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KOLON KANSERINDE VE ILAC DIRENCINDE OTOFAJININ ROLU

Zekiye Sultan Altun, Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji
Anabilim Daly, inciralti, iZMiR.

OZET

Amag: Kolorektal karsinom diinyada tiglincii en sik gozlenen kanserdir. Otofaji,
hiicresel proteinlerin otofajik vakuoller araciligi ile lizozomal degredasyonudur. Otofaji
gelisimde, uzun yasamda ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde biiyiik rol
oynamaktadir. Tiimor gelisimi ve uyarilmasi lizerine bazi etkiler gosterdigi saptanmistir. Bu
calismanin amaci, otofajinin, otofaji iligkili protein beclin-1’in ve kolorektal kanserin

klinikopatolojik 6zellikleri ile iligkisinin belirlenmesidir.

Yontem: Kolorektal kanser hasta doku oOrnekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana Bilim Dali’ndan elde edildi. Tiimor ve eslenik normal doku
ornekleri 36 kolorektal kanser hastadan elde edildi. Beclin-1 proteini, kolon kanser doku
orneklerinde otofaji varligini gostermek i¢in western blotting yontemi kullanilarak belirlendi.
Beclin-1 ekspresyonu ile invazyon, metastaz ve evreyi igeren klinikopatolojik Ozellikler

arasindaki iliski arastirildi.

Bulgular: Beclin-1 protein ekspresyonu hem tiimor hem de eslenik normal doku
orneklerinin ¢ogunda saptandi. Hastalarin {i¢clinde hem tiimér hem de normal doku
orneklerinde beclin-1 ekspresyonu saptanmadi. Beclin-1 protein ekspresyonu yalnizca iki
hastanin tiimor dokusunda ve dort normal doku 6rneginde belirlendi. Buna karsin, kolorektal
kanser hastalarinin klinikopatolojik 6zellikleri ile beclin-1 protein ekspresyonu arasinda

herhangi bir korelasyon saptanmadi.

Sonu¢: Bu galigmanin sonuclar1 otofajinin kolorektal karsinogenezisde ise karustigini
onermektedir. Genisletilmis ¢alismalarin yapilmasi otofaji ve kolorektal kanser ile iliskili

klinikopatolojik 6zellikleri belirlemede faydali olabilecektir.

Anahtar Soézciikler: Beclin-1, kolorektal kanser, otofaji, klinikopatolojik 6zellikler
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THE ROLE OF AUTOPHAGY IN COLON CANCER AND DRUG REZISTANCE

Zekiye Sultan Altun, Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology, Basic Oncology
Department, Inciralti, IZMIR.

ABSTRACT

Objective: Colorectal cancer is the third common cancer in the world. Autophagy is a
lysosomal degradation of cellular proteins via autophagic vacuols. Autophagy has a major
role in pathogenesis of many diseases such as development, long life and cancer. It is
confirmed that it has some effects both on tumour development and induction. The aim of this
study was to determine the autophagy, related protein beclin-1, and correlation with

clinicopathologic characteristics of colorectal cancer.

Method: Colorectal cancer patient tissue samples were collected from Dokuz Eylul
University Medical Faculty Surgery Department. Tumor and corresponding normal tissue
specimens were obtained from thirthysix colorectal carcinoma patients. Beclin-1 protein
determined with western blotting detection method, in order to indicate of the existence of
autophagy in colon cancer tissue samples. Beclin-1 expression and relationship of

clinicopathologic characteristics, including invasion, metastasis and stage, were investigated.

Results: Beclin-1 protein expression was determined mostly in both tumour and
conjugate normal tissue samples of human colorectal cancer patients. In both tumor and
normal tissue samples of three patients showed no expression of beclin-1. Beclin-1 protein
expression was determined in only two patient’s tumor tissues and four of normal tissue
samples. However, any significant correlation was not found among the beclin-1 protein

expression and clinicopathologic characteristics of the colorectal cancer patients.

Conclusion: The results of this study suggested that autophagy is involved in
colorectal carcinogenesis. The largest studies could be beneficial for determination of

autophagy and related clinicopathologic characteristics of colorectal cancer.

Key Words: Beclin-1, colorectal cancer, autophagy, clinicopathologic features.
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1. GIRIS VE AMAC

Kolon kanseri tiim diinyada kadinlar ve erkeklerde goriilen kanserler arasinda tiglincii en sik
gbzlenen kanserdir (1). 2009 yil1 verilerine gore Amerika Birlesik Devletleri’'nde yeni kanser
vakalariin % 10 ve kansere bagl 6liimlerin % 9’undan kolorektal kanserler sorumludur. Su
anda kullanilan giincel tedavi rejimlerine karsin 5 yillik sagkalim %30-40’1 gecememektedir.
Arastirmalar kolorektal kanserlerin Onlenmesi ve tedavisine yoOnelik yogun arastirmalara
odaklanilmistir. Kolorektal kanserde gelisen tedavi direnci bu kansere bagli dliimlerin ana
nedenlerinin basinda gelmektedir. Amag, sinirli da olsa sagkalim artis1 yaninda palyasyon
yani semptom kontrolii ve yasam kalitesinde iyilesmedir. Tedavi i¢in hastanin evresine gore
cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapi uygulanabilmektedir.

Otofaji uzun yillardir varlig1 bilinen ancak mekanizmasi tam aydinlatilamamig bir hiicre 6lim
yoludur. Otofaji hiicresel proteinlerin otofajik vakuoller araciligt ile lizozomal
degredasyonudur (2, 3). Otofaji gelisimde, uzun yasamda ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir. Son g¢aligmalara goére otofajinin kemoterapi, hormon ve
radyasyon tedavisine karsi direng gelismesinde onemli mekanizmalardan biri olabilecegi
onerilmektedir. Otofaji, antikanser tedavilerle hasara ugrayan makromolekiillerin,
organellerin ve proteinlerin otofajik vakuoller araciligi ile lizozomal degredasyonu ve yeniden
siklusa girmesi ile sonuglanan bir koruyucu yasam mekanizmadir. Kanserde tiimor gelisimini
uyarict etki gosterebildigi gibi kemoterapi ilaglartyla olusan hiicre 6liimiinde de rolii oldugu
ortaya konmustur (4-6). Dolayisiyla, otofajinin tedavi uygulanmis kanser hiicrelerinde
regiilasyonunun anlasilmasi anti-kanser ilaglarin gelisiminde molekiiler hedeflerin kesfine yol
agabilecektir (7).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar otofajinin mekanizmasinin aydinlatilmasina, burada yer alan
proteinlerin belirlenmesine katki saglamistir. Yapilan c¢alismalar karsinogenez siirecinde
otofajinin roliinii de ortaya ¢ikarmustir (8-10). Otofaji aslinda besin yetersizliginde hiicrenin
canliligini saglayan bir mekanizmadir. Yani otofaji kanser olusumunun baslangicinda uygun
olmayan c¢evresel kosullarda hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktadir (8, 11). Timor
progresyonunda da biiyiiyen tiimor kitlesiyle yetersiz kalan besin ve oksijene ragmen yine
hiicrenin yasamini idamesine katki yaparak tiimor progresyonuna katilir. Kanser tedavisinde

otofajinin yeri ise apoptoz defekti nedeni ile kemoterapiye direngli kanserlerde, otofaji
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indiiksiyonu ile tedavi basarisin1 arttirmaktir (9). Daha once meme kanserinde yapilan
caligmalarda otofajinin varlig1 ve otofajide 6nemli bir rolii olan ve timor siipresor bir gen olan
beclin—1 proteinin ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (10, 12).
Bu projenin amaci:
a. Sectigimiz kanser tiirii olan kolorektal kanserinde, otofajinin var olup olmadiginin
belirlenmesi,
b. Kolorektal kanserde otofaji ile iliskili bir protein olan beclin-1’in ekspresyonunun
belirlenmesi,
c. Otofaji ile kolorektal kanser klinik bulgular1 arasinda bir iligski olup olmadiginin

belirlenmesidir.

2. GENEL BILGILER

Kolorektal kanser

Kolorektal kanser (KRK) en sik kanserlerden biri olup kansere bagli 6liimlerin ii¢iincii
nedenidir (13). KRK etkili bakim ve yasam bi¢im degisiklikleri sonucunda bat1 iilkelerinde
insidans1 azalmistir. Buna karsin Cin gibi gelisen iilkelerde ekonomik gelisme ve daha 6nceki
bat1 yasam tarzina adaptasyon 20 yil 6ncesinden daha fazla bir siiredir gelismis tilkelerdeki
gibi KRK insidansinda artmaya yol agcmustir. Genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi KRK
karsinogenezinde onemli role sahiptir. KRK prognozu ozellikle ileri evrede diger solid
tumorlerle karsilastirildiginda son iki dekadda molekiiler mekanizmasi daha iyi anlagilmasina
karsin prognozda belirgin bir gelisme olmamistir. Survey, Epidemiyoloji ve Sonuglar (SEER)
program veritabani analizine gore 5 yillik survival oranlar1 1980’lerin baslarinda tani konan
hastalar i¢in %56.5’den 1990’larin baslarinda tani konan hastalar i¢in % 63.2 kadar ¢ok ve
son zamanlarda erken tani ve tedaviye bagl olarak % 64.9’a artis olmustur (14). Artisin bir
nedeni KRK hastalarin prognozunun evreye yiiksek oranda bagimli olmasi olup 5 yillik
survival oran1 Dukes A icin % 90’nin iizerinde iken, Dukes B i¢in yalnizca % 5’tir. Ne yazik
ki, KRK hastalarin yalnizca % 10’una erken teshis konmakta ve cogu hasta ilerlemis
hastalikla ortaya ¢ikmaktadir. Artigin diger bir nedeni ise KRK’in heterojen olmasidir (13). 5-
flourasil (5-Fu) KRK’in ana tedavi rejimi olarak kalmakla birlikte, oksaliplatin ve
irinotekanin girisi ile median tiim survival 10 aydan 18-24 aylara ¢cikmistir (15). Kanser

biyolojisindeki ilerlemeler, kanser gelisimi, metastaz1 ve kanser hiicrelerinin kemoterapiye
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direncindeki molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 ile ilgili bilgilerimizi arttirmistir. Yeni
ajanlar ve kombinasyon rejimleri metastatik KRK hastalarda degerlendirilmistir. Epidermal
biiyiime faktor reseptoriine karst IgGl monoklonal antikoru Cetuximab gibi hedeflenmis
ajanlar ¢esitli insan kanser tiplerindeki monoterapi ve kombine kemoterapinin ilgili klinik
aktivitesi olarak belirlenmistir. KRK hastalar i¢in klinik pratikte TNM-evre ve rezeke edilen
lenf nod sayilar1 gibi iyi olusturulmus klinik evreleme kriterlerinden olusan hastaligin klinik
ve patolojik evrelemesi hastasigin degerlendirilmesinde temel alinmaktadir. Bununla birlikte,
tumoriin biyolojik davranisini ve en faydali tedavi rejiminin se¢iminde onaylanmis prediktif
ve prognostik belirteglerin eksikligi nedeniyle tedavi halen aksaktir ve giincel tedavi

planlarinin basarisiz olabilecegi 6nerilmektedir (15) .

OTOFAJI

Otofaji islemi mayalardan memelilere kadar korunmus bir islemdir (7). Otofaji besin, oksijen
ya da biliylime faktor eksikligi olan hiicrelerde gelisir. Otofaji ayrica 6rnegin Parkinson,
Alzhemier ve Huntington gibi ndrodejeneratif hastaliklarda ve gelisimde ve doku yeniden
olusumu sirasinda &len hiicrelerde gosterilmistir (7). Olen hiicrelerde otofajinin kesfi
inhibitérii 3 metiladenin ile ilgili bulgularla birlikte, tumor nekrozis faktdr uygulanmig T
lenfoblastik 16semi hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin gecikmesi ile programli hiicre 6liimiiniin bir
tipi olarak belirlenmistir. Buna karsin maya mutantlar1 otofaji gelistirmede defektif olup
acliga wild tip eslerine gore daha sensitif olup 3-metiladenin ile ilgili bilgilerin realizasyonu
ile 3-metiladenin otofajinin spesifik inhibitorii olmadigini ve bu goriisiin yeniden incelenmesi
gerektigi ve belli durumlarda otofajinin nedeninden ¢ok hasara karsi cevap olarak programli
hiicre 6liimiine karsin hiicresel defans mekanizmasi olarak ele alinmasina neden olmustur (7).

