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OZET

Gheybi A. Kolorektal Kanserli Hastalarda Tumor Sipresor Genlerinin, Genetik
Varyastyonlarinmn  Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitsi,
Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2019.

Kolorektal kanser (KRK), morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenlerindendir,
kadinlarda goriilme sikligi agisindan ikinci, erkeklerde ise Uglincu kanser tiridar.
Yasam tarzi, (Ozellikle sporadik kolorektal kanserde), KRK igin en oOnemli risk
faktorlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Kolorektal kanseri de dahil olmak Uzere
cesitli insan kanser tiirlerinde eksprese edilen ve oksidatif stres dahil olmak tizere gesitli
stres tiirleriyle indiiklenen ve (kolorektal kanser de dahil olmak f{izere ¢esitli insan
kanserlerinde asagi regiile edilen) tioredoksin etkilesimli protein (TXNIP), redoks
dengesinin 6nemli bir duzenleyicisi olan negatif bir tioredoksin diizenleyicidir. A-kinaz
ankraj proteini 12 (AKAPI12), hiicre ¢ogalmasinda, anjiyogenezde rol oynar.
AKAPI12nin ¢ogu kez promotér hipermetilasyonu ile iligkili bir¢cok insan kanserinde
asagl dogru diizenlenmesi ya da 6q24-25.2'deki lokusunun kaybi, malignite ve metastaz
ilerlemesi ile iligkilidir. Calismada kolorektal kanser primer tlmorlerin cerrahi
orneklerinde  TXNIP ve AKAP12 ekspresyonu, RT-PCR metoduyla incelendi.
Tioredoksin baglayict protein-2 ve A-kinaz ankraj proteini 12 ekspresyonu, timor
hicrelerinde azaldigi goriilmektdir. Ancak TXNIP ve AKAP12 ekspresyonu sonucu
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Bu veriler,
TXNIP ve AKAP12 'nin kolorektal karsinogenezisini negatif olarak diizenleyebilecegini
gostermektedir. TXNIP ve AKAP12 , kolorektal kanseri igin umut verici prognostik
belirtegler olarak diistiniilebilir ve ayrica TXNIP ile AKAP12 ekspresyon seviyelerine
dayali kigisellestirilmis adjuvan tedavi uygulanmasi KRK tedavisinde etkili bir
uygulama olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : Kolorektal kanser, TXNIP, AKAP12, Ekspresyon, RT-PCR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29468
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ABSTRACT

Gheybi A. Investigation of Genetic Variations of Tumor Suppressor Genes in
Colorectal Cancer Patients. Istanbul University Institute of Health Sciences, Molecular
Medicine USA. Doctoral Thesis. Istanbul. 2019.

Colorectal cancer (CRC) is one of the major causes of morbidity and mortality,
representing the second major cause of cancer incidence among females and the third
among males. Lifestyle is identified as one of the most important risk factors for CRC,
especially in sporadic colorectal cancer. Thioredoxin interacting protein (TXNIP),
whose expression is induced by various types of stress including oxidative stress and is
downregulated in various types of human cancer including colorectal cancer, is a
negative regulator of thioredoxin, which is an important regulator of redox balance. A-
kinase-anchoring protein 12 (AKAP12) plays a role in cell proliferation, angiogenesis.
The downregulation of AKAP12 in many human cancers, often associated with
promoter hypermethylation, or the loss of its locus at 6924-25.2, correlates with
progression to malignancy and metastasis. We employed RT-PCR assay to investigate
TXNIP and AKAP12 expression in surgical specimens of primary tumors from
Colorectal cancer patients. Thioredoxin binding protein -2 and A-kinase-anchoring
protein 12 expression is downregulated in tumor cells but there was no statistically
significant difference between patient and healthy control groups with regard to TXNIP
ve AKAP12 expression. These data indicate that TXNIP and AKAP12 negatively
regulates Colorectal carcinogenesis. This signal transduction pathway can be a potent
target in preventing or treating Colorectal cancer. TXNIP and AKAP12 are promising
prognostic markers for colorectal cancer Furthermore, the application of personalized
adjuvant therapy based on TXNIP and AKAP12 expression levels will be an effective
application in the treatment of CRC.

Key Words: Colorectal cancer, TXNIP, AKAP12, Expression, RT-PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK), gelismis iilkelerde morbidite ve mortalitenin en
onemli nedenleri arasinda yer almaktadir. KRK, tiimor lokalizasyonu, genetik ve etnik
farkliliklar itibariyle heterojen bir hastalik olmakla birlikte ¢evre etkenler ile etkilesimi,
diyet ve yasam tarzi hastaligin gelisimini etkilemektedir. KRK risk faktorleri, kalitsal
bilesenler (kalitsal nonpolipozis KRK gibi), polip gelisimine yatkinlik, enflamatuvar
bagirsak hastaliklari, obezite, yiiksek yag iceren diyet, alkol bagimliligi, sigara ve stresi
kapsamaktadir. Cok fazla ortak 6zelligi olmasi nedeniyle Kolon ve rektal kanserleri,

kolorektal kanser olarak ifade edilir[1].

Kolorektal kanser en yaygin ii¢lincli kanser olmakla bebaber oliime sebebiyet
veren kanser tiirlerinden de dordiincii siradadir. Kolorektal kanser vakasi Bati
tilkelerinde ¢ok siklikla goriillmektedir ve her yil insidansi artmaktadir[2]. Cinsiyete
gore, KRK kadinlarda en sik goriilen ikinci (% 9,2), erkeklerde ise Uglncu (% 10)
siradadir[3].

Kolorektal kanserin baslama nedeni diger kanser tiirlerinde goriildiigii gibi,
spesifik genlerdeki mutasyonlar olabilir. Bu mutasyonlar tiimor baskilayic1 genlerde,
onkogenlerde ve DNA tamir mekanizmalarinda sebep olan genlerde ortaya cikabilir.
Kolorektal karsinomlar mutasyonun kdkenine bagli 3 grupa (sporadik, kalitsal ,ailesel)

siiflandirilabilir[4].

KRK varlig1 birinci derece aile bireyinde, hastalik riskini yaklagik iki kata
arttirir. Birden fazla bireyde goriilmesi riski dort kata kadar ¢ikarir. KRK varliginin 45
yasin altindaki yakinlarda hastalik riski bes kat arttirdig1 goriilmektedir[5].

Ailesel KRK’lerin nedeni tiimor baskilayic1 geni olan Adenomatdz polipozis
koli (APC) ve DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlardir. Bunun
gerceklesmesi i¢in  tiimor baskilayict genlerde (APC ve p53) her iki allelinde de

mutasyon olmasi gerekmektedir[6].

Sporadik KRK’lerin, ailesel ve kalitimsal nedeni yoktur ve KRK’lerin yaklagik
%75’ini olusturmaktadir. Bu kanserler cevresel faktorler, onkogenler ve  tlimor
baskilayic1 genlerde genetik degisiklikler sonucu ortaya ¢ikar[7]. Sporadik KRK
gelisiminde en 6nemli risk faktor yastir. 40 yasin altinda KRK nadir goriiliirken, 50 yas

ve lizerinde artmaktadir[8].
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Metastaz supresorleri, hucre lokasyonlar1 ve biyokimyasal islevlerde farklilik
gosterebilirler. Ayni zamanda proteinler gibi hem hiicre i¢i hem de hiicre dist
bulunmaktadirlar. Ornegin plazma membrande (cadherin, KAIl, CD44), sitozolde
(JNKK1/MKK4, nm23-H1, RKIP), mitokondride (caspase 8) ve cekirdekte (BRMSL,
CRSP3, TXNIP) gorunmektedirler[9][10]. Metastaz supresorleri baskilayic aktivitesini,
metastatik yolagin bir veya birden fazla basamaginda uygulamaktadir[11]. Tiyoredoksin
intracting proteinin (TXNIP) metastaz baskilayici fonksiyonun taninmasi, hiicresel
strese kars1 hiicre yaniti ve metastatik kabiliyetin modiilasyonu arasinda farkli bir
mekanistik bag oldugunu 6ne siirmektedir. TXNIP, sitoplazmik tiyoredoksinin endojen
bir inhibit6rii, ubiquitous tiyol indirgeyici sistemin bir bileseni olup kanserin
ilerlemesinde etkilidir[12]. AKAP12 (A-kinaz baglayici protein -Gravin olarak da
bilinir) tiimor baskilayici olarak bir¢ok insan primer kanserinde goriilmektedir. AKAP
familyasina ait olmakla bebaber ¢esitli kanserlerde azalmig ekspresyon ve belirgin
hipermetilasyon go0stermektedir[13]. KRK’da tiimor supresér genler hastaligin
ilerlemesiyle anlaml1 bir sekilde baskilanmaktadir. Ileri evre KRK’da tiimér biiyiimesini
inhibe etme fonksiyonu bulunan genlerin taranmasi hastaligin ilerlemesini ve timor
metastazinin baskilanmasinda katki saglamaktadir. Kanser gelisiminde onkogenlerin

ekspresyonu artarken, tumaor supresor genlerin ekspresyonu inhibe olmaktadir[14].

Bu c¢alismanin amaci kolorektal kanserli hastalarda TXNIP ve AKAPI12
genlerinin genetik varyasyonlarini incelemek ve bu genlerin kolorektal kanseri igin
molekiiler marker niteligi tasiylp tasimadigini arastirmaktir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda TXNIP ve AKAP12 genlerinin, aktin genine (house keeping gene) rolatif
ekspresyon seviyesi RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif real-time PZR (qPZR)

yontemleri kullanilarak belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolonun Anatomisi
Kalin bagirsak, ileumun bitiminden antise kadar ortalama 1,5 — 2 m uzanir ve
sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Ince bagirsaklardan yapi, hacim ve goriiniis olarak

farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar;
1. Cap olarak kalin bagirsak ince bagirsaktan daha biiytiktiir.
2. Sekonder retroperitonel blylk bolimiidiir ve arka duvarina yapismaktadir.

3. Belirli yerlerde longitudinal kas lifleri yogunlasarak Taenia coli seritlerini

olusturur.

Kalin bagirsak ¢cekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon

ve rektum bolimlerinden olusmusmaktadir[15].

TRANSVERS KOLON

T KOLO
CIKAN KOLON INEN KOLON

INCE BAGIRSAKLAR
SIGMOID KOLON

CEKUM

REKTUM

Sekil 2-1 : Kolon anatomisi[16].

Cekum; kolon, rektum ve aniis boliimlerine ayrilir. Cekum, kalin bagirsagin ilk
parcasidir. Uzunlugu ortalama 6 cm, genisligi 7.5-8.5 c¢cm olup kolonun en genis
kismidir. Cekumun en uzun ve birinci boliim kolondur. Kolon, dort boliime ayrilir:
cikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon. Kolon, ince bagirsagin

ileumuna ¢ekum ile baglanirken, rektuma sigmoid kolon vasitastyla baglanir[17].



