumor TNM evresi ve duguk sagkalim
oranlari ile iligkili bulunmustur [104].

Meme, renal ve mesane kanserinin aksine KRK’de HDACS5 ve HDACY
ile birlikte artmis HDAC1 ekspressiyonu goézlenmektedir [105]. RNA bazli
HDAC1 ve HDAC2 baskilanmasi, KRK hcrelerinin in vitro baskilanmasina
yol acmaktadir, ancak HDAC3’Un baskilanmasi ise KRK hucrelerinde ayni
etkiyigostermemektedir[106]. Yakin zamanda 140 KRK 6rneginin incelendigi
bir seride, artmig HDAC1, HDAC2, HDAC3 ekspresyon dlzeylerinin azalmig
hasta sagkalimi ile birlikte oldugu belirtiimis ve Oozellikle de HDAC2
ekspresyonunun bagimsiz bir faktor oldugu belirtiimistir [106]. HDACL1 ve
metastaz iligkili protein 1 (MTA-1) nukleozomun yeniden sekillenmesini
saglar ve Histon deasetilasyon kompleksi (NURD) kanser gelisiminde énemli
rol alir. Tumér invazyon derinligi kanser evresi HDAC1 ekspressiyonu ile
korele oldugu gozlenmigtir. Higashijima ve arkadaslarinin KRK’li hastalar ile
yaptigl galismada yas, timor invazyon derinligi ve vaskuler invazyon varligi
MTA-1 ile korele oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada HDAC1 pozitif grupta
HDAC1 negatif gruba goére 5 yillik sagkalim oranlari daha ko6t saptanmistir
(% 55,1 e karsi % 86,5). 5 yillik sagkalim orani MTA-1 pozitif grupta MTA-1
negatif gruba gore daha kotu izlenmistir (%73,1’e karsi % 50,5). HDAC1
pozitif grupta evre II-1V sagkalim oranit HDAC1 negatif gruba gore daha kotu
saptanmigtir. Tedavi yaniti sonrasi HDAC1 pozitif grupta hastaliksiz
sagkallm orani yine daha koti oldugu gordlmastir. Higashijima ve
arkadaslart HDAC1 ve MTA-1 ekspresyon dizeylerinin KRK’de potansiyel bir

prognostik faktor oldugunu belirtmiglerdir[107]. Gastrointestinal
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tumorlerdesiklikla HDAC1 overekspresyonu ortaya c¢ikmaktadir. HDACA
overekspresyonu de-diferansiyasyon, artmig proliferasyon, artmig invazyon,
ilerlemis hastalik ve kétu prognoz ile iligkili bulunmustur[108]

Farelerde deneysel olarak HDAC7 geninin bozulmasi ile endotelial
hicre adezyonun bozulmasi, bunun sonucunda dilatasyon ve kan
damarlarinda rlptir nedeni ile embriyonik 6lim goézlenir. Ozellikle
embriyogenezisin erken déneminde HDAC7 ekspresyonu goézlenir. HDAC7
ekspresyonu ve MEF2 (myocyte enhancer factor-2) ile birlikteligi ile matriks
metalloproteinaz10 ekspressiyonunun baskilanmasi saglanir ve vaskuler
batinlik korunur [109]. Endoteliyal hucrelerde HDAC7’in  susturulmasi
morfolojilerini degistirir. Migrasyon yeteneklerini azaltir, invitro kapiller tlp
yapilari olusturma kapasitelerini azaltir. Hicre adhezyonu, proliferasyonu ya
da apopitozisi ise dusunuldugu gibi kanserde bir anti-anjiogenetik hedef
olarak degistiriemese de [110],KRK'de HDAC7'ninHDACL1 ile birlikte over
eksprese oldugu belirtiimektedir [105].

HDAC ailesinin inflamatuvar mukozada karsinom gelisim surecinde rol
aldigini  dusunduren calismalar mevcuttur. Cao ve arkadaslarinin
calismasinda; dizel egzoz partikulleri maruz kalan brons epitel hicrelerinde
(BEAS-2B) HDAC1 degradasyonuna bagli histon-4 tetikleyici asetilasyonu
sonucu pro-inflamatuvar siklooksijenaz-2 geninde (COX-2) transkripsiyonel
aktivasyonun arttigi saptanmistir[111]. Benzer olarak H202’e badli insan
alveoler hucrelerinde (A549) NF-jB aktivasyonu, IL-8 ve IL-6 ekspresyonu ve
salinimi; artmig histon-4 asetilasyonu ve azaltiimi, HDAC2 ekspresyonu ve
aktivitesi ile iligkilidir. inflamasyonun indiikledigi histon modifikasyonu ve
buna baghh  olarak sonrasinda gelisen COX-2 ve NF-B’in
upregulasyonu;kanser hicrelerinde genetik instabiliteye neden
olmaktadir.[111].

2.8.3.3.3. P21 Aktive Edici Kinaz (PAK-1)

KRK karsinogenezinde etkin oldugu gosterilmis histon modifikasyon
genlerinden biri PAK1 (p-21 active edici kinaz) genidir. PAK1 normal olarak
hicre buyimesi, motilitesi ve transformasyonunda o6nemli roller
ustlenmektedir.PAK1; kiguk GTP’azlardaki akigi etkileyerek, KRK
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karsinogenez baglatiimasinda ve progresyonunda RAS/RAF/MAPK ve
Wnt/B-catenin sinyalizasyonunu koordine etmektedir[112].

PAK1 WNT sinyalizasyon vyolaginin merkez moleklli olan (-
cateninekspresyonunu  duzenler. PAK1 inhibisyonu ile [B-catenin
ekspresyonunu ve nukleer birikimi azalmaktadir. WNT sinyalizasyon
bilesenlerindeki mutasyonlar KRK karsinogenezin baslatiimasinda ve
progresyonunda anahtar rol Ustlenmektedir. Wnt yolaginin merkez molekulu
olan [B-cateninin asiri aktivasyonu; hicre c¢ogalmasini, hicrenin yasam
suresini arttinr ve KRK tumorogenezinin tetiklenmesini saglar [113, 114].
Nukleer B-catenin birikimi ve transkripsiyon faktort olan T cell faktor 4’ Gn
(TCF4) birlikte aktif kompleks [115, 116] olusturmasi; c-Myc gibi hedef
genlerin up-regilasyonuna baglh hicre blylimesi tetiklenir ve timor
progresyonu yonlendirilir [113, 117].B-catenin sinyalizasyonu KRK
karsinogenezinin sadece baslatiimasinda degil, progresyonunda dnemli roller
Ustlenmektedir. B-catenin nikleer translokasyonu, KRK’in metastaz
gelistirmesi ve prognozu ile baglantihdir[118].

KRK gelisimi ve progresyonunda; B-catenin ve RAS mutasyonunun
sinerjistik etkisi vardir [119-122]. PAK1 RAS ile PI3K bagimh ve bagimsiz
yolaklar tarafindan aktive edilir ve KRK hticre proliferasyonu, migrasyonu ve
sagkalimi i¢in gereklidir [123]. K-RAS Onkogeni intestinal timérlerde sinerjik
olarak Wnt/B-catenin sinyalizasyonu arttirir. K-RAS mutasyonu KRK’lerin %
40'Inda saptanir ve adenom-karsinom sekansinin erken ddnemlerinde
olusur[56, 124, 125]. Senkron K-RAS aktivasyonu ve Wnt sinyal yolaginin
aktivasyon gostergesi olan nikleer B-catenin birikimi; KRK hastalarinda koétu
prognoz ve KT diren¢ gostergesidir [119]. APC ve K-RAS gen mutasyonlari
bulunan fare modellerinde, Wnt/B-catenin sinyalizasyonu artisinin
beraberinde tumor gelisimine ve malignitenin progresyonuna katki sagladigi
g6zlenmistir [120]. Bazi Wnt yolagi hedef genlerinin artmis ekspresyonunun
K-RAS ve APC gen mutantlari ile birlikte sinerjistik etki yaptigi gézlenmistir.
B-catenin ve K-RAS’In birlikte inhibe edilmesi; KRK hucre c¢ogalmasini
azalttigi ve hicreleri apopitozise yonlerdirdigi saptanmistir [120, 121].
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Ras, Rac ve Cdc42 tarafindan induklenen malign transformasyon igin
PAK1 gereklidir. PAK1 GTPaz tarafindan induklenen transformasyonda
gorev alir [126-128]. Aktive PAK1l RAF'1I fosforiller ve bunun sonucunda
RAS/RAF/MAPK sinyalizasyonu artar [124, 129, 130]. PAK1 B-catenin ile
iligkili oldugu ve mide hucrelerinde B-catenin/TCF4 aktivasyonunu arttirdigi
bilinmektedir [131]. PAK1 tarafindan [(-cateninin fosforilasyonu KRK
hicrelerinde B-cateninin  transkripsiyonel aktivitesini ve stabilitesini
arttirmaktadir [132].

Kanser hucrelerinde PAK1 ekspresyon ve aktivasyonunda degisiklikler
oldugu saptanmigtir. PAK1 ekspresyonunda artis; adenoma-karsinoma
sekansi surecinde, Ozellikle de dramatik olarak invaziv ve metastatik
KRK’lerde saptanmistir[133]. PAK1'in ylksek dizeyde ekpresyonu ve asiri
aktivasyonu ayrica KRK kanser hastalarinin azalmig sagkalim sureleri ile
iligkili bulunmustur [134]. PAK1 KRK htcrelerinin proliferasyonu, migrasyonu,
invazyonu ve sagkalimi i¢in gereklidir [123].

RAS ile aktive olan PAK1; KRK blyumesi, progresyonu ve metastaz
gelisimini ilerletir. Short hairpin  RNA (shRNA) kullanilarak PAKZ'in
susturulmasi ile; KRK hucrelerinde proliferasyon, migrasyon azalmaktadir.
PAK7?’in baskilanmasi; apopitozisin indiiklenmesi yolu ile KRK buytimesini,
ilerlemesini ve metastaz gelistirmesini azaltmaktadir[112, 123]. in vivo ya da
in vitro APC ve B-catenin mutasyonu olan KRK hucrelerinde blytime siRNA
aracili B-catenin sinyalizasyon inhibisyonu ile durdurulabilmektedir [115, 135-
137]. Buna karsin B-cateninin tek basina inhibisyonu KRK hucrelerinde
anlamli oranda apopitoza neden olmamaktadir[121]. Bu durum PAKZY'in B-
cateninden bagimsiz olarak apopitoza etki ettigini gostermektedir. PAK1 in
inhibisyonuna bagh tumor metastaz gelisiminin engellenmesi metastatik
marker olan azalmis ZEB1 ve vimentin ekspresyonu ile iligkilidir. Bu azalma
B-catenin araciidi ile olmaktadir. B-catenin aktivasyonu E-cadherin
transkripsiyonel represori olan snaill’in up-regilasyonunu saglamaktadir. Bu
sonuglar PAK?1’in dnemli bir prognostik marker oldugunu ve PAK1’ in kanser
tedavisinde hedef olarak kullanilabilecegini gostermektedir[138].
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2.8.3.3.4. Aurora Kinazlar (AURKA, AURKB, AURKC)

Aurora kinaz ailesi mitozda anahtar dizenleyici olarak goérev alan
serin/treonin kinazlardir. Aurora kinaz ailesi Aurora kinaz A, B, C olmak Uzere
3 adet enzimden olusmaktadir. Aurorakinazlar,hlicre icindeki farkh kinazlar
tarafindan otofosforilasyon yolu ile aktive edilirler [139]. Aurora kinaz A
(AURKA) sentrozom iligkili proteindir. AURKA sentrozom fonksiyonlarinin
dizenlenmesi, kromatin iglerinin montaji (birlestiriimesi), kromozom ayriimasi
ve sitokinez de gorev almaktadir [140, 141]. AURKA protein dizeyleri ve
kinaz aktivitesi G1/S fazinda dusuk seviyededir. AURKA hicre bolinme
siklusunun G2/M fazini duzenler.G2/M fazinda artarak birikir ve mitoz sonrasi
hizli bir sekilde tekrar azalir[140, 142, 143].

