.07_ EY/'U[. TC

o M % DOKUZ EYLUL
e, UNIVERSITESI
3 SAGLIK BILIMLERI

ENSTITUSU

SAGLIK

BILIMLERI
\ ENSTITUSU

KOLOREKTAL KANSERLERDE METASTATIK
FENOTIPIN GOSTERGESI OLARAK
SIALILTRANSFERAZLARIN ROLU VE
KLINIKOPATOLOJIK OZELLIKLERI

SEZEN KORKUT

TEMEL ONKOLOIJi

YUKSEK LISANS TEZI
[ZMIR-2017

DEU.HSI.MSC.2012970158



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOLOREKTAL KANSERLERDE METASTATIK
FENOTIPIN GOSTERGESI OLARAK
SIALILTRANSFERAZLARIN ROLU VE
KLINIKOPATOLOJIK OZELLIKLERI

TEMEL ONKOLOJI YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LISANS TEZI

SEZEN KORKUT

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Ilhan Oztop

DEU.HSI.MSC.2012970158

(Bu arastirma DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan

2015.KB.SAG.017 sayili proje ile desteklenmistir.)



Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji Yiiksek Lisans
Programi o6grencisi Sezen Korkut’un “Kolorektal Kanserlerde Metastatik Fenotipin Gostergesi

Olarak Sialiltransferazlarin Rolii ve Klinikopatolojik Ozellikleri” isimli yiiksek lisans tezi
B/ NR Y 25 L= SO

tarihinde  tarafimizdan  degerlendirilerek  basarili
bulunmustur.
JURI BASKANI
Prof.Dr.ilhan OZTOP
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Onkoloji Bilim Dali
Prof. Dr. Nur Olgun Prof.D¥.*Hiilya Ellidokuz

\

askin

Prof.D¥. Kemal ERGIN
\/

(Yedek Uye: Prof.Dr. Isil Somali)

T

(Yedek Uye: Prof.Dr. Erdem Goker)



ICINDEKILER

GIRIS .ottt ettt ettt n et en et -4-
1.1 Problemin Tanimi Ve ONemi........c.ccooviueviiiieeiieeeseeese et -4 -
1.2 ATASHIMANIN ATNACT 1eviiiiiiiiiiiiiei et e e e e r e e e e e e s s abb e e e e e eeaans -5-
1.3 Aragtirmanin HIPOtEZI ......oeevvvveiiiiiiiiic et -6-
GENEL BILGILER ...ttt -7-
2.1 Kolorektal Kanserlerin Epidemiyolojisi Ve Insidanst:..............c.cccocveveveuennnen. -7 -
2.2 Kolorektal Kanser Iliskili Gen Degisimleri ...........ccoveveeeevereeeinereeeinsreiennns -9-
2.2.1  Adenoma-Karsinoma DUzeni..........ccccvveeiiiiiieeiiiiiiiee e -10-
2.3 STALIK ASIT ..o, -13-
2.3.1  Glikokaliks ve Glikan Yapilar:..........ccccooiiiiiiiiiiiicicee e -13-
2.3.2  STAIK ASIE.....eeeeeie et -20-
2.3.3  Sialil Transterazlar..........ccoooiiiiiiiiie e -24 -
2.3.4  Kolon ve Rektum Kanserlerinde Glikozilasyon Degisimleri.................. -34 -
2.4 KANSER HUCRESININ METASTAZI .......coeveieveeieeeeeeciee e eee e -37-
2.4.1  Kolorektal Kanser Ve Metastaz ............ccovveiiieiiiiiieiiie e -38-
GEREC VE YONTEM ......ooiiiiiiiieceee ettt en et en e -43 -
3.1 ATaStIrMANIN TIPT c.oevviiiiiiiiii e -43 -
3.2 Arastirmanin Yeri V& ZAMANT .......cceeiiiiuuuirierieeeeaaaaaiiineeeeeeesssssinisseeeeesessnnns -43 -
3.3 Arastirmanin Evreni Ve Orneklemi/ Calisma Gruplari.............cccoeveeveveenenne. -43 -
3.4 Calisma Materyall .......ccvviiiiiiiieieiiciii e -43 -
3.4.1  Parafine Gomiilii Doku Orneklerinden Total RNA Izolasyonu.............. -44 -
3.4.2  RNA [z01asyon ProtokOlii..............cccccocuivvvereeeerisisieesiissenissisisnessnnins -44 -
3.4.3  RNA min Miktarinin Belirlenmesi................cccccvvuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennnns -45 -
3.4.4  CDNA EIde EAIMESI ....ocvviiiiiiiiesicee e - 46 -
3.45  MuUltipleX PCR ARRAY ...ttt - 46 -
346  Q-RT-PCR UYQUIAMASL ......ccccoviiiiiiiiiiiiiiiie it -47 -
3.5 Arastimanin DeZiSKenleri .........uuviiiiiiiiiiiiiiiii i -48 -
3.6 Veri Toplama ATaglari..........ccccocveeiiiee i - 48 -
3.7 Arastirma Plani Ve Takvimi .........cccccvvviiiiiiiiiieeveeeveeeeee -49 -
3.8 Verilerin Degerlendirilmesi .......u.iiveiiiiiiiiiiiiieieeisiiiiiic e -49 -
3.9 Calismadaki Giigliik Ve Sintrliklar ... -49 -
BULGULAR . ...ttt ettt et e e b -51-
4.1 Demografik VErIIEr ........coviveiie et -51-
4.2 Sag Kalim AnalizIeri ........coooviiiiiiiiiic e -53-
4.3 Total RNA Eldesi ve Degerlendirilmesi............ccvveeiiiiiiieiiiiiiiieiiiiiee e, -54 -
4.4 Sialil Transferaz Ekspresyon Sonuglari............ccovveeiiiiiiiiiiiiiiicci, -57-
4.5 Normal Kolon Mukozast1 Ve Primer Timoér Dokusunun
Karsilastirtlmasi ... - 60 -
4.6 Karaciger Metastaz Dokusu ile Normal Mukoza Karsilastirilmast ............... - 60 -
4.7 Peritonel Karsinamatoz Metastazlar1 Normal Mukozaya Gore
Kargilastirtlmasi ... - 60 -
4.8 Karaciger Metastazlarinin Primer Tiimorle Karsilastirilmast............cccoc....... - 60 -
4.9 Peritoneal Karsinamatoz Metastaz Dokusunun Primer Tiimorle
Kargilastirtlmas ... -61-



o N o 01

410  Peritoneal karsinamatoz Metastazlar1 ile Karaciger Metastazlarinin

Kargtlagtirilmast .......ooooiieeeiiiiiiie e
TARTISMA ..ottt ettt e bbb
SONUC VE ONERILER ......ceoiiviiitetieteieteeeseetee sttt s et n st en et en s
KAYNAKLAR .ttt ettt

8.1 Etik Kurtl OnNay1 .....cveeiiiiiiiiiicic e
8.2 OZZECIMS ..vveevveeieeceeteee ettt es ettt ee ettt e ettt ee st e et st e st tene s



TABLOLAR DiZiINi

Tablo 1: Diinya Uzerinde Yasa Bagli(ASR) KRK insidansif20].............ccccveveveranee. -8-

Tablo 2: Kolorektal Kanserlerde Meydana Gelen Onkogen ve Timdr Siipresor Gen
D L7 e T 111 (<) o PP PP P R PP PP PP PPPRY -11-

Tablo 3:Sialil Transferazlarin Sembolleri, Enzim Isimleri, Kromozom Lokasyonlari,

G ID LI e ettt ettt e e e e e e e e e e e e r e -25-

Karglagtirilmast.........uveiieiice s -42 -
Tablo 5: CaliSma SEMAST.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e -49 -
Tablo 6:0Olgularm Cinsiyete Gore Dagilimi.........ccccoooviiieiiiii e -51-
Tablo 7: Olgularm 50 Yas Ustii ve Alt1 Gruba Gore Dagilimi ............c..ccceevrvennee. -52 -
Tablo 8: Primer Tiimor Yerlesim Yerine Gore Dagilim...........cccccvvvvveeeiiiiiiiiiinnnnnn. -52 -
Tablo 9:Primer Kanser Hiicre Tipine GOre Dagilim .........ccccvevvvveiiiiieiiiineeiiiee e -53-
Tablo 10: Olgularin Metastaz Yerine Gore Dagilimi ...........oooovvvviviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. -53-
Tablo 11: Tim Grubun Sag Kalim ESIiSi.......ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee i -54 -

Tablo 12: Karaciger ve PK Metastazi Olan Hastalar1 Sag Kalimimnin Karsilastirilmast ....-

54 -
Tablo 13: Total RNA Kalite Kontroliiniin Spektro-Fotometrik Ol¢iimlefi ............... -55-
Tablo 14: cDNA'larm kalite kontroliiniin Spektro-Fotometrik Ol¢iimii.................... - 56 -
Tablo 15: B-aktin House Keeping Genine Gore Delta Ct degerleri .........ccocovverveennee. -57-
Tablo 16: ST3GAL2, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GAL2'nin Q-RT-PCR ile
Degerlendirilmesi ve f-aktin House Keeping Genle Karsilastirilmast..........ccccoevvivineennee. -58 -



Tablo 17: Olgu Gruplarinda; Normal Mukoza, Primer Doku, Karaciger Metastaz
Dokusu, Periton Metastaz Dokusu ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GAL2 Sialil
Transferazlarin Ekspresyon Diizeyleri(Ct Value) .........cccoovviiiiiiiiiiinice e -59 -

Tablo 18: Olgularin Normal Mukoza Primer Timor Dokusu Karaciger Metastaz
Dokusu Ve Periton Metastaz Dokusu Sialil Transferaz Diizeylerinin House Keepinb Beta

Aktine GOre DUzeltilmis DeGerleri.........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e -59-

Tablo 19:Peritonel Karsinomatoz Metastaz Dokisu ile Karaciger Metastaz Dokusunda

ST3GALI1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve STOGAL? Sialil Transferazlarin Karsilastirilmasi ..- 61 -

Tablo 20: Kolon Primer Dokusunda Normal Mukozada Karaciger Metastaz Dokusunda
ve PK Dokusunda ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GALZ2'nin Ekspresyon
SevIyelerinin GrafiSi.........oooiiiiiiiiiiiiiii e - 62 -



SEKILLER DiZINi

Sekil 1:Gen ve biiyiime faktorleriyle etkilesen koloerektal karsinogenez ................. -10 -
Sekil 2: Sialik ASIE YaPIST...vvviiiiiieiiiiieeiiie et -13-

Sekil 3: Kolon Mikrovilliis Hiicrelerinin Glikokaliksinin Elektron Mikroskobu Ile

GOTUNEIICIIMEST. ...ttt -14 -
Sekil 4Hiicre Yiizey Glikanlarinin Modifiyesi..........ccovvieiiiriiiiiiiniiiciiccc e -16 -
Sekil 5: N-Bagl Oligosakkaritlerin SEntezi............coocovviiiiiniiiiiieee e -17 -
Sekil 6:Mgat5 Gen UTHNIEIT.......c.covivevieiieieeiieicteeee et -18 -
Sekil 7Kanser Hiicresinde Trunkat Sentezlenme ...................ooeeeeeiiii e, -19 -
Sekil 8:NANA, NAGA veKDN'nin Molekiiler Yapis1 ve Elde Edilisleri ................. -21-
Sekil 9: Memelilerde Sialik Asit Metabolizmast..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees -24 -

Sekil 10: ST6GALI ve ST6GAL2'nin Korunmus Bolgeleri ve Ekzon Uzunluklari..- 30 -

Sekil 11: Multipleks Array PCR Kullanimi ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeens -47 -
Sekil 12:RT-PCR Protokolli.........ccooeeeieeiieeeeeeeeeeeeeeeee e, -48 -

Sekil 13:Elde Edilen RNA'lar %1'lik Agaroz Jelde Yiiriitiilmiistiir(100V ve 1X TBE
[0 N 5 o A 0153 01T () OO PP PP TPPPPP -55-

Sekil 14: Elde Edilen cDNA'lar %1'lik Agaroz Jelde yiiriitiilmiistiir(100V 1X TBE bufer
FT0Tc @ ) 1010 =) ISR - 56 -



KISALTMALAR

Sia: Sialik Asitler

Neu5Ac,NANA: N-asetilndraminik asit

Neu5Gc, NAGA: N-glikolilndraminik asit

KDN: Deaminondraminik Asitin (; 2-keto-3-deoksi-D-glisero-D-galaktononurosonik asit)
Ser: Serin

Thr: Theronin

Asp: asparaginin

MGATS5: Transferaz Mannosidaz Asetil Glukozamin Transferaz 5 Geni
GnT-V: N-Acetylglucosaminyl Transferase V

NRSF: Neuron-Restrictive Silencer Factor

PK: Peritoneal Karsinmatoz

EKMT: Epidermal Mezengimal Doniistim

MMR: Yanls Eslesme Tamir Sistemi

BER: Baz Cikarma Tamir Sistemi

Gi: Gastro Intestinal

KRK: Kolorektal Kanser

ST3GALL1L: ST3 Beta-Galaktosidaz A2,3- Sialiltransferaz 1
ST3GAL2: ST3 Beta-Galaktosidaz A2,3- Sialiltransferaz 2
ST6GAL1L: ST6 Beta-Galactoside Alpha-2,6-Sialyltransferase 1
ST6GALZ2: ST6 Beta-Galactoside Alpha-2,6-Sialyltransferase 2

Vi



TESEKKURLER

Calismalarimiz sirasinda bizlere uygun ortamu saglayip, bilimsel bilgisini aktarmanin
yani sira ilgi ve sevgisini de aktarmaktan c¢ekinmeyen Onkoloji Enstitlisii Miidiirimiiz
Prof.Dr.Nur OLGUN’a

Tez projemin planlanmasi, yiiriitilmesi ve yazim asamasinda bilimsel goriislerini
esirgemeyip, egitim siremde dogruyu Ogrenmem ig¢in bana degerli vaktini ayiran
Prof.Dr.Ilhan OZTOP’a.

Tezimin en basindan sonuna kadar her tiirlii destegi veren ve bu donemdeki her
sorunuma sabirla beni dinleyip, ¢6zliim yollar1 bulmamda c¢ok biiyiikk destek olan
Prof.Dr.Yasemin BASKIN’a,

Tezimin istatistiksel analizlerinin yapilmasindaki degerli katkilarmin yani sira her
zaman danisabilecegim ve her sikintimda yanimda olan Prof.Dr.Hiilya ELLIDOKUZ’a,

Calismanin en basindan beri bana destek veren ve her tiirlii bilimsel yardimi
esirgemeyen Prof.Dr. Mehmet FUZUN’e, Prof.Dr. Selman SOKMEN’e, ProfDr. Cem
TERZI’ye ve Do¢.Dr.Emre CANDAya,

Olgularin se¢imi sirasinda kisisel arsivlerini acip olgu Orneklerinin alinmasinda
gosterdigi yardimlarindan dolay1 Prof.Dr.Ozgiil SAGOL ve Dog.Dr.Sadiye Mehtat UNLU’ye,

Calismalarimda ve egitimimde, gosterdikleri yakin ilgi ve destekleri i¢in Temel
Onkoloji ABD 6gretim iiyelerine,

Tezim sirasinda benden dnce ayni1 basamaklardan ge¢mis, hem bir arkadas hem de bir
destek olarak Phd.Gizem CALIBASI’na

Her tiirlii sorumda bilgilerini ve tecriibelerini paylagsmaktan ¢ekinmeyen Onkoloji
Enstitiisii Idari Personeline,
Yiiksek Lisans Egitim siiremde bana idari olarak her olanagi sunan Suzan GOCEREN’e
Tiim ¢aligmalarim ve sikintilarim boyunca her sekilde yanimda olduklarini hissettiren
Aileme ve arkadaslarima

Tesekkiirlerimi bir borg biliyorum

Sezen KORKUT

Vil



KOLOREKTAL KANSERLERDE METASTATIK FENOTIPIN
GOSTERGESI OLARAK SIALILTRANSFERAZILIARIN ROLU VE
KLINIKOPATOLOJIK OZELLIKLERI

Sezen KORKUT
Onkoloji Enstitiisti
sezen.korkut@deu.edu.tr

OZET

Amag: Calismamizda, hiicrenin biyolojik kimliklenmesinin 6nemli molekiillerinden biri olan
ve hiicre yiizeyinde bulunan sialik asitlerin metabolizmasimni yoneten sialil transferazlarin
kolon ve rektum kanserli olgularda metastatik fenotipin belirlenmesindeki rolii ve metastaz
hedefi organin se¢ilmesindeki fonksiyonunun belirlenmesi amaglanmaistir.

Yéntem: Calismamizda; 2004-2014 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universite Hastanesi’nde
kolon ve rektum kanseri tanilar1 ile ameliyat edilmis, peritoneal karsinomatoz ve/veya
karaciger metastazi bulunan olgular degerlendirildi, olgularin parafine gomiilii patolojik doku
orneklerinin RNA izolasyonu yapildiktan sonra sialil transferaz ekspresyonu Multipleks PCR
Array yontemi ile belirlendi ve RT-PCR yontemi ile dogrulandi.

Bulgular: Karsilastirmali analizlerde ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GAL2‘gen
ekspresyonlar1 peritoneal karsinomatozda artmis olarak bulunurken, ayni enzimler karaciger
metastazinda azalmistir. Primer tiimorde normal mukoza ile karsilastirildiginda ST6GAL]I,
ST3GAL1 ve ST3GAL2 ekspresyon seviyeleri artmustir (fold change 1.65; p=0.038 Mann
Whitney U Test). PK metastazlarinda normal mukozaya gore (fold changel.87; p=0.028)
ST3G2 ekspresyon artis1 istatistiksel olarak anlamhidir. Hastanin primer tiimoriiyle
karsilagtirildiginda ST6GALI1 artis1 (fold change 12.48; p=0.016) istatistiksel olarak
anlamlidir. Olgularin karaciger ve peritonel metastazlar1 karsilastirildiginda, peritonel
karsinomatozada karaciger metastazina gore ST3GAL1 (fold change 12,53; p=0.029),
ST6GAL1 (fold change 4.52; p=0.029) istatistiksel olarak anlamli sekilde artmustir.
ST3GAL2 (p=0.057) artis1 i¢in ornek azlig1 nedeniyle sinirda anlamlilik bulunmaktadir.
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Sonug: Kolorektal kanserlerde peritoneal metastazda ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve
ST6GAL?2 ekspresyon seviyeleri artig gosterir. Kolorektal kanserlerin karaciger metastazinda
ST3GALIL, ST3GAL2 ve ST6GALLI ekspresyon seviyeleri azalir.

Anahtar Sozciikler: Kolorektal kanser, peritoneal karsinomatoza metastazi, karaciger
metastazi, Sialik asit, sialil transferaz, ST3GAL1l, ST3GAL2, ST6GAL1, ST6GALZ2,
glikobiyoloji



THE ROLE OF SIALYL TRANSFERASES AS INDICATOR OF METASTATIC
PHENOTYPE AND CLINICOPATHOLOGIC PROPERTIES IN COLORECTAL CANCER

Objective: In our study we aimed to evaluate the role of sialyl transferases which are
important molecules to maintain of sialic acid metabolism, in the determination of metastatic
phenotype and determination of the function of selecting the metastasis target organ.

Method: In this study, the expression of sialyl transferases was analyzed with multiplex PCR
array methods in paraffine embedded pathological tissue samples of 26 colon and rectal
cancer patients with peritoneal carcinomatosis and/or liver metastases and who had undergone
surgery in Dokuz Eylul University Hospital between 2004 and 2014 years.

Results: In comparative analysis the expression levels of ST3GAL1L, ST3GAL2, ST6GAL1
and ST6GAL2 enzymes were upregulated at peritoneal carcinomatosis while those were down
regulated at liver metastases. Compared with normal mucosa the expression levels of
ST6GAL1L, ST3GALL and ST3GAL?2 leves were upregulated in primary tumor (fold change
1.65; p=0.038 Mann Whitney U Test), and ST3GAL2 level was upregulated in peritoneal
carcinomatosis (fold changel.87; p=0.028). While peritoneal carcinomatosis and liver
metastases were compared, the expression levels of ST6GAL1 (fold change 4.52; p=0.029)
and ST3GALL1 ( fold change 12,53; p=0.029) were upregulated in peritoneal carcinomatosis
statistically significant, but the increase of ST3GAL2 (p=0.057) upregulation was not
statistically significant due to limited number of cases.

Conclusion: ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GALL and ST6GALZ2 expression levels increase in
peritoneal metastases in colorectal cancers. Expression levels of ST3GAL1, ST3GAL2 and
ST6GALL1 are reduced in liver metastasis of colorectal cancers

Key words: Colorectal Cancer, Peritoneal Carcinomatosis, liver metastasis, sialic acid, sialyl
transferase, ST6GALL, ST6GAL2, ST3GAL1, ST3GALZ2, glycobiology.



1.1 Problemin Tanimi Ve Onemi

Kanser yasam boyunca her dort kadindan birini ve her {i¢ erkekten birini etkileyen
diinya genelinde bir problemdir[1]. Giinlimiizde kanser diinyadaki sekiz 6liimden birinin
sebebidir. Global kanser oran1 yirminci ylizyilin son otuz yilinda ikiye katlanmistir ve 2030
yiliyla birlikte {i¢ katina ¢ikarak yirmi milyon ii¢ yiiz bin insanin kanser tanisi alacagi ve on
ti¢ milyon iki yiiz bininin bu hastalik sebebiyle Olecegi 6n goriilmiistir[2]. Kolorektal
kanserler (KRK) kanser sebepli 6liimlerin ikinci en yaygin nedeni olmasi nedeniyle basta Orta
Avrupa olmak tizere tiim Avrupa’da ciddi bir saglik riski ortaya ¢ikarmaktadir[3].

KRK hastalarmin yaklasik olarak % 20’sinde, uzak metastaz goriillmektedir[4]. KRK,
genellikle hematojenik ve lenfatik yolla yayildig1 i¢in metastaz yerleri ¢ogunlukla, bolgesel
lenf nodlari, karaciger, akciger ve peritondur. Intestinal vendéz drenajin portal sistem ile
baglantis1 nedeniyle hematolojik olarak ilk yayilim yeri karaciger daha sonra akciger, kemik
ve beyin gibi diger organlardir[5].