(2) Otofaji hiicresel hemostatik mekanizmadir. Otofaji hiicresel anabolik ihtiyaclar
karsilamak ve aclik durumunda canliligi devam ettirmek {izere stabil proteinler gibi uzun
Omiirlii sitozolik makromolekiillerin resiklusunu saglar. Houskeeping roliiyle hasarli ya da
tehlikeli mitokondri gibi asir1 tiretilmis organelleri uzaklastirir ve bdylece programlanmamis
apoptozdan hiicreleri korur. Otofaji hiicresel bakim mekanizmasi olmakla birlikte, 6zel
kosullar altinda asir1 otofaji nonapoptotik programli hiicre dliimiine yol agabilir (2). Otofaji ii¢
kisma ayrilir (16).

1) Makrotofaji (otofaji) ; sitoplazmanin bir kisminin lizozomla birleserek otofagozom denilen

vezikil olusur ve icerigi degrade edilir.
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2) Saperon bagimli otofaji; spesifik sitozolik proteinlerin yikimini i¢in selektiftir.

3) Mikrootofaji; invajinasyon, protiizyon ya da lizozomal smirlayict membranin
septalagsmasiyla direkt olarak sitoplazmay1 lizozom igine alir (16).

Otofajinin molekiiler kontroliinii ac¢iga c¢ikarmada elde edilen son bulgular tumor ve
transforme hiicrelerin azalmis otofajik kapasite gosterdigini desteklemistir (17). Transgenik
hayvan modelleri ve kiiltiir hiicrelerinde kanser tedavisine cevap olarak otofajik genlerin
baskilanmasi sonrasinda ki son bulgular ile otofajinin tumdér supresor mekanizma oldugu
kuvvetle Onerilmistir. Bununla birlikte kanser gibi kompleks patolojilerde otofajinin rolii
aciktir. Diger bir deyimle otofaji hiicrelerin kanserdz olmasini yenmede hazirlikli mekanizma
olabilir ya da kanser hiicreleri bazen otofajik kapasitelerini kendi faydalar1 i¢in kullanabilirler.
Eger Oyleyse, otofaji kanserin doku orjinine, kanser gelisim evresine, stromal ve beslenme
cevresine ya da tumoriin ve kanser hiicrelerinin diferansiasyon derecesine gore degismektedir
(17).

Otofaji hiicresel strese yanit olarak proteinlerin ve organellerin yikimi ve materyallerin
resiklusu islemidir (18). Hiicre i¢i uzun ve kisa Omiirlii hedef proteinlerin yikiminda iki ana
rota, ubikitin-proteozom yolu ve otofaji lizozom yolu bulunur. Hiicre siklus kontrolii ve strese
cevap olarak yer alan kisa omiirlii proteinler selektif olarak isaretlenmistir ve ardindan
ubikitin proteozom yoluyla yikilirlar. Zit olarak, hiicrenin protein proliferasyon kapasitesi
icinde yer alan hiicresel proteinlerin % 90’ndan fazlasi uzun 6miirlii olup 3 yolla lizozoma
ulagir: makrootofaji (genelde otofaji olarak refere edilir), mikrootofaji ve saperon bagiml
otofaji ve hiicre i¢i degradasyon i¢in en 6nemlisi makrootofaji olarak yer alir. Otofajik yikim
islemi 4 fazda ilerler (sekil 1).

I- indiiksiyon fazi: Besin, oksijen, hormonlar, bilyiime faktorleri ve enerji durumu, 1s1, hiicre
yogunlugu, kemo- ve radyoterapik tedavilerin algilanmasinda ise karisan sinyal kaskadlari
araciligi ile hiicresel stres araciligiyla baglar.

II- Otofagofor olarak bilinen izolasyon membrani sitozol ve / veya organellerin bir kismini
cevreler ve boylece otofagozom denen ¢ift membranli arag olusturur (sekil 2).

III- D1s membran endozom ya da lizozom ile birlesir ve bu hidrolazlar1 saglar ve otolizozom
olusumu ile sonuglanir.

IV- I¢ membran, protein ve organel igerigi (otofajik cisim) lizozom enzimleriyle yikilir ve

yeniden siklusa girer.
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Sekil 1. Otofajik islemin sematik gdsterimi
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Sekil 2. Elektron mikroskobik olarak otofajinin gosterilmesi. a) Rarapamisin ile hiicrelerde
otofaji indiiksiyonu: Izolasyon membraninin olusmas1 (p; otofagofor), (ap; otofagozom), (I;
lizozom), (e; endozom ile lizozomun fiizyonu), (e-al; erken otolizozom), (l-al; gec

otolizozom), (d-al; degrade otolizozom). b) Sulforafan ile hiicrelerde otofaji indiiksiyonu.

Son zamanlarda Korolchuk ve arkadaslar1 otofajinin yanlizca uzun yasam omiirlii proteinlerin
yikiminda degil aym1 zamanda ubikitin proteozom sisteminde arabulucu olarak ise
karisabilecegini 6nermislerdir. Otorler otofaji ile inhibe edilen sistemden p53 gibi kisa Omiirli
proteinlerin seviyelerini artmis olarak bulmuslardir (18).

Cift membranli ara¢ olusumu otofaji iliskili proteinlerin (ATG) ise karistigi kompleks bir
islemdir (18). ATG ailesinden halen insanlarda 16 ve mayalarda 31 adet bulundugu
bilinmektedir. PI3K kompleksi otofaji iligkili protein Beclinl ile birlikte indiiksiyona katkida
bulunur. Beclinl simif III PI3K kompleksinin iiyesi olup fosfatidil inozitol (PI3) olusumunda
onemli rol oynar. Bu lizozomal enzim transportu yani sira otofagozomal komponentlerin
preotofagozomal yapilara ayrilmasinda esansiyeldir. Beclin-PI3K kompleksi sitozole ve trans
golgi agma lokalize olur. Otofagozom olusumu iki ubikitin benzeri sistem ve fosfolipid
fosfatidetanolamin aracilig1 ile meydana gelir. Atgl2-Atg5 konjugasyon sisteminde Atgl2
proteini E1 ubikitin benzeri enzim Atg7 aracilifiyla ilk olarak aktive olur, ardindan E2
ubikitin benzeri enzim Atgl0’a transfer olur ve sonunda izopeptid bag: tarafindan Atg5’e
konjuge olur. Atgl2-Atg5 konjugatlart Atgl6 ile biiyiik protein kompleksleri olustururlar ve
otofagozom olusumu sirasinda izolasyon membraninin uzamasi ve LC3-fosfatidiletanolamin
(PE) kompleksinin lokalizasyonunu belirlemek icin gereklidirler. ikinci konjugasyon
sisteminde, Atg8/LC3 E1 ubikitin benzeri enzim Atg7 tarafindan aktive olan C-terminal glisin
rezidiisine temas etmek iizere sistein proteaz Atg4 tarafindan ilk olarak islenir. E2 ubikitin
benzeri enzim Atg3’e baglandiktan sonra, LC3 PE’e baglanir. Bu konjugasyon kompleksi
otofagozomal membrana lokalize olur. Daha sonra LC3 PE’den proteaz Atg4’iin etkisiyle
tekrar dekonjuge olur. Otofagozomun ve igeriginin yikimi i¢in aksesuar lizozomal ya da
endozomal hidrolazlar gereklidir. Otolizozomun maturasyonunda H1-ATPaz tarafindan
asidifikasyon gereklidir. Otofagozom ve lizozom filizyonu mikrotubiiller araciligiyla
gerceklesir. Bundan dolayi, Bafilomisin A1, RTA 203, monensin ya da klorokin gibi H1-
ATPaz inhibitorleri kullanarak otolizozom olusumunun supresyonu goreceli gec evrelerde

olmasina karsin, Atg5 ya da Atgl2’e kars1 PI3K’1n 3-metiladenin ya da kiiciik interfere edici
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RNA tarafindan inhibisyonu erken evrelerde otofajiyi zayiflatir. Otofaji antikanser ajanlari
iceren cesitli kosullar tarafindan indiiklenebilir ve en iyi tanimlanin1 rapamisinin memeli
hedefi (mTOR) olarak sayisiz protein kinazlar tarafindan diizenlenebilir. Bunun yaninda
ornegin intrasitozolik kalsiyum (Ca) diizeyleri tarafindan otofajinin diizenlenmesi gibi ¢esitli
diger mTOR bagimsiz otofaji yollar1 bilinmektedir. Intrasitozolik Ca diizeylerinin artisi
eksprese olan kalpain-1 ve kalpain-2’i iceren kalpainler denilen Ca bagimli sistein proteaz
ailesini aktive eder. Kalpainler tarafindan gerceklesen mekanizma otofaji ile interfere olur ve
ayrica tam olarak agiklanmamis olup, membranlarin fagoforlara ulagsmasinin engellenmesinde
ve mikrotubiil ag yoluyla sitoskelatal baglantilarin islemlenmesinde ise karigabilir (18).
Otofaji algilayicilar1 ve efektorleri olmak {iizere iki kategoriye ayrilan ¢ok basamakli bir
islemdir. Efektorler daha ileri olarak tip I ve tip II efektorlere ayrilabilir. Tip-1 efektorler
preotofagozomal membran ya da fagofor ya da preotofagozomal membrandan otofagozoma
kadar otofagozom olusumuna neden olan basamaklarda (niikleasyon, ekspansiyon, uncoating
ve completion) ise karisir. Tip-1 efektorler genellikle gelisimsel olarak korunmus Atg
proteinleri ve siif III fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI3K), Vps34 maya ortologu olarak temsil
edilirler. Tip-1 efektorlerin aktivitesi siif 111 PI3K-Atg6 (Beclin 1) kompleksi ve ubikitin-
benzeri konjugasyon sistemlerinin (Atg8/LC3 ve Atgl2 sistemleri) olusumu ile diizenlenir.
Birinci tip efektor, Beclin-1, tumor supresdr gen iirliniidiir. Bu efektoriin monoallelik
delesyonu sporadik over ve meme kanserlerinde % 40-75 oraninda gozlenir. Son zamanlarda,
transgenik hayvan modelleri beclin-1 monoallelik delesyonunun degisik dokularda tumor
gelisimini arttirdigini géstermistir. Tip-II efektorler ise otofagozomlarin (yani, Lamp-2, Rab
proteinleri, SNAREs, SKD1) olgunlagsmasinda ise karisir (17).

Sensorler farkli sinyalizasyon yollarinda, ikincil mesajcilar ve ¢evresel degisikliklere cevap
olarak ve otofagozom olusumunun basamaklarini diizenlemede proetin kinaz komplekslerinde
ise karisir ve efektorlerin iist kisminda meydana gelen otofagozom olusum basamaklarini
diizenler (17). Otofaji sinyalizasyonunda ise karisan bir¢ok sensdrler, tumor supresor gen
tirtinleri (yani fosfatazlar ve kromozom 10 delete tensin homologu (PTEN), TSC1-TSC2, p53,
death assosiye protein kinaz (DAPk)) ve onkogenlerdir (yani Akt, Ras). Bu sensorler otofaji
icin spesifik olmayip ¢esitli hiicre fonksiyonlarini1 kontrol eden yollarda ise karisir. Bundan
dolay1 otofajiyi regiile eden sinyal yollar1 kanser hiicrelerinde degisen hiicre programinin bir

kismin1 olusturur. Bu otofaji ve diger hiicre 6zelliklerini resiprokal tarzda etkilemek igin
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toplu halde hareket eden disli ile sembolize edilen integratif model ile anlatilabilir (sekil 3)
(17).
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Sekil 3. Otofajiyi regiile eden sinyal yollari. Sinyal yolu kanser hiicrelerinde degisen hiicre
programinin bir kismini olusturarak otofajiyi regiile eder. Bu resiprokal tarzda otofaji ve diger

hiicre 6zelliklerini etkileyen digli tarzinda hareket eden entegratif model olarak sunulmustur.