Aurora kinaz ailesi enzimleri AURKA geni tarafindan kodlanir ve DNA
kapisinin kritik bolgesini kaplar.Bu gen 20q13.2 kromozumunda lokalizedir ve
malignitelerde bu lokalizasyonun a bdlgesi guglenmigtir [144, 145]. Deneysel
yontemler ile AURKA’nin aktivasyonu bir onkogen gibi davranarak;
sentrozom ampflikasyonunu ve kromozomal instabiliteyi indukler, sonug¢
olarak malign fenotip ortaya ¢ikarir [146]. AURKA mRNA’sinin ampflikasyonu
KRK’de dahil olmak Uzere bir¢ok kanserde bulunmaktadir [140, 147, 148].
AURKA gen overekspresyonu birgok kanserde sentrozom amflikasyonuna,
kromozomal instabiliteye ve anoploidiye yol acar[143, 149]. AURKA
overekspresyonu midekanseri, memekanseri, kolorektalkanser, mesane
kanseri, pankreas kanseri, over kanseri, prostat kanseri ve
0zofagusskuamozhicrelikarsinom,  6zofagealadenokarsinomagibi  birgok
tumor hicresinde ve Barett's 6zofagusta saptanmistir [150, 151]. Alfat ve
arkadaslan130 timoérin histokimyasal analizi ile Ust gastrointestinal
adenokarsinomlarda mitotik kinaz kodlayici gen overekspresyonunu
gOstermigtir. Yine bu ¢alismada in vitro modelde ilag ile apopitozu induklemis
ve AURKA ekspresyonunun gastrointestinal kanser hicrelerinde anti-
apopitotik etkisi gosterilmistir  [150].Rugge ve arkadaslart AURKA
immunoboyanmasinin Ozofagus adenokarsinom’da prekanseréz lezyon olan
Barrett's mukozasindan onemli olgude artig gosterdigini bulmustur [142].

Klinigimizde 6zofagus adenokarsinomlari, 6zofajit ve kontrol grubunu iceren
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60 olgunun histon modifikasyon gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi
calismada AURKA ve AURKB genlerinin 6zofagus adenokarsinomlarinda
overeksprese oldugu saptanmistir. AURKA ve AURKC genlerininde 6zofaijitli
dokularda da over-eksprese oldugu saptanmistir[152]. Yine bu calismada
Ozofajit siddeti artikca parallel olarak AURKA geninin overekspresyonunda
parelel olarak arttigr saptanmistir[152]. 386 KRK olgusunun degerlendirildigi
bir calismada; dusik p21, ylksek p53, duslk siklin-D1 ve yiuksek AURKA
ekspresyonun artmis reklrrens ve relaps sikligi ile iligkili oldugu
gosterilmigtir. P21 ve AURKA’ ninbirbirinden bagimsiz olarak rekurrens
sikligini arttirdigr gézlenmistir. P21, p53, siklin-D1 ve AURKA prognostik
marker olarak kullanilabilecegi belirtilmistir[153].

2.8.3.3.5. NEK6(NIMA (never in mitosis gene a) iligkili kinaz 6)

NEK (NIMA (never in mitosis gene a) iligkili kinazlar) ailesine bagh
mitoz bolinme kontrolinde goérev alan bir serin/treonin kinazdir [154]. NEK6
kromozom 9q33-34 bdlgesine lokalizedir.Yin ve arkadaslari daha éncesinde
insan NEK6’nin hlcre siklus progresyonu sirasinda metafaz-anafaz
gegisinde gerekli oldugunu gostermistir [155]. NEK6 disfonksiyonu ile mitoz
boluinmede duraksama ve apopitozda tetiklenme gozlenilir[156, 157].
NEKG6’In negatif mutant formu kromatin ig defektlerine, anormal kromozom
ayrimina, mitotik duraksamaya yol acgar ve apopitozu indikler [158].
Hepatoselltler karsinomda (HCC) NEK6 overekspresyonunun antiapopitotik
etkisi bulunmaktadir[158]. HCC' de NEKG6 overekspresyonu ile histolojik
grade, alfa fetoprotein dizeyi ve koOtl prognoz arasinda iligki oldugu
bilinmektedir. NEK6’ nin insan kanser hiucre dénusimune aracilik ettigini
gosteren ve kanser tedavi marker’t olarak onerildigini bildiren c¢alismalar
mevcuttur [159].Takeno ve arkadaslari NEK6’in, gastrik kanserlerde evresine
bakilmaksizin patansiyel bir marker oldugunu belirtmislerdir. Konvansiyonel
yontemler ile timor evrelemesinin prognozu belirlemede tek basina yetersiz
oldugundan beri, timoér dokusunun genetik analizi hastalik gidighatti ve
tedavi yanitiyla ilgili her kosulda daha saglikli bilgiler vermektedir [160].
Nassirpourve arkadaslari;NEK6'In kinaz aktivitesininmeme,uterus,kolon,

mide,over, akciger,bdbrek,rektum,tiroid, serviks, prostat, pankreas, ince
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bagirsakkanseri gibi c¢esitli maligninsan kanserlerinlcrelerinde yuksek
oldugunu gostermigtir ve NEKG6'In baskilanmasi ile tumoran geriledigi
farexenograftmodelinde gOsterilmigtir. NEK®Ginhibisyonunspesifik
olaraktimaorhdcrelerininhlicre 6limuneyol agtigini ve normal dokularda hasar
yaratmadigina isaret etmektedir. Bu nedenle
NEK®Ginhibitorlerininsitotoksikantitimor maddelerine goredaha dugukyan
etkile daha iyi birtedavi segenegioldugu dusunulmustir[159].Klinigimizde
0zofagus adenokarsinomlari, 6zofajit ve kontrol grubunu iceren 60 olgunun
histon modifikasyon gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi calismada NEK6
genin 6zofagus adenokarsinomlarinda ve 6zofajitli dokularda overeksprese
oldugu saptanmistir. Yine bu ¢alismada 6zofajit siddeti artikgca parallel olarak

NEK®G genlerinin overekspresyonunda parelel olarak artis saptanmistir [152].
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lIl. GEREC VE YONTEM

Calisma Temmuz 2012 ve Kasim 2013 tarihleri arasinda Manisa Celal
Bayar Universitesi Gastroenteroloji Bilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal'nda  gergeklestiriimistir.  Calismaya Celal Bayar  Universitesi
Gastroenteroloji Bilim Dali’'na basvuran hastalar dahil edilmistir. Bu ¢alisma
ile ilgili etik kurul onayi, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Dekanligi
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul Bagkanliginin 26.06.2012 tarih ve 200 sayil
onayi ile gergeklestirilmigtir.

3.1. Caligma Dizayni ve Hastalar

Temmuz 2012ve Kasim 2013 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Gastroenteroloji Bilim Dal’'namiracaat eden toplam 60 hasta
calismaya dahil edildi. Olgular kolorektal kanser grubu, Ulseratif kolit grubu ve
kontrol grubu olmak Uzere 3 gruba ayrildi. Kolonoskopisi yapilan ve biyopsi
alinan 20 Kolorektal kanserli olgu, 20 Ulseratif kolitli olgu ve alt
gastrointestinal sistem yakinmasi olan, kronik ishal ya da demir eksikligi
anemisi nedeni ile rutinde kolon biyopsisi yapilan; biyopsi-kolonoskopi
sonucu normal olan 20 olgu kontrol grubu olmak Uzere, asagida bahsedilen
caligmaya dahil edilme ve diglanma kriterlerine gore ¢alismaya dahil edildi.

Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

1. Kolorektal kanser tanisi olan, kemoterapi ya da radyoterapi tedavisi
almamis yeni tanili 18 yas Uzeri erigkin hastalar

2. Ulseratif kolit tanisi olan, 18 yag Uzeri erigkin hastalar

3. Alt gastrointestinal sistem yakinmasi olan, kronik ishal ya da demir
eksikligi anemisi nedeni ile rutinde kolon biyopsisi yapilan ve biyopsi,
kolonoskopi sonucu normal olan 18 yas Uzeri eriskin hastalar

Arastirmadan Diglama Kriterleri:

1. Kolorektal kanser tanisi ya da bagka bir malignite nedeni ile
herhangi bir zamanda kemoterapi ya da radyoterapi almak

2. Kolorektal kanser disinda baska bir malignite tanisi almig olmak

3. Kolonoskopi sirasinda biyopsiyi kabul etmeyen olgular

4. Ulseratif Kolit tanisi nedeni ile kolektomi yapilan olgular
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Tdm olgularin yas, cinsiyet, 0zgec¢cmig/soyge¢cmis hastaliklari
sorgulanarak kaydedildi.

Ulseratif kolit hastalarinda kolonoskopide, rutin degerlendirme ve
tetkiklerinde saptanan; hastaligin kolon tutulum yayginhgi, suresi, aktivasyon
siddeti, ekstra intestinal tutulum bulgular, UK tedavisi igin kullandidi ilaglar
veri olarak kaydedildi. Ulseratif kolit hasta grubunda gegmiste kolon malignite
ve displazi arastirilmasi amacli yapilan kolonoskopik taramalarindaki tim
patoloji dederlendirme bulgulari displazi varligi agisindan retrospektif olarak
arastinldi ve kaydedildi. Yine ¢alismaya dahil edildiginde yapilan kolonoskopi
taramasinda alinan patoloji degerlendirmesi i¢in alinan biyopsi materyalinde
displazi kontrolU yapildi ve veriler kaydedildi.

Kolorektal kanser tanisi alan hastalarin hepsinde evreleme amacli BT
ya da PET/BT cekildi. Opere olmayan hastalar da BT ya da PET/BT, opere
olan hastalarda da BT, PET/BT ve operasyon sonrasi patolojik
degerlendirmesi yapilarak AJCC’nin TNM siniflamasina goére hastalik
evrelemesi yapildi. Kolorektal kanserli olgularin timidnden serum CEA
duzeyleri gonderildi ve sonuglari kaydedildi. Kolorektal kanserli hastalarin
biyopsi 6rnekleri ve opere oldu ise kolon rezeksiyon materyallerinde tumor
diferansiyasyonu, tUmor tipi degerlendirildi ve sonuglari kaydedildi.

3.2. Kolonoskopi ve Doku Ornekleme islemi

Tim hastalarin kolonoskopi tetkikleri Celal Bayar Universitesi
Gastroenteroloji Bolumunde galismayida gergeklestiren bes gastroenterolog
tarafindan (EK, HY, EE, EG, AB) tarafindan yapildi. Kolonoskopi islemi
Olympus LuxeraCFQ260AL marka cihaz ile gergeklestirildi.Kontrol grubu ve
Ulseratif kolit tanisi olan hastalarin hepsinde terminal ileumda dahil olmak
uzere tam kolonoskopik degerlendirme yapildi. Kolorektal kanserli olgularda
ise tumor proksimaline gecilebildi ise terminal ileumda dahil tim kolon
degerlendirmesi yapildi. Tumor proksimaline gecilemeyen kolorektal kanserli
olgularda ise tumor proksimali abdominal BT ile degerlendirildi. Kolorektal
hasta grubunda tumor dokusundan, Uulseratif kolitli hasta grubunda aktif
inflamasyonun izlendigi rektum mukozasindan ve kontrol grubunda rutin

tarama amacli rektum, gekum ve terminal ileum mukozalarindan patolojik
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degerlendirme amacgh mukozal biyopsi 6rnegi olympus biyopsi forsepsi
kullanilarak mukozal biyopsi ornekleri alindi. Tum biyopsi 6rneklerinin patoloji
degerlendirmeleri Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dal’nda yapildi
ve sonuglarindaki verileri kaydedildi.

