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OZET

Erdem G.O. Kolon Kanserli Hastalarda interlokin-21 ve interldkin-32
Gen Ekspresyon Diizeyleri ve Metastaz iliskisi. Hacettepe Universitesi,
Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve immunolojisi Yiiksek
Lisans Tezi. Ankara, 2014. Tumor mikrogevresi tumoru, stromayi, stromayla
iligkili ve timore infiltre immun sistem huicrelerini icerir. Bu mikrogevredeki
immun sistem hdcrelerinden salinan kemokin ve sitokinler tUmorin
prognozunda énemli rol oynar ve timoértun immun fenotipini belirlerler. [L-32
ve IL-21 immun sistem hdcrelerinden salinan proinflamatuvar sitokinlerdir.
IL-32 Th, NK hicreleri, makrofaj ve epitelden, IL-21 ise Th, Tfh, Thl1l7, NKT
hucrelerinden salgilanir. Bu sitokinlerin gen ekspresyon duzeyleri kanserin
bulundugu dokuya goére degisim gosterir. Bu c¢alismada kolon kanserli
hastalarda IL-32 ve IL-21' in gen ekspresyon duzeyleri ve bu sitokinlerin
klinikopatolojik parametrelerle iligskisinin arastiriimasi amaclandi. Calismaya
kolon kanseri tanisi almis 31(17 K) hasta alindi. Ameliyat sirasinda
hastalarin tumorllu ve tUumorsuz dokularindan ornekler alindi. Bu dokulardan
RNA izolasyonu yapildiktan sonra IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon duzeyleri
gercek-zamanli PCR kullanilarak olguldd. Tumoérlia dokudaki roélatif gen
ekspresyon dlizeyi 22Ct ydntemi kullanilarak hesaplandi. Ekspresyon
dizeyleri ile timor diferansiyasyonu, evresi, lenf nodu metastazi, vaskiiler ve
perindral invazyon arasindaki iliski arastirildi. IL-32 gen ekspresyonu genel
olarak timorli dokuda, timorstz dokuya gore artis gostermekteydi (median:
1.16). Hastalarin %51.6’ sinda artmis, %48.4° Unde ise azalmis degerler
bulundu. IL-21 gen ekspresyon dizeyi timoér dokusunda azalma egiliminde
(median: 0.911) olmasina kargin hastalarin %50’sinde artmig, %50’ sinde ise
azalmisgtl. IL-32 gen ekspresyonu, erken evre kanserlerde dusuk duzeyde
seyrederken tumor duvarini asincaya kadar yukselmekte, ileri evrede
Ozellikle lenf nodu tutulumu ile tekrar disus gostermekteydi. Bu ekspresyon
duzeyleri patolojik timor (pT) evresi ile de uyumlu bulundu. Bu bulguyu
destekler sekilde tumorli lenf nodu sayisi arttikga IL-32 ekspresyon
diizeyinin anlaml diizeyde azaldi§i tespit edildi. Ote yandan, IL-21
ekspresyon duzeylerinin vaskuler invazyon varliginda anlamli bicimde arttigi
izlendi.

Sonug olarak, kolon kanseri mikrogevresinde eksprese olan IL-21 ve IL-32
‘ye iligkin bulgularimiz, IL-32 ekspresyonunun tumorun buyumesini kontrol
altina alabilmek icin artis gosterdigine, tutulan lenf nodu sayisi arttikca
ekspresyonunun azaldigina; vaskuler invazyon ve lenf nodu tutulumu ile
birlikte artan IL-21 duzeyleri de kolon kanserinde tumoér blyumesi ve
yaylliminda sitokinlerin rolu olabilecedine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, 1L-21, IL-32, Tumor Mikrogevresi,
Sitokinler

"Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 012D12104002)"
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ABSTRACT

Erdem, G.O. Interleukin-21 and Interleukin-32 gene expression levels
and their relationship with metastasis in colon cancer. Hacettepe
University, Institute of Health Sciences, A dissertation for the degree of
Master of Science in Tumor Biology and Immunology. Ankara, 2014.
Tumor microenvironment contains tumor cells, immune cells, stroma and
stroma associated immune cells. This microenvironment of the immune
system cells release chemokines and cytokines which play an important role
in the prognosis of the tumor and determine the immune phenotype of the
tumor. IL-32 and IL-21 are pro-inflammatory cytokines released by immune
system cells. IL-32 is released by Th, NK, macrophages and epithelium and
IL-21 is relased by Th, Tfh, Th17, NKT cells. The gene expression levels of
these cytokines changes according to their location. Present study aims to
evaluate the gene expression levels of IL-21 and IL-32 and their relationship
with clinicopathologic parameters in patients with colon cancer. 31(17F)
patients with diagnosis of colon cancer were included. Samples were
obtained from normal and tumor tissues during surgery. After RNA isolation,
IL-21 and IL-32 gene expression levels were measured using real-time PCR.
The relative gene expression levels in tissues were calculated using using 2
AMCt method. The relations between expression levels and tumor
differentiation, tumor stage, presence of vascular, perineural invasion and
lymph node metastasis were investigated. While IL-32 gene expression
levels were found to be increased in tumor tissues (median: 1.16). IL-32 were
increased in 51.6 % and decreased in 48.4% of the patients. IL-21 gene
expression levels were found to be decreased (median:0.911) in 50% of the
patients. While 1L-32 expression levels were low in early stages of the
tumors, continued to increase with the stage till passing the colonic wall, but
were found to be decreased again with the involvement of lymph nodes.
These expression levels were also in correlation with the pathological T
stages (pT) of the tumor. IL-32 expression levels were also decreased
significantly with the increased number of the lymph nodes with metastasis.
On the other hand, expression levels of IL-21 increased significantly with the
presence of vascular invasion. In conclusion, our findings on IL-21 and IL-32
expressed by tumor microenvironment reveals that IL-32 expression
increased to control tumor growth, but levels are decreased with the
increased number of involved lymph nodes. Increased levels of IL-21 with
vascular invasion and lymph node involvement, together with the changes on
IL-32, indicates the role for cytokines in tumor growth and invasion in colon
cancer.

Key words: Colon cancer, Interleukin-21, Interleukin-32, Tumor
microenvironment, Cytokines

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit. (BAB, Grant Number, 012D12104002).
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1. GIRIS

Malign tumorlerin olusumuna bir ¢ok genetik ve epigenetik degisiklik
neden olmakta ve bu degisikliklerin blyldk bdlimi mikrogevreden
etkilenmektedir. Tumorlerin bu kendilerine 6zel mikrogevresi, lokosit ve
lenfositlerden zengin, timore infiltre pek ¢ok hucreyi igerir [1, 2]. Tumor
mikrogevresinde mast hucreleri, M2 makrofajlar, miyeloid kdkenli stipresor
hicreler (MDSC) timorun i¢c bolgelerinde yerlesirken, immatir Langerhans
tipi dendritik hucreler tumor merkezinde, plazmositoid dendritik hiucrelerin
stromada, matur dendritik hicrelerin ise tUmore yakin lenfoid adaciklarda ve
lenf nodlarinda bulundugu, NK hdcrelerinin stromada, T lenfositlerin timorin
merkezinde, timdre yakin lenf nodlarinda olduklari bilinmektedir. CD8+ T
lenfositlerin timorle yakin iliski icinde, Treg, Th17, Tfh, B hicrelerin de
stromada bulunduklari bildiriimektedir[3],[4]. Hucrelerin aktivasyon sekilleri,
stromadaki ve tumordeki konum ve iligkileri, salgiladiklari kemokinler ve
sitokinler timdérin gelecegini etkileyen faktorlerdir. interlokinler, blyiime
faktorleri ve TNF-a sitokin grubu proteinlerdir. immiin sistem hiicrelerinden
veya dokulardan salinarak, salindiklari bolgeye immun huicrelerin geligini
saglarlar ve immun yanitlari sekillenmesine yardim eder, immun hucrelerin
birbirleriyle iletisimini saglarlar. Sitokinler, immun hucrelerin blyume ile
gelismesi, efektor fonksiyon gdstermesi ve farklilagsmasi, immuan hdcreleri
aktive etmesi, antijenlere ve kanser hucrelerine karsi yanitlari gelistirmesine
yardim etmesi gibi pek ¢ok 6zellige sahiptir. TUmor mikrogevresinde salinan
kemokin ve sitokinler T lenfositlerin bu ¢evreye geligini saglar kansere karsi
immun yanitlarin gelismesine yardimci olabildigi gibi bazen de kanser
hlcrelerine gereken uygun mikrogevrenin sekillenmesine katkida bulunurlar
[5, 6].

Kolon kanseri her yil bir milyondan fazla yeni taninin kondugu bir
kanserdir. Codunlugu sporadiktir ve kalitimsal bir kdken tagimamaktadir.
Kanserin patogenezinde, adenom olusumunda etkili birgok genetik
mutasyonun kanser donusimine neden oldugu dusunidimektedir. Son
yillarda yapilan galigmalar epitel hicrelerinde olusan bu genetik-epigenetik

degisiklerin yani sira tumorun bulundugu mikrogevrenin, tumore karsi olusan



immun yanitlarin, tumoér stroma iligkisinin kolon kanseri patogenezinde
oldukga 6nemli olduguna isaret etmektedir. Bu gevrede tiumore kargi gelisen
immun yanitlarin yani sira tumor de bu immun yanitlara karsi cevap olarak
salgiladigi c¢esitli faktorler yardimiyla stromadan yararlanir ve yeni olusan kan
damarlarini kendi lehine kullanir. Invazif kolon kanserlerinde yapilan
arastirmalar, stromada bulunan ve tiumoru infiltre eden immun hucrelerin
tipinin, yogunlugunun ve buradaki inflamatuvar c¢evrenin hastalarin
prognozunda oldukg¢a onemli oldugunu dugundurmektedir.

IL-21 ve IL-32 tumor mikrogevresinde bulunan immudn hicrelerden
salinan pro-inflamatuvar sitokinlerdir. Bu c¢alisma sitokinlerin ekspresyon
duzeylerinin saghkh dokuya gore degisimini degerlendirmek ve bu
degisikligin timoér evresi, lenf nodu tutulumu, timor diferensiyasyonu,
vaskuler ve perindral invazyon gibi klinikopatolojik bulgularla iligkisini

arastirmak amaciyla planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

Kolon kanseri her yil dinya genelinde bir milyondan fazla yeni taninin
kondugu 6nemli bir saglik problemidir. Kadinlarda ikinci, erkeklerde ise
uguncu en sik gorulen kanser turudur. Bu kanserlerin gogunlugu sporadiktir
ve kalitimsal bir genetik mutasyon tanimlanamamistir. Patogenezinde,
adenom olusumundan sonra gelisen bir dizi genetik mutasyonun kanser
donusumune neden oldugu teorisi kabul gormektedir. Daha onceleri bu olay
sadece epitel hucrelerinin davranigi Uzerinden acgiklanmaya galisilirken, son
yillarda mikrogevre Uzerine odaklanilarak stromal hucreler ile epitel hucresi
arasindaki iliski Uzerinden tartisilmaktadir. TUmor hdcreleri fibroblastlar,
endotel hucreleri ve immun hdcrelerden olugsan kompleks bir cevrenin iginde
yasarlar. Bu mikrogevrede kendine yer agmak ve immun ataklardan
kagabilmek igin surekli savasirken, inflamatuvar ve stromal hucrelerden
salinan buyume faktorleri ile kan damarlarinin tasidigi besinleri kendi gelisimi
icin kullanirlar. Kolon kanseri hastalarinda, inflamatuvar mikrogevreye,
timorin yer aldigi stromaya, timoére infiltre immun hucrelerin tiplerine ve
yogunluguna bakilarak, hastaligin aktivitesi hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir [7-9].

2.1. Kolon Anatomisi

Kolon ileumun bitiminden anuse kadar uzanan yaklasik 150 cm
uzunlugunda bir organdir ve sindirim kanalinin beste birini olusturmaktadir.
Kalin bagirsak retroperitoneal alanda bobrek, karaciger, dalak, mide,
duodenum, ince bagirsak, Ureter ve mesane gibi organlara komsuluk eder.
Kolon, ¢cekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve

rektum gibi boélimlere ayrilmaktadir (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Kolon Anatomisi

2.2. Kolon Histolojisi

Kolon duvari 4 tabakadan olusur; Mukoza, submukoza, muskularis
propria ve seroza (perikolik yag dokusu).

a. Mukoza: Mukoza epitel, lamina propria, muskularis mukoza olmak

Uzere 3 tabakadan olusur.

Mukozal yuzey tek sirali alcak kolumnar veya kuboidal epitelle
doselidir ve absorbsiyon yapan hucreler ile goblet hucrelerini igerir. Buna ek
olarak immatur ve indiferansiye oncul hicreler, endokrin hicreler ve Paneth
hlcreleri de kriptlerin bazalinde ¢ok miktarda bulunur. Kolon mukozasi ince
bagdirsak mukozasindan daha fazla goblet hicresi igerir. Paneth hicrelerinin
cok sayida eozinofilik sekretuvar granilt bulunmaktadir ve lizozim, epidermal
blylume faktort gibi trtnler igerir. Muskularis mukoza kapillerler, lenfatiklerle
sarili kas ve sinir lifleri igerir.

b. Submukoza: Lamina proprianin hicresel igerigine sahip, noéral
pleksusu (Meissner pleksusu) bulunan, gevsek bad dokusundan
olusmus bir tabakadir.

c. Muskular tabaka: icte sirkiler, dista longitudinal kas tabakalarindan

olusmustur ve bunlarin arasinda Auerbach pleksusu mevcuttur.



d. Seroza: Tek sirali yassi veya kuboidal mezotelyal hucreler ile
doseli peritondan ve fibroelastik dokudan olusur. Kan damarlari ve
lenfatikler icerir. Cekum, apendiks, transvers kolon ve sigmoid
kolonu tam olarak sarar [10, 11] (Sekil 2.2).

Sekil.2.2. Kolon duvari tabakalari Dr. Thomas Caceci- Exercise 19:

Digestive System 2:Intestines ‘ den uyarlanmistir [12].

2.3. Kolon Kanseri

2.3.1. Epidemiyoloji

Kolon kanseri ABD’ de en sik gorllen dguncu, akciger kanserinden
sonra en ¢ok olume yol acan ikinci kanser turudur. Tani sirasinda hastalarin
yaklasik %20’ si 4. evrede, 1. ve 3. evrede olan hastalarin da %50'den
fazlasinda metastaz bulunmaktadir [13]. 2012’ de Avrupa’ da yapilan
EUROCARE konsensusunda %56’ si erkek ve %44’ U kadin olan 342.137
yeni hasta bildirilmistir. Kolon kanser riski 50 yasindan sonra artmakta, 60-70
yaslarinda en ylksek seviyeye ulagmaktadir. Kolon kanserlerinin %17'si
cekum, %12' si ¢ikan kolonda, %13' U transvers kolon, %4'U inen kolon,
%23'U sigmoid kolon, %31 rekto-sigmoid bileske ve rektum da bulunur.