Otofaji i¢in gerekli memeli ATG gen tirlinlerinin ekspresyonunun interferansi ve otofajinin
farmakolojik inhibitorlerinin uygulanmasiyla hiicresel strese yanita aracilik etmede otofajinin
rolii ve otofaji i¢in gerekli ATG gen firlinlerinin memeli ortologu olan ATG-gen {iriinlerinin
ekspresyonunun interfransi arastirilmistir (17). Bu deneyler aglik, biiylime faktorlerinin geri
cekilmesi bazi durumlarda otofaji inhibisyonu hiicre canliligini azaltmasi kaspaz8
knockdowni sonrasi dagilimi ya da ve z-VAD-fmk gibi inhibitériine maruziyet yasami
arttirmakta oldugunu 6ne stirmektedir. Cok dnemli olarak, ATG6orthologu beclinl’in dagilim
bozuklugu insiilin benzeri sinyal yolundaki fonksiyon kaybi mutasyonlarla (loss of function)
nematodlarin yasam dmriinii azalttig1 belirlenmistir. Beclinl heterozigot olan farelerin tumor
gelisimine yatkin olmasi otofajinin yasam Omriinii belirlemede ve tumoér gelisiminde rol

aldigina isaret etmektedir. Bununla birlikte, memeli hiicrelerindeki otofagozomlarin
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olusumunu regiile eden baz1 proteinler pleotropiktir. Ornegin beclin 1 (ATG6)’in
otofagozomlarda lokalize olan memeli ATG-8 iliskili proteinlerinin aile iiyelerinden olan Bcl-
2 ile etkilestigi ancak cesitli hiicresel fonksiyonlar1 oldugu ve ATG5 in otofaji icin gerekli
oldugu ancak ayrica Death domain ile Fas iligkili proteinin interaksiyonuyla hiicre 6liimiinii
indiikleyebilecegi bilinmektedir. Bundan dolayr bu 6nemli deney sonuglari otofajinin stres
sirasinda hasar1 diizelten ajan ya da faili olup olmadig1 son kanit1 olarak ele alinmamalidir.
Ancak daha fazla hiicresel homeostaz ve tumorogenezde rol oynayan regiilatdrlerinin 6nemli
rollerinin demonstrasyonu olarak degerlendirilmelidir. Yine de otofaji antikanser tedaviye
yanit olarak degisik kanser hiicrelerinde otofaji goriinmekle birlikte otofajiyi regiile eden
yollarin hiicresel homeostaz ve tumorogenezle iligkili olarak hiicre 6liim ya da defans
programi olup olmadiginin ve antikanser ajanlarin gelistirilmesinde molekiiler hedeflerin

kesfinde otofajinin regiilasyonunun anlagilmas1 énemlidir (17).

Otofajinin Kanserdeki Mekanizmasi

Otofaji her bir hiicrede bazal diizeyde survival i¢in hiicrelere komponentleri ve enerjiyi
saglamak icin yer alir (18). Otofaji aminoasid ve diger hiicresel yapisallar1 saglar ve tumor
gelisimini saglayabilir. Otofaji inhibisyonu tumor gelisimini Onleyici ideal ara¢ olarak
goriinmektedir. Bununla birlikte, otofajinin blokasyonu ile zit etki olarak tumor sensitivitesine
neden oldugu tanimlanmistir. Otofajinin etkisi tumortin i¢ 6zelliklerine ve sitotoksik tedavinin
dogasindaki kombinasyona bagli olarak maniiple edilebilir. Dolayisiyla beklendigi gibi
otofajinin regiilasyonu tumor gelisimini, metastazini ve tedavi direncini, tumdriin ve
sitotoksik tedavi semalarinin kisisel 6zellikleri faydal ya da istenmeyen sonucu belirleyebilir
(18).

Otofajinin dual fonksiyonu hiicresel ve ekstraselliiler olaylarin her ikisine de baghdir. Bu
nedenle otofaji her bir hiicrede bireysel olarak ele alinmalidir (18). Tumor gelisimi sirasinda
transforme hiicreler, mikrogevrelerindeki degisim de oldugu gibi hiicre i¢i degisikliklere
maruz kalir. Bu degisiklikler otofaji indiiklii hiicre Oliimiinde karar verici faktor olarak
goziikmektedir. Onkojenik transformasyon tumor gelisimindeki ilk basamak olup, asiri
bliyiime faktor sinyalizasyonu ve yapisal PI3K/AKT/mTOR aktivasyonundan sorumludur. Bu
gibi kosullarda, protein sentezi ve proliferasyonu artarak hiicrede enerji arzini arttirir. Otofaji
enerjin esas kaynagi olarak mTOR’un yapisal aktivasyonu ile bloke oldugunda transforme
hiicreler ¢cogu kez metabolik katastrofi durumuna ulasir. Ek olarak, transforme hiicreler

cogalip solid tumor olusturdugunda, tumor kitlesi igindeki hiicreler i¢in besin yetersiz hale
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gelir ve hiicreler metabolik strese girer. Yalnizca tumor progresyonunun ileri evrelerinde
anjiogenez tamamlanir ve tumér hiicrelerine yeterli kan temini saglar. Ilging olarak, tumér
kitlesinin metabolik streste oldugu damarlanmamis bolgeler, otofajik makineyi aktive eder.
Benzer olarak, memeli epitel hiicrelerinin 3 boyutlu morfogenez c¢alismalari otofajinin sadece
santral asiner hiicrelerde metabolik stresin arttig1 kosullarda aktive oldugunu gostermistir.
Bundan dolayi, insan solid tumdrlerindeki bir 6zellik olarak, otofaji metabolik stres altindaki
transforme hiicrelerde indiiklenir. Otofaji aktivasyonu, tumor survivalini arttirmadaki benzer
rolii ile enerji diizeylerinin diizenlenmesi ile bu hiicrelere ¢ogalma avantaji saglar.

Otofaji normal hiicrenin malign hiicreye doniismesini hasarli organellerin yikimini saglayarak
ve hiicresel stresi azaltarak ya da tumor olusumunu arttiran spesifik proteinleri yikarak
engeller (19-20). Insan tumorleri siklikla PI3-kinaz yolunda mutasyon gdstermekte bu da
mTOR aktivasyonu ve sonugta otofaji baskilanmasina yol agmaktadir (19). Deneysel setler ve
fare tumor modelleri otofajinin tumor hiicrelerinde radyasyon tedavisi ya da kemoterapi
yoluyla indiiklenebilecegini gostermektedir (19).

Baz1 veriler otofaji fonksiyonlarmin survival mekanizmasi gibi davrandigin1 6nermektedir.
Ornegin otofajinin spesifik ilaglarla inhibisyonu deneysel modellerde malign glioma
hiicrelerinin radyosensitivitesini arttirmaktadir (19). Otofaji inhibisyonu ayrica apoptozis
indiiksiyonunu arttirmakta, timor regresyonunu arttirmakta ve lenfoma fare modelinde
timoriin asir1 gelisiminde gecikmeye neden olmaktadir. Otofaji yani hiicreleri 6liimden
kormaktadir. Otofajinin rapamisin ile indiiksiyonu ¢esitli tumor hiicre hatlarini apoptozis
induksiyonundan kormasi nu hipotezi desteklemektedir (19). Adjuvan tedavide otofaji
inhibitorleri kanser hastalari i¢in apoptozisi indiikleyen antikanser tedavilerinin etkisini arttirir.
Zit olarak apoptozisi bozulmus hiicrelerde yapilan deneyler dogal tipteki hiicrelerdeki
otofajinin indiiksiyonundan radyasyona daha hassas olduklarini gostermistir (19). Bu
radyosensitivite, klonojenik survival assay kullanilarak radyasyon sonrasi koloni olusturabilen
hiicrelerin oraninin 6lcililmesi ile belirlenmistir. Bu gibi 6lglimler yalnizca hiicre éliimiinden
etkilenmez ayni zamanda otofaji sirasinda olugmasi beklenen etkiler olan proliferasyonda
gecikme ya da durmadan da etkilenir (19). Otofaji survival mekanizmasi olabilir, belli bir stire
klonojenik potansiyeli olan hiicreleri korur ve azaltir. Bu farkli bulgularin muhtemel
aciklamasi otofajinin hiicre 6liimii ile sonu¢lanmadan 6nce otofajinin belli bir esik degere
ulasmasimin gerekliligidir. Oyleyse bu durumda adjuvan tedavi olarak otofaji indiiksiyonu

antikanser tedavilerin etkisini arttirabilir. Bu fikir ¢izgisinde mTOR inhibitorlerinin klinik
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uygulamasi metastatik bobrek ya da meme kanseri olan hastalarin uzamis survival ile
sonuglanmgtir (19). Bu veriler, otofajinin tedavideki roliinii tam olarak agiklayamamakta,
mTOR inhbisyonunun antitiimor etkisinin hiicre siklus regiilasyonu ya da translasyonunda
oldugu gibi roliinii yansitabilmektedir. Tedavinin indiikledigi otofajinin hiicre Oliim
mekanizmas1 ya da tumor hiicrelerinin yasama mekanizmast olup olmadigi tam olarak halen
acik degildir (19).

Otofajiyi Diizenleyen Tumor Supresor Genler ve Onkogenler

Otofajiyi kansere baglayan gii¢lii endikasyonlardan biri bazi otofajik genlerin ya da otofajik
islemin, tumor supresorler ya da onkogenlerin fonksiyonunu regiile eden genler ile ilgili
bulgularidir (21). Cesitli tumor supresorler (PTEN, TSCI-TSC2, p53, and DAPk) otofaji
indiikleyicisi olup, ¢esitli otofaji inhibitdrleri (Akt, Ras) onkojenik aktivite gosteririler.
Beclin-1 ve Regiilatorleri

Beclin 1, yeni Bel-2-etkilesen sarmal protein olarak orijinal olarak tanimlanmistir (21). Beclin
1’in otofajik fonksiyonu evrimsel olarak korunmustur. 1999°da tumor supresor gen olarak
tanimlanmistir. Beclin 1’in lokusu (17qg21) siklikla insan meme, over, prostat ve beyin
kanserinde monoallelik delesyonlara maruz almig ve insanlarda haploinsuficeint tumor
supresOr gen olarak tanimlanmistir. Farelerde heterozigot gen dagilimi spontan meme ve
akciger tiimorlerinin, lenfoma ve hepatoseliiler kanserin gelisimi ile sonuglanmistir. Tesadiif
olarak insan meme karsinoma hiicrelerinde Beclinl gen transferinin klojenite assayler ve fare
xenoraft modellerinde otofajiyi indiikledigi ve tumorogenezi inhibe ettigi bulunmustur. Bu
bulgular Beclin 1’in tumor supresif fonksiyonunun otofajinin pozitif regiilasyonu ile iliskili
oldugunu 6nermektedir. Beclin 1 otofajinin erken evrelerinin baglamasi igin gerekli olan
Vps34 kompleksinin aktivasyonu ve bir araya gelmesi i¢in bir platform olarak gorev alir.
(sekil 4) (21).

Beclin-1 (Atg6) otofajinin baglangi¢ basamaklarindaki ¢ift membranli otofagozom olusumu
icin gereklidir (22). Beclin-1’in otofajik indiiksiyonu tumoérogenezi inhibe eder. Beclin 1°in
allelik kaybi siklikla meme, over ve prostat kanserlerinde goriiliir. Beclinl siklikla Bcl-2,
Vps34, pl50, UVRAG, Bifl, Atgl4L ve Rubicon gibi diger otofaji iligkili proteinlere
baglanarak biiyiik protein kompleksi olusturmak tizere otofajiyi baslatir (22).
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Sekil 4. Otofajiyi Regiile Eden Sinyal Yollari. Pozitif regiilatorler yesil ile, negatif
regiilatdrler kirmizi ile belirtilmigtir. Beclin 1-Vps34 kompleksi otofaji indiiksiyonu ig¢in
gereklidir. Aktivitesi Beclinl’in Bcl-2’e baglanmasi ve JNK ile negatif olarak regiile edilir ve
fosforilasyon yoluyla Bcl-2 inhibisyonu yapar. Otofajinin diger negatif regiilatérleri AKT ve
Ras yolu ile mTOR aktivasyonuna yol agan biiyiime faktdr reseptorlerini igerir. Buna karsin,
erk’in otofaji indiiktorii olarak belli kosullar altinda mTOR aktivasyonuna yol actigi
gosterilmigtir. P53’tn ikili rolii olup otofajiyi indiikleyebilir ya da otofaji indiiksiyonunu

inhibe edebilir.