Kolorektal kanserli olgularda tumor dokusundan, Ulseratif kolitli
olgularda aktif inflamasyonunda izlendigi rektum dokusundan, kontrol hasta
grubunda da normal gérinimli mukozadan histon modifikasyon gen analizi
icin ayrica ikiser mukozal biyopsi 6rnedi olympus biyopsi forsepsi kullanilarak
alindi. Bu orneklerhemenkuru buz(kurubuz blodu-78,5derece Cylzey
sicakhginasahip) ile dondurulduve-80 ° C'deRNA ekstraksiyonuna kadar
saklandi.

3.3. Molekuler Yontem

Tdm 60 olgunun kolon mukoza biyopsi materyallerinden RNA
izolasyonu vyapildi. Olgulardan elde edilen RNA’dan cDNA sentez Kiti
kullanilarak 60 olguya ait cDNA’lar elde edildi. ik asamada rastgele secilen 3
ulseratif kolit tanili, 3 kolorektal kanser tanili olan ve 3 kontrol olgusuna ait
cDNA’'lar RT-PCR-array platelerine vyerlestirilerek 84 adet histon
modifikasyon geni (arastirilacak 84 gen asagida tablo 3’te belirtilmistir) ve 5
housekeeping gen calisildi. ilk asamada rastgele secilen bu 9 olguda 84 adet
histon modifikasyon geninin ekspresyonlari degerlendirildi. Bahsedilen 9
olguda degerlendirilen 84 gen icinde Ozellikle eksprese olan ve literatlr
taramasi yapilarak Kolorektal kanser dokusunda overeksprese olmasi
beklenen 8 gen belirlendi. Bu degerlendirme sonucunda AURKA, AURKB,
NEK 6, PAK1l, HDAC1, HDAC7, KDM4C, SETD8 histon modifikasyon
genlerinin ve housekeeping gen olarak HPRT1 geni, geriye kalan 17 KRK’ i,
17 UK’ li ve 17 kontrol olgu olmak (izere toplam 51 bireyde calsildi. Bu
asamalarin hepsi Celal Bayar Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarinda gergeklestirildi.
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Tablo 3: Arastirilacak Histon Modifikasyon Genleri

DNA Metil Transferaz: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B

Histon Asetil Transferaz: ATF2, CDYL, CIITA, CSRP2BP, ESCO1, ESCO2,
HAT1, KAT2A (GCN5L2), KAT2B (PCAF), KAT5 (HTATIP), MYST1, MYST2,
MYST3, MYST4, NCOA1, NCOA3, NCOA6

Histon Metil Transferazz CARM1 (PRMT4), DOT1L, EHMT2, MLL1, MLL3,
PRMT1, PRMT2, PRMT3, PRMT5, PRMT6, PRMT7, PRMT8, SETDB2, SMYD3,
SUV39H1

SET Domain Proteinler (Histon Metiltransferaz Aktivitesi): ASH1L, MLL3,
MLL5, NSD1, SETD1A, SETD1B, SETD2, SETD3, SETD4, SETD5, SETDS,
SETD7, SETD8, SETDB1, SUV39H1, SUV420H1, WHSC1

Histon Fosforilasyonu: AURKA, AURKB, AURKC, NEK6, PAK1, RPS6KAS3,
RPS6KA5

Histone Ubiquinasyon: DZIP3, MYSM1, RNF2, RNF20, UBE2A, UBE2B,
USP16, USP21, USP22

DNA / Histon Demetilaz: AOF2, JARID1B, JARID1C, JMJD2A, JMJD2C, JMJD3,
MBD2

Histone Deasetilazz HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDAC5, HDACS,
HDAC7, HDAC8, HDAC9, HDAC10, HDAC11

3.3.1. Hazirlanan Soltsyonlar

RTL Solusyonu: 1ml RTL solisyonuna 10 pl B merkaptoetanol
eklenerek hazirlandi.

Buffer RPE: RNA izolasyon kitinin konsatre olarak sagladigi RPE
sollsyonuna 4 voliim etanol eklenerek hazirlandi.

%70’lik Etanol: 70 ml Etanol distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirlandi.

Dnase | Solisyonu: Liyofilize DNase I' i 550 pl RNase-free suda
¢ozildu. Siseyi alt Ust ederek yavasca karistirildi. Vortekslenmedi.

DNase | inkiibasyon Miksi: 70 pl Buffer RDD ‘ye 10 pl DNase | stok
soliisyonundan eklendi. Yavasca tubu alt Ust edilerek karnigtirildi. Tubtn
yanlarinda kalan sivilari toplamak igin kisa bir santrifij edildi.
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3.3.2. Dokulardan RNA izolasyonu

Dokudan RNA izolasyonu ticari olarak saglanan RNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak yapildi.
1) Doku ornekleri depolandiklari -80 derin dondurucudan c¢ikarildi.
Dokunun buyuklugu tartilarak tanimlandi. 30 mg dan daha fazla doku
kullaniimadi.
2) Her bir hasta dokusu ependorf tipun i¢ine alindi. Tupun igine 20-30
mg doku icin 600 ul Buffer RLT ve mekanik parcalamayi saglayici 7mm
capinda metal bilyeler eklendi.
3) Ependorf tlpler TissueLyser homojenizatoérine yuklendi. 25.000 hertz’
de 5 dakika homojenizatérde homojenize edildi.
4) Olusan lizat 3 dk full hizda santriflij edildi. Dikkatlice sipernatan kismi
uzaklastirildi ve onu yeni bir ependorf tiptne transfer edildi.
5) Temizlenmig lizata 1 hacim %70’ lik etanol eklenerek, pipetle hemen
karistirildi. Santriflj yapiimadi.
6) 2 ml'lik toplama tlpu icerisine yerlestiriimis bir RNeasy spin kolonuna
700 pl 6rnek transfer edildi. Kapak nazikge kapatilarak =8000 g (= 10000
rpm) de 15 saniye santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Sonraki adim igin
yeni bir toplama ttpu yerlestirildi.
7 Egder 6rnek hacmi 700 ul yi asarsa ayni RNeasy spin kolonunda
birbirini izleyen aliquatlari santrifij edildi. Her santrifijden sonra altta
toplanan sivi atildi.
8) DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak igin bu adimdan sonra
kolonda DNA kesimi yapildi.
9) RNeasy spin kolonuna 350 pl Buffer RW1 eklendi. Kapadi nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igcin 28000 g (= 10000 rpm) de 15 saniye
santrifij edildi. Altta toplanan siviy1 atillarak yerine yeni toplama tupi
yerlestirildi.
10) DNase | inkiibasyon miksini (80 ul) direkt olarak RNeasy spin kolon
zarina eklenerek 15 dakika (20-30°C) inkube edildi.
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11) 350 pL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapagi nazikge
kapatildi. Kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15 saniye
santrifdj edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden yerlestirildi.
12) 350 pL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15 saniye
santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden yerlegtirildi.
13) 500 pL Buffer RPE ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igcin 28000 g (= 10000 rpm) de 15 saniye
santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden yerlegtirildi.
14) 500 pL Buffer RPE ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igin =>8000 g (= 10000 rpm) de 2 dakika
santrifllj edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpU yeniden yerlestirildi.
15) Yeni bir 2 mitoplama tipini RNeasyspin kolonyerlestirildi vealtta kala
siviyl igeren eskitoplama tupuatildi. Kapagi nazikge kapatildi ve full hizda 1
dk santrifij edildi.

16) RNeasyspin kolonu yeni bir 1,5 ml ‘lik toplama ttpune yerlegtirildi. 30-
50 pl RNase free suyu direkt olarak spin kolon zarina eklendi. Kapagi
nazikce kapatilarak RNA ‘yi dilue etmek icin 28000 g (= 10000 rpm) de 1
dakika santriftij edildi.

3.3.3. cDNA Sentezi

1) cDNA sentez icin RT First Strand Kit(C-03) kiti kullanildi.Bir PCR tupune
8ul RNA 06rnegi, 2ul GE (5XgDNAEIlimination buffer) konularak PCR
cihazina yuklendi.

2) 42 °C da 5 dk. inkiibe edildi.

3) Baska bir PCR tupinde 4ul BC3(5XRT Buffer 3), 1 pl P2( Primer X
External Control mix), 2 ul RE3(RT Enzyme Mix 3), 3ul H,0 den olusan
PCR kokteyli hazirlandi.

4) PCR kokteyli 1s1 dongu cihazindan ¢ikan PCR tupune eklendi ve PCR
tupu tekrar cihaza yuklendi.

5) 42 °C da 15 dak, 95 °C da 5 dakika inkiibe edidi.Elde edilen cDNA

ornekleri dilue edildi.
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3.3.4. RT-PCR Array Yuklemesi

RT- PCR array yuklemesi i¢in toplam hacim 2300ul olacak sekilde ; 102
ul dilue cDNA , 1150 pl 2X RT? SYBR Green ROX FAST Master mixi ,
1048 ul H,O den olugsan array kokteyli hazirlandi.

Array kokteyli her bir kuyucuga 20 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu Human
Epigenetic Chromatin Modification Enzymes RT2 Profiler™ PCR Arrayine
yuklendi.

Arraylar Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen) cihazina
konuldu.Aktivasyon icin 95 °C 10 dak, 40 déngii olacak sekilde 95 °C 15
sn ve 60°C 30 sn da inkiibe edildi.

http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web sitesindeki

yazilhim kullanilarak array data analizleri yapildi.
Array data analizleri sonucu over ve undereksprese olan genlerden 8 gen
Real-Time PCR calismasi igin segildi.

3.3.5. Real-Time PCR

Array data analizleri sonucu over ve undereksprese olan genlerden 8 gen
icin (AURKB, AURKA, SETDS8, PAK1, NEK6, KDM4C, HDAC1, HDACY
genleri + housekeeping gen HPRT1 geni) c-DNA ornekleri Real-Time
PCR calismasina alindi.

8 gene ait primer ve SYBR Green Master Mix ticari olarak kargilandi.
Bunun igin her bir 6rnek basina SYBR green Master Mix'den 12,5 pl,
Primer (10 pmol)den 1 ul alindi ve 2,2 ul cDNA eklenerek reaksiyon
karisimi hazirladi. Bu karisgima toplam volim 25 ul'ye tamamlanacak
sekilde dH20 eklendi. Tum karisim hazirlama islemleri buz Uzerinde
gerceklestirildi. Her bir 0Ornek igin hazirlanan bu PCR karisimlari
amplifikasyon icin Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research,
Qiagen) cihazinin platine yuklenerek amplifikasyon programi baslatildi.
Amplifikasyon programi 95°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de 40
saniye, 72°C’de 1 dakika ve son Ug sikusun 40 kere tekrarlanmasi ve son
uzama 2°C’de 2 dakika olarak uygulandi. PCR sartlar ¢alismaya gore
optimize edildi. Reaksiyonda HPRT1 geni endojen kontrol ve RNAse free

su negatif kontrol olarak kullanildi.

49


http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php

4) Real-Time PCR reaksiyonu sonunda elde edilen CT degerleri REST 2009
(Relative Expression Software Tool V. 2.0.13) programinda standart
mod’'da referans gen (HPRT1) normalizasyonu ile degerlendirildi ve
sonuglar bir excel dosyasinda toplandi.

5) Tum cahgsilan genlerdeki CT degerlerinin data analizleri on-
linehttp://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web

sitesindeki yazilim kullanilarak yapildi.