Kolon kanserlerinin gevresel ve genetik faktorlerin etkisiyle gelistigi

bilinmektedir. Son yillarda yapilan galismalar diyet, yasam sekli, kullanilan



ilaglarin kanser gelistirme riskini etkiledigini gostermektedir. Aspirinin ve
steroid olmayan anti- inflamatuvar ilag kullaniminin kolon kanserine karsi
koruyucu etkisi oldugu bildiriimektedir. Tani konulan adenomat6z poliplerin

cikariimasi kolon kanser gelisimini 6nlemektedir [14].

2.3.2. Etiyoloji

Kolon kanserinin gelisim mekanizmasi kesin bilinmemekle beraber
kolonik mukozayi etkileyen genetik ve cevresel faktorlere ikincil olarak
gelistigi dusunUlmektedir. Yas, Ulseratif kolit, Crohn’s hastaligi gibi
inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin kanser gelisimine katkida bulundugu
bilinmektedir. Yuksek yag icerigine sahip, islenmis et UrUnleri ve rafine
karbonhidratlardan zengin diyet de hastaligin gelisme riskini arttirmaktadir.
Adenom &ykusU ve sigara kullanimi yani sira, obezite, diyabet, akromegali
gibi hastaliklar ve daha 6nce maruz kalinmis yuksek doz radyasyonun da

kolon kanserinin gelisiminde 6nemli rol oynadigdi bilinmektedir.

a. Diyet

Kolon kanserinin ABD ve Kanada gibi gelismis ulkelerde goérilme
sikhgr yuksekken Hindistan, Guney Amerika ve Afrika gibi Ulkelerde ise
insidansi dusuktur. Bu farkin gevresel faktorlerle 6zellikle diyetle yakindan
ilgili oldugu bilinmektedir. islenmis karbonhidrattan zengin, emilemeyen
bitkisel liflerden yoksun diyet, yuksek yag miktari, A, C, E gibi hticre yenileyici
ve anti-oksidan ozelligi yuksek olan vitaminlerin az alinmasi kanser gelisme
riskini etkilemektedir. Dusuk lif icerigi digki hacminin azalarak bagirsakta
olmasi gerektiginden daha uzun kalmasina ve bagirsaktaki bakteriyel floranin
degismesine neden olmaktadir. Bakteriler tarafindan pargalanan
karbonhidratlardan kaynakli oksidatif ve toksik bilesiklerin digki igerisinde
yuksek miktarda bulunmasi kolon mukozasini olumsuz etkilemektedir.
Yuksek miktarda yag tlketimi, karaciger tarafindan duretilen kolesterol ve
safra asitlerinin artmasina neden olur ve bunlarin bir bélimi intestinal

bakteriler tarafindan karsinojen molekullere donusturalurler [15].



b. Genetik Faktorler

Kolorektal kanserlerinin %80’ i sporadik olarak, %10’ dan daha az bir
kismi ise herediter bir kdbkenden veya inflamatuvar barsak hastaliklarindan
gelisir. Sporadik kolon kanserlerinde adenom-karsinom doénisumunde
mikrosatellit instabilite (MSI) ve kromozomal instabilite (CIN) 6nemli rol
oynamaktadir. Bu yolaklara dahil olmayan sporadik kolorektal kanserlerin ise
CpG adalarindaki metilasyon kaynakli olabileceg@i bildiriimektedir [16-18].
Diger kanserlerde de oldugu gibi hicrelerde biriken genetik degisiklikler
hidcrenin buyimesine ve fenotipik degisikliklere yol agarak neoplastik
olusuma neden olur. Bu hicreler zamanla bliyume sinyallerine daha hassas,
apopitoza direngli, limitsiz bolinme potansiyeline sahip, anjiyogenezini
surdurebilen, kendine yetebilen hucrelere donusurler. Fearon ve Volgestein,
cesitli mutasyon birikimlerinin bu suregte 6nemli oldugunu goéstermiglerdir.
Adenomatoz Polipozis Coli (APC) genini tanimlamislar, 18q kromozomunda
bulunan p53, K-ras genlerinde olusan mutasyonlarin kolorektal kanser
gelisimine katkida bulundugunu bildirmiglerdir. Kolon kanser hastalarinin
%10° u p53, K-ras, APC geni mutasyonlarinin timune sahiptir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar ise spesifik kromozomal degisikliklerin de
kolorektal kanser gelisimine neden olabilecegini gostermektedir. Kolon

kanser gelisiminde dnemli olan degisimler Sekil 2.3’ de gorilmektedir [19-21].
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Sekil 2.3. Kolon kanseri gelisiminde molekuler genetik olaylar [22].



2.3.3. Kolon Kanseri Histolojik Alt Tipleri

Kolon kanseri adenokarsinom, musin6z adenokarsiom, tasli-yuzuk
hucreli karsinom, yassi hucreli karsinom, adenoskuamoz karsinom, meduller

karsinom ve diferansiye olmayan karsinom alt tiplerden olugsmaktadir.

2.3.4 Kolon Kanseri Patolojisi

Kolon tumorleri glanduler epitelden kaynaklanan adenokarsinomlardir.
Makroskobik olarak polipoid, Ulseratif, infiltratif veya andler olabilirler. Sag
kolon karsinomlari ¢cogunlukla polipoid, sol kolon karsinomlari ise annuler ve
skirézdur.

Tamoér morfolojik  olarak  egzofitik  (pedinkallt, sesil), endofitik
(Ulseratif), diffiz infiltratif olabilir. Kolorektal timdrler bulunduklari yerde
[Umene dogru veya derinlemesine duvar i¢ine dogru yayihim gosterebilirler.
Dokunun derinlemesine bliyume gdsteren tumarlerin prognozu limene dogru
blayuyen tUmorlere gore daha kotudar.

Kolon kanserleri 3 gruba ayrilir: a)kalitsal kokenli kolon kanserleri,

b)inflamatuvar kokenli kolon kanserleri ve c)sporadik kolon kanserleri.

a) Kalitsal kokenli kolon kanserleri: Herediter non-polipozis
kolorektal kanser (Lynch sendromu/HNPCC), ailesel adenomot6z polipozis
koli (FAP), hamartamatdz juvenil polipozis sendromu, Peutze-Jeghers
sendromu kalitsal kdkenli kolon kanserleridir. Erken tani ve tedavi bu
hastaliga sahip kigilerin kanser gelistirme riskini azaltmaktadir.

FAP otozomal dominant gecigli bir hastaliktir ve kromozom 5q’ da
bulunan Adenomatous polipozis coli (APC) isimli timor baskilayici gendeki
mutasyondan kaynaklanir. FAP hastalarinda kolon ve rektumda ¢ok sayida
polip bulunur. Bu hastaliklara sahip kigilerin kolon kanseri gelistirme
ihtimalleri ¢ok yuksektir ve tim kolon kanserlerinin %5-10° unu
olusturmaktadir.

HNPCC herediter kolorektal kanserlerin en sik gorilen tipidir, tim

kolorektal kanserlerin %1-6’ sini olusturur. Bu sendroma sahip kisiler erken



yaslarda kolon, mide, endometriyum, bobrek ve Uretra kanserleri gelistirirler.
Karakteristik olarak mismatch repair gen (MMR) bozukluklari hucre
bdélinmesi sirasinda replikasyon hatalarina neden olmaktadir. Kromozom 2p’
de MSH2, kromozom 3p’ de MLH1 mutasyonlari en ¢ok goérllen genetik
bozukluklardir. Bunlarin yani sira tim HNPCC hastalarinin %90’ inda

mikrosatellit instabilitesi gozlemlenmektedir.

b) inflamatuvar kolon kanserleri: Kolon kanserlerinin gelisiminde rol
alan inflamatuvar barsak hastaliklari Chron hastaligi (CD) ve Ulseratif Kolit’
(UC) tir.

c) Sporadik kolon kanserleri: Tum kolon kanserlerinin %80’ nini
olusturur. Sporadik kolorektal kanserler ¢ogunlukla poliplerden kdken alir ve
hastalarin  birinci derece akrabalarinda kolorektal kanser hikayesi
bulunmamaktadir. Sporadik kolon kanseri etiyolojisi kesin bilinmemekle
beraber rastgele gelisen somatik mutasyonlarin birikmesinin yani sira bir gok
genetik ve gevresel faktorin bu siregte 6nemli oldugu, yas faktorunun ise bu
sureci etkileyen en o6nemli faktor oldugu dusunulmektedir. Ayrica immun
sistemin etkisi de son yillarda farkedilmis ve bunun Uzerine bir gok arastirma

yapiimistir.

2.3.5. Kolon Kanserinde Adenom-Karsinom Donusimiu

Bir polipten kolorektal kanser gelismesi i¢in ortalama 8-10 sene gerekir
ancak her polip kansere donusmemektedir. Kolorektal kanserlerin buyik
cogunlugu adenomdan gelismektedir. Bir polipten kiimulatif kanser gelisme
riski 5 yilda %2,5, 10 yilda %8, 20 yida %24’ tur. Kolorektal kanser
hastalarinda senkron polip olma orani yaklasik %30’dur; kolon ve rektumda
adenom ve adenokarsinom birlikte gorulme olasiigr %13-62 araliginda
degismektedir. Kolorektal karsinogenezde ilk adim APC gen mutasyonudur.
APC timor baskilayici bir gendir ve bu genin inaktive olmasi hicrelerde
proliferasyon artisina sebep olur. Bu suregte gelisen bir diger olay da DNA

hipometilasyonudur. APC geni inaktivasyonu ile proliferatif 6zelligi artan
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hucrelerde CpG dinukleotidlerinin metilasyon kaybina ugramasiyla hicrelerin
¢ogalmasi artar ve adenom gelisimi desteklenir. DNA hipometilasyonu K-ras
onkogenini de aktive ederek displazinin artmasina ve adenomatoz lezyon
gelisimine katkida bulunur. K-ras mutasyonu APC mutasyonu olmadan da
gelisebilir. Bu durumda aberran kript odaklari gérilmesine karsin maligniteye
onculik etmezler. APC mutasyonu Uzerine goérlilen K-ras mutasyonu ile
kicik adenomlar orta adenomlara donustr. Orta adenomlarin ileri
adenomlara donusumu ise 18. kromozomun uzun kolundaki genetik
degisiklikle olur ve bu duruma kolon kanseri delesyonu adi verilir. Bu
degisiklikle hucrelerin mukus uretme kapasiteleri kaybolur. Son basamak
olarak 17. kromozomda p53’ tUmoér slUpresoér gen islevi kaybolur ve
onkogenlerin aktivitesindeki artis ile benign ozellikler malign ozelliklere
donugur. Kolon kanserinin olusumunda rol oynayan ilgili molekuler olaylar
Sekil 2.3 de verilmistir [23].

2.3.6. Kolon Kanserinin Yayilim yollari

Kolorektal timorler invazyon yapabilirler, transperitoneal olarak veya
lenfatikler ve kan damarlari yoluyla uzak organlara yayilabilirler. En sik
gorulen metastaz odaklari lenf nodlar ve karacigerdir. Kolon duvarinin tum
katlarina invazyon gdstermis tumorlerin yaklagik yarisinda lenf nodu
metastazi bulunur. Bu yolla 6nce en yakin lenf nodlarina, sirasiyla diger lenf
nodlarina metastaz yapabilirler. Periton, akcigerler ve overler de diger olasi
metastaz bolgeleridir. Santral sinir sistemi, kemik, uterus, testis ve oral kavite

ise daha az siklikla metastaz gorulen organlardir [10, 24].

2.3.7. Kolon Kanseri ve immiin sistem iligkisi

Kolonda mukozal hicreler, kommensal bakteriler ve immuUn hucreler
birlikte bulunur. Bu gevre devamli homeostazis halindedir. immin hicreler
mukozal epitelde lamina propriya tabakasinda bulunur. Dogal immunite
hicreleri olan makrofajlar, NK hucreleri, mast hlcreleri ve bakteriler ve

besinlere ait antijenleri igleyip T lenfositlere sunan dendritik hicreler (DC) bu
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tabakada bulunur. Immin hiicrelerin herhangi bir sekilde aktive olmasi
cevreye TNFa, IL-1B8, Nitrik Oksit (NO), PGE2 gibi proinflamatuvar
mediyatorlerin salinmasina neden olur. Antijenler lamina propriyada dendritik
hicreleri aktive ederek mezenterik lenf nodlarinda naif yardimci T (Th)
hdcrelerin, Th2 ve regulatuvar T hucre(Treg) gibi lenfositlerin aktive olarak
ortama gelmesine neden olur. Bu spesifik hicre tiplerinden salinan IL-4, IL-
10, TGFp gibi sitokinler mukozal immuniteyi aktive ederek lamina propriyada
bulunan B hucrelerin IgA Uretmesini uyarir ve immun cevaplarin sistemik hale
gelmesini saglar[25].

Kolon kanseri hastalarinda yapilan histolojik c¢alismalar tamaora
etkileyen immuin degiskenlere dikkati cekmektedir. Bu c¢evreye infiltre olmus
hicrelerin organizasyonu oldukg¢a heterojendir ve timdrden timore, kisiden
kisiye degisiklik gostermektedir. Genel olarak kolon tumor mikrogevresi DC,
NK, naif ve hafiza lenfositleri icermektedir. Immin sistemin timoriin
blyumesini onleme, immun yanitlardan kagmasini kontrol etme gibi onemli
gorevileri vardir. Bu c¢evredeki immun hucrelerin tipi, aktivasyon sekli,
yogunlugu, efektor fonksiyonlari ve timaordeki lokasyonlari hastalik hakkinda
bilgi vermektedir. Ozellikle bu gevredeki CD8* T hiicreler, hafiza CD45RO* T
hdcrelerin  tumordeki lokalizasyonlari, tumoére yakin dorduncul lenfoid
organlar (TLS) ve bu hicrelerin aktivasyonlarini belirleyen faktérler oldukca
onemlidir. Tumore infiltre lenfositlerin varligi prognostik bir belirte¢ olarak
gorulmektedir Yogun lenfosit infiltre olan tumaorlerin daha iyi immun cevaplara
sahip oldugu ve iyi prognoz gosterdikleri bilinmektedir. Tumorlerinde CD8* T
hicreleri, hafiza CD45RO* T hucreleri bulunduran hastalarin bu hucreleri
timorlerinde az bulunduran veya bulundurmayan hastalara gore 5 vyillik

sagkalimlarinin daha iyi oldugu bilinmektedir [26].