Tiimorogenezde Beclin-1’in ¢esitli regiilatorleri vardir (21). UVRAG, Beclin-1 baglayan
protein, kromozom 11ql3’e haritalanan tumor supresor adaydir. Bu lokusun bozulmasi
genellikle meme ve kolon kanserlerini igeren farkli insan malignitelerinin gelisimi ile
iligkilidir.  UVRAG’daki mutasyonlar ya da monoallelik delesyonlar sayisiz insan
malignitelerinde rapor edilmistir. UVRAG ve Beclin-1 sarmal-sarmal domainleri araciliiyla
direkt olarak etkilesir ve bu etkilesim Vps34’iin baglanmasini ve Beclin 1 tarafindan
aktivasyonu arttirdigin1 6nermektedir. UVRAG ekspresyonunun Beclin 1 indiiklii otofaji i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica, UVRAG in-vivo hiicre prolifreasyonunu ve tumor
olusumunu baskilar. Bif-1 (Endofilin B1) bagka bir Beclinl-baglanma proteini olup
timorogenezi baskilar. Bif-1 UVRAG araciligiyla Beclin-1 ile etkilesir ve Vps34
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aktivasyonunu ve otofagozom olusumunu arttirir. Bif-1 knockout fareler normalde, Beclin-1
null fareye benzemeksizin embriyonik letal, fakat tumor insidansim1i hizini yiiksek olarak
gostermistir.  Bif-1-/- fareler yaklagitk % 89.7 wild tip farelerdeki % 14.3 ile
karsilagtirildiginda yaslarinin  12. ayinda spontan tumorler gelistirir. Ayrica gastrik
karsinomalar, invaziv iiriner mesane ve safra kesesi kanserlerinde Bif-1 ekspresyonu azalmis
oldugu gozlenmistir ve Bif-1 geninin homozigot delesyonu mantle hiicreli lenfomada
tanimlanmistir. Hepsi goz oniine alindiginda bu bulgular Beclin-1"in iki pozitif regiilatoriiniin
potansiyel tumor supresor gen fonksiyonu olan UVRAG ve Bif-1 oldugunu 6nermektedir
(21).

Bcel-2

Bcl-2 ailesi en az bir Bel-2 homolog bolge igeren proteinler icerir. Memelilerde, Bcl-2 ailesi
anti-apoptotik tyeler (Bcl-2 ve Bcl-XL gibi), proapoptotik iiyeler (Bax ve Bak) ve
proapopitotik BH3 {iyelerine ayrilir (21). Bcl-2 immunoglobulin minigene fuzyon tasiyan
transgenik fareler t(14;18) kromozomal translokasyon tekrarlarinin folikiiler hiperplazi ve
lenfoma gelistirdigi saptanmustir. {lging olarak Bcl-2’nin onkojenik dzelliklerinden sorumlu
olan Onceden karakterize edilmis diger onkogenlere benzemeksizin, proliferasyonu
arttirmadan ¢ok hiicre 6liimiinii azaltir.

Bcl-2’nin otofaji iizerindeki inhibitor etkisi antikanser ilag dizayni i¢in yeni yaklagimlar
onermektedir. Bel-2 nin Beclin 1’e baglanarak hedeflenmesi monomerik aktif olarak otofajiyi
arttiran UVRAG bagli formu stabilize eder. Bu BH3-mimetikler tarafindan Bcl2’den Beclin
1’in BH3-domaini yerine yarigmali olarak yerlesen stratejilerle ya da JNK aktivasyonunu
arttirmasi yoluyla basarilabilir. Alternatif olarak, Beclin-1’in ylizey dimerizasyonunu bozan
ya da Vps34 baglanmasi ve otofaji aktivasyonunu destekleyebilen monomerik formunu
stabilize eden ajanlar ile ulasilabilir (21).

mTOR ve Sinvalizasyon Yollar:1 Aktivitesini Regiiler eder

Otofajinin major regiilatorlerinden bir tanesi besin ve enerji belirgin oldugunda asil inhibitor
sinyalleri otofajiye gonderen rapamisin hedefi (TOR)’dur (21). TOR, korunmus serin treonin
kinaz olup biiyiime faktorleri, besinler, enerji mevcudiyeti ve TOR un aktivasyonu protein
sentezi, hiicre ¢ogalmasi ve otofaji inhibisyonu ile iliskilidir. Mayalaradan memelilere kadar
TOR, TORC1 ve TORC2 olmak iizere iki farkli kompleksten olusur. Yalnizca TORCI1

rapamisin inhibisyonuna duyarhdir (21).
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TOR’un otofaji regiilasyonundaki inhibitdr rolii mayalardan insanlara kadar korunmustur.
Mayalarda, TOR aktivasyonunu bloke eden besin deprivasyonu ya da rapamisin uygulamasi
gibi kosullar altinda defosforile Atgl3 Atgl’e baglanir ve otofaji indiiklenir. Smif I PI3K
sinyalizasyonu mTOR’u aktive eder ve bundan dolay1 otofajiyi inhibe eder. Sinif I PI3K ve
downstream hedeflerinde AKT, ERK ve RSK1 de oldugu gibi, hepsi mTOR’u aktive eder ve
tiim onkogenler aberan kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile iligkilidir. Diger yandan PTEN, protein
ve fosfolipid fosfataz PI3K sinyalini negatif olarak regiile eder ve sayisiz malignitelerde
delesyonlar ve mutasyonlara maruziyet ile tumor supresdr olarak bilinir. Sayisiz sinyal
molekiilleri tumor gelisiminde mTOR aktivasyonunu kontrol eder. Bu molekiillerin her
birinin birden ¢ok hiicresel hedeflere sahip olmakla birlikte mTOR regiilasyonu yoluyla
otofajinin modiilasyonunun makul olmasi kendilerinin onkojenik ya da tumdr supresif
ozelliklerine katkida bulunur (21).

P53

Hiicrelerin genotoksik strese maruziyetine bagli olarak otofajide p53°iin pozitif regiilator rolii
tanimlanmistir. DNA hasarlayici ajan etoposid uygulama sonrast p53’iin aktivasyonu, mTOR
inhibisyonuna neden olur ve otofaji indiiksiyonu ile sonuglanir (21). mTOR inhibisyonu p53
tarafindan AMPK aktivasyonuna bagimhidir ve TCS1 ile TSC2 araciligi ile meydana
gelmesinden dolay1 p53’iin yetenegini ortadan kaldiran delesyon mTOR’u inhibe eder. DNA
hasar1 disinda, onkojenik stres pl9ARFnin overekspresyonu ile yineleyen onkojenik stres
olarak ayrica p53-bagimli otofaji i¢in hedeftir. Ilging olarak, p53-bagimli otofaji yalmzca
mTOR inhibisyonu aracilifiyla olmayip ayni zamanda p53’iin transkripsiyonel aktivitesi
yoluyla da gerceklesir. Genotoksik stres altinda, p53 DRAM’1n (damage-regulated modulator
of autophagy) transkripsiyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. DRAM 238 AA lik protein
olup, okaryotlarda olduk¢a korunmustur ve lizozomal membrana lokalizedir. DNA-hasarina
maruziyet ve DRAM sonrast DRAM ekspresyonunun knockdowni survivali arttirmast p53-
indiiklii otofaji ve hiicre Oliimii i¢in gerekli oldugunu gostermistir. AtgS ekspresyonunu
knockdown1 bu etkiyi inhibe etmesi DRAM-araciligiyla p53-indiiklii hiicre 6liimii otofajik
makineyi igerdigini gostermektedir. Ilging olarak, DRAM’in squamos hiicreli kanserde
downregiile olmast DRAM’in tiimor supresor gen olarak rolii oldugunu Onermektedir.
Yukaridakilere zit olarak, p53 fonksiyon kaybi (farmakolojik inhibisyon ya da delesyon) hatta
otofaji baslangicinm tetikleyebilir. Yalnizca p53 ekspresyon eksikligi bazal otofajinin yiiksek

seviyede indiiklemeye yeterlidir. Bazal otofajinin bu artis1 olmazsa, bununla birlikte, besin
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aglig1, rapamisin ya da ER-stres gibi otofajinin farkli uyaranlari ile ayrica arttirilabilir. Ilging
olarak, p53’iin sitoplazmik lokalizasyonu otofaji yoluyla inhibitor fonksiyonuna aracilik eder.
p53-/- ile mutant hiicrelerde p53 ekspresyonunun restorasyonu sitoplazmaya sinirli olup
p53’iin kayb1 yoluyla otofajik yanitin basglamasi efektif olarak inhibe edilir. Zit olarak, p53’iin
niikleer mutantlar1 otofajiyi bloke etmede basarisizdir. Bundan dolayi, p53’iin regiilasyonu
p53’in lokalizasyon diizeyinde sitoplazmik lokalizasyonu bazal otofajinin aksamasini
saglamasina karsin otofaji indiiksiyonunu destekleyen niikleer lokalizasyonu ile siki bir
sekilde diizenlenir. Belirgin bir sekilde, otofajinin ¢esitli indiikleyicileri (aglik, rapamisin ya
da ER stresi) p53’iin MDM2-bagimli yikilimini indiiklemek igin gosterilmistir. Bundan dolay1
p53 yalmzca otofajiyi regiile etmez ayrica protein stabilite diizeyinde ayrica diizenlenir.
Olduk¢a 1iyi bilinen bir nosyon olan p53’iin inaktivasyonu kanser hiicre survivali igin
avantajdir. P53’iin otofaji diizenlenemesindeki dual rolii nasil aciklanabilir? Onerilerden biri
belli hiicresel ¢evre ve hiicrenin karsilastigi spesifik stres ya da tumor olusumundaki kesin
mekanizmanin sonucu belirleyecegidir. Tiimorogenezin erken evrelerinde, genotoksik
hasarlarin p53 yoluyla otofajiyi aktive etmesi p53°iin gate-keeping fonksiyonunun bir parcasi
olabilir. Boyle senaryolarda otofaji defektif hiicrelerin eliminasyonunu amaglayan hiicre 6liim
mekanizmas1 olarak rol oynayabilir. Bununla birlikte, timor bir kez olustugunda, p53’iin
delesyon ya da mutasyonu, ya da tumor kitlesi igindeki besin eksikligini takiben p53’iin
degradasyonu, enerji saglayict mekanizma olarak aktive olabilir. Bu anlamda otofaji tumor
hiicrelerine stirekli enerji saglayarak survival avantaji saglayabilir. Gergekten, p53 null
hiicrelerin besin olmasa bile ATP diizeylerini diizenledigi gosterilmistir. Ayrica bu kosullar
altinda hiicre canlilif1 i¢in otofajik sistemin gerektigini géstermektedir (21).

Su anda otofaji tumor supresyonundan kacista rolii de olan klorokin kullanildiginda p53
indiiklii otofaji blokasyonu elde edildiginde, MYC’in onkojenik potansiyelinin oldukg¢a
siirlandig1 gosterilmistir (23). Otofaji inhibisyonu yoluyla hiicre 6liimii belirgin bir sekilde
p53 bagimli, kanserde siklikla mutasyona ugramis olan Bax (Bcl2-associated X), Bak
proteini, kaspaz aktivasyonu ya da ATM ya/ ya da ATR sinyalizasyonu yollar1 ile bagimli
olmay1p kanser tedavisini arttirmak i¢in ilging bir hedeftir (23).

Otofaji Tiimorogenezi nasil baskilar?

