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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin siirekli ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmalar ile karakterize bir
hastaliktir. Kanserde, normal hiicre davranigini kontrol eden sinyallere uygun sekilde
cevap vermek yerine, hiicreler kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip boliinmekte, normal
dokular1 ve organlar istila etmekte ve sonunda tiim viicuda yayilmaktadir. Kanser
hiicreleri tarafindan sergilenen genel hiicresel biiylime kontroliiniin kaybi, ¢oklu
hiicresel regiilasyon sistemlerinde birikmis anormalliklerin net sonucudur ve kanser
hiicrelerini normal hiicrelerden ayirmaktadir. Kanser, viicuttaki farkli hiicre tiirlerinin
herhangi birinin anormal c¢ogalmasindan kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle,
progresyonu ve tedaviye yaniti onemli 6l¢iide degisebilen yiizden fazla farkli kanser

tiiri tanimlanmustir. (Ulusal Kanser Enstitiisti, 2015)

Kolorektal kanser (CRC), giinimiizde giderek yayginlasan kanser tiirleri arasinda
On siralarda yer almaktadir ve her yil diinya ¢apinda bir milyondan fazla yeni CRC
teshisi konulmaktadir (Tenesa ve Dunlop, 2009). CRC, diinya genelinde en yaygin 3.
malignite ve en yaygin 4. mortalite nedeni olarak goriilmektedir (Tenesa ve Dunlop,
2009). CRC vakalarmin sadece % 20'si ailesel temelli olup (Rustgi, 2007), bazilari,
herediter nonpolipozis kolorektal kanser (Lynch sendromu) ve ailevi adenomat6z
polipozis gibi iyi tanimlanmis sendromlarla iligkilidir. Bununla birlikte, CRC
vakalarinin en biiylik kismi, kalitsal genetik degisiklikler yerine ¢evresel nedenlerle
iligkili bulunmustur. Cevresel ve gida kaynakli mutajenler, spesifik bagirsak
patojenleri, ve tiimor gelisiminden Once goriillen kronik bagirsak enflamasyonu,
kolorektal kanser gelisimi i¢in risk faktorleri olarak kabul edilmektedir. (Westbrook
ve ark., 2010)

Kanser ile enfeksiyon ve enflamasyon arasindaki iliski uzun siiredir bilinmektedir

ve enflamasyon varligi ile gesitli pre-kanserdz lezyonlarin gelisimi arasinda giiglii



korelasyon oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir. Ornegin, prostatit nedeni ile
prostat kanseri gelisim riskinde %14 (Rothman ve ark., 2004; Nelson ve ark., 2004;
Rosenblatt ve ark., 2001), iilseratif kolit nedeniyle kolorektal kanser gelisimi riskinde
%25 (Adelstein ve ark., 1979; Loftus, 2006) ve pankreatit gecirmis hastalarda
pankreas kanseri gelisme riskinde 10-20 kat (6-8) artis oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle, enflamasyon varliginin karsinogenezi indiikledigi ya da kolaylastirdig:

distiniilmektedir.

Enflamasyonun farkli nedenlerle kanser gelisimine katkida bulundugu
bilinmektedir. Enfeksiyon ajanlarmin dogrudan kansere neden olabilecegi (Beatty,
2014), immiin aracili hastaliklarin kronik enflamasyon olusumunu desteklemesi
(Francescone ve ark., 2015), obezite vb. gibi subklinik enflamasyon durumu (Calle
ve Kaaks, 2004), ve cevresel karsinojenler (Cohen ve Pope, 1995) bu nedenler

arasinda yer almaktadir.

Bu tez Onerisinde, CRC hastalarinda bir transmembran glukoprotein olan ve
enflamasyonlu dokularda ekspresyonunun arttifi bilinen endoglin diizeyi ile
enflamatuvar mikrogevre iliskisinin arastirilmasi1 amaglanmistir. Bu kapsamda,
kolorektal kanser tanist almis hastalardan ve saglikli goniilliilerden toplanan kan
orneklerinde, plazma endoglin diizeyi ve enflamatuvar belirteglerden olan NF-KkB,
sekretuvar ve sitozolik fosfolipaz A2 (SPLA2, cPLA2) ve TGFBI1 plazma diizeyleri
saptanmis ve korelasyon analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica, endoglin ile PLA:
mRNA ekspresyon diizeyleri de belirlenerek elde edilen bulgular kontrol grubu ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.



1.1. Kolorektal Kanser

1.1.1.Epidemiyolojisi

CRC, kolonda ya da rektumda baslayan bir kanser tiiriidiir. Bu kanserler,
nerede basladiklarina bagli olarak kolon kanseri veya rektal kanser olarak da

adlandirilabilir.

CRC diinya capinda en yaygin iclinclii kanser tipidir ve kansere bagli
Oliimlerin ikinci nedenini olusturmaktadir (Globocan, 2018). Son yillarda yapilan
arastirma sonuglarina gore, tiim malign tiimoérlerin % 13' {inii olusturan,
gastrointestinal sistemdeki en yaygin malign tiimor olarak kabul edilmektedir.
Gelismis ve gelismemis iilkelerde, kadinlar1 ve erkekleri ayni sekilde etkilemekte
olan kolorektal kansere bagli 6liim oraninin, 6ntimiizdeki yillarda kalp hastaliklari
mortalite oraninin lizerine ¢ikmasi beklenmektedir (Calva ve Acevedo, 2009; Dobre

ve ark., 2015; Siegel ve ark., 2015).

2018'de 1,8 milyondan fazla yeni CRC vakasi ve 881 bin 6liim olacagi tahmin
edilmektedir (Sekil 1.1). Yapilan degerlendirmelerde, CRC’nin insidans agisindan
liclincii, mortalite agisindan ise ikinci sirada yer aldigi goriilmiustir (Sekil 1.1)

(Globocan, 2018)



Yeni Vaka Sayisi 2018 (Her iki Cinsiyet, Tiim Yaslar) Oliim Sayisi 2018 (Her ki Cinsiyet, Tiim Yaglar)

Akciger

2093876 (11.6%) Akciger

1761007 (18.4%)

_IMeme Diger Kanserler
2088849 (11.6%) 3422417 (35.8%)
Diger Kanserler
7753 946 (42.9%) Kolorektal Kolorektal
1849 518 (10.2%) 880 792 (9.2%)
Prostat Prosm Mide
1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Rahim Agzi Kanseri Mide Pankreas Karaciger
569 847 (3.2%) 3 701 (5.7%) 432242 (4.5%) 781631 (8.2%)
Grofagus| Karaciger Buofagus| Meme|
572034 (3.2%) 841080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total: 18 078 957 vaka Total: 9 555 027 &liim

Sekil 1.1. Diinyada Yeni Vaka ve Oliim Sayist 2018 (Her iki cinsiyet, tiim yaslar)
(Globocan, 2018).

CRC insidans oranlar1, diinyada kolon kanserinde 8 kat ve rektal kanserde 6
kat farkli olacak sekilde genis Olgiide degismektedir. Hastalik, sosyoekonomik
gelisimin bir gostergesi olarak diisiiniilmektedir ve gelisme siirecine giren
tilkelerdeki kolorektal kanser insidansinin, artan insani gelisme indeksi (HDI) ile

orantil1 bir sekilde artma egilimi gosterdigi bildirilmistir (Fidler ve ark., 2016).

Tiirkiye’de 2018 yilinda 210 537 yeni kanser vakasi bildirilmistir. Bu kanserler
icinde kolorektal kanser, % 9.5 oran ve 20 031 yeni vaka sayist ile en ¢ok goriilen

ticlincii kanser tiirtidiir (Sekil 1.2) (Globocan, 2018).



Yeni Vaka Sayisi 2018 (Her iki Cinsiyet, Tim Yaslar)
Akciﬁerl

34703 (16.5%)

Meme
22 345 (10.6%)

Diger Kanserler
Kolorektal |

103 093 (49%) 20 031 (9.5%)
Prostat
17 332 (8.2%)
Tiroit |
13033 (6.2%)

Total: 210 537

Sekil 1.2. Tirkiye’de Yeni Vaka Sayisi 2018 (Her iki cinsiyet, tiim yaslar) (Globocan,
2018).

Insidanstaki artisin nedeni ile ilgili yapilan arastirmalar, diyet oriintiileri,
obezite ve yasam tarzi faktorlerinin etkisine isaret ederken, daha gelismis tilkelerde
goriilen mortalite diisiisleri, gelismis lilkelerde kanser tedavisi ve yonetimi ile ilgili
uygulamalarda en iyi olanin benimsenmesi ile hayatta kalma arasindaki iyilesmeleri
yansitmaktadir (Arnold ve ark., 2017). ABD ve Japonya'da oldugu gibi 1990'larda
uygulanmaya baslanan, tarama ve erken teshis programlari da etkili olmustur

(Schreuders ve ark., 2015).



1.1.2. Etyolojisi

Yapilan arastirmalar, CRC gelisimindeki en 6nemli etkenin genetik faktorler

oldugunu gostermektedir.

Spesifik genlerdeki mutasyonlar, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi CRC
baslamasina neden olabilmektedir. Bu mutasyonlar onkogenlerde, timdr baskilayici
genlerde ve DNA tamir mekanizmalarinda iliskili genlerde ortaya ¢ikabilir (Fearon
ve Vogelstein, 1990). Mutasyonun kokenine bagli olarak kolorektal karsinomlar
sporadik, kalitsal ve ailesel olarak siniflandirilmaktadir. Yasam boyunca ortaya ¢ikan
nokta mutasyonlari, kalitsal sendromlarla iligkili degildir ve sadece bireysel hiicreleri
ve onun dokularini etkilemektedir (Marmol ve ark., 2017). Nokta mutasyonlarindan
tiiretilen kanserlere sporadik kanserler denir ve bu tiir kanserler, tiim CRC’lerin %
70'ini olusturur. Sporadik kanserin molekiiler patogenezi, mutasyonlar farkli genleri
hedef alabildiginden heterojendir (Fearon ve Vogelstein, 1990). Bununla birlikte,
CRC vakalarinin yaklasik % 70' i, bir adenom olusumuyla baglayip daha sonra
karsinom durumunda sona eren belirli bir morfolojik diziye ¢evrilen spesifik bir
mutasyon dizisini takip eder. Ilk mutasyon, polip olarak da adlandirilan, malign
olmayan adenomlarin olusumunu tetikleyen, bir tiimdr baskilayict gen olan
adenomatous polipozis koli (APC) 'de meydana gelir. Bu adenomlarin yaklasik %
15'min on yillik bir siire i¢inde karsinomaya doniismesi beklenir. Bu APC
mutasyonunu KRAS, TP53 ve son olarak DCC'deki mutasyonlar takip eder (Fearon
ve Vogelstein, 1990).

Kalitsal kanserler, tiim CRC vakalarinin sadece % 5'ini olusturmaktadir. Bu
kanserlere, mutasyona ugramis genin alellerinden birini etkileyen kalitsal
mutasyonlar neden olur, bu da diger aleldeki bir nokta mutasyonunun timor
hiicresini ve ardindan karsinomun ortaya ¢ikmasii tetikleyecegi anlamima gelir.
Kalitsal kanserlerin daha dogru bir sekilde siniflandirilmasini saglamak i¢in, polipoz
ve polipoz olmayan formlar olmak iizere iki grup kurulmustur. Polipoz varyant: esas

6



olarak, kolonda potansiyel olarak ¢ok sayida malign polip olusumu ile karakterize
olan familyal adenomat6z polipozisi (FAP) icerir (Lynch, 2003). Buna karsilik,
kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser (HNPCC), DNA tamir mekanizmasindaki
mutasyonlarla ilgilidir. HNPCC'nin ana nedeni, MSH2, MLH1, MLH6, PMS1 ve
PMS2 gibi DNA tamir proteinlerini kodlayan alellerden birinde kalitsal
mutasyonlarin neden oldugu Lynch sendromudur. Lynch sendromu tim CRC
vakalarinin % 2-3 'linde bulunabilir ve bu nedenle HNPCC grubunda en sik goriilen
sendromdur (Lynch, 2003; Umar ve ark., 2004). Ailesel CRC tiim vakalarin yaklasik
% 25' ini olusturur ve kalitsal mutasyonlardan kaynaklanir, ancak kalitsal herhangi
bir kanser varyantina dahil edilemedikleri i¢in kendi basina kalitsal kanserler olarak

siniflandirilmazlar (Stoffel ve Kastrinos; 2014).

CRC, multifaktoriyel bir hastalik siirecidir ve kalitimsal faktdrlerin yanisira,
beslenmenin de dahil oldugu ¢evresel etkenler, gastrointestinal sistemin
enflamasyonu gibi durumlar CRC gelisiminde etkisi tanimlanmis diger faktorlerdir.
Obezite alkol kullanimi, sigara ve hareketsiz yasam tarzi artmis CRC riski ile
iligkilendirilmistir. Prospektif kohort ¢alismalar sonucunda, sigara i¢enlerde, CRC
riskinde belirgin artis oldugu tespit edilmistir. Bu risk erkek bireylerde, kolon
kanserinden daha c¢ok olarak rektal kanserde goriilmiistiir ve sigarayr birakmis
olanlarda da riskin devam ettigi bildirilmistir (Tsoi ve ark., 2009). Ailesinde CRC
Oykiisii olan bireylerde alkol tiiketiminin, kolorektal kanser riskini artirdigi da

saptanmistir (Cho ve ark., 2012).

CRC’nin biyolojik ve kalitimsal oOzelliklerini anlamaya yonelik Onemli
gelismeler kaydedilmistir. Edinilen bilgiler; klinik kullanimla birlestirilerek
kolorektal kanser gelisiminde bireysel risklerin daha kapsamli sekilde ele alinmasi,
daha 1yl tarama stratejilerinin bulunmasi, hastaligin seyrinin daha iyi
degerlendirilmesi ve uygulanacak antikanser tedavilerin etkinliginin daha etkili

sekilde saptanabilmesi alaninda rol oynamaya baglamistir.



1.1.3. Hastahi@in Molekiiler Temeli

Kolorektal adenokarsinoma gelisimi sirasinda, gastrointestinal sistemin
epitelyal hiicrelerinde, spesifik onkogenler ve/veya tiimor baskilayict genlerdeki
ardistk genetik ve epigenetik mutasyonlar gelismekte, bu durum, so6z konusu
hiicrelerin proliferasyon ve kendini yenileme yetenekleri tizerinde selektif bir etkinlik
saglamaktadir (Ewing ve ark., 2014; Pancione ve ark., 2012). Bdylece, normal epitel
doku, hiperproliferatif bir mukoza haline gelmekte ve yaklasik on yila yakin bir
stirede karsinoma ve metastaz haline doniisen iyi huylu bir adenoma yol agmaktadir

(Vogelstein ve ark., 1988).