2.3.8. Kolon Kanseri Evrelendirmesi

Kolon kanserleri igin ginimuzde 3 farkh siniflama kullaniimaktadir.
1)Duke’ s siniflamasi

2)Astler—Coller siniflamasi

3)TNM siniflamasi
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Dukes siniflandirmasi timorun derinligi ve lenf nodu tutulumuna gore
A, B, C evrelerine ayriimigtir. Astler-Coller evrelemesi temel olarak Dukes
siniflandirmasina benzemekle beraber, derinlikleri farkli olan timérlerde lenf
nodu tutulumunu da gdstermesi acgisindan farklilik gdstermektedir. Her iki
siniflamaya da uzak metastaz varligini belitmek igin D evresi eklenmistir
(Sekil 2.4) [27]. Amerika Birlesik Devletleri Kanser Komitesi’ nin  (AJCC)
2003 yiinda guncelledigi kolon kanseri TNM siniflandirmasina gére de 4
evre vardir. Evre 2 ve Evre 3 hastalar alt gruplara bélinerek ayrica
siniflandinimig, vaskiler ya da lenfatik invazyonlar buna dahil edilmigtir.
AJCC evreleme sistemi, tutulan lenf nodu sayisini sagkalimin énemli bir
gOstergesi olarak kabul etmektedir. T evresi (T) timdr boyutunun aksine
badirsak duvarina penetrasyon derinligini tanimlamaktadir. TNM evrelemesi
Tablo 2.1 ve Sekil 2.5'de gorulmektedir. Makroskobik olarak diger organ veya
yapilara yapigsik timorler T4 olarak siniflandirilir [28, 29]. Siniflandirmalarin

karsilastirmasi Tablo 2.2'de yapiimigtir.



Tablo 2.1 TNM Siniflandirmasi

T=Primer tiimar

TX: Primer timord bilinmeyen

T0: Primer timérl yondnde bulgu yok

Tis: Karsinoma in situ

T1: TUmdr submukozaya irvaze

T2: TUmér muskular & propria‘ya in aze

T3: Tumdr, muskllaris propria’y subserczaya, ya da non-peritonealze perikolik
dok uya kadar invae ediyor

pT3a: Muskilaris propr @ aninndan <1 mm ot eye invazyon
pT3k: Muskllaris propriasininndan 1-5 mm Steye imvazyon
pT3c: Muskillar & propria sininindan 5-15 mm dteye invazyon
pT3d: Muskilaris propriasininndan »15 mm oteye invazyon
T4 Tumdr komsu organ ya da yapllera invasyon gdstermekte (pTda) vefveya
vismeral peritonu perfore etmektedir (pT2b).

MN=Bdlgesel lenf bezleri

M) Bilgesel lenf bezleri degerlendr lememekte

NO: Lenf bezi metastam yok

M1: 1-3 lenf bezi metastaz mevout

MN2: 4 yadadsha fazla lenf bezi metastaz) mevout

M= Uzak metastaz

MX: Uzak metastaz degerlendr lememekte

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz mevcut

Bl B2 Cl C2
Mukoza | I

Mus. Mukoza

Submukoza

Musk. Propna

Subseroza

Beelil 100000 e @)@ (D)

Sekil 2.4. Astler-Coller Sinflandirmasi[30]
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Tis T1 T2 T3 Ta N1 N2
Mukoza

Mus. Mukoza

Submukoza

Musk. Propria

Subseroza
Baolgesel lenf
nodlar

002002 °><0gL0@
@

Sekil 2.5. TNM Siniflandirnmasi [30]

Tablo 2.2 TNM, Dukes ve Astler-Coller siniflandirmalarinin karsilastirmasi
[22]

TNM evre TNM kriteri Dukes Astler-Coller
Evre 0 Tis, NO, MO
Evrel T1, NO. MO A A

T2, NO, M0 A Bl
EvieITA T3, NO, M0 B Bl
EvreIIB T4, NO, M0 B B2
Evre IIT A T1-2, N1, M0 C Cl
Evre III B T3-4, N1.MO C C2/C3
EvreIII C Herhangi T.N2.MO0 C C1/C2/C3
Evre IV Herhangi T.Herhangi N.MO0 D

Lenfovaskuler invazyon; endotel ile gevrili damarda tUmor hdcrelerinin
gorulmesini tanimlamaktadir. Kotu prognozla iligkili bir histolojik bulgudur.

Lenfovaskuler invazyonun rekidrrens riskini 2,8 kat artirdidi
gosterilmigti, T ve N evresi ile vaskuler invazyonun kombine edilmesi
prognozu belirlemede standart TNM sistemine gore daha iyi performans

gOstermektedir.
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2.3.9 Tumor Diferansiyasyonu

Tumorlerin diferansiyasyon derecesi “grade” olarak adlandiriimaktadir.
Kolon kanseri hastalarinin % 15-20° si grade 1 (iyi diferansiye). % 60-70
grade 2 (orta diferansiye) ve %15-20' si grade 3 (az diferansiye) olarak
bildiriimektedir.

Grade 1: Karsinomlar mikroskobik olarak adenoma epiteline benzer.
Hucreler uniform goérinimde, polarite kaybi yok veya minimaldir.

Grade 2: Tumorlerde tubuler yapilar basit olabilecegi gibi kompleks ve
hafif dizensiz sekilli olabilir. Cekirdek polaritesinde hafif-orta duzeyde kayip
vardir.

Grade 3: Tumorlerde glandiler-tibller yapi tumulyle ortadan
kalkmistir. Cekirdek polaritesi timuyle bozulmustur. Hlcrelerde pleomorfizm
belirgindir. Diferansiyasyon derecesinin sagkalim Uzerine etkili oldugu
belirlenmistir [31, 32].

2.4. Tumor mikrogevresi

Bir cok malign timérin olusumundan birden fazla genetik-epigenetik
degisikligin  birikimi sorumludur. TUmorun iginde gelistigi tumore 06zel
mikrogevre de bu degisikliklerin olusumuna katkida bulunabilir ve
inflamatuvar 6zellikte, 16kosit populasyonundan zengin, tumore infiltre bir gok
immiin hiicre igerir [1, 2]. immin sistem hicrelerinin timdre infiltre olmasi
timor gelisimini baskilayabilmektedir [33, 34]. Tumore infiltre olan hicreler ve
bu hucrelerin yogunlugu timodrden timore, hastadan hastaya degisiklik
gOsterebilmektedir [35]. Tumor mikrogevresinde genellikle mast hucreleri,
miyeloid kokenli supresor hucreler (MDSC), nétrofiller ve M2 fenotipte
makrofajlar timoriin i¢c bolgelerinde bulunurlar. immatiir Langerhans tipi
dendritik hdcrelerin  tmoér merkezinde, immatur interstisiyal dendritik
hicrelerin  ve plazmositoid dendritik hucrelerin  stromada bulundugu
g6zlemlenmistir. Matir dendritik hiicrelerin ise daha ¢ok timdre yakin lenfoid
adaciklarda ve yakin lenf nodlarinda oldugu gérulmektedir [36]. NK hicreleri

genellikle stromada,tumor sinirinda yer alirlar. Renal hucreli kanserlerde ise
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tumor hucreleri ile yakin kontakta olduklar bildirilmektedir [37, 38]. T
lenfositler tumor merkezinde ve tumoére yakin lenfoid adaciklarda
bulunmaktadir. CD8*T hucrelerin timdrle yakindan iligki icinde oldugu, Treg,
Th17, folikller yardimci T (Tfh) hicrelerin ve B lenfositlerin ise daha g¢ok
tumor stromasinda bulunduklari bilinmektedir [3, 4, 39, 40].

Tumor cevresinde bulunan immuan sistem hucreleri ve salgiladiklar
immUn regulatuvar faktérler timoérin kaderini belirleyen en &énemli
unsurlardandir. interlkinler, TNF-a, blyime faktérleri ve farklilasma
faktorleri sitokin grubu proteinlerdir. immiin hiicrelerden ve diger somatik
hicrelerden salinabilirler. Dogal ve adaptif immunitede, hematopoezde gorev
alirlar, immun sistemin hucreleri arasindaki iletisimi saglarlar. Sitokinlere
bagli olarak olusan sinyaller hiicre buyume ve gelismesini reglle eder, hucre
farkhlasmasini saglar, immudn hucreleri aktive ederek enfeksiyon ajanlarina,
antijenlere ve kanser hucrelerine karsi immuan cevaplarin olugsmasini regule
ederler. Bazen de kanser hucrelerinin yasayabilmesi igin gereken uygun
mikrogevrenin olugsumuna yardimci olurlar. Ayrica bir ¢ok hastaligin
patogenezinde rol aldiklari da dusunilmektedir. Kanserlerin yaklasik %20 ‘lik
bir bolimU enfeksiyon, kronik inflamasyon alanindan meydana gelir. TUmor
mikrogevresinde yUksek miktarda inflamatuvar sitokin ekspresyonu vardir.
Tumor mikrogevresini olusturan hicreler ve diger bilesenler Sekil 2.6’ da
gOsterilmistir. Proinflamatuvar sitokinlerin pre-malign hicrelerin baylimesini
destekledigi, anjiyogenezi indukleyerek, metastaza ve timore yardimci bir
mikrogevre gelisimine neden oldugu bildirilmigtir [41-44]. Sitokinler tamor
hicrelerinin apopitoza karsi direng kazanmalarina da neden olabilirler [5, 6].
Ornegin TNF-a ve IL-6 tiimdriin baslangig, gelisim, promosyon, metastaz gibi
tum asamalarini etkileyen proinflamatuvar sitokinlerdir [45, 46]. IL-6
kolorektal kanserde intestinal epitelde proliferasyon artisina neden olmakta,
hastalarin serum IL-6 dizeyleri ile timdr yUki arasinda pozitif korelasyon
bulunmaktadir [47, 48]. in vitro calismalar IL-6° nin kolon karsinoma
hicrelerinde doza bagh olarak koloni olugturma yetenegini arttirdigini
gOstermistir. /nvivo olarak IL-6 ekspresyonu bloke edildiginde kolon kanseri

gelisimi baskilanmaktadir [49, 50]. Bu nedenle pro-inflamatuvar sitokinler
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hastaliklarin patogenezini anlama ve hastaligin prognozunu belirlemede

onemlidir.

DC

- - ﬁ
4?;‘.'%“8) U

AN

Sekil 2.6. Sitokinlerin timoér mikrogevresindeki 6nemi.

Timoér mikrogevresinde kanser hicreleri ve immin hucreler beraber bulunur. TAM, Treg
hicreleri saldiklari immin stpresif sitokinlerle (IL-4, IL-10, IL-13) Th2 tipinde immunitenin
gelisimini desteklerler ve TGF-f3 anti kanser imminiteyi baskilar. NK, CD8* T hiicreler ise
salgiladiklari proinflamatuvar sitokinler (IL-2, IFN-y) ile anti timér immun yanitlarin
gelismesini saglar. Bu immuin supresif mikrogevrede dogal immun sistem hicrelerince
salinan gesitli sitokinler kanser hicrelerine blyime ve yasama avantaji saglayabilir [51].

Kanser ve hasta sag kalimi ile ilgili yapilan ¢caligmalarda, dolagimdaki
sitokin seviyelerinin hastalik sirasinda ve tumor rezeksiyonu sonrasindaki
seviyeleri dikkat cekicidir. Ornegin bébrek kanseri hastalarinda hastahgin
teshisi sirasinda IL-6 ve IL-10 dUzeylerinin timdrun rezeksiyonu sonrasindaki
dizeye ve saglikli kontrol grubuna gore ylksek oldugu gortlmustar. Vardy ve
arkadaglart meme ve kolon kanseri hastalar ile yaptiklari c¢alismada
proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin seviyelerini hastaligin teshisinden
itibaren 5 vyl boyunca, saglikh kontrollere gére yuksek oldugunu
gOstermiglerdir [52]. Buraya kadar anlatilanlardan anlagilacagi gibi
sitokinlerin ekspresyon duzeyleri dokudan dokuya, tumorden tumore,
tumorun etkilestigi stromaya gore dedisiklik gostermekte ve tumorin

davranigini etkilemektedir.
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2.5. interlokin 32 ( IL-32)

IL-32, IL-2 ile aktive olan NK hucreleri ve T lenfositlerden salgilanan ve
ilk bulundugunda NK4 transkript olarak tanimlanmis proinflamatuvar bir
sitokindir. 1L-32 ilk olarak yuksek dozda IL-2 tedavisi alan malign melanom
hastalarinin, periferik kan mononukleer hucrelerinde ylksek miktarda
gorulmus, fakat kesin aktivitesinin ne oldugu tam olarak anlasilamamistir
[53]. IL-18’ in indUkledigi proinflamatuvar genler insan akciger epitelyal hiicre
hattinda arastirilirken proinflamatuvar 6zellikte bir molektl tanimlamiglar ve
bu molekile NK4 transkript adini vermislerdir. 1992 yilinda Dahl ve
arkadaslarn tarafindan bu proinflamatuvar molekilin ismi IL-32 olarak
degistirilmistir [54-57].

IL-32 epitel hicrelerinden (kolon, mide, akciger), meme, beyin,
pankreas gibi endotel kokenli hucrelerden, IL-2, IL-18, IFN-y ile uyariimig
monositlerden, aktive dogal oldurict (NK) hicreler ve T lenfositlerden

salinan ¢ok fonksiyonlu proinflamatuvar bir sitokindir [54, 58, 59].

inflamasyon
Kolon mukozasi —

Crohn” hastalig / N =
Romatoid artirit '\@ T hiicreler

IL-1B, IL-6, TNF \ immiin dokular  uyanmi
> '’ ~O, -
tiretimi \ v / /
.' o0 3 v
> 032 ¢ w y/ - TNF-a
]

IL-2, IL-18, IFN-y

‘ N
. - - . ‘\\/-
Epitel hiicreleri ‘ ;
Makrofaj
Aktivasyon o Dogal oldiirtict
IL-2IL-15,0L-12,0L-18  —> B8 hiicreler
IL-32 —

Sekil 2.7. IL-32’ nin iglevi: IL-32 immUn ve epitel kdkenli hiicreleri etkiler, bir

¢ok proinflamatuvar sitokin salinimini saglar.
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IL-32 geni insan genomunun 16p13.3 kromozomunda kodlanir ve 8
ekzon igerir. IL-32q, IL-32[3, I1L-32y, IL-3208, IL-32¢ ve IL-32¢ olmak Uzere 6
tane varyanti vardir ve olusan proteinler 14,9-26,7 kD buyukligindedir [60,
61]. IL-32a en ¢ok bulunan izoformdur [62]. IL-32y ilk kesfedilen, NK4
transkript olarak bilinen izoformdur ve izoformlarin en buyugu, biyolojik olarak
en aktif olanidir. IL-32, hicre sitozolunde ve ¢ekirdekte bulunabilir, salgilanan
miktar sitoplazmada bulunan miktara goére olduk¢a azdir. IL-32’nin hUcre
icinde endoplazmik retikulumla beraber lokalize oldugu bilgisi bu sitokinin
hdcre igi bir protein oldugu yonundedir [63, 64]. IL-32’ nin spesifik reseptoru

henlz kesfedilememistir.