3.4. Veri Analizi ve istatistik

KRK, UK ve kontrol gruplarinin gen ekspresyonlari kargilastiriidi. KRK
hastalarinda prognostik belirtecler olan hastalik evresi, timor difensiyasyonu,
CEA diizeyine gére alt gruplara ayrilarak gen ekspresyon analizi yapildi. UK
hastalarinda KRK geligimi icin risk faktorl olan hastalik yayginligi, siuresi ve
inflamasyon siddetine gore alt gruplara ayrilarak gen ekspresyon analizi
yapildi.

Histon modifikasyon gen verilerinin analizi RT2 Profiler PCR array
data analizi ile http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php.
sitesindeonline ve Ucretsiz olarak yapildi. Bu analizde her bir PCR verisi igin
Excell formatinda tablo olusturuldu. Bu veriler bahsedilen online sisteme
yuklendi. Bu veriler isiginda her PCR reaksiyonu icin ortalama Ct degerleri ve
T test ile bir P degeri hesaplandi. Ct>33 olanlar hesaplamaya dahil edildi.
Fold-change and fold-regulation degerleri 2 ve Uzeri olan genler up regule
genler, Fold- change degeri 0.5’in altinda ve Fold-regulation degeri -2'nin
altinda olan genler down regule genler olarak degerlendirildi. P degeri
otomatik olarak Student T Test kullanilarak hesaplanip p<0.05 olanlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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V. SONUCLAR

4.1. Hasta Gruplari

Kolonoskopi bulgulari ve biyopsi sonucu patolojik olarak kolorektal
kanser teshisi konmus 20 hasta, yine kolonoskopi bulgulari ve patoloji
sonucu Ulseratif kolit tanisi almig 20 hasta ve herhangi bir kanser,
inflamatuvar barsak hastaligi 6ykisu olmayan, kolonoskopi ve kolon biyopsi
patolojik degerlendirme sonucu normal saptanan 20 birey kontrol grubu
olmak Uzere toplam 60 kisi ¢galismaya alind1.

Calisma grubundakihastalarin yas ortalamasi 57.80+ 12.3 olarak
saptandi. Kolorektal kanser hasta grubunun yas ortalamasi 59.12+ 12.1,
Ulseratif kolit hasta grubunun yas ortalamasi 56.85+ 12.6 ve kontrol grubunun
yas ortalamasi 57.45+ 11.5 olarak saptandi. Bu U¢ grup yas olarak birbirleri
ile karsilastirnldigi zaman ise anlamli bir farkliik saptanmadi (p=0,284).
(Tablo 4)

CGalisma grubundaki toplam 60 olgu icinde erkek cinsiyet orani % 51.7
(n=31) olarak saptandi. Kolorektal kanser, Ulseratif kolit ve kontrol gruplari
cinsiyet agisindan birbirleri ile kargilasgtirildiginda istatistiksel olarak anlamh
fark saptanmadi (KRK E/K: 9/11; UK E/K:11/9, Kontrol E/K: 9/11 ve p:
0,339).(Tablo 4).

Tablo 4: Hasta Gruplari ve Genel Parametreler

KRK (n=20) UK (n=20) Kontrol(n=20) P
Yas 59,12+ 12.1 56,85+ 12.6 57,45+ 11.5 0.284
o Erkek % 45 (n=9) % 55 (n=11) % 55 (n=11)
Cinsiyet 0.339
Kadin % 55 (n=11) % 45 (n=9) % 45 (n=9)
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4.1.1. Kolorektal Kanserli Hastalar ve Alt Gruplar

Kolorektal kanserlerin lokalizasyonuna bakildiginda tamaorlerin agirlikli
olarak distal kolonda lokalize oldugu izlendi. Lokalizasyonuna gére KRK’ li
hasta oranlari Rektum: % 35 (n=7), Sigmoid kolon: % 35 (n=7), inen kolon: %
5 (n=1), Transvers kolon: % 10 (n=2), Cikan kolon: % 10 (n=2) ve Cekum: %
5 (n=1) saptandi (Grafik 1).

Grafik 1: Kolorektal Kanserlerin Lokalizasyonu
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Opere olmayan KRK’lihastalarda sadece BT ve/veya PET/BT’ye gore,
opere olan KRK’li hastalarda ise BT, PET/BT ve cerrahi sonrasi patolojik
degerlendirmelerine gore TNM siniflamasi ileevrelemeyapildi. Evre | hasta
orani % 5 (n=1), evre Il hasta orani % 30 (n=6), evre Ill hasta orani % 40
(n=8) ve evre IV hasta orani % 25 (n=5) olarak saptandi (Grafik 2).

Grafik 2: KRK Hastalarinin Evrelere Gore
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KRK hastalarinin tmunun patolojik degerlendirmesi adenokarsinom
olarak saptandi. Hastalarin % 25'i (n=5) kotu diferansiye, % 70’i (n=14) orta
diferansiye ve sadece % 5'i (n=1) iyi diferansiye tumor olarak degerlendirildi
(Grafik 3).

Grafik 3: Kolorektal Kanser ve TUmor
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KRK’li hastalarin % 40’inin (n=8) CEA duzeyi normal degerden (>5
ng/dl) yiksek, % 60’ inin (n=12) ise normal sinirlar arasinda (0-5 ng/dl)
saptandi (Grafik 4).

Grafik 4: KRK CEA Diizeylerine Gére Hasta
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4.1.2. Ulseratif Kolitli Hastalar ve Alt Gruplar

Ulseratif kolit hastalarinin caligma sirasinda alinan kolon mukoza
biyopsi 0Orneklerindeya da hastaliklari nedeni ile yapilan kolonoskopi
taramalarinda alinan mukozal biyopsi 6rneklerinin patolojik incelemesinde
displazi saptanmadi. Ulseratif kolit hastalarinin kolonoskopilerinde DALM,
ALM ve benzeri premaling lezyon izlenmemistir. UK hastalarinin tiimiinde
kolonoskopi ve patoloji bulgularinda aktif inflamasyon mevcuttu.

Ulseratif kolit hastalarinin % 15'inde (n=3) rekto-sigmoid kolon
tutulumu, % 30’'unda (n=6) sol kolontutulumu, % 30’'unda(n=6) ekstensif kolit

tutulumu ve % 25’inde (n=5) ise pankolit tutulumumevcuttu (Grafik 5).

Grafik 5: Ulseratif Kolit Hastalarinda Kolon Tutulumu
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UK hastalarinda en uzun hastalik surresi 25 yil, en kisa hastalik slresi
ise 1 yil olarak saptandi. Ortalama hastalik siresi 10,45 yil olarak saptandi.
UK hastalarinin %20’si (n=4) 0-5 yil, % 20’si (n=4) 5-10 yil, % 40" (n=8) 10-
15 yil, % 20’si ise 15 yil ve Uzeri hastalik stresine sahipti (Grafik 6).

Grafik 6; UK Hastalarinda Hastalik Siiresi
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UK hastalarinin higbirinde anti TNF, siklosporin vb kalsinérin inhibitori,
Mikofenolat mofetil vb immunmodulatér ilag kullanma Oykisu yoktu. UK
hastalarinin timu oral ya da lavman 5-ASA tedavisi almaktaydi. Hastalarin %
55'i (n=11) ise hastalik surecleri boyunca remisyon induksiyonu igin steroid
ya da remisyon idamesi igin azotiopurin tedavisi kullanmig ya da halen
kullanmaktaydi (Grafik 7).

Grafik 7;: UK Hastalarinda Kullanilan
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4.2. Histon Modifikasyon Gen Ekspresyon Analizi

ilk asamada rastgele secilen bu 9 olguda 84 adet histon modifikasyon
geninin ekspresyonlari degerlendirildi. Bahsedilen 9 olguda degerlendirilen
84 gen icinde 0Ozellikle exprese olan ve literatlr taramasi yapilarak KRK
dokusunda overeksprese olmasi beklenen 8 gen belirlendi. Bu degerlendirme
sonucunda AURKA, AURKB, NEK 6, PAK1, HDAC1, HDAC7, KDMA4C,
SETD8 histon modifikasyon genlerinin ve housekeeping gen olarak HPRT1
geni, geriye kalan 17 KRK' li, 17 UK’ li ve 17 kontrol olgu olmak lizere toplam
51 bireyde caligildi. KRK (n=20), UK (n=20) ve kontrol grubu (n=20) olmak
Uzere toplam 60 hastada belirlenen bu 8 genin ve 1 kontrol geninin analizleri
yapildi.

KRK hastalarinda (n=20); AURKA, AURKB, HDAC1, HDAC7, NEK6
ve PAK1 genlerinin overeksprese (fold degisikligi >2) oldugu izlenmistir (Sekil
3).KRK hastalarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; AURKA, AURKB,
HDAC1, HDAC7, NEK6 ve PAK1 genlerinin istatistiksel olarak anlaml
dizeyde daha fazla overeksprese oldugu saptandi. KRK vekontrol grubu
kargilastirildiginda; SETD8, KDM4C genlerininve kontrol geni olan HPRT1
(Housekeeping gen) geninin ekspresyonunda (fold degisikligi <2, p>0.05)
istatistiksel olarak anlamli farkhlik izlenmedi (Tablo 5).

Tablo 5: KRK’de Histon Modifikasyon Gen Ekspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 7,3871 (1.54,13.23) 0,00125
AURKA 6,9307 (1.48,12.38) 0,00271
SETDS8 1,3491 (0.33,2.37) 0,43853
PAK1 6,4733 (1.01,11.94) 0,00152
NEK6 7,7355 (1.19,14.28) 0,00090
KDM4C 0,6849 (0.17,1.20) 0,11222
HDAC1 7,4876 (1.33,13.65) 0,00313
HDAC7 8,0948 (1.39,14.80) 0,00293
HPRT1 0,9211 (0.69,1.16) 0,58991

Not:KRKgrubu, kontrol grubu ile karsilagtiriimistir.

56



Sekil 3: KRK’ de Overeksprese Olan Genleri

KRK ve Kontrol Gruplarinin Gen Ekspresyonlarinin Kargilastiriimasi
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Kontrol gurubu ve KRK’de her bir genin hibridizasyon yogunlugu, log
10 tabanli daginik plato sekilde goérulmektedir. X-ekseni kontrol kontrol
grubunu, Y-ekseni KRK grubunu temsil etmektedir
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UK (n=20) hastalarinda AURKA, HDAC1, NEK6 ve PAK1 genlerinin
overeksprese (Fold degisikligi >2) oldugu izlendi (Sekil 4). UK hastalarinda,
kontrol grubu ile karsilastinldiginda AURKA, HDAC1, NEK6, PAK1 genlerinin
istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha fazla over eksprese oldugu
saptandi.UK, kontrol grubu ile kargilastinidiginda, AURKB, HDAC7, SETDS,
KDM4C genlerinin ve kontrol geni olan HPRT1 geninin (Housekeeping gen)
ekspresyonunda (fold degisikligi <2, p>0.05) istatistiksel olarak anlamli
farkhlik izlenmedi (Tablo 6).

Tablo 6: UK’te Histon Modifikasyon Gen Ekspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 1,4162 (0.36,2.47) 0,16986
AURKA 7,4384 (1.02,13.85) 0,00486
SETDS8 0,8322 (0.00, 1.66) 0,48752
PAK1 7,953 (1.02,14.89) 0,00542
NEK6 9,161 (1.83,16.49) 0,00107
KDM4C 0,7711 (0.00,1.54) 0,26249
HDAC1 8,3195 (1.19, 15.45) 0,00549
HDAC7 1,5988 (0.36,2.84) 0,20862
HPRT1 0,9727 (0.72,1.23) 0,96950

Not:UK grubu, kontrol grubu ile karsilagtiriimigtir.
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Sekil 3: KRK’ de Overeksprese Olan Genler

UK ve KRK Gruplarinda Gen Ekspresyonlarinin Karsilastiriimasi
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Kontrol gurubu ve UK’ te her bir genin hibridizasyon yogunlugu, log 10
tabanli daginik plato sekilde gorulmektedir. X-ekseni kontrol kontrol grubunu,
Y-ekseni UK grubunu temsil etmektedir

59



Kolorektal kanser hastalari ve Ulseratif kolit hastalari ile
karsilastirildiginda kolorektal kanser grubunda AURKB ve HDAC7 genlerinin
istatistiksel olarak daha fazla overeksprese oldugu saptandi (p<0.05).
Ulseratif kolit ve kolorektal kanser hasta gruplar arasinda AURKA, NEK®,
PAK1 ve HDAC1 gen overekspresyonlari acgisindan istatistiksel olarak

anlamli farkhlik ise izlenmedi (Tablo 7).