Somatik mutasyonlara bagli sporadik CRC’ler tiim kolorektal kanserlerin
yaklasik % 70" ini olusturmaktadir (Burt, 2000). Onkogen ya da tiimor baskilayici
genlerdeki germline minér varyant ya da tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler),
hastaligin ailesel tiplerinden sorumlu olup, ayni genlerdeki mutasyonlar1 inaktive
ederken kalitsal CRC’ye neden oldugu bildirilmistir (Duraturo ve ark., 2011;
Jasperson ve ark., 2010). Ailesel adenomatdz polipoz ve Lynch Sendromu olarak
bilinen Herediter Non-Polipoz Kolorektal Kanser (HNPCC)’ler, kalitsal kdkenli
temel CRC tiirleri olarak bilinmektedir (Rustgi, 2007).

Molekiiler diizeyde, CRC ¢ok heterojen bir hastalik grubudur. Kromozomal
instabilite, anormal DNA metilasyonu ve DNA onarim defektleri, kolorektal
epitelyal hiicre transformasyonuna katilan mekanizmalar olup CRC gelisiminde
onemli rol oynamaktadirlar (Boland, 2010; Goel ve ark., 2007; Pino ve Chung, 2010;
Sideris ve Papagrigoriadis, 2014). CRC gelisimi ile ilgili g¢esitli yolaklar
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, sporadik kolorektal kanserin % 80' inde mevcut
olan kromozom instabilitesidir. Ikincisi ise, sporadik kanserin % 20' sinde ve

herediter kolorektal kanserin %80' inde esas olarak saptanan ve APC (% 60), p53 (%



70), DCC (% 70), KRAS (% 40) ve BAX (% 50) genlerinin mutasyonlari ile iligkili
olan yolaktir (Kelsen ve ark., 2008).

CRC baslangicinda, Wnt / APC / B-katenin, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) /
AKT / glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3p), transforme edici biiylime faktorii-f3 (TGF-
B) / Smad, NfkB ve yanlis eslesme onarimi genlerindeki (MMR) mutasyonlar gibi
cesitli degismis molekiiler sinyalleme yolaklar1 yer almaktadir. Bu degisiklikler,
kansere karsit bireysel duyarlilik kazandirmakta ve anti-tiimdr ajanlarina karsi
yanitsizlik ya da direngten sorumlu olduklar: bildirilmektedir. (Colussi ve ark., 2013;

Markowitz ve Bertagnolli, 2009).

1.2. Enflamasyon

1.2.1. Tanim

Enflamasyon, potansiyel patojenleri yok etmek, daha fazla doku hasarinin
olusumunu smirlandirmak ve onarim mekanizmalarin1 harekete gecirmek amaci ile
hizli bir savunma mekanizmasi gorevi tstlenmis, giiclii bir yanittir (Ferrero-Miliani
ve ark., 2007). Enflamasyon, patojenleri veya travmalari tespit eden ve
norotransmitterler seklinde sinyaller gondererek lokal yaniti ve diger hiicrelerin
bolgeye gociinii giiclendiren, dokuya yerlesik hiicreler tarafindan baslatilmaktadir
(Chertov ve ark., 2000). Enflamatuvar siireci gosteren ve Kklinik olarak
gozlemlenebilen dort ozellik bulunmaktadir: dolor (agri), calor (is1), rubor

(kizariklik) ve tumor (sislik) (Ciaccia, 2011).



1.2.2. Enflamasyon ve Yeni Kan Damar1 Olusumu (Neovaskiilerizasyon)

Enflamasyona bagl iiretilen sitokinlerin bazilari, kemokinler olarak hareket
etmektedirler ve bu durum hiicrelerde, damardan disariya ¢ikarken ve dokuya gog
ederken gerekli ipuclarini saglamak tlizere kimyasal gradyanlar olusturmaktadir.
Kemokinler, nétrofillerin ve diger 16kositlerin yani1 sira anjiyogenik kan damarlarinin
olusmasinda da rol oynamaktadir (Pold ve ark., 2004; Schenk ve ark., 2002). Bu
kemokinlere yanit olarak, notrofiller ve monositler dokuya girmektedir (Klintrup ve
ark., 2005). Notrofiller, mikroorganizmalar1 ve hiicresel kalintilar1 fagositoz etmekte
ve yanit1 arttirmak icin ek sitokinleri salgilamaktadir. Ayrica yerlesik graniilositlere
benzer antimikrobiyal molekiilleri de serbest birakabilmekte ve notrofil ekstraseliiler
tuzaklar (NET) olusturmaktadir. NET'ler, fagositoz olmaksizin bakterileri ve
mantarlart yakalayip 6ldiiren notrofil elastaz, katepsin G ve miyelo-peroksidaz dahil
olmak {izere histon ve graniil proteinleri ile kaplanmis DNA zengini fiber aglardir
(Hakkim ve ark., 2011; Hu ve ark., 2016; Shan ve ark., 2014; Tamarozzi ve ark.,
2016). Monositler dokuya girdiklerinde makrofajlara farklilasabilmekte ve ayrica
hiicreleri ve debrisleri fagosite edebilmektedirler (Huang ve ark., 2011; Khatami,

2014; Sica ve ark., 2008).

Inflamatuvar yanitlarda yeni kan damarlar1 da olusturulmaktadir. Doku ve kan
damarlarinin zarar gormesi, hiicrelerin hareketi ve artan hiicre aktivitesi, yeni kan
damarlarinin  olugsmasini  baslatan  hipoksi durumunun gelismesine katkida
bulunmaktadir (Li ve ark., 2003). Akut enflamasyonda, yeni kan damarlarinin
oksijen iletimini arttirmasi, hipoksiyi ve VEGF gibi anjiyojenik biiylime faktorlerini
azaltmasi nedeni ile neovaskiilarizasyon kendi kendisini sinirlamaktadir. Basarili bir
inflamatuar yanitta, bu adimlar (immiin hiicre alimi, patojenlerin ortadan kaldirilmasi
ve hasarli dokusunun onarilmasi), homeostazinin saglanmasi i¢in yeterlidir.
Otoimmiin enflamasyonda ise, yanit1 slirdiirmek i¢in siirekli bir 6z-antijen kaynagi

gereksinimi s6z konusudur. Inflamasyonun giderilmesi, siirekli olarak doku yapisini
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bozan, inflamatuvar sitokinler iireten ve inflamatuvar hiicreleri toplayarak biiyliyen

bir tiimor tarafindan engellenebilmektedir (Sekil 1.3) (Munn, 2017).

Tilimor Bliylimesi

inflamasyon Proliferasyon

Fibroblasts Kollajen / HA

Anjiyogenez

Makrofajlar  Anjiyogenez Plazma/Odem

Kollajen
Lenfositler
Fibroblastlar
Makrofajlar
Nétrofiller
Plazma/Odem

> & @

Sekil 1.3. Akut ve kansere bagli enflamasyonun ilerlemesindeki farkliliklar. Hiicrelerin ve
proseslerin ¢ogu ortak olmakla birlikte, akut enflamasyon, patojenin ortadan
kaldirilmasindan ve/veya dokunun stabilize edilmesinden sonra diizelirken; kansere bagli
enflamasyonda siirekli mekanik bozulma, sitokin ve biiylime faktorii iiretimi ve hiicre alimi
vardir, bu nedenle enflamasyon devam eder (Munn, 2017).

Normalden Sapma

Damar Dilatasyonu/
Histamin vs.

Doku Granulositleri

1.3. Enflamasyon ve Kanser Iliskisi

19. yiizyilda, Alman Patolog Virchow, tiimdrlerin siklikla kronik enflamasyon
ortaminda gelistigi ve tiimor biyopsi Orneklerinde enflamatuvar hiicrelerin mevcut
oldugu gozlemine dayanarak, enflamasyon ve kanser arasindaki nedensel baglantiy

One siirmiistiir (Balkwill ve Mantovani, 2001)

Epidemiyolojik calismalar, kronik enflamasyonun farkli kanser tiirlerine zemin
hazirladigini ortaya ¢ikarmustir. Literatiirde, kronik enflamasyon durumunun kanser
gelisimini destekleyebildigi ve tiimorden kaynakli enflamasyonun “kartopu” etkisi
yaratarak timor ilerlemesini siirdiirdiigiinii gosteren kanitlar bulunmaktadir (Lin ve
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Karin, 2007). Diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin %15-20'sinin, altta yatan inatci
enfeksiyonlara ve kronik enflamasyona kars1 gelismis enflamatuvar yanitlara bagh
oldugu tahmin edilmektedir (Mantovani ve ark., 2008; Mantovani ve ark., 2010;

Wang ve Goldenring, 2002).

Kanser riskini arttiran kronik enflamasyonun tetikleyicileri arasinda mikrobik
enfeksiyonlar (mide kanseri ve mukozal lenfoma i¢in Helicobacter pylori),
otoimmiin hastaliklar (6rn. kolon kanseri i¢in iltihapli bagirsak hastaligi) ve belirsiz
kokenli kriptojenik enflamatuvar durumlar (6rn. Prostat kanseri igin prostatit) yer

almaktadir (Del Prete ve ark., 2011).

Enflamasyon ve kanseri birbirine baglayan molekiiler ve hiicresel yolaklar
bulunmakta olup, sematik olarak iki genel yolak tarif edilmektedir (Sekil 1.4)
(Mantovani ve ark., 2008).
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EKSTRINSIK YOLAK INTRINSIK YOLAK

Enfeksiyonlar Onkojenik Claylar
inflamatuar Kosullar {IBS) Tirozin Kinaz
irritanlar (KOAH) Nikleer
Serbest Radikaller Onkosuprasérlar

N

TRANSKRIPSIYOMN FAKTORLERI
MNF-kB, STAT3, HIF

-

iNFLAMATUAR HUCRELER
TAM, MDSC, Mast Hucreleri,
PMMN, Eozinofiller

¢OZUNEBILIR MEDIYATORLER
Sitokinler (TNF, IL-1, IL-6)
Kemokinler (CCL2, CTXCLS)
COX2, VEGF

KANSERLE iLiSKiLi
ENFLAMASYON

Blyame Sinyallerinde Biyime Inhibitérlerine
Kendi Kendine ‘feterlillk /\ Karsi Duyarsizhk
Sinirsiz 1 Dcuku',ra invazyon

Cogalma Potansiyeli \/(J7 b Metastaz

Apoptozisten Kacinma Surekli Anjiyogenez

Sekil 1.4. Enflamasyon ve kanseri baglayan molekiiler yolaklar (Mantovani ve ark., 2008)

Intrinsik yolakta, neoplastik transformasyona neden olan genetik olaylar (6rn.,
onkojenler, genetik aberasyonlar), enflamatuvar bir mikro ortamim gelisimini

yonlendiren ve enflamasyon ile iligkili programlarin ekspresyonunu baglatmaktadir.

Ekstrinsik yolak ise, enflamatuvar 16kositler ve kanser riskini artiran ¢oziiniir
mediatorler tarafindan yonlendirilmektedir. Patojenlerin (6rn., Hepatit B ve C

virlisleri ve Helicobacter pylori) neden oldugu enfeksiyonlar ile iligkili kronik
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enflamasyon tiimor gelisiminin baslatilmasini ve ilerlemesini kolaylastirir (Vannucci
ve ark., 2009). Ayrica, mekanik, radyasyon ve kimyasal etkenlerin de insanlarda,
malignite ile iliskili enflamasyonun uyarilmasindan sorumlu olabilecegi bildirilmistir

(Casey ve ark., 2015).

Kansere bagli enflamasyonun temel Ozellikleri, ¢ogunlukla tiimor-iliskili
makrofajlar (TAM), 16kosit infiltrasyonu, TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokinlerin ya da
CCL2 ve CXCLS8 gibi kemokinlerin varligi ile anjiyogenez ve doku yeniden
modelleme olusumudur. Enflamatuvar sitokinler ve hiicreler ¢ogu yerde timor
olusumu ve tiimor progresyonunda rol oynamaktadir ve bu durum, mide (Wang ve
Goldenring, 2002; Wang ve Karin 2015), kolon (Bromberg ve Wang, 2009; Fazio ve
ark., 2016; Liang ve ark., 2013), cilt (Alam ve ark., 2016; Lund ve ark., 2016; Perez
ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2011; Zheng ve ark., 2008), karaciger (Alderton, 2012;
Barash ve ark., 2010; He ve Karin, 2011), gogiis (Al Murri ve ark., 2006; Cohen ve
ark., 2015; Hunj ve ark., 2015), akciger (Engels ve ark., 2007; Pold ve ark., 2004;
Spitz ve ark., 2011) ve bas / boyun (Bian ve ark., 2012; Bonemi ve ark., 2014;

Bornstein ve ark., 2009) kanserlerinde gosterilmistir.

1.3.1. Enflamasyon — Kanser Iliskisinde Intrinsik Yolak

Enflamasyon ile epidemiyolojik olarak iligkili olmayan tiimorlerdeki
enflamatuar bilesenlerin varligi, enflamatuvar ortamin olusmasindan neoplaziye
neden olan genetik olaylarin sorumlu olup olmayacagi sorusunu giindeme getirmistir.
Bu soru, ¢esitli onkogenetik mekanizmalarin degerlendirilebildigi pre-klinik ve
klinik arastirmalar kullanilarak ele alinmistir. Onkogenler ve enflamatuvar ortam
arasindaki iligski, kemokin kilavuzlugunda, makrofaj ve dendritik hiicre
infiltrasyonunun varligi ile karakterize edilen bir tiimor olan insan papiller tiroid

karsinomu ile klinik olarak gosterilmistir (Borrello ve ark., 2005; Russell ve ark.,
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2003). Protein tirozin kinazi kodlayan genin bulundugu kromozomun yeniden
diizenlemeleri, papiller tiroid kanserinin patogenezinde sik, erken, nedensel ve yeterli

bir genetik olaydir (Borrello ve ark., 2005).

Insan kanserinde en sik mutasyona ugramis baskin onkogenler olan Ras ailesi
onkogenleri, aktif hale getirildiginde, enflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunu ve
tiretimini indiikleyebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, Ras onkogeninin, bir servikal
karsinom hattina (HeLa) aktarilmasinin, anjiyogenez ve tiimér progresyonunu
destekleyen bir kemokin olan CXCLS {iretimini indiikledigi bildirilmistir (Masih-
Khan ve ark., 2006; Wang ve ark., 2006). Ayrica, hafif seyreden kronik pankreatitin,
pankreatik intra-epitelyal neoplazi ve invaziv duktal karsinomu indiiklemek i¢in Kras
mutasyonu ile birlikte hareket ettigi gosterilmistir (Guerra ve ark., 2007). Malign
melanomada siklikla aktive olan Braf, pro-tiimoér ortamina katkida bulunan
sitokinleri uyarmaktadir (Sumimoto ve ark., 2006). Bir baska onkogen olan, myc ise,
bircok insan tiimoriinde asir1 eksprese edilen bir transkripsiyon faktoriinii

kodlamaktadir.