Tablo 2.3. IL-32 ve IL-21 sitokinlerinin ozellikleri

IL-21 IL-32

Sitokin grubu Proinflamatuvar Proinflamatuvar

NK, Thicreler, Makrofaj,

Eksprese Oldugu Hucreler | NKT, Th17, Tth, Th Epitel hiicreler

NKT, Th17, Tth, Th, NK, DC, | NK, Th1 hacreleri, TH17,

Etkiledigi huicreler B, CTL, Treg,Makrofaj MDSC

Protein 17kDa 14,9-26,7 kDa

Y ¢ Reseptér Kompleksi

Reseptor Henlz kesfedilmemis

IL-32y immUn sistem i¢in dnemli olan TNF-a, MIP-2 gibi sitokinlerin
salinimini indukler. Kolon kanseri hucrelerinin buyumesini inhibe etmesi ve
cesitli sitokinlerin salinim seviyelerini etkilemesi nedeniyle de kolon kanseri
agisindan 6nem tasimaktadir [65]. Rekombinant IL-32a’ nin Raw264.7
makrofaj hicre hattinda, yuksek miktarda TNF-a ve MIP-2 Uretimine neden
oldugu gorulmusgtur.

Yapilan calismalarda insan prostat dokusunda dusuk, timus, ince
bagirsak ve kolonda orta, dalak ve periferik kan lokositlerinde yuksek
seviyede IL-32 mRNA ekspresyonu gozlemlenmigtir [54]. Dendritik hicre
maturasyonunu ve aktivasyonunu sagladigi, bu hucrelerden IL-6 ve IL-12

dretimini uyardidi, Th1 ve Th17 farkhlasmasini sagladigi bilinmektedir [66].
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IL-32° nin iligkili oldugu sinyal yolaklari immun cevaplarla yakindan
iligkilidir. IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin ve kemokinlerin
salinmasini uyarir, NF-kB ve p38 MAPK yolaklarini aktive eder [54].

IL-32 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirildiginde
saglikh dokuya gore mide kanserinde %41, akciger kanserinde %71 oraninda
daha fazla eksprese oldugu goézlemlenmigtir. Romatoid artrit, inflamatuvar
barsak hastaligi, Crohn hastaligi gibi inflamatuvar hastaliklarda, rinosinlzitte,
Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonunda IL-32 ‘nin ekspresyonu
incelendiginde ise hastalik patogenezinde oOnemli bir bilesen oldugu
anlasilmigtir [67-69].

IL-32, NK hucrelerini stimule ederek, kolon kanseri ve prostat kanseri
hicrelerinde DR3 ligand (APO3 ligand) ve kaspaz-3 ekspresyonuna neden
olur. Bu sayede kanser hlcre buyumesini inhibe ederek NK hucrelerinin
efektor fonksiyonlarin artisini sagladigi bilinmektedir. Bu nedenle IL-32’ nin
pro-inflamatuvar bir sitokin olmasinin yani sira antitimoér etkisi ile kanser
tedavisinde yarar saglayabilecegi dustntlmektedir [70]. IL-32’ nin prognostik
faktor olabilecegi dusuincesiyle gesitli hastaliklardaki ekspresyonu ve hastalik
iligkisi degerlendiriimektedir; 6rnegin berrak hucreli bobrek kanserinde
(BHBK) IL-32 protein ekspresyonu immunohistokimyasal olarak incelenmis
ve hastalarin klinikopatolojik bulgulariyla olan iliskisine bakilmigtir. 1L-32
ekpresyonunun fazla oldugu grupda 5 yillik hastaliksiz sagkalim ve tim
sagkalim oranlarinin azaldigi gorulmustur. Yuksek IL-32 ekpresyonunun
rekurrens sikhgini arttirdigi ve bunun hastalik ic¢in bir prognostik faktor
olabilecegi ileri strGImustar [71].

inflamasyon ile gastrointestinal sistem arasinda yakin bir iliski oldugu
bilinmektedir. IL-32° nin pro-inflamatuvar bir sitokin olmasi ve NF-kB
aktivasyonunda o6nemli bir indukleyici olmasi mide kanserindeki
ekspresyonunu onemli kilmaktadir. IL-1, IL-6 pro-inflamatuvar sitokinleri ve
IL-10 mide kanserinde prognozu belirleyen olduk¢a dnemli sitokinlerdir. IL-32°
nin immansupresif immunositleri (MDSC gibi ) ve stromal hicrelerden
salgilanan TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 sitokinleri arttirdigi bilinmektedir [63, 64].

Gastrik kanserin ilerleyen evrelerinde IL-32 ekspresyonu hastaligi daha
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agresif hale getirmekte, IL-32° nin monositlerden salgilanmasi IL-18’ nin
salgilanmasina neden olmaktadir [72]. Yapilan bir caligmada IL-32° yi ylksek
seviyede eksprese eden hasta grubunda IL-32’ yi eksprese etmeyen gruba
g6re 6nemli dlgide timoér volimuandn artti§i, daha fazla sayida lenf nodu
tutulumunun oldugu goérulmustar. Tumor histolojisi ile bir iligki tespit
edilememigtir. Lenf nodu metastazi ve tumor derinligi gibi parametrelere ek
olarak IL-32 ekspresyon duzeyinin de mide kanseri icin bagimsiz bir
prognostik faktor olabilecegi ileri surGimustir [73].

IL-32" nin ekspresyonunun onemli oldugu bir diger kanser de
hepatoselller kanserdir (HSK). IL-32 saglikli karaciger dokusunda eksprese
olmakta, akut hepatit, kronik hepatit, siroz ve kanserde hastaligin evresine
gore hasta serum oOrneklerinde ekspresyonu artmaktadir. 1L-32, HSK
dokusundaki timor hicrelerinde hem sitoplazmada hem de gekirdekte tespit
edilmistir. NF-kB sitokin iligkili kanser gelisiminden sorumlu, ayni zamanda
HSK icin de oOnemli bir molekuldir. IL-32a’ nin hepatoselller kanser
hicrelerinde baskilanmasi durumunda kanser hucrelerinin  blyumesinin
inhibe oldugu, kanser hlcresinde Bcl-2 ve NF-kB sinyal yolaklarinin inaktive
olarak, kaspaz-9 ve kaspaz-3 Uzerinden apoptozun uyarildidi tespit edilmigtir.
IL-32 Bcl-2 inaktivasyonunu saglamaktadir [74]. Zhou ve arkadaslarinin
yaptigi calismada saglikli kontrol dokularina kiyasla HSK’' [|i hasta
dokularinda oldukca fazla IL-32a eksprese oldugu gdsterilmistir. Lenfatik
damarlarda IL-32 eksprese eden tumor hacrelerinin varligi tespit edilmigtir.
Bu nedenle IL-32" nin hepatoselliler kanserlerin metastatik geligimini
gOsteren ve hastaligin progresyonu hakkinda bilgi verebilen bir belirteg
olabilecegi dustnulmektedir [75, 76].

Yosif ve arkadaslarinin yapti§i ¢alismada IL-32’ nin 6zofagus tumor
dokularinda immunohistokimyasal olarak kuvvetli boyandigi saglikli dokudaki
ekspresyonunun ise c¢ok az oldugu tespit edimigtir [77]. Ozofagus
timorlerindeki IL-32’ nin agiri ekspresyonu NF-kB ve p-p38MAPK artmasina
sebep olmaktadir. Malign 06zofagus kanserinde IL-6, IL-18, TNF-a
ekspresyonlarinin  IL-32 ylUksek ekspresyonu ile iligki icinde oldugu

gOzlemlenmistir [78, 79].
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Inflamasyon akciger kanserinin gelisiminde anahtar rol oynayan
faktorlerdendir. Bu yuzden inflamasyonla iligkili etmenler Ozellikle de
sitokinler akciger kanseri icin 6nemli bir yere sahiptir. IL-32 ekspresyon
duzeyi akciger kanserinin histolojik alt tipine gore degismektedir. Histolojik alt
tipler hastaligin patogenezinde dnemlidir ve segilecek kemoterapi buna gore
belirlenmektedir. Lenf nodu metastazlarinin IL-32 eksprese eden
histolojilerde daha sik oldugu gézlenmistir. Bu grupta IL-32’ nin kaynag
CD68* makrofajlar, CD4*T lenfositler, DC-SIGN* dendritik hucrelerdir.
Ozellikle adeno kanser ve skuamoz kanserlerde IL-32 ekspresyonu saglikli
dokuya gore artmakta, IL-32’'nin eksprese eden tumor infiltre lenfositlerin
(TIL), IL-6, IL-8, VEGF ekspresyonunu, mikrovaskuler dansiteyi artirdigi ve
bunun hastalik igin kétl bir prognostik faktor oldugu dustnulmektedir. 1L-32
ekspresyon dizeyi metastatik kiglik hicreli akciger kanseri (KHAK), kiguk
hicreli disi akciger kanseri (KHDAK) ve skuamoz hucreli akciger kanseri
(SHAK) hucrelerinde farkhdir. Hastalara ait normal doku ve tUmor doku [L-32
ekspresyonlari incelendiginde SHAK hicrelerinde bronsiyal epitele gore 4 kat
daha az IL-32 ekspresyonu oldugu tespit edilmigtir. Saglikli dokulara gore
adenokanserde 15 kat, buylk hucreli akciger kanserinde (BHAK) 12 kat,
klguk hacreli akciger kanserinde ise 13 kat daha fazla IL-32 ekspresyonu
oldugu gézlenmistir. Sonug¢ olarak, IL-32 ekspresyonu akciger kanseri alt
tiplerine gore degismekte, bunu erken lezyon veya ge¢ lezyon olmasi da
etkilemektedir. Tum metastatik KHAK tumorleri IL-32 eksprese etmekte,
KHDAK altiplerin de ise IL-32 ekspresyonu en ¢ok adeno kanser alt tipinde
g6zlenmektedir. IL-32 negatif timorlerin metastatik odaklarinda IL-32
ekspresyonunun goérulmesi IL-32 ekspresyon artisini akciger kanseri icin
metastatik bir belirte¢ olabilecegini dustindurtmektedir [80].

Saglikli pankreas duktal hucreleri IL-32" yi az miktarda eksprese
etmesine kargin kronik pankreatitde ve pankreas kanserinde duktal
hicrelerde IL-32 ekspresyonunun yuksek oldugu gorulmustur. Pankreas
kanserinde IL-32° nin tumor buyumesini ve sagkalimi etkiledigi

dusunulmektedir. Nishida ve arkadaslan vyaptiklari calismada pakreas
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kanseri hucrelerinde IL-13, TNF-a ve IFN-y’ nin IL-32 mRNA ekspresyonunu
arttirdigini gostermigtir [59].

Saglikli bir kiside serviks dokusunda immunohistokimyasal olarak IL-
32 ekspresyonunun olmadigi, yuksek riskli HPV-16 ile enfekte hastalarda
yapillan c¢alismada ise HPV-16 E7 onkogeninin, servikste IL-32
ekspresyonunu indukledigi gosterilmistir. HPV-16 E7 onkogenine cevap
olarak COX-2 IL-32’ yi stimlle etmekte ve bdylelikle asiri eksprese olan IL-
32, kansere karsi inflamatuvar cevaplarin baslamasini saglamaktadir [81].

Hattori ve arkadaslarinin yaptigi calismada TNF-a melanoma
hicrelerinde de p38-MAPK yolagdini aktive ederek, hicre siklusunun durmasi

ve kaspaz iligkili apoptozu desteklemektedir [82].

2.5.1. Kolon Kanseri IL-32 iligkisi

Normal kolon mukoza hticrelerinde IL-32a ekspresyonu oldukga disuk
gorulmustar. IL-32a inflamatuvar barsak hastaliginda ise yuksek dizeyde
eksprese olmaktadir. HT-29, Caco-2 ve T84 hucre hatlarinda herhangi bir
stimilasyon olmaksizin IL-32 mMRNA ekspresyonu ¢ok disuktir. Bu hucre
hatlart TNF-a, IFN-y, IL-1B8 ile wuyaridiklarinda ise IL-32 mRNA
ekspresyonunun arttiyi goézlemlenmis, bu sitokinlerden 6zellikle TNF-a’ nin
HT-29, T84 icin oldukca glcli bir etkiye sahip oldugu goérulmustir. intestinal
epitelde IL-1B ve TNF-a uyarimi yapildiginda NF-kB yolagi Gzerinden IL-32a’
nin Uretiminin tetiklendigi gézlemlenmistir, inflamasyon durumunda intestinal
epiteldeki IL-32a asiri ekspresyonu inflamatuvar bagirsak hastahginin (/BH)
patofizyolojisi i¢in oldukga onemlidir, hasarli epitel hucrelerininin apoptoza
gitmelerini  uyararak bagirsak mukazal homeostazisini  korudugu

dusundlmektedir [62].

2.6. interldkin 21 (IL-21)

IL-21, IL-2 sitokin ailesinin bir Gyesidir. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 ve IL-15
bu ailenin diger Uyeleridir. Bu sitokinler reseptorlerinde "Yc reseptor
kompleksi” bulundurur. IL-21 geni insan kromozomunda 4926- 927’ de, IL-2
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geninden 180 kb uzakliktadir. Matur IL-21 polipeptidi 131 aminoasit igerir ve
en cok IL-15 ile benzerlik gosterir. IL-21, yardimci T hucreler, folikuler T
hicreler, Th17 ve dogal oldurtct T (NKT) hucrelerinden eksprese olur.

T hicre reseptori (TCR) ile stimlle olmus T hdcreler IL-21’ in ana
kaynagi hucrelerdir. Bu hucrelerin TCR stimulasyonu IL-21R ekspresyonunu
uyararir ve otokrin yolla da etki gostermesini saglar. IL-21, T hucrelerde
FoxP3 ekspresyonunu engelleyerek T Reg olusumunu bloke eder, Thl7
dontsimund arttinr, Th17 hdcrelerinden proinflamatuvar IL-6 ve IL-21
uretimini uyarir. IL-21 kendi otokrin Uretimini STAT3 aktivasyonu ile
saglamaktadir T hacreler iuzerinde mitojenik etki aktiviteye (proliferasyon ve
efektdér fonksiyon kazanmasi) sahiptir, [70]. Treg hucrelerinin  IL-21
salgiladigina dair bir kanit bulunmamaktadir. IL-21, B hicre kostimulasyonu
ve farklilagsmasini, B hucrelerden Ig Uretimini indukler fakat B hucre
proliferasyonu Uzerine etkisi yoktur. NK hdcrelerini stimile eder, CD*8 T
hicrelerin sitotoksik etkisini arttirir, Treg hicre diferansiyasyonunu kisitlar,

epitel ve fibroblastlardan inflamatuvar mediyatorlerin salinimini indakler.
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Sekil 2.8. IL-21 ve gorevleri. H. Sgndergaard ve K. Skak’ dan uyarlanmistir [83].

interldkin 21 reseptori (IL-21R), tip 1 sitokin reseptorleri ailesindendir.
IL-21R ve ortak gama zincir (Ye, CD132) heterodimerik bir kompleks
olusturur. Ortak gama zincir, IL-2 sitokin ailesinin butin Uyelerinin
reseptorlerinde bulunur. IL-21R/ yc kompleksi tirozin kinaz &zelligi
tasimaktadir. IL-21 reseptoru, IL-21 etkilesiminin ardindan ailenin diger
uyeleri gibi hareket ederek JAK1 ve JAK3’ U aktive eder, ardindan STAT3
aktive olur. Bunun yani sira STAT1 aktivasyonu ile gecici STAT5a ve
STAT5b aktivasyonu s6z konusu olabilir. PI-3K yolagi da IL-21 sinyali ile
aktive olabilmektedir. IL-21 sinyali hlcre siklusu progresyonunu, hicresel
aktivasyonu, hicre sag kalimini arttirici yéonde katkida bulunur. Kendisinin
regiilasyonunu saglayacak siklin A/B/E, GRANZIM A/B, IFN-y, CXCRS3,
CXCRG6, Bcl-3, JAK-3, IL-21 ve IL-21R genlerini aktive eder [84, 85].