TABLO 7: KRK ve UKGruplarinin Gen Ekspresyonlarinin Karsilastiriimasi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 5,2162 (0.46,9.97) 0,00796
AURKA 0,9317 (0.00001, 1.89) 0,40211
SETD8 1,6211 (0.22,3.02) 0,26484
PAK1 0,8139 (0.04,1.59) 0,34676
NEK6 0,8444 (0.02,1.67) 0,79039
KDM4C 0,8882 (0.07,1.71) 0,17068
HDAC1 0,9 (0.06,1.74) 0,46234
HDAC7 5,063 (0.40,9.72) 0,01954
HPRT1 0,947 (0.69,1.21) 0,64247

Not: KRK hasta grubu, UK hasta grubu ile karsilastiriimistir.
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4.2.1Kolorektal Kanser Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi

4.2.1.1 Evreye GoOre Gen Ekspresyon Analizi

TNM evreleme sistemine gore; evre lll ya daevre IV olan KRK'li
hastalar (% 65, n=13) ve evre | ya da evre Il KRK’ li hastalar (% 35,
n=7)olmak (lizere 2 alt gruba ayrildilar.ileri evre KRK (evre lI-IV) olgularinin
bulundugu alt grupta, evre I-ll KRK olgularinin bulundugu alt gruba gore
AURKA, AURKB, PAK1, NEK6, SETD8, HDAC1, HDACT7 genlerinin
overekspresyonu istatistiksel olarak anlaml derecede yuksek oldugu
saptandi (Tablo 8).

TABLO 8: KRK’de Evreye Goére Gen Ekspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 16,5983 (6.70, 26.50) 0,00558
AURKA 15,0484 (2.80,27.30) 0,01685
SETDS8 2,9858 (0.88,5.09) 0,02669
PAK1 15,0564 (6.29, 23.83) 0,00521
NEK6 16,7852 (3.50, 30.07) 0,00475
KDM4C 1,7809 (0.00001, 3.75) 0,71962
HDAC1 14,3368 (6.23,22.45) 0,01196
HDAC7 17,8603 (7.70,28.02) 0,01285
HPRT1 1 (1.00, 1.00) -

Not: Evre llI-IV KRK alt grubu, Evre I-1l KRK alt grubu ile karsilastiriimigtir.
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4.2.1.2 Tumor Diferansiyasyonuna Gore Gen Eskpresyon Analizi

KRK olgulari tmor diferansiyasyon derecelerine gore; kotu diferansiye
alt grup (% 25, n=5) ve orta ya da iyi diferansiye KRK’li olgulari (% 75, n=15)
iceren alt grup olmak Uzere alt gruplara ayrildi. Koétl diferansiye timorleri
iceren hasta alt grubunda, iyi ya da orta diferansiye timorleri iceren hasta alt
grubuna gore AURKB, HDAC1 ve HDACT7 genleri istatistiksel olarak anlaml

derecede daha fazla over eksprese oldugu saptandi (Tablo 9, p<0.05).

TABLO 9: KRK’de Tumor Diferansiyasyonuna GoreGen EkspresyonAnalizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
AURKB 6,6931 (0.54,12.85) 0,00940
AURKA 4,6439 (0.00001, 9.84) 0,09350
SETDS8 2,0458 (0.38,3.71) 0,17649
PAK1 3,4027 (0.00001, 7.57) 0,12335
NEK6 3,8996 (0.00001, 8.94) 0,11125
KDM4C 2,0763 (0.71, 3.44) 0,71692
HDAC1 6,0266 (0.54,11.51) 0,01446
HDAC7 6,3967 (0.00001, 12.95) 0,01390
HPRT1 1 (1.00, 1.00) -

Not:Kétu diferansiye timor alt grubu, orta ya da iyi diferansiye timor alt grubu ile
karsilastiriimigtir.
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4.2.1.3. CEA Diizeyine Gore Gen Ekspresyon Analizi

KRK olgulari kendi i¢lerinde CEA diizeyi normal degerden yuksek (%
40, n=8)ve CEA dlzeyi normal degerler arasinda olan (% 60, n=12) KRK’li
olgular olmak Uzere 2 alt gruba ayrildi. CEA dizeyi yuksek KRK’li alt grup ile
CEA duzeyi normal KRK’li alt grup arasinda gen ekspresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi (Tablo 10, p>0.05)

TABLO 10: KRK’'deCEA Diizeyine Gére Gen EkspresyonAnalizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 0,8036 (0.00001, 1.99) 0,76255
AURKA 0,9091 (0.00001, 2.24) 0,85699
SETDS8 1,2487 (0.23,2.27) 0,73208
PAK1 0,8526 (0.00001, 2.11) 0,66459
NEK6 0,8683 (0.00001, 2.27) 0,64504
KDM4C 0,7412 (0.10,1.38) 0,22484
HDAC1 0,7837 (0.00001, 1.88) 0,74462
HDAC7 0,8937 (0.00001, 2.22) 0,67167
HPRT1 1 (1.00, 1.00) -

Not: CEA dizeyi yiksek KRK alt grubu, CEA diizeyi normal KRK alt grubu ile
kargilastiriimistir.
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4.2.2. Ulseratif Kolit Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi

4.2.2.1 Kolon Tutulumuna Gore Gen Ekspresyon Analizi

UK’li hastalar (n=20), kolonik tutulumlarina gore; ekstensif ya da
pankolit olmak Uzere splenik fleksuradandaha proksimalde de tutulumu olan
hastalar (% 55, n=11), rekto-sigmoid kolon ve/veya sol kolon tutulumu olan
hastalar (% 45, n=9) olmak Uzere kendi i¢lerinde iki ayri alt gruba ayrildi.
Pankolit ya da ekstensif kolit olmak Uzere splenik fleksuradan daha
proksimalde tutulumu olan UK'li hasta alt grubunda, sol kolit ya da
rektosigmoidit olmak Uzere distal kolon tutulumu olan hastalarda AURKA ve
NEKG6 genlerinin istatistiksel olarak anlamli dlcide daha fazla overeksprese

oldugu saptandi (Tablo 11)

TABLO 11: UK'te Kolon Tutulumuna Goére Gen Ekspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 1,3494 (0.00001, 2.95) 0,24876
AURKA 5,3678 (0.00001, 12.55) 0,02699
SETDS8 0,7484 (0.00001, 1.88) 0,31268
PAK1 2,2402 (0.00001, 5.16) 0,06460
NEK6 6,7131 (0.00001, 13.96) 0,01489
KDM4C 1,1199 (0.00001, 2.85) 0,21034
HDAC1 3,1064 (0.00001, 7.06) 0,14044
HDAC7 2,0928 (0.00001, 4.59) 0,26969
HPRT1 1 (1.00, 1.00) -

Not: Splenik fleksuradan daha proksimalde tutulumu olan (Pankolit-ekstensif kolit)
hastalar ile splenik fleksuradan daha distalde tutulumu olan (Sol kolit-rektosigmoidit)
hastalar kargilagtiriimigtir.
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4.2.2.2 Hastalik Suiresine Gore Gen Ekspresyon Analizi

UK tanili hastalar; hastalik slresine gére 10 yildan daha uzun sureli
UK tanisina sahip olgular ( % 60, n=12) ve 10 yildan daha kisa stredir UK
tanisina sahip olgular (% 40, n=8) olmak Uzere iki ayri alt gruba ayrildi. 10
yildan daha uzun siredir hastalik sUresine sahip olgularda, 10 yildan daha
kisa sureli hastalik sUresine sahip olgulara gére AURKA, PAK1, NEK-6 ve
HDAC1 genlerinde istatistiksel olarak anlamli derecede overekspresyon
izlendi (Tablo 12).

TABLO 12: UK’ te Hastalik Siiresine Gére Gen Ekspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% Cl P Degeri
AURKB 5,8903 (0.01,11.77) 0,165124
AURKA 14,1641 (0.43,27.90) 0,012857
SETD8 2,2211 (0.00001, 5.51) 0,284641
PAK1 10,1085 (1.15,19.06) 0,015182
NEK6 3,388 (0.00001, 7.06) 0,013988
KDM4C 3,1032 (0.00001, 7.46) 0,223753
HDAC1 8,959 (1.39, 16.53) 0,013921
HDAC7 4,2673 (0.00001, 8.67) 0,231647
HPRT1 1 (1.00, 1.00) -

NOT: 10 yildan daha uzun siireli UK olgulari, 10 yildan daha kisa siireli UK
olgulari ile karsilastiriimisgtir.
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4.2.2.3Hastalik Siddetine Gore Gen Ekspresyon Analizi

Ulseratif kolit hastalari daha 6nceki hastaliklarinin siddetinin
gOstergesi olarak hastallk basindan beri alevlenme ya da remisyon
dénemlerinde kullandiklari ilaglara gére alt gruplara ayrildi. Remisyon
induksiyonu icin steroid ve remisyon idamesi icin azotiopurin kullanan
hastalar (% 55, n=11) ve sadece 5-ASA kullanan hastalar (% 45 n=9) olmak
Uzere iki alt gruba ayrildi. Her iki alt grup gen ekspresyonlari agisindan
birbirleri ile karsilastiriididinda ise, istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmadi (Tablo 13).

TABLO 13: UK’te Hastalik Siddetine Gore GenEkspresyon Analizi

Histon Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
AURKB 0,4597 (0.00001, 1.01) 0,24561
AURKA 0,3842 (0.00001, 0.97) 0,23059
SETDS8 0,2455 (0.00001, 0.58) 0,14288
PAK1 0,2564 (0.00001, 0.58) 0,06694
NEK6 0,698 (0.00001, 1.67) 0,73757
KDM4C 0,3124 (0.00001, 0.77) 0,17477
HDAC1 0,4711 (0.00001, 1.12) 0,42449
HDAC7 0,5182 (0.00001, 1.12) 0,23014
HPRT1 1 (2.00, 1.00) -

Not: AZA + Steroid + ASA kullanan UKolgulari sadece ASA kullanan UK olgulari ile
karsilastiriimigtir.
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V. TARTISMA

Hucre ve tumor geligsimindeki kisitl genetik bilgilerimizin 15131 altinda
KRK hicresinde bazi kesin degisiklikler saptanmistir. KRK molektler ve
biyolojik 6zellikleri hakkindaki bilgilerin hizla artmasi patogeneze 1sik
tutmaktadir. Cunkd bu kanserler genetik yatkinlik ve cevresel etkiler
arasindaki etkilesim sonucu uzun surede ortaya c¢ikmaktadir. KRK
karsinogenezinde kromozomal instabilite ve mikrosatellit instabilite yolaklari,
B -catenin/Wnt ara yolagi, TGF-B/SMAD ara yolagi, RAF-RAS-MAPK ara
yolagli olmak Uuzere tumor olusum ve progresyonunda birgcok yolak
tariflenmigtir. Bu yolaklarin her birinde; patogenetik mekanizmayi
farkhlastiran, birden fazla mutasyonun asamali olarak birikimi s6z konusudur.
Bu yolaklarda gorev alan bircok anahtar gende; K-RAS mutasyonu, B-RAF
mutasyonu, 18 g delesyonu, APC mutasyonu, p53 mutasyonu gibi genetik ve
DNA CpG adacik hipermetilasyonu, kodlanamayan RNA (miRNA)
ekspresyonlari ve spesifik histon modifikasyonlari gibi epigenetik degisimler
rol almaktadir[78, 80, 161-166]. Aslinda bu genetik ve epigenetik degisiklikler
kompleks olan kanser karsinogenez basamaklarini birlikte regule
etmektedir[78, 80, 161].