Kanser iligkili 6limlerin yaklasik olarak % 90’nindan sorumlu olan metastaz kanser
patogenezinin en az bilinen unsurlarmdan biridir[6]. Hastalarm temel 6liim nedeni metastazla
birlikte tiimor progresyonudur. Timor metastazinda hiicreler, prekursér lezyonlardan
histopatolojik olarak 6zellikte invaziv ve metastatik hastalik meydana getirirler ve bu siiregte
epiteliyal mezensimal doniisiim (EMT) 6nemli bir yer teskil eder[7].

Biyolojik seviyede metastazi anlayabilmek i¢in “invazyon-metastaz kaskadi” ni1 da
kapsayan birbirinden farkli bir seri adimi incelemek biiyiik bir avantaj saglayabilir[8, 9]. Bu
metastatik kaskad kavramsal olarak diizenlenip basit¢e anlatilmak istenirse iki temel basmaga

indirgenebilir:

I. Kanser hiicresinin primer tiimoérden fiziksel olarak translokasyonu ve farkli bir
dokunun mikrogevresine yerlesmesi

ii. Kolonizasyon[10].

Bu ana hatlar temel alindiginda erken donem teshis edilen hastalarda dahil olmak tizere
var olan kanser hiicrelerinin EMT’ye girdiklerinde  bulunduklar1  bdlgeden

translokasyonlarinin nasil gergeklestigi, fiziksel ayrilmayi nasil sagladiklari, yeni mikro-
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cevrenin belirlenmesinin 6n kosullarinin neler oldugu, basarili kolonizasyonun nasil
saglanabildigi gibi sorulara yanit bulunmasi prognostik, prediktif ve terapotik
biyobelirteglerin agiga ¢ikarilmasi ile yeni terapotik hedeflere ulasilmasini saglama agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir.

Saglikli hiicrenin kanser hiicresine doniisiirken gecirdigi degisimlerden biri de hiicre
yiizeyinde bulunan proteinlerin glikozilasyon seviyelerindeki degisimdir[11]. Memeli
hiicrelerinin yiizeylerinde sunulan oligosakkarit yapilar yiiksek 6zgiilliikte tanima olaylarmin
icinde yer alirlar. Bu oligosakkarit yapilar genellikle sialik asitle sonlanirlar[12]. Farklilagmis
glikozilasyon kanser hiicrelerinin karakteristik bir 6zelligidir. Sialik asitler primer olarak
hiicrenin dis membranina yerlesen glikolipid ve glikoproteinlerin indirgenmemis ucunda
bulunurlar. Bu yerlesim diger hiicrelere ve dissal sinyal molekiillerine kolaylikla erisebilmeyi
ve cevresel degisimlerle karsilasildiginda ¢abuk cevap verebilmelerini saglar. 1960’larin
sonlarinda kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan sialik asitlerin hiicre ylizeyini negatif
yiikleyerek elektroforetik mobilizasyon sagladig cesitli calismalarla gosterilmistir. Ozellikle
degismis sialilasyon invazivlik ve metastazi da igeren malign Ozelliklerle yakindan
iligkilidir[13, 14].

Kolorektal kanser biyolojisini daha iyi anlamak i¢in tiimor karakterizasyonunun ve
metastazda ortaya ¢ikan oOzelliklerinin erken belirlenmesi biiyilk onem tasimaktadir.
Kolorektal kanseri anlamak i¢in genomik ve proteomik deneyler oldukca fazla yapilmakta ve
bu deneylerin sonuglarindan oldukga yiiksek miktarda veri alinmaktadir. Fakat su ana kadar
klinik kullanilabilir ve dogrulanmis biyobelirtegler yeterli seviyede degildir[15].

Genomik ve proteomik ¢aligmalara ek olarak yeni gelistirilen alan olarak glikomik

kanser arastirmalarinda dnem kazanmaktadir[16].
1.2  Arastirmanin Amaci

Bu galismada 2004- 2014 yillar1 arasnda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’nda primer kolorektal tiimor tanisi almis ve karaciger ya da peritoneal
metastaz gostermis olgulardan, olgunun patoloji arsiv materyali yeterli olan 26 olgu ¢alismaya
alimmigtir. Olgularin sialilasyon seviyeleri bilgileri ile histopatolojik ozellikleri, metastaz

bolgeleri ve klinik bilgileri arasindaki olasi iliskiler tanimlanmaya calisilmistir.



1.3  Arastirmamin Hipotezi

Bu ¢alismanin hipotezi:
“Kolorektal Kanserlerde sialilasyon seviyeleri ve sekilleri kanser hiicresinin metastatik

davranisini etkiler”



2 GENEL BiLGILER

Kolorektal kanserler normal kolon epitelinde adenomdan karsinoma dogru ilerleyen
doniisimlerin sebebi olan genetik ve epigenetik mutasyonlarin progresif birikimi sonucu
gelisir(25) .

Glinlimiizde kolorektal kanser gelisim siirecinde tanimlanan en 6nemli degisim, g¢esitli
mutasyonlarin yol a¢tig1 kromozomal instabilitedir. Onkogenlerin aktivasyonu veya timor
supressor genlerin inaktivasyonu ile baslayan bu durum adenom-karsinom gelisimiyle
tanimlanir.

Ik genetik olay kolon adenomlarmin % 80’inde bulunan adenomatdz polipozis koli
(APC) gen mutasyonudur. Yine adenom-karsinom doniisiimiiniin baglangi¢ doneminde erken
adenomdan ge¢ adenoma doniisiimde Kristen rat sarkoma viral onkogen homologu (K-ras)
onkogeni mutasyonu rol oynar. Kromozom 18q iizerinde bulunan SMAD2 ve SMAD4 bolge
mutasyonlar1 ve kromozom 17p tizerinde bulunan tiimér protein p53 geni(TP53) mutasyonlari

ge¢ adenomdan karsinoma doniisiime yol agmaktadir[17, 18]
2.1  Kolorektal Kanserlerin Epidemiyolojisi Ve Insidans:

KRK, prostat ve akciger kanserlerinden sonra erkeklerde en sik rastlanan ii¢lincii kanser
ve meme kanserinden sonra kadmlarda en ¢ok goriilen ikinci kanserdir. Ayrica kadin ve
erkeklerde diinya genelinde Oliimlerin tgiincii sebebidir. Kanserle ilgili 6limler birlikte
degerlendirildiginde her iki cinsiyetti kapsayan en yaygin ikinci 6liim sebebidir. KRK kanser
iliskili 6liimlerin yaklasik olarak % 10’nunu temsil etmektedir. KRK insidansi giiniimiizde
45-50 yasa dismiistiir. Progresyonu kadinlara gore erkeklerde yasla birlikte artmaktadir.
Amerika Birlesik Devletlerinde 2009 yilinda yetmis bin iki yiiz yirmi {i¢ii erkek, atmus alt1 bin
dort yiiz doksan dordii kadin olmak iizere yiiz otuz alt1 bin yedi yiiz on yedi kisi ve 2013
yilinda yiiz kirk iki bin sekiz yliz yirmi yetiskine KRK teshisi konmustur. Rakamsal verilerle
Amerika ‘da her yil en az yiiz iki bin dort yiiz seksen kolon kanseri ve kirk bin ii¢ yiiz kirk
rektal kanser teshis edilmektedir (19). 2009 yilinda Amerika’da yirmi alt1 bin sekiz yiiz alt1
erkek yirmi bes bin kirk iki kadin olmak iizere elli bir bin sekiz yliz kirk sekiz kisi KRK
sebebiyle dlmiistiir. 2013 yilinda bu rakamlar yirmi alt1 bin {i¢ yiiz erkek ve yirmi dort bin bes
yliz otuz kadinla toplam olarak elli bin sekiz yiiz otuz olarak tespit edilmistir[19].



Tablo 1: Diinya Uzerinde Yasa Bagli(ASR) KRK Insidansi[20]

Male Female

ASR ASR ASR ASR
Population Incidence  incidence Mortality  mortality Incidence  incidence Mortality  mortality
World 746298 20.6 373639 10 614304 143 320294 69
More developed regions 398 903 363 175397 14.68 337964 23.56 157768 9.3
Less developed regions 347395 13.65 198242 777 276340 .84 162526 5.61
WHO AFRO 15505 6.84 11315 5.01 15037 5.66 11029 421
WHO AMRO 125079 223 57095 9.8 120564 17.57 55097 7.38
WHO EMRO 18 105 827 11768 535 14 664 6.56 9523 4.34
WHO EURO 254769 35.65 120387 15.72 216471 225 107 888 9.7
WHO SEARO 68235 89 48093 6.3 51990 6.29 36823 443
WHO WPRO 264479 223 124920 10.14 195479 14.62 99888 6.77
United States of 69045 286 28740 11 65304 22 26519 7.7

America

China 146528 16.9 79074 9 106 899 116 60342 6.1
India 36917 72 27814 54 27415 51 20789 38
European union 193426 395 82959 15.7 151920 244 69087 9

KRK ayrica Avrupa’da da tiim kanser tipleri arasnda hem kadinlarda hem de
erkeklerde 6liim sebeplerinin ikincisidir. 2012 yilinda dort yiiz kirk yedi bin yeni KRK olgusu

ve iki yiiz on bes bin 6liim hesaplanmistir[3].

Diinya’da Dogu Avrupa, Asya, Afrika ve Giiney Amerika’da diisiik olan KRK oranlari,
ozellikle endiistrilesmis tilkelerde artmaktadir. 2008 yilinda Avustralya, Yeni Zellanda,
Avrupa ve Kuzey Amerika’da en yiiksek insidans goriilmiis ve erkeklerde kadinlardan daha

yiiksek oranda KRK diagnozu belirlenmistir(tablo:1)[21]

Mortalite kismi olarak bu cografik insidansi takip etmistir[3]. Cek ve Japon kadmlarin
belirlenen oran ilging sekilde ABD, Kanada ve Avustralya gibi oranlarin azaldigi ya da
duragan hale geldigi gézlenen bolge insidansina oranla insidans pik smir1 gegilmistir[22, 23].
Bu istenmeyen egilim beslenme seklinin degismesi, obezite ve sigara tiryakiligi gibi
etmenlerin birlikteliginin yansimasidir[23, 24]. ABD 1975-2006 doneminde hem kadin hem
de erkeklerde KRK insidansinin anlamli derecede azaldig: tek iilke olmasinda erken taninin
etkisi ve KRK taramasiyla prekanserdz lezyonlarin eksizyonu faydali olmustur[22]. Bununla
birlikte KRK mortalite oranlar1 erken tan1 ve gelismis tedaviler sayesinde azalirken, Dogu
Avrupa, Giiney ve Merkez Amerika’nin bir boliimiinde kisith saglik arastirmalar1 ve diistik

ekonomik kaynaklarla artmaya devam etmektedir[25].



2.2 Kolorektal Kanser iliskili Gen Degisimleri

Cevresel risk etmenlerinde ve yasam seklini tanimlamada erisilen az miktarda
ilerlemeye ragmen sporadik KRK’larda ortaya ¢ikan degisimleri somatik olarak sunan
konstelasyonla birlikte KRK’ya yatkinligin altinda ki kalitimsal 6zel gen bozulmalarinin
tanimlanmasinda anlamli derecede ilerleme kaydedilmistir. KRK’ya sebep olan genetik
bozuklular1 iki tip genin, yani onkogenlerin dnciililk eden degisimleri ya da artan islevlerinde
ki degisimler ve timor siipresor(TSG) genlerin islevlerinde ki kayip, Onciiliigiiyle
degisimlerdir (tablo2). Klonal se¢ilim olarak adlandirilan bu siireg, temel evrimsel segilim
stireci, belirli kanser hiicrelerinde ki bozulmalarin gruplasmasiyla sekillenir. Onkogenik
varyantlarda hiicresel genlerin doniisiimii 6zgiil nokta mutasyonlar1 veya gen ekspresyonunda
ki diizenlenmeleri bozan amplifikasyonlarla sonuglanabilir(sekil 1). TSG’In sessizlestirilme
mutasyonlari, genin tamamen kaybi1 veya epigenetik degisimler gen ekspresyonunda
degisimlere yol agabilir. Diger tiir kanserlerde de KRK’da ki gibi TSG bozulmalarmnin
biiyiikliigiiniin cogunlugu somatiktir[26, 27].

Normal mukozada dogal olarak meydana gelen ve normal fonksiyonlu onkogenler
(proto-onkogen veya yaban tip onkogen olarak da adlandirilir) arasinda dengeyle sonuglanan
sabit proliferasyon orami vardir. Sabit proliferasyon orani genlerin fonksiyonel DNA
sekanslart DNA’da sessizlestirici ya da ¢ogaltict adi verilen bolgelere baglanan yiizey
reseptorlerinden akis asagi sinyal proteinleri ve metilasyonla degistirilerek diizenlenir boylece

transkripsiyonel seviyede de diizenlenmis olur[28].

Proliferasyon ¢alismalari, hizli donilisim ve muazzam sayida gerceklesen mitozlar
sonucu kolonda her giin ondan bine kadar degisen sayida mutasyon meydana geldigini ortaya
koymustur[29]. Yanlis eslesme tamir sistemi (MMR), baz ¢ikarma tamir sistemi (BER),
niikleotid ¢ikarma onarim sistemi ve ¢ift iplik kiriklar1 onarim sistemi gibi etkili genomik
tamir sistemleri eslesme hatalarin1 ve mutasyonlar1 bulmak ig¢in genomu tarar[30]. Sadece

BER kolonda giinde on binden fazla onarim gerceklestirir[31].

Eger hasar ¢ok biiyiik veya yaygmsa hiicre mitokondiriyal fonksiyonlarin kapatildig:
karmasik sinyal yolagiyla apoptoza yonlendirilir[31].

DNA onarmm sistemi replikasyon hatasi taniladigi zaman hiicre onarimi yapmak i¢in
zamana ihtiya¢ duyar ve hiicre dongiisii beklemeye alinir. G1 onarma fazi p53 TSG’lerinin en
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onemlisi oldugu, TSG’ler ile uzatilir[32, 33]. Yine de genomik tamir sistemi kusursuz degildir

ve zamanla kontrol sisteminde de mutasyonlar gelisir.

TP53 (50%)
CIN PI3K (20%)
=D TGFBR2 (15%)
o | (85%) i Lo KRAS140%) PTEN(9%) (o
W (S
= 18q LOH (70%) pec  (>50%)
G]
. cIMP TGFBR2 (30%)
’ 1“2: E=»  CTNNB1(2%) (50%) PI3K (20%)
(15%) L PTEN (30%)
BRAF (10%)
Normal Aberrant Earl Late Invasive
—> y =>
mucosa crypt focus adenoma adenoma cancer
=
- [ ier1 | EGFR (25-75%) TGF-B (30%)
gg = ) COX-2 (~70%) VEGF (~60%)
£
O W ﬂ T(‘)
_
| OBESITY, HYPERINSULINEMIA | ROS,NO, cytokines (IL-6, TNF.etc) | ESTROGEN
RECEPTOR-B
'
(%2
£ g
g g COLON CANCER
STEM CELLS (?) [ CHRONIC BOWEL INFLAMMATION
-/

Sekil 1: Gen ve biiyiime faktirleriyle etkilegsen koloerektal karsinogenez

https://www.spandidos-publications.com/10.3892/ijo.2013.2041

2.2.1 Adenoma-Karsinoma Diizeni

Benign Gi(gastrointestinal) tiimdrler degisken bir gruptur gevreledigi mukozanin

iistiinde bolgesel lezyonlarm gériiniimleri genellikle polip olarak isimlendirilir. Insanda,

kolorektal polipler, 6zellikle 5 mm’den kiigiik polipler, hiperplastiktir[34]. Birgcok veri

hiperplastik poliplerin KRK’nin asil dnciisii olmadigini isaret etmesinin aksine adenomatoz

polipler veya adenoma biiyiik ihtimalle 6nemli 6nciil lezyonlardir[34]. Adenomalar glandiiler

epitelden olusur, displastik morfolojiyle nitelendirilir ve lezyonlarda epitel hiicrelerinin
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Tablo 2: Kolorektal Kanserlerde Meydana Gelen Onkogen ve Tiimor Siipresor Gen Degisimleri

EN MUTASYON TiPi BELIiRLENMIS DEGISiM SIKLIGI
ONKOGENLER %

NOKTA MUTASYON (KODON12, 13,
KRAS 61) % 40(KODON 12 MUTASYONU >75)

NOKTA MUTASYONU (KODON 12, %5

<%
RAS 13,61)
KINAZ AKTIVITESINI
. ETKINLESTIREN NOKTA % 15-20
iK3CA
MUTASYONU
KINAZ AKTIVITESINI . -
. . % 5-10 (CIMP POZITIF
ETKINLESTIREN NOKTA r 4
RAF KRK ILISKILI)
MUTASYONU

GEN AMPLIFIKASYONU % 5-15
GFR

GEN AMPLIFIKASYONU % 10-15
DK8

GEN AMPLIFIKASYONU % 5-10
MYC

GEN AMPLIFIKASYONU 5%
CNE1

N UCU YAKININDA CERCEVE

KAYMASI DELESYONU VE %5<
TNNB1 . .

SABITLEYICI NOKTA MUTASYONU

GEN AMPLIFIKASYONU %5<
EU(HER2)
YB GEN AMPLIFIKASYONU %5<
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TUMOR SUPRESOR GENLER

%

53 NOKTA MUTASYON, ALLEL KAYBI % 60-70
CERCEVE KAYMASI, NOKTA % 60-70 (MUTASYONLARIN
oC MUTASYON, DELESYON, ALLEL COGUNLUGU ANLAMSIZ NOKTA
KAYBI MUTASYONLAR)
% 10-80 (MUTASYONLARIN
ANLAMSIZ,  YANLIS ESLESME, ]
TAMAMINA YAKINI TRUNKAT PROTEIN
BXW7 DELESYON )
OLUSUMU SEBEBI)
ANLAMSIZ, DELESYON 20%
TEN
ANLAMSIZ, YANLIS ESLESME, Lo
0
MAD4 ALLEL KAYBI
ANLAMSIZ, DELESYON, ALLEL
% 5-10
MAD?2 KAYBI
ANLAMSIZ, DELESYON 5%
MAD3
CERCEVE KAYMASI, ANLAMSIZ % 10-15 (MSI-H KRK )
GFBIIR
N CERCEVE KAYMASI, ANLAMSIZ % 5 (MSI-H VE MSS KRK ILISKILI)
CVR2 CERCEVE KAYMASI % 10 (MSI-H VE MSS KRK ILISKILI)

farklilagmasiyla degisirler. ABD’de adenomalarin prevelansi yetmis yas ile yaklasik olarak %

50 ve elli yag ile yaklagik olarak % 25 oran1 da varlik gosterir[35]. Adenomalarin

¢ikarilmadigi bireylerde KRK riski artarken, polipektomi yapilmasiyla KRK riski azalir[36].

Karsinoma odaklar1 adenomatdz poliplerde siklikla saptanir ve adenoma epitelyumunun
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rezidiiel bolgeleri KRK 6rneginde siklikla gozlenir[37]. Sendromlardan etkilenen bireylerin
adenomlara giiclii egilimleri vardir, ailesel adenomatdz polipozis (FAP) gibi, kolonlar
¢ikarilmazsa hayatlarinin ii¢lincii veya besinci dekatinda KRK gelistirmeleri kesindir[38].
Yine de kanserin adenoma gelisiminin pargalar1 sadece ve devamliligi olasilikla yillar1 agsan
siirede meydana gelmektedir. Ornegin, 1 ¢cm civarinda ki adenomalarmm on yillik periyodta
karsinoma doniisiimii yapma sansi yaklasik olarak % 10- 15 civarinda olabilir(38). Bununla
birlikte adenomalar1 olan hastalarda bu adenomlar KRK i¢in uzun zaman diliminde tehdit
edici lezyonlardir ve bazi llseratif kolitler genel populasyonla karsilastirildiginda KRK
tehdidinin on kat ya da daha fazla artmasmna sebep olabilir. Ayrica displazik ve flat

adenomatdz plaklar 6nciil lezyonlar igin 6nemli olabilir[39].

2.3  SIALIK ASIT
2.3.1 Glikokaliks ve Glikan Yapilar:

HO OH

CriH1aNO g

Sekil 2: Sialik Asit Yapust

Kaynak: http://www.sanyofine.co.jp/eng/work/sialic_acid/sialic_acid.html

Biitiin memeli hiicreleri glikolipidlerden, glikoproteinlerden, glikofosfolipid ¢apalardan
ve proteoglikanlardan olusan yogun bir glikokaliks ile kaplidir(sekil:3) [40, 41]. Genomun %
I’inden fazlas1 gelisimsel olarak diizenlenmis {iretimle iligkilidir ve doku 6zgiil

glikozilasyonu insan ve diger omurgalilarda her hiicre tipine 6zeldir.
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Sekil 3: Kolon Mikrovilliis Hiicrelerinin Glikokaliksinin Elektron Mikroskobu Ile Gériintiilenmesi

http://peir.path.uab.edu/library/picture.php?/23423

Bu hiicre yiizeyi karbonhidratlar1 hiicre adezyonu, fertilizasyon, diferensiyasyon,

gelisim ve timor metastazina katilmaktadir[42]. Glikozilasyon ¢ogunlukla olduk¢a kompleks
oligosakkaritlerin karbohidrat bolgelerinin zincirleriyle sonuglanan, hiicrenin sekresyon
makinalarinda protein ve lipitlere post translasyonel modifikasyonlar meydana getirirken
olusur ve beraberinde yapisal ¢esitliligi saglar. Bilinen protein sekanslarinin yarisindan fazlasi
potansiyel olarak glikozillenir[43]. Anormal glikozilasyon oOzellikle kanser olmak {izere
bircok hastalikla yakidan iliskilidir. Hiicre yiizey glikozilasyonundaki degisimler tiimor
hiicresinin invazyon veya metastazini indiikleyerek veya baskilayarak hiicre adezyonunu veya
hareketliligiyle karsinoma hiicrelerinin metastazinda kritik rol oynar[44, 45].

Glikozilasyon temel olarak iki biiyiik tipe ayrilir, seker zincirlerinin serin (Ser) ya da
treonin (Thr) rezidiilerinin hidroksil grubuna baglandigi O- glikozilasyon ve seker
rezidiilerinin asparaginin (Asp), konsensiis sekans olarak Asn-X-Ser/Thr (X herhangi bir
protein olabilir), amid grubunda tutundugu N-glikozilasyon [46-48].