2.2. Epidemiyoloji

Diinyada KRK, meme, prostat ve akciger kanserlerinden sonra 4.sirada yer alir.
Erkek ve kadinlarda kansere yakalanma olasiligi yaklasik %10-15tir[18]. Kolorektal
kanseri dinyadaki tim kanserin %9,7’lik kismint olusturur[19]. Kolorektal kanser
yayginligi ve 6lim orani kadin ve erkeklerde benzer oranlara sahiptir[20]. Diinyanin
cesitli iilkelerinde hastaliga yakalanma riski farklilik gostermektedir[21]. Gelismis
tilkelerde hastaliga yakalanma oranmi ¢ok daha yiiksektir[22]. Kuzey Amerika, Bati
Avrupa ve Avustralya’da yiiksek oranda, Dogu Avrupa’ da orta oranda, Orta Afrika’da
ise diisiikk oranda gorilmektedir[23]. KRK’nin, erkeklerde goriilme sikligi prostat ve
akciger kanserlerinden sonra tigiincii siradayken, kadinlarda meme kanserinden sonra
ikinci siradadir[24]. Giinlimiizde KRK insidansi 45-50 yasa kadar diismiistiir.
Progresyonu yasla birlikte kadinlara oranla erkeklerde artmaktadir. ABD’de 2009
yilinda 136.717 kisiye (70.223 erkek, 66.494 kadin), 2013 yilinda 142.820 yetiskine
KRK teshisi konmustur. Rakamsal verilerle Amerika‘da her yil en az 102.480 kolon
kanseri ve 40.340 rektal kanser teshisi edilmektedir[25]. Avrupa’da KRK, tum kanser

tipleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir[26].

lrakea Brons, Akciger I 52 5
Prostat I 13 1
Kolorektal NG .1
Mesane [N 70.;
Mide I 1412
Non-Hodgkin lenfoma I 6.9
Bobrek N 6.8
Larinks N 6.6
Tiroid N 6.0
Pankreas M 5.6

0.0 100 200 300 400 500 600

Sekil 2-2: Erkeklerde En Sik Gériilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlar
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2015) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)[24].
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Sekil 2-3: Kadinlarda En Sik Goériilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlar
(Turkiye Birlesik Veri Tabami, 2015) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)[24].

2.3. Etyolojisi

KRK etyolojisinde genetik ve cevresel faktdrler rol oynamaktadir. Ureme
hiicrelerinde genetik degisiklikler meydana gelirse kalitimsal, somatik hiicrelerde
olusursa sporadik kanserler meydana gelir [27]. Kolorektal kanserlerin ¢ogu sporadiktir
ve biiylik ¢ogunlugu (%95) adenokarsinomlardir [28]. Kalitsal kolorektal kanserlere
ornek olarak Familyal Adenomat6z Polipozis (FAP) ve Herediter Nonpolipozis
Kolorektal Kanserler (HNPCC) verilebilir[29].

Tiim KRK vakalarmin % 5'ini kalitsal kanserler olusturur. Mutasyona ugramis
genin iki alelinden birisinde mutasyon gerceklesirse kalitsal mutasyonlara neden
olurken, diger aleldeki nokta mutasyonun etkisiyle timor hiicresinin ve karsinomun
ortaya ¢ikmasina sebep olur[30]. Kalitsal kanserlerin siniflandirilmasi igin polipoz
formlar ve polipoz olmayan formlar diye iki grup kurulmustur. Polipoz varyanti,
kolonda potansiyel olarak malign polip olusumu ile karakterizedir ve ailesel
adenomatous polipozu (FAP) igerir 31]. Kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser
(HNPCC), DNA tamir mekanizmasinda olan mutasyonlarla iligkilidir. HNPCC'nin
onemli nedeni, DNA onarim proteinlerini (MLH1, MLH6, MSH2, PMS1 ve PMS2)
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kodlayan iki  alellerden birinde kalitsal mutasyonlarin sebep oldugu Lynch
sendromudur. Tim kolorektal kanser vakalarinin% 2-3'Unde Lynch sendromu

bulunabilir ve bu sebeple HNPCC grubunda goriilen en sik sendromdur[32].

Sporadik kanserler ise nokta mutasyonlarindan tiiretilen kanserlerdir ve tiim
kolorektal kanserlerin% 70'ini olusturur. Sporadik kanserin molekiiler patogenezinin

heterojen olma nedeni, farkli genlerdeki mutasyonlardir[4].

CRC (Kolorektal kanser) kalitimsal
yatkinligin nedenleri

Sporadik

(65%—85%)
Ailevi
(10%-30%)

Nadir CRC _ o
sendromlari Herediter non-polipozis

(<0.1%) kolorektal kanser

Ailevi adenomatbz (HNPCC) (5%)
polipozis (FAP) (1%)

Sekil 2-4: Kolorektal Kanser Etyolojisi[32].

2.4. Kolorektal Kanser Risk Faktorleri

2.4.1. Beslenme ve Diyet

Diyet kolorektal kanser gelisiminde Onemli bir role sahipdir. Son yillarda
yapilan epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarda, ¢esitli gidalarin ve besinlerin tiikketimi
kolorektal neoplazi riski etkilemektedir[33]. Kalsiyum, sut, lif ve tam tahil kolorektal
kanser riskini azaltirken, kirmizi et ve islenmis et bu riski arttirmaktadir[34]. Kirmiz1 et
ve yiksek kalorili gida tiiketimi, antineoplastik vitamin, antioksidan, antimutajen, lifsel

komponenti olmayan diyet, tiimor olusum riski olusturmaktadir[35][36]. Ayn1 zamanda
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besin maddeleri ve gidalar diyetsel bir model olarak kolorektal kanser riskini
etkileyebilir[37]. Muhtemelen, iltihaplanma iizerine ve bagisiklik sistemi tepkisine de
dogrudan etki yapabilir. Bu nedenle diyet degisikligi, kolorektal kanser insidansini
azaltma olasiligina sahiptir[38]. Diyetteki yagdan dolayi; kolon bakterileri vasitasiyla
sentezi artmakta olan karacigerde kolesterol ve primer safra asitleri, kolesterol
metabolitlerine ve sekonder safra asitlerine doniistiiriilerek kolonik mukozada hasar
olusturmaktadirlar[39]. Bu olusan hasarla birlikte sekonder safra asitlerinin etkisiyle
protein kinaz C ve kolonik ornitin dekarboksilaz artar ve arasidonik asitten
prostoglandinler sentez edilir. Sonu¢ olarak hicresel proliferasyon meydana gelir.

Prolifere olan hiicreler karsinojenlerin etkilerine duyarlidirlar[40].

2.4.2. Sigara

KRK siklig1 ve yiiksek mortalitesi sigara i¢imi ile belirlenmistir[41]. Geng yasta
sigaraya baslama ve uzun stireli sigara kullanimi1 (30-40 y1l) kisilerde kolon kanseri i¢in
blylk risk tasidiklart belirlenmistir[42]. Kolorektal kanseri riski Uzerinde thtin
kullaniminin erkeklerde (%21) ve kadinlarda (%12) farklidir. Tiitlin dumaninin icerdigi
kanserojenler; polisiklik hidrokarbonlar, heterosiklik aminler ve nitrozaminlerdir[43].

2.4.3. Alkol

Alkol tiiketimi ve KRK risk artis1 arasinda netlik kazanmig bir iligki yoktur
ancak alkoliin riski artirma sebebi olarak folat emilimini azaltmasi diisiiniilmektedir
[41]. Alkoliin kendisi karsinojen degil ancak tiimor destekleyici olarak islev yapabilir
[44]. Asetaldehit, nemli bir alkol metabolitidir ve sigarayla etkilesimi DNA’da spesifik
mutasyonlara yol acabilmektedir. Alkol; lipid peroksidasyonu, prostaglandinler ve

serbest oksijen radikali Gretimine etki edebilir[45].

2.4.4. Yas

ABD’de KRK sikligi kadinlarda ve erkeklerde 20-49 yaslar1 arasindadir[46].
Yasin ilerlemesi ile kolorektal kanseri gelisime riski artmaktadir ve bu riskin 50 yas ve
istiinde siklig1 %90’dan fazladir. Bu risk 65-85 yaslar1 arasindaki bireylerde 50 yas
altindaki bireylere gore 6 kat daha yuksektir[47].
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Sekil 2-5: Kolorektal Kanserin Yasa Ozel Hizlar1 (Semi-Lo0g) (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani,
2015)[24].

Irksal ve etnik gruplara gore kanser insidanst ve Olim oranlar farklilik
gosterilmektedir. Arastirmalara gére 2004-2008 yillarinda KRK insidansi ve 6liim orani
Afrika kokenli Amerikalilarda, Amerika’daki diger gruplara gore yliksek orandadir.
Dogu Avrupa Yahudilerinde de KRK sik goriilmektedir 48].

2.4.5. inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar

Crohn hastalig1 veya Kronik iilseratif kolit olan kisilerde kolon kanser riskinin
arttigr gorulmektedir. Bu kisilerde hastaligin baslangic déneminde %3-8 olan kanser
gelisme orani, 10 yil sonra %10’a kadar ve 25 yil sonra ise %30’lara kadar

yukselmektedir[49].

2.4.6. Herediter Faktorler ve Sendromlar
KRK hastaliginda kalitsal yatkinlig1 diisiindiiren olay hastalarin %25’inde aile
hikayesinin olmasidir. Kalitsal kolon kanserlerin iki ana grubu da polipozis sendromlari

ve nonpolipozis sendromlaridir[29].

2.4.6.1. Polipozis Koli (Familyal Adenomatdz Polipozis-FAP)
Herediter bir hastalik olan polipozis koli otozomal dominant gecis
gostermektedir. Adenomlardan gelisir ve©#. KRK’de %1 oranda olugmaktadir[50]. Bu

adenomlar cocuklukta olusur ve semptomlar1 ortalama 16 yasinda ortaya ¢ikmaktadir.
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Hastalik, klinik olarak takipsiz hastalarin %90’inda kolon kanserinin ortaya ¢ikma yasi
45°tir[29]. Sorumlu olan genetik defektin 5.kromozom uzerinde g 21 lokusunda bulunan
APC geni oldugu bilinmektedir[51].

2.4.6.2. Herediter Non-polipozis Kolon Kanseri (HNPKRK) Sendromlar1 (Lynch
sendromu | ve 11)

Goriilme sikligt %1-5 olup FAP’den daha siktir ve otozomal dominant olarak
gecer. Mismatch tamir genleri olan hMSH2, hMSH6, hMLH1, PMS2 genlerindeki
mutasyon HNPKRK’ne sebep olur. Tan1 yas1 ortalama 48 olan HNPKRK en ¢ok sag
kolonda saptanmaktadir. Lynch I sendromunda sadece kolon kanseri goriiliir[52]. Lynch
IT sendromunda ise mide, meme, over, uterus, ince bagirsak, iireter, renal pelvis

kanserlerde gorilmektedir[53].

2.5. Diyagnoz

KRK tanisinda rektalde kanama, diskilama aligkanliginda degisiklikler olmasi,
karinda dolgunluk hissi, karin agrisi, barsakda obstriiksiyon belirtileri olmasi, demir
eksikligi anemisi bulgu ve semptomlarla basvuran hastada kolonoskopi veya
rektosigmoidoskopi ile timor biyopsisi yapilir ve teshis konulur[54]. Basit noninvaziv
tan1 muayenesi gaitada gizli kan testidir. Digskida hemoglobin olup olmadigim
gostermek icin bu test yapilir. Digkida kan olmasi gastrointestinal kisimda kanama
oldugunu gosterir[54]. Timo6r markerlari, timor hiicreleri ya da saglikli hiicreler
tarafindan tiimore cevap olarak iiretilen maddelerdir. Tiim6r markerleri olan CA 19.9,
CA 72.4 ve ozellikle CEA (karsinoembriyonik antijen) hastaligin takibinde faydalidirlar

ama tanida kullanilamazlar[2].