Timor baskilayici proteinler, ayni zamanda enflamatuvar mediatorlerin
tiretimini de diizenleyebilmektedir. von Hippel Lindau / hipoksi-indiiklenebilir faktor
(VHL / HIF), transforme edici biiyiime faktori-p (TGF-B), fosfataz ve tensin
homologu (PTEN), bu tiir proteinlere 6rnektir. Siklikla malign hiicreler iizerinde
eksprese edilen ve hiicre sagkalimi ve metastazinda rol oynayan kemokin reseptorii
CXCR4 ve TNF- a, insan renal hiicreli karsinom hiicrelerinde VHL / HIF ekseninin
temelinde yer almaktadir. TNF-a ve malignite arasindaki ilging bir genetik baglanti
yakin zamanda renal hiicreli kanserde tanimlanmistir, burada pVHL, timor
baskilayict gen TNF-a'min bir translasyon baskilayicisi olarak rol oynamaktadir

(Balkwill ve ark., 2005).
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Bu nedenle, farkli molekiiler smniflar1 ve etki diizeylerini temsil eden
onkogenler (tirozin kinazlar, ras-raf, niikleer onkogenler, vb.) ve timor baskilayici
genler, pro-enflamatuvar programlar1 diizenlemektedir. Her ne kadar bu tepkiler,
birkag¢ dokuda (6rnegin anjiyogenez, miyelo-monositik orijinli hiicrelerin
giiclendirilmesi gibi) ortak unsurlar1 paylasiyor olsa da, farkli dokulardaki rolleri ve
farkli kanser tiirleri yoniinden aydinlatilmasi i¢in bu alanda yeni ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.

1.3.2. Enflamasyon — Kanser iliskisinde Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolakta enflamasyon, cogunlukla enflamatuar mediatorler iireten
l16kositler tarafindan tetiklenmektedir. Kronik enfeksiyonlar, enflamasyonu tetikleyen
zararli ajanlara (Ornegin; gastrik asit refliisli, tiitiin, asbest) maruz kalma ve
otoimmiin kosullar enflamasyona neden olabilmektedir (Kamp ve ark., 2011; Soucek
ve ark., 2007). Kronik enflamasyon ve kanser arasindaki en iyi baglanti,
enflamatuvar bagirsak hastaliklar: (iilseratif kolit ve Crohn hastalig1) olan hastalarda
gelisen kolorektal kanserdir. Bu hastalarda, kolorektal kanser gelisme riski 5-7 kat
artmistir. Arastirmalar, ilseratif kolitli hastalarin %43'iinde 25-35 yil kadar sonra

kolorektal kanser gelisebildigini géstermistir (Ferrone ve Dranoff, 2010).

IBD gelistirilmis bir fare modelinde, kolit ile iliskili kolorektal kanser
gelisiminin, TNF-a ekspresyonunu bloke ederek inhibe edilebilecegi gosterilmistir

(Popivanova ve ark., 2008).

Akciger kanserli tiim hastalarin yaklasik % 90'1inda tiitlin maruziyetinin belirgin
neden olmasina ragmen, asbest, hava kaynakli partikiiler maddeye maruz kalma,

idiopatik pulmoner fibrozis, tiiberkiiloz gibi diger kronik hava yolu enflamasyon
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kosullar1 akciger kanseri i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak degerledirilmekte olup,
sigara kullanimu ile ilgili olmayan vakalarin bir kismi1 bu faktorler ile agiklanmaktadir

(Yao ve Rahman, 2009).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen ara maddeleri, DNA hasarina neden
olabilen enflamasyon kaynakli aday medyatoérler oldugu, in vitro ve in vivo ¢alisma
bulgular ile gosterilmistir (Mantovani ve ark., 2008). Bir arastirmada, farelerde K-
ras kaynakli akciger kanserine aracilik etmek icin mitokondriyal ROS iiretiminin

gerekli oldugu gosterilmistir (Weinberg ve ark., 2010).

Diger taraftan, hasarli hiicre tarafindan salinan mitokondriyal {riinler,
enflamasyonu aktive edebilmekte ve pro-inflamatuvar sitokinlerin {iretimini
tetikleyen sinyal molekiilleri olarak hareket edebilmektedir (Naik ve Dixit, 2011).
Mitokondriyal ROS'un inflamazom aktivatorleri tarafindan  indiiklendigi
gosterilmistir ve ayni1 zamanda mitokondriyal ROS inflamazom aktivasyonu i¢in de
gereklidir (Zhou ve ark., 2011). Mitokondriyal hasar gelisimi ve ROS {iretimini de
icinde barindiran 6nemli yeni molekiiler yolaklar, sadece DNA hasar1 ve
onkogenlerin aktivasyonunu degil, ayn1 zamanda enflamasyonun farkli yonlerini de
etkilemektedir. Bu durum da, yeni molekiiler yolaklarin, enflamasyonu ve timor
olusumunu destekleyen kanserle iligkili sinyal yollarinin regiilatorleri olarak 6nemli

bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Enflamasyon ve kanser arasindaki iligkinin en net ortaya konabildigi sistem,
diyet, bagirsak bakterileri, enfeksiyon ya da otoimmiin bozukluklarinin neden oldugu
enflamasyonun nispeten yaygin oldugu sindirim sistemidir. Ornegin; kronik iilseratif
kolit ve Crohn hastaligi kolon kanseri riskini artirmakta iken, asit reflii 6zofagus
kanseri ile iliskili bulunmustur (Munn, 2017). Hepatit C enfeksiyonu ve alkol
tilketiminin hepatoseliiler karsinoma riskini, Helicobacter pylori enfeksiyonunun ise

mide ve Kolon kanseri riskini artirdigi gosterilmistir (Munn, 2017).
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1.3.3. Kanser-Enflamasyon lliskisinde Baslica Anahtar Regiilatorler

Kanserle iligkili enflamasyonda, NFxB gibi transkripsiyon faktorlerini igeren
anahtar endojen promotorlar ile interlokinler ve TNF-o gibi birincil enflamatuvar
sitokinler yer almaktadir (Karin, 2006; Langowski ve ark., 2006; Voronov ve ark.,

2003; Yu ve ark., 2009).

1.3.3.1. NfkB (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain)

NfiB, immiin ve enflamatuvar yanitlar ile iligkili genlerin diizenlenmesinde rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (Liu ve ark., 2017). NfkB, enflamatuvar
sitokinlerin, adezyon molekiillerinin, prostaglandin sentaz yolundaki Onemli
enzimlerin, nitrik oksit (NO) sentaz ve anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu
indiiklemektedir (Wojdasiewicz ve ark., 2014). Kanser hiicreleri ve karsinojenlere
maruz kalan epitelyal hiicrelerde NF«B, hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinlerin ve
apoptozu diizenleyen genlerin aktivasyonu ile hiicre sagkalimini ve proliferasyonu
tesvik etmektedir (Liu ve ark., 2017). NFkB, dogustan gelen immiinite ve
enflamasyonun anahtar bir diizenleyicisidir ve tiimor hiicreleri ile enflamatuvar
hiicreler arasinda potansiyel bir molekiiler koprii olarak kabul edilmektedir (Karin,

2006).

NFkB sinyal yolu, kanserin baslama, proliferasyon, metastaz ve tedaviye
diren¢ dahil olmak iizere cesitli asamalarinda rol oynamaktadir. NfkB, ¢ok yonlii
etkilerinin olmasi nedeni ile tiimorii indiikleyici ya da inhibe edici olarak fonksiyon
gosterebilmektedir (Aggarwal ve Sung, 2011; Perkins, 2012). NF«xB

sinyaliyazsyonunun, siiresi ve uygunluguna gore degismekle birlikte, hem normal
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hem de kanser hiicrelerinde tehlikeli miidahalelere karsi koruyucu bir mekanizma
olarak islev gordiigi bildirilmistir (Prasad ve ark., 2010; Perkins, 2012) Genel
olarak, uyarilabilir bir faktordiir ve normal hiicrelerde gegici olarak aktive edilirken,
kanser hiicrelerinde siirekli aktivasyon sergilemektedir (Chaturvedi ve ark., 2011;
Prasad ve ark., 2010). Yapilan arastirmalar, gastrointestinal, hepatoselliiler, cilt,
beyin, prostat, akciger ve hematopoetik malignite durumlarinda siirekli bir NFxB
aktivasyonu oldugunu bildirmistir (Prasad ve ark., 2010; Xiao ve Fu, 2011). NF«kB,
enflamatuvar yanitlarin entegrasyon noktasinda oldugu igin, enflamasyon ve kanser
arasindaki iligkisinde onemli bir islev goérmektedir (Ben-Neriah ve Karin, 2011;
Grivennikov, 2013).

NF-kB aktivitesinin bilinen indiikleyicileri oldukca degisken olup, temel
indiikleyicileri ROS, TNF-a ve IL-1B’dir. Ayrica, NFkB aktivasyonu, kanser
hiicrelerinde c¢esitli genetik degisikliklerin (amplifikasyon, mutasyonlar veya

delesyonlar) sonucu olarak da olusabilmektedir (Afonso ve ark., 2007).

1.3.3.2. TNF-a

TNF-a, akut enflamasyon sirasinda monosit/makrofajlardan saliman ve
hiicrelerde nekrozdan apoptotoza kadar giden bir sinyalizasyon kaskadindan sorumlu
olan enflamatuvar bir sitokindir (Idriss ve Naismith, 2000). TNF-a, enflamasyonun
devam etmesinde dnemli bir rol oynamakta olup, yapilan ¢aligmalar, tiimdr kaynakli
TNF-a'nin, deri, pankreas ve bagirsaklardaki cesitli indiikleyici ajanlar ile uyarilmig
tiimorlerin biiylimesini ve ilerlemesini siirdiirdiigiini gostermistir (Balkwill, 2009;

Moore ve ark., 1999; Popivanova ve ark., 2008).
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Kanser hiicrelerine ek olarak, tiimoér mikrogevresinde farklt TNF-a iireticileri
de tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalar, makrofajlarin (Hagemann ve ark., 2005) ve
CD4+ hiicrelerinin de (Charles ve ark., 2009), TNF-a salgiladigin1 ve enflamasyonu
tetikledigini gostermistir (Pikarsky ve ark., 2004). Ayrica, TNF-a'min yapisal
tiretiminin, kemokinlerin (CCL2, CXCL8, CXCL12), IL-6, VEGF ve makrofaj go¢
onleme faktorii (MIF-1) saliniminin artmastyla iliskili oldugu bildirilmistir (Del Prete
ve ark., 2011). TNF-a, CXCR4 aracili tiimor progresyonu, CXCR4 / CXCL12 aracili
tiimor hiicresi sagkalimi ile CXCL12 ve VEGF ekspresyonunun indiiksiyonuna bagl
olarak peritoneal tiimor kolonilerinde yeni kan damarlarinin uyarilmas: {izerinde

dogrudan etkiler icermektedir (Kulbe ve ark., 2007).

1.3.3.3. Tiimor iliskili Makrofajlar (TAM)

Tiim6r mikrogevresindeki ana enflamatuvar sitokin kaynagi, tiimorle iligkili
makrofajlardir (TAM) (Mantovani ve ark., 2002; Sica ve ark., 2006). TAM'larin
gastrik kanserde TNF araciligr ile wnt sinyalini uyardigi gosterilmistir (Oguma ve
ark., 2008). Bu bulgular, kanser tedavisinde TNF antagonistlerinin kullanildig: klinik
protokollerin gelistirilmesine katkida bulunmustur (Harrison ve ark., 2007). TAM'lar,
sitokinler, biiylime faktorleri ve matriks degradasyon enzimleri (dahil olmak iizere
birgok sekilde tiimoér davranisina yardimci olmaktadirlar (Condeelis ve Pollard,
2006; Mantovani ve ark., 2006; Wyckoff ve ark., 2007).

Insan kanseri ile ilgili ¢esitli calismalarda, TAM birikimi anjiyogenez ve ¢esitli
anjiyogenik faktorlerin iiretimi ile iligskilendirilmistir (Balkwill ve ark., 2001; Dineen
ve ark., 2008; Du ve ark., 2008; Duluc ve ark., 2007; Kusmartsev ve ark., 2008;
Robinson-Smith ve ark., 2007; Stearman ve ark., 2008). TAM'ar timor
dokularindaki hipoksik bolgelerde birikmekte ve hipoksi, bu hiicrelerde pro-
anjiyojenik bir programi tetiklemektedir (Du ve ark., 2008).
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1.3.3.4. interlokinler

Interldkinler, 16kositlerden salgilanan ve spesifik reseptorlerine baglanarak
hiicre i¢i iletisimde rol oynayan sitokinlerdir (Akdis ve ark., 2016). Bu ailenin
iiyelerinden olan IL-1’in tiimdr gelisimine katildigi bilinmektedir. Insan meme,
kolon, akciger, bas ve boyun kanserleri, melanomlarda IL-1 ekspresyonunun arttigi
ve IL-1 iireten tiimorleri olan hastalarin genellikle kotii prognoza sahip olduklar
bildirilmistir (Naldini ve ark., 2010). IL-1, metalloproteinazlar, kemokinler, biiylime
faktorleri ve TGF-B gibi cesitli metastatik genleri indiikleyerek tiimor biiylimesini ve
metastazi tesvik etmektedir (Dinarello, 2006). IL-1’in giiclii bir proanjiyojenik
sitokin olmasi ve VEGF saliminin da IL-1’e bagimli olmasi, séz konusu sitokinin
anjiyogenez tizerindeki Onemli etkilerindendir (Carmi ve ark., 2009). IL-la'nin

karaciger kanseri patogenezinde dnemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Sakurai ve
ark., 2008).

1.3.3.5. Sitozolik Fosfolipaz Az (cCPLA?)

Siklooksijenaz (COX) enzimlerinin timoér gelisimi ve ilerlemesine katkisi
lizerine arastirmalar da, kanser arastirmalari i¢inde olduk¢a Onemli bir yer
tutmaktadir (Williams ve ark., 1999). COX, arasidonik asitten prostaglandin (PQ)
biyosentezinde rol oynayan hiz sinirlayici bir enzimdir. Bu enzimin izoformlarindan
olan COX-2'nin uyarilabilir bir enzim oldugu; ancak, yapisal olarak asir1 eksprese
edildigi ve kolorektal kanserin de i¢inde bulundugu ¢esitli kanserlerde onkojenik bir

etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Stratton ve Alberts, 2002).