Kolorektal kanser gelisimi ile ilgili epigenetik mekanizmalardan biri de
DNA paketlenmesinde gorevli olan histonlarin modifikasyonlaridir. Histon
modifikasyonlari gibi sonrasinda uygunsuz gen ekspresyonuna yol acan
epigenetik degisiklikler; inflamasyonun tetikledigi KRK karsinogenezde de
anahtar roller Gstlenmektedir. Epigenetik kromatin histon modifikasyonlarinin
kolorektal karsinogenezde kanser hastalarinda son prediktorler olarak gorev
aldigi dusunulmektedir. Bir¢cok calismada PAK1, AURKA, NEK6, HDAC],
HDAC2, HDAC3, HDAC5, HDAC7 gibi histon modifikasyon genlerinin
kolorektal kanser karsinogenezinde anahtar roller Ustlendigini, ayrica bu
genlerin dnemli birer prognostik ve tanisal marker oldugu belirtiimistir[107,
108, 112, 153, 159, 167-170].

Calismamizda kolorektal kanser igin biyopsi alinan hastalarda son

prediktor olarak epigenetik global histon modifikasyonlarinin rolt arastiriimig
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ve epigenetik global histon modifikasyonlari yoninden Ulseratif kolitli
hastalarla kargilastirimasi yapilmigtir. Ayrica Ulseratif kolitli hastalarda
kolorektal kanser gelisim riski yonunden hasta takibinde epigenetik kromatin

histon modifikasyonlarinin bir marker olarak degeride sorgulanmistir.

KRK karsinogenezinde etkin oldugu gosterilmis histon modifikasyon
genlerinden biri PAK1 (p-21 activated kinaz) genidir. PAK1, Ras Onkogen ve
Wnt/B-cateninsinyalizasyonu arasindaki baglanti  bilinmektedir [113,
114].PAK1; kuguk GTP’azlardaki akisi etkileyerek; KRK karsinogenez
baglatiimasinda ve progresyonunda, RAS/RAF/MAPK ve Wnt/B-catenin
sinyalizasyonunu koordine etmektedir. K-RAS onkogeni ayrica intestinal
tumorlerde sinerjik olarak Wnt/B-catenin sinyalizasyonu artirir [56, 124, 125].
Senkron K-RAS aktivasyonu ve Wnt sinyal yolaginin aktivasyon gostergesi
olan nukleer B-catenin birikimi; KRK hastalarinda koétl prognoz ve KT direng
gostergesidir [119]. APC ve K-ras gen mutasyonlari bulunan fare
modellerinde, Wnt/B-catenin sinyalizasyonu artisinin beraberinde tumor
gelisimine ve malignitenin progresyonuna katki sagladigi gozlenmistir [120].
K-RAS ve APC gen mutantlari ile birlikte sinerjistik etki yaptigi bilinmektedir.
B-catenin ve K-RAS’In birlikte inhibe edilmesi; KRK hicre ¢ogalmasini
azalttigi ve hicreleri apopitozise yonlerdirdigi saptanmistir [120, 121].Kanser
hacrelerinde PAK1 ekspresyon ve aktivasyonunda degisiklikler oldugu
saptanmigtir. PAK1 ekspresyonunda artig; adenoma-karsinoma sekansi
surecinde, Ozellikle de dramatik olarak invaziv ve metastatik KRK'lerde
saptanmistir [133]. PAKL'in yuksek diizeyde ekpresyonu ve asiri aktivasyonu
ayrica KRK kanser hastalarinin azalmis sagkalim sureleri ile iligkili
bulunmustur [134].

Calismamizda KRK hastalarinda; PAK1 geni kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha fazla overeksprese oldugu saptanmistir. Ayrica alt
grup analizlerinde ileri evre kolorektal kanserli (evre Il ve evre IV) olgularda
hem kontrol grubuna gére hem de daha duguk evreli (evre | ve evre Il) KRK’li
hasta alt grubuna gére PAK1l overekspresyonu anlamli derecede daha
yiksek saptanmistir. Ornek sayimizin az olmasi nedeni ile timor

diferansiyasyonun kotulesmesi ve kotu prognoz belirteci olan serum CEA
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dizeyi vyuksekligi ile PAK1 overekspresyonu arasindaki iligki
gOsterilememigtir. KRK karsinogenezinde anahtar rolesahip PAKZ'in; bu
bulgular ve literatirdeki yayinlar 1siginda KRK karisnogenezinde rol aldigi,
KRK i¢in tanisal ve prognostik marker oldugunu distnmekteyiz.

UK KRK igin 6nemli bir risk faktoridur. Pankolitli hastalarda 8. yildan
sonra, sol kolitli hastalarda da 12. yildan sonra KRK riskinormal populasyona
gore artmaktadir. Hastalik suresi, hastalik siddeti, erken baslama yasi,
kolonik tutulumun yayginhgi, ailede KRK 8ykisii UK hastalarinda KRK riskini
artirmaktadir[3-5, 19-22]. Sporadik KRK karsinogenezinden farkl olarak p53
inaktivasyonu daha erken agamalarda, non-invaziv evrede gozlenir. K-RAS
nokta mutasyonu ve APC genindeki degisiklikler ise sporadik KRK’e gore
daha az oranda olmak ile beraber UK iligkili KRK karsinogenezinde
displazinin gorulmeye bagladigi daha ileri asamalarda izlenmektedir[78, 80,
164, 166]. PAK1, KRK karsinogenezindeki iki 6nemli yol olan RAS Onkogen
ve Wnt/B-cateninsinyalizasyonu arasindaki baglanti bilinmektedir[112, 124,
129, 130]. Calismaya dahil olan UK’li hastalarin higbirinde takiplerinde kolon
mukozasinda displazi saptanmamig olmasina ragmen;UK’li hasta grubunda
kontrol grubuna gore PAK1 geninin overeksprese oldugu ve o6zellikle 10
yildan daha uzun siireli UK tanisi olan alt grupta bu overekspresyonun daha
belirgin oldugu saptanmistir. PAK1 overekspresyonu ile hastalik siddeti ve
kolonik tutulum yayginli§i arasinda iligki gésterilememistir. Hastalik siddeti ve
kolonik tutulum yayginligi arasinda bir iligki bulunamamasi; PAK1
overekspresyonunun inflamasyon siddetinden ve hastaligin  kolonik
yayilhimindan bagimsiz olabilecegi gibi olgu sayisinin azligina baglida olabilir.
Hong He ve arkadaslarinin yaptigi deneysel modelde;5-ASA’nin adezyon
molekulleri olan E-cadherin ve B-catenin’in, KRK karsinogenezindeki artmis
membrandz ekspresyonunu normale getirdigini gostermislerdir. Ayrica 5-
ASA’ ninPAK1 ekspresyonunu ve KRK karsinogenezinde neoplastik
progresyonu baskilandigini belirtmiglerdir [170]. Bu bulgular 1s1ginda PAK1’in
UK iliskili KRK karsinogenezinde gorev aldi§i ve PAK1 uzun sireli UK
hastalarinda KRK  taramasinda marker olarak  kullanilabilecegi

diisinmekteyiz. Bu nedenle UK iliskii KRK karsinogenezindeki roliiniin
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degerlendiriimesi ve UK’li hastalarda KRK taramasinda tanisal markerolarak
degerinin belirlenebilmesi i¢in daha ileri ve blyuk ¢aph ¢aligsmalara ihtiyag
vardir.

Aurora kinaz ailesi (AURKA, AURKB, AURKC) mitozda anahtar
duzenleyici olarak gorev alan serin/treonin kinazlardir. AURKA sentrozom
fonksiyonlarinin duzenlenmesi, iglerin montaji (birlestiriimesi), kromozom
ayrilmasi ve sitokinez de goérev alarak hicre bélinme siklusunun G2/M fazini
dizenler. AURKA mRNA’sinin ampflikasyonu KRK’de dahil olmak uzere
bircok kanserde bulunmaktadir [140, 147, 148]. Alfat ve arkadaslari130
tumorun histokimyasal analizi ile Gst gastrointestinal adenokarsinomlarda
mitotik kinaz kodlayici gen overekspresyonunu gostermistir. Ayni zamanda in
vitro modelde ila¢ ile apopitozu indiklemis ve AURKA ekspresyonunun
gastrointestinal kanser hucrelerinde anti-apopitotik etkisini gostermigstir [150].
Klinigimizde 6zofagus adenokarsinomlari, 6zofajit ve kontrol grubunu igceren
60 olgunun histon modifikasyon gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi
calismada AURKA ve AURKB genlerinin 6zofagus adenokarsinomlarinda
overeksprese oldugu saptanmistir [152]. 386 KRK olgusunun
deg@erlendirildigi bir calismada dusuk p21, yuksek p53, dusuk siklin-D1 ve
yuksek AURKA ekspresyonun artmig rekurrens ve relaps sikhgi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. P21 ve AURKA birbirinden bagimsiz olarak rekkurrens
siklhigini arttirdigi gézlenmistir. P21, p53, siklin-D1 ve AURKA prognostik
marker olarak kullanilabilecegi belirtiimistir[153].

Cahgmamizda; KRK’li olgularda kontrol grubuna gore AURKA ve
AURKB genlerinin anlamli dizeyde daha fazla overeksprese oldugu
saptandi.ileri evre KRK’li hasta alt grubunda (evre Il ve evre V), hem kontrol
grubuna goére hem de daha dusuk evreli (evre | ve evre 1) KRK’li hasta alt
grubuna gbére AURKA ve AURKB'nin overekspresyonu anlamli derecede
yuksek saptanmistir. TUmor diferansiyasyonun kotllesmesi ile  birlikte
AURKB’nin 6zellikle kota diferansiye adenokarsinomlu KRK’li olgularda
orantili olarak anlamli derecede daha fazla overeksprese oldugu gozlendi.
Ornek sayimizin az olmasi nedeni ile kbtli prognoz gdstergeleri olan timor

diferansiyasyonun kotllesmesi ve serum CEA dizeyi yuksekligi ile AURKA
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overekspresyonu; serum CEA yuksekligi ile AURKA ve AURKB arasindaki
iligki ise gosterilemedi. Bu bulgular ve literatirdeki yayinlar isiginda AURKA
ve AURKB’nin KRK patogenezinde rol aldigini, KRK icin énemli bir tanisal ve
prognostik marker oldugunu distnmekteyiz.