26

T hucrelerde IL-21-R’ U timositler double CD4* ve CD8* oluncaya
kadar eksprese olmaz. IL-21-R’ U CD4* ve CD8* matur hicrelerde dusuk
seviyede bulunur, T hlcre reseptoérlu stimulasyonu ile IL-21 reseptdrinin
ekspresyonu artar. NKT hucreleri ise ek bir aktivasyona gerek duymaksizin
bu reseptoru eksprese eder. B hicrelerde IL-21-R’ Un ilk goruldugu asama
pre-B hdcrelerdir, matur folikiler B hucreler, T hucrelere kiyasla yuksek
duzeyde bu reseptoru eksprese eder, B hucre aktivasyonu ile de sayisi
giderek artar.

Matur marjinal zon B hucreler IL-21R’ Unu foliktler B hucrelere goére
daha az miktarda eksprese eder, plazma hucreleri ise IL-21R’ GnU ¢ok az
dizeyde eksprese eder. Genel olarak IL-21R aktive lenfositlerde yuksek
duzeyde eksprese olur ve IL21 bu hucreler igin kostimulan etki
gOstermektedir [86].

IL-21R olmayan farede IgG serum seviyeleri dusuk, IgE seviyeleri
yuksek gorulmektedir. IL-21 kostimilasyonu B hucreler igin guglu bir
maturasyon indukleyici protein olan B lymphocyte induced maturation
protein-1* i  (BLIMP-1) indiikler, terminal farkllasma ile plazma hiicre
donuigumunlt saglar. IL-21 Bcl-6° yi1 indukleyerek germinal merkez B
hdcrelerinin, hafiza B hicrelere donisumuna de dizenler.

IL-21 CD4* hucrelerden salinir, yardimci folikiler T hiicre (Tfh)
gelisimini indUkler ve germinal merkez olusumunu uyarir. CD4*T hucrelerin
proliferasyonunu uyarir, sagkalim avantaji ve T hucre farklilagsmasini saglar.

CD8* T hucreler, B hicrelerden sonra IL-21’ e cevap veren ana hucre
grubudur. TCR stimilasyonu CD8* lerde de IL-21R ekspresyonunu
uyarir(aktive olmus hucrelerde etkilidir). IL-21, IL-15 ile stimUle olmus CD8+
hicrelerde IFN-y, IL-2 Uretimini saglar. Antijen badimh veya bagimsiz
uyarimlarda IL-21, proliferasyon kapasitesini sagkalimi, buyumeyi, sitotoksik
aktiviteyi arttinr. IL-21, IL-15 ile sinerjik olarak calisabilir, antijen spesifik
CD*8 T hucrelerde antijen spesifik hlicre cevaplarini in vivo ve in vitro olarak
arttirir, TCR/CD3 kompleksi yardimiyla IL-2 ve IFN-y dretimini uyarir [87, 88].

Dinlenme halindeki NK hucreleri IL-21R’ U olduk¢a dusuk duzeyde

eksprese eder, aktivasyonun ardindan prekursor ve matur NK hucrelerinde
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IL-21 reseptoru eksprese olur. NK hucrelerinin viral partikullerle, IL-2 veya IL-
15 uyarilmasi NK hucresinin IL-21’ e olan cevabini arttirir. IL-21 ile NK
hicreleri genis granuler fenotipe dedisir ve sitotoksik aktivitesi artar ve IFN-y
uretimi ve perforin ekspresyonunu tesvik eder [89]. IL-21 NK matirasyon
surecini hizlandiran bir sitokin olmasina ragmen o6nceden IL-2 ve IL-15 ile
stimule olmus NK hucrelerinin mature olmalarini tegvik ederken proliferasyon
yetenegini kisitlayarak apoptoza gitmelerine neden olur [83].

NKT hucreleri de IL-21’ i Ureten énemli bir kaynaktir. IL-21 ayni
zamanda bu hdcrelerde sagkalim ve proliferasyonu uyarir. IL-21
kostimulasyonu bu hucrelerin granuler morfoloji gdstermelerini  saglar,
granzim-B uretimini indUkler ve sitokin Gretimine neden olur [90].

IL-21 dendritik hlcreler Uzerine genel olarak inhibitoér etki
gostermektedir. 1L-21 kemikiligi kokenli dendritik hucrelerin  immatur
kalmalarina neden olur, fagositik aktivitelerini arttirir fakat dendritik hticrelerin
antijen sunumu yapmalarinin azalmasina neden olur. Bu etkisi sebebiyle
antijen spesifik T hicre cevaplarini kisitlayarak, spesifik bir immunite
gelisimini baskilanmasina neden olmaktadir [91-93].

Makrofajlar Uzerinde ise proinflamatuvar etki gostererek, makrofajlarin
CXCL8/ IL-8 Uretimini indukler ve fagositik aktivitelerini arttirir [94, 95].

2.6.1.Kanser tedavisinde IL-21

Yapilan invivo ve invitro g¢alsmalar IL-21" in anti-timoér immun
yanitlarin gelismesine yardimci oldugunu gostermektedir. IL-21 geni ile
transfekte hucre hatti kullanilarak farede olusturulan fare kolorektal kanser
modelinde, timoér hicrelerinden salinan IL-21’ in timér blylUmesini azalttigi
ve tUmorun reddine sebep oldugu gosterilmistir. Bu etkinin o6zellikle NK ve
CD8*T hucrelerinden salinan IFN-y ve perforin ile gergeklestigi. CD4*
hicrelerinin potansiyel bir roli bulunmadigi bildirilmistir [96].

Transfeksiyon ile 1L-21 eksprese etmesi saglanan Melanoma ve MCA
205 fibrosarkom hicre hatlari ile yapilangalismalarda IL-21° in anti-timor

etkisininortaya ¢ikmasinda NK hicrelerinin énemli oldugu tespit edilmigtir.
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CD8" T’ lerin ise daha az etkili olduklari, CD4*T’ lerin ise higbir rolG olmadigi
gozlemlenmistir [97].

OVA-eksprese eden lenfoma modeli ile yapilan bir calismada ise
rekombinant IL-21" in intraperitoneal enjeksiyonunun timor blylmesini
inhibe ettigi gozlemlenmig, sagkalim saresi artmigtir. IL-21" in OVA-spesifik
CD8* T hucrelerin say ve sitotoksik fonksiyonlarinda artisa neden olarak IL-2
ve IL-15 ile yapilan benzer cgalismalara kiyasla daha uzun sureli bir etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yanisira IL-21’in timdr inokllasyonunun
erken doneminde ve ge¢ doneminde uygulanmasina gore anti-tumor immun
yanitlar arastiriimis ve IL-21 enjeksiyonunun erken donemde timore karsi
olan anti-timor immun yanitlari azaltici etkisi oldugu gértlmasttr [98].

In vivo g¢aligsmalarda, B16 melanomalar ve renal hiicreli karsinomlarda
IL-21" in subkutan uygulamasinin 6nemli olgude tiUmor blyumesini inhibe
ettigi ve tumore infiltre CD8*T hucre sayisini arttirdigr géralmastur [99].

Ex-vivo, CD8*T hucrelerin antijen spesifik olarak Uretilmesi ile yapilan
calismada IL-21 ile 6nceden uyariimig CD8*T’ huicrelerin farkhlasarak timore
karg! yuksek seviyede aktivite gostermeleri saglanabilirken, bu etkinin IL-2 ve
IL-15 ile elde edilemedigi gorulmustar [100].

IL-2, IL-21 ile ayni aileden bir sitokin olup malign melanom ve renal
karsinomda klinikte kullanilan bir sitokindir, fakat IL-2’ nin yan etkileri klinikte
kullanimini kisitlamaktadir [101]. Yapilan Faz 1 calismalarda IL-21’ in yan
etkileri malign melanom ve renal karsinom hastalarinda arastiriimisg ve IL-21’
in iyi tolere edildigi gorulmustur. NK ve CD8*T hucrelerde granzim, perforin,
IFN-y, CXCR3 mRNA ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir [102, 103].

Ulseratif kolit, kolon iligkili inflamatuvar hastaliklarin buyUk bir
bdlimunu olusturur ve bu hastaliga sahip kisilerin kolon kanseri gelistirme
riskleri oldukgca ylUksektir. Bu hastalarin kanser gelistirme riskini
inflamasyonun suresi, derecesi ve ciddiyeti belirler. Hastaliga sebep olan
neoplastik transformasyon kesin anlagilamamis olmakla beraber timoru
infiltre eden immdn hdcreler ve bu hicrelerin Grettigi tumor destekleyici
sitokinlerin kolon kanseri gelisimine katkida bulundugu dusuntlmektedir.

Manteleone ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢alismada Ulseratif kolitli
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hastalarin kolon mukozalarinda IL-21’ in yuksek duzeyde eksprese oldugu
gorulmasg, bunun Th17 cevaplarini pozitif regule ettigi gbézlemlenmistir.
inflamatuvar barsak hastalarinda yapilan calismalar, timér mikrocevresinde
Th17 hacrelerinin ¢gogunlukta oldugunu, bu hucre grubunun ozellikle IFN-y
salgisi ile karakterize Th1 hucre grubunu baskilayarak, IL-12 salinimini
onledigini goéstermistir. Inflamatuvar bagirsak hastaliginda hastalardan ve
fareden alinan bagirsak biyopsilerinde ylksek IL-21 ekspresyonu gézlenmis,
bu hastalarda gorilen asiri inflamatuvar cevaplarin IL-21 ile arttidi, IL-21
ekspresyonu oOnlendiginde ise farede ise intestinal kolitin gelismedigi
bildirilmigtir [104-107]. Jouch ve arkadaslarinin farede vyaptiklari invivo
calismada IL-21’ in intestinal karsinogenezi uyardig§i, bulundugu cevrede
sitokin salinim profilini Th17 yoninde degistirdigi gosterilmigtir. Tumor
destekleyici mikrogevrenin de IL-21 etkisi ile olugstugu gozlemlenmistir [108]
[109].

IL-6, IL-23, IL-17A sitokinleri Th-17 farklilagsmasina neden olur, timor
sag kalimi ve anjiyogenezini arttirabilir [110].

Farelerle yapilan invivo ¢alismada IL-21 transfeksiyonu yapilmis kolon
kanseri hucreleri kullaniimig, IL-21 eksprese eden timoérlerin T ve NK
hicrelerini stimlle ederek anti-timdr immuin yanitlarin gelisimine neden
olduklari gosterilmistir [96].

Buraya kadar anlatilanlardan anlagilacagi gibi IL-21 ve IL-32, tUmor
mikrogevresinde bulunan immun hicrelerden ve dokudan eksprese olurlar.
Bu sitokinleri eksprese eden hucrelerin dansitesi, dolayisiyla immun
reaksiyonun derecesi hakkinda bilgi vermeleri acisindan ve etki ettikleri
immuan hdcrelerin tumor ile yurutulen savastaki gorevleri agisindan 6nem
tasimaktadirlar. 1L-21 ve IL-32 sitokinlerinlerinin tumor dokusundaki gen
ekspresyon duzeylerinin, tumorsuz dokuya gore nasil degistigi ise
bilinmemektedir.

Kolon kanserli hastalarin tumorlt ve normal dokularinda bu sitokinlerin
ekspresyonlarindaki degisikligin ne yonde oldugunu saptamak ve bunun

tumor evresi, diferansiyasyon, lenf nodu tutulumu, vaskiler ve perindral
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invazyon ve uzak metastaz gibi klinikopatolojik parametrelerle olan iligkisini

arastirmak amaciyla bu tez galismasi planlanmistir.
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3. HASTALAR VE YONTEMLER

Bu arastirma icin gerekli hasta doku 6rnekleri, Ankara Numune Egitim
ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Kliniginde kolon kanseri tanisi ile
ameliyatina karar verilen hastalardan alinmistir. Deneysel calismalar ise
Hacettepe Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestiriimigstir.

Arastirmamiz Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu
tarafindan 28-11-2012 tarih ve LUT 12/160-37 karar no ile etik agidan uygun

bulunmustur.

3.1. Hastalar

Calismada kolon kanseri nedeniyle opere edilen 50 hastadan alinan
tumorlu ve tumorsuz kolon dokusu RNA ornekleri kullanildi.

Elde edilen RNA kalitesi ve miktar dikkate alinarak, 19 hasta
degerlendirme digi birakildi, yas ortalamasi 60,8 (26-79) yil olan 31(17K)
hasta IL-32, IL-21 gen ekspresyon dizeyine bakilmak Uzere ¢alismaya dahil
edildi. Ancak bu hastalardan 3'Unde stok RNA tiukendigi igin IL-21 dizeyi
calisilamadi.

Calismaya dahil edilen hastalarin timinden imzali bilgilendirilmis
onam formlari alindi. Ameliyatlarin timd ayni cerrahin kontrolinde ayni
ekiplerce yapildi. Hazirlanan protokol geredi hastalardan alinan 1 cm? doku
ornegi 2 ml RNAlater (Ambion, ABD) icinde soguk zincire uygun olarak

Hacettepe Universitesi Temel Onkoloji AD’na transfer edildi.

3.2. Doku Lizisi ve Homojenizasyonu

Calisma protokoliine (Sekil 3.1) uygun olarak alinan ve — 80°C de
saklanan doku ornekleri, RNA izolasyonu igin parcalanarak homojenize
edildi. Bunun i¢cin Mini Bead-Beater 8 (Biospect, ABD) doku lizis cihazi
kullanildi. Kapagi vidah 2,5 ml hacmindeki tupler yariya kadar steril
zirkonyum bilyeler (Biospect, ABD) ile dolduruldu. Uzerine RNeasy Midi Kit
(Qiagen, ABD) icinde bulunan lizis tamponu eklendi. Daha sonra RNAlater
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icinde saklanan doku 250 mg olacak sekilde tartilarak bisturi ile kuguk
parcalara ayrildi ve tuplere ilave edildi. Mini Bead-beater 8 cihazi ile
homojenizasyon modunda 30 sn iglem gérdukten sonra tipler 5000rpm’de 5
dk santir(ij edildi. Ust tarafta toplanan seffaf kisim 15ml’lik tiplere aktarildi ve
bu islem ilk tartimdaki dokunun miktari goz Onunde tutularak 2-3 kez
tekrarlandi (firma Onerisi 250 mg doku i¢in 4ml lizis buffer). En son 15 ml tip
ve doku lizatinin hepsi bilyeleriyle birlikte 20 °C’de 5000 rpm’ de 10 dk

santriflj edildi. Bundan sonraki tim sanrifijler 20 °C sicaklikta yapildi.