COX-2'ye ilave olarak, PG iiretimi dogrudan serbest arasidonik asit (AA)
varhigima da baghdir. AA, fosfolipaz A2 (PLA2) enzimi araciligi ile membran
gliserofosfolipidlerinden salinmaktadir ve PG ile tromboksanlar: tiretmek igin COX

ile daha ileriye metabolize edilmektedir (Balsinde ve ark., 1999). PLA, arasidonik
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asit metabolizmasinda COX yolagi ile PG'lerin sentezine yol acan anahtar bir
diizenleyici enzimdir. PLA? proteinleri genel olarak ii¢ farkli sinifa ayrilir: salgilayici
PLA2 (sPLA,), sitozolik PLA; (CPLA2) ve Ca®*" bagimli PLA, (iPLA;). Bunlardan
85 kDa IVA sitozolik PLA2'nin (CPLA?) temel hiicre i¢i form oldugu ve COX-2 ile
birlesik uyarict kaynakli arasidonik asit saliminda 6nemli bir rol oynadigi One
stiriilmiistiir (Leslie, 1997; Panel ve ark.,, 2006). cPLA2'nin prostaglandin
tiretimindeki bu O6nemli rolii nedeni ile, bagirsak tlimdrleri olusumuna katildigi
diistiniilmektedir (Dong ve ark., 2003). Bununla birlikte, cPLA2 ekspresyonunun
CRC'nin onkolojik sonuglar1 tizerindeki klinik etkisi hakkinda literatiirde yeterli veri
bulunmamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, cPLA2, 15-PG-dehidrojenaz ve COX-2
ekspresyonunun CRC'de tiimor progresyonu iizerindeki etkisi incelenmis ve cPLA2
ekspresyonunun COX-2 ekspresyonu ile yakindan iliskili oldugu ve tiimor ilerlemesi

tizerinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Lim ve ark., 2010).

1.3.3.6. Sekretuvar Fosfolipaz Az (sPLA?)

PLA:'lerin yaklasik iicte biri, tipik olarak Ca®" bagimlilhigi ve bir His-Asp
katalitik c¢ifti iceren disiilfit bakimindan zengin, diisiikk molekiiler agirlikli sPLA2
ailesine aittir (Lambeau ve Gelb, 2008). Insanlarda, son 10 yilda 11 cesit SPLA; tarif
edilmistir ve bunlarin fizyolojik ve patofizyolojik kosullardaki fonksiyonlarinin
analizi yogun arastirma altindadir. insanlarda, sPLA2 enzimi, yapisal 6zelliklerine
gore IB, IIA, 1IC, 1ID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA ve XIIB alt gruplaria ayrilmistir
(Laye ve Gill, 2003; Rouault ve ark., 2003; Murakami ve ark., 2005; Cummings,
2007). Bu proteinlerin bazilar1 yakin zamanda cesitli patolojilerin biyobelirtegleri
(Smith ve ark. 2003; Mallat ve ark. 2005; Wootton ve ark. 2007) ya da terapdtik
hedefler olarak onerilmistir (Laye ve Gill, 2003; Cummings, 2007; Henderson ve
ark., 2007). sPLA:'ler, ekstraselliiler bosluga salgilandiktan sonra, prostaglandinler,
l6kotrienler ve tromboksan dahil olmak {izere cesitli enflamatuvar mediatorlerin

iiretimine yol acan, otokrin ya da parakrin tarzdaki hiicre membranina bagh
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fosfolipitler {iizerinde etki etmektedir. sPLAz'lerin, ayrica, mikro pargaciklar,
pulmoner ylizey aktif cisimleri, lipoproteinler, mikrobiyal membranlar ve gida
maddeleri de dahil olmak iizere hiicresel olmayan fosfolipidler iizerinde de etkili

olduklar1 bildirilmistir (Murakami ve ark., 2011).

Son yillarda, sPLA2’nin, insanlardaki ¢esitli kanser tiirleri iizerinde etkinlikleri
tanimlandigindan, sPLA2’nin antikanser ilaglar i¢in bir hedef olabilecegi
disiiniilmektedir (Laye ve Gill, 2003; Cummings, 2007). Yapilan ¢alismalar, insan
akciger kanserinde sPLA2-V ve SPLA2-X'in ekspresyon seviyeleri (Masuda ve ark.,
2005) ve insan yumurtalik kanserinde SPLA2-V ve SPLA>-XIIA ekspresyon
seviyelerinde degisiklik oldugunu gdstermistir (Gorovetz ve ark., 2006). Ozellikle,
mide adenokarsinomunda insan SPLA2-IIA'nin asir1 ekspresyonunun, uzun siireli
sagkalim ve daha az siklikta metastaz ile iliskili oldugu one siiriilmistiir (Leung ve
ark., 2002; Aggarwal ve ark., 2006). Buna karsilik, sPLA>-IIA asir1 ekspresyonu,
prostat kanserinde onkojenik etkilerle (Sved ve ark., 2004) ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Graff ve ark., 2001). sPLA2-11A geninin polimorfizmi PLA2G?A,
ayni zamanda ailesel adenomatoz polipozlu hastalarin bazi fenotipik 6zellikleriyle de
iligskilendirilmistir (Yanaru-Fujisawa ve ark. 2007). Daha yakin zamanlarda, insan
SPLA2-XIIB'nin, hepatit C viriisii ile iligkili hepatoseliiler karsinomal1 hastalarin %
50'sinde upregiile edildigi gosterilmistir (Smith ve ark., 2003). Son olarak, farelerde
SPLA2-IIA'nin ApcMin ile indiiklenen bagirsak tiimorlerine karsi koruyucu bir rolii

oldugu gosterilmistir (MacPhee ve ark., 1995; Cormier ve ark., 1997).

1.4. Endoglin

Kanserlerde antikor bazli terapéotik stratejilere yonelik son ¢alismalar ile, cesitli
potansiyel antijenlerin karakterizasyonu ger¢eklestirilmistir. CD105 olarak da bilinen
“endoglin”, bu kapsamda tanimlanmis ve son yillarda yaygin bir popiilerlik kazanmis

bir antijendir. Endoglin, pleiotropik bir sitokin olan TGF-p (transforme edici biiyiime

23



faktori beta)' nin bir yardimci reseptorii olarak smiflandirilmaktadir ve endotel
hiicrelerinde exprese edildigi gosterilmistir (Wong ve ark., 2000). Endoglinin
ekspresyonu, aktif olarak proliferatif endotel hiicrelerinde diizenlenlenmektedir
(Burrows ve ark., 1995 Miller ve ark., 1999; Wikstorm ve ark., 2002) Bu nedenle
endoglin, tiimdrle iliskili anjiyogenez ve neovaskiilarizasyon i¢in uygun bir belirteg
olarak onerilmektedir. Endoglinin neoplazmalarin prognoz, tani ve tedavisindeki
rolleri uzun siiredir tartisilmaktadir (Fonsatti ve ark., 2000; Kumar ve ark., 1999;
Wang ve ark., 1994; Wikstorm ve ark., 2002). Neoplazmalarin endotel hiicreleri,
normal dokudaki endotel hiicrelerine gore daha iiretkendir ve dolayisiyla yiiksek
endoglin eksprese etmektedir (Denekamp, 1990; Fonsatti ve ark., 2003). Bu nedenle,
endoglin ile terapdtik kanser tedavisinin amaci, besin maddelerinin hayati olarak
taginmasii ve timor hiicrelerinde metastazi engellemek ve tiimor kiigiilmesini
indiiklemek i¢in selektif olarak yiliksek oranda cogalan endotel hiicrelerini

hedeflemektir.

1.4.1. Endoglin Yapis1 ve Ekspresyonu

Insan endoglini, 633 aminoasitlik, 180 kDa homodimerik disiilfit bagli hipoksi
ile indiiklenebilir bir transmembran glikoproteinidir. Biiyiik bir hiicre dis1 alan,
hidrofobik bir membran dis1 alan ve kisa bir hiicre i¢i alan igermektedir (Gougos ve

Latarte, 1988; Gougos ve Latarte, 1990).

Molekiiliin sayisiz adezyon proteini i¢in hiicre tanima bolgesi olarak bilinen
hiicre dis1 alan, bir Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptit, dort N-bagh glikozilasyon bolgesi
ve bir O-bagh glikozilasyon bdlgesi igermektedir (Gougos ve Latarte, 1990). Hiicre
ici bolge, bazilar1 fosforilasyon bolgeleri olan bir¢ok serin ve treonin rezidiisii
icermektedir (Koleva ve ark., 2006). L-endoglin ve S-endoglin olmak {izere iki

izoformu bulunmaktadir ve bu izoformlar, hiicre i¢i alanin uzunlugu, doku dagilimi
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ve fosforilasyon derecesi bakimindan birbirlerinden farklilik gésterirler. L-Endoglin,
sitoplazmik kuyrukta 47 aminoasit igermekte olup, yiliksek bir fosforilasyon
derecesine sahiptir ve c¢ogunlukla endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir.
S-endoglin ise 14 aminoasit icermektedir (Bellon ve ark., 1993; Cheifetz ve ark.,

1992).

Yapisal olarak, endoglin, hiicre disi bdlgelerinde yaklasik 260 aminoasit
kalintis1 tasiyan ve Zona pellucida ailesine ait ZP alanini paylasan bir proteindir.
Endoglinin hiicre dis1 alaninin {i¢ boyutlu yapist elektron mikroskobu ile
aydinlatilmistir. Endoglin, bir ucunda bir oyugu cevreleyen antiparallel odakli
monomerlerden yapilmis bir kubbe seklindedir. Her bir altbirim juksta membran
bolgede bir ZP alani icermektedir. NHz-terminal bolgesi baska herhangi bir protein
ailesine/alanina  6nemli bir homoloji gostermedigi icin "yetim" olarak
adlandirilmigtir. Bu yetim alan, ligand (BMP9) baglanmasindan sorumlu bir
monomerik yapidir (Sekil 1.5). Her iki izoform, yapisal olarak aktif olan TGF-
reseptort tip I (TGF-PR2) sayesinde fosforile edilmektedir (Guerrero-Esteo ve ark.,
2002; Lastres ve ark., 1994). Endoglinin fosforilasyon durumu, subselliiler
lokalizasyonu ve hiicresel gogii etkileyebilmektedir. Endoglinin sitoplazmik alani,
karboksil terminalinde, endoglin etkilesimine aracilik eden ve distal treonin
kalintilarinin endoglin fosforilasyonunu yonlendiren bir baglayict motif (PDZ motif1)

icermektedir. (Sekil 1.5.) (Jose ve Carmelo, 2010).
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Sekil 1.5. Endoglinin Yapisi. Sitoplazmik alan Zyxin, ZRP-1, B-arrestin ve Tctex2b
proteinleri ile etkilesime girmektedir. Bu sitozolik etkilesimler, F-aktin dinamikleri, fokal
adezyon bilesimi ve endositik vezikiiller yoluyla protein tasinimi dahil olmak {izere asagi
akis fonksiyonlarina aracilik etmektedir (Lopez-Novoa ve Bernabeu, 2010).

Saglikli bireylerin ve kanser hastalarinin serumlarinda ¢oziiniir bir endoglin
formu da tanimlanmigtir (Wang ve ark., 1994). Metastatik melanom gibi hastaliklar
olan ve metastaz riski tasityan meme kanseri hastalarinin serumlarinda artmis ¢oziiniir

endoglin seviyeleri kaydedilmistir (Fonsatti ve ark., 2001; Li ve ark., 2000a).

Endoglin, dinlenme halinde endotel hiicrelerinde diisiik seviyelerde eksprese
edilmekte iken, tiimor damarlanmalari, enflamasyonlu dokular, iyilesen yaralar,
psoriatik cilt, sinovyal artrit, vaskiiler hasar ve embriyogenez gibi aktif anjiyogenezin
oldugu vaskiiler endotel hiicrelerinde ise yiliksek oranda eksprese edilmektedir

(Botella ve ark., 2002; Burrows ve ark., 1995).

Kardiyovaskiiler sistemin gelisimi sirasinda, endoglin, insan embriyolarinin

vaskiiler endotelinde 4 haftalik ilerleyen donemler boyunca goriilmektedir ve kalp
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septasyonu sirasinda gecici olarak upregiile edilmektedir (Qu ve ark., 1998). Ayrica,
kan damarlarinin, endoglin eksprese eden fare embriyolarinda normal olarak
gelisirken, endoglin knockout farelerde gelisemedigi ve bu durumun intrauterin

6liimle sonug¢landigi bildirilmistir (Sekil 1.6) (Tracon Pharma, 2016).

Endoglin knocout

Endoglin eksprese
edilen
embryolarda kan

farelerde kan

damarlar

aad gelisememekte ve bu

damarlar . .
durum intrauterin

normal gelisim oliimle

0-- - n i
gostermektedir. sonlanmaktadir.

Sekil.1.6. Kan damarlar1 ve endoglin iliskisi. Endoglin exprese eden fare embriyolarinda
normal olarak gelisirken, endoglin knockout farelerinde gelisememekte ve bu durum,
intrauterin 6liimle sonuglanmaktadir (Tracon Pharma, 2016).

Endoglin, normal dokudaki mikrovaskiiler endotelde TGF-BR kompleksinin bir
diger bileseni olan B-glikan ile birlikte eksprese edilmektedir (Wong ve ark., 2000).
Endoglin sinsitiyotrofoblastlarda yiiksek oranda, stromal hiicrelerde, fibroblastlarda
ve hematopoetik progenitor hiicrelerde daha zayif oranda eksprese edilmektedir (Cho
ve ark., 2001; Gougos ve ark., 1992; Lastres ve ark., 1992; Rokhlin ve ark., 1995).
Kat1 malignitelerde endoglin, peri- ve intratumoral endotelyal hiicrelerde ve bazen de
tiimdriin stromasinda yiiksek oranda eksprese edilmektedir. (Burrows ve ark., 1995;

Fonsatti ve ark., 2001; Takase ve ark., 2010; Wang ve ark., 1993).