Calismamizda UK'li hastalarda kontrol grubuna gére AURKA geninin
over eksprese oldugu saptandi. Ozellikle UK iligkili KRK riskinin artti§i10
yildan daha uzun siireli UK tanisi olan alt grupta ve pankolit ya da ekstensif
kolitli yaygin kolon tutulumunasahip hastalarda AURKA geninin over
ekspresyonun daha belirgin oldugu saptanmigtir. Olgu sayisinin azligina
bagli olarak AURKA overekspresyonun hastalik giddeti ile iligkisi
goOsterilememigtir. Rugge ve arkadaglari AURKA immunoboyanmasinin
0zofagus adenokarsinom’da prekansertz lezyon olan Barrett’'s mukozasinda
onemli Olgude artig gosterdigini bulmustur [142]. Klinigimizde 6zofagus
adenokarsinomlari, 6zofajit ve kontrol grubunu igceren 60 olgunun histon
modifikasyon gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi ¢galismada AURKA ve
AURKB genlerinin 6zofagus adenokarsinomlarinda overeksprese oldugu
saptanmigtir. AURKA ve AURKC genlerininde 0zofajitli dokularda
overeksprese oldugu saptanmigtir [152]. Yine bu galismada 6zofajit siddeti
artikga parallel olarak AURKA geninin overekspresyonunda parelel olarak
arttigi saptanmigtir  [152]. Aurora  kinaz  ailesinin  6zofagus
adenokarsinomunda prekanser6z lezyonlar olan inflamasyonun izlendigi
Ozofajitli dokuda ve kronik irritasyon-inflamasyona sekonder gelisen Barrett's
O0zofagusunda overeksprese olmasi inflamasyon iligkili karsinogenezde rol
Ustlendigini diistindiirmektedir. Bu bulgular 1siginda ézellikle AURKA’nin UK
iliskili KRK karsinogenezde gérev aldigi ve uzun siireli UK hastalarinda KRK
taramasinda marker olarak kullanilabilecedi duslndlebilir. Bu nedenle UK
iligkili KRK karsinogenezindeki roliiniin degerlendiriimesi ve UK'li hastalarda
KRK taramasinda tanisal marker olarak degerinin belirlenebilmesi i¢cin daha
ileri ve buyuk ¢apli ¢calismalara ihtiyag vardir.

NEK6 (NIMA (never in mitosis gene a)-iliskili kinaz 6) ailesine bagl
mitoz bolinme kontrolinde gorev alan bir serin/treonin kinazdir [154].NEK®6’

nin hicre siklus progresyonu sirasinda metafaz-anafaz gecisinde gereklidir
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[155]. NEKG'In disfonksiyonu ile mitoz bolunmede duraklama, kromatin ig
defektleri, anormal kromozom ayrimi g6zlenir ve apopitoz tetiklenir [156-158].
NEKG6 overekspresyonu ile Hepatoselliler kanserde (HCC) antiapopitotik etki
arasinda iligki oldugu bilinmektedir[158]. HCC’de NEK6 overekspresyonu ile
histolojik grade, alfa fetoprotein duzeyi ve kotu prognoz arasinda iligkili olarak
gOsterilmigtir. Takeno ve arkadaglari NEK6'In gastrik kanserlerde evresine
bakilmaksizin patensiyel bir marker oldugunu belirtmigler. Nassirpourve
arkadaslari;NEK6’In  kinaz  aktivitesininmeme,uterus,kolon,  mide,over,
akciger,bobrek,rektum,tiroid, serviks, prostat, pankreas, ince bagirsakkanseri
gibi gesitli maligninsan kanserlerihtcrelerinde yuksek oldugunu gostermigtir
ve NEK6’In baskilanmasi ile tumoérin geriledigi farexenograftmodelinde
gOsterilmigtir [159].BunlarNEKGinhibisyonunspesifik
olaraktimorhucrelerininhlcre dlumuneyol agtigini ve normal dokularda hasar
yaratmadigina isaret etmektedir. Bu nedenle
NEK®Ginhibitorlerininsitotoksikantitimér maddelerine godredaha duslkyan
etkile daha iyi birtedavi secgenegioldugu dusunulmustar.Klinigimizde
O0zofagus adenokarsinomlari, 6zofajit ve kontrol grubunu igeren 60 olgunun
histon modifikasyon gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi calismada NEK6
genin 6zofagus adenokarsinomlarinda ve 6zofajit'li dokularda over eksprese
oldugu saptanmistir [152].

Calismamizda KRK'li olgularda kontrol grubuna gére NEKG6
overekspresyonunun anlamh derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Ornek
sayimizin az olmasi nedeni ile tumor diferansiyasyonun kotulegsmesi ve kotu
prognoz belirteci olan serum CEA dlzeyi yuksekligi ile NEKG6
overekspresyonu arasindaki iliski gosterilememistir. Ancak; ileri evre KRK’li
(evre IlIl ve evre IV) hastalarin bulundugu alt grupta, hem kontrol grubuna
gore hem de daha dusuk evreli (evre | ve evre Il) KRK'li hasta alt grubuna
gore NEK6 overekspresyonu anlamli derecede yuksek saptanmistir. Bu
bulgular ve literatirdeki yayinlar 1siginda NEK6'in KRK patogenezinde rol
aldigr, KRK i¢in o6nemli bir tanisal ve prognostik marker oldugunu
diisinmekteyiz. Calismamizda UK'li hastalarda kontrol grubuna gére NEK6

geninin over eksprese oldugu saptandi. Ozellikle UK iligkili KRK riskinin
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artigr 10 yildan daha uzun sireli UK tanisi olan alt grupta ve Pankolit-
ekstensif kolitli yaygin kolon tutulumunasahip hastalarda NEK6 geninin
overekspresyonun daha belirgin oldugu saptanmistir. Olgu sayisinin azligina
bagli olarak NEK6 overekspresyonun hastalik siddeti ile iligkisi
gosterilememigtir. Klinigimizde yapilan 6zofagus adenokarsinomlari, 6zofajit
ve kontrol grubunu iceren 60 olgunun histon modifikasyon gen
ekspresyonlarinin  degerlendirildigi ¢alismada; NEK-6 genin 6zofagus
adenokarsinomlarinda oldugu kadar benzer sekilde 6zofajit'li dokularda da
overeksprese oldugu saptanmigtir. Yine bu ¢alismada 6zofajit siddeti artikga
NEK6 genlerinin overekspresyonunda parallel olarak arttigi saptanmigtir
[152]. NEK6'nin 6zofagus adenokarsinomunda prekanserdz lezyon olan
0zofajitli dokuda overeksprese olmasi inflamasyon iliskili karsinogenezde rol
Ustlendigini distndirmektedir. Bu bulgular 1siginda 6zellikle NEK6' nin UK
iliskili KRK karsinogenezde gorev aldigi ve uzun sireli UK hastalarinda KRK
taramasinda marker olarak kullanilabilecedi diisinilebilir. Bu nedenle UK
iliskili KRK karsinogenezindeki roliiniin degerlendiriimesi ve UK’li hastalarda
KRK taramasinda tanisal marker olarak degerinin belirlenebilmesi i¢cin daha
ileri ve buyuk ¢apli ¢galismalara ihtiyag vardir.

HDACZY'in esas fonksiyonu hiicre proliferasyonu kontroliinde p21 ve
p27 CDK (siklin bagimh kinaz) inhibitér baskilanmasidir [92]. Bircok
calismada benzer sekilde HDAC?’in kanser hicrelerinde de hicre gogalmasi
kontrolunde Onemli rol Ustlendigi gosterilmistir. HDAC1 ve HDAC3' (n
baskilanmasi hucre proliferasyonu baskilanmaktadir. HDAC4 ve HDACT7’in
baskilanmasi ise hlcre sayisinda azalmaya yol agcmamaktadir [93].
HDACT’in baskilanmasi hicre bélinme surecinde G1 fazinda ya da G2’'den
M fazina gegiste duraksama ile sonuglanir. Bu durum mitotik hucrelerin
kaybi, hidcre buyumesinin durmasi ve kanser hucrelerinde artmis apopitoz
oranina neden olur [94]. Buna karsin HDAC2 baskilanmasi ise hucrelerde
ayni etkiye yol agmaz.Gastrik kanserlerde HDAC1 ekspresyonu oldugu
bilinmektedir. HDAC1 mide kanserleri i¢cin dnemli bir prognostik faktordur.
Sagkalim ve hastalik evresi ile iligkilidir [96, 97]. HDAC1l pankreas

kanserlerinde de overeksprese olur, mide kanserleri ile benzer sekilde
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pankreas kanserlerinde de 6nemli bir prognostik gostergedir. Sagkalim, evre
ve tumor diferansiyasyon derecesi ile iligkili bulunmustur [98, 99]. KRK’'de
artmis HDAC1, HDAC2, HDAC3 ekspresyonu duzeylerinin azalmis hasta
sagkalimi ile birlikte oldugu belirtimis ve Ozellikle de HDAC2
ekspresyonunun bagimsiz bir faktor oldugu belirtiimistir [L06]. Hepatoselltler
karsinomada yiksek HDAC1 ekspresyonu portal vene kanser hicre
invazyonu, kotl histolojik diferansiyasyon, daha ileri timor TNM evresi ve
disuk sagkalim oranlari ile iligkili bulunmustur [104]. HDAC1
overekspresyonu de-diferansiyasyon, artmig proliferasyon, artmig invazyon,
ilerlemis hastalik ve kotu prognoz ile iligkili bulunmustur[108].KRK'de HDAC1
ve metastaz iligkili protein 1 (MTA-1) nidkleozomun yeniden sekillenmesini
saglar ve olusan histon deasetilasyon kompleksi (NURD) kanser gelisiminde
onemli rol alr. Higashima ve arkadaslarinin yaptigi calismada, HDAC1
ekspresyonu ve MTA-1'in KRK’de prognostik 6nemi degerlendirilmistir[107].
Bu calismada timor invazyon derinligi ve kanser evresinin HDAC1
ekspressiyonu ile kolere oldugu gézlenmistir. Yas, tumor invazyon derinligi ve
vaskuler invazyon varlhigi MTA-1 ile korele oldugu saptanmistir. HDAC1
pozitif grupta HDAC1 negatif gruba gore 5 yillik sagkalim oranlari daha kotu
saptanmistir (% 55,1 e karsi % 86,5). 5 yillik sagkalim oranit MTA-1 pozitif
grupta MTA-1 negatif gruba gore daha kott saptanmistir (%73.1°e karsi %
50.5). Tedavi yaniti sonrasi HDAC1 pozitif grupta hastaliksiz sagkalim orani
daha kotu oldugu saptanmistir.Bu sonuglar ile HDAC1 ve MTA-1 ekspresyon
dizeylerinin KRK’de potansiyel bir prognostik faktor oldugu belirtiimigtir.
[107].

Calismamizda KRK’li olgularda kontrol grubuna goére HDAC1
overekspresyonunun anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. ileri evre
KRK' olgularinin (evre Il ve evre IV) bulundugu alt grupta, hem kontrol
grubuna gdére hem de daha dusuk evreye sahip (evre | ve evre II) KRK hasta
alt grubuna gére HDAC1 overekspresyonu anlamli derecede ylksek
saptanmigtir.  Ayrica kotu  prognostik gosterge olan  koti  timor
diferansiyasyon derecesi ile HDAC1 over ekspresyonu iligkili saptanmistir.