Potansiyel N-glikozilasyon siteleri protein motifinde yer alan Asn-X- Ser/Thr
sekansinin peptid dizilerinin analizi ile belirlenebilir. Protein sekanslarmin tamami genom
tarafindan kodlanir, buna ragmen protein ¢esitliligi seker pargalar1 ya da glikan baglanmasiyla

degisik sekanslara ve yapilarla degistirilebilir[49]. Swali ve dogru seker ya da glikan
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modifikasyonu degisik doku veya hiicrede yerlesmis glikoziltransferaz ya da gilikosidaz
olarak bilinen aktivitesi olduk¢a 6zgiil ve tam olarak yerlesmis enzim aktivitesine dayanir. Bu
glikan yapilar1 sadece protein baginin dogasi ile degil ayn1 zamanda yapildig1 doku veya
hiicre ile de belirlenir. Karbohidrat yan zincirleri proteinin g¢evresi ile olan etkilesimini,
coziilebilirligini etkilemesiyle, aktivite ve biyolojik gelecegini diizenler. Glikan Ortiiniin
fonksiyonu olduk¢a genis bir spektrumda yer alir, biiylime igin kritik rollerden daha kiigiik
rollere kadar, gelisme ve hiicrenin ve organizmanin hayatta kalmasini saglama glikan yapinin
islevleri arasinda yer alir.

Glikan yapilar1 kolayca elde edilemez, ¢iinkii proteinler gibi amplifiye edilemezler.
Genellikle tek proteine bir¢ok tiiriin olduk¢a heterojenik karisimi olarak eklenirler. Lineer
molekiiller degildirler, biyolojik sistemlere baglamak i¢in varsayim yapmaksizin glikan
tirlerini 6nceden tahmin edecek evrensel bir metod yoktur. Artan deliller N-glikozilasyon
sitelerinin kesin olarak belirlemeye dayanmaktadir ¢iinkii 6zel kontrol mekanizmalar1 bolgesel
gibi goriinmektedir ve glikanlarin hepsinin katlanma prosediiriinde esit derecede Onemli
olmadiklar1 diisiiniilmektedir. Dikkate deger calismalar oligosakkaritlerin proteine tutunma
sekanslarini karakterize etmistir ve 3D yapilarmi belirlemistir. Glikanlarin i¢inde 6nemli bir

molekiil sialik asittir.[45, 50-60]

2.3.1.1 Glikozilasyon ve Kanser

Timor hiicreleri transforme olmamis eslenikleri ile karsilastirildiginda oldukca genis
aralikta glikozilasyon degisiklikleri tasirlar. Protein glikozilasyonunun artmasiyla hiicre

populasyonunun molekiiler heterojenitesi ve fonksiyonel cesitliligi de artis gosterir(sekil

4)[61].

-15 -



PN S R R PR RN ,l
..Av“—'j” By 048
K -‘”(e; e.“t'”.‘m
GLIKANLAR L
..10: :nf(”:"i_
oten panai L | quikororoTiDiL
..:.n:. o) "y INOSITOL CAPALAR
alaed
ORI H.“g \ :u:,:";u‘u
o 08 P, M,
W, . R ¢-C
M iu'n. GLIKOSFING -
o, :' i fu 00 :;
fafanRAnAAtAn @@n@gﬂ AN
YULAUULYULL ALY GGy st DI R

GatAs

GaehAc

§

(Y
g

40 Peirome

FEER

Sekil 4Hiicre Yiizey Glikanlarimin Modifiyesi

Kaynak:https://www.researchgate.net/publication/269407660_Glycosylation_changes_leading_to_the_increase_in_size_on_the_co

mmon_core_of_N-glycans_required_enzymes_and_related_cancer-associated_proteins

“Hakomori” ve “Kannagi” tarafindan tiimér iligkili glikan sentezinin degisimlerinde iki

stirecin yer aldig1 ortaya konmustur. Bunlar; tamamlanmamis sentez ve yeniden sentezlenme

stiregleri[61].

Tamamlanmamis sentez siireci kanserin ilk asamalarinda meydana gelen trunkat

yapilarin olustugu siirectir. Yeniden sentezlenme siiregleri ise daha ileri asamada ki

kanserlerde goriilmektedir.
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2.3.1.2 Sialilasyon

Fructose-6-~P

ot 1 fmn protein backbone B n-acetylglucosamine
Mannose — Mannose-6-P © nannose
CDG-Ta @ dolichol phosphate ®: ot iicoms
Mannose-1-P (® phosphate A fucose
GDP-@ @ ribosome O galactose
@ sialic acid
Cytoplasm g Lysosome

trans-Golgi
network

Sekil 5: N-Bagli Oligosakkaritlerin Sentezi

Kaynak: http://www.intechopen.com/books/genetic-disorders/genetic-diseases-associated-with-protein-glycosylation-disorders-in-mammals

Sialilasyon seliiler glikozilasyonun 6nemli bir modifikasyonudur(sekil 5). Sialillenmis
karbohidratlar hiicresel tanima, hiicre adezyonu ve hiicre sinyallerinde énemli role sahiptir.

Artan sialilasyon ve degisen glikoziltransferaz ekspresyonu kanserle yakindan iligkilidir[20].

2.3.1.2.1 Fukozilasyon;

Fukozilasyon bozukluklar1 genellikle terminal fukozilasyonun uzatilamamasindan
kaynaklanir. Le* ve Le* , o fetoprotein, meme kanserinde EGFR(epiteliyel biiyiime faktor

reseptorii) fukozilasyonu buna 6rnek olarak verilebilir[62].
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2.3.1.2.2 Dallanmis ve agis1 degismis GlcNac N-glikanlar

Malign transformasyon sirasinda 1,6 dallanmis N-baglh glikanlarin ekspresyonunda
artig goriliir. GnT-V(N-acetylglucosaminyltransferase V) aktivitesinde artis mevcuttur. Bu
transferaz mannosidaz asetil glukozamin transferaz 5 geni (MGATS) tarafindan kodlanir.
MGATS ekspresyonu RAS-RAF-MAPK sinyal yolagiyla diizenlenir. Bu yolak malignitede
aktiflesir. GnT-V WNT sinyal yolagiyla kolon kanser hiicrelerinin glikozilasyon seviyelerinin

diizenlenmesinde de etkilidir(sekil:6)[62, 63].

Mgati Mgat2 Mgatd Mgatd
|‘ ‘l' \ ,|

\
]
o B, L
a6 30

Sekil 6:Mgat5 Gen Uriinleri

vor

UDP-GIcNAc

Kaynak:http://www.jbc.org/content/288/30/21850.full.pdf
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2.3.1.2.3 Trunkat O-glikanlar
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Sekil 7TKanser Hiicresinde Trunkat Sentezlenme

Kaynak: http://www.biosciencetechnology.com/sites/biosciencetechnology.com/files/legacyimages/bt1309copenhagen.jpg

Musin tip O-glikanlar transmembran ve sekresyon glikoproteinlerinde siklikla
bulunurlar. Disakkarit Thomsen-Friedenreich Antijeni (T antijeni, ayrica core 1 olarak da
bilinir), monosakkarit GalNAc(Tn) ve sialil formlarnin anormal olarak ekspresyonlari;

trunkat veya kisalmis, tamamlanmamis sentezleri malignensi de goriiliir(sekil 7)[64].
2.3.1.3 Tiimér Hiicre-Hiicre Adezyonunda Glikozilasyon

Epiteliyel kaderin (E-Kaderin) transmembran glikoproteini ve kanserde temel hiicre-
hiicre adezyon molekiiliidiir. Glikanlar E-kaderin fonksiyonlarin1 etkileyerek tiimor hiicre

hiicre adezyonunu dogrudan etkilerler[65, 66].
Epiteliyel selektin (E- selektinler) kanser metastazinda vaskiiler hiicrelerle etkilesime

gecerek kanser invazyonunu baglatmada aracilik ederler[66].
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2.3.1.4 . Hiicre Matriks Etkilesimleri ve Sinyallerinde Glikozilasyon

Heparan siilfat zincirlerinin proteoglakanlara kovalent olarak baglandigi, HER., EGFR,
MET (HGFR) ve TGFp gibi proetinlerin islevselligini modifiye ettigi baz1 kanser tiplerinde
bilinmektedir[67]

Diger bir 6nemli membran reseptoriic de CD44’diir. CD44 bozukluklar1 kanser
hiicresinin proliferasyonu, diferansiyasyonu, migrasyonu ve sinyallenmesi ile yakindan

iliskilidir[68, 69].

2.3.1.5 Kanser Metabolizmast ve Sinyallenmesinde Glikozilasyon Degisiklikleri

Hiicre yiizey glikoproteinleri farkli sayida N-glikan sitelerine sahiptir. N-glikan sayilari
her bir glikoproteinin protein sekanslari ile belirlenir. N-glikan yapi tipleri golgi N-glikan
siireci ve seker niikleotit havuzunda ki metabolit icerigi ile belirlenir[70]. EGFR, IGF
reseptorii (IGFR), fibroblast biiyiime faktdrii (FGFR) ve platelet kaynakh biiyiime faktorii
(PDGFR) gibi hiicre biiylimesini, proliferasyonunu ve onkogenezi uyaran reseptorler her yliz
aminoasit i¢in fazla miktarda N-glikan bélgelerine sahiptir ve hepsinde uzun hiicre dist
domainler vardir. Aksine TGFB reseptor 1 (TGFB1) ve TGFB2 gibi hiicre biiyiimesini

durduran reseptorler az sayida N-glikan sitesine sahiptir[70].

2.3.2 Sialik Asit

Sialik asitler (Sia) N-asetilndraminik asit (NeuSAc,NANA), N-glikolilnéraminik asit
(Neu5Ge, NAGA) ve deaminondraminik asitin (KDN; 2-keto-3-deoksi-D-glisero-D-
galaktononurosonik asit) tiirevlerini kapsayan yaklasik olarak kirk dogal aileye verilen
isimdir(sekil:8). Modifikasyonlar1 asetilasyon, siilfatlama, metilasyon, laktilasilasyon ve

laktonizasyonlanmalaridir.
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Sialik asitin tiim omurgalilarin tiim tiirlerinde ve bazi omurgasizlarda bulundugu
bilinmektedir. NANA bir 6rnegi de kolominik asit olarak bilinen sialik asitin homopolimerleri
olarak E. coli ve diger bazi bakteri streinlerinde bulunmaktadir[71].

Cogu memeli dokularinda birden fazla gesit sialik asit barmndirir. Insanoglu bunun bir
istisnas1 olarak sadece tek gesit sialik asit tipine, NANA, sahiptir[72]. HelLa hiicre hattinda
NAGA’nin izlerinin bulunmasi hiicrelerin biyiidiigii fetal kalf serumdan absorbsiyonunun
sonucu olabilegi ¢ikarimina ulagilmasini saglamistir[73].

Saglikli insan iirininden izole edilen sialik asitler primer olarak zayif asit hidrolizlerinde
NANA’y1 gostermistir, fakat ikinci olarak kiigiik bir miktar NAGA ve ayni oranda N-asetil-4-
O-asetilndrominik asitinde varligmi ortaya koymustur[74]. “Cabezas” ve “Ramos”un 1972’de
ki aym1 grup bildirimleri hem NANA hem de N,O-diasetindraminik asitin insan safra
musininde bulundugunu ortaya koymustur. Bu da insan sialik asit tiplerinin hala tartigmaya
acik oldugunu gostermistir.

NANA 9 karbonlu seker asididir. Genellikle alt1 karbonlu halka konfigiirasyonunda
bulunur,C; ‘ye karbonil grubu katilmasiyla ve Ce’ya hidroksil grubun hemiketal katilmasiyla
sekillenir. Karboksil grubu pozisyon 1’e, asetillenmis amino grubu Cs ‘e tutunur. C7, Cg, Co
‘nun Ui¢ karbon zincirini igerir. Clinkii bu ii¢ karbonun her biri hidroksillenmistir. Bu parcalar
genellikle gliserol yan zincir olarak isimlendirilir.

Sialik asitin yapisal ¢esitliligi biyolojik fonksiyonlarinin yansimasidir[75-78]. Hidrofilik
karakteri ve boyutuyla birlikte negatif sarjli olmas1 bu sekerin ¢evresine fizikokimyasal etki
yapmasina sebep olur[79]. Hiicreler ve molekiiller arasi tanima siirecinde sialik asitin rolii
vardir. Sialik asit sayesinde immiin sistem kendi hiicrelerini ve kendinden olmayan hiicreleri
ayirabilmektedir(sekil 15)[80]. Hiicre yiizeyinde sunulan sialik asitlerinin spesifik tanimasini
yaptig1 bilinen molekiillerden biri lektinlerdir. Lektinler bitkilerden elde edilir. Bilindigi
kadariyla bitkiler sialik asit igermemektedir. Bu lektinleri tasima sebeplerinin savunma amagli
oldugunu diisiindiirmektedir. Bilinen diger sialik asit tanima molekiilleri siglekler ve
selektinlerdir. Bu molekiiller sialik asitlerin memelilerde ki es molekiil ¢iftleridir.

Selektinler, CD22, CD33, miyelin iliskili glikoprotein (MAG) ve sivan hiicre miyelin
proteini(SMP) gibi sialoadezin (Sn) ailesi iiyesidirler.

Selektinler ve siglek molekiilleri seker baglamadan sorumlu bazi domainleri igerirler.

Selektinler hiicre yuvarlanmasi olarak adlandirilan 16kositlerin endotele adezyonunun
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baslangi¢ agsamasida onemli bir rol oynar. Endoteliyal hiicre ylizeyinde yer alirlar ve 16kosit
yapisi ustiinde ki sialil Lewis™ (Le*) ve sialil Lewis® ‘y1(Le®) tanirlar. Bu molekiiller timor
hiicreleri tizeride de sunulurlar, bu sebeple selektinlerin tiimor metastazi ile iliskili olabilecegi
de diistiniilmektedir.

Diger bir 6nemli 6zellikleri de hiicreleri ve molekiilleri maskelemeleridir. Eritrositlerin
omrii yaklagik olarak yiiz yirmi giindiir. Bu siiregte yiizeylerindeki sialik asitler serum
sialidazlar1 tarafindan ayristirilir boylece spontan hidrolizleri gerceklesir. Altlarinda kalan
galaktoz rezidiileri makrofaj ve fagositlerin baglanma sinyalini sunar[81].

Bu duruma benzer bir olguda tiimorlerin asir1 sialillenmesidir. Bu ylizden transforme
hiicreler immiin sistem i¢in gdriinmez olmay1 basarirlar. Bu belki de kanser hiicrelerinin

kontakt inhibisyonunu kaybetmesinin de bir sebebi olabilir[82].
2.3.2.1 Sialik Asit Metabolizmasi

Sialik asit sentezi ve degredasyonu hiicrenin farkli kompartmanlarina dagilmistir. Seker
sitoplazmada N-asetilmannozamin-6-fosfat ve fosfoenolpiruvattan sentezlenir. Reaksiyon
tiriinlerinin defosforilasyonundan sonra, Neu5Ac-9-fosfat, CMP-Neu5Ac sentaz vasitasiyla
sitidin tri fosfattan (CTP) sitidin mono fosfat (CMP) rezidiisiine transferiyle niikleusta
etkinlesir. Bu seker niikleotidi sialik asit ve diger bilesik arasinda - baginin dogal olarak
olusmasidir, ¢iinkii glikokonjugatlar daima o bagi yapar. CMP-Neu5Ac Golgi veya
Endoplazmik Retikulum’a transfer olur.[78-88]. Aktive edilmis sialik asitler uygun akseptor
molekiile sialil transferazlar tarafindan transfer edilir. Baglanan sialik asit O-asetilasyon ve ya
O-metilasyonla olgun glikokonjugat hiicre yiizeyine transfer edilmeden Once modifiye
edilebilir. Sadece N-asetil gruplarin hidroksilasyonu glikokonjugatin {istiine transfer
gerceklesmeden Once sitosolde meydana gelir[75].

Sialik asit metabolizmasinin(sekil:9) anahtar enzimlerinden biri de sialidazlardir. Sialik
asit rezidiileri membrana bagli sialidazlarla hiicre ylizeyinden veya serum
sialoglikokonjugatlarindan ayrilabilir. Genellikle glikokonjugatlar yiliksek hayvanlarda
reseptor aracili endositozla degredasyona yatkindir. Endozom ve lizozomun birlesmesinden
sonra terminal sialik asit rezidiileri lizozomal sialidaz tarafindan uzaklastirilir. Sialidazlarin

etkin islevleri i¢in O-asetil gruplarinin sialat-O-asetil-esteraz tarafindan uzaklagtirilmasi
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gerekir[77, 89]. Serbest sialik asit mo
Golgi’ye transfer edilir.
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Bunun alternatifi olarak sitozolik akilndraminat liyaz ile asetilmannozamin ve piruvata

degrede edilebilirler(77).

2.3.3 Sialil Transferazlar

. Sia’lar Golgide hem alic1 protein

hem de alic1 baga 6zgiil sialiltransferazlar tarafindan

akseptor glikana transfer edilirler, fakat bu durum transfer edilen Sia’ya 6zgiin degildir.

Glikan Sia bag1 daha sonra asetillenebilir

veya metillenebilir[90].
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Tablo 3:Sialil Transferaziarin Sembolleri, Enzim Isimleri, Kromozom Lokasyonlar, Gen ID'leri

Table 1: Summary of the human sialyltransferase family
(http//www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=gene)

Chromosome | Gene
Symbol Enzyme Name Yocitica D
ST3Gal (a2.3-ST)
ST3 p-galactoside a-2 3-sialyltransferase 1
ST3GAL1 HGNC: 10862, Gal-NAc6S, MGC9183, SIAT4A, SIATFL, ST3Gal A 1, 8q2422 6482
ST3Gal IA, ST30
ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 2
SIIGALS HGNC: 10863, Gal-NAc6S, SIAT4B, ST3Gal IL, ST3GalA 2 16g1 o3
ST3 p-galactoside a-2 3-sialyltransferase 3
ST3GALS HGNC: 10866, SIAT6, ST3Gal II, ST3Gal IIL, ST3N 1p3dl 6487
ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 4
ST3GAL4 HGNC: 10864, CGS23, FLI11867, NANTA3, SAT3, SIAT4, SIAT4C, 11q23-q24 6484
ST3Gal IV, STZ
ST3 p-galactoside a-2 3-sialyltransferase 5
SI3GALS HGNC: 10872, SIATY, SIATGM3S, ST3Gal V 112 8869
ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 6
SIBGALS HGNC: 18080, SIATI0, ST3Gal VI sl 108
10C343705 similar to p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 20q11.22 343705
ST6Gal (a2,6-ST)
ST6 p-galactosamide a-2 6-sialyltranferase 1
ST6GALI HGNC: 10860, CD75, MGC48859, SIATL, ST6Gal I S 6480
STEGAL2 p-galactosamide a-2 6-sialyltranferase 2 22119219
HGNC: 10861, KIAA1877, SIAT?, ST6Gal IT Lol S
ST6GalNAc
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-f-galactosyl- 1,3)-N-acetylgalactosaminide
ST6GALNAC] | a-2,6-sialyltransferase 1 17q25.1 55808
HGNC: 23614, HSY11339, SIAT7A, ST6GalNAc I
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-B-galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide
ST6GALNAC2 | a-2 6-sialyltransferase 2 17925.1 10610
HGNC: 10867, SIAT7, SIAT7B, SIATLI, ST6GalNAc II, STHM
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-p-galactosyl- 1 3)-N-acetylgalactosaminide
STE6GALNAC3 | o-2,6-sialyltransferase 3 1p31.1 256435
HGNC: 19343, PRO7177, SIATTC, ST6GalNAc III
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2, 3-g-galactosyl- 1,3)-N-acetylgalactosamimde
STEGALNACA | _ 5 6 sialylansferase 4 9q34 270%
HGNC:17846, SIAT3C, SIATTD, ST6GalNAc IV
similar to a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-B-galactosyl-
1,3-N-acetyl-galactosamimide -2 6-sialyltransferase (NeuAc-a-2, 3-Gal-g-
LOC3%0377 | '3 GaINAc-o-2,6-sialyltransferase) o AT
ST6GalNAc IV, Sialyltransferase 7D, Sialyltransferase 3C
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-p-galactosyl- 1,3)-N-acetylgalactosaminide
ST6GALNAGS | 5 ¢ sialyltransferase 5 1p311 81849
HGNC: 19342, MGC3184. SIATTE, ST6GalNAc V
ST6 (a-N-acetyl-neuraminyl-2,3-B-galactosyl- 1,3)-N-acetylgalactosaminide
ST6GALNAC6 6.2 6 dly M tinite 6 9q34.11 30815
STSSia («2,8-ST)
ST8 a-N-acetyl-neuraminide -2 8-sialyltransferase 1
STESIAL HGNC: 10869, GD3S, SIATS, SIATSA, ST8Sia I 2pi2lpll2 | 6489
ST8 a-N-acetyl-neuraminide -2 8-sialyltransferase 2
ms] A 9 v )
HGNC: 10870, HsT19690, MGC116854, SIATSB, STSSIA-IL STX Sl e
ST8 a-N-acetyl-neuraminide «-2 8-sialyltransferase 3
i HGNC: 14269, SIATSC, ST8Sia Il e s 21046
ST8 a-N-acetyl-neuraminide -2 8-sialyltransferase 4
STRAA HGNC: 10871, MGC34450, MGC61459, PST, PST1. SIATSD, STSSIA.IV | %! 0%
STS a-N-acetyl-neuraminide -2 8-sialyltransferase 5
STBSIAS HGNC: 17827, SIATSE, ST8Sia V e i
STSSIA6 ST8 a-N-acetyl-neuramimide «-2 8-sialyltransferase 6 >
HGNC: 23317, SIATSF, STSSIA-VI. ST8Sia VI Y 330
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Sialil transferazlarin memelilerde ve bakterilerde en az 15 ailesinin 02->3, 02->6, 0a2—>8
ve 02->9 bagin1 Neu5Ac ve akseptor seker arasinda olusturdugu bilinmektedir[80, 91]. ST ler
insanda sentezlenmelerindeki karbonhidrat ailesine baglanmalarina gore dort gruba
ayrilabilirler; ST3Gal (02,3-ST), ST6Gal (02,6-ST), ST6GalNAc ve ST8Sia (02,8-ST) ailesi
smiflandirilabilir. Her aile kendi iginde degisik alt tiplere ayrilabilir(tablo 3)[92, 93].