Hangi otofaji defektlerinin akselere tiimorogeneze yol a¢ma mekanizmalar belirgin
olmamakla birlikte, 6zellikle otofajinin iyi bilinen metabolik stres altinda hem normal hem de

tiimor hiicrelerinde prosurvival fonksiyonu vardir (24). Survival yolu nasil olup da sasirtic1 bir
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paradoks olarak tiimorogenezi arttirmaktadir? Son g¢alismalar hem non-hiicresel otonomi ve
hiicresel otonom mekanizmanin bu iste yeraldigim1 gostermekte ve otofajinin tumor
supresyonundaki roliine bir bakis saglamaktadir (24).

Hiicresel Olmayan Otonom Mekanizma:

Otofaji metabolik stresin fonksiyonel tamponu olarak rol alirken, hem apoptoz hem de
otofajinin birlikte bozulmasi invitro ve tumordeki in-vivo nekrotik hiicre 6liimiinii arttirir (24).
Bundan dolay1, otofaji defektleri besin ve oksijen limitasyonuna bagli olarak apoptoz defektif
tumor hiicrelerinin survivalini bozar. Sirastyla enflamatuar hiicre takviyesi, sitokin iiretimi ve
hizlandirilmis tumor biiytimesi ile iligkili olan niikleer faktor kB (NFKB) aktivasyonu ile
iliskilidir. Boylece otofaji, metabolik stresi yatistirarak ve apoptoz konserinde nekrozis ile
tumdr hiicre Oliimiinii engeleyerek tumor supresyonunda fonksiyonu olabilir. Bununla
beraber, nekrotik tumorler arasindaki spesifik etkilesimler, mikrogevreleri ve immun sistem
bu kosullar altindaki timorogenezde bozulmus olan spesifik molekiiler yolaklarda oldugu gibi
heniiz aydinlatilmamustir (24).

Hiicresel Otonom Mekanizma

Otofajinin tumodr supresyonundaki alternatif ve muhtemel komplementer mekanizmasi
hiicresel fitnes ve genom integrasyonunu korumadaki essiz roliidiir (24). Otofaji defektleri 1)
noron ve karacigerdeki ubikitin-pozitif protein agregatlari, 2) deforme ve disfonksiyonele
benzer hiicresel oragnelleri 6rn: Mitokondri ve peroksizomlar, 3) DNA hasar1 ve inaktive
hiicre siklus chekpointlerdeki genomik instabilite gibi otofaji defektlerinin birikimi ile
iligkilidir. Genom hasarin1 kisitlayan otofajinin tam mekanizmas1 henliz tam olarak
belirlenememistir. Enerji dengesinin diizenlenmesi ve /ve ya ¢ogunlukla defektif organeller ve
otofaji defektif hiicrelerdeki katlanmamis proteinlerin birikimi nedeniyle olusan oksidatif
stresin Onlenmesi aktif olarak arastirilan hipotezler arasindadir (24).

Kanserde Otofaji Regiilasyonu

Normal hiicrelerde, besin sensorii PI3K’in downstreamindeki rapamisin kinazin memeli
hedefi (mTOR) , primer olarak otofajiyi regiile eder (24). Besin ve biiylime faktor
mevcudiyetine yanit olarak, PI3K/AKT/mTOR aksisi otofajiyi baskilamak ve hiicre
proliferasyonunu stimiile etmek iizere aktive olur. Zit olarak, aclik PI3K yolunu baskilar ve
otofajiyi de-represe eder, en azindan gegcici olarak enerji ve AA olusumuyla hiicre survivalini
siirdiirmek icin alternatif yolu ele gecirir. Tiimorlerde otofaji regiilasyonu, yalnizca daha

komplike tarzda, anormal PI3K aktivasyonu ve PI3K/AKT/mTOR yolu arasindaki
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etkilesimlerin birgcogunda oldugu gibi ve diger tiimor hiicrelerinin regililasyonu da siklikla
bozulan diger hiicre sinyal kaskadlar1 gibi siklikla goézlenen benzer prensiplerle idare edilir
(24).

Kanserde Terapotik Hedef Olarak Otofaji

Kanserde Otofajinin rolii ve regiilasyonu oldukca kompleks olup, ancak kanser prevensiyonu
ve tedavisinde potansiyel olarak olduk¢a 6nemli otofajiyi ilgi ¢ekici hale getirmektedir (24).
Tumorlerde otofaji hipoksi bolgelerinde aktive olur ve tumor hiicre survivalini metabolik stres
kosullar1 altinda siirdiirir. Bundan dolayi, otofaji indiiksiyonu ¢ogunlukla muhtemel tumdr
hiicreleri {izerine tedavi ve endojen metabolik stresin yikict etkilerine karsi aktive olan
survival mekanizmasmin aktivasyonu ile antikanser ajanlara yanit olarak goriiliir. Diger
yandan, otofaji islemi tamamlanirken ilaglarla indiiklenen asir1 otofaji potansiyel olarak tumor
hiicre eliminasyonu ile hiicre 6lim olasiligini arttirir. Kanseri dnlemede, otofajinin hiicresel
homeostazinin ve genom integrasyonunun koruyucusu olarak gorev almasi 6zellikle 6nemli

olabilir(24).
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3.0. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu calisma yar1 deneysel olarak gergeklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Haziran 2007- Aralik 2007 tarihleri D.E.U.T.F. Genel Cerrahi birimince opere edilen ve
patolojik olarak da tanis1 kanitlanmis koloektal kanserli olgular alinmistir. 2008-2010 yillar1
arasinda DEU Onkoloji Enstitlisii Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuarlari’nda
laboratuar ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastrmanin evrenini D.E.U.T.F. Genel Cerrahi birimince Haziran 2007- Aralik 2007
tarihleri arasinda opere edilen ve patolojik olarak da tanis1 kanitlanmis 36 Kolorektal kanserli
olgular olusturmustur. Hasta doku Orneklerinin alinmasi i¢in herhangi bir se¢im kriteri
kullanilmamustir.

3.4. Arastirmanin Materyali

Bu c¢alisma DEU Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’'nda kolorektal kanserli
hastalarin ameliyat materyallerinden toplanan tumor ve doku drneklerinde gergeklestirilmistir.
Doku 6rnekleri Haziran 2007- Aralik 2007 tarihleri D.E.U.T.F. Genel Cerrahi boliimiinden
elde edilmistir.

3.5. Arastirmanin Degisenkenleri

Bu calismada bagimsiz degiskenler hastalarin cinsiyet, yas, patolojik evreleri, TNM
siiflandirmalari, tumoriin lokalizasyonu, operasyon tipi, uzak metastaz olup olmadigi,
tumoriin  histolojik tipi, diferansiasyonu, tumdér boyutu, damara invazyon, lenfatiklere
invazyon olup olmadigi ve sayisi, patolojik evre, adjuvan tedavi alip almadiklari, niiks
gelisimi ve belcin-1 ekspresyonu gibi klinik ve laboratuar ozelliklerinden olusmustur.
Bagimsiz degisken ise kolorektal kanser olmasidir.

3.6. Veri Toplama Araclarn

3.6.1. ARAC VE GERECLER

3.6.1.1. Gerecler
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Tablo 1. Tez Calismasinda Kullanmilan Cihazlar

CiHAZ ADI

Inkiibator

Air-Flow Kabinet

Western Jel Elektroforez Unitesi

Western Jel Blotlama Cihazi

Gii¢ Kaynag

X-Ray Film Developer

UVP Jel Dokiimantasyon Sistemi

Sonikator

ELISA plate reader
Sogutmal: santrifiij
Isitic1 blok

pH Metre
Manyetik karistirici
Calkalayic1

CiHAZ ADI
Vorteks

Hassas terazi

CiHAZ TiPi

2.0 RS(Biofuge stratos)
2007-1
710 A

RH basic

CIiHAZ TiPi
REAX top

Libror/AEG-220

Otomatik pipetler (10n L, 20 puL, 50 pL,200 pL, 1000 uL)

MARKASI

Thermo
Kojair
Thermo
Thermo
Thermo
Kodak

Kodak

Thermo
Heraeus

Lab-Line Plaza
Orion

IKA Labortechnik

IKA Labortechnik
MARKASI
Heidolph
Shimadzu

Ependorf
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Distile Su Cihaz

Derin dondurucu (-80°C) Spatech

Buz makinesi AF-20

Heraus

Scotsman

3.6.1.2. SARF MALZEMELERI
o 25,10, 25 mL lik steril pipetler (Greiner)
e 5mL’lik enjektorler (Sterjen)
¢ 96 kuyucukulu, 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir plaklar1 (Greiner)
e 15 mL, 50 ml’lik steril tiipler (Greiner)
e Ependorf tiipleri, Cryo vialler (2mL’lik) (Greiner)

e Cell scraper (Greiner)

¢ Semi-blot PVDF membran (Amersham)
e biomax film 8*10 inh (Kodak)

e Thick blot paper 20*20 cm 100 sheet

e Cam malzemeler: Deney tiipleri, beherglas, balon joje, erlenmayer, 6l¢ii balonlari,

Olcii silindirleri, siseler, huniler, tart1 kaplari, baget, pastor pipeti, pipetler

e Pipet uclan, Lateks eldivenler, Kagit havlu
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3.6.1.3. KITLER VE REAKTIiFLER

Tablo 2. Calismada Kullanilan Hiicre Hatti, Kitler ve Reaktifler

MADDE ADI FIRMA
SH-SYSY hiicre hatt1 DSMZ
Penicilinle Streptomycine Gibco
L-Glutamin Gibco
PBS steril Gibco
DMEM Gibco
Fetal Bovine Serum Gibco
Tripsin EDTA Gibco
Amonium persulfate Applichem
Non-fat drink milk Applichem
Bovine serum albumin Applichem
Acrylamide sol. %30 Applichem
Bis-acyrlamide Applichem
Aprotinin Applichem
Leupeptin Applichem
TEMED Applichem
Glycine Sigma
Trisma base Sigma
SDS Applichem
PMSF Applichem
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Protein marker F

ermantas
Beclin-1 antikoru

Cell signaling

Aktin antikoru Cell signaling
Sekonder antikor F

ermantas
Paraquat Sigma
Etanol Sigma
Isopropil alkol Reidel-Hein
NP-40 Applichem
Methanol HPLC grade Sigma
Hidroklorik asid (%35) Sigma
izotonik Sodyum Kloriir (%0.9) Sigma
ECL Plus WB Detection kit Amersham
BCA portein kiti Sigma
FractionPREP Cell Fractionation kit BioVision

3.6.2. YONTEMLER

Aragtirma metodolojik olarak hastalardan elde edilen tiimoér ve eslenik normal doku
materyalinde yapilan incelemelerden olugsmustur.

a. Hasta materyali ile ilgili boliim:

Arastirmaya D.E.U.T.F. Genel cerrahi birimince Haziran 2007- Aralik 2007 tarihleri arasinda
opere edilen ve patolojik olarak da tanis1 kanitlanmis Kolorektal kanserli olgular alindi. Bu
donemde, kolon kanserli yaklasik 36 hastanin opere edilebilecegi genel cerrahi birimince
Oongoriildii. Toplam 36 kolon kanserli hastanin hem tumdr hem de eslenik normal doku
ornekleri tiimdrden en az 10 cm uzak normal kolon mukoza dokusundan elde edildi. Ornekler

analize dek -80°C’de saklandi.
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Patoloji anabilim dalinda; Hasta tumor dokular1 histolojik tip, diferansiasyon, lenfatik
invazyon ve vendz invazyon ag¢isindan degerlendirildi.

Calisma siirecinde; rezeke edilen dokunun transportunda steril ve uygun ortam kullanilmasi,
arastirmacilarin steril eldiven kullanarak ¢alismasi baglica dnlemler olarak alindi.

Hastalarda otofaji Western Blotting yontemiyle beclin—1 protein ekspresyonunun

degerlendirilmesiyle belirlendi.