2.6. Evreleme

Kolon kanserinde son derece dnemli olan yayilim prognoz, degisik evreleme
yontemlerini  kullandirilmaktadir. 1930 yilinda ilk g¢alismalar Dukes tarafindan
Kolorektal kanser evrelendirilmesi iizerine yapilmis, 1954 yilinda Astler ve Coller
tarafindan Dukes simiflandiriimasi modifiye edilmistir[55]. En sik kullanilan sistem
Dukes tarafindan olusturulan evreleme sistemi ve TNM sistemidir (T:Tiimdr invazyonu,

N:Lenf nodu tutulumu, M:Metastaz ) (Tablo 2-1)[56].
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Tablo 2-1: Kolorektal Kanserde Evreleme ve TNM Sistemi[57].

Tis: Insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok
T1: Submukoza invazyonu N1: 1-3 lenf nodu tutulumu
T2: Muskilaris propriaya invazyon N2: >4 lenf nodu tutulumu
T3: Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok
T4: Komgu organ invazyonu M1: Uzak metastaz var
Evre TNM Sm?;:f = Timbdr invazyon derecesi >y iat;fxixam
0 T0, NO, MO Gozle goriilir timdr yok
I T1, NO, MO A Timor muskilaris mukoza % 97
I T2, N0, MO ve submukozaya smirls % 90
II T3, NO, MO Bl Tumor miskilaris propriaya stmrh % 78
II T4, NO. MO 2 % 63
111 T1-4, N1, MO C1 Serozaya ulagmig, komgu organ % 56-65
III T1-4, N2, M0 2 tutulumu olabilir % 26-37
IV | Ti1-4 Ni-2, M1 D Uzak metastaz var %1

2.7. Kolorektal Kanserin Molekuler Mekanizmasi

Normal dokuda biiyltimeyi kontrol eden molekiiler mekanizmalarin bozulmasi,
genetik  degisikliklere sebep olarak kolorektal kanserini  olusturmaktadir.
Onkogenlerdeki multiple mutasyonlarin birikimi ve timor siipresdr genler, hicre
proliferasyonun ve apoptozun arasindaki dengeyi etkileyerek karsinogenezde ilk
degisiklige sebep olur[58]. Temelde genetik degisimler, iki farkli mekanizmadir ve

epitel hiicrelerin neoplazik strece girmesi icin gereklidir. Bu mekanizmalar:

1. Genomic instability; allellik kayiplar ve andploidi ile karakterize olan

kromozomal kararsizliklar,

2. Microsatellite instability-MSI; DNA mutasyonlari ve diploidinin artmasi
ile kendisini gosteren degisiklikler[59].

Kolorektal kanser gelisimindeki ti¢ temel genetik degisiklikler;
1. Timdr supresor gen aktivitesinin dususu veya kaybolmasi
2. Protoonkogenlerde olusan degisiklikler

3. DNA onarimma (mismatch repair) sebeb olan genlerdeki

degisiklikler[60].
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2.7.1. Tiimor Supresor Genlerdeki Degisimler

Tiumor supresor genler, hiicre cogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir.
Bu genlerin aktivitelerinin kaybolmasi ve hiicrenin programlanmig 6liimii (apoptoz)
engellenmek igin her iki allel gende mutasyon veya kayip olusmasi gerekir. Eger
proliferasyonu dogrudan baskiliyorsa “bek¢i” (gatekeeper) tipi genler denmektedir.
Bekgiler, hiicre siklusunu denetleyerek hiicreyi apotoza yonlendirirler. Ornegin TP53

onemli bir tmor stpresor genidir[61].

Bir baska tiimor siipresor gen tipi de dolayli etki gosterenlerdir. Bunlara “bakic1”
(caretaker) tipi tumor slipresor genleri denir. Bakicilar mutasyon olusumunu engelleyen

ve genomun tamamindan sorumlu DNA tamir genlerdir[62].

Tablo 2-2: Tumoér Supresor Gen Tipleri [62].

TUmor stipresor

genin tipi Gen Kalitsal kanser Sporadik kanser
RB1 . : -
Retinoblastoma Bir cok sporadik kanser
: : Bobrek timord, merkezi sinir sistemi
Hiicre balonmes VHI Von Hippel Lindau hastalidi hemanjiyoblastomasi
kontrolii : .
(Bekgi tipi TSG) NF1 Norofibromatozis tip 1 Malin periferik sinir kilift timaorn
NF2 Norofibromatozis tip 2 Meningiom
APC Famiyal a_denpmatw Kolorektal kanser
polipozis
MLH1T, MSH2, Herediter non-polipozis Uil i )
DNA tamir genleri MSH6, PMS2 Bl ariaars Kolon, mide, endometriyum kanseri
Bakici tipi TSG) i i
( p BRCAI, BRCA2 Herediter meme/over Over ve meme kanseri
kanseri
; 3 P53 Li-Fraumeni sendromu Bir cok sporadik kanser
Apoptozis genleri ; .
P16 Ailesel melanoma Bir gok sporadik kanser

2.7.2. Protoonkogenlerin Aktivasyonu

Hiicrede uyar iletiminde rol oynayan ve hiicre biiyiimesini kontrol eden genler,
Protoonkogenlerdir. Bu genlerin uygunsuz aktivasyonlart hiicrenin yuzeyinden nukleusa
mesajlarin anormal iletilmesine ve anormal hiicre proliferasyonuna sebep olarak tiimor
olusumuna neden olur. Ras geni énemli bir onkogendir. insan metabolizmasinda hiicre
ici uyar iletisini diizenleyen niikleotidi (guanin) baglayan proteinleri kodlayan 3 tane

ras geni bulunmaktadir (K-ras, N-ras ve H-ras). Kolorektal kanserlerin %65’inde ras
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geninde nokta mutasyonu mevcuttur (genelde K-ras). Adenom gelisim siirecinde orta

donemlerinde de ras mutasyonlar1 olusmaktadir.

2.7.3. DNA Onarim Genlerin Degisiklikleri (mismatch repair gens)

Insan genomu var olan 23 ¢ift kromozom, yaklasik olarak 100.000 gen icerir. Bu
da 3 milyara yakin niikleotit demektir. Kalitim yoluyla her bir kromozom ¢ifti anne ve
babadan gecer ve kromozom (izerinde her genin bir benzeri (allel) bulunur. Hicre
boliinmesi sirasinda kromozomlardaki dizilim kopyalanir ve yeniden esleserek ogul
hlcrelere aktarilir. Normal kabul edilebilir bir mutasiyon hatasi, bir hata her 10 milyar
niikleotid ¢iftinin kopyalanmasi sirasindadir. Daha fazla kopyalanma hatalarinin
diizeltilmesi i¢in onarim genleri mevcuttur (Miss match repair genes — MMR). Bir
hiicre fazlaca mutasyona ugrarsa kanser hiicresine doniisme sebebi genomik kararsizlik
(genomic instability) mekanizmasidir. Bu mekanizma kolon karsinogenezinde dnemli
bir mekanizmadir. Kolon kanserinde sik olarak goriilen genomik kararsizlik tiirleri;
kromozom translokasyonlari, mikrosatellit kararsizligi (Microsatellite instability -MSI)

ve kromozom kararsizliklaridir[63].

2.8. Tiyoredoksin Etkilesimli Protein (TXNIP)

2.8.1. TXNIP’in Genel Ozellikleri
TXNIP ilk kez 1994 yilinda, ekspresyonu artan bir gen olarak HL-60

hiicrelerinde 1,25 Dihidroksivitamin D3 ile tanimlanmistir[64].

TXNIP (VDUP- 1 veya TBP-2) redoks sisteminin anahtar modulatérudir ve
tioredoksinnin (TRX) aktif sistein kalintisina baglanip antioksidatif fonksiyonunu
inhibe eder. TRX'in negatif bir regiilatoriidiir ve aym1 zamanda giiclii bir biliylime
baskilayicidir[65]. Bu gen metastaz inhibitér 6zelligi ile proapoptotik fonksiyona
sahiptir[66] . Insan TXNIP geni 4174 bp uzunlugu, 1g21.1 kromozomunda, 391 amino

asit ve 8 ekzon icerir[67].
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Sekil 2-6: TXNIP’in 1. Kromozom Uzerindeki Lokasyonu[67]

Tiyoredoksin etkilesimli protein, hiicresel redoks dengesini saglamaktadir.

TXNIP geni, stres kosullart altinda 6rnegin; H20», serum starvasyonu, 1s1 soku ve
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yuksek glikozla uyarilmaktadir. TXNIP geninde olusabilecek bir mutasyon, glukoz

metabolizmasini, lipid metabolizmasini ve NADH/NAD+ oranlarini etkilemektedir.

Serum
starvasyonu
=

l

=

Beta

NK
hiicre Glukoz hiscre

gelisimi 1 oksidasyonu

Sekil 2-7: TXNIP’in Biyolojik Strecler [62].

TXNIP genin ekspreyon kaybi veya downregiilasyonu c¢esitli yaklasimlarla

insanin primer timor hiicrelerinde belirlenmistir.

TXNIP asir1 ekspresyonu, tiimor hiicresi proliferasyonunu ve hiicre dongiisii

progresyonunu inbibe eden TXN aktivitesini durdurur[68].

2.8.2. TXNIP’in Kanser Siirecindeki Rolii

Tiimor baskilayict genlerde ve hiicresel onkogenlerde biriken mutasyonlar,
timor gelisimine sebep olmaktadir[69]. Ekpresyonu degisen genler, proliferasyon,
diferasiyasyon apoptoz gibi bir¢ok biyolojik yanit1 karsinogenez boyunca etkilerler. Bu
bakis agisindan, akciger, kolon ve meme gibi birgok timdr dokusunda TXNIP
ekspresyonu azaldigi gosterilmistir[70]. TXNIP ekpresyonunundaki azalma, epigenetik
mekanizmalara 6rnegin; histon asetilasyonuna ve DNA metilasyonuna baghdir[71].
Renal kanser iizerinde bir ¢alismada, promotor bolgede CpG adaciklarinin hipermetile

olarak TXNIP’in protein diizeyinde ekpresyonu azalmistir[72].



14

2.9. A-kinaz Ankraj Proteinler (AKAP12)

AKAP'ler, protein kinaz A'nin (PKA) alt birimlerini sabitleme vasitsiyla g¢esitli
hedefleme alanlar1 amaciyla farkli hiicresel konumlara kilavuzluk etmektedir[73].
AKAP'ler, reseptorler, protein kinazlar, iyon kanallari, kiicik GTPazlar, fosfatazlar,
fosfodiesterazlar ve birgok baska sinyal elementleri ile iligkilidir. Bir cok AKAP, hiicre
dongiisii regiilasyonunda 6nemli olmalarindan dolayr hayati rolleri nedeniyle timor
baskilayic1 olarak tanmimlanmaktadir[74]. Iskelet proteinleri olan A-kinaz ankraj
proteinler (AKAP'ler) hucre ici sinyallemenin kompartmanizasyonu Kkorurlar[57].
AKAP olarak kesfinden beri, hiicre dongiisii regiilasyonunda AKAP12 en ¢ok calisilan
AKAP'lerden birisidir[75].