Ayrica endoglinin, bdbrekler, bacagin arka bolimii ve kalpteki endotel
hiicrelerinde iskemi ve reperfiizyon sonrasinda asir1 eksprese edildigi bildirilmistir

(Gougos ve Letarte, 1990; Graulich ve ark., 1999).
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1.4.2. Fonksiyonu

Endoglin, hiicresel proliferasyonu, farklilagmayi, gog¢li ve adezyonu
diizenleyen pleiotropik bir sitokin olan TGF-B i¢in bir yardimci reseptordiir
(Govinden ve Bhoola, 2003; Wong ve ark., 2000). Bu ailenin bireysel iiyeleri,
gelisme, hiicresel proliferasyon, ekstraselliiler matriks sentezi, anjiyogenez ya da
immiin yanitlar gibi farkli fizyolojik silireglerde oOnemli rol oynamakta ve
serbestlesmesi tiimor gelisimine neden olabilmektedir. TGF-f, kanserde ¢ift yonlii ve
paradoksal bir rol oynamaktadir. Bir taraftan, karsinogenezin premalign fazinda
tiimor siipresor olarak gorev yapmakta, hiicre biiyiimesini inhibe etmekte ve apoptoz
ya da farklilagsmay1 indiiklemekte iken (Massagué, 2000; Schmierer ve Hill; 2007),
diger taraftan, kontrolsiiz prolifere olan kanser hiicreleri, TGF-B'nin hiicre invazyonu,
anjiyogenez, immiin regiilasyon ve tiimdr hiicreleri arasindaki etkilesimleri ve onlari
daha malign yapan mikro ortamlar1 modiile etme kabiliyeti gibi siirecleri
kullanmaktadir. TGF-B, heterodimerik serin/treonin kinazlar iizerinden TGF-f
reseptor tip 1 (TGF-BR1) ve TGF-BR2'min sinyalizasyonunu kontrol etmektedir.
TGF-B1'in bir tiimor baskilayict olarak iglev gordiigli gosterilmistir ve ayrica in vivo
olarak enflamasyon ve anjiyogenik faktorlerin enflamasyonlu hiicrelerden

salgilanmasina neden olmaktadir (Hata ve ark., 1998).

Endoglin, yapisal olarak aktif TGF-BR2 ile birleserek TGF-f1 ve TGF-B3'i
yiiksek afinite ile baglamaktadir (Barbara ve ark., 1999; Cheifetz ve ark., 1992). Bu
durum, TGF-BR2'nin sitoplazmik kinaz aktivitesini uyarmakta ve SMAD protein
ailesi gibi sinyal molekiilleri ile etkilesime giren TGF-BR1'in fosforilasyonuyla
sonuglanmaktadir (Massague ve Wotton, 2000). Birbiri ile rekabet eden iki TGF-BR1
yolagi bulunmaktadir. Birincisi, TGF-fB'ya karsi hiicresel yanitlari inhibe eden
ALK-5 tarafindan indiiklenen SMAD2/3 fosforilasyonudur. ikincisi, TGF-B'ya kars1
hiicresel ~yanitlar1 aktive eden ALK-1 tarafindan indiiklenen SMADI/5
fosforilasyonudur (Guerrero-Esteo ve ark., 2002; Lebrin ve ark., 2004). Bazi

caligmalar, endoglinin sadece ALK-1 yolag: i¢in gerekli oldugunu bildirmekte iken
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(Goumans ve ark., 2009; Lebrin ve ark., 2004), diger g¢alismalar endoglinin
sitoplazmik alaninin, 646 ve 649. pozisyondaki serin aminoasitlerinden ALK-5

fosforilasyonu ile diizenlendigini gostermektedir (Ray ve ark., 2010). (Sekil 1.7.)

Yapilan ¢aligmalarda, endoglin inhibisyonunun, TGF-B1 kaynakli biiyiimeyi ve
migrasyonun inhibisyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2000b). Elde edilen
veriler, endoglinin, TGF-BR kompleksinin bir parcasi olarak TGF-B1'in etkilerini

diizenledigini gostermektedir.

v
BMPY ¥ QQQTGF-B
Ve o ¢
Endoglin” Tl ﬁ
ALK s ALKS
Y

\4
Smad
2/3
1 Id1 1 PAI-1

Smad
1/5/8

—>1d3 ——> TSP
digerleri digerleri .

Sekil 1.7. Endoglin ve ALK 1, ALKS5 sinyal yolaklari.

Endoglinin, ayrica, endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyonunu ve
aktivitesini diizenledigi ve COX-2 aktivitesini modiile ettigi bildirilmistir (Jerkic ve

ark., 2004; Jerkic ve ark., 2006)
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1.4.3. Endoglin ve Anjiyogenez

Onceden var olan mikrodamarlardan kan damarlarnin yeniden olusumu
seklinde tanimlanan anjiyogenez, hiicre beslenmesi, kanser ve iskemik hastalik
ilerlemesi gibi sayisiz fizyolojik ve patolojik siire¢ i¢in esastir. Bu karmasik siireg,
ekstraselliller matriksin ~ yeniden sekillenmesini  ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gogiinli icermektedir (Griffioen ve Molema, 2000). Timor
bliylimesi ve metastazi i¢in vaskiilarizasyon gereklidir (Folkman ve ark., 1989).
Yetersiz kanlanma durumunda timor hiicrelerinde apoptoz / nekroz gergeklesir.
Farkli doku dagilimi ve TGF- sistemi ile fonksiyonel entegrasyonu gdz Oniine

alindiginda, endoglinin anjiyogenezde yer almasi sasirtict degildir.

Insan umblikal ven endotel hiicrelerindeki (HUVEC) yiiksek endoglin
seviyeleri ile HUVEC hiicrelerinin proliferasyonu arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur (Burrows ve ark., 1995; Fonsatti ve ark., 2001). Endoglin seviyeleri ve
siklin-A, Ki-67 gibi hiicre proliferasyon belirtegleri arasinda anlamli bir korelasyon
oldugu da bildirilmistir (Miller ve ark., 1999). HUVEC hiicrelerinde endoglin
ekspresyonunun baskilanmasi, in vitro anjiyogenezin inhibisyonu ile sonuclanmistir
(L1 ve ark., 2000b). Hipoksik kosullarin anjiyogeneze neden oldugu gercegi (Maier
ve ark., 1997) ile tutarli olarak, endoglinin mMRNA ve protein seviyelerinin, hipoksi
ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1) tarafindan up-regiile edildigi gosterilmistir
(Sanchez-Elsner ve ark., 2002).

Yiiriitillen ¢aligmanin amaci, kolorektal kanser tanis1 konmus hasta goniillii ve
saglikli goniillillerden toplanan kan Orneklerinden elde edilen plazma ve RNA
orneklerinde endoglin diizeylerinin Olglilerek ve enflamatuvar mikrogevre

bilesenlerinden olan NFkB, TGF-B1, cPLA2, sPLA: diizeyleri ile karsilastiriimasidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Onkoloji Bilim Dali’nda tedavi goren kolorektal kanser tanisi konmus 50 goniillii
hasta grubunu olusturmaktadir. Kontrol grubu olarak da 50 saglikli goniilliden
toplanmis olan kan 6rnekleri kullanilmigtir. Calisma kapsaminda yapilan analizlerde,
goniillillerden toplanan kan Orneklerinden elde edilen plazma ve RNA ornekleri
kullanilmistir. S6z konusu &rneklerin kullanilmasina iliskin Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu’nun

04-225-18 no’lu karar1 ekte sunulmustur.

Bu tez galigmasinda kolorektal kanser tanist almis olan hastalar ile saglikli
goniilllilerin kan plazma oOrneklerinde, yaygin olarak bilinen enflamasyon
belirteglerinden olan sPLA2, CPLA2, Nf-kB, TGF-Beta diizeyleri ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) yontemi ile dl¢iilmiis ve elde edilen bulgular, plazma

Endoglin diizeyleri ile karsilagtirilmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda ayrica, hasta ve kontrol goniilliilerden alinan kan
orneklerinden RNA izole edilmis olup, s6z koniusu materyal ile, endoglin ve PLA:
mRNA ekspresyon diizeylerinin analizleri Real-Time PCR yontemi ile

gerceklestirilmistir.

Arastirmaya dahil olma kriterleri:
v Kolorektal kanser tanis1 almis olmak
v' Antikoagiilan ila¢ kullanmayan, vaskiiler hastalik hikayesi ya da tromboembolik

veya hemorajik hastalik hikayesi olmayan hastalar
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v" Eriskin yasta olmak (20 yas ve {izeri)
v" Kadin / erkek hastalar

v’ Bireyler arasinda akrabalik iligkisinin bulunmamasi gereklidir.

Arastirmaya dahil olmama Kriterleri:

Goniilliilerden aralarinda akrabalik iligkisi bulunanlar, antikoagiilan ilag
kullanan, vaskiiler hastalik hikayesi ya da tromboembolik, hemorajik ya da

inflamatuvar hastalik hikayesi olan olgular arastirma kapsami disinda tutulacaktir.

Bu aragtirma kapsaminda herhangi bir ila¢ kullanilmamastir.

2.1. Kullanilan cihazlar

Hassas Terazi (Shimadzu)

Vorteks (Heidolph)

Derin Dondurucu (- 80°C) (Sanyo)

Sogutmal1 Santrifiij (Sigma)

Inkiibatorlii calkalayic1 (Thermo)

Mikroplak okuyuculu spektrofotometre (Thermo Scientific)
Real-Time PCR cihaz1 (Qiagen)

N N N N N R

Su banyosu (Termal)
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Insan plazmasi

RNA o6rnekleri

Human Cytosolic Phospholipase A2 ELISA Kit (BTLab)
Human Secreted Phospholipase A2 ELISA Kit (BTLab)

Human Endoglin ELISA Kit (BTLab)

Human Nuclear Factor — kappa B ELISA Kit (BTLab)

Human Transforming Growth Factor Beta 1 ELISA Kit (BTLab)
RT2 First Strand Kit (Qiagen)

Sybr green (Qiagen)

Human ENG primer (Qiagen)

LSRN N N N N N SR N NN

Human PLA2 primer (Qiagen)

2.3. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri, GraphPad Prism Version 6.0. programi ile
Mann Wtihney-U testi kullanilarak gergeklestirilmis, parametreler arasindaki

degisimler pearson korelasyon analizi ile degerlendirilmistir.
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2.4. ELISA Ol¢iimleri

2.4.1. insan Plazma Endoglin Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human Endoglin (ENG) Elisa Kiti kullanilmustir..

Yontemin prensibi

Insan ENG plazma diizeyini belirlemek amaci ile Sandwich-ELISA
yontemi kullanilmaktadir. Bu kit igeriginde mevcut olan mikroplak, insan ENG'ye
0zgli monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standart c¢ozeltiler ve plazma
ornekleri, kuyucuklara ilave edilir ve 6rneklerde bulunan ENG’nin kuyucuklardaki
spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, biyotinillenmis insan ENG
antikoru eklenir ve drnekteki ENG'ye baglanmasi saglanir. Daha sonra Streptavidin-
HRP solusyonu eklenerek biyotinillenmis ENG antikoruna baglanmasi igin inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikama islemi sirasinda
uzaklastirilir Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu iglemin sonucunda, yalnizca
insan ENG, biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve Streptavidin-HRP konjugat1 iceren
kuyular mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, asidik stop c¢ozeltisi ilave
edilerek sonlandirilir ve renk sariya doner. Absorbans 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Bu deger, insan ENG konsantrasyonuyla

orantilidir.
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Yontemin protokolii

Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

40 ng/ml

Standart No. 5

120 pl Orjinal standart + 120 pl Standart soliisyon

20 ng/ml

Standart No. 4

120 pl Standart No.5 + 120 pl Standart Soliisyon

10 ng/ml

Standart No. 3

120 pl Standart No.4 + 120 pl Standart Soliisyon

5 ng/ml

Standart No. 2

120 pl Standart No.3 + 120 pl Standart Soliisyon

2.5 ng/ml

Standart No. 1

120 pl Standart No.2 + 120 pl Standart Soliisyon

v Tum reaktifler, standart ¢6zeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde

hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

v" Test igin gerekli olan serit sayisi belirlendi. Seritler kullanmak tizere

gergevelere yerlestirildi.

v' Standart ve 6rnekler igin gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.

v' Standart kuyucuklara 50 pl standart ¢ozelti eklendi.

v" Ornek kuyucuklarma 40 pl plazma ve daha sonra 10 pl anti-cPLA; antikoru

eklendi.

v" Daha sonra standart ve 6rnek kuyucuklarma 50 ul Streptavidin-HRP

eklenerek karistirildi.

v" Plagin tizeri kapatilarak, 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

v Inkiibasyon sonrasinda plak 5 kez yikama tamponu ile yikandh.

v" Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve 50 ul substrat ¢ozeltisi B eklendi.

v" Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edildi.

v" Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya

dondiigl gozlendi.
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v" Stop ¢0zeltisi eklendikten sonra, 10 dakika i¢inde mikroplak okuyuculu

spektrofotometre kullanarak 450 nm’de her kuyucugun optik yogunlugu (OD

degeri) okundu ve grafigi hazirlandi.

v’ Kor olarak kullanilan kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu

eklendi.
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Sekil 2.1. Endoglin ELISA yontemi kalibrasyon egrisi

2.4.2. insan Plazma NF-xB Diizeyi Tayini

Bu amagla, insan Niikleer faktor-kappa B (NF-xB) Elisa Kiti kullanilmistir.
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Yontemin prensibi

Insan NF-xB plazma diizeyini belirlemek amaci ile Sandwich-ELISA
yontemi kullanilmaktadir. Bu kit i¢eriginde mevcut olan mikroplak, insan NF-kB 'ye
0zgii monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standart ¢ozeltiler ve plazma
ornekleri, kuyucuklara ilave edilir ve 6rneklerde bulunan NF-xB’nin kuyucuklardaki
spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, biyotinillenmis insan NF-xB
antikoru eklenir ve oOrnekteki NF-kB ye baglanmasi saglanir. Daha sonra
Streptavidin-HRP  solusyonu eklenerek biyotinillenmis NF-xB  antikoruna
baglanmast i¢in inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamus Streptavidin-HRP
yikama islemi sirasinda uzaklastirllir Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu
islemin sonucunda, yalnizca insan NF-kB, biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve
Streptavidin-HRP konjugati igeren kuyular mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat
reaksiyonu, asidik stop cozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk sariya doner.
Absorbans 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Bu deger, insan

NF-kB konsantrasyonuyla orantilidir.

Yontemin protokolii

Standart cozeltilerin hazirlanmasi

6 ng/ml Standart No. 5 | 120 pl Orjinal standart + 120 pl Standart soliisyon

3 ng/ml Standart No. 4 120 pl Standart No.5 + 120 pl Standart Soliisyon

1.5ng/ml | Standart No. 3 120 pl Standart No.4 + 120 ul Standart Soliisyon

0.75 ng/ml | Standart No. 2 120 pl Standart No.3 + 120 ul Standart Soliisyon

0.375 ng/ml | Standart No. 1 120 pl Standart No.2 + 120 ul Standart Soliisyon
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Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde

hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

Test i¢in gerekli olan serit sayis1 belirlendi. Seritler kullanmak tizere

cergevelere yerlestirildi.
Standart ve ornekler i¢in gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.
Standart kuyucuklara 50 pl standart ¢cozelti eklendi.

Ornek kuyucuklarma 40 pl plazma ve daha sonra 10 pl anti-cPLA; antikoru

eklendi.

Daha sonra standart ve 6rnek kuyucuklarina 50 pl Streptavidin-HRP
eklenerek karistirildi.