Hasta ozellikleri

Hasta grubumuz D.E.U.T.F. Genel Cerrahi AD tarafindan opere olan kolorektal kanserli
hastalardan olugsmustur. Hastalarin cinsiyet, yas, patolojik evreleri, TNM siniflandirmalari,
tumoriin lokalizasyonu, operasyon tipi, uzak metastaz olup olmadigi, tumoériin histolojik tipi,
diferansiasyonu, tumor boyutu, damara invazyon, lenfatiklere invazyon olup olmadigi ve
sayis1, patolojik evre, adjuvan tedavi alip almadiklari, niiks gelisimi gibi klinik ve laboratuar
Ozellikleri belirlenmistir.

Protein Eldesi ve Protein olciimii

Kolon kanser hastalarinin tumor ve normal doku 6rnekleri protein lizis solusyonu kullanilarak
homojenize edildi. Buz {izerinde her bir doku 6rnegine uygun miktarda lizis buffer eklenerek
en az 15 dakika sonike edildi. Ornekler 95°C’de 15 dk su banyosunda tutuldu. Daha sonra
+4°C’de 10000 g’de 5 dk santrifiij agamasindan sonra protein lizatlar1 elde edildi. Elde edilen
protein lizatlar1 analize kadar -80°C’de sakland.

Hiicre kiiltiirlerinden enkiibasyon sonunda hiicre lizat eldesi FractionPREP Cell Fractionation
kiti (BioVision) ile gergeklestirildi. Daha sonra protein lizati dokulara benzer sekilde
hazirlandi.

Protein 6l¢iimii BCA protein kiti (Sigma) kullanilarak spektrofotometrik olarak gerceklestirildi.
Protein Ol¢limiinde standart grafisi kullanilarak konsantrasyonlar miligram/mL olarak

belirlendi. Western blotting i¢in yiiklenecek protein miktarlari 1,5X olarak hesaplandi.

b. Western-blotting (WB)
Protein miktar1 BCA assay Kkiti ile tespit edildi. SDS-Page’de 50 pg protein %10’luk jele
yiiklendi. Blotlamanin ardindan membranlar %3 siit tozu iceren PBS-NP40 soliisyonunda

bloking yapildi (25). Primer antikor olarak beclin-1 ve aktin kullanildi. Primer antikorla
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memranlar bir gece bekletildi. Sekonder antikor diliisyonu 1:3500 ve 1 saat olarak uygulandi.
Antikorlarin titrasyonu ve siit tozu oran1 6n deneylerde optimize edildi. Yikama basamaginin
ardindan goériintiilemede ECLplus (Ammersham) kiti ve Kodak Biomax film kullanildi. UVP

jel dokiimantasyon sistemi yardimiyla band yogunluklarinin analizi yapildi.

Resim 1. Orneklerin Elektroforetik Olarak Yiiriitiilmesi
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Resim 2. Orneklerin elektroforez olarak yiiriitiilmesi sonrasinda jelden proteinlerin membrana

transfere hazirlanmasi
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Resim 3. Transfer edilmis 6rneklerin membrandaki goriiniimii.
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Resim 4. Membranlarin blokasyonu, primer ve sekonder antikor ile inkiibasyonu.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

DEU Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi AD’da Hasta Doku Orneklerinin Toplanmasi (Haziran
2007-Aralik 2007)
\
DEU Tip Fakiiltesi Patoloji AD’dan Dokularin Incelenmesi ve Raporlanmasi
2
Doku Orneklerinin Depolanmasi
2
Doku Orneklerinin Homojenizasyonu (2008-2009)
2
Protein Olgiimii (2008-2009)
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\J
Western Blotting Isleminin Uygulanmasi(2008-2010)
\J
Belcin-1 Protein Ekspresyonunun Degerlendirilmesi (2008-2010)
2
Hastalarm Klinik Ozelliklerinin Dosyalardan Toplanmasi (2009-2010)
2
Verilerin Istatistiksel Analizi (2010)
\J

Sonuglarin Analizi ve Degerlendirilmesi (2010)

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Istatistik Yontemler

Istatiksel degerlendirmeler SPSS programinm 15.0 versiyonu kullamilarak yapildi.
Hasta veri analizinde nonparametrik Mann Whitney U ve x* testi kullanildi. p <0.05 ise

istatiksel anlaml1 olarak kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhihiklar

Bu caligmada kolon kanserli hastalarin ¢ogunlugunda hem normal hem de tumoérlii doku
orneklerinde otofaji belirteci olan beclin-1 protein ekspresyonu saptanmistir. Ancak beclin-1
proteini tumorde eksprese olurken, normal dokuda eksprese olmadigi ya da tam tersi durumun
oldugu az sayida da olsa belirlenmistir. Beclin-1 ekspresyonu 4 olgu hem normal doku hem
de tiimor dokusunda saptanmamustir. Bu arada otofaji iliskili olarak beclin-1 protein
ekspresyonu ile klinik 6zellikler arasinda anlamli bir iliski saptanamamistir. Ancak Srnek
sayisinin arttirilarak alt gruplardan kaynaklanan 6rnek say1 azliginin getirdigi degerlendirme
hatalarinin giderildigi calismalarin planlanmasi ile otofaji ve kolorektal kanser klinik
ozellikleri arasindaki iliski daha iyi ortaya konabilecektir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Bu tezin gergeklestirilmesi i¢in alinan etik kurul onay tarihi 27 Mayis 2007 ve protokol

numarast 146/2007 dir.

39



4.0. BULGULAR

1. Western blotting yontemi ile beclin-1 i¢in optimizasyonu
Optimizasyon i¢in Rosa-Ana Gonzélez-Polo ve ark. tarafindan 2007’de yayinlanan bir
makaleden yararlanilmistir (26). Bu makalede SHSY-5Y hiicrelerine Paraquat uygulamasinin
otofajiye neden oldugu belirtilmisti. Bizde ilk optimizasyon c¢alismasinda bu makalede
otofajiye yol acan Paraquat ile pozitif kontrol elde ettik. Ik Western blotting ¢alismamizda bu
ornekleri kullandik. Bu ¢aligmada hem kontrolde hem de Paraquat ile Beclin-1 ekspresyonu

saptanmustir (Sekil 1). Boylece beclin-1 optimizasyonu tamamlanmis oldu (Sekil 6).

Kontrol Paraquat

Sekil 6. SHSYSY hiicrelerine 24 saat Paraquat uygulamasi sonrasinda beclin-1 protein

ekspresyonu

Sekil 7. Doku érneklerinde ilk denemeler.

Optimizasyonun tamamlanmasinin ardindan beclin-1 i¢in Western-blotting caligmalari
yapilmistir. Sekillerden de anlagilacagi gibi bazi 6rneklerde kontrol ve tiimoér dokusunun her
ikisinde de beclin 1 ekspresyonu yok iken, baz1 drneklerde tiimdrde beclin 1 ekspresyonunda

artis, bazilarinda ise azalma saptanmistir (sekil 8 ve 9).
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N1 N2 T2 Kontrol

Aktin

Sekil 8. Kolon kanseri olgularindan elde edilen iki normal doku ve bir tiimor dokusu 6rnegide

beclin-1 protein ekspresyonu. Bu 6rneklerde beclinl ekspresyonu saptanamamaistir.

Sekil 9. Kolon kanseri olgularindan elde edilen normal doku (N) ve tiimdr dokusu (T)

orneginde beclin-1 protein ekspresyonu.
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Western Blot ile Beclin-1 Protein Ekspresyon Sonuclari:

Tablo 3. Beclin-1 protein ekspresyon sonuglari.

Beclin-1 Protein Ekspresyonu Hasta Sayisi
Tm (+) N (+) 27
Tm (+) N () 2
Tm (-) N (+) 4
Tm (-) N () 3
Toplam Hasta Sayisi 36
Beclin-1
30
251
20- B Tm (+)/N (+)
151 mTm (/N ()
B Tm (+)/N ()
10- @ Tm (-)/N (+)
5
ol
Tm (+)/N (+) T™m (-)/N (-) Tm (+)/N (-) T™m (-)/N (+)

Sekil 10 . Kolorektal kanser doku 6rneklerinde Beclin-1 ekspresyonu
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Tablo 4. Hastalarin Klinikopatolojik Ozellikleri

Ozellikler Hasta
Say1 %
Cinciyet Kadin 16 44
Erkek 20 56
Tani Kolon Ca 14 38
Rektum Ca 22 62
Histolojik Tip Adenokarsinom 33 92
Digerleri 3 8
Diferansiasyon Diistik 35 97
Yiiksek 1 3
Tlimoriin Alt 4
Lokalizasyonu Cikan Kolon 4 17
Transvers Kolon 0 H
Inen Kolon 4 0
Sigmoid Kolon 5 H
Rektum 9 1
Rektosigmoid 10 %
Digerleri 0 0
pT pTl 0 0
pT2 5 14
pT3 16 44
pT4 13 36
Evre 1 0 0
2 16 45
3 8 22
4 12 33
Nod pNO 22 61
pN1 4 11
pN2 10 28
Lenfatik Invazyon Var 18 50
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Yok 18 50
Vaskiiler invazyon Var 32 89
Yok 4 11
Perinéral Invazyon Var 8 22
Yok 28 78
Lenf Nodu Metastaz Var 14 39
Yok 22 61
Niiks Var 10 28
Yok 26 72
Tani Aninda Var 8 22
Metastaz Yok 28 78
Uzak Metastaz Var 8 22
Yok 28 78
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Tablo 5. Cinsiyet ve yas ortalamasina gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 P
n % n %

Cinsiyet (n=36)

Kadin 13 81.3 3 18.8

0.150 0.699

Erkek 14 70.0 6 30.0

Yas ortalama + SD 61.0+12.5 67.2 £8.6 0.201*

*Mann-Whitney U test

Sonuc:

Aragtirma grubundaki 16 kadinin 13’tinde (% 81.3), erkeklerin 14’iinde (% 70) beclin-1
ekspresyonu saptandi. Cinsiyete gore beclin-1 ekspresyonu agisindan fark saptanmadi
(p=0.699).

Beclin-1 pozitif olan grubun yas ortalamasi 61 olup, negatif olan grubun 67 idi. Her iki

grubunun yas ortalamasinin benzer oldugu saptandi.
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Tablo 6. Tiimoér yerlesimine gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p
n % n %

Tiimor yerlesim (n=36)

Kolon 15 88.2 2 11.8

1.820* 0.177

Rektum 12 63.2 7 36.8
X2 (yates)
Sonug:

Tiimdr yerlesimi rektum ve rektosigmoid bdlgede olan hastalarin 19’un 12’inde (% 63.2) ve
rektum dis1 kolonda yerlesim gosteren hastalarin 17 hastanin 15’inde (% 88.2) beclin-1
ekspresyonu saptandi (p=0.177). Tiimor yerlesimine gore Beclin-1 ekspresyonun benzer

oldugu tesbit edildi.
Rektum: Rektum, Rektosigmoid

Rektum Disi: Cekum, Cikan kolon, Transverse kolon, inen kolon, sigmoid, Hepatik

Fleksura, Splenik Fleksura
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Tablo 7. Tiimoér histoloji ve boyutuna gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p

n % n %
Histoloji (n=36)
Adenokarsinom 22 71.0 9 29.0

0.697 0.404

Adenokarsinom dis1 5 100.0 0 0.0
Tumér Boyut + SD 5.04+£29 425+2.5 1.000
*XZ (yates)
Sonug:

Tiimdr histolojisine gore beclin-1 ekspresyonu adenokarsinom olanlarda 31 hastanin 22’sinde
(% 71) ve adenokarsinom dig1 diger tiirler icin 5 hastada (% 100) saptandi. Beclin-1

ekspresyonu agisindan tumor histolojisine gore bir farklilik saptanmadi (p=0.404).