Ik olarak AKAPI12, myastenia gravis hastalarin serumda otoantijen olarak
kabul edilmistir [76]. AKAP12 ekspresyonu malignitede baskilama 6zelligine sahiptir.
Ormegin; meme, prostat, mide ve kolon kanserleri gibi bir¢ok insan malignitesinde
baskilandig1 bilinmektedir[77]. Insanlarda ve kemirgenlerde, 2 ana AKAP12 transkript
a ve B, yaklasik 35 Kb aralikli bagimsiz promotdrlerden eksprese edilir. Ancak, >% 93
amino asit kimligini paylasmalariyla sonuglanan ortak bir biiylik ekzonla birlesirler. o
ve B AKAPI12 protein izoformlari, embriyoda ve erigkinde her yerde sirasiyla 305- veya
290-kDa urunleri olarak ifade edilmektedir[78].

Gravin ve olarak bilinen A-kinaz ankraj proteini 12 (AKAP12), protein kinaz C
(PKC), PKA, F-aktin gibi bircok 6nemli sinyal faktorii igin yeni bir kuvvetli iskele
proteinidir. Ayn1 zamanda hiicre iskeleti tadilati, hiicre gogii, kan-beyin bariyeri gelisimi
gibi ¢esitli hiicresel ve fizyolojik olaylar1 modiile eder ve onkogenik sireclerde de gorev
almaktadir. AKAP12 downregiilasyonu genel olarak kromozomlarda hipermetilasyon
veya silinmeden kaynaklanmaktadir. Ayrica, hiicrelerde yogun ekspresyonunun
onkogenik ve metastatik 6zellikleri baskilarken eksikliginin onkojenik transformasyona

duyarlhilig yiikselttigi diistintilmektedir[79].

Hicre donglst regilasyonundaki bozukluklar; norodejenerasyon, kanser ve
diyabet gibi hastaliklarla iligkilidir. Hiicresel cevaplarin verimliligini ve dogrulugunu

saglamak i¢in en yaygin strateji hiicresel sinyallemenin boliimlere ayrilmasidir[80].

Genellikle AKAP12'in, hiicre dongilisii fazlariin farkli birlesmesi nedeniyle

hiicre dongiisiinii diizenledigini gostermektedir:
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1. Uygun ve dogru olmayan hiicre dongiisii ilerlemesinde negatif

regilator olarak davranmak;
2. Sitokinezi ve mitozu kolaylastirmaya yardim etmektir[81] .

AKAP12 ekspresyonunda downregiilasyonunun neden oldugu anormal hiicre
dongust  regulasyonu,  prostat  hiperplazisine,  pulmoner  adenokarsinoma,
myelodisplastik sendroma ve mide karsinomasina sebep olmaktadir. AKAP12
promoterinin hipermetilasyonu ve downregllasyonu 0zofageal neoplastik progresyon,
gastrik karsinomda, kolon kanserinde yapilan bir c¢alismada g6zlemlenmistir.
AKAPI12’ta bulunan 6q24-25.2 lokusunun kaybi, malignite ve metastaz ilerlemesiyle de
iliskilidir[57].
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Sekil 2-8: AKAP12 ’in 6. kromozom uzerindeki lokasyonu.

AKAP12 kanserin ilerlemesini de baskilamaktadir. Bunu yaparken Src-FAK
komplekslerinin yapismayr ve biliylime faktoriinlin neden oldugu aktivasyonunu,
muhtemelen AKAP12'nin Src'ye direkt olarak baglanmasi yoluyla, Raf / MEK / ERK-
ve JNK-aracili proliferasyon, anjiyogenez ve sitokeletal yeniden bigimlendirme
sinyallerinin transdiiksiyonundan ayirmak suretiyle kanser ilerlemesini baskilamaktadir.
-SH3 alani, Src-FAK sinyal komplekslerinin degismesine sebep olmaktadir. AKAP12
ayrica dogrudan bir iskele fonksiyonuyla PKC aktivasyonunu da durdurmaktadir. Bir
diger yandan ise AKAP12, PKA'nin iskele edilmesi cAMP kaynakli sitoskeletal
remodeling'i kolaylagtirmaktadir[82].
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Sekil 2-9: AKAP 12 tarafindan kanserde kontrol edilen yollar[80].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Segimi

Bu caligmada iki 6rnek grubu kullanilmistir:
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1. 58 saglikli ve kolorektal kansere iliskin herhangi bir patolojik bulgusu

bulunmayan kontrol grup

2. 80 hasta ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi tarafindan takip

edilen ve kolorektal kanser tanis1 konulmus hasta grubu

Calismaya katilacak olan goniilliilere, yapilacak arastirma

bilgilendirilmis goniillii onam formu okutularak imzalatilmistir.

ilgili

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik degerlendirmeleri ve 6rnek alimlari

ilgili kliniklerde gergeklestirilmistir ve alinan kan ornekleri gerekli kosullar altinda

anabilim dalimiza ulagtirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi (+4 °C) (Argelik, Tiirkiye)

Buzdolab1 (-20 °C) (Argelik, Turkiye)

Derin Dondurucu (-80 °C) (DaihanScientefic, Guney Kore)
Distile Su Cihaz1 (Millipore, Almanya)

Homojenizatdr (Analytik Jena, Almanya)
Vorteks-Mikrospin (Biosan, Letonya)

Isitic1 Blok (Biosan, Letonya)

Otomatik Pipet Seti (Gilson, Amerika Birlesik Devletleri)
Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, Almanya)
Qubit Florometre (Invitrogen, Amerika Birlesik Devletleri)
Sogutmal1 Santrifiij (Beckman Coulter, Almanya)
DNA/RNA UV Cleaner Kabin (Biosan, Letonya)

Jel Gorilintiileme Sistemi (Wealtec Keta, Amerika Birlesik Devletleri)

Real Time PCR Cihaz1 (Agilent Tecnologies Stratagene, Amerika Birlesik

Devletleri)
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3.3. Kullanmilan Kimyasal Maddeler
STL-P1, Proteinaz K, 3M GIT2, Izopropanol, DNaz I, WB1, WB, 1X TE, Tris
baz, EDTA, Etanol (%99), Sodyum kloriir, sodyum hidroksit, SDS, TRITONX

3.4. Kullanilan Cozeltiler
3.4.1. Rna izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

3.4.1.1. STL-P1
IM Tris-Cl pH 8.0 + 1M EDTA pH 8.0 + 5M NaCl + %20 SDS + PVP-10

3.4.1.2. Proteinaz K
25 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip icinde steril distile su ile 1

mililitreye tamamlandi

3.4.1.3.3M GIT2
3M GIT+%2 TRITONX

3.4.1.4. Izopropanol
3.4.1.5. DNaz |
3.4.1.6. WB1

3.4.1.7.WB
1:2 3M GIT+%100 EtOH

3.4.1.8. IX TE ( Tris-EDTA buffer)
10 mM Tris + HCI + 1 mM EDTA

3.4.19. IM EDTA

372.2 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 1600
ml distile su eklendi. Manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH
cozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.10. 5M Sodyum Klorir (NaCl)

292 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 1000 mililitre distile su ilave
edildi ve manyetik karistiric1 yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi. 120°C de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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3.4.1.11. %20’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

20 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher i¢ine alinarak tizerine 160 mililitre

distile su eklendi. Manyetik karistiric1 yardimi ile ¢oziindiiriildi ve pH’s1 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

3.5. Kullanilan YOntemler

3.5.1. Dokudan RNA izolasyonu

150 mg doku numunesi 2.0 ml lik vida kapakli boncuklu tiipe alinir, tizerine 500
pl STL- P1 (1M Tris-Cl pH 8.0, 1M EDTA pH 8.0, 5M NaCl, %20 SDS,
PVP-10) eklenir.

7000 rpm de, 2 dakika homejenizatdrde pargalanir.
95 °C'de 10 dakika inkube edilir.

Uzerine 25 pl Proteinaz K ve 500 pl 3M GIT2 (3M GIT+%2 TRiTONX)

eklenerek vorteksle iyice karistirilir

56 °C de 10 dakika inkube edilir.

Ardindan 70 °C de 5 dakika inkiibe edilir

Daha sonra 500 pl izopropanol eklenir ve pipetajla karigtirilir
Tum numune DNA kolonundan 2 seferde gegirilir.

Kolona 50 pl DNaz | eklenir ve 37 °C de 5 dakika inkiibe edilir.

Kolona 500 pl 1 WB1(1:1 3M GIT+%100 EtOH) eklenerek 14000 g’de, 1

dakika santrifiil edilerek alt faz atilir

2 defa 500 pl WB (1:2 3M GIT+%100 EtOH) ile yikama yapilir

Alt faz atildiktan sonra 1 kere tiip bos sanrifiij edilir

Kolon 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiiptine alinir ve 100 ul 1X TE (pH 8.0) eklenir.

14000 g de 1 dk santrifiij edilerek kolon atilir olusan s1ivi RNA dir.
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3.5.1.1. Elde Edilen RNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini
Elde edilen RNA’larin safliklar1 ve konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Thermo
Scientific NaNoDrop 2000 spektrofotometre cihazimi kullandik. Asagida belirtilen

formiilii kullanilarak tek zincirli RNA’nin konsantrasyonu belirlenmektedir.

RNA Konsantrasyonu (ng/pul) = (OD 260 nm x 40 pg/ml x Seyreltme Katsayisi) / 1000

maksimum absorbans dalga boylart DNA i¢in 260, protein i¢in 280 ve fenoliin
icin 230 ’dur. RNA’nin safligin1 260 ve 280 nm’de alinan degerler arasindaki oran
belirlemektedir ve bunun i¢in en uygun A260/A280 orani 1.8-2.0 deger araligidir.
Konsantrasyonlar1 belirlenen RNA 06rneklerini cDNA sentezine kadar -80 °C’ de

saklandi.

3.5.2. Primer Dizaym

AKAP12 ve TXNIP genlerinin RT-qPCR deneylerinin yapilabilmesi ve bu
genlerin sekanslanabilmeleri amaciyla olusturulan primerler asagida verilmistir. Ayrica
calismada yapilacak gen ekspresyon seviyelerinin Olgiilebilmesi icin gerekli olan
referans housekeeping gen olarak secilen GAPDH genine ait primer dizayni da

verilmistir.

3.5.2.1. GAPDH genin primer dizayni
Primer dizayni i¢in insan GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna gore incelenmis ve en uzun ekzon asagida

sekansi verildigi lizere secilmistir.

Primer dizayni i¢in insan GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna gore incelenmis ve en uzun ekzon asagida

sekans1 verildigi lizere secilmistir.
>NM_002046.66’in 1. Transkriptine gore RT-PCR primeri dizayn edilmistir.