Plagin iizeri kapatilarak, 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plak 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve 50 pl substrat ¢zeltisi B eklendi.
Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sartya

dondiigl gozlendi.

Stop cozeltisi eklendikten sonra, 10 dakika i¢inde mikroplak okuyuculu
spektrofotometre kullanarak 450 nm’de her kuyucugun optik yogunlugu (OD

degeri) okundu ve grafigi hazirlandu.

Kor olarak kullanilan kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu

eklendi.
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Sekil 2.2. NfKb ELISA yontemi kalibrasyon egrisi

2.4.3. insan Plazma TGF-B1Diizeyi Tayini

Bu amagla, insan Doniistiiriicii Bliylime Faktorii Beta (TGF-f1) Elisa Kiti

kullanilmistir.

Yontemin prensibi

Insan TGF-B1 plazma diizeyini belirlemek amaci ile Sandwich-ELISA
yontemi kullanilmaktadir. Bu kit iceriginde mevcut olan mikroplak, insan TGF-p1'ye
0zgli monoklonal antikor ile dnceden kaplanmistir. Standart c¢ozeltiler ve plazma
ornekleri, kuyucuklara ilave edilir ve Orneklerde bulunan TGF-B1’nin
kuyucuklardaki spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, biyotinillenmis
insan TGF-B1 antikoru eklenir ve 6rnekteki TGF-f1’ye baglanmasi saglanir. Daha

sonra Streptavidin-HRP solusyonu eklenerek biyotinillenmis TGF-1 antikoruna
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baglanmas: igin inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP
yikama iglemi sirasinda uzaklastirilir Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu
islemin sonucunda, yalnizca insan TGF-B1, biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve
Streptavidin-HRP konjugati igeren kuyular mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat
reaksiyonu, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk sariya doner.
Absorbans 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olciiliir. Bu deger, insan
TGF-B1 konsantrasyonuyla orantilidir.

Yontemin protokolii

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

2400 ng/L Standart No. 5 | 120 pl Orjinal standart + 120 pl Standart soliisyon
1200 ng/L | Standart No. 4 120 pl Standart No.5 + 120 ul Standart Soliisyon
600 ng/L | Standart No. 3 120 pl Standart No.4 + 120 ul Standart Soliisyon
300 ng/L | Standart No. 2 120 pl Standart No.3 + 120 pl Standart Soliisyon
150 ng/L | Standart No. 1 120 pl Standart No.2 + 120 ul Standart Soliisyon

v’ Tim reaktifler, standart ¢6zeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde

hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

v' Test igin gerekli olan serit sayisi belirlendi. Seritler kullanmak tizere

cercevelere yerlestirildi.
v' Standart ve 6rnekler igin gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.
v" Standart kuyucuklara 50 pl standart ¢ozelti eklendi.

v" Ornek kuyucuklarma 40 pl plazma ve daha sonra 10 pl anti-cCPLA; antikoru
eklendi.

v" Dabha sonra standart ve 6rnek kuyucuklarina 50 ul Streptavidin-HRP

eklenerek karistirildi.
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Plagin iizeri kapatilarak, 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plak 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve 50 ul substrat ¢ozeltisi B eklendi.
Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya

dondiigl gozlendi.

Stop ¢ozeltisi eklendikten sonra, 10 dakika i¢inde mikroplak okuyuculu
spektrofotometre kullanarak 450 nm’de her kuyucugun optik yogunlugu (OD

degeri) okundu ve grafigi hazirlandu.

Kor olarak kullanilan kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu

eklendi.
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Sekil 2.3. TGF-B1 ELISA yontemi kalibrasyon egrisi
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2.4.4. insan Plazma Sitozolik Fosfolipaz A2 (CPLA?) Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human Cytosolic Phospholipase A2 (CPLA>) Elisa Kiti

kullanilmistir.

Yontemin prensibi

Insan cPLA; plazma diizeyini belirlemek amaci ile Sandwich-ELISA
yontemi kullanilmaktadir. Bu kit igeriginde mevcut olan mikroplak, insan cPLA>'ye
6zgli monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standart c¢ozeltiler ve plazma
ornekleri, kuyucuklara ilave edilir ve 6rneklerde bulunan cPLA2’nin kuyucuklardaki
spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, biyotinillenmis insan cPLA2
antikoru eklenir ve oOrnekteki cPLA2'ye baglanmast saglanir. Daha sonra
Streptavidin-HRP solusyonu eklenerek biyotinillenmis cPLA> antikoruna baglanmasi
icin inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikama
islemi sirasinda uzaklastirilir Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu islemin
sonucunda, yalnizca insan cPLA2, biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve Streptavidin-
HRP konjugati i¢eren kuyular mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu,
asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk sartya doner. Absorbans 450
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir. Bu deger, insan cPLA>

konsantrasyonuyla orantilidir.
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Yontemin protokolii

Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

8 ng/ml Standart No. 5 120 pl Orjinal standart + 120 pl Standart soliisyon
4 ng/ml Standart No. 4 120 pl Standart No.5 + 120 ul Standart Soliisyon
2 ng/ml Standart No. 3 120 pl Standart No.4 + 120 pl Standart Soliisyon
1 ng/ml Standart No. 2 120 pl Standart No.3 + 120 pl Standart Soliisyon
0.5 ng/ml Standart No. 1 120 pl Standart No.2 + 120 ul Standart Soliisyon

v

Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde

hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

Test i¢in gerekli olan serit sayis1 belirlendi. Seritler kullanmak {izere ¢ergevelere

yerlestirildi.
Standart ve drnekler i¢in gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.
Standart kuyucuklara 50 pl standart ¢ozelti eklendi.

Ornek kuyucuklarma 40 pl plazma ve daha sonra 10 pl anti-cPLA; antikoru
eklendi.

Daha sonra standart ve drnek kuyucuklarina 50 pl Streptavidin-HRP eklenerek
karistirildi.

Plagin iizeri kapatilarak, 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plak 5 kez yikama tamponu ile yikandu.

Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve 50 pl substrat ¢ozeltisi B eklendi.
Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya dondiigii

gozlendi.
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v' Stop ¢ozeltisi eklendikten sonra, 10 dakika iginde mikroplak okuyuculu
spektrofotometre kullanarak 450 nm’de her kuyucugun optik yogunlugu (OD

degeri) okundu ve grafigi hazirlandi.

v' Kor olarak kullanilan kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu

eklendi.
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Sekil 2.4. cPLA; ELISA yontemi kalibrasyon egrisi

2.4.5. insan Plazma Sekretuvar Fosfolipaz A2 (SPLA?) Diizeyi Tayini

Bu amagla, Human Secreted Phospholipase A2 (SPLA2) Elisa Kiti

kullanilmistir.
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Yontemin prensibi

Insan sPLA, plazma diizeyini belirlemek amaci ile Sandwich-ELISA
yontemi kullanilmaktadir. Bu kit iceriginde mevcut olan mikroplak, insan sPLA2'ye
0zgii monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standart ¢ozeltiler ve plazma
ornekleri, kuyucuklara ilave edilir ve 6rneklerde bulunan sPLA2’nin kuyucuklardaki
spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, biyotinillenmis insan sPLA>
antikoru eklenir ve Ornekteki sPLAj'ye baglanmasit saglanir. Daha sonra
Streptavidin-HRP solusyonu eklenerek biyotinillenmis sPLA antikoruna baglanmasi
i¢in inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikama
islemi sirasinda uzaklastirillir Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu islemin
sonucunda, yalnizca insan sPLA>, biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve Streptavidin-
HRP konjugati iceren kuyular mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu,
asidik stop cozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk sartya doner. Absorbans 450
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Bu deger, insan sPLA>

konsantrasyonuyla orantilidir.

Yontemin protokolii

Standart cozeltilerin hazirlanmasi

64 ng/ml Standart No. 5 120 pl Orjinal standart + 120 pl Standart soliisyon

32 ng/ml | Standart No. 4 120 pl Standart No.5 + 120 pl Standart Soliisyon

16 ng/ml | Standart No. 3 120 pl Standart No.4 + 120 ul Standart Soliisyon

8 ng/ml | Standart No. 2 120 pl Standart No.3 + 120 ul Standart Soliisyon

4 ng/ml | Standart No. 1 120 pl Standart No.2 + 120 pl Standart Soliisyon
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Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde

hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

Test i¢in gerekli olan serit sayis1 belirlendi. Seritler kullanmak iizere

cergevelere yerlestirildi.
Standart ve ornekler i¢in gerekli kuyucuk sayisi belirlendi.
Standart kuyucuklara 50 pl standart ¢ozelti eklendi.

Ornek kuyucuklarma 40 pl plazma ve daha sonra 10 pl anti-cPLA; antikoru

eklendi.

Daha sonra standart ve 6rnek kuyucuklarina 50 pl Streptavidin-HRP
eklenerek karistirildi.

Plagin iizeri kapatilarak, 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plak 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve 50 pl substrat ¢ozeltisi B eklendi.

Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya

dondiigl gozlendi.

Stop cozeltisi eklendikten sonra, 10 dakika i¢inde mikroplak okuyuculu

spektrofotometre kullanarak 450 nm’de her kuyucugun optik yogunlugu (OD

degeri) okundu ve grafigi hazirlandu.

Kor olarak kullanilan kuyucuklara sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu

eklendi.
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Sekil 2.5. SPLA; ELISA yontemi kalibrasyon egrisi

2.5. PCR Olgiimleri

Calisma kapsaminda yapilan analizlerde, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Degerlendirme Komisyonu’nun 04-225-18
no’lu etik kurul karari ile daha 6nce goniillillerden toplanan kan 6rneklerinden izole

edilmis olan RNA o6rnekleri kullaniimistir.

2.5.1. cDNA Sentezi

Transcriptor high Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanildi. Total RNA
(100 ng), 6 ul genomik DNA eliminator ile 37 C’lik su banyosunda 5 dk bekletildi.
Uzerine 6 ul reverse transkriptaz enzimi eklendi ve PCR cihazmna yerlestirildi.
Ornekler, 42 °C’de 1 saat inkiibe edilerek cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA

ornekleri ilgili analiz yapilana kadar -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.
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2.5.2. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Saptanmasi

Gen ekpresyon diizeylerinin saptanmasi amaciyla RT-PCR yontemi kullanildi.

Yontemin Prensibi

Elde edilen ¢cDNA orneklerinde, Endoglin ve PLA> ekspresyon diizeyleri
B-aktin housekeeping gen kullanilarak karsilastirildi.

Calismada kullanilan forward ve reverse primer dizileri:

Endoglin  icin;  5’-CTGTGTCCACTTCTCCTGACC-3*  (iler),  5'-
ACACTGCTGTTACACTGAGG-3’(geri)

PLA2 i¢in; 5’-GTTCAGGAGTGGGTGTGGAG-3’ (iler1), 5’-
CTTAGAGGGTAGGCGATGGG-3’ (geri)

Real-Time PCR c¢alismasi igin, ornek bagina 10 pl Sybr green, 1 pul ROX, 5.5 ul
distile su, 1.5 pl primer (ileri+geri) ve 2 ul ¢cDNA 06rnegi (toplam 20 pl) PCR
tiiplerine eklendi ve 95°C’de 10 dk (hold), 95 °C’de 15 sn, 60 °C’de 40 sn (siklus)
olacak sekilde Real-Time PCR cihazinda ekspresyon diizeyleri 6l¢iildii. PCR egrileri
kullanilarak olusan pikler i¢in Ct (thresold cycle) degerleri belirlendi ve

housekeeping genin Ct degerleri ile oranlanarak normalize edildi.
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3. BULGULAR

Yiiriitiilen proje calismasinda, kolorektal kanser tanist konmus 50 goniillii
hasta ve kontrol grubunu olusturan saglikli 50 goniillii ile analizler

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Kolorektal kanser ve kontrol grubuna ait demografik veriler

Kontrol Hasta
p degeri
(n=50) (n=50)
Degiskenler
Yas, ort+SD 34.20+13.59 61.05+8.83 <0.0001
Erkek, % 45.83 46.67 0.857
Bolge
Sol kolon, % - 10.52
Sag kolon, % - 31.57
Sigmoid, % - 47.36
Rektum, % - 10.55
Teshiste  kemik
- ND

perforasyonu, %
Teshiste  kemik ) ND
obstriiksiyonu, %
Adenokarsinom, % - 78.95
Musinéz
adenokarsinom, % ) 21.05
H_|5t0|0]|_k ) ND
diferansiyasyon
Evre 2, % - 76.92
Evre 3, % - 23.08
CEA 16.44+41.73

(0.94-183.36)
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Calismamizda kolorektal kanser grubu plazma endoglin diizeylerinin (6,71 +
3,51 ng/ml), kontrol grubuna gore (3,90 + 2,48 ng/ml) anlamli olarak yiiksek oldugu
saptanmustir (Cizelge 3.2., Sekil 3.3., p < 0.05). Benzer sekilde kolorektal kanser
grubu plazma NfkB diizeyleri (1,08 = 0,51 ng/ml), kontrol grubuna gére (0,41 + 0,24
ng/ml) anlamli olarak yiliksek bulunmustur (Cizelge 3.2, Sekil 3.4., p < 0.05).
Kolorektal kanser grubu plazma TGF-B1 diizeyleri (565,03 + 395,14 ng/ml), kontrol
grubuna gore (132,61 + 82,73 ng/ml) anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Cizelge
3.2., Sekil 3.5., p < 0.05). cPLA, ve sPLA: diizeyleri incelendiginde ise gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. (Cizelge 3.2., Sekil

3.1, Sekil 3.2.).
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Kontrol Hasta

Sekil 3.1. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait plazma endoglin diizeyleri (ng/ml) *p =
0,0081
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Sekil 3.2. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait plazma NFxB diizeyleri (ng/ml) *p <

0,0001.
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Sekil 3.3. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait plazma TGF-B1 diizeyleri (ng/ml) *p <

0,0001.
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c¢PLA, diizeyi (ng/ml)

Kontrol Hasta

Sekil 3.4. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait plazma cPLA diizeyleri (ng/ml)

SPLA, diizeyi (ng/ml)

Kontrol Hasta

Sekil 3.5. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait plazma sPLA; diizeyleri (ng/ml)
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Cizelge 3.2. Kolorektal kanser ve kontrol grubu plazma endoglin, NFxB, TGF-B1, cPLA,,

SPLA; diizeyleri.
Kontrol Hasta p degeri
Endoglin (ng/ml) 3,90+2,48 6,71+3,51 0,0081
NfkB (ng/ml) 0,41+0,24 1,08+0,51 <0,0001
TGF-B1 (ng/ml) 132,61+82,73 565,03+395,14 <0,0001
cPLA; (ng/ml) 3,84+1,28 4,80+2,57 0,3211
SPLA; (ng/ml) 43,59+32,50 55,94+30,13 0,3270

Kolorektal kanser grubuna ait plazma endoglin diizeyleri ile plazma TGF-
B1, cPLA2, sPLA; diizeyleri arasindaki korelasyon incelendiginde; bu parametreler
arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunamazken (Sekil 3.7., Sekil 3.8.,
Sekil 3.9., Cizelge 3.3.); kolorektal kanser grubuna ait endoglin plazma diizeylerinin,
plazma NF«B ile karsilastirilmasi sonucunda, iki parametre arasinda istatiksel olarak

anlamli pozitif korelasyon oldugu saptanmistir (Sekil 3.6, Cizelge 3.3.).