Ornek sayimizin az olmasi nedeni ile timér koétil prognoz godstergesi olan
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serum CEA duzey yuksekligi ile HDAC1 overekspresyonu arasindaki iligki
gosterilememigtir. Bu bulgular ve literatirdeki yayinlar 1siginda HDACT'in
KRK patogenezinde rol aldigi, KRK icin énemli bir tanisal ve prognostik
marker oldugunu disiinmekteyiz. Calismamizda UK'li hastalarda kontrol
grubuna gére HDAC1 geninin overeksprese oldugu saptandi. Ozellikle UK
iliskili KRK riskinin arttigi 10 yildan daha uzun sireli UK tanisi olan alt grupta
HDAC1 geninin overekspresyonun daha belirgin oldugu saptanmistir.
HDAC1 overekspresyonu ile hastalik siddeti ve kolonik tutulum yayginhgi
arasinda iligki gosterilememistir. Hastalik giddeti, kolonik tutulum yayginhgi
ile HDAC1 over ekspresyonu arasinda bir iliski bulunamamasi; HDAC1
overekspresyonunun inflamasyon siddetinden ve hastaligin  kolonik
yayihimindan bagimsiz olabilecegi gibi olgu sayisinin azligina baglida olabilir.
HDAC ailesinin inflamatuvar mukozada karsinom gelisim surecinde rol
aldigini  dusunduren c¢alismalar mevcuttur. Cao ve arkadaslarinin
calismasinda; dizel egzoz partikillerine maruz kalan brons epitel
hiicrelerinde (BEAS-2B) HDAC1 degradasyonuna bagli histon-4 tetikleyici
asetilasyonu sonucu pro-inflamatuvar siklooksijenaz-2 gen’inde (COX-2)
transkripsiyonel aktivasyonun arttigi saptanmigtir [111]. Benzer olarak
H202'e bagh insan alveoler hucrelerinde (A549) NF-jB aktivasyonu, IL-8 ve
IL-6 ekspresyonu ve salinimi; artmis histon-4 asetilasyonu, HDAC gen
ekspresyonlari ve aktivitesi ile iligkilidir [111]. Tium bu bahsedilen bulgular;
histon modifikasyonu ve buna bagli olarak sonrasinda gelisen COX-2 ve NF-
jB’in upregulasyonu gibi inflamasyonun indukledigi selluler epigenetik
aparatlardaki modifikasyon kanser hicrelerinde genetik instabiliteye neden
olmaktadir. Turgeon ve arkadaslari tarafindan yapilan bir baska ¢alismada
HDAC1 ve HDACZ2'nin inflamatuvar yanitta intestinal ve kolonik epitelin
proliferasyon ve diferansiyasyonunu duzenledigi gosterilmistir [171]. HDAC
inhibitorlerinin invivo ve invitro antiproliferatif 6zellikleri bulunmaktadir.
Deneysel kolit ve inflamasyonun indikledigi timorogenez modellerinde
inflamasyon ve tumor gelisimi HDAC inhibitorleri ile baskilanmaktadir [169].
Bu bulgular 1si§inda 6zellikle HDACT'in UK iligkili KRK karsinogenezide

gérev aldigi ve HDACT'in uzun sireli UK hastalarinda KRK taramasinda
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markerolarak kullanilabilecedi distnllebilir. Bu nedenle UK iligkili KRK
karsinogenezindeki rolinin degerlendirimesi ve UK'li hastalarda KRK
taramasinda marker olarak kullanilabilmesi igin daha ileri ve blyuk caph
¢alismalara ihtiyag vardir.

Endoteliyal hucrelerde HDAC7’in susturulmasi morfolojilerini degistirir.
Migrasyon yeteneklerini azaltir, invitro kapiller tlip yapilar olugturma
kapasitelerini azaltir. Fakat hlicre adezyonu, proliferasyonu ya da apopitozisi
ise dustnuldugu gibi kanserde bir anti-anjiogenetik hedef olarak degistirmez
[110].Farelerde deneysel olarak HDAC7 geninin bozulmasi ile endotelial
hicre adezyonun bozulmasi, bunun sonucunda dilatasyon ve kan
damarlarinda riptir nedeni ile embriyonik 6lim gézlenir. Ozellikle
embriyogenezisin erken déneminde HDAC7 ekspresyonu gbézlenir. HDAC7
ekspresyonu ve MEF2 (myocyte enhancer factor-2) ile birlikteligi ile matriks
metalloproteinaz10 ekspresyonunun baskilanmasi saglanir ve vaskuler
batinlik korunur [109].Calismamizda HDAC7 KRK’li olgularda kontrol
grubuna gére anlamli derecede daha fazla overeksprese oldugu
saptanmigtir. Ozellikle ileri evre KRK'li ve tumor diferansiyasyon derecesi
k6tl olan alt gruplarda daha fazla overeksprese oldugu gézlenmistir. UK
hasta grubunda ve UKli hasta alt gruplarinda ise HDAC7 ninekspresyonu
izlenmemistir. HDAC7’nin 6zellikle metastatik olmak Uzere ileri evre kanserde
ve kotu diferansiye tumdrlerde ortaya ¢ikmasi KRK'de son asamalarda;
Ozellikle anjiogenez ve metastaz gelisiminde etkin bir rol oynadigini
dusundurmektedir. Bu bulgular altinda KRK igin kot prognostik bir marker

oldugu dusunulebilir.

76



VI. SONUC

CalismamizdaKRK hastalarinda, son prediktor olarak epigenetik
global histon modifikasyonlarinin rolii arastirilmis ve UK tanili hastalar ile
kargilastiriimasi yapilmistir. Ayrica Ulseratif kolitli hastalarda KRK gelisim
riski yoninden hasta takibinde epigenetik kromatin histon modifikasyonlarinin
bir marker olarak degeride sorgulanmigtir.

KRK’li olgularda HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA ve AURKB
genlerinin overeksprese oldugu saptanmistir. ileri evre KRK'de HDACH1,
HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA ve AURKB genlerinin; koti diferansiyasyon
gosteren tumdrlerde HDAC1, HDAC7ve AURKB genlerinin prognostik
onemini gosterir sekilde anlamli olarak daha fazla overeksprese oldugu
saptanmistir. Koétl prognoz gostergesi olan serum CEA dlzeyi ile HDACA1,
HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA ve AURKB gen overekspresyonu arasinda
iligki ise olgu sayisinin azligina bagh saptanamamistir. Calismamizda elde
edilen bu sonuclar;HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA ve AURKB histon
modifikasyon genlerinin KRK patogenezinde rol aldigini, KRK i¢in dnemli bir
tanisal ve prognostik marker’ lar oldugunu dusundirmektedir.

UK tanil hastalarda HDAC1, PAK1, NEK6, AURKA genlerinin
overeksprese oldugu ve hastalik suresinin artigi ile HDAC1, PAK1, NEK®,
AURKA genlerinin anlamli olarak daha fazla overeksprese oldugu
saptanmistir. AURKA ve NEKG6 genlerinin kolon tutulumu yaygin olan UK
hastalarinda daha fazla overeksprese oldugu, PAK1 ve HDAC1
overekspresyonun ise hastalik tutulum yayginhdgmna bagli degismedigi
saptanmistir. UK'te overeksprese olan HDAC1, AURKA, NEK6, PAK1'in
hastalik siddeti ile iligkisi gosterilememistir. Calismamizda elde edilen bu
bulgular 1s1§inda HDAC1, AURKA, NEK6 ve PAK?Tin UK iligkili KRK
karsinogenezide goérev aldigi ve uzun slreli UK hastalarinda KRK
taramasinda marker olarak kullanilabilecegi disunmekteyiz. Bu nedenle bu
genlerin UK iligkili KRK karsinogenezindeki roliiniin degerlendiriimesi ve UK'li
hastalarda KRK taramasinda markerolarak kullanilabilmesi i¢in daha ileri ve

blayuk ¢apli galigmalara ihtiyag vardir.
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VII-OZET

Ulseratif Kolit ve Kolorektal Kanserde
Epigenetik Kromatin Histon Modifikasyon Profilinin Degerlendirilmesi

Giris ve Amag: Ulseratif kolit (UK), kolorektal kanser (KRK) gelismesi
icin onemli bir risk faktéridir. Epigenetik histon modifikasyonlari KRK
karsinogenezinde 6nemli gorevler ustlenmektedir. Calismamizda UK ve KRK
hastalarinda epigenetik histon modifikasyonlarinin tanisal ve prognostik
marker olarak degerini arastirmayi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: 20 UK’ li, 20 KRK’ li ve 20 kontrol olgu olmak
Uzere toplam 60 kisi calismaya dahil edildi. KRK, UK ve kontrol gruplarinin
RT-PCR array yontemi ile histon modifikasyon enzim anahtar gen
ekspresyonlari degerlendirildi ve karsilastirildi. KRK hastalarinda prognostik
belirtecler olan hastalik evresi, timor difensiyasyonu, CEA dlzeyine gore alt
gruplara ayrilarak gen ekspresyon analizi yapildi. UK hastalarinda KRK
gelisimi i¢in risk faktdérl olan hastalik yayginligi, siresi ve inflamasyon
siddetine gore alt gruplara ayrilarak gen ekspresyon analizi yapildi.

Bulgular: KRK’ de HDAC1, HDAC7, PAK1l, NEK6, AURKA ve
AURKB’ ninkontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla overeksprese
oldugu saptandi. ileri evre KRK' de HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA
ve AURKB; kotu diferansiye tiumdrlerde HDAC1, HDAC7 ve AURKB’ nin
anlamli olarak daha fazla overeksprese oldugu saptandi. Serum CEA duzeyi
ile herhangi bir gen ekspresyonu arasinda iliski gdésterilemedi. UK tanili
hastalarda HDAC1, PAK1, NEK6, AURKA’ nin kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha fazla overeksprese oldugu ve hastalik siresinin artigi ile HDAC1,
PAK1, NEK6, AURKA'nin anlamli olarak daha fazla overeksprese oldugu
saptandi. AURKA ve NEKG6 genlerinin kolon tutulumu yaygin olan UK
hastalarinda anlamli daha fazla overeksprese oldugu, PAK1 ve HDAC1
overekspresyonun ise hastalik tutulum yayginhigina bagl degismedigi
saptandi. UK’ te overeksprese olan HDAC1, AURKA, NEK6, PAK1’ in
hastalik siddeti ile iligkisi gosterilemedi.

Sonu¢: HDAC1, HDAC7, PAK1l, NEK6, AURKA ve AURKB KRK
karsinogenezinde goérev alan 6nemli tanisal ve prognostik markerlardir.
HDAC1, AURKA, NEK6 ve PAKZ1lin UK hastalarinda KRK taramasinda
marker olarak kullanilabilecegini ve bu konuda daha ileri ¢galismalara ihtiyag
oldugunu dusunmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, Ulseratif kolit, HDACL,
HDAC7, NEK6, PAK1, AURKA, AURKB
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- SUMMARY

Evaluation Of Epigenetic Chromatin Histone Modification Profile
In Ulcerative Colitis and Colorectal Cancer

Background and Aims: Ulcerative colitis (UC) is a risk factor for
colorectal cancer (CRC). Epigenetic histone modification play important role
in CRC carcinogenesis. In this study, we aim to investigate diagnostic and
prognostic value of histone modifications as a marker in UC and CRC
patients.

Method: 20 persons as a control group, 20 patients with UC and 20
patients with CRC were included in this prospective study.The Human
Histone Modification Enzyme RT-PCR array will be used to detect the
expression of 84 key genes encoding enzymes in the colon mucosa and the
data was comparedbetween CRC, UC and control groups. CRC patients
were divided into subgroups according to prognostic sign such as
diseasestage, tumor differentiation or serum CEA levels. UC patients were
divided into subgroups according to risk factors for CRC such as colon
involvement, disease activity, and disease duration. The gene expression
were analyzed in UC and CRC patient subgroups.

Result: HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA and AURKBwere
overexpressed at significantly higher levels in the CRC, than the control
group.In the progressive stage;HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA,
AURKB and in the poor-differentiatedtumours; HDAC1, HDAC7, AURKB
were overexpressed at significantly higher levels. There was no significant
correlation between serum CEA levels and gene expression. HDAC1, PAK1,
NEK6, AURKAwere overexpressed at significantly higher levels in the UC,
than the control group. AURKA, NEK6 were overexpressed at significantly
higher levels in UC, who has wide disease involvement of colon and there
was no significant correlation between expression of PAK1, HDAC1 and
disease involvement of colon. There was no significant correlation between
expression of HDAC1, AURKA, NEK6, PAK1 and disease activity in UC.

Conclusion: HDAC1, HDAC7, PAK1, NEK6, AURKA and AURKBare
diagnostic and prognostic markers in CRC, who play important role in CRC
carcinogenesis. HDAC1, AURKA, NEK6, PAK1 can use as a marker in CRC
surveillance in UC patients and further studies are needed in this topic.

Key Words: Colon cancer, ulcerative colitis, HDAC1, HDAC7, NEK6,
PAK1, AURKA, AURKB
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