Elde edilen sekansa, Primer3 programi yardimiyla 312 bp uzunlugunda iiriin
verecek sekilde primerler tasarlanmig, primerlerin erime sicakliklar1 arasindaki farkin

10°C den az olmasi saglanmis, primer dimer olusturmamalart i¢in sekanslarinin
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kendilerine ve diger primere, erime sicakliginin 100°C altina kadar baglanmamasina

dikkat edilmistir.

o mispriming library specified
Psing 1-based sequence positions

PLIGO s2act deo ___te ___gck _any __3° zeq
LEFT PRIMER 22 20 60.92 50.00 3.00 ©.00 A
RIGHT PRIMER 333 20 60.91 45.90 4.00 2.0 7T

EQUENCE SIZE: 1309
INCLUDED REGION SIZE: 1309

'PQCOU(Y SIZE: 312, PAIR ANY COMPL: 3.69, PAIR 3" COMPL: 0.0Q

(A LY RLACAGT CAGCCGCATCTTCTTTTGOG TCOCCAGCCGAGCC
FIFIIIIFIIIIIIFIIINY

ACATCGCTCAGACACCATOOGGAAGG TGAAGG T COGAGTCAACGOATTTGGTCGTATTOO

GCGCCTOOTCACCAGGOCTOCT TTTAACTCTGOTAAMGTGGATATTGT TGCCATCAATGA

COCCTTCATTGACCTCAACTACATGGT TTACATGT TCCAATATGAT TCCACCCATGGOAA

ATTCCATOGCACCETCAMGOCT GAGAAC GEGAAGC T TETCATCAATGGAAATCCCATCAC

CATCTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAAAA TCAA G ECC i [l T clac ) fllacy g
L

36

-

COTOGAGTCCACTORCGTCTTCACCACCATGGOAGARGGL TGGEGCTCATTTGCAGGGGEG

421 AGCCAARAGGETCATCATCTCTGCCCCCTOTGCTGATGCCCCCATGTTCGTCATGEGTGT

481 GAACCATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAA

541 CTGCTTAGCACCCCTOECCAAGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCAT

621 GACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAGAAGAC TGTGRATGGCCCCTCCOOGARALT

661 GTGOLGTGATGGLLGCGGGEITCTCCAGAACATCATCCCTGLCTCTACTGGLGCTGCCAA

721 GGCTGYGGGCAAGGTCATCCCTGAGCTGAACGOGAAGC T CACTGGCATGGCCTTCLGTGY

781 CCCCACTGCCAACGTGTCAGTGGTGRACCTGACCTOCCGTCTAGARAAAACCTGCCAAATA

241 TOATGACATCAAGAAGOTGOTGALGCAGCLOTCOCAGGOLCCCCTCAMAGCATCCTGOA

ACAGTCAGCCGCATCTTCTT
TGATTTTGGAGGGATCTCG

Sekil 3-1: Primer3 programi ile dizayn edilen GAPDH primerlerin baglandigi bolgeler ve

primerlerin ozellikleri.

Ardindan elde edilen primerlerin spesifikliginin ve diger insan genom

varyasyonlarinda tanimlanmig GAPDH genini ¢ogaltabildigi, sanal PZR ile kontrol

edilmistir. Primer blast algoritmasi kullanilarak NCBI veribankasinda bulunan tiim

sekanslar taranarak primerlerin spesifik oldugu asagida gosterildigi tizere belirlenmistir.
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Sekil 3-2: GAPDH icin Primer Blast algoritmasi ile NCBI veribankasinda yapilan sanal
PCR sonuclar

Elde edilen primerler GAPDH_Human F (5’-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3) ve
GAPDH Human R (5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’) olarak adlandirilmis ve

Gergek zamanli PZR bu primerlerle optimize edilerek ¢aligilmistir.

3.5.2.2. TXNIP genin primer dizayni
Primer dizayni i¢in insan TXNIP genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna

gore incelenmis ve en uzun ekzon asagida sekansi verildigi iizere se¢ilmistir.

>hg38_knownGene_uc031utr.2_7 range=chr1:145992385-145993936 5'pad=50
3'pad=50 strand=- repeatMasking=none

Elde edilen sekansa Primer3 programi (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) yardimiyla
413 bp uzunlugunda iirlin verecek sekilde primerler tasarlanmig, primerlerin erime
sicakliklart arasindaki farkin 10C den az olmast saglanmis, primer dimer
olusturmamalar1 icin sekanslarinin kendilerine ve diger primere, erime sicakliginin

100C altina kadar baglanmamasina dikkat edilmistir.
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No mispriming library specified
Using i-based sequence positions

oLIGO agact Jen __te _gcd __any 3 seq
LEFT PRIMER 333 20 60.07 50.00 5.00 0.00 TTCGATAGYTYCGGGYCAGG
RIOGHT PRIMER 74% 20  59.86 30,00 5,00 2,00 CACAOYOCAATAOGCTCCAA

SEQUENCE SIZE: 1250
INCLUDED REGION SIZE: 1250

PRODUCT SIZE: 413, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 9,00

1 OTOOATCCCTACATCCTCAACAACAATOY GCAOTOAGCATOTOOMAGAAAAGAADCAGCT

L3

TTACCTACTTIOTTTCTTTTITOTCYCTCT TCCTOOACACTCACTTTT TCAGAGACTCAACA

121 OTCTCTOCAATOOAGTOTOOGTCCACCTTAGCCTCTOACTTCCTAATOTAGOAGOTAGTC

1681 AGCAGOCAATCTCCTAOGCCTTAAAGOAT GCOOACTCATCCTCAGC CAGCOCCCATOTTO

24

-

TOATACAGGOGTOTTTGTTGOATOGOT T TAAAAATALAC TAGAALAAC TCAGOCCCATCCA

IOL TTTTCTCAGATCTCCTTGAAAATTGAGGCCTTTTCOATAGT TTCOGOTCAGOT AALAATG

PEFIIIRIFIRIININIIID

361 GCCTCCTOOCOTAAGCTTTTCAAGGTTTTTTGOAGGCTTTTTOTAAATTGTGATAGGAAC

421 TTTGGACCTTGAACTTACOTATCATOTGOAGAAGAGCCAATTTAACAAAC TAGGAAGATG

481 AAAGGGAAATTATOGCCAAAACTTTGGOAAAAGOAGOT TCTTAALMATCAGTGTTTCCCC

541 TTTGTOCACTTGTAGAAAAAAAAGAAAAACCTTCTAGAGCTGATTTGATGGACAATGGAG

601 AGAGCTTTCCCTOTGATTATAAAAAAGGAAGCTAGCTOCTCTACGOTCATCTTTGCTTAG

661 AGTATACTTTAACCTGGCTTTTAAAGCAGTAGTAACTGCCCCACCAAAGGTCTTAAAAGC

721 CATTTTTGOAGCCTATTGCACTGTGTTCTCCTACTGCAAATATTTTCATATGGGAGGATG

CLLLLLCCLLCLLLLLCLLL

781 GTTTTCTCTTCATGTAAGTCCY TGGAATTGATTCTAAGGTGATGTTCTTAGCACTTTAAT

Sekil 3-3: Primer3 programi ile TXNIP geni icin dizayn edilen primerlerin baglandig
bélgeler ve primerlerin dzellikleri.

Ardindan elde edilen primerlerin spesifikliginin ve diger insan genom
varyasyonlarinda tanimlanmis TXNIP genini ¢ogaltabildigi, sanal PZR ile kontrol
edilmistir. Primer blast algoritmasi kullanilarak NCBI veribankasinda bulunan tiim
sekanslar taranarak primerlerin spesifik oldugu asagida figiir 4 de gosterildigi iizere

belirlenmistir.
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Baverse primes

Sekil 3-4: Primer Blast algoritmasi ile TXNIP geni icin NCBI veribankasinda yapilan
sanal PZR sonuglari.

Elde edilen primerler TXNIP_Human F (5’- TTCGATAGTTTCGGGTCAGG-
3’) ve TXNIP Human R (5-CACAGTGCAATAGGCTCCAA-3’) olarak

adlandirilmis ve Gergek zamanli PZR bu primerlerle optimize edilerek caligilmistir.

3.5.2.3. AKAP12 genin primer dizayni
Primer dizayn1 i¢in insan AKAP12  genine ait ekzonlar hg38 genom
versiyonuna gore incelenmis ve en uzun ekzon asagida sekansi verildigi iizere

secilmistir.

>hg38_nchiRefSeqCurated_NM_005100.3 3 range=chr6:151348661-
151353802 5'pad=50 3'pad=50 strand=+ repeatMasking=none

Elde edilen sekansa Primer3 programi yardimiyla 451 bp uzunlugunda {iriin
verecek sekilde primerler tasarlanmis, primerlerin erime sicakliklar1 arasindaki farkin
10°C den az olmasi saglanmis, primer dimer olusturmamalart i¢in sekanslarinin
kendilerine ve diger primere, erime sicakliginin 100°C altina kadar baglanmamasina

dikkat edilmistir.
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1 LEFY PHIMER 0.0 £0.00 6.0 1,00 ANAGCTCAGCOAAGTCAG
RIGHT PRIMER R0 S55.00 400 0.00 ATOTCAGGTALGCCACCTTC
PROCUCT STIR: 45) COMPLL .00, PAIR 3" COMPLE ),

1 LEFT PRIMER 2706 » 59,97 35.00 4,00 0.9 TTAMCGALTCCCCAGACAC
RIGHTY PRIVER 3145 n .05 SO0 4.00 2.0 TCCATCACCATCTCCTOTOA
PRODUCT SIZE: 440, PAIR ANY COMPL! 3.09, PAIR 3' COMPLY 2.00

3 LEFT PRIMER 2705 n 59.92 55.00 6.00 0.0 GTTAACCOALTCCCCAGACA
RIGHT PRIMER 3143 10 6005  39.00 4,00 2.00 TCCATCACCATCTCCTOTOA
PROOUCT SIZE: 44), PAIR ANY COMPL: .00, PAIR 3" COMPL: 2.00

4 LEFY PRIMER 2328 n .00 .00 6,00 0.0 GANCTCAOAMGTCAGOY
RIGMT PRIMER 2776 n 60.00 S50 4,00 0. ATATCAGGTACGLCALCTTC
PROOUCT SI28: 440, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR ' COMPL: 2,00

ptoatistics

con too in in ne te ta Aigh high high
sid wony tor axcl bed [ R00  to0  any 3" poly end
ered Ny get tg  OCN clasp low high cempl compl X sted ok

eft 40256 Q L o 19 @ 19123 18%83 1 S 183 736 10201

Right 40247 L o L 17 Q@ 9916 19140 0 1 229 12w
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Sekil 3-5: Primer3 programi ile AKAP12 geni i¢in dizayn edilen primerlerin baglandig
bélgeler ve primerlerin dzellikleri

Ardindan elde edilen primerlerin spesifikliginin ve diger insan genom
varyasyonlarinda tamimlanmigs AKAP12 (A-Kinase anchoring protein) genini
cogaltabildigi sanal PZR ile kontrol edilmistir. Primer blast algoritmasi kullanilarak
NCBI veribankasinda bulunan tiim sekanslar taranarak primerlerin spesifik oldugu

asagida figiir 6 da gosterildigi lizere belirlenmistir.