Sialil transferazlarin yaklasik 50 aminoasit dizisi korunmustur. Bu korunmus motifin
substrat baglamayla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Genel olarak bu enzim ailesi N-terminal
sitoplazmik domain, sinyal membran ¢apasi domaini, kok bolgesi ve C-terminal katalitik
domain icerir. Akseptor dzgiilliikleri oldukga yiiksektir. Enzim aktivitesi Ca*? /calmodiilin ve

fosfat tarafindan diizenlenir[94, 95].

2.3.3.1 ST3GAL1

ST3 beta-galaktosidaz a2,3- sialiltransferaz galaktoz igeren komponentlere CMP- sialik
asit’den sialik asit transferini katalizleyen proteini kodlar. Kodlanan protein normal sartlarda

golgide yer alir fakat proteolitik siirecte ¢oziiniir hale gecebilir.

Sialik baglamanm yani sira sekretér musin artisinda ve doku makrofaj reseptorii
sialoadhesinin kapsayan hiicresel etkilesiminde sialik asit baglanmasinda rolii oldugu
diistiniilmektedir[96].  Timosit  maturasyonu swasinda ST3GAL1  ekspresyonunu
diizenlenmesinin timik kortekste immatur T hiicrelerinin tutulma mekanizmasi oldugu

diistiniilmektedir[97].

Giiniimiizde ST3GAL1’in katalitik aktivitesinin gdsteren, CDNA seviyesinde ti¢ farkli
ST3GALI1 tanimlanmustir. Bu sialil transferazlar SiaT-4a, Sia, SiaT-4b ve SiaT-4c olarak
adlandirilmistir.[98].

SiaT-4a orijinal olarak domuz submaksiller bezlerinden ve sonrasinda fare beyninden
klonlanmistir. Hem glikoproteinler de hem de glikolipitlerde Gal(B1,3)GalNAc akseptorii
yoniinde aktivite gosterir[99].

SiaT-4b (ST3GAL.A.2) tercihen beyinde sentezlenir Sia-4b ile benzer 6zgiillige sahip

olmasma ragmen, SiaT-4b akseptor olarak asialo Gm1 ve Gm <yi daha effektif olarak
kullanir[100].
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SiaT-4c¢ sadece Gal(B1,3)GalNAc-R’yi degil ayrica Gal(f1,4)GIcNAc R’nin a2,3

sialilasyonunu da insan plasentasinda gergeklestirir[101].

Herbir sialil transferaz ekspresyon seviyeleri agisindan farkli dokularda farkli patern
izler. SiaT-4a hemen hemen her dokuda es salgilama paterni gosterirken, beyin dokusunda
diistik seviyede izlenmektedir. SiaT-4b seviyesi sadece karacigerde gézlenmektedir. SiaT-4c

ekspresyonu carpici bir sekilde kalp, plasenta, testis ve overde izlenmektedir.

Kromozom diizenlenmesi agisindan bu enzimleri kodlayan genlerSiaT-4a kromozom
8q24.22°de, SiaT-4b kromozom 11p21-p34°de ve SiaT-4c kromozom 11g23.3’de yer alir.
Genler SIAT4A, SIAT4B ve SIATA4C olarak isimlendirilmistir[102].

ST3GALlI ve ST6GALNACI’MUCI ekspresyonuyla ve O_glikanlarda anormal
sialillenme artisiyla iliskili olarak bulunmustur[103, 104]. Artnus MUCI1 ekspresyonu artan

tiimor invazyonu ile koleredir[105].
2.3.3.2ST3GAL2

ST3GAL2 02,3 baglanma ile glikokonjugatlarda bulunan son Gal rezidiisiine CMP-

sialik asitten sialik asit transfer eden -galaktosidaz a2,3 sialil transferazdir.

Farede ST3GAL-2’nin ozellikle GDla ve GTIlb’nin sentezinde rol aldigi
diistiniilmektedir; beyin, karaciger ve ¢izgili kaslarda ifade olan enzimdir. Aktif domaini
ST3GAL-1 ile identiktir [99]. ST3GAL2 16q22.1 de bulunan gen tarafindan kodlanir. 350
amino asitlik, 40173 Da’luk protein kodlar. Kardiyomyopatilerle iliskisi oldugu
disiiniilmektedir. ST3GAL2’nin  kanser ve metastaza iliskin rolii literatiirde c¢ok yeni

tartisilmaktadir.

ST3GALZ kolon, meme ve over kanserlerinde artmis ekspresyonda goriilmiistiir. Artisi

metastatik potensiyelle kolere olarak bulunmustur.[106, 107].

Tiimor progresyonunda ve metastazinda etkili olan mekanizmada ST3GAL2’in rolii az
bilinmektedir. In vitro galismlarda ST3GAL2’in hiicre migrasyonunu ve invasyonu uyardig1
bulunmustur[108, 109]. P1 integrin iizerine sialik asit eklenmesinde etkinliginin bu

mekanizmada 6nemli bir yer tuttugu diistiniilmektedir.[89, 110, 111].
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2.3.3.3ST6GAL1

ST6GAL1 CMP- sialik asitten galaktoz igeren substratlara sialik asit transfer eder. En
cok caligilmig sialil transferazdir. Bu enzim golgi’de membrana bagli sekilde yer alir.

Kromozomal lokasyonu 3q27.3’tiir. 46605 DA agirlikta ve 406 aa uzunluktadir.

Fas o6liim reseptorleri STOGALI i¢in substrattir, 02,6 sialillenmis Fas repseptorlerinde

ligand uyarimli Fas aktivasyonu sonrasinda internalize olarak apoptotik sinyali azaltir[112].

Benzer olarak yapilan c¢alismalarda TNFR1 6lim reseptorlerinin  ST6GALL ile
siyalillenmesi TNF-a uyarimli apoptozu bloklar.[113]. “Baum” ve arkadaslarinin yapmis
oldugu c¢aligmada ST6GAL1’le CDA45’in sialilasyonu CD45’in  internazilasyonunu
engelleyerek T-hiicrelerini apoptozdan korur.[114]. Ayrica STO6GALI1 Sialilasyonu PECAM’i

hiicre yilizeyinde tuitarak endoteliyal hiicrelerin sag kalimma neden olur[115].

Galektinin B1 integrine baglanmasi 6liim sinyallerinden biridir. Fakat bu durum sadece

B1 integrinin sialillenmemesi durumunda gerceklesir[116].

ST6GALI tarafindan sialillenen EGFR hedefli kemoterapi ilac1 gefitinib’e direng

olusmasina sebep olur[117].

Hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismada EMT sirasinda ST6GALI1 susturulmasi, E-kaderin
artig1 aracihigiyla EMT nin durmasina yol agmustir. Daha da 6tesi MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre hattinda yapilan ¢alismada ST6GALI’in susturulmasi kismi olarak bazal

mezengimal tipin geri doniistimiinii saglar.

ST6GAL1 kolon, meme ve over kanserinde ekspresyon seviyeleri olduk¢a yiiksek
bulunmustur. Ayrica bu enzimin fazladan eksprese olmasi metastatik fenotiple yakindan

iliskilidir. ST6GAL1in artis1 Ras onkogeni aracili sinyallenmenin sonucudur[106, 118, 119].

ST6GALI’in tiimdr progresyonunda ki metastatik rolii tam olarak anlagilabilmis
degildir, fakat Bl integrin reseptdriiniin sialillenmesi yoluyla oldugu diisiiniilmektedir[108,
109]. Ayrica galektin-3 uyarimli apoptozun gergeklesebilmesi igin 1 integrinin
sialillenmemis olmasi1 gerekmektedir. Sialik asit eklenmesi galektin-3 bagimli apoptozdan

kagilmasini da saglamaktadir[116].
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Hiicre migrasyonuna ek olarak ST6GALI1’in tiimorijeniteyi hiicre 6liim sinyallerinden
kagmay1 saglayarak yaptigi da bilinmektedir. Fas 6liim resoptorii STOGALI1 igin substrattir.
Fas’in siyalillenmesi ligand uyarimli aktivasyondan sonra Fas internalizasyonunu

engelleyerek apoptotik sinyallenmeyi engeller[112].

Benzer olarak TNFa uyarimli apoptozda TNFR1 o6lim reseptoriinin ST6GALLI

araciligtyla bloklanmasi apoptozu durdurur[113].

“Baum” ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada ST6GAL1 Ile siyalillenen

CD45’in internalizasyonu engellenerek T hiicrelerinin apoptozdan korunmasi saglanir[114].

ST6GAL1’in PECAM sialilasyonu, hiicre ylizeyinde tutulmasini saglayarak endoteliyel

hiicrelerin sag kalimina sebep olur[115].

ST6GALI1 ekspresyonu normal kolon mukozasinda ya ¢ok az ya da hi¢ goriilmezken,
metastatik KRK’da oldukg¢a yiiksek seviyede goriiliir. GE11 hiicrelerinde yapilan EMT
arastrmasinda ST6GALI1’in  susturulmas: E-kaderini de azaltarak EMT’yi acgikca
baskilamistir. Daha da 6tesinde meme kanseri hiicre hattinda ST6GAL1’in susturulmasi bazal

mesensimal fenotipin kismi olarakta olsa geri doniistimiinii saglamistir[120].

EMT’nin ST6GALI tarafindan baskilanmasi PI3K/Akt sinyal yolagi sayesinde
gerceklesir[121].

2.3.3.4 ST6GAL2

ST6GAL?2, 2002 yilinda klonlanmis ve sadece in vitro ¢alismalar1 yapilabilmis bir sialil
transferazdir[122, 123]. ST6GAL2 kromozom 2q12.3 iizerinde yeralir. 529 aa uzunlugunda
60158 Da agirligindadir. STO6GAL2’nin splice’t GT-AG kuralina uygun olarak gergeklesir.
Hem ST6GALI’in hem de STO6GAL2’nin olduk¢a fazla korunmus bdlgesi
mevcuttur(sekil:10).

ST6GAL2 Galp1,4GlcNAc yapisini igeren oligosakkaritlerle aktivite gosterir fakat bu
aktivite in vitro calismalarda olduk¢a zayif olarak bulunmustur veya hi¢ ger¢ceklesmemistir.

Oligosakkarit spesifik bir enzimdir, [123].

ST6GAL2 temel olarak erigkin ve embriyonik beyin hiicrelerinde goriilmiistiir. Daha az

ekspresyon seviyelerinde ise tiroid bezi, ince bagirsak, kolon ve testislerde mevcuttur.[123].
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ST6GAL2’nin transkrpsiyonel aktivasyonunu saglamada NRSF(neuron-restrictive
silencer factor)[124] ve NF-«B transkripsiyonunu baskilarken, OIfl, Sox5 ve SPI

transkripsiyon aktivatorii gibi davranmaktadir[124].

A
Ei EZ E3 E4 E5
hST6Ca] [ G0 98 9 176 2400
TS0 21504 1212 1229
hST6Gal 11 15 .
—LI T oy mm— —
HHES 1378 2324 23115
B
WS TSl 11 RS TGl 1
Exon Exon si#e {hpd Arrond-acul Exon stz {bp) Aarmo-acicl e identity (aa)
1 999 34 ikt 202 22.4
2 o8 33 o 33 69,7
1 0% 14 O 33 i2.4
4 175 ] 176 58 a3
5 5343 Q0 240 iy 48.9

Sekil 10: ST6GALI ve ST6GAL2'nin Korunmus Bolgeleri ve Ekzon Uzunluklar

Kaynak: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1432-1033.2003.03458.x/full

2.3.35 Sialil Transferazlarin Ekspresyon Artislart

Hiicre ylizeyinde ki N bagli glikanlar ve O bagh glikanlarin Sialil Lewis X’lerde
terminal o 2-6 bagh Sia’larin ekspresyon artigi siklikla birgok insan kanserinin kotii
prognozuyla iliskilidir. ST6GAL1 geni ekspresyonunun artisiyla iligkili 6rnekler kolon,
meme, serviks, koriyokarsinom, akut miyeloid 16semi ve beyin kanserlerinin bazi gesitlerinde
tanimlanmistir[119, 125]. Bu ozellik belki de 02-6 bagli Sia’larmn integrin fonksiyonlari
tizerine etkisinden kaynaklanmaktadir(89). Sialil-Lewis-X ekspresyonunda ise timor
hiicreleri selektin ligandini selektinlerle etkilesime ge¢gmek icin kullaniyor gibi goriilmektedir.
Hematojen kaynakli karsinoma selektin ligandlar1 plateletler iizerinde ki selektinlerle, innat
immiin hiicreler ve endotelyumla etkilestiginde tiimor embolisi ve mikrotrombusla sonuglanir,
metaztazi yaymaya hizmet eder[126, 127].

Ozellikle ndroektodermal orjinli dokularda zengin olsa da tiim dokularda ve hiicre

tiplerinde bulunan gangliosidler Sia’lar1 tasiyan glikolipidlerdir. Malign melanomda
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disialogangliosid GD3 oldukca yiiksek seviyelerde ifade edildigi gibi, bu gangliosidin 9-O-
asetilat ve 5-N-deasetilat formlar1 bulunur[128].

ST3Gal ailesinde bulunan biitiin enzimler glikolipitlerde bulunan son Gal rezidiisiine
a2,3- bagiyla Neu5Ac rezidiilerini transfer eder. ST3Gal ailesinde, ST3Gal-1 ve —I1 alt aileleri
ST3Gal-lll, -1V, -V ve VI oligosakkarit izomerlerinin Galf1—3/4GIcNAc-R’ele alindiginda
ozellikle tip 3 oligosakkarit yapilar1 GalB1—3GalNAc-R kullanir. Ayrica ST3Gal-V alt ailesi
ganglioside GM3 sentezinin yiikseltgeni olarak akseptor substrat ozellikle laktosil-seramid
kullanir. ST6Gal enzim ailesi sadece iki alt aileyi kapsar; ST6Gal-1 ve —Il, her ikiside
akseptor substrat olarak GalBl—4GIcNAc-R’yi kullanir. ST6GalNAc ailesi enzimleri O-
glikosilproteinlerde (ST6GalNAc-I1,-11 ya da-1V) ve ya glikolipitlerde (ST6GalNAc alt ailesi
I) bulunan GalNAc rezidiilerine 02,6- bagiyla NeuSAc nin transferini katalizler. St6GalNAc-I
ve —II (ST6galNAc alt ailesi 1) Galpl—3GalNAc peptidlerinin (sialillenmis veya
sialillenmemis) {istiine NeuSAc’nin transferini katalizler ve aktiviteleri genis Olciide peptid
pargalarina baglidir. Oysaki ST6GalNAc-111, -1V ve —VI (ST6GalNAc alt ailesi I1) daha fazla
smirli substrat spesifitesi sergiler, sadece sialillenmis aksOptér substratlar olarak
(Neu5Aca2—3Galpl1—3GalNAc-R),GM1b gibi glikolipit veya glikoproteinlerin her
ikisinden de bulunani kullanir. Bu alt ailelerin her biri diger alt ailelerin gostermedigi
karakteristik sekans motiflerine sahiptir. ST8Sia ailesi enzimleri glikoprotein ve
glikolipidlerde bulunan diger NeuS5Ac rezidiilerini a2,8- bagiyla NeuSAc rezidiilerine
transferinde aracidir. Bu aile agacinin iki ana dali {i¢ alt aile igerir; ilk dalda ST8Sia-I, -V ve
VI ve ikinci dalda ST8Sia-1l, -111 ve —1\V[129-132].

Biitiin omurgali ST’leri benzer yapiya sahiptir. Trans-golgi kompartmaninda genelde
bulunan tip Il transmembran proteinleridir. Kisa N-terminal sitoplazmik kuyruk, 6zgiin
transmembran domain ve uzun C-terminal katalitik domaini takip eden 20’den 200’¢ kadar
degisik uzunlukta kok bdlgesine sahiptirler. ST8Sia ailesi iyeleri, ST6GalNAc ailesi
iiyelerinin diisiik korunmus sekansa sahip olmalarina ragmen yiliksek korunmus sekansa
sahiptir. ST3Gal ve ST8S1a ailesi tiyeleri, ST6Gal ailesinin ST6GalNAc ailesinden ayrilisinin
aksine belirgin sekans benzerligi paylasir[130].

Omurgalilarin ST amino asid sekansit tiim ifadelenen sekanslar1 gdsterilerek
tanimlanmistir, bunlarin i¢inde sialil motifleri olarak adlandirilan dort peptid korunmustur:

L(large), S(small), motif 11 ve motif VS(very small) . Bu dort motif bagin ve akseptor
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sakkarit spesifite ve esas disiilfid baginin formasyonuyla iligkili ve hem dondr hemde akseptor
substratin taninmasinda iceren ve katalitik aktivitedeki motif biitiin ST lerde yaygindir. Iyi
belgelenmis L-, S- ve VS motifleri ve motif III siiper aile seviyesinde korunmus model
kalintilar1 gostermektedir. Bahsedildigi gibi, bu kalintilar ST’larda hem yaygin hem
fonksiyonel hem de yapisal role sahiptir. Patel ve Balaji’nin baglanma spesifik motiflerinin
tanimlamasi1 korunmus kalint1 kaliplarinin ikinci seviyesini sunmaktadir. Bu seviyede
korunmus diziler kabul edilen sialik asit bag spesifitesi ve monosakkarit parcalar1 i¢in
onemlidir. Korunmus kaliplarin iigiincii seviyesi Harduin-Lepers ve arkadaslari tarafindan
analiz edilmistir, belirlenmis diziler her yirmi alt ailede korunmustur. Bu kalintilar ¢esitli alt
aileler icin ayn1 olmayan biitiin akseptor substrat spesifikligine katki yapmasi beklenir. Bu
korunmus kalintilar 6karyotik ST genlerini tanimlamak i¢in ayirici 6zelliktir[132-134].

Hiicre yiizeyi Sia seviyeleri ST genlerinin mRNA seviyelerine bagimlidir. insanda, ST
degisik seviyelerde bir¢ok dokuda ifade olur. Buna ek olarak ST ifadelerinin seviyeleri kanser
transformasyonunda Onemli Olgiide degisir ve ST ifadelenmesindeki bu degisim 5’
okunmayan bolgedeki dallanma doku o6zgiil ya da hiicre 6zgiil promotorlarda mRNA
tiirlerinin iiretimi yoluyla transkripsiyonel olarak kazamlmis olabilir. Ornegin insan ST6Gal-
I’in transkripsiyonel diizenlenmesi ii¢ biiylik mRNA tiiriiniin dahil oldugu en derinlemesine
calistlmisidir. 11k plasenta cDNA kiitiiphanesinde, 5’kodlanmayan Y ve Z igerdigi ve temel
veya referans genin sunuldugu diisiiniilmektedir. Ikinci tiirde ekzon Y ve Z eksiktir ve ekzon
I’in Oniinde 6zgiil sekanslar barindirir ve biiyiik karaciger transkripti sunulur(hepatik yada H
formu:446 bp). Ugiincii form, B-lenfositlere 6zgiil, ekzon Y ve Z noksan fakat 5’okunmayan
ekzon X(X form ya da X transkripti: 128 bp) igerir. Degisik STGal-1 transkriptlerinin doku
yada hiicre tipi se¢meli ekspresyonu 6zgiil promotorlar kullanilmasiyla kontrol edilebilir ve
ST6Gal-1 ekspresyonun kantitatif regiilasyonuna izin vermis transkripsiyonel faktorlerin
uygun oldugunu ortaya atmaktadwr. Buna ek olarak Ras onkogeninin yapimi1 ST6Gal-I
transkripsiyonunun diizenlenmesinde katkida bulunabilir. Karaciger zenginlestirilmis faktor
hepatosit niikleer faktor-1 (HNF-1) hepatosit 6zgiil P1 promotor aktivitede katilimc1 oldugu
diistiniilmektedir. “Xu” ve arkadaglari Form 1 mRNA ekspresyonunu diizenleyen P1
promotorunu karakterize etmistir. Lusiferaz analizi kullanarak HNF-1 tanima unsurunu igeren
1 bolgeyi gostermeleri kolon adenokarsinoma hiicre hattinda ST6Gal-1 genin transkripsiyonel

aktivitesi i¢in Onemlidir ¢linkii HNF-1 bolgesi mutasyonlarinin yaban tip yapiyla
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karsilastirildiginda %80°yle lusiferaz aktivitesi azalir. ST6Gal-I’e benzer olarak coklu
promotorlar,[135, 136]ST3Gal-1V, ST3Gal-V (GM3 sentaz) ve ST3Gal-VI genleri ki her
verilen ST ¢oklu izoformunun sonucu olarak bulunur, bu promotorlar degisik fizyolojik
sinyallere cevap olabilir ve degisik hiicre tiplerini uyarir[137].

Diger calsmalar ST3Gal-1V ve STGal-IIl ST’lerindeki g¢alismalarin kompleksligini
gostermektedir. ST3Gal-1V genini kromozomal lokasyonu ve orijinal yapist belirlenmistir.
Insan ST3Gal-IV mRNA’s1 bircok izoform barmndirir; Al, A2, B1, B2, B3 ve BX. Bu
transkriptler alternatif promotor kullanimi kombinasyonlariyla ve RNA spliysing ile iretilir.
ST3Gal-IV mRNA degisik promotorlardan transkribe olabilir; pA, pB1, pB2, pB3 ve pBX .
tip B mRNA baz1 hiicrelerde sunulurken, tip A mRNA 6zellikle testis, ovaryum ve plasentada
eksprese edilir. “Taniguchi” ve “Matsumoto” ST3GallV gen ekspresyonunun epiteliyal
hiicrelere spesifik diizenlenmesinin DNA bdlgesinin -520’den -420’si ile AP2 nin spesifik
etkilesimi araciligiyla oldugunu ileri siirdii. AP2 epitelyum hiicre spesifik gen ekspresyonuyla
iligkili transkripsiyon faktorleri grubuna aittir. ST3Gal-III hakkinda, “Grahn” ve arkadaslari
periferal kan l6kositlerinden insan ST3Gal-IIl gen transkriptini klonlamig ve
sekanslamiglardir ve 19 degisik transkript ile niikleotit(nt) 45°ten nt896’ya kadar olan bolgede
delesyonlarm genis degiskenligini izole etmisler ve nt 26’dan ntl73’e¢ insersiyon
bulmuslardir. Transkripsiyonel yonden bakildiginda, “Taniguchi” ve arkadaslarinin ST3Gal-
I11 genin transkripsiyon baslangicinda dort hiicre hattinda(K-562, HT-29, PC-3 ve HepG2)
translasyon baslangi¢c kodonundan -181 bp haritalamiglardir ve ST3Gal-1l geni ST3Gal-1V ve
_ VI genlerinde oldugu gibi ¢oklu mRNA’ya sahip olmadigmi bulmuslardir. Ayrica 5°-
okunmayan bolgenin iki ekzona; E1 ve E2 ayrildigmi, isaret ederek bunun ekzon E1 pllII
promotor lokasyonunun yukar1 yonde olmasina dayandirilabilecegi ve yaygm Spl gibi
transkripsiyon faktorlerinin ST3Gal-III gen ekspresyonu i¢in Onemli olabilecegini dikkate
almislardir[138].