NfxB y = 5.1126x + 2.0167
4 R2=0.73245
12
£ |10
)
O |8
=
o |6
4
2
0
0 0.5 1 L5 2

Sekil 3.6. .Kolorektal kanser grubuna ait ve endoglin diizeyi korelasyon egrisi. Ornekler igin
pearson korelasyon analizi uygulanmistir ve p = 0,004 bulunmustur.
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Endoglin
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y=-0.0001x + 6.5126

R*=0.00016
500 1000 1500

Sekil 3.7. .Kolorektal kanser grubuna ait TGF-B1 ve endoglin diizeyi korelasyon egrisi.
Ornekler icin pearson korelasyon analizi uygulanmistir ve p = 0,84 bulunmustur.

Endoglin

—_—
e T (6 I C

o N Ok N 00

cPLA,
=-0.0162x + 6.7015
R2=10.00016
& g
4 6 8 10

Sekil 3.8. .Kolorektal kanser grubuna ait CPLA> ve endoglin diizeyi korelasyon egrisi.
Ornekler igin pearson korelasyon analizi uygulanmustir ve p = 0,762 bulunmustur.
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sPLA, y = 0.023x + 4.596

R2=0.05101
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Sekil 3.9. Kolorektal kanser grubuna ait sSPLA; ve endoglin diizeyi korelasyon egrisi.
Ornekler igin pearson korelasyon analizi uygulanmustir ve p = 0,261 bulunmustur.

Cizelge 3.3. Kolorektal kanser grubu korelasyon analiz sonuglari.

Endoglin
r? p degeri
NfkB 0.732 0.004
TGF-B1 0.00016 0.84
CPLA; 0.00016 0.762
SPLA, 0.0501 0.261

55



Calismamizda kolorektal kanser grubu endoglin mMRNA ekspresyonu
diizeylerinin (1,86 + 0,17), kontrol grubuna gore (1,58 + 0,08) istatiksel olarak
anlaml sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 3.4., Sekil 3.12., Sekil 3.13., p <
0.05). Benzer sekilde kolorektal kanser grubu PLA2 mRNA ekspresyonu diizeyleri
(1,92 £ 0,08), kontrol grubuna gore (1,54 + 0,07) istatiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.4, Sekil 3.10., Sekil 3.11., p <0.05).
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Kontrol Hasta

Sekil 3.10. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait PLA2 mRNA ekspresyonu diizeyleri.
*
p < 0,0001.

10 15 20 25 30 k- 40

Sekil 3.11. Kolorektal kanser hasta ve kontrol grubu 6rneklerine ait PLA2 PCR gen egrisi
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Kontrol Hasta

Sekil 3.12. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait endoglin mRNA ekspresyonu
diizeyleri. *p < 0,0001.

10 15 20 5 0 % 40

Sekil 3.13. Kolorektal kanser hasta ve kontrol grubu 6rneklerine ait endoglin PCR gen egrisi

Cizelge 3.4. Kolorektal kanser ve kontrol gruplarina ait endoglin ve PLA; mRNA
ekspresyonu diizeyleri.

mMRNA L.
Ekspresyon Diizeyi Kontrol Hasta p degeri
Endoglin 1,58+0,08 1,86+0,17 <0.0001
PLA 1,54+0,07 1,92+0,08 <0.0001
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4. TARTISMA

Kolorektal kanser, giiniimiizde, diinyada en sik rastlanan gastrointestinal
kanserlerden biridir ve kanserle iligkili 6liim nedeni olarak 6n siralarda yer
almaktadir (Boyle ve Leon, 2002; Larsson ve ark., 2005; Yang ve ark., 2011).
Enflamasyon ve kanser arasindaki fonksiyonel iliski de uzun siiredir bilinmektedir.
Bu iliski, tiimdrlerin kronik enflamasyon bolgelerinde ortaya c¢ikmalari, tiimorlerde
enflamatuvar hiicrelerin, kemokinler ve sitokinlerin bulunmasi, sitokinler ve
kemokinlerin asir1 ekspresyonlarinin kanseri indiikleyebilmesi, enflamasyon ve
karsinogenez prosesinde ayni molekiiler hedefler ya da benzer yolaklarin aktive ya
da inhibe olmasi seklindeki gozlemlere dayandirilmaktadir (Mantovani ve ark.,

2008).

Epidemiyolojik ve deneysel verilere (Grivennikov ve Karin, 2010;
Grivennikov ve ark., 2010) dayanarak ileri siiriilen enflamasyon ve kanser arasindaki
iligki, anti-enflamatuvar tedavinin kanserin Onlenmesi ve tedavisinde etkinlik

gostermesi ile dogrulanmistir (Gonda ve ark., 2009).

Enflamatuvar hiicreler, AA metabolitleri, sitokinler, kemokinler gibi
enflamatuvar hiicreleri hasar bdlgelerine yonlendiren ¢oziinlir aract molekiiller
tiretmektedir. Bu aract molekiiller, NFxB, STAT3, HIF-1a, NFAT, Nrfl gibi
transkripsiyon faktorlerindeki  degisiklikleri indiikleyebildikleri gibi, sinyal

transdiiksiyon yolaklarini da aktive edebilmektedirler (Hussain ve Harris, 2007).

Bagirsak epitel hiicreleri, cesitli bagirsak mikroorganizmalar1 ve diger liimen
bilesenleri ile stirekli etkilesime girmektedir. NFxB, bariyer saglamak ve enflamatuar

yanit1 diizenlemek yolu ile, dis tehlikeye karsi bagisiklik sistemi savunmasini
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koordine etmektedir. Bu tiir bir homeostazin regiilasyonunun bozulmasi,
enflamatuvar bagirsak hastaligina ve kolorektal kansere karsi yatkinliga neden
olmaktadir (Pasparakis, 2012). Hem sporadik kolorektal kanser, hem de kolit ile
iliskili kanser, Wnt/B-katenin, Ras ve p53 gibi onkojenik ve tiimor baskilayici
yolaklardaki genetik/epigenetik degisiklikler ile karakterize ¢ok asamali islemlerdir
(Grivennikov, 2013; Vaiopoulos ve ark., 2010). Enflamatuvar hiicreler,
miyofibroblastlar, diger hiicre tipleri ve hiicre dis1 bilesenlerden olusan bir
tiimorojenik olusum, malignitelerin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir ve tiimoriin
baglatilmasini,  ilerlemesini ve  timor  hiicrelerinin  hayatta  kalmasini
kolaylastirmaktadir (Grivennikov ve ark., 2010; Vaiopoulos ve ark., 2012).
Kolorektal kanser hastalarinda sitokinlerin plazma seviyelerinin siklikla yiiksek

ciktig1 bildirilmistir (Klampfer, 2011).

NF-«xB sinyal yolagi, enflamasyonun ana diizenleyicisidir ve kanser gelisimi
ile iligkilendirilmektedir (Merga ve ark., 2016). Bu sinyal yolagi, IL-1 ve TNF, T-
hiicre reseptorleri (TCR) veya B-hiicre reseptorleri (BCR) gibi sitokinler tarafindan
aktive edilmektedir (Merga ve ark., 2016). Spesifik olarak kolon kanserinde,
intestinal epitelyal hiicrelerde NFkB aktivasyonu ve buna karsilik gerceklesen
enflamasyonun, tiimoér olusumunda oOnemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir
(Fitzpatrick ve Slattery, 2009). NFkB aktivasyonunun, &zellikle akut enflamatuvar
yanitta, immiin savunmada yer alabildigi, aym1 zamanda, pro-tiimorojenik
fonksiyonlarda rol oynayan pro-enflamatuvar 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Hoesel
ve Schmid 2013).

NF-kB sinyal yolagi, bagisiklik sistemi ile ilgili genlerin diizenlenmesinde rol
oynadig1 i¢in karsinojenik siiregte onemlidir. Bu nedenle, kolorektal kanser de dahil
olmak iizere bir¢cok hastalig1 potansiyel olarak etkileyebilmektedir. Calismamizda
NF-kB plazma diizeylerinin kolorektal kanser hasta grubunda kontrole gére anlamli

olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.0001).
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Calismalar, benign adenoma ve kanserli olmayan dokuya kiyasla, kolorektal
kanserde TGF-B1 ekspresyonunun arttigini géstermistir (Buckhaults ve ark., 2001).
Yiiksek TGF-B seviyeleri primer tiimor dokusunda ve kolorektal kanser hastalarindan
aliman plazmada gozlenmis olup, metastaz ve kotii prognoz ile korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (Friedman ve ark., 1995; Tsushima ve ark., 1996). TGF-f, kolorektal
kansere bagli karaciger metastazlarinin merkez bdlgelerinde agirlikli olarak
saptanmistir (Turtoi ve ark., 2014). TGF-f’nin orta derecede farklilasan kolon
kanserlerinde timor biiylimesinin durmasma neden oldugu; ancak, daha agresif

tiimorlerde proliferasyonu destekledigi gosterilmistir (Schroy ve ark.,1990).

Yapilan bazi ¢alismalarda, bizim bulgularimiz ile uyumlu olarak, dolasimdaki
TGF-B seviyelerinin, hematolojik maligniteler ve solid tiimor hastalarinda kontrole
gore yiiksek oldugu bildirilmistir (Hong ve ark., 2014; Lee ve ark., 2004). Patolojik
TGF-B seviyelerinin, kanser hastalarinin hem dogal, hem de adaptif hiicresel
bagisikliklarin1 bozdugu gosterilmistir (Bellone ve ark., 1995; Chretien ve ark., 2014;
Dasgupta ve ark., 2005).

Son yillarda, COX enzimlerinin, tiimor gelisimi ve ilerlemesindeki rolleri
tizerine dikkat cekilmektedir (Williams ve ark., 1999). COX enzimlerinden COX-
2’nin pek ¢ok kanser tiirlinde yapisal olarak eksprese oldugu bildirilmektedir (Yoo ve
ark., 2011). Ayrica, yapilan ¢aligmalarda, AA metabolizmasinda anahtar diizenleyici
bir rol oynayan PLA: enziminin de kanserde diizeyinin arttigi gosterilmistir.
Bulgularimiza gore, kolorektal kanser hasta grubu ile kontrol grubu arasinda, cPLA2

ve SPLA; plazma diizeyleri agisindan, istatistiksel olarak anlaml1 fark bulunmamastir.

Genetik degisikliklerin birkag anahtar gende (APC, K-ras, DCC ve p53)
birikimi, timoér gelisimi ile iligkilendirilmistir (Fearon ve Vogelstein, 1990).
Ozellikle, Wnt/B-katenin/Tcf-4 yolagmn aktivasyonunun, kolon tiimér olusumunda
kilit bir rol oynadig1 ve c-myc, siklin D1, MMP-7, ITF-2, 1I-8, gastrin, uPAR ve
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EPR-1 genleri de dahil olmak {izere ¢ok sayida hedef genin asir1 ekspresyonuna yol
actig1 bilinmektedir (Kolligs ve ark., 2002; Levy ve ark., 2002). Ayrica, timor
modifiye edici genlerin kalitimi, bireysel genetik yatkinliklara temel olusturan
patogeneze de katkida bulunabilmektedir (Wiesner ve ark., 2003; Yan ve ark., 2004;
Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2007). Bu tiir timor degistirici genlerin kapsamli
karakterizasyonu, kanserin evresini ve tiimdoriin kalin bagirsaktaki yerinin, "sag" veya
"sol" kolon olarak, belirlenmesini saglamaktadir. Bu bilginin, kolorektal kanserde rol
oynayan molekiiler olaylarin daha iyi anlasilmasini saglayabilecegi ve hasta tedavi
sonuclarint 1iyilestirmek i¢in yeni terapdtik hedeflerin gelistirilmesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Williams ve ark., 2003; Barrier ve ark., 2005).
Erken tan1 ve prognoz amaci ile, insan kolorektal kanserlerinin yeni biyobelirteclerini
tanimlamak i¢in bu tiir genlerin ekspresyonunu arastirmanin da Snemli oldugu
arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir (Williams ve ark., 2003; Barrier ve ark.,

2005).

Morioka ve arkadaslart (2000), PLA>GX'in, kiiltiire edilmis insan kolon
karsinomu hiicre hatlarindan AA salgiladigini ve bunun da COX-2'ye bagimli PGE>
olusumuna yol agtigin1 gostermistir. Normal kolon epiteli ile karsilastirildiginda
adenokarsinom hiicrelerinde artmig PLA2GX ekspresyonu oldugu gosterilmistir.
Ayrica PLA2'nin kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasii uyardigr da bildirilmistir
(Surel ve ark., 2009). Bu verilerden, PLA2'nin kolorektal karsinojenez lizerinde rolii
oldugu tahmin edilmektedir. Aslinda, 6nceki calismalar da, insan kolon kanseri
dokusunda PLA2'nin ekspresyonunu, mRNA (Mounier ve ark., 2008) ve protein
(Tribler ve ark., 2007) seviyelerinde gostermektedir. Ayrica, diger sPLA>
izoformlarmin da (GIIA, GIII ve GXIIA) kolorektal kanser dokusunda yiiksek
oranda eksprese edildigi dogrulanmistir (Mounier ve ark., 2008; Murakami ve ark.,
2005; Tribler ve ark., 2007). Bununla birlikte, kolon kanseri dokularinda PLA>GX'in

kesin ekspresyonu ve dagilim sekilleri karakterize edilmeye devam etmektedir.
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Kolonik tiimoérlerin serbest AA salgiladigi ve genellikle normal mukoza
dokusu ile karsilastirildiginda daha fazla PG firettigi One siiriilmiistiir (Bennett ve
ark., 1987). cPLA2, PG'ler i¢in anahtar bir enzimdir ve cPLA2'nin intestinal timor
olusumuna dahil oldugu gésterilmistir. Ik defa, Soydan ve ark. (1996), insan kolon
tiimorlerinin ve bunlarla iligkili normal mukoza ve submukozanin yiiksek molekiil
agirhikli cPLA2 igerdigini gostermistir. Diger calismalar cPLA2'nin, kolorektal
kanserlerin % 35 ile % 50'sinde asir1 eksprese edildigini bildirmistir (Panel ve ark.,
2006; Wendum ve ark., 2003). Young Sun ve ark. (2011), cPLA2'nin test edilen
kolorektal kanser doku numunesinin % 54.5'inde asir1 eksprese edildigini, ancak
CPLA: ekspresyonunun VEGF ekspresyonu haric diger klinikopatolojik
parametrelerle iligkili olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢calismada, VEGF ekspresyonu,
CPLA: ekspresyonu ile istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gostermistir (p =
0.016). Bu sonuglar, cPLA2'nin, timor gelisiminde ve kolorektal kanserde metastaz

gelisiminde dnemli bir rol oynadigini giiclii sekilde ortaya koymaktadir.