Primer pair 1
Sequence |5>Y) Length ™ GC% Self complementarity
Forward primer AGGAGCTCAGCOAGAGTCAG 0 61 820 100
Reverse primer AT "' 4
Products on target templates
XM D052 72250 PREDICTED Momo sagvens A lonase anchonng protes 12 (AXAP 12} transcrpl vanant X2 mANA
g p (AKAF vanscngt vanant X1, mRNA
u PRED E Papo o Arase arv n o 12 (NCAP12) waracrpt vanant X5 miRNA
wth = 451

et J complementanty

Sekil 3-6: Primer Blast algoritmasi ile AKAP12 geni icin NCBI veribankasinda yapilan
sanal PCR sonuglar1.

Elde primerler AKAP12 Human F (5°-
AGGAGCTCAGCGAGAGTCAG -3%) AKAP12 Human R (5°-
ATGTCAGGTACGCCACCTTC -3’) olarak adlandirilmis ve Gergek zamanli PZR bu

primerlerle optimize edilerek ¢alisilmistir.

edilen

ve
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3.5.3. Ters Transkripsiyon ve Kantitatif QPZR (QPZR)
Primer dizaynlarinin tamamlanmasmin ardindan deneyler RNA 6rneklerinin
cDNA’ya c¢evrilmesiyle devam etmistir. Ters transkripsiyon metodu asagida verildigi

sekilde gergeklestirilmistir.

Izole edilen RNA o6rneklerinden 12 pL (20 ng/uL) ve 4 pL oligo(dT)

primerler (10 nmol) karistirilir
e 10dak 70 °C ve daha sonra 5 dak buzda inkibe edilir.

e 8 L 5x reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KClI, 15
mM MgCI2 and 50 mM DTT) 2 pL dNTP mix (40 mM), 2 uL ters
transkriptaz (200 U/uL) ve 28 uL steril deiyonize su eklenir.

e 60 dak 37°C’de inkiibasyon yapilir.
e 10 dak 60°C’de inkiibasyon yapilir.

e Elde edilen cDNA, gPZR deneylerinde kullanilana kadar -20°C’de

saklanir.

TXNIP ve AKAP12 genlerinin, GAPDH genine (housekeeping) rolatif
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in hasta ve kontrol gruplarinin herbirine qPZR

analizi asagida verilen program ile yapilmistir.

Table 3-1: QPZR ¢alisma programinin sicaklik ve siireleri

Program Dongu Sicaklik ~ Sure(sn) FAM Floresan okuma(470-510
Sayis1 °C nm)(Ekzitasyon-Tespit)
On 1 95 600
Inkiibasyon
Cogalma 45 95 15 tek
60 30
YUksek 1 65 0.05°C surekli

Cozunurluklt

. o 95
Erime Egrisi
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Yapilan QPZR deneylerinden elde edilen yiiksek ¢oziintirliikklii erime egrileri
sekansa gidecek ornekleri gruplamak i¢in, ¢ogalma egrileri ise ekspresyon seviyelerinin
Olciilmesi i¢in kullanilmistir. Asagida QPZR ¢alismasindan alinan verilere ait grafikler

sunulmustur.

4.804
3.603
2,402
1.201
0.000

Flucrescence

4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40,00 34,00
Cycle

Sekil 3-7: Hasta numunelerine yapilan GAPDH geni QPZR ¢ogalma egrileri

6.000
@
§ 4.000
&
§ 2,000
0.000
4.00 8.00 1200 1600  20.00 2400 28.00 32.00 3600 40.00  44.00
Cyde
Sekil 3-8: Kontrol numunelerine yapilan GAPDH geni QPZR ¢ogalma egrileri.
5.200
@
g 3.900
£
§ 2.600
=
T 1300
e ——
0.000 S——— - —— -
4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00
Cyde
Sekil 3-9: Hasta numunelerine yapilan TXNIP geni QPZR cogalma egrileri.
6.000
g
& 4.000
&
& 2.000
z2 2
0.000 =
4.00 8.00 1200 1600 2000 2400 28.00 32.00 3600  40.00  44.00
Cyde

Sekil 3-10: Kontrol numunelerine yapilan TXNIP geni QPZR ¢ogalma egrileri.
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& 4.400
S 3.300
2
E 2200
T 1100
0.000 = -
400 800 1200 1600 20.00 2400 28.00 3200  36.00  40.00  44.00
Cyde
Sekil 3-11: Hasta numunelerine yapilan AKAP12 geni QPZR ¢ogalma egrileri
5.200
z
€ 3.900
o
$ 2.600
T 1300
0.000
4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00
Cyde

Sekil 3-12: Kontrol numunelerine yapilan AKAP12 geni QPZR ¢ogalma egrileri.

3.5.4. Real-Time PCR (RT-PCR)

Real-Time (Gergek zamanli) PZR, niikleik asit miktarlarinin belirlenmesi
amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde niikleik asit miktarinin tayini,
reaksiyon boyuncu {irlin miktar1 ile orantili bir sekilde artis gosteren floresan boyalarin

ve problarin verdigi sinyalin belirlenmesi ile miimkiin olmaktadir.

Real-Time PZR ’in en Onemli basamagi, DNA pargasinin ¢ogaltiminin
gergeklestigi ilk PCR donglislinlin saptandigi basamaktir. Bu dongii Esik Dongiistii
(Cycle Threshold (CT) yada Cross Point (CP) ) olarak adlandirilir ve hedef DNA
dizisinin neden oldugu floresan isimanin, arka plan i1gtmasindan daha biiylik oldugu
dongiidiir. Baslangigtaki DNA miktari ne kadar fazlaysa, floresan 1simaaki artis o kadar
cabuk gergeklesir; CT degeri de diiser.



Table 3-2: gRT-PZR karisiminnin maddeleri ve miktarlar

Bilesenler

2x RT- HRM Mix

lc GREEN

RT-RIN Mix

Primer-Forward (10 pmol/uL)

Primer-Reverse (10 pmol/uL)

Steril Su

cDNA

Toplam son hacim

Miktar

10 pl

0,5 nl

0,6 pl

0,8 pl

0,8 pl

3l

4,8 pl

20 pl

Table 3-3: qRT-PZR Kkosullari

Ters Transkripsiyon
On inkiibasyon
Denattrasyon
Baglanma ve Uzama

HRM

Sicakhik

45°C

95°C

95°C

60 °C

65°C-95°C

Sure

30 Dakika

5 Dakika

15 Saniye

30 Saniye

0.02 Saniye

29
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3.5.5. Yiiksek Coziiniirliikte Erime Egrisi (HRM) Analizi

HRM analizi, erime egrilerine ait verilerin sicakliga karsi negatif tiirevi alinip,
floresan seviyelerine gore normalize edilmesinden sonra fark grafiginin
olusturulmasiyla elde edilen verilerin birbirlerine olan vektorel benzerliklerinin analiz
edilmesiyle yapildi. Bu islem i¢in Bio-Speedy HRM Analyzer 1.1 yazilimi ve
MINITAB 14 programi kullanildi. Yapilan analizlere ait dendrogramlar asagida

verilmigtir.

71,08

80,72

Similarity %

90,36

Variables

Sekil 3-13: Hasta numunelerinde TXNIP genine yonelik yapilan HRM analizi ile elde
edilen dendrogram.

Elde edilen dendrogram ile %99 iizerinde benzerlige sahip gruplar incelenerek,7
grup olusturulmustur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarinda ki farkliliklar

bulunmustur.
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Sekil 3-14: Kontrol numunelerinde TXNIP genine yonelik yapilan HRM analizi ile elde

edilen dendrogram.

Elde edilen dendrogram ile %99 iizerinde benzerlige sahip gruplar incelenerek, 8

grup olusturulmustur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarinda ki farkliliklar

bulunmustur.

-28,64

14,24

% Auejiuis

57,12

Hasta numunelerinde AKAP12 genine yonelik yapilan HRM analizi ile elde

Sekil 3-15

edilen dendrogram.
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Elde edilen dendrogram ile %99 iizerinde benzerlige sahip gruplar incelenerek, 5

grup olusturulmustur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarinda ki farkliliklar

bulunmustur.
55,68 ,
& 7045
£
y |
8
E
"
85,23
100,00 e o R T ety b e m—— .

Sekil 3-16: Kontrol numunelerinde AKAP12 genine yonelik yapilan HRM analizi ile elde
edilen dendrogram.

Elde edilen dendrogram ile %99 iizerinde benzerlige sahip gruplar incelenerek, 6
grup olusturulmustur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarinda ki farkliliklar

bulunmustur.

3.5.6. DNA Dizileme ve Karsilastirmalar
QPZR sonrasinda yapilan standart HRM analizinde sicaklik 65°C’den 95°C’ye

0.05°C/sn hizla ¢ikartilmig, bu sirada siirekli floresan okumasi alinmistir (Wittwer
2009). Elde edilen sicaklik-floresan siddeti ham verileri, Reja vd. (2010) tarafindan

tanimlanan istatiksel yaklasim temel alinarak analiz edilmistir.
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Bu kapsamda kullanilan HRM yazilim1 sicaklik-floresan siddeti ham verilerini
sicaklik - % floresan degisimi olacak sekilde normalize etmistir. Elde edilen normalize
erime egrisi profillerinin, numuneler arasindan secgilen referans DNA’dan elde edilen
erime egrisi profilinden farklar1 alinarak farklilik profilleri elde edilmistir. DNA dizi

benzerligini temsil eden farklilik profilleri gruplandirilmistir.

Her gruptan 1 adet 6rnek, Sanger yontemi ile ¢ift yonli dizilenmistir. QPZR
sonucunda tupte bulunan nikleotidler, floresan boyalar vb. PZR bilesenlerinin,
cogaltilmis genlerin dizi analizi Oncesi ortamdan uzaklastirilmasi i¢in, PCR {iriinleri
silika DNA kolonlar1 ve DNA baglama tamponlar1 kullanilarak saflastirilmistir. Dizi
analizleri ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD)
gerceklestirilmistir. Elde edilen dizilerin kalitesi geneious yazilimi ile kontrol
edilmistir. Dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST

programi kullanilarak belirlenmistir.

Sekanslanan érneklere, sanal agaroz jel elektroforezi, benzerlik matris analizi ve
benzerlik 1s1 haritasi, neighbor-joining algoritmasi ile olusturulan dendrogram ve
geneious programi icerisinde MAFT algoritmasi ile olusturulan hizalama analizleri

yapilmistir.
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Sekil 3-17: Sekanslanan TXNIP 6rneklerine ait sanal agaroz jel elektroforez gorintisu.
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Sekil 3-18: Sekanslanan AKAP12 drneklerine ait sanal agaroz jel elektroforez goruntusu.



H_R35_TXNIP

C_K14_TXNIP
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Sekil 3-19: Geneious program ile olusturulan TXNIP sekanslarina ait dendrogram.
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Sekil 3-20: Geneious program ile olusturulan TXNIP sekanslarina ait benzerlik matrisi ve

151 haritasi.
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Sekil 3-21: Geneious program ile olusturulan AKAP12 sekanslarina ait dendrogram.