Cerrahi Orneklem

l

RNA later Arsiv RNA
RNA izolasyonu GAPDH ile gDNA kontrolii
l RT-PCR
GAPDH ile gDNA kontroli i
l Gercek Zamanh PCR
RT-PCR

l

Ger¢ekZamanh PCR

Sekil 3.1 Calisma protokolu

3.3. RNA izolasyonu

Doku homojenizasyonundan sonra bilye ve doku pargalarinin tzerinde
kalan berrak sivi 15 ml'lik yeni bir tupe alindi ve RNA izolasyonuna gegildi.
izolasyon RNeasy Midi Kit (Qiagen, ABD) talimatlarina uyularak yapildi.

- Lizat miktarn kadar %70’ lik etanol tlpe ilave edilerek 5 saniye

boyunca vorteks cihazinda karistirildi. Bu karisim kitin iginden ¢ikan ozel
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silika membranl  tuplere aktarildi, 5000 rpm 5 dk santriflj edildi.
Membrandan gegip toplama tipUine sizan kisim atild1.

-2ml RW1 tamponu kolona eklendi. 5000 rpm ‘de 5 dk santrifuj edildi.
Bu islemden sonra izole edilecek RNA' lardaki olasi DNA kontaminasyonunu
gidermek ve daha kaliteli RNA elde etmek igin ara basamak DNase | islemi
uygulandi. Bunun icin RNAse-Free DNase Set (Qiagen, ABD) kullanildi. Her
kolona; 10 uyl DNase | stok solisyon (Qiagen, ABD) ve 70ul RDD buffer
(Qiagen, ABD) olacak sekilde eklendi.

-DNase | ve RDD buffer kolon sayisina gore hazirlandi, yavasca
pipetlenerek karisimin homojen olmasi saglandi.

- 80 pl DNase | inklibasyon karigsimi direkt silika membranin Gzerine
eklendi, 15 dk oda sicakliginda beklendi.

-2 ml RW1 buffer tiplere eklendi, 5 dk beklendi. Sonra 5 dk 5000
rom’de santrifdj edildi, alta gegen kisim atild1.

-2,5ml RPE buffer ile 2 dk 5000rpm’de santrifij edildi. 2,5 ml RPE
buffer ile 5 dk 5000 rpm’de santrifij edildi.

-Son basamakta kolonlar yeni RNase-free toplama tuplerine alinarak
numaralandirildi. izolasyona baglanan dokunun agirigina gore RNase-free
su miktar kit dnerilerine uygun olarak ayarlandi ve silika membranin Uzerine
bikrakilip 5 dk beklendi. Sonra 5000 rpm ‘de 3 dk santrifij edildi.

3.4. RNA Konsantrasyonu Olgiimii

RNA Kkalitesinin belirlenmesi ve miktarinin dlgulmesi icin NanoDrop
1000 (Thermo, ABD) cihazi kullanildi. UV-spektrofotometrik olarak 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda optik dansite élcimleri yapildi. Olgiim igin 1,5 pl
RNA kullanildi. Kalite standarti olarak A 260/A280 oraninin 1,9-2 olmasina

dikkat edildi ve kantitasyon degeri ng/ul olarak verildi.

3.5. RNA Orneklerinde Genomik DNA (gDNA) Kontrolii

Tam eski stok ve yeni stok RNA’ larda genomik DNA kontaminasyonu
olup olmadigi arastirildi. Bunun i¢cin GAPDH geni kullanilarak konvansiyonel
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polimeraz zincir reaksiyonu (PZR, PCR) yapildi. GAPDH PCR kosullari
optimize oldugu i¢in hemen uygulamaya gegildi. PCR’ da DNA yerine RNA
kullanildi. Buradaki ama¢ RNA ile birlikte izole edilen gDNA’ yi tesbit
etmektir. GAPDH genine ait PCR bilesenleri ve kosullari tablo 3.1 ve tablo

3.2 de verilmigtir.

Tablo 3.1 gDNA kontaminasyon kontrolu icin GAPDH konvansiyonel PCR

bilesenleri.

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
Taq Buffer 10X 2,5 ul 1X
MgClz (25mM) 2,5 ul 2,5 uM
dNTP (2 mM) 2,5 ul 0,2 mM
Primer F (2,5 uM) 2 ul 0,2 uM
Primer R (2,5 pM) 2 ul 0,2 uM
ddH20 11 pl

Taqg DNA Polimeraz (5u/ul) 0,5 ul 0,1 unite
RNA 2 ul

Toplam 25 ul

Tablo 3.2. GAPDH konvansiyonel PCR kosullari.

ilk Denatiirasyon 950C 5 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma (annealing) 60°C 40 dongu
Uzama _ (extension) 72°C 30 sn
Son uzama 72°C 10 dk

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR drunlerini goruntulemek icin %2’ lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz
(Sigma, ABD) 1 gr tartildi ve uzerine 1X TBE (Triss Borate EDTA) tampon
¢Ozeltisi 50 ml eklendi. Mikrodalga firinda 800 W, 2 dk kaynatildi, agarozun
tamamen ¢ozinmesi saglandi. DNA, cDNA gibi molekdillerin ultraviyole (UV)

altinda goérinur hale gelmesini saglayacak olan 5 mg/ml konsantrasyondaki
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etidyum bromUr (Sigma, ABD) solisynonundan agaroz jele 3 ul eklendi.
Agaroz jel, taraklar takilan jel tabagina dokuldi ve donmasi beklendi. Jel
tamamen donduktan sonra taraklar ve sinir bantlari ¢ikartilarak elektroforez
tankina yerlestirildi. PCR UrUnlerinden 20 pl alindi ve 6x yukleme tamponu
(MBI Fermentas, ABD) ile son konsantrasyon 1x olacak sekilde karistirildi.
Daha sonra da jelde bulunan kuyulara yuklendi. DNA buyuklaguna baz cifti
(bp) olarak gosteren, 50 bp DNA ladder da (MBI Fermentas, ABD) jele
yuklendikten sonra 120 v sabit akimda 30 dk elektroferez yapildi.

Elektroforez islemi bittikten sonra UV transliminatér (Macrovue, LKB, ABD)
kullanilarak jelin fotografi cekildi. GAPDH pozitif bant veren RNA ornekleri

gDNA kontamine kabul edilerek temizlenmek Uzere ayrildilar.

Solusyonlar:

1x TBE:

tris base 54 gr (Sigma,ABD)

Borik asit 27,5 gr (Merck,Almanya)

0,5M EDTA 20 ml (Sigma,ABD) karigtinlarak ddH20 ile 1 It' ye
tamamlanir.

6x DNA ladder:

DNA ladder 1 ul
6x yukleme tamponu 1 ul
ddH20 4 ul

3.7. gDNA ile Kontamine RNA Orneklerinin Temizlenmesi islemi

Gergcek zamanli PCR’da kullanilacak RNA 6rneklerinin saf ve yuksek
kalitede olmasi saglikli sonuglar elde edilmesi agisindan énemlidir. RNA’nin
gDNA icermesi gen ekspresyon duzeylerinin gergekte oldugundan daha
yuksek ¢cikmasina neden olabilir.

Bu nedenle gDNA kontaminasyonu tesbit edilen RNA oOrneklerinin DNase |
enzimi kullanilarak temizlenmesi gerekir. Bizde DNA-Free RNA Kit (Zymo
Research, USA ) kullanalarak RNA &rneklerimizi gDNA’dan temizledik. Bu
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sirada konsantrasyonu duguk olan RNA ornekleri de kitin 06zelliginden
yararlanilarak konsantre edildi. Ayni zamanda bu iglemler sirasinda RNA’lar
organik madde igeriginden de temizlenmis oldu ve Kkaliteleri artti. islem
optimizasyonu sirasinda kitin onerdiginden daha fazla DNase | enzimi
kullanilmak zorunda kalindi ve kitin icerigindeki enzime ek olarak RNase
free-DNase | (Ambion, Life Technologies, ABD) ve Zymo Resarch DNase |
(Zymo Research, USA) enzimleri satin alindi.

islem basamaklari:

- Total RNA miktari 5000 ng’ | gegmeyecek sekilde her 6rnege gore

degisen miktarlarda RNA hazirlandi ve asagida belirtilen reaktiflerle karisim

hazirland.
RNA 20 pl
DNase | enzim 6 ul

10 x DNase | buffer 8 ul
RNase free ddH20 5
Toplam 49 pl

- Karisim tlpleri cok yavas 2 sn vortekslendi ve 6nceden hazirlanmig
su banyosunda 37°C’ de 50 dk inkibe edildi.

- inklibasyon bittikten sonra 100 pl RNA binding buffer ve 150 pl %95
etil alkol her bir mix tipune eklenerek 5 saniye vortekslendi.

-Karisim kit igcinden c¢ikan Zymo-spin kolonlara aktarildi ve 9000
rom’de 1,5 dk santrifuj edildi. Altta toplanan kisim atild1.

-400 pl RNA prep buffer eklendi, 9000rpm’de 1,5dk santrifij edildi.
Altta toplanan kisim atild1.

-800 pl RNA wash buffer eklendi, 9000rpm’ de 30 sn santrifij edildi.
Altta toplanan sivi kisim atild1.

-400 pl RNA wash buffer eklendi 1,5 dk santriftj edildi.

-Kolon temiz bir tipe alinip hi¢ bir sey eklenmeden 9000 rpm’ de 2,5
dk santrifuj edildi, bu tip atildi.
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-Yeni bir 1,5 ml’ lik tipe kolon gegirildi, Uzerine baglangigta dlgulen
RNA miktarina uygun RNase-free su ilave edildi. Baglangic RNA miktari
5000 ng olan tupler igin 23 pl, baglangi¢ miktari 1000-2500 olan RNA igin 12-
15 pl ddH20 kullanildi. Suyun eklenmesinden sonra membranin her
bdlgesine suyun homojen ulasabilmesi igin 5 dk oda sicakliginda beklendi ve
8100 rpm de 1dk santrifij edildi. TUpte toplanan RNA, tekrar kolona konulup
son islem tekrar edildi.

-RNA konsantrasyonu, 1,5 yl RNA ile Nano Drop 1000 (Thermo,
ABD) cihazinda dlguldu.

3.8. DNase | islemi Sonrasi gDNA Kontrolii

DNase | islemi yapilmis RNA o6rneklerinde gDNA kontaminasyonu,
tekrar konvansiyonel PCR yapilarak kontrol edildi. PCR Urlnleri jel
elektroforezi yardimiyla gorunttlenerek, temizligi yapilan RNA o6rneklerinin
gDNA kontaminasyon durumu test edildi. GAPDH primerlerii kullanildi.
Kontamine ¢ikanlar tekrar temizlenmek Gzere ayrildi.

Calismaya basladigimiz 50 hasta RNA’ sinin 44’ G gDNA kontamineydi. Stok
RNA' larin baylk ¢ogunlugu tek seferde temizlenemedi, bazi RNA stoklari 6
defa yukaridaki protokol ile islem gordikten sonra kaliteli ve c¢alismaya
katilabilecek hale geldi. Bu iglemler sirasinda bazi hastalarin ana stok RNA’
lari ¢ok azaldi, bitti veya optimum sayida cDNA c¢ikamayacak durumda
oldugu icin galisma disi kaldi. Temizlenen RNA ve o&lgimleri yapilmis

RNA’lardan bundan sonraki asamada yontemi cDNA sentezi yapildi.

3.9. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Projede calisilacak genlerin ekspresyon dizeylerini saptayabilmek
amaciyla RNA’lar cDNA’ ya gevrildi. RT-PCR icin Revert Aid First Strand
cDNA Syntesis kit (Thermo, ABD) kullanildi. Her érnek igin total 800 ng RNA
kullanilarak cDNA elde edildi. RNA &6rneklerinin her birinden 4 tup cDNA
cevrimi yapildi. RT-PCR igin kullanilan bilesenler ve iglemler asagida

verilmigtir.
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1.asama

Bilesen Miktar Son konsantrasyon
RNA 800 ng 0,04 pg/ul
Oligo (dt) 1l 0,5uM
ddH20 12 ylI’ ye tamamlandi.

Kosullar her bir tlp icin tek tek hazirlandi, 70° de 5 dk inkiibe edildi.

2.asama

Reaksiyon buffer (5X) 4 ul 1X
dNTP (10mM) 2 ul 1mM
Ribonukleaz inhibitér (20u/ul) 1l 1u/ul
Reverse Transkriptaz (200u/ ul) 1 ul 10u/ul
Toplam 20 pl

Karigim toplam tup sayisi goz 6nunde bulundurularak hazirlanip her
bir tipe 8 pl eklendi. 42°C* de 60 dk, 70° C* de 10dk inkibe edildi, elde
edilen cDNA’ lar kullanilincaya kadar -20° C‘de buzdolabinda saklandi.

3.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu c¢alismalar igin oncelikle IL-32 ve IL-21 igin
primer tasarimi yapildi (Tablo 3.3). Bu primerler IL-21 ve IL-32 genlerine ait
primerlerin  optimizasyonu Oncelikle konvansiyonel Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile yapildi. En iyi PCR drunu elde edilinceye kadar
denemeler yapildi. IL-32 ve IL-21 geninin baglanma (annealing) sicakhgi
61°C olarak bulundu. GAPDH geninin baglanma derecesinin 60°C oldugu

daha 6nceki arastirmadan bilindigi icin optimizasyona gerek duyulmadi.



39

Tablo 3.3. IL-21, IL-32, GAPDH genlerine ait primer dizileri

Gen Primer baz dizilimleri (5’-3’) Kromozom Eﬁﬁu Gen ID No.

F: GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT
GAPDH | B CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA | 12P13 143bp | NM_021803.3

F: GAGCTGGAGGACTTCAAAGAG
IL-32 R: ATCCGGGACAGGGGATCTGTTG 16p13.3 141bp | NM_002046.5

F: CAAACTGTAAGTGGTCAGCT
IL-21 R CTOCATITOTOGAAGOTGOGT 4G26- 927 132 bp | NM_001012631.1

PCR bilesenleri olarak 10X buffer, MgCl2 (MBI Fermentas, ABD), Taq
polimeraz (MBI Fermentas,ABD) ve IL-32, IL-21, GAPDH genlerine ait
Forward (F) ve Reverse (R) pirmerler kullanildi. Bu bilesenlerden uygun
miktarda kullanilarak 6rnek sayisina yetecek miktarda karisim hazirlandi ve
her tipe 20 pl dagitildi. Tuplere 5 pl DNA eklenerek termal cycler da PCR
reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo 3.4 ve Tablo 3.5)

Primerlere ait uygun baglanma sicakliklari bulunduktan sonra gergek

zamanli PCR’da optimizasyon deneylerine devam edildi.