Adenokarsinom: Adenokarsinom, miisindz adenokarsinom, adeno squomoz karsinom

Adenokarsinom disi: tagh yiiziik hiicreli, squomoz karsinom
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Tablo 8. Lenfatik invazyona gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p
n % n %
Lenfatik invazyon (n=36)
Var 13 76.5 4 23.5
0.000 1.000
Yok 12 70.6 5 29.4
*Xz (yates)
Sonuc:

Arastirma grubundaki lenfatik invazyon saptanan 17 hastanin 13’linde (% 76.5), lenfatik
invazyon saptanmayan 17 hastanin 12’tinde (% 70.6) beclin-1 ekspresyonu saptandi. Lenfatik

invazyonun olup olamamsina gore beclin-1 ekspresyonu a¢isindan fark saptanmadi (p=1.000).
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Tablo 9. Vaskiiler invazyona gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)

n % n %

Vaskiiler Invazyon (n=15)

Var 12 63.2 7 36.8
1.820%* 0.177
Yok 15 88.2 2 11.8
X2 (yates)
Sonug:

Vaskiiler invazyonu olan 19 hastanin 12’sinde (%70) ve vaskiiler invazyonu olmayan 17
hastanin 15’inde (% 88.2) beclin-1 ekspresyonu saptandi. Vaskiiler invazyon agisindan

beclin-1 ekspresyonu acisindan fark saptanmadi (p=0.177).
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Tablo 10. Lenf Nod varhgina gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 P
n % n %
Patolojik Nodiil (n=34)
Var (pN1,2) 10 62.5 6 375
0.970 0.325
Yok (PNO) 15 83.3 3 16.7

PNO: LENF NODUNDA METASTAZ YOK
PN1: 1-3 LENF NODUNDA METASTAZ VAR

PN2: 4 VE UZERI LENF NODUNDA METASTAZ VAR
PNx: LENF NODUNDA METASTAZ Bilinmiyor

Sonuc:

Arastirma grubundaki patolojik olarak nodiil saptanan 16 hastanin 10’unde (% 62.5),

patolojik olarak nodiil saptanmayan 18 hastanin 15’inde (% 83.3) beclin-1 ekspresyonu

saptandi. Patolojik nodiil varlig1 ya da yokluguna gore beclin-1 ekspresyonu agisindan fark

saptanmadi (p=0.325).
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Tablo 11. Patolojik T gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p

n % n %
Patolojik T (n=36)
pTO,1,2 24 80.0 6 20.0

1,067 0,309

pT 3,4 3 50.0 3 50.0
%2 (yates)

PT1:LAMINA PROPRIA INVAZYONU

PT2:MUSKULARIS PROPRIA INVAZYONU

PT3:MUSKULARIS PROPRIADAN SUBSEROZAYA YA DA

NONPERITONEALIZE PERIKOLIK YA DA PERIREKTAL YAG

DOKULARINA INVAZYON

PT3C:MUSKULARIS PROPRIA SINIRINDAN 5-15 MM ARASI INVAZYON

PT4A : TUMOR DIGER ORGANLARI VE YAPILARI DIREK OLARAK INVAZE EDI
YOR (MIDE SEROZASI , OMENTUM , DALAK HILUSU , SAFRAKESESI
SEROZASI )

PT4B: TUMOR VISSERAL PERITONU INVAZE EDIYOR

Sonuc:

Arastirma grubundaki tumdriin invazyon derinligi lamina propriaya ve muskularis mukoza
invazyonu olan 30 hastanin 24’iinde (% 80), muskularis propriyadan visseral peritona kadar
invazyon gosteren 6 hastanin 3’iinde (% 50) beclin-1 ekspresyonu saptandi. Tumdriin

invazyon derinligi ile beclin-1 ekspresyonu agisindan bir fark saptanmadi (p=0.309).
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Tablo 12. Patolojik diferansiasyona gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p

n % n %
Diferansiasyon (n=34)
Yiiksek 3 100.0 0 0.000

0.000 1.000

Diisiik 22 71.0 9 29.0
*X2 (yates)
Sonuc:

Arastirma grubundaki 16 kadinin 13’tinde (% 81.3), erkeklerin 14’tinde (% 70) beclin-1
ekspresyonu saptandi. Cinsiyete gore beclin-1 ekspresyonu agisindan fark saptanmadi

(p=1.000).
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Tablo 13. Metastaza gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p

n % n %
Metastaz (n=36)
Var 6 66.7 3 33.3

0.049 0.824

Yok 21 77.8 6 22.2
*XZ (yates)
Sonuc:

Arastirma grubundaki 16 kadinin 13’tinde (% 81.3), erkeklerin 14’tinde (% 70) beclin-1

ekspresyonu saptandi. Cinsiyete gore beclin-1 ekspresyonu agisindan fark saptanmadi

(p=0.824).
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Tablo 14. Patolojik evreye gore beclin-1 ekspresyonu

Ozellik Beclin (+) Beclin (-)
x2 p

n % n %
Patolojik Evre (n=16)
1,2 6 85.7 1 14.3

0.085 0.775

3.4 6 67.7 3 333
Sonug:

Arastirma grubundaki 16 kadinin 13’tinde (% 81.3), erkeklerin 14’tinde (% 70) beclin-1
ekspresyonu saptandi. Patolojik evreye gore beclin-1 ekspresyonu agisindan fark saptanmadi

(p=0.775).
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5.0. TARTISMA

Otofaji uzun yillardir varlig1 bilinen ancak mekanizmasi tam aydinlatilamamis bir
hiicre 6lim yoludur (27, 28). Son yillarda yapilan ¢aligmalar otofajinin mekanizmasinin
aydimlatilmasina, burada yer alan proteinlerin belirlenmesine katki saglamistir. Yapilan
caligmalar karsinogenez siirecinde otofajinin roliinii de ortaya ¢ikarmistir (11-12, 29). Otofaji
aslinda besin yetersizliginde hiicrenin canlilifini saglayan bir mekanizmadir. Yani otofaji
kanser olusumunun baslangicinda uygun olmayan ¢evresel kosullarda hiicrenin hayatta
kalmasin1 saglamaktadir (27, 29). Timor progresyonunda da biiyliyen timor kitlesiyle
yetersiz kalan besin ve oksijene ragmen yine hiicrenin yasamini idamesine katki yaparak
tiimor progresyonuna katilir. Kanser tedavisinde otofajinin yeri ise apoptoz defekti nedeni ile
kemoterapiye direngli kanserlerde, otofaji indiiksiyonu ile tedavi basarisini arttirmaktir (11).

Bu giine dek kanser hiicre hatlarinda otofajiyle ilgili degisik calismalar yapilmistir.
Insan kaynakli embriyonik bébrek hiicre hattt (HEK293), insan gliom hiicre hatt1 (U87), insan
servikal kanser hiicre hatt1 (Hela) ve primer fare astrositomlarinda yapilan bir caligmada
oksidatif stresin transforme ve kanser hiicre hatlarinda otofajiye yol agarken nontransforme
hiicre hatlarinda otofajiye neden olmadig1 belirlenmistir (30).

Otofaji stimiilasyonunun kanser hiicrelerinin antikanser ajanlara karsi direncini by-
pass etmede NF-KB aktivasyonu yoluyla potansiyel olabilecegi ileri siiriilmiistiir (31). Tumor
nekrozis faktér uygulanmis Ewing sarkoma hiicrelerinde NF-xB aktivasyonunun aracilik
ettigi otofajiyi baskiladigr bulunmustur (31). Kolon kanseri hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda otofaji sinyalleme yollar1 ¢alisilmistir (10, 32-33).

Daha 6nce meme kanserinde yapilan caligsmalarda otofajinin varligi ve otofajide
Oonemli bir rolii olan ve tiimor siipresor bir gen olan beclin—1 proteinin ekspresyonunda azalma
oldugu bildirilmistir (8, 34). Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde otofaji iligkili Beclin-1 ve
mikrotubul iligkili protein-1 hafif zincir 3 komsu normal dokuya gore diisilk miktarda
saptanmastyla akciger kanserinde tumdr gelisiminde otofaji iliski genlerin downregiile
olabilecegi One siiriilmiistiir (35).

125 invaziv meme kanser dokusunda microaarray ile beclin-1 ve bcl-2 proteinleri ve
klinikopatolojik parametrelerle iligkisi degerlendirildiginde Beclin-1 ve bcl-2 ekspresyonu %
42.4 ve %38. 4 iken bu iki protein arasinda ters iliski saptanmustir (36). Beclin-1 ekspresyonu

niikleer polimorfizm ve mitotik sayimla anlamli korele bulunurken, bcl-2 histolojik derece,
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tubul olusumu, niikleer polimorfizm, mitoz, Ostrojen resptorii ve uzak metastazla iliskisi
saptanmis. Beclin-1’in bcl-2 protein etkilesimiyle meme kanser gelisimini inhibe etmede rol
oynayabilecegi onerilmistir (36).

Piirifiye B grubu soyasaponinlerle yapilan bir calismada HCT-15 kolon
adenokarsinom hiicre hattinda proliferasyonu inhibe ettigi ve doz bagimli olarak
makrootofajiyi indiikledigi gosterilmistir (35). Gergekten de, son zamanlardaki bulgular
defektif makrootofajinin karsinogeneze katkida bulununabilecegini Onermektedir. Ayrica
HCT-15 hiicrelerine makrotofajinin spesifik inhibitorii 3-metiladenin uygulanmasi otofajiyi
monodansikloverin akiimiilasyonunu bloke ederek inhibe etmistir. Makrootofajinin
upregiilasyonu otofajik vakuollerin olusumu i¢in esansiyel olan hem LC-3 I ve aktive LC-3 11
proteinlerinin zamana bagiml artis1 ile desteklenmistir. Cesitli morfolojik ve molekiiler
degisiklikler B-grubu soyasopaninlerin HCT-15 hiicre hattinda makrootofajiyi indiikledigini
Oonermistir. B-grubu soyasopaninlerin makrootofajiyi indiikleme kapasitesinin 6nemli
olmasindan dolay1 kanserlerde makrootofaji downregiile olmustur. Buna karsin, bu bulgu
makrootofajinin indiiksiyonu olarak hem tumoér progresyonunu hem de kanser hiicre 6liimiinii
arttirabildigi olarak yorumlanabilir. Besin deprivasyonu, hipoksi, hem radyasyon ve hem de
kemoterapileri i¢eren stresli durumlarda makrootofaji esansiyel molekiillerin yeniden siklusu
ve toksik ajanlarin sekestrasyonu yoluyla apoptotik hedeflerini azaltarak self-defans
adaptasyonu saglayabilir. Zit olarak, makrootofaji sitoplazma ve organellerin selektif
lizozomal degradasyonu yoluyla tip II programli hiicre 6liimiine (PCD) katkis1 olan énemli
katilimc1 olarak taninabilir. Makrootofajinin uzamig peryodlar1 sitoplazmik ve bazi
durumlarda niikleer destriiksiyon sonrasi sayisiz otofajik vakuollerin olusumu tarafindan
karakterize olan kaspaz bagimsiz olaylar serisi tip II programli hiicre 6liimiine neden olur.
Bundan dolayr upregiile edebilen bilesiklerin tanimlanmasi ve bu islemin devam etmesi
olduk¢a onemlidir.

Bu c¢alismada kolorektal kanserli hastalarin dokularinda otofaji iliski beclin-1 protein
ekspresyonu ve klinik bulgular arasindaki iliski incelenmistir. Oncelikle kolorektal kanserli ve
eslenik dokularinda otofaji varligi beclin-1 protein ekspresyonunun varligi ile saptanmigtir.
Ancak dokulardaki beclin-1 protein ekspresyonunun tumér dokusu ya da normal dokuda
olmas1 arasinda belirgin bir ayirim saptanamamistir. Beclin-1 proteini ve iligkili olarak
otofajinin hem tiimorlii hem de normal dokuda olmasi aslinda beklenebilecek 6zelliklerden

biridir. Ciinkii otofajinin normal hiicrelerde 6zellikle aglik, biiyiime faktorlerinin eksikligi gibi
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metabolik durumlarda hiicre canliliini devam ettirebilmek i¢in aktive olmaktadir. Ayrica
tumor hiicrelerinde otofaji tumor supresyonuna yol agarak tiimor hiicre canliliginin artmasina
yol agmis olabilir. Bizim ¢alismamizla benzer olarak Ahn ve ark.lar1 (38) tumér dokusunda
beclin 1 ekspresyonu saptarken normal dokuda yok ya da zayif olarak tesbit etmislerdir. Bu
calismada doku mikroarray yaklasimi kullanarak 103 kolorektal ve 60 gastrik karsinom
dokusunda beclin 1 protein ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak arastirmislardir (38).
Kolorektal karsinomalarin % 95’inde ve gastrik karsinomalarin % 63’iinde kanser dokusunda
beclin 1 ekspresyonunu tesbit etmislerdir. Buna karsin hem mide hem de kolonun normal
mukozal hiicrelerinde beclin 1 ekspresyonu yok ya da ¢ok zayif olarak belirlenmesi beclin 1
ekspresyonunu belirlemede kullandigimiz yontemler arasi farktan, calisma grubunu olusturan
hastalarin farkli irklardan gelmesi, cevresel etkenler, beslenme gibi farkli etkenlerden
kaynaklantyor olabilir. Yine bizim calismamizin klinik sonuglariyla uyumlu olarak, bu
calismada da Beclin 1 protein ekspresyonu ile invazyon, metastaz ve evreyi igeren
klinikopatolojik 6zellikler arasinda 6nemli bir iligki saptanmamustir.