H_R37_AKA, ., C_K45_AKA.., C_K42_AKA,.,

| 49.55% | S0t | S0.M8% S0.346% | 49.192% | 51991% | 49.883% | S2204% | S1.054%
49.766% | SL163% | 50.900% | S0.583% | S1.276% | SLAM% | 4B.2M% 47,653% 44.706% 40,0005

Sekil 3-22: Geneious program ile olusturulan AKAP12 sekanslarina ait benzerlik matrisi
ve 1s1 haritasi.
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3.6. Istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows) 22.0 programi kullanildi ve
p degeri 0.05° in altinda ise anlamli kabul edildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov —Smirnov —Shapiro Wilk testleri ile degerlendirildi. Normal
dagilima uygunluk gosteren bireylerin degerlerinin karsilastirilmasinda Student’s t-testi
kullanildi. Taniticu istatistik olarak veriler ortalama+standart sapma ve medyan seklinde

verildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi’nde kolorektal kanser tanis1i konulmus 80 hasta dahil edilmistir. Kontrol
grubu olarak ise 58 saglikli ve kolorektal kansere iligskin herhangi bir patolojik bulgusu

bulunmayan 6rnekler kullanilmigtir.

Vaka ve kontrol Ornekleri arasinda TXNIP ve AKAP12 genlerin

varyasyonlarini inceleyip ve kolorektal kanserle herhangi bir iliskisini bulmaktadir.

4.1. Cinsiyet ve Yas Faktorlerin Analizi
Toplam 138 olgunun 87’si (%63) erkek ve 51’1t (%37) kadinlardan

olugmaktaydi. Yas ortlamast 62,07 + 10,07 (Minmum: 20, Maksimum: 87)’idi.
Bahsedilen 138 olgunun 58’1t (%42) kontrol grubu ve 80’1 (%58) hasta grubunu

olusturmaktaydi.

Kontrol grubundaki 58 olgunun yas ortalamasi 62,05 + 7,05 (Minimum: 45,
Maksimum: 81) yas, hasta grubunda ise yas ortalamast 62,09 + 11,83 (Minimum: 20,
Maksimum: 87) yas olarak hesaplandi.

Yapilan Kolmogrov-Smyrnov normalite testi sonucunda yas degiskeninin tim
orneklemler arasinda normal dagilim gosterdigi gozlendi. Gruplar arasinda yas farki
degerlendirmesi i¢in > Bagimsiz gruplar arasi t-testi’” kullanildi. Kontrol ve hasta grubu

arasinda yas agisindan farklilik olmadig: saptandi (p=0.98, Giiven araligi: %95).

Yasg igin normal Q-Q Plot

Beklenen Normal

T T T T T T
s} 20 40 &0 80 100
Gozlenen Deger

Sekil 4-1: Yas icin normal Q-Q plot.
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Kontrol grubun 16’s1 (%11,6) kadin ve 42’si (%30,4) erkek idi. Hasta grubunda
ise 35’1 (%25,4) Kadin, 45’1 (%32,6) erkek idi. Yapilan Pearson Ki-Kare testi

sonucunda gruplar arasinda cinsiyet dagilimi a¢isindan anlamli fark izlenmedi (p=0,52).

Gruplar arasi cinsiyet dagilimi

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

Kontrol Hasta
m Kadin 16 35

® Erkek 42 as

W Kadin M Erkek

Sekil 4-2: Gruplar arasi cinsiyet daglimi.

4.2. Gen ekspresyon seviyelerinin bulunmasi

Cogalma egrileri kullanilarak elde edilen bilgilerle ekspresyon seviyeleri
hesaplanmistir. Ekspresyon seviyelerinin karsilastirmasinda amplifikasyon sonucu
floresan 1simanin Olgiilebildigi dongii sayisini gosteren Ct degerleri kullanilmus,
Reaksiyon verimi 1,5-2,0 araliginda ve korelasyon faktorii (12) siirekli 0.9’un tizerinde
olan sonuglar karsilagtirma analizlerde kullanilmigtir. 2-AACT yontemi (Livak ve
Schmittgen, 2001) ile hedef genlerin rRNA genine gore rolatif ifade seviyesi

hesaplanmuistir.

QPCR sonuglarina ait Cq degeri, ¢ogalmanin basladigi dongiiyii belirtir ve
cithazin belirledigi esik dongiisiiniin gegilmesi ile belirlenir. Bu deger gen miktarinin

rolatif olarak hesaplanmasi amaciyla kullanilir.
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Cq degerler kullanilarak yapilan 2-AACT yontemi ile AKAP12 ve TXNIP
genlerinin degisim miktarlar1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalarin dogrulugu ve gergekten

istatistiksel agidan bir anlam tagiyip tasimadig1 T-testi sonuglariyla belirlenmistir.

4.2.1. TXNIP gen ekspresyon seviyesinin hesaplanmasi
Yapilan hesaplamalar, TXNIP geninin GAPDH geni referans alindiginda
hastalarda kontrollere gore gen ekspresyon seviyesinin diistiigii goézlemlenmistir.

Degisim 0.45 kat olarak bulunmustur(2°-AACt yontemi ile).

Tablo 4-1: TXNIP gen ekspresyon seviyesinin hesaplanmasi ve degisim katimin 2°-AACt
yontemi ile bulunmasi.

ORTALAMA ORTALAMA ORTALAMA ORTALAMA ~ ACt  ACt
HASTACt HASTACt KONTROL KONTROL DEGERI DEGERI
DEGERI  DEGERI CtDEGERI CtDEGERI (HASTA) (KONTROL)

Deita Delta EKSPRESYON
Ct DEGERI DEGIgIM KATI

TE HE TC HC ACTE ACTC AACt 2*-AACt

GAPDH - 25.66275 - 27.128667
12975 01571667 1.1403333  0.4536547
TXNIP  26.96025 - 27.285833

Cq degerleri normalize edilerek hesaplamalar yapilmistir. Normalizasyon
sonras1 hesaplanan ortalama Cq degerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmis
ardindan cift yonlii T-testi uygulanmistir. Bagimsizlik degeri 138 ve p degeri 0.05’ten
kiiciik alindiginda T-testi tablosu degeri 1.984 olarak bulunmus ve bu deger géz oniine
alindiginda TXNIP geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
farklilasmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Tablo 4-2: TXNIP geninin GAPDH genine gdre istatistiksel 6nemini gisteren T-testi

Varyans . . T-Table {t=0.08;
OrtHasta  StdHasta  VarHasta OrtKontrol  Std Kontrol Kont T degeri df-138; p<0.05)
14743975 43347209  185549.33 = 98.279283 72.228053  5129.9434 0.996108 1.984*

*Kontrol ve hasta grubu gen ekspresyon seviyeleri arasinda, istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktur (t=0.08; df=133; p<0.05)
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4.2.2. AKAP12 gen ekspresyon seviyesinin hesaplanmasi
Yapilan hesaplamalar, AKAP12 geninin GAPDH geni referans alindiginda

hastalarda kontrollere gore gen ekspresyon seviyesinin diistiigii goézlemlenmistir.

Degisim 0.64 kat olarak bulunmustur(2*-AACt yontemi ile).

Tablo 4-3: AKAP12 gen ekspresyon seviyesinin hesaplanmasi ve degisim katinin 2°-AACt
yontemi ile bulunmasi.

ORTALAMA ORTALAMA ORTALAMA ORTALAMA  ACt ACt  Delta  pycpprsyON
HASTACt ~ HASTACt KONTROL ~ KONTROL ~DEGERi ~ DEGERI  DeltaCt priiciran
DEGERI DEGERI ~ CtDEGERi CtDEGERI (HASTA) (KONTROL) DEGERI
TE HE TC HC ACTE ACTC AACt 24-AACt
GAPDH z 2566275 : 27.128667

0.142875 -0.4895 0.632375 0.6451135
AKAP12 25805625 - 26.639167

Cq degerleri normalize edilerek hesaplamalar yapilmistir. Normalizasyon
sonrast hesaplanan ortalama Cq degerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmig
ardindan ¢ift yonlii T-testi uygulanmistir. Bagimsizlik degeri 138 ve p degeri 0.05’ten
kiiclik alindiginda T-testi tablosu degeri 1.984 olarak bulunmus ve bu deger gbz oniine
alindiginda AKAPI12 geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
farklilasmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Tablo 4-4: AKAP12 geninin GAPDH genine gore istatistiksel 6nemini gosteren T-testi.

T-Table

Ort Std Varyans ol (df=
Ort Hasta Std Hasta = Var Hasta Kontrol Kontrol Kont T degeri df=138;
p<0.05)

83.522667 16175502 25837.620 112.40054 24341101 58261.44  0.7964861  1.984*

*Kontrol ve hasta grubu gen ekspresyon seviyeleri arasinda, istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktur (t=0.08; df=138;
p<0.05)

4.3. Degerlendirme
Yapilan c¢alisma ile Korolektal kanser hastalarinda AKAP12 ve TXNIP

genlerinin etkisi incelenmis bu amacgla 80 hasta ve 58 saglikli bireyden alinan kolon
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ornekleri kullanilmistir. Hasta ve saglikli gruba ait orneklerden RNA izolasyonu
yapilmis ve RT-qPZR ile gen ifadelerindeki degisim incelenmistir. Bulunan sonuglar T-

testi ile incelenmis ve istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gézlenmemistir.

Bunun yani sira, elde edilen amplikonlar dizilenmis, hasta ve kontrol gruplari
arasinda ayrima yol acabilecek SNP’ler taranmustir. Ornek sayilarinin dizileme
oncesinde, temsil potansiyelini kaybetmeden diisiiriilmesi amaciyla yiiksek ¢oziintirlklii
erime (HRM) analizi gergeklestirilmistir. HRM analizi sekans spesifik olarak,
amplikonlarin tek baz degisiminde dahi farkli profiler ortaya koyan fark grafikleri
sayesinde ayni diziye sahip numuneleri gruplandirarak analiz islemlerinin siiresini ve
maliyetini diistirmiistiir. HRM sonuglarina gore elde edilen gruplarin igerisinden segilen
numuneler dizilenmis ve sekanslar incelenmistir. Ayn1 sekilde benzerlik matrisi ile
kontrol ve hasta gruplar1 arasinda belirli bir kiimelesme aranmis fakat Orneklerin
rastlantisal olarak bir araya geldigi goézlemlenmistir. Son olarak dendrogramlar
olusturulmus ve bu sekilde bir ayrimin olup olmadig: incelenmis, ayrilan dallarin belirli

bir grubu digerlerinden ayiramadigi sonucu ortaya ¢ikmistir.

Elde edilen sonuglar g6z oniine alindiginda AKAP12 ve TXNIP genlerinin gen
ifadesinde ki degisikligin kolorektal kansere yol actigi sdylenememektedir. Ayni
genlerin incelenen ekzonlari baglaminda hastaliga yol agan herhangi bir polimorfizm
bulunamamistir. Ancak ileri ¢alismalarda bu genlere ait diger ekzonlarinda incelenmesi

gerekmektedir.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanserler, diinyada en yaygin kanser 6liim sebeplerinden biridir; Bu
nedenle, erken tant koyma ve uygun tedavi se¢imi yapmak hastaliga bagl oliimlerin
azalmasimi saglamaktadir. Kolorektal kanser, en sik goriilen gastrointestinal sistem
kanser tiiriidiir ve ayrica cinsiyetlerdeki goriilme oranmi ise erkeklerde tigiinci

siradayken, bu oran kadinlarda ikinci siradir[83].