Biitiin ST’lerin ¢aligmalar1 goreceli olarak karisiktir ¢linkii hiicre yiizeyindeki sialil-
glikokonjugatlarin ekspresyonundaki degisiklikler tiimor iliskisini kapsamaktadir. Buna ek
olarak, o6zgiil ¢aliymalar ve degisik hiicre tiplerinden ST’lerin klonlar1 benzer aktiviteli
enzimler arasindaki anlamli farklhiliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Aslinda sergilenen aktiviteye
birden fazla substrata yoneliktir. Boylece enzimlerin kritik 6zgiilliigli akseptor substratla

enzimin hangi hiicrede ve zamanda karsilagtigina baglhidir. Bir enzim bir bag olarak kurulmus
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teori “bir enzim ailesi genellikle bir bag” olarak revize edilmistir. Ayrica, ST iiyelerinin ¢esitli
splice formlar1 saptanmistir. Bu biitiin ST’lerin ya da ST iiyelerinin biitiin splice formlarinin

ayni zamanda ¢alisilmalarini oldukga zorlastirmustir[102, 107-109,[139].
2.3.4  Kolon ve Rektum Kanserlerinde Glikozilasyon Degisimleri

Tiimér metastazi adhezyon olaylarmin ¢ok adimli siirecleri ve sinyal olaylarini
kapsayan, tiimor dagilimmda en 6nemli siirectir. Bu siire¢ normal fizyolojik veya patolojik
stirecte enfeksiyon veya yaralanmaya 16kosit cevabina oldukga benzer.

Bu cevabin baslangicinda, dolasimdaki l6kositlerin kayma kuvveti altinda vaskiiler
duvara adere olmalar1 gerekir. Selektinler, endoteliyel hiicrelerin, plateletlerin ya da diger
l6kositlerin lizerinde l6kositlerin baglanma ve donmesiyle karakterize edilen ilk adheziv
basamaga aracilik ederler. L-selektin, ¢ogu l6kositin lizerinde eksprese olur, baz1 endoteliyal
hiicrelere ve diger lokositlerin ligandlarina baglanir. E-selektin, sitokinle aktiflesmis
endoteliyel hiicrelerde eksprese olur, ¢ogu lokositin ligandina baglanir. P-selektin aktive
olmus plateletle ve endoteliyel hiicrelerde eksprese olur ve ayrica ¢ogu lokositin ligandina
baglanir. Selektin ve ligandlarmm ekspresyonunun diizenlenmesi inflamatuvar cevabin
baslamasi ve sonlanmasina yardim eder. Bununla birlikte bu molekiillerin uygunsuz
ekspresyonu c¢esitli inflamatuar ve trombotik bozukluklarda 16kosit aracili doku hasarina
katkida bulunur. Tiimor hiicreleri ve endoteliyal hiicreler arasindaki etkilesim selektin ve
ligandlarma baglanmasi yoluyla endotelyum boyunca tiimor hiicresinin invazyonu ve
tutunmasi metastatik siiregte onemli bir adim olabilir[140-144].

Kanser hiicrelerinin yiizeyindeki salil-Tn, sialil-T, sialil-Lea ve sialil-Lex ‘in dahil
oldugu, sialillenmis antijenlerin fazla ekspresyonu genis olarak bildirilmistir. Musin tip O-
glikan ve sialil-Lex ligandli tiimor hiicreleri endotelyumda etkinlestirilmis E-selektinlere
baglanmaya hazirdir. Bazi deneysel modellerde, O-glikanlar metastaz i¢in kritiktir. E-
selektinlere baglanan insan kolon kanser hiicrelerinin baglanmasi GalNAc- benzil ile
engellenerek O-glikan uzamasinin baskilanmasi ve bdylece nude mice’da LS174T insan
kanser hiicrelerinin karaciger metastazi azalmistir. Clinkii Lewis Antijenlerinin ekspresyonu
GalNAc-benzil ile baskilanabilir, bu O-glikanlara esas olarak bagli gibi goriilmektedir. Sialil

—Lex O-glikanlara tutunurken hiicre adezyonunu ve invazyonu tesvik edebilir, diger O-glikan
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yapilar kanser hiicre yiizeyinde dnemli bir rol oynayabilir. Primer tiimdrle karsilastirildiginda,
sialil-Tn, sialil-T, sialil —Lea ve sialil-Lex’in artisina uyumlu olarak Tn ve T antijenlerinin
ekspresyonu metastatik kolon kanserinde azalmstir. Sialil-Tn ve Ley antijenlerinin farkli doku
dagilimi servikal kanser metastazi ve primer timor arasinda anlamlidir[144-147].

Sialil-Tn bazi epiteliyal kanser hiicrelerinde (gastrik, pankreatik, kolorektal, ovaryum ve
meme kanserleri) fazlaca eksprese edilen 6nemli bir karbohidrat antijendir ve genellikle koti
prognozla iligkilendirilir. Sialil-Tn GalNAcal-O-Ser/thr parcalarina 02,6 bagiyla sialik asit
kalintilarini transfer eden ST6GalNAc-I tarafindan sentezlenir[148, 149].

Insan KM12 kolon kanseri hiicrelerindeki varyantlar, sialil dimerik Lex ekspresyonunun
yiiksek invazivligiyle ortiisen musin tip zincirlere tutunur. Sialil-dimerik Leyx metastatik kolon
kanserinde ¢ogunlukla yiikselir. Bu sialillenmis Lewis yapilar1 selektin baglanma o6zelligi
yolundan baska kanser metastazinda rol oynayabilir. Sia’nin metastatik siirecle iliskili oldugu
defalarca gosterilmistir. Sialilasyonun baskilanmasi ve O-glikan uzamasi ve sialilasyon kanser
hiicrelerinin metastatik potansiyelini azaltir. Metastatik kolon kanser hiicreleri hiicre
adezyonunda 6nemli rol oynuyor gibi goziiken hiper sialillenmis musinler {iretir. Sia tasiyan
zincirlerin kanser hiicrelerinin diger hiicrelerle ve hiicre matriksi ile etkilesimleri
diizenleyebiliyor olmasi olasidir. Bu zincirler bundan dolay1 anti adezyon ve uzama icin
oldugu gibi adezyondan da sorumlu olabilir. Sialik asit biiylimenin diizenlemesinde de yer
alabilir. Ciinkii  sialil-glikokonjugatlar adezyonu ve hareketliligi tesvik etmede
diizenleyicidirler, kanser hiicrelerinin kolonizasyonu ve metastatik potansiyeli igin dnemli
olabilirler[150-157].

B1 integrin 12 olas1 o alt iinitesinden biriyle heterodimerize olabilir ve kollajen,
fibronektin ve laminininde dahil oldugu c¢oklu ligandlarda hiicre adezyonu, dagilim ve
migrasyona aracilik eder. Benzer sekilde bu integrin ve sosyal cevrenin ekstra selliiler
ayriminda tiimor hiicre davranigini etkilemede ideal olarak uygundur. Kolon adenokarsinoma
fenotipinde B1 integrin merkezi roliiniin kanitlari, 1 karsit1 antibodilerle bloklandiginda in
vivo nude mice modellerinde ve insan kolon karsinoma hiicrelerinde metastazin azaldigi
gosterilmistir. Bl integrinin ylikselmis 02,6 sialilasyonu kolon adenokarsinoma dokularinda
kendi lokal matriks cevresiyle kolon tiimdr hiicrelerinde degismis etkilesim olmasi
gozlenmistir. B1 integrin fonksiyonunda sialilasyonun roliinii dogrulamak i¢in “Seales” ve

arkadaslar1 SW48 hiicrelerinde ST6Gal-1 ekspresyonuna zorlayarak kollajen I’de Pl
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integrinin aracili migrasyon ve tutunmanin artisina yol actifi ve talin proteini iligkili
sitoiskelet Bl alt initesi ¢iftinin arttigmi buldular. Buna ek olarak B1 integrin-ligand
etkilesiminin dogrudan degistirilmesi, ST6Gal-I aracili sialilasyonun integrin aktivasyon
mekanizmasinda daha fazla dolayli mekanizmanin etkilenebilecegini buldular. Ornegin yukar1
diizenleme 02,6 sialilasyon integrin bagl siirecleri koordineli olarak diizenlemede iirokinaz
tip plazminojen aktivator reseptdr ve tetraspanin gibi diger membran iliskili proteinlerle 1
iceren integrinlerin lateral iliskisi degistirilebilir. Ozellikle CD 82 tetraspanin ile a3pl ve
a5B1 heterodimerlerinin etkilesimi CD 82 ve integrinin her ikisine de ayr1 ayr1 glikozilasyon
bolgelerinde bagimli gibi goriilmektedir. ST6Gal-I’in yaninda ST3Gal-IV tiim6r hiicre
adhezyon ve migrasyonunda 6nemli olabilir[126, 158-162].

Musin glikoproteinlerinin antijenitesi, episalin, (MUCI1) cesitli kanser tiplerinde
degismistir. MUC1’in ekspresyon seviyesinde ve post translosyonal modifikasyonlardaki
degisim, Ozellikle glikozilasyon ya da sialilasyonda kanser hiicrelerinin davranisini diger
hiicrelerle ve ekstra selliiler matriks etkilesimi ile iliskili etkiledigi bulunmustur. Normal
glandular epiteliyal hiicrelerde, MUCI1 ekspresyonu liimenle sinirlandirilmig apikal ylizeyle
smirhidir. Yine de polaritesini kaybetmis kanser hiicrelerinde, MUCI biitiin yiizeyde eksprese
olur. Cubuk yapilar sayesinde, molekiiler uzama, ¢cogu membran molekiillerinin uzamasinda
5-10 katlanma yaparak, ylizey c¢evresinde 100-200 nm’den fazladir. Sialik asidin yiiksek
derecede bulunmasi yliziinden, MUC1 negatif yiik sergiler ve MUC1’in hiicrede yiiksek
seviyede eksprese olmasi her hiicreyi birbirinden uzaklastirabilir. Boyle itici etkiler
ekspresyon yapmayan ebeveyn hiicrelerle karsilastirildiginda MUCI transfektanlarmin azalan
agregasyonunun goriilmesi ispatlanmistir ve ayrica bu hiicrelerin ekstraselliiler matriks ile
etkilesimi baskilanmistir. E kaderin aracili hiicre etkilesimiyle MUC1’in hiicre adezyonunu
baskilayic1 molekiil oldugu bildirilmistir. Buna karsilik, MUC1’in B kateninle etkilesimi
adezyonu arttirabilir. Hiicre hiicre etkilesimlerinde MUCI etkileri dikkate alindiginda, 6zgiil
etkilesimlerin olmadig1 agiktir, 6rnegin lektin molekiilleriyle, uzun yiiksek yiiklii molekiiller
hiicreler arasi repulsiyonla sonuglanir. Hiicre etkilesimindeki bu baski etkisi molekiiliin
biiyiikliigiine ve negatif ylike bagli goriinmektedir. Bununla birlikte 6zgiil etkilesimlerde
olasidir, 6rnegin lektine baglanan belirli karbohidrat epitopundan sonra hiicre etkilesimi
artabilir. Bunun icin MUCI endoteliyel hiicreler ile ICAM1 ekspresyonu ligandi olarak

bildirilmistir. Buna ek olarak, MUCI sialoadhesin i¢in makrofaja 6zel adhesyon molekiilii,
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ozellikle NeuS5Aca2—3Gal’e baglanan, ligand olarak gosterilmistir ve boylece timor
bolgesinde bulunan makrofajlarla iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Musin glikozilasyon
kalib1 degistiginde karsinomada yapi1 degisir, bu farkli glikoformlarin olusturulmasiyla
sonuglanir, boylece karbohidrat bagimli etkilesimler etkilenmektedir. Kanser musinlerindeki
O-glikanlar kanser tipleriyle ¢esitlilik gosterir, boylece kolon karsinoma hiicrelerinde iiretilen
MUCI selektin ligandiyla belirebilirken, meme kanserinde goriilmeyebilir. Kanser hiicresi
yilizeyindeki MUC1’in metastatik progresyonu nasil etkiledigi agik degildir, buna ragmen null
mice MUC1 de, memeli tiimorlerinin progresyonunda gecikmis olarak bildirilmistir. B1,6-N-
asetilglukozaminiltransferaz V' Null mutant farelerde, N-glikan yolaginda kisith enzimi,

timor biiylime ve metastazi 6nemli bigimde baskilamistir[163, 164]

2.4 KANSER HUCRESININ METASTAZI

Metastaz kanser hastalarmin morbidite ve mortalite sebeplerinin baglicasidir, molekiiler
temelleri ise hala anlagilamamistir(112). Metastaz modeli kullanilan primer timor
hiicrelerinden elde edilen modeller diisilk metastaz potansiyeline sahip olmasma ragmen
biiyiik primer timor igerisindeki az sayida hiicre somatik mutasyonlar sonucu metastatik
potansiyel biriktirir(113). Metastatik fenotip primer tiimdrden migrasyon yapabilme, lenf veya
kan dolasim sistemi i¢inde hayatta kalabilme, uzak dokulari1 istila etme ve uzak lenf
nodlarinda metastatik bolge kurabilme oOzelliklerine sahiptir(113). Metastatik yayilim
sirasinda primer tiimoriin kanser hiicreleri hareketlerini sirali olarak gergeklestirir:

1. Etraftaki dokuyu istila etme lenf ve dolagim sistemine mikrodamar girigimiyle

yayilim (intravazasyon)

2. Sag kalim ve distaki dokulara mikrodamarlarla akis boyunca biiyiik miktarda
yerdegisimi

3. Dolasim sisteminden ¢ikma (ekstravazasyon)

4, D1s dokunun mikrogevresinde sag kalim

5. Hiicre proliferasyonu ve makroskopik ikincil tiimdr olusumuna olanak tanima

davranisi i¢in dokunun yabanct mikrogevresine adapte olma(6).
Dolasan tiimor hiicreleri (CTC) Avusturalyali “Dr. Thomas Ashworth” tarafindan
1869°da tanimlanmistir. Teknolojik eksiklerden kaynaklanan kisitlamalarin bir kisminin

asilmasiyla bu konuda arastirmalar 6n plana ¢ikmistir. Bu hiicrelerin dolagim sisteminde
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izolasyonuyla nadirliginin birlesmesiyle yapilan bazi deneylerin sonucunda elde edilen
bulgularla CTC’nin farkli &zelliklerinden yararlanilarak izole edilebilmelerini olanagini
saglamistir(114).

Primer tiimorden ayrilmak ve metastatik siireci baslatmak i¢in kanser hiicrelerinin
kiigiik bir grubu ya da bireylerinin migrasyon ve istila edebilme yetenegine sahip olmalar1
gerekir. Bu 6zellikler farkl ikincil bolgelere gegitlerinin ana yolunu saglayan kan ve lenfatik
damarlara, etraftaki dokunun ekstraselliiler matriksinde(ECM) degredasyonu ve ECM
boyunca hareket edebilmeyi saglar. Metastatik ayrilmanin ilk klinik isareti daha fazla farkli
metastaz agilist saglayan gecici durma noktalarindan daha ¢ok kor ug gibi goriilen lenf nodu
drenaji, cogunlukla lenfatik damarlar boyunca primer tiimoér olusumu yeriyle dogrudan
baglantili drene lenf nodlarinda kanser hiicrelerinin sunumundan meydana gelebilir(115).
Aslinda anatomik olarak farkli bolgelere yayilim, hematojen yayilim siireci yoluyla dolagim
sistemi boyunca nerdeyse tamamen meydana gelmekte gibi goriilmektedir(47, 116).

Tiimdre ozgiin neoplastik hiicreler homojen degildir. Intratumoral heterojenitenin
onemli kaynag1 hiyerarsik olarak diizenlenmis normal dokularin yerini tutan bunlar gibi timor
icindeki hiicre populasyonunda bulunan kendini yenileyebilen hiicrelerin bulunmasiyla ortaya
¢ikarilmustir(117). Kendini yenileyebilme 6zelliginde, kanser kok hiicreleri (CSC) olarak
adlandirilan bu hiicreler, kismen farklilagsmaya gecisi tamamlayici hiicrelerdir ve tamamen
farklilasma seviyesini bitirmis hiicreler diger tiimor hiicreleri ve bir¢cok karsinomda

kendilerini yenileyebildikleri gozlenmektedir(118).
24.1 Kolorektal Kanser ve Metastaz

Kanser gelisimi komplike bir biyolojik siirectir. Kanser primer baglangici normal
hiicrelerin bulunduklar1 bdlgede malign tiirevlerine transformasyonudur. Bu gelisim ¢ok
adimlidir ve bir¢ok genetik ve epigenetik degisimi gerektirir. Malign transformasyon sirasinda
iki siireg birlikte gelisme gosterir; kanser hiicre transformasyonu ve metastatik kaskad(119).

Primer mutasyon progresif selliller proliferasyona ve tiimor formasyonuna onderlik
ederek karsinogenezin baslama sinyalini saglar. Neoanjiyogenezis ve invazyon timori
takiben migrasyon ve intravazasyon oOzellikleri kazanir. Bundan sonraki adimlar immiin

hiicrelerden kagmak, sistemik dolasimin diisman cevresinde hayatta kalmak, hedef organin
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endoteliyal duvarmin kapiller yatagina adezyon ve ekstravazasyondur. Metastatik kaskadin
son basamagi konukc¢u savunmasindan kaginma, ikincil timor gelisimi i¢in gerekli ihtiyaglari
saglama sebebiyle yeni kan damar agina ulagsmak ve kolonizasyondur(119-121).

Biitiin bu basarili asamalar malign hiicrelerin ¢oklu ozelliklerini gerektirmektedir ve
bozukluk veya eksiklik tiim metastatik kaskaddan ¢ikilmasima sebep olur. Bu 6zellikler ¢oklu
mutasyonlar sonucunda biriktirilir. Kanser hiicrelerinin metastatik kaskada basladiginda bu
ozelliklere sahip olup olmadiklar1 ya da bu kaskada girerek kaskadin tamamlanmasi igin
gerekli Ozellikleri mutasyonlarla bu siiregte biriktirip biriktirmedikleri halen belirsizligini
korumaktadir(122, 123). Daha onemli olarak c¢esitli laboratuvar yaptiklari ¢aligmalarda
onayladiklar1 gibi primer tiimor bolgesinde farkli hiicre alt populasyonlar1 mevcuttur. Es
zamanl olarak kanser hiicreleri tarafindan farkli yerlesimlerde metastatik tiimér olusumu
primer kanser hiicresinden tamamiyle farkli nitelendirilmistir, c¢linkii metastatik hiicreler
atalarindan farkli genetik ve fenotipik 6zellikler gostermektedir(6, 124, 125).

Mikrometastaz yapan birka¢ kanser hiicresi, siklikla makrometastazida meydana

getirir(37).
2.4.1.1 Kolorektal Kanserin Karaciger Metastazi

Hepatik kapiller agin siniizoid igerigi siniizoidal duvara yakin veya siniizoidal liimende
ki dort farkli hiicre tipinden olusur; siniizoidal endoteliyal hiicreler(SEC), kupffer
hiicreleri(KC), hepatik stellat hiicreleri (HSC) ve pit hiicreleri. Her bir hiicre ¢esidi hepatik
homeostazide ve KRK metaztazinda kritik rol oynar(126).

KRK’nin hepatik metaztaz siireci birbiriyle alakali1 dort faza ayrilir:

1- karaciger infiltrate malign hiicrelerin mikrovaskiiler faz1
2- interlobular mikrometaztaz fazi

3- anjiyogenik metaztaz fazi

4- belirlenmis hepatik metaztaz fazi.

[lk faz siklikla SEC’lerde meydana gelir, ilerleyen basamaklarda hepatik parankim
etkilenmeye baslar. Yine de dort fazda SEC’lerde meydana gelebilir. (127).
Metastatik KRK hiicreleri selektinler araciligiyla SEC’lere baglanir. Bu baglanma tiimér

hiicrelerini stabil hiicre adezyonu elde etmesini saglayacak kadar kuvvetli olmasa da,
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integrinler SEC adezyonunun stabilizasyonunu saglar. Eger integrinlerle uyum
gerceklesmezse bag kirilir ve kanser hiicreleri kana tekrar salinir veya mekanik hasara
ugrar(128). Giiglii iterselliiler baglarin olusumunu takiben, kanser hiicreleri SEC’lere adhere
oldugunda dolasan kan hiicrelerine ve plazmanin ¢ekici giiciine direng kazanir(129).

Ekstravazasyon gerceklestiginde sitotoksik T hiicreleri, monositler ve makrofajlar
metaztatik hiicreler kars1 aktive olur, fakat daima basarili olamazlar(130).

Bu siirecte neden oldugu bilinmemekle birlikte ¢ogunlukla metastatik hiicreler dormant
faza gecger. Kanser hiicrelerinin bu siliregte yeni nis hazirladigi distniilmektedir. Kanser
hiicrelerinin, immiin hiicrelerinin, endoteliyal ve stromal hiicrelerin ¢apraz konugmasi sonucu
EGF ve TGFa gibi cesitli kemokinlerin ve biiyiime faktdrleinin iiretimi baslar, bu faktorler
karacigerde metastatik tiimor biiyiimesine sebep olur. EMT ’nin tersi olarak MET baslar ve E-

kaderin gibi epiteliyal belirtecler yeniden eksprese olur(131, 132).
2.4.1.2 Kolorektal Kanserin Peritonel Karsinamatoz (PK) Metastaz:

Peritonel kavitede yasayabilen tiimdr hiicrelerinin peritoneal bolgeye ulagmasi primer
timorden iatrojenik veya spontan perforasyonla gerceklesir. Kanser hiicreleri peritonel
kaviteye ekildiginde farkli anatomik bdlgelere yerlesimleri 3 temel kuvvet sayesinde
gerceklesir; yergekimi, GIS peristaltik hareketi ve diyafram kasinm hareketiyle gerceklesen
negatif basing giicii(133).