Tablo 3.4 IL-32 ve GAPDH konvansiyonel PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
Taq Buffer 10X 2,5 ul 1X

MgCl, (25mM) 2,5 ul 2,5mM

dNTP (2 mM) 2,5 ul 0,2mM
Primer F (2,5 uM) 2 ul 0,2 uM

Primer R (2,5 uM) 2 ul 0,2 uM

ddH20 8 ul

Taqg DNA Polimeraz (5u/ ul) 0,5 ul 0,1 Unite
Kalip DNA S ul

Toplam 25yl

IL-21 geni igin kullanilan primerlerde sikinti yasandi. ilk gelen primer

degrade oldugu igin Urin amplifikasyonu olmadi. ikinci gelen primer ile
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yapilan optimizasyon c¢alismalarinda primer dimerin yok edilememesi
nedeniyle ve 3. primer tasarimi yapildi. Bu primer optimiz edildi ve
¢alismaya bununla devam edildi.
Her U¢ gene ait PCR kosullari gercek zamanli PCR’ da kullanilanlar ile
ayniydi (Tablo 3.8 ve Tablo 3.9).

Tablo 3.5. IL-21 konvansiyonel PCR bilegenleri

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
Taq Buffer 10X 2,5 ul 1X

MgCl. (25mM) 2,5yl 2,5mM

dNTP (2 mM) 2,5 ul 0,2 mM
Primer F (2,5 pM) 1,5 pl 0,15 uM
Primer R (2,5 pM) 1,5 pl 0,15 uM
ddHx0O 8 ul

Taqg DNA Polimeraz (5u/ul) 0,5l 0,1 Unite
cDNA 5 ul 0,2mM
Toplam 25 ul

3.11. Gergek-Zamanlh PCR (Real Time PCR, qPCR)

Primerlerin baglanma sicakliklari bulunduktan sonra gergek zamanli
PCR asamasina gecildi. Gen ekspresyon duzeylerini dlgmek igin tumorlu ve
normal dokulardan izole edilmis olan RNA’ lardan elde edilen cDNA‘ lar
kullanildi. Herbir gen igin esit miktarda cDNA kullanilarak gPCR yapildi.
Florasan boya olarak Sybr-green | kullanildi. Light Cycler-DNA Master
SYBR-Greenl (Roche Diagnostics, Almanya) kiti kullanildi. PCR reaksiyon
bilesenleri karisim hazirlanmadan 6nce vortekslendi, santriflj edildi. Her Gg¢
gene ait gergek-zamanli PCR bilegsenleri Tablo 3.6 ve Tablo 3.7° de

gOrulmektedir.
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Tablo 3.6. IL-32 ve GAPDH genleri igin gercek zamanh PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
DNA Master Sybr (10x) 2 ul 1X

MgCl. (25mM) 0,8 pl 2mM

Primer F (2,5 pM) 1,5 ul 0,1875 yM
Primer R (2,5 pM) 1,5 ul 0,1875 yM
ddHx0O 10,2 ul

cDNA 4 pl

Toplam 20 pl

*Master mix 1mM MgCl; icermektedir.

Tablo 3.7 IL-21 geni i¢in gergek zamanli PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
DNA Master Sybr (10x) 2 ul 1X

MgCl, (25mM) 0,8 pl 2mM
Primer F (2,5 uM) 1l 0,125 yM
Primer R (2,5 uM ) 1l 0,125 yM
ddH20O 11,2 pl

cDNA 4 ul

Toplam 20 ul

*Master mix 1mM MgCl; icermektedir.

cDNA disinda kalan PCR bilesenleri ile 6érnek sayisina uygun olarak
bir karisim hazirlandi. Her bir tipe bu karisimdan 16 ul konldu. Daha sonra
her bir tipe 4 pl cDNA 06rneg@i eklendi. Rotor-Gene Corbet 6000 (ABD)
kullanilarak gercek zamanli PCR vyapildi. Genler igcin optimize edilmis
sicakliklarda cahlstirildi. IL-21, IL-32 ve GAPDH genlerine ait PCR kosullari
Tablo 3.8 ve 3,9’ da verilmistir.
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Tablo 3.8 GAPDH ve IL-21 genleri igin gercek zamanl PCR kosullari

ilk Denatiirasyon: 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma (annealing) 60°C 30 sn 45 dongi
Uzama _ (extension) 72°C 30 sn
Son uzama 72°C 10 dk

Tablo 3.9 IL-32 icin gergek zamanli PCR kosullari

ilk Denatiirasyon: 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma (annealing) 61°C 30 sn } 45 doéngu
Uzama __ (extension) 72°C 15sn
Son uzama 72°C 10 dk

Ekspresyon diizeyi 2-24Ct metodu kullanilarak semi-kantitatif olarak
hesaplandi. Elde edilen sonuglar, timorlid dokuda gen ekspresyonunun
timorsiz dokuya goére (rolatif) kag kat degistigini ifade etmektedir [111].
Normalizasyon i¢cin GAPDH housekeeping geni kullanildi. Gergek zamanli
PCR sirasinda her 6rnegin amplifikasyonunun eksponansiyel faza gectigi an
‘esik siklus’ (treshold cycle, Ct) degeri olarak alindi ve formuldeki yerine
konularak hesaplamalar yapildi. Hastalarin her dokusuna ait &rneklerden,

her gen igin iki tekrar olacak sekilde ¢alisildi.

2-AACt — 2- (ACt hedef-ACt kontrol)

2-AACt — 2- [(Ct hedef- Ct referans)-(Ct kontrol —Ct referans)]
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3.12. istatistik Analiz

Hastalardan ve laboratuvar calismalarindan elde edilen tim veriler
SPSS 18 for Windows programi (SPSS, Chicago, USA) kullanilarak analiz
edildi. Tanimlayici veriler ortanca (range) kullanilarak ifade edildi.
Tamamlayici veriler ile 1L-32, IL-21 arasi iligki Fisher Exact Probability test
kullanilarak deg@erlendirildi. Her iki genin de ekspresyon duzeylerinin dagilimi
normal olmadigindan degerlendirme nonparametrik testler kullanilarak
yapildi. Klinikopatolojik ozellikler ve gen ekspresyon duzeyleri arasindaki
kargilagtirmalar yerine goére Mann-Whitney U ve Kruskall-Wallis testleri
kullanilarak yapildi. Klinikopatolojik degiskenler ile 1L-32, IL-21 gen
ekspresyon dlzeyleri arasi korelasyon Spearman Correlation Coefficients
kullanilarak deg@erlendirildi. P degerinin 0.05 in altinda olmasi (p<0.05)

durumunda sonuglar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. RNA Orneklerinde genomik DNA (gDNA) Kontaminasyon Kontrolii

TUmorlu ve timorsuz dokudan elde edilen RNA 6rnekleri daha onceki
bélimde anlatildigi  sekilde PCR vyapilarak RNA’ larda gDNA
kontaminasyonu test edildi. RNA stoklarinin kontaminasyon durumlarina gore

Sekil 4.1. deki basamaklar izlendi.

gDNA[+)RNA gDNA[-)RNA
|

Zymo Research
DNA-Free RNA Kit

|

GAPDH kontrol PCR Konvansiyonel PCR optimizasyonu
RT-PCR RT-PCR
Real-Time PCR Real-Time PCR

Sekil 4.1. RNA izolasyonu sonrasi deney akisi

Calismaya basladigimiz 50 hasta RNA o6rneginin 44’ Unde gDNA
kontaminasyonu vardi. Diger 6 tanesi gDNA bakimindan temizdi (Sekil 4.2).
Stok RNA’larin buylk cogunlugu tek seferde Dnase | ile islem gordikten

sonra galismaya katilabilecek hale geldi.
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143 bp

150 bp GAPDH

50bp

1) Ladder (50bp), 2-3-5-6-7) gDNA kontamine RNA, 4)Temiz RNA, 8) pozitif kontrol 9)
Negatif kontrol, bp: baz cifti.

Sekil 4.2 gDNA ile kontamine olan RNA d6rneklerinin jel goruntusu

RNA Orneklerinin  bir bolumd cDNA c¢evrimine yetecek RNA
konsantrasyonuna sahip olmamalari , gDNA ile kontamine olmalari veya
kalitelerinin calisilamayacak kadar dusik olmasi nedeniyle temizlenip
konsantre edildi. Bu iglemler sirasinda bazi hastalarin ana stok RNA’ lar1 gok
azaldi, bitti veya cDNA elde edilemeyecek durumda oldugu igin ¢alisma digi
birakildi. Zymo DNA- free RNA kit ile islem géren RNA’ nin , kontaminasyon
acgisindan degerlendirilebilmesi icin tekrar PCR vyapildiktan sonra jel
lektroforezi ile kontroli yapildi. Jel elektroforezi goruntisu Sekil 4.3’ de

gOrulmektedir.
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150 bp

1) Ladder, 2-8) gDNA’dan temizlenen RNA o6rnekleri, 9) Pozitif kontrol, 10) Negatif
kontrol, bp: baz cifti.

Sekil 4.3. Genomik DNA temizligi yapilmis RNA érnekleri.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Optimizasyonlan (PZR, PCR)

IL-21 ve IL-32 genleri igin primer tasarimi yapildi. IL-32 i¢in tasarlanan
primerler ¢alisti ve 61°C baglanma (anneling) sicakligi konvansiyonel PCR
ile bulundu. IL-21 icin tasarlanan ilk primer fabrika ¢ikisi hatali olarak geldi,
calismadig! icin tekrar primer tasarlandi. ikinci primer galismasina ragmen
primer dimerden kurtulamadigimiz igin optimizasyon Uguncu primer
tasarlanarak yapildi. Gergek-zamanli PCR’ a bu primer ile devam edildi.
Gergek-zamanli PCR (gPCR) asamasina ge¢meden Once konvansiyonel
PCR’ da GAPDH, IL-32, IL-21 primerlerin gahsip calismadigi test edildi.
Primerlerin annealing derecesi optimizasyonu, MgClz titrasyonu ve primer

titrasyonlari her gen igin ayri ayri yapildi.
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4.2.1. 1L-32 optimizasyonu

Oncelikle konvansiyonel PCR ile primerin baglanma sicakligi tesbit
edildi. 61 °C ‘de PCR riinl oldugu tesbit edildi (Sekil 4.4). Primer titrasyonu
yapildi (Sekil 4.5).

150 bp

50 bp

IL-32 gDNA
141 bp kontrolii

1)Ladder, 2) IL-32 PCR uriniu 3) gDNA 6rnegi 4) Negatif kontrol, bp: baz cifti.

Sekil 4.4. 1L-32 gen optimizasyonunda konvansiyonel PCR jel goruntusu.

141 bp IL-32
150bp

50 bp

0,15 uM 0,2 uMm

1) Ladder, 2-4) 1,75 pmol primer, 5) Negatif kontrol, 7-9) 1,5pmol pirimer 10) Negatif kontrol
TD:Timor dokusu ND: Normal doku, bp: baz cifti.

Sekil 4.5. I1L-32 konvansiyonel PCR primer titrasyonu.
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PCR urunun maksimum elde edildigi kogullarda gergek-zamanli PCR
optimizasyonuna gegildi. Primer-dimerin bulunmadigi ve maksimum Urunlerin
elde edildigi kosullar tespit edildi (Sekil 4.6).

1,5mM 2mM 2,5 mM MgCl,

. P ——— 141 bp

50 bp

GAPDH IL-32

1) Ladder 2-3) GAPDH primeri-1,5 mM MgCl. 4) IL-32 primeri-1,5mM MgClz IL-32 5) IL-32
primeri-2mM MgClz 6)2,5mM MgClz IL-32, 7) Negatif kontrol, bp: baz ¢ifti

Sekil 4.6. qPCR'da GAPDH ve IL-32 primerleri ile MgCl2 titrasyonu.

IL-32 optimizasyonlari tamamlandiktan sonra cDNA'’ lari elde edilen
hastalarin qPCR reaksiyonlari yapildi. Her doku igin birden fazla cDNA elde
edildi ve cift ornekle gergek-zamanli PCR yapildi.

Reaksiyonlarin  sonunda, reaksiyondan segilen hastalar ve
reaksiyonun negatif kontroli primer-dimer agisindan jel elektroforezi ile
kontrol edildi (Sekil 4.7).
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141 bp
IL-32

1) Ladder, 2-3) 1.hasta timér dokusu 4-5) 1.hasta normal doku 6-7) 2. hasta timoér
dokusu 8-9) 2. Hasta normal doku, 10)Negatif kontrol. TD:Timér dokusu, ND:

Normal doku, bp: baz cifti

Sekil 4.7. gPCR sonrasi IL-32 Urlnlerinin jel elektroforez goruntisa.

08

.06
=]
<]
=
=

Eog4
Q
b

02

Threshold‘
0
5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4.8. gPCR da PCR Urunu egrileri
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4.2.2. GAPDH Optimizasyonu

GAPDH daha 6nce yapilan arastirmalarda kullanilan ve optimize bir
primerdi. Hasta cDNA o&rnekleri hazirlandiktan sonra hemen qPCR’lari

yapilarak ekspresyon dizeyleri hesaplandi.

TDL ND1 TDZ TDZ ND2 ND2 TD3 TD3 ND3 ND3

150 bp A sem @ SIS SR A @SR BRSO =D 143 bp
GAPDH

50bp

1) Ladder, 2-4-5-8-9) Tumor doku 6rnekleri, 3-6-7-10-11) Normal doku ornekleri, 12) Negatif
kontrol. TD: Tumor dokusu, ND: Normal, bp: baz gifti

Sekil 4.9. gPCR sonrasi GAPDH PCR Urunlerinin jel elektroforez goérintisu

4.2.3. 1L-21 Optimizasyonu

IL-21 geninin PCR optimizasyonlari da ayni asamalardan gegilerek
tamamlandi. Primer-dimersiz PCR UrinU elde edildikten sonra hasta

orneklerinin qPCR’lari yapildi.
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132bp

150 by
IL-21 y

50 bp

1) Hasta Tumor doku 6rnegi 4) Pozitif kontrol, 5) Normal doku érnedi  3-6) Negatif kontrol 7)
Ladder. TD: Timor dokusu ND: Normal doku, bp: baz cifti

Sekil 4.10. gPCR sonrasi IL-21 PCR urunlerinin jel elektroforez goruntusu.