KRK patogenezi farkl1 bir siirectir ve degisik faktorden etkilenebilir. Ornegin;
yas, diyet, yasam tarzi, alkol ve sigara kullanimi, genetik 6ykii, iflamatuar bagirsak
hastaligi, Crohn ve ilseratif kolit varligi, yiiksek yaghh ve diisiik lifli beslenme
aligkanligi ve obezite gibi hastaliklar KRK i¢in etki faktorleri arasindadir[84].

Kanser hucrelerindeki proteinler, genelde onkogenler ve tiimdr baskilayici
genler tarafindan kodlanmaktadir. Bu hiicrelerin, normal hiicrelere gore ekspresyon
seviyeleri fazladir. Bu proteinlerin, tiimdr gelisimi ve metastaz olusumunda 6nemli etki
sagladiklar1 diistiniilmektedir. Kanserler, genelde biiylime oranlar1 ve saldirganlik
dereceleri agisindan heterojen 6zellikler gostermektedir. Bunun nedeni ise mutasyona
ugrayan onkogenler ile tiimor baskilayict genlerin degisik kombinasyonlarinin

olmasidir[85].

NADPH, tioredoksin rediiktaz (TrxR) ve Trx'den olusan tioredoksin (Trx)
sistemi, hiicreleri disiilfit rediiktaz aktivitesi ile oksidatif strese kars1 koruyan 6nemli bir
antioksidan sistemidir. Memeli hucrelerinde, Thioredoxinl (Trx1) ve Thioredoxin2
(Trx2) izoformu bulunmaktadir[86].

Trx1, genelde sitozolde bulunmaktadir. Fakat ayn1 zamanda Trx1, ¢ekirdekte yer
degistirir ve belirli sartlar altinda hiicrelerden salgilanabilir. Buna karsin Trx2 ise sadece
mitokondride bulunur [87]. Trx1, disulfit azaltma aktivitesine sahip 12 kDa her yerde
bulunan bir proteindir. Tioredoksin (TRX), hem aktif bolge -Cys-Gly-Pro-Cys- de
redoks-aktif ditiol iceren bir 12-kDa proteinidir, hem de major bir tiyol rediksiyon
sistemi olusturmaktadir. TRX genleri hiicrelerde koruma goérevi goriir. Bu genler;
hicreleri antioksidan, antiapoptotik ve anti-enflamatuar etki yoluyla strese bagh

hasarlardan korumaktadir[88].



44

1999'da tanimlanan Txnip (ayrica VDUP-1 veya TBP-2 olarak da bilinir), Trx1
baglayici protein, Txnip'in Trx'e baglanmasini inhibe etmesi nedeniyle, endojen bir Trx

inhibitora olarak rol alan 6nemli bir Trx baglayici proteindir[89].

TXNIP, ilk olarak HL60 hiicrelerinden izole edilmistir. Calismada, vitamin D3
ile muamele edilmis HL60 hiicreleri kullanilmistir. Daha sonra, gesitli solid tiimorlerde
ve hematolojik malignitelerde major bir redoks regllatori ve bir TUmor Supresor
Gen (TSG) olarak tanimlanmistir[90] .

TXNIP, daha cok sitoplazma ve mitokondride bulunmaktadir. Txnip’in yogun
ekspresyonu, GO / G1 fazinda hiicrelerin biiylimesini durdurur. Bu da streslere cevap

olarak apoptozu indiklemektedir[91].

TXNIP’in ana gorevi ise Tiyoredoksin’in aktif bolgesine baglanmaktir. Trx-
Txnip kompleksinin redoks bagimli hiicre fonksiyonu i¢in ©6nemli oldugunu

goOstermektedir[92].

Kolorektal kanseri de dahil olmak tizere cesitli insan kanser tiirlerinde eksprese
edilen ve oksidatif stres dahil olmak flizere cesitli stres tiirleriyle indiiklenen ve
tioredoksin etkilesimli protein (TXNIP), redoks dengesinin 6nemli bir duzenleyicisi

olan negatif bir tioredoksin diizenleyicidir[93].

Txnip, bazi insan kanser hiicrelerinde asagi regiile ederek ve bircok calisma
Txnip'in asagr regililasyonunun kanserin malignitesine katkida bulundugunu
gostermistir[94]. Txnip'in yogun ekspresyonu, azaltma aktivitesini azaltir ve Trx1'in
transkripsiyonunu inhibe eder. Bu da hiicre dongiisli durmasini veya apoptozu uyarirken

artan ROS ile sonuclanir.

Bizim yapmis oldugumuz bu calismada ise; TXNIP geninin GAPDH geni
refrans alindifinda hastalarda kontrollere gdre gen ekspresyon seviyesinin diistiigl
gozlemlenmistir. Degisim 0.45 kat olarak bulunmustur. Normalizasyon sonrasi
hesaplanan ortalama Cq degerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmis ve gift
yonlu T-testi uygulamasi sonucu TXNIP geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde farklilagmadigi bulunmustur(p>0.05).

Benzer bir ¢alismada RT-PCR testini kullanarak Takahashi Y ve arkadaslari,
Ulseratif kolit (UC) ve kolorektal kanser iizerinde yaptigi bir arastirmada TXNIP

geninin asag1 regiile oldugu gosterilmistir. UC ve CRC kolon mukoza 6rneklerinde
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ekspresyon sevyeleri, normal dokulardakinden anlamli derecede diisikk oldugu

belirlenmistir[93].

Ikarashi M ve arkadaglari, gastrointestinal kanser hastalarinda yaptiklar1 bir
arastirmada TagMan RT-PCR testi kullanarak TXNIP geninin ekspresyonunun normal

dokulara gore anlamli bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir[95].

Nishizawa K ve arkadaslari, yaptiklar1 bir calismada TXNIP'in insan mesane
kanserinde dereceye ve evreye gore asagi dogru diizenlendigini ve ayrica TXNIP
ekspresyonunun kaybimin, bir fare mesane kanseri modeli kullanilarak mesane

kanserojenezini kolaylastirdigini gostermektedirler[94].

Elisa Frullanti ve arkadaslar1 akciger adenokarsinomu caligsmasinda, ii¢ akciger
kanseri hiicre hattindaki bulgularinda TXNIP'in asag1 regiile oldugunu ve TXNIP'in

timor baskilayici olarak roliinii desteklemistir[96].

Farelerde meme kanseri iizerine yapilan bir arastirmada ise Yang X ve

arkadaglar1 TXNIP geninin ekspresyonunun downregiile oldugunu gozlemlemislerdir
[97].

Baska bir ¢alismada Kwon HJ ve arkadaslari, insan hepatoseluler karsinoma
tizerinde yaptiklart bir calismada TXNIP ekspresyon seviyelerinin, timdr dokularinda
onemli Olcide azaldigimi gozlemlemistir. Arastirmacilar genel olarak, HCC'den elde
edilen verilerin TXNIP in hepatik karsinojenez sirasinda baskilandigini gdstermistir
[98].

Gravin ve SSeCKS olarak bilinen A-kinaz ankraj proteini 12 (AKAP12), protein
kinaz C (PKC), PKA, F-aktin gibi bircok anahtar sinyal faktori igcin dnemli bir yapisal
proteinidir. AKAP12 ekspresyonu, meme, prostat, mide ve kolon kanserleri dahil olmak

lizere birgok insan malignitesinde baskilandigi bilinmektedir[99].

AKAP12'nin promotor hipermetilasyonu, bir¢ok insan kanserinde asagi dogru
diizenlenmesi ya da 6g24-25.2'deki lokusunun kaybi, malignite ve metastaz ilerlemesi
ile iligkilidir[13].

Diferansiyel gen ekspresyonu ve kopya sayist varyasyonu (CNV) caligmalari,

insan tiimorlerinde ve kanser hiicre hatlarinda bir¢ok kanser tipinde AKAPI12 asagi

regulasyonunu gostermektedir[75].
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Bizim yaptigimiz ¢alismada AKAP12 geninin GAPDH geni referans alindiginda
hastalarda kontrollere gore gen ekspresyon seviyesinin diistiigii gozlemlenmistir.
Degisim 0.64 kat olarak bulunmustur. Normalizasyon sonrasi hesaplanan ortalama Cq
degerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmis ve cift yonlii T-testi uygulamasi
sonucu AKAP12 geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir(p>0.05).

SOH RYZ ve arkadaglari, yaptiklar1 bir arastirmada normal MCF10A meme
hiicre hattinda ve alt1 farkli meme kanseri hiicre hattinda (AU565, Hs578T, MCF7,
MDA-MB-231, T47D ve ZR751) AKAP12'nin ekspresyon dizeylerini inceledikleri

calisma sonucu bu dokulardaki gen ifadesinin azaldigini gozlemlemislerdir[99].

Goeppert ve arkadaslari, insan HCC'sindeki AKAP12 ekspresyonunun asagi
regulasyonunu vurgulamislar ve ileri kanserdeki AKAP12 azalmasinin, kromozomal

kayb1 ve promotor hipermetilasyonu ile iliskili oldugunu gézlemlemislerdir[100].

Hye Shin Lee ve arkadaslari, hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu igin pozitif
olan insan HCC dokularinda AKAP12 geninin ekspresyonunu incelemisler ve
timorlerde AKAP12a geninin ekspresyonundaki azalmanin olduk¢a anlamli oldugunu
gostererek, AKAPI123 gen ekspresyonunda anlamli bir azalma olmadigim
bildirmislerdir[101].

Bozdogan ve arkadaslari,  metastaz baskilayic1 proteinlerin ekspresyon
modellerini tespit etmek amaciyla icin Kkantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) kullanarak bazal hiicreli karsinomlar (BCC'ler) (zerinde

yaptiklart bir ¢alismada AKAP12'nin azaldigi gozlemlemislerdir [102].

Choi MC ve arkadaslari, AKAP12'nin insan mide kanserinde dnemli bir negatif

diizenleyicisi olarak islev gorebilecegini gostermislerdir [103].

Calismamiz, TXNIP ve AKAPI2 genlerine ait ekspresyon dizeylerinin
kolorektal kanseri dokularinda normal dokularla karsilastirildiginda 6nemli 6lglde
diisiik oldugunu dogrulayan bulgular ortaya koymaktadir. Ayrica TXNIP ve AKAP12
genlerinin KRK de dahil olmak iizere gesitli insan kanserlerinde ekspresyonlari belirgin

sekilde azalmus, bilinen guclu bir timor baskilayici olabilecegi ifade edebilir.

TXNIP ve AKAP12, kolorektal kanseri i¢in umut verici prognostik belirtecler
olup, ayrica TXNIP ve AKAPI2 ckspresyon seviyelerine dayali kisisellestirilmis

adjuvan KRK tedavisinde etkili bir uygulama olarak diisiiniilebilir. Sonuglar
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degerlendirildiginde istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik tespit edilememistir.
Ancak elde ettigimiz bu sonuglarin daha iyi degerlendirilebilmesi icin hasta drneklem
genigliginin arttirllarak calismaya devam edilmesi gerekmektedir. Ayni1 genlerin
incelenen ekzonlar1 baglaminda hastaliga yol agan herhangi bir polimorfizm
bulunamamistir. Gelecek c¢alismalarda bu genlere ait diger ekzonlar da incelenerek

hastalik i¢in yeni bir belirte¢ bulunmsi hedeflenebilir.
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