Basarili implantasyonun gerceklesebilmesi i¢in sadece tiimor hiicrelerinin dolagimi
yeterli degildir ayrica dokununda metastatik implantasyonu barindirmasi gerekmektedir. Yer
edinme stireci iki sekilde gerceklesir; transmezoteliyal ve translenfatik. Transmezoteliyal
stirecte serbest kanser hiicreleri dogrudan uzak mezotelyuma tutunur ve bu siireg CD44,
lenfosit homing molekiilii ve ¢esitli 16kosit iliskili diger adezyon molekiilleri sayesinde
gerceklesir(134).

Takip eden basamakta sitokinlerin iiretimi mezoteliyal hiicrelerin submezoteliyal bazal
membrana niifuz etmesi i¢in biiziilmelere sebep olur. Peritona tutunup mezoteliyal bariyere
penetre olan tiimor hiicreleri integrinlerle etkilesime gecer. Subperitonel dokuya invazyon

peritonel kan bariyerinin asilmasmi gerektirir. Bu bariyer motilite faktorler ve MMP’ler
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(matriks metalloproteinaz)sayesinde ge¢ilir(135). Ozellikle MMP2 ekspresyonunun lenf nodu
metastazi ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir(136).

Subperitonel ylizeyde kapillerin komsuluguna yerlesen kanser hiicresi kendisinin veya
stromanin {irettigi biiyiime faktorleri araciligiyla proliferasyonunu baslatir[164]. Sonraki adim
peritonel yayilma siirecinde VEGF-A ve VEGF-C iiretimi araciligiyla subperitonel alanda
neoanjiyogenezdir. Daha once ki calismalar VEGF’in tiimor varhiginda yiiksek seviyelerde
bulundugunu gostermistir(138)

Transmezoteliyal yolda, peritonel kanser yayilimi translenfatik siire¢le gerceklesir.
Lenfatik nodlarmm yiiksek yogunlukta peritonel kavitede anatomik yerlesimi omentum,
kolonun epiploik apendiksi, diyaframin inferior yiizeyi, falciform ligament, Douglas posu ve
ince bagirsak mezenteridir. Bu yerlesim siitlii benekler (milky spot) olarak adlandirilan,
serbest kanser hiicrelerinin translenfatik yayilimiyla iliskili olan diger lenfatik yapilarin
varhigiyla nitelendirilir[165-167].

Siitlii benekler peritonel membranla temas1 olan, kapsiilsiiz, makrofajlarla cevrili, kan
ve lenfatik damarlarla desteklenen az sayida plazma hiicreli ve lenfosit bulunduran oldukca
kii¢iik yapilardir. Bu yapilarin kesin gorevi bilinmemekle birlikte lenfatik yapilara benzer
olduklar1 ve peritonel karsinomatozun yayilimma katkida bulunduklar1 bilinmektedir[168].
Lenfatik stomalar siitlii noktalarin i¢inde bulunmakta ve lenfatik orifisler boyunca peritonel
kavitede peritonel makrofajlar mobilize olmaktadir. Peritonun katlarindan Douglas posu
subperitonel lenfatik damarlar ve siitlii noktalar bakimmdan zengindir. Intraperitonel sivi
serbest kanser hiicreleri bir kere subperitonel lenfatik yapilara ulastiginda rektuma dogru
giderler ve son akis iliyak arterin etrafinda ki lenf nodlaridir. Diger yandan periton karaciger,
ince bagirsagin serézel yiizeyi ve dalagi korur ve bu yapilar lenfatik stomalara sahip degildir.
Bu bdlgeler peritonel karsinomatozun son evreleriyle iliskili olarak kanser hiicreleri ve
tiimorleri gosterirler.

Ps6domiksoma peritoneide ki peritonel ayrilma mekanizmalar1 translenfatik siireg
olarak nitelendirilir, gastrik ve kolon kanserlerinin ayrimi hem translenfatik hem de
transmezoteliyal siirecle belirlenir[169]. Psodomiksoma peritonei, peritonel kavitede bulunan
olduk¢a fazla jelatindz musin birikimi ve peritonel yiizeylere ve omentuma diffiize miisindz

implantlar olarak karakterize edilir(141).
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2.4.1.3 Kolon ve Rektum Kanserlerinde Karaciger ve Peritonel Karsinamatoz Metastazlarinin

Karsilastirilmasi

Tablo 4: Kolorektal Kanserlerin Karaciger ve Peritoneal Karsinamotoz Metastazlarimin Karsilastirilmast

B siitun2 B siitun3
Karaciger Metastazi Peritonel Metastaz

Yayilma mekanizmasi Portal Ven Peritonel ylizey
Progresyon sekli Parankimal kiitlenin geniglemesi eksfolasyon
Metastatik etki Disuk Yiksek
Primer diyagnozda insidansi 20% 10%
Rekirrenste insidansi 50% 60%
Modern sistemik kemoterapi

P 60% 30%

cevabi

Kaynak: http://www.hindawi.com/journals/bmri/aip/782890/
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3 GEREC VE YONTEM

DEU Hastanesi Patoloji ABD arsivinde kolorektal kanser tanis1 alip opere olmus ve es
zamanl olarak veya daha sonra PK veya karaciger metastazi goriilen 26 hastanin patolojik
dokularmin molekiiler yontemlerle sialil transferaz seviyelerinin karsilagtirmali olarak

degerlendirildi.

3.1  Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz 2004-2014 yillar1 arasinda DEU Hastanesi’de DEU Genel Cerrahi
ABD’da kolorektal kanser teshisi ile ameliyat olmus ve es zamanl ya da daha sonraki bir
tarihte PK veya karaciger metastazi goriilen hastalarm, DEU Tibbi Onkoloji ABD’da tedavisi
yapilmis veya hala yapilmakta olan, ameliyat materyalleri DEU Patoloji ABD’da bulunan 26
hastanin parafine gémiilii doku 6rneklerinin retrospektif olarak belirlenmesi ve arsiv materyali
yeterli olan dokularm molekiiler yOntemlerle incelenmesi ile yapildi. Tanimlayici

arastirmadir.

3.2  Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma 2012-2017 yillar1 arasinda tez &nerisi ve etik kurul onay1 alindiktan sonra DEU
Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir.
3.3 Arastirmanin Evreni Ve Orneklemi/ Calisma Gruplan

2004-2014 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
ABD’da opere edilmis ve Patoloji Anabilim Dali’nda kolon ve rektum tiimorii tanisi almais, es
zamanli veya daha sonra ki zaman diliminde karaciger ve/veya peritonel karsinomatoz
metastazi bulunan, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ABD Tibbi
Onkoloji Poliklinigi’nde tedavi gormiis olgular dahil edildi. Tanimlanan olgularin patolojik
arsiv materyalinden multipleks PCR array icin uygun ve yeterli RNA izole edilebilen 26
olgunun normal kolon mukozasi, primer kolorektal kanser dokusu, karaciger metastazi ve
peritoneal karsinomata dokulari ile aragtirma siirdiiriildii. Sekiz hasta 6rneginde RT-PCR ile
dogrulama yapildi.
3.4  Cahsma Materyali

Calismaya primer ameliyatini ve metastaz olusumundan sonraki ameliyatini es zamanl
olarak veya tekrarlayan ameliyatlarla Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde

olmus olgularm parafin bloklarindan elde edilen hemotoksilen eozin boyali preperatlardan
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tiimor yiizdesi degerlendirildikten sonra, tiimor dokusu molekiiler ¢alisma i¢in yeterli olan
bloklar se¢ilmistir. Secilen olgularin parafin bloklarindan Temel Onkoloji ABD tarafindan
saglanan steril 1,5 mL hacimli mikrosantrifi tiiplerine (Citotest, Ref.n0:34730015S, Cin) ve
polilizinli lamlara (Isotherm objekttrager ca.75x25 mm/3x1 inch Geputzt/Gebrauchsferting
Positive charged,Almanya) 10 mikronluk kesitler Sakura mikrotom ve father (kod:4980)
mikrotom bigag1 kullanilarak kesitler alinmistir.

3.4.1 Parafine Gomiilii Doku Orneklerinden Total RNA Izolasyonu

Dokularin formalinle fiksasyonu ve parafine gomiilmeleri sonrasinda niikleik asitler
cok fazla parcalandiklar1 gibi formaldehit tarafindan kimyasal modifikasyona da ugrarlar.
Fragmentasyon derecesi ornek tipi ve yasina bagl oldugu gibi fiksasyon kosullarina,
gdmme islemine ve saklanma kosullarina da baghdir.

Parafine gomiilii dokudan RNA izolasyonu i¢in; Oncelikle tiim parafinin dokudan
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla Deparafinizasyon Soliisyonu kullanilabilecegi gibi
alternatif metotlarda uygulanabilir. Bu basamaktan sonra dokudan RNA elde edebilmek i¢in
proteinaz K igeren lizis buferda drnekler inkiibe edilir. Yiiksek sicaklikta kisa bir inkiibasyon
yaparak formalinin niikleik asitlerle olan ¢apraz bagi kismi olarak serbestlesebilir. Bu islem
de RNA vyeterliligi ve kalitesi onem tasir. Daha sonra uygulanacak islemle DNaz uygulamasi
yapilarak tiim genomik DNA’nm 6rnekten uzaklastirilmasi saglanir. Uzun siireli parafinde
kalmis dokularda bu islem tiim DNA’nimn uzaklastirilmasimi saglar. DNA’nin uzaklastirilmasi
ile lizat Bufer RBC ile karistirilir. Etanol eklenir. Bu islem RNA’nin kolonlara baglanma
kosulunu saglar. Ornek RNA’nin tamamiyle membrana baglanacagi ve kontaminantlarin
yikanarak uzaklastirilacagit RNeasy MinElute Spin kolona gonderilir. RNaz serbest su ile
yikanarak RNA ayrilir.

Tiim6r doku ve gevresinden izole edilmis parafin doku slaytlarindan RNA izolasyon kiti
(Qiagen,USA cat no 73504) ile RNA elde edilmistir.

3.4.2 RNA Izolasyon Protokolii

1. 10 mikronluk kesitler 2mL mikrosantrifiij tlipline aktarilip agizlar1 kapatildi.
2. 320 pL Deparafinizasyon soliisyonu (Rkat.no:19093, qiagen) eklenerek 10 saniye
boyunca vortekslendi, 6rnek tiipiin ortasina gelir gelmez satrifiij durduruldu.

3. 56°C’da 3 dakika boyunca inkiibe edilerek oda sicakligina kadar sogutuldu.
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4. 240uL PKD Buffer eklenerek vorteksle karistirildi.

5. 11000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi

6. Stipernatant atildiktan sonra 10uL proteinaz K eklenerek pipet ucu yardimiyla nazikce
karigtirld1.

7. Once 56°C’da 15 dakika boyunca sonra 80°C’da 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
(Ornekler 80°C’lik benmariye konulmadan dnce benmari sicakligi 80°C’a getirildi.)

8. Stipernatant atilarak, asagida kalan renksiz faz yeni 2 ml santrifiij tiipiine alind1.

9. Buz iizerinde 3 dakika bekletildikten sonra 13500 rpm’de 15 dakika boyunca
santriftijlendi

10.  Pellet bozulmadan nazik bir sekilde slipernatant yeni santrifiij tiipiine aktarild1.

11. 25ul DNaz uzaklastirict DNaz Booster Buffer ve 10uL DNaz 1 stok soliisyonu
eklendi. Tipler ters ¢evrilerek karistirildi. Tiip kenarma likit ¢ozelti ¢cikana kadar kisa bir stire
icin santrifiijlendi.

12.  Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

13. 500uL RBC buffer eklenerek karistirildi.

14. 1200uL etanol(%100) eklenerek drnekler pipet yardimiyla karistirildi.

15. Ornek ¢okelti igermeden RNaz MinElute Spin kolona 2mL’lik koleksiyon tiipleri ile
yerlestirildi. Kapagi nazikge kapatildi. 10000 rpm’de 15 saniye nazikge santrifiijlendi.

16. Ornek RNaz MinElute spin kolondan gegirildikten sonra 500uL RPE buffer RNaz
MinElute spin kolona eklendi. Kapagi nazik¢e kapatilarak 15 saniye, 10000 rpm’de
santrifiijlendi. Akis boyunca ayirma gergeklestirildi.

17. 16. Basamak ayni1 sekilde tekrarlandi.

18. Yeni 2 mL tiiplerin yerlestirildigi RNaz MinElute spin kolon 5 dakika boyunca en
yiiksek santrifiij hiziyla santrifiijlendi. Akis boyunca koleksiyon ayrilmasi gergeklestirildi.

19.  RNA’y1 ayirmak i¢in yeni 1,5 mL ependorf RNaz MinElute spin kolona yerlestirildi.
14-30uL RNaz serbest su dogrudan membran kolon membranina uygulandi. Kapak nazikce
kapatildi, 1 dakika boyunca son hizda santrifiij yapilarak RNA ayrildi.

3.4.3 RNA ’min Miktarinin Belirlenmesi

Saflagtirilmis RNA RNaz serbest su igerisinde -15°C’da bir gece bekletildi. RNA
konsantrasyonunu 260 nm (Azeo) spektrometrik lgiimle belirlendi(tablo:6). Kiigiik miktar
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RNA belirlemeleri igin QIAxcel Advanced system kullanildi. Elde edilen total RNA agaroz
jel icerisinde yiirtitiildi.

Anlamhilik agisindan emin olmak igin; Az okumasi 0,15’den biiyiilk olmalidir.
RNA’nm her ml’nin 44 pg’ma karsilik 260 nm’de 1 {initenin absorbansidir. Bu iliski sadece
notral pH’da gecerlidir. Bu yiizden RNA Orneklerini notral pH’da ki bufer ile diliie etmek
gerekir. Absorbans degerlerinin 260 nm ve 280 nm arasinda oldugu degerler RNA’nin
saflastirimis olmasinin lgtimiidiir.

RNA 6l¢iimii yapilirken kullanilan kiivetlerin RNaz barindirmamasi gerekir. Bu 0,1 M
NaOH, 1mM EDTA ile yikamanin ardindan RNaz serbest suyla kiivetlerin yikanmasiyla
saglanir. Spektrometreyi sifirlamak i¢in kullanilan RNA buffer kullanilarak diliie edilmelidir.
Bu islem i¢in gerekli prosediir asagida siralanmastir;

1. Spektrofotometre kiivetleri 0.1 M NAOH, ImM EDTA, ile yikandiktan sonra RNaz
serbest su ile tekrardan yikandi
2. RNA o6rnekleri 100pL olarak alind1
3. Diliisyon 10uL RNA 6rnegi+ 490ul mM Tris Cl, pH=7,0 (1/50 diliisyon)
4, RNaz serbest kiivetlere ImL 6rneklerden aktarim yapilda.
Elde edilen RNA’lar agaroz jelde yiiriitiildii(sekil:9).
3.4.4 cDNA Elde Edilmesi

Elde edilen total RNA’dan ¢cDNA sentez kiti (Qiagen,USA cat no 330401) ile cDNA
sentezlendi. Sentezlenen cDNA’lardan Multipleks PCR Array ile costum dizayn sialyl
transferazlarin ekspresyonlar1 degerlendirildi. cDNA kontrolii i¢cin elde edilen cDNA’lar

agaroz jelde yriitiildii. cDNA kontrolleri yapildu.
3.4.5 Multiplex PCR ARRAY

16 hedefli Multipleks PCR (99-955 bp) ileri optimizasyon veya All saglayicisindan hot
start DNA polimeraz ile ¢esitli kosullar gerekmeden QIAGEN Multipleks PCR Kit icin
standart kosullarda 35 dongiiyle uygulanmustrr. Karsilastrma Mg*?  konsantrasyonu
indikatorlii ve AIl saglayicisindan hot start DNA polimeraz i¢in her 50 ul i¢in 2.5 iinit
kullanilmugtir. Karsilastirma saglayict All’dan hot start DNA polimeraz igin optimize Mg*?
konsantrasyonu (3.5 mM) ve enzim her 50l reaksiyon miktar1 gosterilerek uygulanmigtir.

Basarili sonuglar QIAGEN Multipleks PCR Kit M markirlarla saglanmistir(tablo:8).
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Multipleks PCR Master Mix dNTP leri, magnezyumu ve hot start taq DNA polimeraz1
icerir. Optimize reaksiyon kosullarina ihtiya¢ duymaz.

Multiplex PCR o 22|
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Sekil 11: Multipleks Array PCR Kullanin

Kaynak: Qiagen Multiplex Array Using User Manual

HotStarTag DNA Polimeraz DNA taq poimerazin modifiye formudur ve gevresel
kosullarda polimeraz aktivitesi gostermez. Bu PCR dongiileri arasinda beklemede iken olusan
nonspesifik DNA uzamalar1 ve primer baglanmalarini engeller. 95°C’de 15’ inkiibasyonda
etki gostertir.

Multipleks PCR Array Bufer 6zel optimize kosullarda K*, NH** ve 6zel PCR katki
maddesi faktor MP igerir. /nnovatif bufer her PCR dongiisiinde spesik baglanmayi arttirir.

Q-Solution soliisyon zor kosullarda DNA’nin erime davranisini modifiye ederek
innovatif PCR’a katkida bulunur. Non toksiktir. Multipleks PCR Kitkullanim1 kontaminasyon
ve pipetleme hatalarmin Oniine gegilmesini saglar. Sonu¢ karisimina sadece primerin ve
ornegin atilmas1 gerekir. (Qiagen,USA) Orneklerde anlaml1 bulunan genlerin dogrulamasi igin
Q-PCR yapildi
3.4.6 Q-RT-PCR Uygulamasi

Sentezlenen cDNAlardan miiltipleks arrayde ifade artig1 goriilen ST3GAL1, ST6GALI,
ST6GAL2, ST3GAL2 genlerinin ekspresyonlarina bakilmasi i¢in Es zamanli PCR(Q-PCR)
yapildi. Primerler genlere spesifik olarak dizayn edilmis assay primerler olarak (Qiagen,USA)
alinmistir. Es zamanli PCR igin SYBR Green Q-Pcr kiti (Qiagen, USA cat no 330510)
kullanildi. PCRlar i¢in Rotor Gene (Qiagen, USA) cihazi kullanilmistir. Kontrol geni olarak
da B-aktin kullanilmastr.
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Sekil 12:RT-PCR Protokolii

Kaynak: Qiagen RT-PCR Kullanim Kilavuzu

3.5  Arastimanin Degiskenleri

Olgularin demografik verileri KRK tanis1 alma yasi(50 yas tistii veya alt1), cinsiyeti,
primer timor yeri, primer hiicre tipi, metastaz yeri ve sag kalim siiresi dagilimlarma goére
belirlendi. Parafine gomiilii patolojik dokulardan elde edilen sialil transferaz ekspresyon
seviyeleri metastaz yerine gore karsilastirmali olarak degerlendirildi. Bagimli degiskeni
kolorektal kanser, bagimsiz degiskenleri hastanin demografik verileri, metastaz durumu ve

sialiltransferaz ekspresyonlaridir.

3.6 Veri Toplama Araclan

Arastirmada veri toplama arac1 olarak DEU Genel Cerrahi ABD’da ko lorektal kanser
tanist ile opere olmus hastalarin parafine gomiilii primer kolorektal kanser tiimor doku 6rnegi
ile normal mukoza 6rnegi ve ayni hastanin metastaz dokusuna ait parafine gomiilii doku
orneklerine ait Cerrrahi, Patloji ve Tibbi Onkoloji arsiv bilgileri ve laboratuvar analiz

sonuclaridir.
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3.7  Arastirma Plam Ve Takvimi

Arastirma plani tablo 5‘de sematize edilmistir.

Tablo 5: Calitsma Semast

Patoloji arsiv bloklarindan kesitlerin
alinmasi

Parafine gémli materyalden
parafinin uzaklastirilmasi ve total RNA
izolasyonu ve cDNA eldesi

Multipleks PCR Array ve RT-PCR ile
ekspresyon seviyelerinin karsilastirmali
olarak belirlenmesi ve dogrulanmasi

Verilerin toplanmasi ve
degerlendirilmesi

Biyoinformatik analizlerle
karsilastiriimaliveri degerlendirilmesi

istatistiksel analiz

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Olgu bulgularmin veri analizi SPSS 15.0 ile yapildi. Istatistiksel analiz yontemi olarak

Mann Whitney U testi kullanildi.
3.9 Cahsmadaki Giicliik Ve Simirhklar
Parafin dokudan total RNA izolasyonu ve bunun molekiiler yontemlerde kullanimi

giigliikler igermektedir. Ozellikle cerrahi operasyon sonrasi patolojik incelemeye almmus

dokularm molekiiler ¢alismalara uygun gomiilmemis olmast RNA’nin kalitesini
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etkilemektedir. Ozellikle bizim ¢alismamizda ¢alisilan grubun sialil transferaz olmasi ve
bunun yansimalarmin hiicre yiizeyinde gosterimi i¢cin metanole gomiilii doku gerekliligi
calismamizda ki en biliylik degerlendirme olan sialiltransferazlarin ekspresyonundan sonra
hiicre i¢i kompartmanlarda ve hiicre yilizyindeki glikokaliks yapida sialik asit dagiliminin
gosteriminin  siglekler kullanilarak degerlendirmesini tamamen engellemektedir. Ayrica
kullanilan materyalin RNA olmas1 ve RNazlar ile miidahelenin engellemesi i¢in optimum
kosullarin gerekmesi ve parafine gomiili dokunun de parafinizasyonu sirasinda kullanilan
artan alkol basamaklarinin RNA’larin kaybina yol agmasida sonuglar1 etkilemektedir.

Parafinize dokunun parafine girmeden onceki bekleme siiresi hiicre profilindeki RNA
kaybmin diger bir sebebidir. Bizim ¢alismamiz retrospektif olmasi, dokularin daha 6nceden
alinmis olmas1 optimizasyon saglamamiza baslica engeli olusturmustur.