Bu caligmaya karsit olarak daha 6nce yapilan bir calismada meme kanser hiicrelerinde
normal meme hiicreleriyle karsilastirildiginda beclin 1 ekspresyonunda azalma tesbit
edilmistir (8). Kolorektal ve gastrik kanserlerde beclin-1 ekspresyonun kaybi yoluyla
inaktivasyonununa neden oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Beclin 1 ‘in major fonksiyonunun hiice 6liimiinii uyarmasi nedeniyle ilk olarak kanser
dokusunda Beclin 1 protein ekspresyonunu azalmis olarak beklenebilir. Buna karsin Ahn ve
ark.larinin yaptig1 ¢alismada eslenik normal mukoza hiicrelerine gore malign kolorektal ve
gastrik kanserler dokusunda artan beclin-1 ekspresyonu beclin-1’in yeniden ekspresyonun
isaret ederek beclin 1’in hem kolorektal hem de gastrik tiimorogenezde rol alabilecegini
onermektedir (38). Bizim oOrneklerimizde beclin 1 ekspresyonunun hem tumdrlii hem de
eslenik normal doku oOrneklerinde beraber saptanmasi da otofajinin kolorektal kanser
tiimorogenezinde ise karistigini destekler niteliktedir. Kanser hiicreleri kanserlerin gelisim ve
ilerlemesinde hiicre 6liim sinyallerine karsi hiicre oliimiinden kagma kapasitesi kazanarak
kendilerini hiicre Olimiinden korumaktadir. Kanser hiicreleri bu o6zellige sahip olmazsa
sonunda Oliirler. Kolorektal ve gastrik kanserlerde beclin 1 ekspresyonu otofajik hiicre
Oliimiiniin indiiksiyonuna katkida bulunmakta ve boylece kanserlerin gelisimi sirasinda hiicre
Olimiinli asan segici bir zorlama olusturabilir. Bu secilmis hiicreler beclin 1 bagimli hiicre

Olimiine kars1 diren¢ mekanizmalarina sahip olabilir. Bununla birlikte ¢ogu gastrik ve
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kolorektal karsinomada artan beclin 1 ekspresyonu biiyiimeyi uyarict faktorlerin etkisini
yenmeye ¢alisan intakt mekanizma olabilir. Bu agidan karsinogenezin kendisine beclin 1’in
asirt ekspresyonunun katkisinin olmasi gerekli degildir. Ayrica, bir caligmada beclin 1
ekspresyonu beyin tiimdrlerinin agresifligi ile iliskili bulunmustur (39). Bu gozlemler, beclin
1 ekspresyonunun kanser tipine gore farkl roller alabilecegini dnermektedir.

Calismamizda cinsiyet ile beclin 1 ekspresyonu arasinda bir iligski saptanamamakla
birlikte, erkeklerde beclin ekspresyonu kadinlara gore 2 kat daha az olarak saptanmustir. Yine
daha ileri yaslarda beclin 1 ekspresyonu saptanmamistir. Rektum disi kolonda yerlesim
gosteren tiimore sahip orneklerde beclin 1 ekspresyonu rektumda yerlesenlere gore 1,3 kat
daha fazla saptanirken, rektum yerlesimi gosterenlerde rektum dis1 yerlesim gosterenlere gore
3 kat daha fazla olarak beclin 1 ekspresyonunun olmadig1 belirlenmistir. Histolojik olarak
adenokarsinom olmas1 beclin 1 ekspresyonun varli§i agisindan one c¢ikmaktadir. Tumor
boyutu ve lenfatik invazyon agisindan otofaji varlig1 ya da yoklugu ile iligkili olarak bir fark
belirlenmemistir. Vaskiiler invazyonu ve patolojik nodiilii olan orneklerde beclin 1
ekspresyonu olmayanlara gore 1,4-1,3 kat daha fazla saptanirken, vaskiiler invazyonu ve
patolojik nodiilii olanlarda olmayanlara gore 3,1-2,2 kat daha fazla olarak beclin 1
ekspresyonunun olmadig1 belirlenmistir. Hastalarin kolorektal tumdrlii 6rneklerinde beclin 1
ekspresyonu olanlarda olmayanlara gore kiigiik tiimor boyutunde 4 kat daha fazla beclin 1
ekspresyonu goriiliirken, daha biiylik timor boyutu olanlarda beclin 1 ekspresyonunu varligi
ve yoklugu benzer diizeyde saptanmistir. Metastazi olmayan hastalarda beclinl ekspresyonu
olanlara gore 6 kat daha fazla saptanmistir. Hastalarin kolorektal tumoérlii 6rneklerinde beclin
1 ekspresyonu olanlarda olmayanlara gore erken evrede 6 kat daha fazla goriiliirken, ileri
evrede beclin 1 ekspresyonunun varli§i durumunda yokluguna goére 2 kat daha fazla
saptanmistir.  Ancak bu bulgular1 6rnek sayisinin azlig1 nedeniyle degerlendirmek miimkiin
olmamustir.

Kanserde hiicre oliimii ile ilgili genlerdeki ve iiriinlerindeki degisiklikler iizerine
gastrik ve kolorektal kanser dokularindaki otofaji iliskili genlerin (ATG) somatik
mutasyonunun arastirildigi bir ¢alismada mikrosatellit instabilitesi yiiksek olan kanserlerde
insan 16 ATG geni arasinda ATG2B, ATG5B ve ATG9B olmak iizere ii¢ genin mutasyonu
saptanmistir (40). Bu mutasyonlarin otofajik islemin regiilasyonunu bozarak kanser

gelisimine katkida bulunabilecegi onerilmektedir.
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Microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3, otofaji sirasinda otofagozom
olusumunda ise karismaktadir. Kolorektal kanser ve otofaji ile ilgili yapilmis az sayida
calismadan birinde 19 kolorektal kanser dokusununun %63’iinde LC3 immunohistokimyasal
ekspresyonu yiiksek olarak saptanmistir (41). Ayn1 calismada yine 6zefageal kanserlerin %
53’tinde ve gastrik kanserlerin % 58’inde LC3 ekspresyonu yiiksek olarak saptanmustir.
Ozefageal kanserlerde LC3 ekspresyonu survival dahil olmak iizere cesitli klinikopatolojik
faktorlerle korele olmadig saptanmigtir. LC3’iin ¢esitli gastrointestinal kanserlerde upregiile
olmasi ve Ki-67 indeksi ile kismi iligkili olmasinin 6zellikle karsinogenezin erken fazinda
kanser gelisimine avantaj sagladigini 6nermektedir (41).

Kolon kanserlerinde beclin-1 ekspresyonu ve klinikopatolojik 6zelliklerle iligkisi 115
evre IIIB hastada arastinnlmistir (42). Calismada tumor hiicrelerinin % 85.2°unda beclin-1
dagilimi plazma membrani, sitoplazma ve niikleusda goézlenirken, normal komsu dokuda
beclin-1 ekspresyonu yok ya da orta diizeyde belirlenmistir. Yiiksek beclin-1 ekspresyonu
daha uzun survival ile gii¢lii bir iligki gostermistir. Beclin-1 ekspresyonu ve primer kitle
derinliginin (T evresi) bagimsiz prognostik faktdr olabilecegi Onerilmistir. Yine bizim
calismamizla benzer olarak beclin-1 ekspresyonu ile klinikopatolojik 6zellikler arasinda bir
iligki saptanamamustir (42) .

Hiicre oliimii ve yasaminda otofajinin iki zit rolii bulunmaktadir. Kanserde de otofaji
rolleri hakkinda tartismalar devam etmektedir. Otofaji gelisimi kanser hiicrelerinin
tiimorojenik aktivitesini baskilamakta ve Beclinl ve UVRAG ile ilgili vakalarda oldugu gibi
otofaji inaktivasyonu tumor gelisimini arttirmaktadir. Zit olarak otofaji blokasyonu direngli
hiicreleri radyoterapiye hassas hale getirmektedir. Ayrica, otofaji iligkili proteinler olan
Beclinl ve LC3 protein ekspresyonu kolon ve gastrik kanserlerde upregiile olmasinin ATG
mutasyonlaria bagli kompensatuar agir1 ekspresyonuna isaret etmektedir. Bu veriler otofaji
genlerinin hiicrenin igerigine bagli olarak hiicre 6liim ve yasaminda farkli rolleri olduguna
isaret etmektedir. Ayrica, otofajinin kanser ilerlemesi ve kanserin tedavidi asamasinda farkl
rollere sahip olmasi muhtemeldir. ATG genlerindeki mutasyonlarin kanserin gelisim, ilerleme
ve tedaviye katkisin1 inceleyen daha ileri fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir.

Giliniimilizde 6zellikle metastatik kolorektal kanser tedavisi alan hastalarda 5 yillik
yasam oranlar1 ve tedavi yanitlar1 belli ylizdelerin {izerine ¢ikamamaktadir. Kolorektal

kanserin etyolojisinin, etki mekanizmalarinin ve tiimoriin ilerlemesinde otofajinin roliiniin
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ortaya konmasi bu nedenle 6nem kazanmaktadir. Klinik kolorektal kanserli hastalara ait
tumor orneklerinde otofajinin roliiniin belirlenmeye ¢alisildig1 bu ¢alismada otofajinin hem
normal hem de kanserli dokuda devam ettigini gostermistir. Otofajinin hem normal hem de
kanserli dokuda var olmasi kolorektal karsinogenezin her iki dokuda yaptig1 degisikliklere

bagli olabilir.

6. SONUC ve ONERILER

Otofaji kanserde hem tiimor gelisimi hem de progresyonuna katki saglamasi yaninda timor
gelisimin Onleyici zit etkileri de bulinmaktadir. Bu calismada kolon kanserli hastalarin
cogunlugunda hem normal hem de tumdrlii doku 6rneklerinde otofaji belirteci olan beclin-1
protein ekspresyonu saptanmistir. Ancak beclin-1 proteini tumdrde eksprese olurken, normal
dokuda eksprese olmadigi ya da tam tersi durumun oldugu az sayida da olsa belirlenmistir.
Beclin-1 ekspresyonu 4 olgu hem normal doku hem de tiimor dokusunda saptanmamaistir. Bu
arada otofaji iligkili olarak beclin-1 protein ekspresyonu ile klinik 6zellikler arasinda anlamli
bir iligki saptanamamustir. Ancak 6rnek sayisinin arttirilarak alt gruplardan kaynaklanan 6rnek
sayl azlhiginin getirdigi degerlendirme hatalarinin giderildigi ¢alismalarin planlanmasi ile
otofaji ve kolorektal kanser klinik 6zellikleri arasindaki iliski daha iyi ortaya konabilecektir.
Kolorektal kanser ve otofaji arasindaki 6zelliklerin belirlenmesi ile 6zellikle diinyada ii¢iincii
sirada yer alan kolorektal kanserde tiimor gelisimi, prognoz, metastaz ve tedaviyi icine alan

yeni belirteglerin ve tedavi segeneklerinin ortaya konmasi miimkiin olabilecektir.
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