Hayvan modellerinde yapilan arastirmalarda, cPLA> ekspresyonunun pro-
timorojenik oldugu one sirilmiistiir. Farelerde cPLA> geninin homojen olarak
silinmesinin, ince bagirsakta polip gelisimini dramatik olarak azalttigi; ancak,
kolonik polip gelisimini azaltmadigi bulunmustur. Bu durum da cPLA2'nin timor
gelisiminde rol oynadigimi gostermistir (Hong ve ark., 2001; Takaku ve ark., 2000).
Ayrica, cPLA2 knock-out farelerde, timor gelisiminin arttigi ve cPLA2
ekspresyonunun pro-apoptotik bir rol oynadigi one siiriilmiistiir (Ilsley ve ark., 2005).
Hayvan modellerinde gosterildigi gibi, insan kolorektal kanserlerinde de cPLA:2
ekspresyonu konusunda olduk¢a degisken sonuglar bulunmaktadir. Bazi ¢alismalarda
CPLA2'nin kolorektal kanserde asir1 ekprese edildigi bildirilmekte iken (Soydan ve
ark., 1996; Wendum ve ark., 2003; Wendum ve ark., 2005; Osterstrom ve ark.,
2002), bazi calismalar ise bunun tersine sonugladigini (Dong ve ark., 2005)
bildirmiglerdir. Ayrica, bir baska caligmada arastirmacilar, cPLA2'nin roliiniin
PG'lerin olusumunda hiz sinirlayici bir adim gibi gériinmedigini ve cPLA2'nin insan
kolorektal karsinogenezinde kiigiik bir rol oynadigini ya da higbir rolii olmadigini

bildirmistir (Dimberg ve ark., 1998).
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Panel ve ark. (1996), kolorektal kanserli 65 hastanin immiinohistokimya
sonuglarinda ve birkac kolorektal kanser hiicre hatt1 lizerinde yapilan western blot
analizleri sonrasinda, cPLA2'nin, vakalarin yaklasik yarisinda asir1 eksprese
edildigini ve cPLA2 ekspresyonunun, COX-2 ekspresyonu ile giiglii bir sekilde
iligskili oldugunu bildirmistir. Bu durum, cPLA2'nin, kolorektal kanserde tiimor
gelisimi ve ilerlemesinde Onemli bir rol oynadigini gostermektedir; ncak, diger
calismalar, cPLA2min insan kolon kanseri hiicrelerinde TNF-o ile indiiklenen
apoptoziste onemli bir rol oynadigimi ve hiicre i¢i AA seviyelerinin cPLA2'nin
inhibisyonu ile baskilandiginda kolon kanseri biiyiimesinin tercih edildigini

gostermistir (Dong ve ark., 2005).

Young Sun ve ark. (2011), hasta sagkalimi ve cPLA> ekspresyonu ile ilgili
olarak yaptiklar1 arastirmada, kolorektal kanserde cPLA: ekspresyonunun, hastanin
sagkalimi ile iliskili olmadigim1 gostermislerdir. Bu ¢alisma, kolorektal kanserde
hastalarin sagkalimlarinin cPLA; ekspresyonuna gore degerlendirildigi ilk
aragtirmadir. Daha Oncesinde, cPLA2'nin degil; fakat, Grup IIA PLA2'nin
ekpresyonunun 2. evre kolorektal kanserde degerli prognostik bilgi sagladig

bildirilmistir (Buhmeida ve ark., 2009).

Tez c¢aligmamizda gergeklestirilen gen ekspresyon analizlerinde, PLA:2
mRNA ekspresyon diizeyinin kolorektal kanser hasta grubunda, kontrole gore
anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p<<0.05). Elde ettigimiz veriler, literatiir
bulgusu ile uyumlu bulunmustur.

Endoglin, ilk olarak insanlarda l6semi ile iligkili antijen olarak tanimlanan ve
daha sonra, ¢ogalan endotel hiicrelerin yiizeyinde yogun olarak eksprese oldugu
bulunan bir homodimerik hiicre membran glikoproteinidir (Li ve ark., 1999).
Endoglin, bir TGF-B ko-reseptorii olup, anjiyogenez i¢in gerekli oldugu (Dallas ve

ark., 2008), prolifere olan vaskiilatiirde yogun eksprese oldugu (Burrows ve ark.,

63



1995; Paauwe ve ark., 2013) ve hipoksi ile up-regiile oldugu gosterilmistir (She ve
ark., 2004). Endoglinin, akciger, meme, kolorektal, gastrik, karaciger, endometrial,
bobrek hiicresi, bas ve boyun ve over kanserlerinde tliimor damarlarinin prolifere olan
endotel hiicrelerinin plazma membranlarinda yiiksek diizeyde eksprese oldugu
bildirilmistir (Paauwe ve ark., 2013). Yetiskin insan dokularinda endoglin
ekspresyonu, prolifere olan endotel hiicreler, aktive monositler ve eritrositlerin
prekiirsorii olan proeritroblastlar tarafindan sinirlandirilmaktadir (Rokhlin ve ark.,

1995).

Metastatik meme ve kolorektal tiimorlii hastalar kontrol grubundan anlamli
olarak daha yiiksek serum endoglin seviyeleri sergilemistir (Li ve ark., 2000;
Takahashi ve ark., 2001). Serum endoglin diizeylerinin de kemoterapi ile azaldigi
gosterilmistir (Takahashi ve ark., 2001). Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar serum
endoglin diizeylerinin ileri hastalig1 olan hastalar1 ve metastaz gelisme riski tasiyan
hastalar1 siniflandirmak i¢in kullanilabilecegini gdstermektedir. Endoglinin ayrica,
kemoterapi sonrasi kanser hastalarinda niiksii izlemek i¢in kullanilabilecegi de
bildirilmistir (Marioni ve ark., 2010). Fujita ve ark. (2009), idrar ve serumdaki
endoglin diizeylerinin prostat kanserinin saptanmasi ve takibinde yardimci

olabilecegini bildirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kolorektal kanser, giiniimiizde giderek yayginlasan kanser tiirleri arasinda 6n
siralarda yer almaktadir ve her yil diinya ¢apinda bircok yeni kolorektal kanser
teshisi konulmaktadir. Kolorektal kanser, diinya genelinde morbidite ve mortalitenin
onde gelen nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Premalign fazda ya da erken
donemde fark edildiginde tedavi edilebilir bir hastalik olmasi nedeni ile oncelikli
olarak hastaliktan korunma, sonrasinda erken teshis biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu

asamalarda Klinik Eczacilara 6nemli gorevler diismektedir.

Yirtitilen c¢alisma kapsaminda, kolorektal kanser tanisi konmus hasta
goniillii ve saglikli goniilliilerden toplanan kan 6rneklerinden elde edilen plazma ve
RNA oOrneklerinde endoglin diizeyleri Olgiilmiis ve enflamatuvar mikrocevre

bilesenlerinden olan NFkB, TGF-B1, cPLA2, SPLA: diizeyleri ile karsilastirilmistir.

Calismamizda kolorektal kanser grubu endoglin mRNA ekspresyonu ve PLA2
MRNA ekspresyonu diizeylerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu saptanmistir. Calisma sonuglarina gore, kolorektal kanser grubu plazma
endoglin, NfkB, TGF-B1 diizeylerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu saptanirken, CPLA2 ve SPLA; diizeyleri incelendiginde hasta ve kontrol

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Kolorektal kanser grubuna ait plazma endoglin diizeyleri ile TGF-BI,
CPLA:2, sPLA: diizeyleri arasindaki korelasyon incelendiginde; bu parametreler
arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunamamisken, plazma NF«kB
diizeyi ile karsilastirilmasi sonucunda, iki parametre arasinda istatiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon oldugu saptanmistir. NFxB, dogustan gelen immiinite ve

enflamasyonun anahtar bir diizenleyicisidir ve timor hiicreleri ile enflamatuvar
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hiicreler arasinda potansiyel bir molekiiler koprii oldugu kabul edilmektedir. NFxB,
enflamatuvar yanitlarin entegrasyon noktasinda oldugu i¢in, enflamasyon ve kanser
arasindaki iliskide onemli bir islev goérmektedir. NFxB ve endoglin arasindaki
korelasyon, kolorektal kanserde hem plazma diizeyleri hem de gen ekspresyon
diizeyleri ile olgiilen endoglin artisinin enflamasyonla baglantili olabilecegini,
dolayisiyla  enflamasyon varligmin anjiyogenez ve neovaskiilarizasyonu

destekledigini diistindliirmektedir.

Kanserlerde antikor bazli terapotik stratejilere yonelik son caligmalar ile,
cesitli potansiyel antijenlerin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. CD105 olarak da
bilinen endoglin, bu kapsamda tanimlanmis ve son yillarda yaygin popiilerlik
kazanmig bir antijendir. Endoglin, tiimoérle iliskili  anjiyogenez ve
neovaskiilarizasyon i¢in uygun bir belirte¢ olarak Onerilmektedir. Bu nedenle
klinikte tan1 almig hastalarin prognoz, tani ve tedavisinin takibinde endoglinin uygun
bir takip kriteri olarak belirlenebilecegi, rutin laboratuvar testleri arasina eklenerek

Klinik Eczacilara ve hekimlere yol gosterecegi diistiniilmektedir.
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OZET

Kolorektal Kanser Hastalarinda Endoglin Diizeyleri ile Enflamatuvar Mikrogevre
Hiskisinin Arastirilmasi

Kolorektal kanser (CRC) diinya capinda en yaygin goriillen kanserlerden biridir ve
kansere bagli Olimlerin 6nde gelen nedenlerindendir. Timorlerin siklikla  kronik
enflamasyon ortaminda gelistigi ve tiimor biyopsi Orneklerinde enflamatuvar hiicrelerin
mevcut oldugu gozlemine dayanarak, enflamasyon ve kanser arasindaki nedensel baglanti
One sitirilmiistiir. Epidemiyolojik ¢alismalar, kronik enflamasyonun farkli kanser tiirlerine
zemin hazirladigint  ortaya c¢ikarmistir. Kronik enflamasyonun kanser gelisimini
destekleyebildigini ve tiimor kaynakli enflamasyonun Kartopu etkisi yaratarak timor
progresyonunu siirdiirdiigiinii gosteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda kolorektal kanser tanisi almis olan hastalar ile saglikh
goniilllillerin kan plazma orneklerinde, yaygin olarak bilinen enflamasyon belirteglerinden
olan sPLA;, cPLA,, NfkB, TGF-B1 diizeyleri ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
yontemi ile Olclilmiis ve elde edilen bulgular, plazma Endoglin diizeyleri ile
karsilastirilmigtir. Tez calismasi kapsaminda ayrica, hasta ve kontrol goniilliilerden alinan
kan orneklerinden daha Onceki ¢aligmalarda izole edilmis olan RNA &rnekleri kullanilmig
olup, s6z konusu materyal ile endoglin ve PLA; mRNA ekspresyon diizeylerinin analizleri
Real-Time PCR yontemi ile gergeklestirilmistir.

Calismamizda kolorektal kanser grubu endoglin mRNA ekspresyonu ve PLA; mMRNA
ekspresyonu diizeylerinin, kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmugtir.
Calisma sonuglarmma gore, kolorektal kanser grubu plazma endoglin, NfkB, TGF-p1
diizeylerinin, kontrol grubuna gdre anlamli olarak yiiksek oldugu saptanirken, cPLA> ve
SPLA; diizeyleri incelendiginde hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmamistir. Kolorektal kanser grubuna ait plazma endoglin diizeyleri ile
TGF-B1, cPLA,, sPLA; diizeyleri arasindaki korelasyon incelendiginde; bu parametreler
arasinda istatiksel olarak anlamli bir Kkorelasyon bulunamamisken, plazma NFkB ile
karsilastirilmas1  sonucunda, iki parametre arasinda istatiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon oldugu saptanmustir.

Calismanin sonuglart kolorektal kanserde hem plazma diizeyleri hem de gen
ekspresyon diizeyleri ile 6l¢iilen endoglin artisinin enflamasyonla baglantili olabilecegini,
dolayisiyla enflamasyon varliginin anjiyogenez ve neovaskiilarizasyonu destekledigini
diistindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Endoglin, Kolorektal Kanser, NFxB, PLA; TGF-31
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SUMMARY

The Relationship  Between Endoglin  Levels and Inflammatory
Microenvironment in Colorectal Cancer Patients

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers worldwide and is one of
the leading causes of cancer-related deaths. The causal link between inflammation and
cancer has been proposed based on the observation that tumors often develop in a chronic
inflammatory environment and that inflammatory cells are present in tumor biopsy
specimens. Epidemiological studies have revealed that chronic inflammation provides a basis
for different types of cancer. There is a great deal of evidence to suggest that chronic
inflammation can support cancer development and that tumor-induced inflammation
maintains tumor progression by creating a snowball effect.

In this study, sPLA;, cPLA;, NfkB, TGF-B1 levels were measured by ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) in blood plasma samples of patients with colorectal
cancer and healthy volunteers and the results were compared with plasma endoglin levels. In
addition, RNA samples isolated in the previous studies from blood samples of patient and
control volunteers were used, and endoglin and PLA2, mRNA expression levels were
analyzed by Real-Time PCR.

In this study, endoglin mRNA expression and PLA; mRNA expression levels in
colorectal cancer group were found significantly higher than in the control group. According
to the results of the study, plasma endoglin, NfkB, TGF-B1 levels were found significantly
higher in colorectal cancer group compared to control group, while there was no statistically
significant difference in plasma cPLA; and sPLA; levels between colorectal cancer and
control groups. There was no statistically significant correlation between endoglin plasma
levels and TGF-B1, cPLA,, sPLA; plasma levels of colorectal cancer patients group, while
plasma NF«kB levels was found statistically significant positive correlation with endoglin
plasma levels.

The results of the study suggest that the increase of endoglin determined by both
plasma levels and gene expression levels in colorectal cancer may be associated with
inflammation, and therefore the presence of inflammation promotes angiogenesis and
neovascularization.

Key words: Colorectal cancer, Endoglin, NF«kB, PLA, TGF-B1
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