Calismamizdaki diger bir kisitlamada hasta sayisinin yetersiz olmasi ve taze doku
kullanilamamis olmasidir. Calismamizda degerlendirilen 4 sialiltransferaz 8 hastada yeterli
olan RNA orneklemi ile degerlendirilip RT-PCR ile dogrulanmistir. Bu durum c¢alismanin
giictinii  diistirmektedir. Gelecekte daha fazla sayida hastada taze materyal kullanilarak
yapilacak caligmalar sialil transferazlarin ekspresyonlarindaki degisikliklerin ve diger EMT
molekiilleri ile etkilesimlerinin daha ortaya konmasini saglayabilir, boylece KRK’in

metastatik fenotipinin daha iyi karakterize edilmesine katki saglayabilir.
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4 BULGULAR
4.1  Demografik Veriler

2004-2014 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana
Bilim Dali’'nda kolorektal kanser ve buna bagli karaciger veya PK metastazi ameliyati
yapilmis, DEU Patoloji Anabilim Dali’nda KRK tanis1 almis, Dokuz Eyliil Universitesi T1p
Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dal’nda izlenen ve patoloji tanilar1 Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda konulan 26 olgu calismaya alindi. Yirmi alti
olgudan genotip analizine uygun miktar ve kalitede DNA elde edildi.

26 Olgunun n=18(%69)’1 erkek, n=8(%31)’i kadindir(tablo:6).

Tablo 6:Olgularin Cinsiyete Gore Dagilim

CiNSIYETE GORE DAGILIM

= ERKEK = KADIN

Olgularin yaglar1 31 ile 89 arasi olup median yas 47 idi. Olgular yas grubu olarak 50 yas
alt1 ve 50 yas Ustii olarak iki grupta degerlendirildi. Olgularin %73’ 50 yas tistii, %27 si de
50 yas altinda idi (tablo:7).
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Tablo 7: Olgularin 50 Yas Ustii ve Alti Gruba Gére Dagilimi

OLGULARIN 50 YAS USTU VE ALTI GRUBA GORE
DAGILIMI

50 YAS ALTI
27%

50 YAS USTU
73%

= 50 YAS USTU = 50 YAS ALTI

Timoér yerlesim yerleri;grupl: Cekum(%26.9), grup2: Sag Kolon(%11.5), grup:3
Splenik Fleksura(%7.7), grup4: inen kolon(%3.8), grup5: Rektosigmoid kolon(%3.8), grup 6:
Sigmoid Kolon(%15.4), grup, grup7: Rektum(%30.8) olarak bulundu(tablo:8).

Tablo 8: Primer Tiimor Yerlesim Yerine Gore Dagilim

PRIMER TUMOR YERLESIM YERINE GORE
DAGILIM

grupl
grup?7 27% Hgrupl
31% Hgrup2
W grup3
grud
M grup

grup6
4%

grup2 ® grup6
11%
Hgrup?/
grup grud | | grup3
15% 4% 8%
Primer tiimoriin histolojik tipine gore olgularin %15,4’linde miisindz tipli hiicre(grup:1),

% 65.4’linde adenokarsinom(grup:2), %19.2’sinde diger hiicre tipleri goriildii(tablo:8).
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Tablo 9:Primer Kanser Hiicre Tipine Gore Dagilim

PRIMER KANSER HUCRE TiPINE GORE DAGILIM

18
16
14
12
10

GRUP1:MUSINOZ GRUP2:ADENOKARSINOM GRUP:3DIGER

O N B O

Olgularin metastaz dagilimlar1 degerlendirildiginde 10 (%38)’nunda peritoneal
karsinomatoz, 16 (%62)’sinda da karaciger metastazi(16) oldugu yaptig1 belirlendi(tablo:10).

Tablo 10: Olgularin Metastaz Yerine Gore Dagilim

METASTAZ YERINE GORE DAGILIM

PK
38%

KARACIGER
62%

= KARACIGER = PK

4.2  Sag Kahm Analizleri
Tiim grupta 1-yillik sag kalim oran1 %82, 2-yillik sag kalim oran1 %52 ve 5-yillik sag
kalim orant %24 olarak bulunmustur(tablo:11). Karaciger metastazi olan olgularda sagkalim,

PK metastazi olan olgulardan daha uzun olmasina karsin, aradaki fark istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0.05).
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Tablo 11: Tiim Grubun Sag Kalim Egrisi
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Tablo 12: Karaciger ve PK Metastazi Olan Hastalar: Sag Kalimumn Karsilastirimast

Karaciger ve PK Metastazi Olan Olgularin Sagkalim Karsilastirilmasi
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4.3  Total RNA Eldesi ve Degerlendirilmesi

Parafin bloklardan elde edilen RNA degerlendirmesinde ornek konsantrasyonu
100ng/ul’den fazla olanlar olgularin secilmesiyle, ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve
ST6GAL2 RNA’larmin piirifikasyon islemleri tamamlandiktan sonra %1°lik agaroz jelde
100V 1X TBE buffer ile yiritiildii(sekil:13). RNA kalite 6l¢tiimii spektro-fotometrik olarak
yapilmugtir, bulgular tablo 11°de verildi.
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SA

5B 5C

6A 6B 6C BA 8B 8C 9A 9B 9D 12A12B 12D 17A17B 17D 22A 22B 22D 23A 23B 23C

Sekil 13:Elde Edilen RNA'lar %1 'lik Agaroz Jelde Yiiriitiilmiistiir(100V ve 1X TBE buffer igerisinde)

Tablo 13: Total RNA Kalite Kontroliiniin Spektro-Fotometrik Olgiimleri

Sam A260/ A260 Concen
ples A230 A260 A280 A280 1A230 tration
5A 15.718 28.141 15.079 1.866 1.79 1407.04
5B 7.548 14.898 7.171 2.077 1.974 744.91
5C 18.584 33.377 18.907 1.765 1.796 1668.84
6A 16.393 30.542 16.949 1.802 1.863 1527.11
6B 11.079 20.484 11.554 1.773 1.849 1024.22
6C 14.566 23.469 13.846 1.695 1.611 1173.47
23A 12.704 24.203 12.199 1.984 1.905 1210.16
23B 8.618 16.539 8.442 1.95 1.919 826.97
23C 15.33 28.451 15.734 1.808 1.85 1422.56
8A 15.01 25.551 14.525 1.759 1.702 1277.55
8B 8.372 16.417 7.58 2.166 1.961 820.83
8C 30.686 49.305 31.404 1.57 1.612 2465.27
12A 3.873 7.299 3.7 1.973 1.884 364.93
12B 3.096 6.046 3.002 2.014 1.953 302.31
12B 3.044 6.014 2.851 211 1.976 300.72
12D 6.44 12.305 5.73 2.147 1.911 615.25
9A 3.072 5.873 3.024 1.942 1.912 293.65
9B 18.574 34.428 18.445 1.867 1.854 1721.39
9D 0.009 1.234 0.563 2.193 1.962 61.68
17A 2.965 5.613 2.558 2.194 1.863 280.63
17B 7.84 14.648 7.215 2.03 1.868 732.41
17D 0.423 2.248 0.909 2.474 1.58 112.38
22A 18.294 33.969 19.041 1.784 1.857 1698.44
22B 7.809 15.052 7.832 1.922 1.928 752.62
22D 2.262 4.186 2.291 1.827 1.85 209.29
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cDNA eldesinin degerlendirilmesi elde edilen cDNA’larin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve
spektro-fotometrik  dlgiimle ile yapildi(sekill4). Ornekler spektro-fotometrik olarak
degerlendirildi(tablo:12).

SA 5B 5C 6A 68 6C B8A 88 B8C SA 9B 9D 12A 128 12D 17A178B 17D 22A 22B 22D 23A 23B 23C

Sekil 14: Elde Edilen cDNA'lar %1 'lik Agaroz Jelde yiiriitiilmiistiir(100V 1X TBE bufer icerisinde)

Tablo 14: ¢cDNA'larin kalite kontroliiniin Spektro-Fotometrik Olgiimii

Samples A230 A260 A280 A260/A280 A260/A230 Concentration

5A 1.74 3.375 1.59 2.123 1.939 168.76
5B 2398 40912 2375 2.068 2.048 245.58
5C 3.019 6.032 2.898 2.081 1.998 301.59
6A 2.881 5.818 2.812 2.069 2.02 290.9

6B 2.518 5.088 2.48 2.052 2.021 254.41
6C 2.7 5.313 2.601 2.043 1.968 265.67
23A 2.605 5.145 2.574 1.999 1.975 257.23
23B 2.406 4901 2.317 2.115 2.037 245.03
23C 3.025 6.06 2.97 2.04 2.003 302.99
8A 2.134 4376 2.119 2.065 2.051 218.78
8B 2.808 5.636 2.897 1.946 2.007 281.82
8C 2.075 4258 2.127 2.002 2.052 212.91
12A 2.073 4.257 2.086 2.04 2.053 212.83
12B 2.124 4364 2.164 2.017 2.054 218.19
12D 2.191 4.48 2.158 2.076 2.045 223.98
9A 2.077 4.236 2.085 2.031 2.04 211.79
9B 2.24 4,534 2.228 2.035 2.024 226.68
9D 2.24 4.534 2.228 2.035 2.024 226.68
17A 2.493 5.064 2.457 2.061 2.032 253.22
178B 2.16 4411 2.116 2.085 2.043 220.57
17D 1.939 3.978 1.979 2.011 2.052 198.91
22A 2.799 5,571 2.74 2.033 1.99 278.56
22B 2448 4923 2.427 2.029 2.012 246.16
22D 2.869 5.722 2.863 1.999 1.994 286.12
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4.4  Sialil Transferaz Ekspresyon Sonuclari

Calismamizda yer alan 26 hastanin Orneklerinde sialil transferazlarin ekspresyonlari
multipleks PCR array teknigiyle ile degerlendirildi. Arrayde goriilen artislar esliginde
ekspresyon degerleri anlamli bulunan dort sialil transferaz, Q-RT-PCR metodu ile es zamanli
olarak ¢ogaltilarak degerlendirildi. Gen ekspresyon degerlendirilmesinde house keeping gen
olarak p-katenin ekspresyonu kullanildi(tablo:15).

Tablo 15: S-aktin House Keeping Genine Géore Delta Ct degerleri

Delta Ct

DEGERLERI Situnl ST3GAL1 ST3GAL2 ST6GAL1 ST6GAL2
(b-actin’e gore )

5A KOLON PRIMER 0.65 6.16 -6.59 -6.92
6A KOLON PRIMER -7.72 5.47 -8.27 -7.65
8A KOLON PRIMER 9.69 6.49 5.49 -7.04
9A KOLON PRIMER 21.12 17.82 16.77 3.18
12A KOLON PRIMER 2.67 15.86 6.17 2.94
17A KOLON PRIMER -7.1 5.53 -5.31 -6.63
22A KOLON PRIMER 26.63 17.91 7.35 4.3
23A KOLON PRIMER 15.82 5.53 -8.44 -7.92
5B NORMAL MUKOZA  11.79 5.47 12.88 -7.34
6B NORMAL MUKOZA  -7.7 5.46 -7.8 -7.34
8B NORMAL MUKOZA  8.58 2.42 3.03 -10.58
98B NORMAL MUKOZA  1.11 6.09 -8.97 -6.68
12B NORMAL MUKOZA  23.18 17.05 16.25 2.67
178 NORMAL MUKOZA  -7.05 5.92 -7.47 -7.15
22B NORMAL MUKOZA  9.85 2.16 -11.63 -11.48
23B NORMAL MUKOZA  13.19 4.26 11.47 -9.14
5C KC MET -5.88 7.17 -6.76 -5.44
6C KC MET -7.46 5.47 0.03 -6.64
8C KC MET 0.96 6.45 -2.98 -6.91
23C KC MET 1.02 5.48 -7.77 -7.38
9D PK MET 20.39 15.91 14.53 0.6
12D PK MET 12.55 6.66 6.79 -6.5
17D PK MET 7.98 5.77 5.44

22D PK MET 20.56 17.37 17.69 3.3
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Calismamizda gen ekspresyonu artis degeri Multipleks PCR Array ile belirlenmis Sialil

transferazlarin olgu gurubundaki Q-RT-PCR ile dogrulanan sonuglari

degerlendirildi(tablo:16).

Tablo 16: ST3GAL2, ST3GAL2, ST6GALL ve ST6GAL2'nin Q-RT-PCR ile Degerlendirilmesi ve fB-aktin House
Keeping Genle Karsilastirilmasi
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Olgularin cT degerleri ile birlikte degerlendirmesi yapildiginda; ST3GALI, ST3GAL2
ve ST6GALI1 ekspresyon seviyeleri PK metastazinda artmig olarak bulundu. Karaciger
metastaz dokusunda ST3GAL1, ST3GAL2 ve ST6GALL1 ekspresyon seviyeleri azalmis
olarak bulundu(tablo:17-18).

Tablo 17: Olgu Gruplarinda; Normal Mukoza, Primer Doku, Karaciger Metastaz Dokusu, Periton Metastaz
Dokusu ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GALL ve ST6GAL? Sialil Transferazlarin Ekspresyon Diizeyleri(Ct Value)

KARACIGER PERITON

NORMAL PRIMER TUMOR METASTAZ METASTAZ
Ct DEGERLERI MUKOZA DOKUSU DOKUSU DOKUSU

MEAN + SD MEAN + SD MEAN + SD MEAN + SD
ST3GAL1 27.23 24.39 17.53 31.17

8.9 9.6 4.2 1.2
ST3GAL2 26.72 26.77 26.52 27.23

0.27 0.44 0.31 0.29
ST6GAL1 21.58 17.57 16.00 26.92

9.20 5.25 3.18 0.49
ST6GAL2 13.48 13.45 13.78 13.01

0.34 0.30 0.23 0.56

Tablo 18: Olgularin Normal Mukoza Primer Tiimér Dokusu Karaciger Metastaz Dokusu
Ve Periton Metastaz Dokusu Sialil Transferaz Diizeylerinin House Keepinb Beta Aktine Gore

Diizeltilmis Degerleri

DO
(B-actin’e gore)

ST3GAL1 6.62 7.72 -2.84 15.37
ST3GAL2 6.10 10.09 6.14 11.42
ST6GAL1 0.97 0.89 -4.37 11.11
ST6GAL2 -7.13 -3.22 -6.59 -0.86
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4.5 Normal Kolon Mukozasi Ve Primer Tiimér Dokusunun Karsilastirilmasi

Calismamizda yer alan 26 hastanin sialil transferaz ekspresyonlari yalnizca 8 olguda
Q-RT-PCR ile valide edilebildi. Elde edilen sonuglara gére primer tiimoér dokusu ve
normal mukozada eksprese olan sialil transferazlarin karsilastirilmasi; ST3GALZL(fold
change 1.16), ST3GAL?2 (fold change 1.65) ve ST6GALZ2 ekspresyonu (fold change 0.45)
artmig olarak bulundu. ST3GAL?2 artis1 istatistiksel olarak anlamli(P=0.038 Mann Whitney
U testi) bulundu.

4.6 Karaciger Metastaz Dokusu ile Normal Mukoza Karsilastiriimas:

Calismamizda PCR degerlendirmesi yapilan 8 hastanin 4’linde karaciger uzak
metastazi mevcuttur. Yapilan biyoinformatik degerlendirme sonucu karaciger metastaz
dokusunda normal mukozaya gore sialil transferazlarin ifadelenme degerleri; ST3GALI,
ST3GAL2, ST6GALL ekspresyonlar1 azalmis olarak bulundu. Ancak istatistiksel fark

bulunmamaktadir.

4.7  Peritonel  Karsinamatoz = Metastazlart  Normal  Mukozaya  Gore

Karsilastirilmasi

Biyoinformatik analizlerle verilerin karsilastirilmali degerlendirilmesi sonucu PK
metastazlarinin normal mukoza ile karsilastirilmasinda degerlendirilen sialil transferazlar,
ST3GAL1, ST3GAL2 ve ST6GALL ekspresyon seviyeleri artmis bulundu Sonuglar
ST3GAL2 (fold change: 1.87) istatistiksel olarak anlamli bulundu; (p=0.028). Diger
enzimlerde istatistiksel olarak anlamli olmayan artiglarma ragmen ekspresyon

seviyelerinde artig goriildii.

4.8 Karaciger Metastazlarinin Primer Tiimoérle Karsilastirnimasi

Patolojik dokulardan elde edilen ¢cDNA’larin RT-PCR ile karsilagtirma bulgulariin

degerlendirilmesinde ilk olarak hastanin primer tiimori ile karaciger metastazlarinda hastanin

kendi primer tiimoriine karsi; degerlendirilmis olan ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GALI ve

ST6GAL2’de  ekspresyonlar azalmig olarak bulundu. Ancak istatistiksel fark

bulunmamaktadir.
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4.9 Peritoneal Karsinamatoz Metastaz Dokusunun Primer Tiimorle

Karsilastirilmasi

PK metastazlarnda hastanin kendi primer tiimoriine karsi incelenen sialil
transferazlarda artis bulunmaktadir. ST6GAL1L (fold change 12.48) artis1 istatistiksel olarak
anlamlidir (P=0.016)

410 Peritoneal karsinamatoz Metastazlan Tle Karaciger Metastazlarinin

Karsilastirilmasi

Metastaz  tiimorlerinde  sialil transferazlarm  karsilagsmali  degerlendirilmesi
yapilmistir. Karaciger metastaz timorii ve PK metastaz tiimorleri karsilastirildiginda,
PK’da ST6GAL2 hari¢ hepsinin ekspresyonlar1 artmis olarak bulundu. Bu karsilastirma
sonuglarinda ST3GAL1 (P=0.029, fold change 12.53), ST6GAL1 (P=0.029, fold change
4.52), istatistiksel olarak anlamlidir. ST3GAL2 (P=0.057) Ornek sayisinin azlig1 nedeniyle
smirda anlamlilik bulunmaktadir(tablo:19).

Karaciger metastazlarinda ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GAL2
ekspresyonlart normal mukozaya karaciger metastazlarinda ST3GAL1l, ST3GALZ2,
ST6GALL ve ST6GAL?2 ekspresyonlar: normal mukozaya gore ve hastanin kendi primer
tiimoriine gore azalirken, periton metastazlarinda artmaktadir. Periton metaztazlarinda
karaciger metastazlarina gore olan bu artis ST3GALL (P=0.029), ST3GAL2(P=0.057) ve
ST6GALI1(P=0.029) i¢in istatistiksel olarak anlamlidir(tablo: 19).

Tablo 19:Peritonel Karsinomatoz Metastaz Dokisu ile Karaciger Metastaz Dokusunda ST3GAL1, ST3GAL2,
ST6GALL ve ST6GAL? Sialil Transferazlarin Karsilastirlmasi

Siitunl Siitun2 KC MET PK MET
ST3GAL1 PRIMER TUMORE GORE - +
NORMAL MUKOZAYA GORE - +
ST3GAL?2 PRIMER TUMORE GORE - +
NORMAL MUKOZAYA GORE  NA +
ST6GAL1 PRIMER TUMORE GORE - +
NORMAL MUKOZAYA GORE - +
ST6GAL?2 PRIMER TUMORE GORE - +
NORMAL MUKOZAYA GORE  NA +
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Tablo 20: Kolon Primer Dokusunda Normal Mukozada Karaciger Metastaz Dokusunda ve PK Dokusunda ST3GALI,
ST3GAL2, ST6GALI ve ST6GAL2'nin Ekspresyon Seviyelerinin Grafigi

SIALYL TRANSFERAZLARIN EKSPRESYONU

25

-15

B ST3GALL (DELTACT) M ST3GALZ (DELTACT) M STeGALL (DELTACT) M SToGALZ ...

Calismamizda sialil transferazlarm karsilastirilmasi yapildiginda; 6l¢timlendirilmis olan
ST3GAL1, ST3GAL2, ST6GAL1 ve ST6GALZ sialil transferazlarin ekspresyon seviyelerinin

artiginin histogram degerlendirilmesi gosterilmistir(tablo:20).
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5) TARTISMA

Calismamizda timor olusumunda uzun zamandir bilinen degisikliklerden glikokaliks
degisiminin en 6nemli molekiillerinden biri olan sialik asitin hiicre yiizeyindeki miktarini
ortaya koyan sialil transferazlarin miktarmi arastirdik. Kolon kanserinin metastazinda
yonelimininin sialik asitlerin baglanma sekilleri ve sialik asit yiikiiyle baglantisinin
sorgulandig1 calismamizda. Kolorektal klanserin PK metastazinda sialik asitlerin ve baglanma
sekillerinin ve ayrica sialil transferazlarin (ST3GALI1, ST3GAL2, ST6GALI) artismnin
anlaml1 olabilecegini gdsterdik. Yine kolorektal kanserin karaciger metastazi sirasinda ayni
enzimlerin ekspresyon seviyelerinde ki azalma bu baglamda sialil transferazlarin ve sialik asit

miktarinin kolorektal kanserin metastatik fenotipini agiklamada yardimci olabilir.

Integrinler hiicrenin ekstraselliiler matrikse sitoiskeloton araciligiyla baglanmasi icin
gerekli hiicre yiizeyi transmembran proteinleridir. Intraselliiler sinyal transdiiksiyonunda ve
proliferasyon, diferansiyasyon, apoptoz ve hiicre migrasyonu gibi ¢esitli siireclerde 6nemli
rolleri vardir. Birgok integrin biiyiik oranda sialik asit tasir ve bu yapmin degismesi hiicre
hiicre ve hiicre matriks etkilesimini degistirir[45, 170-172]. “Muller” ve arkadaslar1 meme
tiimorlerinde tlimoOriin baslamasi ve proliferatif derecenin devami i¢in Bl ekspresyonunun
kritik oldugunu ortaya koymuslardir[173]. Bu c¢alismay1 baz alarak ‘“Hedlund” ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢calismada ST6GALT null farede B1 integrin seviyelerinde artis
goriilmesine ragmen herhangi bir morfolojik degisim goriilmemistir[174]. Bu ¢alisma timor
progresyonu agisindan bizim ¢alismamizda gorillen ST6GAL1 ekspresyonunun PK
metastazinda artis1 ile koreledir. Primer tiimdrden ve normal mukozadan farkli olarak PK
implantlarinda ST6GALI1 artis1 B1 integrin aracili EMT ve hiicre motilitesinin artigina sebep

olarak diisiiniilebilir.

“Dall’Olio” ve arkadaglarmm yapmis oldugu kolon kanseri iizerine olan ¢alismada,
ST6GALI’in normal mukozaya kiyasla primer tiimor hiicresinde oldukca arttigini
bulmuslardir[175]. Gurubun yaptig1 diger ¢alismalar ilk ¢aligmalar1 ile kolere iken[121, 176,
177]. Bizim ¢alismamizda primer tiimorle normal mukoza karsilagtirmasinda istatistiksel bir
artig goriilmemistir, yine ayn1 grubun yapmis oldugu metastatik fenotipte normal mukoza ve
primer tiimore gore artiglar ¢alismamizda PK metastaz fenotipinde ST6GALI artiginin
olmasiyla koleredir. Yine ayni calismada “Dall’Olio” ve arkadaslarinin gostermis oldugu
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insan KRK hiicre hatt1 Caco-2 de enterosit diferansiyasyonu ST6GALI1 artigiyla birlikte
goriilmektedir. Fetal ve yeni dogan rat intestinal hiicrelerinde ST6GALI1 aktivitesi oldukca
yiiksekken, siitten kesilmeyle birlikte dramatik olarak azalmistir[178, 179]. Bu sonuglar
birlikte degerlendirildiginde kolon hiicrelerinin malign transformasyonunda oldukg¢a yiiksek
ST6GALI ekspresyonu yaptigi diisiiniilmektedir. Calismamizda ST6GALLI seviyeleri primer
timorle normal mukoza karsilastirilmasinda artmig olarak bulunmustur. ayrica bizim
calismamizda istatistiksel olarak anlamli artiy ST3GALI1’de goriilmiistiir. ST3GAL2’de de
artis mevcuttur. Bu baglamda bakildiginda bizim c¢alismamiz ve “Dall’Olio” grubunun

sonuglar1 birbirine paralel goriilmektedir.

Kolon kanser hiicrelere hatlarinin adherent olarak biiylidiigii ve eksprese ST6GALI
eksprese etmedigini ve alt popiilasyonda gevsek sekilde tutunan hiicrelerde ST6GALI
aktivasyonunun goézlendigi “Dall’Olio” ve arkadaslarmin ¢alismasi[180] ve Ehlirch tiimoér
hiicrelerinde bu gozlemin tekrarlanmasi[181, 182] STO6GALI1’in rolii iizerinde kafa karistirict
olsa da; operasyon sonrasi alinan dokularda ST6GAL1’in enzim seviyelerinin istatistiksel
olarak anlamli olmamasi ve bu dokular ksenograft null farelerde iiretildiginde ST6GALI1
seviyelerinin artis1[183] bizim ¢alismamizdaki normal mukoza ve primer tiimdrde goriilen

ST6GALI seviyeleri ile PK metastazinda goriilen artisla sonuglarini agiklar niteliktedir.

“Pia Antony” ve arkadaslarmin invaziv mesane tiimorleri ve metastatik mesane
kanserleri tizerinde yaptiklar1 ¢alismada ST6GALI1 ekspresyon seviyesinde ki azalma[184],
ST6GAL1’in metastaik potansiyel ve doku yonelimi agisindan varyatnlarmin da ayrimi ile
degerlendirilerek yeniden ¢alisiimasi KRK’nin metastazi hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olunmasini saglayabilir. Bu ¢alisma bizim ¢alismamizla karsilastirildiginda primeri KRK olan
kanserlerin metastaz hareketini baglatmada ST6GAL1’in kolon kanserlerine 6zgilligii

diisiiniilebilir.

“Matthew J Schultz” ve arkadaslarinin over kanserlerinde yapmis olduklari hiicre
kiiltiirii ¢caligmasinda, fazla eksprese olan ST6GAL1’in kaspaz 3 yolagi ile gerceklesen
apoptozu Onlediginin gosterilmistir[185]. Bizim ¢alisgmamizda NM ile primer tiimor arasinda
ST6GALI1 artisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmamasma ragmen, normal
mukoza ve primer tiimorde ST6GALI ekspresyonlarmnin karsilastirilmasi sonucunda

ST6GALI1 artis1 goriilmiistiir. PK metastazinda ST6GAL1’in artis1 hiicrenin motilitesinin
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artmas1 ve migrasyonunun bu enzime baglandirabilmesi ile birlikte yeni lokasyonda implant

olusturmada apoptozdan kagisi saglamasininda rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

“Zhongyu Liu” ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada insan peritonel dokusunda
ST6GALLI artmis ekspresyonun TNFR1’in asir1 sialillenmesine sebep oldugu i¢in TNFa ile
indiiklenen apoptozun Onlendigi gozlenilmistir[113]. Bu calismadan ¢ikan sonuglar bizim
calismamizda ortaya koydugumuz PK metastazinda ST6GAL1 in artiginin ayrica apoptozdan

kacisida etkilemis olabilecegi sorusunu ortaya koymaktadir.

Dall’Olio ve arkadaslarinin KRK hiicre hatlarinda yapmis oldugu diger bir ¢alismada
ST6GALI1 artisi dogrudan aktiflesmis Ras’la bagimli olarak bulunmustur[186]. Kolon
hiicrelerinde malign doniisimiin ger¢eklesmesine katkisi bilinen Ras’in ST6GALI1 artisi
iizerinde ki etkisi bizim ¢aligmamizda ortaya koydugumuz PK metastazi ile iliskili olabilir.
Ras aktivitesi sonucu olusan STOGALI1 ekspresyon seviyelerinin Ras mutasyonlari ile birlikte

degerlendirilmesi bu iligki ile ilgili daha fazla bilgiyi ortaya koymada yardimc1 olabilecektir.

“Videira” ve arkadaslarmm mesane kanserinde yapmis oldugu sialil transferaz
calismasinda ST3GALI1 ekspresyonu artisini, muskiiler invazyon gostermeyen metastatik
fenotipte istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayni calismada iirotelyumda ST3GALI1
artig1 goriilmemistir. Yine bu ¢alismada bening tiimorlerde ST3GALI1 seviyesi diisiik olarak
belirlenmistir.  Calismada ST3GAL2 seviyeleri ST3GAL1 ile dogru orantil
bulunmustur[187]. Bizim calismamizda elde etmis oldugumuz ST3GAL1 ve ST3GALZ2
seviyelerinin PK metastazinda artisinin olmasi, normal mukoza ile karsilastirildiginda tiimor
hiicresinde artisin bulunmasi kolorektal kanserlerde sialil transferaz artismin tiimor belirteci
acisindan degerlendirilebilecegini ve daha ileri ¢aligmalarlarla metastazinin organ yonelimini

gostermesi agisindan degerlendirilebilir biyomarkir olabilecegini diisiindiirmektedir.

“Burchell” ve arkadaslarinin ST3GALTI transgenik mice deneyinde, meme tiiméorlerinde
ST3GALD’in artisinin  tiimér olusumunu hizlandirdigi ve ST3GAL1’in  fazladan
ifadelenmesinin onkogenezde karsinogenezin etkisi degil tiimor gelisiminde avantaj sagladigi
gosterilmistir[188]. Bizim c¢alismamizda erken tiimorigenezde ifadelenme degerleri
bakildiginda ST3GAL1 ifadelenmesinde ki artis herhangi istatistiksel bir anlamlilik

gostermemekle birlikte ekspreyon seviyesinde artig goriilmiistiir. Kolon kanseri hiicresinin PK
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metastazi sirasinda ifadelenme artis1 gostermesi kolorektal kanserlerde ST3GALIin artiginin

PK metastazinda anlamli oldugunu diisiindiirmektedir.

Meme kanserinde ST3GAL1’in ekspresyon artiginin metastazla iligkisini gostermek i¢in
yapilan ¢alismada fazla ifadelenme tipi ve shRNA kullanarak ayni varyantlarda ST3GAL1’in
susturulmasinin E-selektine baglanmasinda artigla yiiksek invazyon ve migrasyon ozelligi
kazandig1 ve ST3GAL1’in invasyonla iligkili molekiillerin; Bl integrin, COX-2, MMP-9,
MMP-2, ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir[189]. Bu ¢alismanin sonuglart bizim

calismamizda ST3GALI ifadesinde artisin metastazi destekledigi sonucuyla koleredir.

“Gu” ve arkadaglarmin 293T ve HelLa S3 hiicre hattinda yapmis oldugu GnT3 (sailik
asiti substratina sialik asidi 1,4 baglayan sialil transferaz); GnT-3’lin hiicre migrasyonuna
etkisi, hiicrenin eksprese ettigi diger sialil transferaz paternleri ile yakindan ilskili
bulunmustur. Ayn1 ¢aligmada GnT-3’lin fazla ifadelenmesi migrasyon yetenegini azaltirken,
bu ifadelenme artan ST6GALI1 ‘in ifadelenmesinde artig oldugunda migrasyonu ve metastazi
engelleyememistir. Aynm1 c¢alismada GnT-3 artisinin 02,3 sialilasyonu engelledigi ortaya
konmustur. Bu ¢alisma da sonug¢ olarak 02,6 sialilasyonun artisginin GnT3 artisinin metastaz
onleyici davranigini degistirebildigi gorilmiistiir[190]. Bizim ¢alismamizda KRK’larda artmis
sialil transferaz paterninde PK metastazi olusturan hiicre tipinde GnT-3’de ekspresyon artis1
goriilmedigi gibi ST6GALI1 araciligiyla 02,6 sialilasyon artisinin ve ST3GALI1 ve ST3GAL?2’

artisinin PK metastazinin belirteci olabilecegi sonucunu destekler yondedir.

“Bellis” ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada artan ST6GALI1 ekspresyonunun
timore yakin olan ve normal goriilen mukozada da artismin oldugu malign dokuda kript
yapilarinm oldukga bozulmus oldugu ve bu dokularda ST6GALL ekspresyon artisinin oldukga
fazla oldugu ortaya konmustur[191]. Bizim g¢aismamizda normal mukozada ST6GALI,
ST3GAL1 ve ST3GAL’nin normal mukozada ekspresyon seviyesi ve tiimor dokusunda
ekspresyon seviyelerinin birbirine yakin olusunun nedeni “Bellis” ve grubunun gdstermis
oldugu bulgulara bagl olabilir. Timoér mikrogevresi etkilesimleri ile ilgili daha ileri
tetkiklerin yapilmasi ve bu bolgede metastazla iliskisi oldugu diistiniilen MMP-2 ve MMP-9
gibi faktorler, Fas ve B integrin seviyeleri ve iliskilerinin degerlendirilmesi bu konuda daha

ayrintili bilgilere sahip olunmasini saglayabilir.
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Onkogenik ras ekspresyonuna sekonder olarak ST6GALI artisi gosteren HD3
hiicrelerinde, shRNA kullanilarak STOGAL1’in ekspresyonunun susturulmasi ve kanser kok
hiicre popiilasyonunun flow sitometre aracilifiyla degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢aligmada
ST6GALI’in susturulmasmin kanser kok hiicresi sayisinda iki kattan fazla azalmaya sebep
oldugu gosterilmistir[111]. “Hirabayashi” ve arkadaslarmin indiiklenmis pluripotent kok
hiicre ile somatik hiicre farkliligmninda, ips’lerde somatik hiicreye gore artmis ST6GALI
seviyesini gosterdigi calisma[192] ile birlikte degerlendirildiginde bizim ¢aligmamizda
bulmus oldugumuz PK metastazli hiicrelerde ST6GAL1’in artis sebeplerinden birini
aydmlatabilir. Ayrica c¢alismamizda goriilen normal mukoza ve kanser hiicresinde ki
ST6GAL1L ekspresyon seviyelerinin birbirine yakin olmasi, transformasyonun molekiiler
bazda baslamis hiicrelerin morfolojik olarak normal kabuliinden kaynakli olabilir. Bu durum

cerrahi sinir belirlemede yeni yontemlere 11k tutabilir.

“Gu” ve arkadaslarinin G11 hiicre hattinda yapmis oldugu c¢alismada TGF-f ile
indiiklenen EMT siirecinde ST6GALT ve a2,6 sialilasyonun arttigi, STOGALI artisiyla kolere
olrak a2,3 sialilasyon paterninde de istatistiksel olarak anlamli artis gézlendigi ortaya
konmustur[120]. Bu bulgular ST6GALI’in bizim ¢alismamizda gostermis oldugumuz PK
metastaz siirecinde ki artisinin sebeplerinden birinin EMT doniisiimiine dahil olmasi sebebiyle
olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.

“Kannagi” ve arkadaslarinin hiicre hattinda yaptiklar1 ¢alismada ST3GALI ekspresyon

seviyesinin artisinin  sLe*

seviyesinde ki artigla uyumlu oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada sLe*? artisina c-Myc katkisinin ST3GALI transkripsiyonel indiiksiyonuyla katk: da
bulundugu goézlenmistir. Ayrica aymi ¢alismada hipoksik kosullarla iliskili E-selektin
ligandinin ST3GAL1 aktivasyonuyla diizenlenerek ekspresyon seviyesinin arttigi
gosterilmistir.[193]. Bu ¢alismanin sonuglar1 bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla

ayn1 dogrultuda yer almaktadir. sLe*® uzun zamandir kolorektal kanserlerle iliskisi bilinen ve

metastazda rol aldig1 kabul edilen bir antijendir.

“Dall’Olio” ve ekibinin mesane kanser hiicre hattinda yaptiklar1 ¢caligmada; tirotelyum
ile karsilastirildiginda mesane kanserlerinin invazyon gosteren fenotipinde ST3GALL seviyesi
anlamli olarak artmis bulunmustur(yaklasik 8 kat). ST3GAL?2 ise istatistiksel olarak anlamli

bir artig gostermemis olsa da normal mukoza ve tiimor hiicresi karsilagtirildiginda iki Kat,
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irotelyumda ve tiimorde karsilastirildiginda ise bes kat artis gosterdigi bulunmustur.
Caliymada metastatik olmayan {iirotelyum tiimorigenezinin erken seviyesinde ST6GALI
seviyesinin artiginin timdr olusumundan sonra normal seviyelere indigini gostermislerdir.
Invaziv mesane kanserinde ise ST3GALI1 seviyesinde artisin devam ettigi ve ST3GALI
ekspresyon seviyesinde ise azalma oldugu gosterilmistir.[187]. Bizim bulgularimizda
ST3GALI1 seviyesinde ki artigin metastaza katist oldugunu gosterirken, ¢aligmamizdaki
ST3GAL1’ artisiyla “Dall’Olio” ve ekibinin mesane kanserinde gostermis oldugu
ST3GAL2’nin azalmasi, KRK’larin metastazi agisindan ST3GAL2’nin anlamli bir belirteg
olabilecegi yoniinde bir gosterge olabilir. Bu konuda yapilacak ileriki arastirmalar daha fazla

bilgi sahibi olunmasi yoniinde gereklidir.

“Hong” ve arkadaslarinin insan keratinosit HaCaT hiicre hattinda EMT {izerine
calismalarinda; incelemis olduklari sialil transferazlardan 10 tanesinin; ST3GALI1, ST3GAL4,
ST3GALS, ST3GAL6, STOGALI ve ST6GALNACI’in ortama TGF-Blyiiklendikten dort
saat sonra azalma gosterdigini, ilk 24 saatte sadece STOGAL6 ve STOGALNACI ’in azalan
seviyeyi korudugunu, diger sialil transferazlarin ekspresyon seviyelerini tekrar es seviyeye
yiikselttikten sonra ekspresyon artisinin  devam ettigini  ve yikselttiklerini ortaya
koymuslardir. Ayrica ST3GALZ2 seviyesinin ilk saatlerde ve devam eden siirecte ekspresyon
seviyesini arttirdigini  ortaya koymuslardir[194]. Bu g¢alisma bizim ¢alismamizda
degerlendirdigimiz ST6GAL1 ve ST3GAL2’nin EMT siirecine katkist  yoniinde

degerlendirilmesi gereken enzimler olabilecegi sorusunu diisiindiirmektedir.
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6 SONUC VE ONERILER

Kolorektal tiimdrler diinya genelinde kanser mortalitelerinin  6nde gelen
sebeplerindendir. Kolorektal tiimorlerin metastaz potansiyeli olduk¢a fazladir. Kolorektal
kanserin metastatik davranisini ortaya koymak i¢in pek ¢ok calisma halen yapilmaktadir.
Bunlar arasmda EMT doniisiimiiniin basamaklar1 aydmlatilarak, terdpatik yaklagimlar i¢in
yeni ila¢ hedefleri bulunmasini amaglayan ¢alismalar 6n siralarda yer almaktadir.

Glikomik arastirmalar hiicrenin seker yapilarmin anlik degisimlerini ortaya koymaya
calismaktadir. Glikomik’in degerlendirildigi alanlardan biri de onkolojik ¢alismalardir.
Kolorektal kanser g¢alismalarinda yapilmis olan glikomik g¢alismalarin ¢ogunlugu hiicrede
etkilesimde olabilecegi diger molekiilleri baz alinarak yapilmistir. Bizim ¢alismamizda
hiicrenin kimliklenme molekiilii olarakta bilinen sialik asitin hiicredeki seviyesini gosteren
sialil transferazlarin kolorektal kanser hiicresindeki artis seviyelerini ve sialik asitleri spesifik
bir sekilde substratina baglayan sialil transferazlarin ekspresyon seviyeleri belirlenerek bu
sialik asitlerin yapmug olduklar1 bag tiplerinin belirlenmeye ¢alisilmasi hedeflenmistir.

Calismamizda kolorektal kansere bagli peritoneal ve karaciger metastazlarinda sialyl
transferaz ekspresyonlarmin degiskenlik gosterdigi, ST3GAL1, ST3GAL2 ve ST6GALI1’in
ekspresyon seviyelerinin peritoneal metastazda arttigi, karaciger metastazinda ise azaldigi
saptanmugtir. Bu iki metastaz paterni arasindaki farklilik kolorektal kanserde metastatik
fenotipin organ sec¢iliminde sialil transferazlarin ve sialik asit baglanma sekillerinin potansiyel
roliinlin oldugunu diisiindiirmektedir. Peritoneal karsinomatozda gozlenen artislar kolorektal
kanser hiicresinde PK metastazi1 yapan hiicrelerde sialik asitlerin daha ¢ok a2,3 ve a2,6 sialik
asit baglanmalarmin goriildiigii ve bu artisin kolorektal kanser hiicresinin peritonel alana
yayilmasinda belirte¢ olabilecegini ortaya koymustur.

Calismamizin  kisithliklar1 olarak hasta sayisinin yetersizligi ve parafin bloktan
calisilmig olmasi yani elde edilen materyalin taze dokudan elde edilen materyalle es kalitede
olmamasi sayilabilir. Calismamizda degerlendirilen 4 sialiltransferaz 8 hastada yeterli olan
RNA oOrneklemi ile Q-PCR ile dogrulanabilmistir. Bu durum c¢alismanin giiclinii
diistirmektedir. Gelecekte daha fazla sayida hastada taze materyal kullanilarak yapilacak

caligmalar sialil transferazlarin ekspresyonlarindaki degisikliklerin ve diger EMT molekiilleri
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ile olan etkilesimlerinin ortaya konmasini saglayabilir, boylece KRK’in metastatik fenotipinin

daha iyi karakterize edilmesine katki saglayabilir.
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8.2  Ozgecmis

Ad1 Soyadi: Sezen Korkut

Dogum Tarihi: 01/04/1981

Ogrenim Durumu: Yiiksek Lisans

DERECE BOLUM/PROGRAM | UNIVERSITE YIL
LISANS BIiYOLOJi/ EGE 2012
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BIYOLOIJi VE
GENETIK
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OGRENCI BILGILERI

ADI: Sezen

SOYADI: KORKUT

OGRENCINO: 2012970158

Anabilim/Bilim Dah: Temel Onkoloji

PROGRAMI: Temel Onkoloji

8.4 TEZ KODU: DEU.HSI.MSC.2012970158
DANISMANI: Prof.Dr.ILHAN OZTOP

YUKSEK LiANS

SUNUM

Tez bashgigalisma konusu agik ve yeterli olarak tanimlamakta

midir?

Evet Diizeltilmesi gerekir

Tez kolaylikla okunup anlagiliyor mu?

Evet Kismen diizeltilmesi gerekir

Yeniden yazilmasi gerekir

Tablo sekil ve grafikler tez yazim kurallarma uygun olarak

hazirlanmig mi1?

Evet Diizeltilmesi Gerekir

Kaynaklar Dizini Dogru

Aciklaymiz

Hatali

BUTUNLUK

Tez bolumleri birbirlerine mantiksal ve analitik bir butiinlik ve

akis i¢cinde baglaniyor mu?

Evet Hayr

Aciklaymiz
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OZGUNLUK  VE | Aday sizce bu calisma sonunda bilimsel arastirma yapma, bilgiye
YARATICILIK erigme, degerlendirme ve yorumlama yetenegi kazanmis midir?
GIRIS Arastirmaya konu olan problem tanimlanmistir

Evet

Hayir

Problemin ¢oziimiine yonelik hipote acgik olarak belirtilmis ya da

arastirma sorular1 tanimlanmis midir?

Evet

Hayir

GENEL BILGILER

Literatiir bilgileri 6ztimsenerek derlenmis midir?

(LITERATUR

BiL GISI) Evet Haylr
Goriislerinizi tez degerlendirme kriterlerine uygun olarak
belirtiniz

GEREC VE | Goriislerinizi tez degerlendirme kriterlerine uygun olarak

YONTEM belirtiniz

BULGULAR Goriislerinizi tez degerlendirme kriterlerine uygun olarak
belirtiniz

TARTISMA Gortiglerinizi tez degerlendirme kriterlerine uygun olarak
belirtiniz

SONUC VE | Sonug/sonuglar net olarak belirtilip bagka hipotez ve/veya

ONERILER arastirma sorulari ile iliskilendirilmis midir?

-88 -




KAYNAKLAR Kaynaklar uuygun yazilmis mi? Yeterli mi? Giincel kaynak var

mi1?
EKLER Eksik var m1?
DIGER Tez hakkinda 6nemli gordiigiiniiz diger hususlar1 belirtebilirsiniz
JURI Tarafimdan degerlendirilen bu tez, dokuz eyliil iniversitesi

DEGERLENDIRME | lisansiistii egitim-6gretim ve sinav yonetmeligi uyarinca
SONUCU

Kabul edilebilir niteliktedir

Ek siire verilerek diizeltilmesi gerekir

Ret edilmesi gerekir I:I
JURI UYESININ
Adi Soyadi
Anabilim/Bilim Dal
Universite/Enstitiisii
Tarih imza
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