Her U¢ genin egit miktarda cDNA 06rnegi kullanilarak yapilan qPCR
artnleri jel elektrofezinden sonra gorintllendiginde 1L-32 ve IL-21
ekspresyon duzeyleri arasinda gozle gorulur bir fark vardi. IL-32 gen

ekspresyon duzeyi kolon dokusunda IL-21 ekspresyonundan daha fazlaydi.

4.3. Doku orneklerinde IL-21 ve IL-32 Gen Ekspresyonu Diizeyleri

Calismaya 50 hastaya ait doku ornekleriyle baslamamiza karsin
bazilarindan kaliteli RNA elde edilememesi veya RNA stoklarinin tikenmesi
nedeniyle her bir sitokin icin farkl sayida hasta ¢alismaya dahil edildi. IL-32
sitokini, 31 hasta (17K) ile galigildi. Bu hastalarin yas ortalamasi 60,8 (26-79)
olarak bulundu. IL-21 sitokini ile galigirken 3 hastanin RNA stoklarinin bitmesi
sebebiyle 28 hasta ile ¢alisma tamamlandi. Hastalarda tumorli dokudaki
sitokin gen ekspresyon dizeyi ayni hastanin tumorstiz dokusundaki gen
ekspresyon duzeyleri ile karsilastirilarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar
tumorli dokuda gen ekspresyon dizeyinin, timoérstiz dokuya gore kag kat
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arttigini géstermektedir. 222€T>1 olmasi timérli dokuda gen eskpresyonun
arttigini, 2-44C7<1 olmasi ise timorli dokuda gen ekspresyonun timorsiiz
dokuya gore azalmis oldugunu gosterir. 222CT=1 ise gen ekspresyonunun

tumorll ve timorsiuz dokuda esit olarak bulundugunu ifade eder.

Tablo 4.1 Hastalarin gruplara gore dagilhimi.

IL-32 IL-21
n Ortalama Yas n Ortalama Yas
Kadin 17 59,5 (26-76) 15 58,6 (26-76)
Erkek 14 62,5 (51-79) 13 61,9 (51-79)
Toplam 31 60,8 (26-79) 28 60,1 (26-79)

Yapilan analiz sonucunda, IL-32 gen ekspresyonunun timorli dokuda
timorstz dokuya goére arttigi tespit edildi (ortanca: 1,16) Hastalarin %51,6°
sinda IL-32 gen ekspresyonu artmig, %48,4’Unde ise azalmis olarak bulundu.
IL-21 gen ekspresyonunun ortanca degeri (ortanca: 0,911) timorlu dokuda
timorsiuz dokuya gore azalmis olarak bulundu. Fakat bu deder 1’e oldukca
yakindi. Ekspresyon duzeyine gore hastalarin dagihmina bakildiginda ise, IL-
21 gen ekspresyonu hastalarin %50’ sinde artmig, %50’ sinde ise azalmig
olarak bulundu (Sekil 4.11 ve Tablo 4.2)

80,00

% 22

60,00

40,004

* 27

Relatif Ekspresyon Diizeyi, 2-9d¢

T
L32 21

Sekil 4.11. IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon dagilimi



Tablo 4.2. IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon dagilimi
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Hasta sayisi Ekspresyonu Ekspresyonu Ortanca
Artan Hasta Azalan Hasta
Sayisi (%) Sayisi (%)
IL-32 31 16 (51,6) 15 (48,4) 1,16
IL-21 28 14 (50) 14 (50) 0,911

IL-21 ve IL-32 ekspresyon duzeyleri arasinda Spearman Korelasyon

IL-32 Rilatif Gen Ekspresyon Diizeyi

testine gore herhangi bir iligki tesbit edilemedi.

20

15

107

===

T
IL-32 artmig

T
IL-32 azalmis

Sekil 4.12. IL-32 gen ekspresyonu dagilimi

Tablo 4.3. IL-32 gen ekspresyonu dagihmi

IL-32 Gen Hasta
Ortalama Ortanca Ekspresyon Araligi
Ekspresyonu sayisl
Artmig 16 4,492 3,360 1,160-15,454
Azalmig 15 0,393 0,335 0,019-0,929
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22

407
29

IL-21 Rilatif Gen Ekspresyon Diizeyi

1 —

T T
IL-21 artmis IL-21 azalmig

Sekil 4.13. IL-21 gen ekspresyon dagilimi

Tablo 4.4. IL-21 gen ekspresyon dagihmi

IL-21 Gen Hasta sayisi .
Ortalama Ortanca Ekspresyon Araligi
Ekspresyonu (n)
Artmig 14 10.191 2,236 1,160-70,52
Azalmig 14 0,168 0,068 0,003-0,625

Daha sonra hastalarin IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon duzeylerindeki
degisim timorin volimune, diferansiyasyonuna, patolojik T (pT) evresine,
Astler-Coller siniflandirmasina, lenf nodu metastazina, vaskuler, perindral,

noral invazyon ve metastaz varligina gore degerlendirildi.
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Tablo 4.5 Klinikopatolojik verilere gore 1L-32 ve IL-21 gen ekspresyon

duzeyleri

IL-32
Ortalama
Ekspresyon

IL-21
Ortalama
Ekspresyon

T Evresi (pT)

T2 6 3,37 (0,051-9,58) 4 9,71 (0,027-32,79)
T3 11 4,33 (0,142-15,45) 10 2,84 (0,007-13,784)
T4 14 | 1,02(0,019-4,169) | 14 | 5,64 (0,003-70,520)
31 P> 0,05 28 P> 0,05
Diferansiyasyon
Grade 1 (iyi) 18 | 1,96 (0,019-9,579) | 17 | 1,77 (0,008-13,784)
Grade 2 (orta) 10 | 3,28 (0,127-15,454) | 8 5,22 (0,007-32,785)
Grade 3 (kotu) 1 6,75 (6,75) 1 2,62 (2,62)
29 P> 0,05 26 P> 0,05
Astler Coller
Siniflamasi
Dukes A 1 0,58 (0,58) 1 4,44 (4,438)
Dukes B1 3 | 3,14 (0,929-6,475) 1 32,79 (32,785)
Dukes B2 13 | 3,76 (0,031-15,454) | 13 | 2,42 (0,007-13,784)
Dukes C2 13 1,44 (0,19-6,75) 12 6,35 (0,003-70,520)
Dukes D 1 0,64 (0,639) 1 0,049
31 P> 0,05 28 P> 0,05
Lenf Nodu Metastazi
PLN Yok 16 3,233 (0,031 14 | 4,61 (0,007-32,785)
15,454)
PLN< 3 7 2,978 (0,858-6,750) 6 1,21 (0,017-3,784)
PLN >3 7 0,668 (0,019) 7 1,448 (0,005-1,851)
30 P> 0,05* 27 P> 0,05
Vaskiiler Invazyon
Var 7 4,180 (0,019 6 13,494 (0,625
15,454) 70,520)
Yok 20 2,25 (0,024-9,579) 18 2,58 (0,003-32,785)
Bilinmiyor 4 | 0,85 (0,168-1,328) 4 4,42 (0,049-13,784)
31 P> 0,05 28 P=0.023
Perinéral invazyon
var 6 1’52,44(7%;)19' 5 | 3,50(0,075-13,784)
Yok 22 3'01251’4(1%"%24‘ 20 | 6,18 (0.003-70,520)
Bilinmiyor 3 0’71’13(2%)168' 3 1,30 (0,49-3,784)
28 P> 0,05 28 P> 0,05

(*)PLN>3 olan olgular i¢in p=0.013
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4.4 Diferansiyasyona Gore IL-32 ve IL-21 Ekspresyon Duzeyleri

IL-32 ekspresyon duzeylerinin dagilimina bakildiginda
diferansiyasyon derecesi ile ekspresyon dizeyleri arasinda bir iligki tespit
edilemedi. Ug degere sahip hasta hesaplamalara dahil edilmediginde
ekspresyon degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu goézlemlendi. Kotu
diferansiye grupta bir tane hasta olmasi da saglikli bir analiz yapilmasini
zorlastirmaktaydi. Kétu diferansiye olan hastanin klinik evresi Dukes C2 idi

ve bir adet patolojik lenf nodu bulunmaktaydi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. IL-32 gen ekspresyonunun diferansiyasyona gore dagilimi

Tablo 4.6 IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon ortalamalarinin diferansiyasyona

gore dagilimi
Diferansiyasyon n IL-32 n IL-21
Grade 1 (iyi) 18 | 1,96 (0,019-9,579) 17 1,77 (0,008-13,784)
Grade 2 (orta) 10 | 3,28 (0,127-15,454) 8 5,22 (0,007-32,785)
Grade 3 (kotl) 1 6,75 (6,75) 1 2,62 (2,62)
29 P> 0,05 26 P> 0,05
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IL-21 gen ekspresyon ortalamalarinin, diferansiyasyon derecelerine
gore dagilimina bakildiginda ise; iyi diferansiye grupta ekspresyonun
timorsuz dokuya goére ¢ok fazla artis géstermedigi, orta diferansiye grupta
yaklasik 5 kat artisin s6z konusu oldugu gézlemlendi. Fakat buradada bir
adet ¢ok yuksek degere sahip hasta vardi ve ortalamada sapmaya neden
olmaktaydi. Bu sonug¢ cikarildiginda Grade 1 ile benzer sonuglar gézlendi.
Kotu diferansiye grupta bir adet hasta vardi ve 2,5 kat kadar artis tespit
edildi. Diferansiyasyona goére IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon degisimine
bakildiginda genel olarak diferansiyasyonla ekspresyon duzeylerinin
degismedigi gozlendi (p>0,05) (Tablo 4.6).
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Sekil 4.15. IL-21 gen ekspresyonunun diferansiyasyona gore dagilimi

4.5. Tumor evresine gore IL-32 ve IL-21 Gen Ekspresyonlarinin Dagilimi

Patoloji raporlarina goére tumodrin Astler-Coller siniflandirmasi
yapildiktan sonra IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon duzeylerinin dagilimi
degerlendirildi. 1L-32" ye bakildiginda timoér mukozada iken (Dukes A)
ekspresyon duzeyinin normal dokuya gore azaldigi, tumor mukozayi
tastiktan sonra ise Dukes B1 ve B2'de ekspresyonun arttigi izlendi. Dukes

C2 evresinde lenf nodu tutulumu ile beraber ise ekspresyon dizeylerinin



yari yariya dustugu tespit edildi. Dukes D evresinde ise normal dokuya
gore yine azalma gostermekle birlikte, Dukes A’da oldugu kadar bir
azalma goérulmemekteydi. Fakat Dukes A ve Dukes D evresinde birer
hasta olmasi bu evreler hakkinda yorum yapmay! guclestirmektedir.
Evreler arasi karsilastirma vyapildiginda istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde edilemedi (p> 0.05). Toplam hasta sayisinin az olmasi,
evrelere gore hastalarin egit dagilim gostermemesi bunda etkili olmusg

olabilir.

Tablo 4.7 IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon ortalamalarinin Astler-Coller

siniflamasina gore dagilimi

Astler Coller n IL-32 N IL-21
Siniflamasi
Dukes A 1 0,58 (0,58) 1 4,44 (4,438)
Dukes B1 3 3,14 (0,929-6,475) 1 32,79 (32,785)
2,42 (0,007-
Dukes B2 13 | 3,76 (0,031-15,454) 13 13,784)
6,35 (0,003-
Dukes C2 13 1,44 (0,19-6,75) 12 70,520)
Dukes D 1 0,64 (0,639) 1 0,049
31 P> 0,05 28 P> 0,05
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Sekil 4.16. Astler-Coller siniflandirmasina goére IL-32 gen ekspresyonu

dagilimi
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IL-21 ekspresyonunun da Astler-Coller evrelemesine gore dagilimi
degerlendirildi. Evre ilerledikgce ekspresyonun dusme egiliminde oldugu
g6zlemlendi. Zaten daha duslUk ekspresyonu olan IL-21 ekspresyonu IL-32
ekspresyonundan daha erken evrede duslUs gostermektedir (Sekil 4.17).
Fakat evre Dukes A, Dukes B2 ve Dukes D’de birer hastanin bulunmasi

saglikh bir degerlendirmeyi zorlastirmaktadir (p>0.05).
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Sekil 4.17. Astler-Coller siniflandirmasina goére IL-21 gen ekspresyonu

dagilimi

4.6. Tumor invazyonuna gore IL-32 ve IL-21 Gen Ekspresyonlarinin

Dagilimi

Patolojik T (pT) evrelemesi, TNM siniflamasina gére tumaorin dokuya
invazyonunu degerlendirmektedir. Patolojik T evresine goére IL-32 ve IL-21
gen ekspresyon degdisimine bakildiginda, Astler-Coller siniflandirimina
benzer bulgular elde edildi. IL-32 gen ekspresyonunun T2 evresinde, T3
evresine gore daha dusik dizeyde oldugu gézlemlenmis fakat genel olarak
normal dokuya go6re arttigi izlenmigtir Sekil.4.18. TUumoér serozayl asip
invazyona gittiginde ise ekspresyon duzeyleri genel olarak diger evrede

gorulen ekspresyon duzeylerine gore dusius goOstermektedir. Dagilimin
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disinda kalan hastalarin ekspresyon duzeyleri goz ardi edildiginde ise T4
evresinde ekspresyonun tumorsuz dokuya gore de azaldigi saptanmigtir (p>
0,05) Tablo.4.8.

Tablo 4.8 IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon ortalamalarinin patolojik T evresine

gore dagilimi
T Evresi (pT) n IL-32 n IL-21
T2 6 3,37 (0,051-9,58) 4 9,71 (0,027-32,79)
T3 11 | 4,33(0,142-15,45) | 10 | 2,84 (0,007-13,784)
T4 14 1,02 (0,019-4,169) 14 5,64 (0,003-70,520)
31 P> 0,05 28 P> 0,05
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Sekil 4.18 pT evresine gore IL-32 gen ekspresyonu dagilimi

IL-21 mRNA duzeyleri ise T2 evresinde yani tumor muskularis
propriyada iken diger evrelere gore daha yuksek olarak bulunmus, serozaya
ulastigl veya tastigi zaman yani T3 ve T4 evresinde ise ekspresyon duzeyleri
oldukga azalmistir. IL-21 gen ekspresyon duzeyleri hastalarin tamorlu ve
tumorstz dokularinda IL-32 geni kadar ylksek duzeylerde degildi. Her iki

genin Ct degerleri ve jel goruntulerinde ekspresyon duzeyleri arasindaki
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gOzle gorulememekteydi. Dokuda zaten az eksprese edilen bir sitokin olan
IL-271’in ekspresyon duzeyinde, evre artigi ile beraber gorilen keskin dusus
dikkat cekmekteydi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. pT evresine gore IL-21 gen ekspresyonu dagilimi

4.7. Lenf Nodu Metastazina gore IL-32 ve IL-21 Gen ekspresyon

Dagilimi

TUmordn lenf noduna metastazinin olup olmamasina goére IL-32 ve IL-
21 ekspresyon duzeylerine bakildigi zaman gen ekspresyon duzeylerinde
gruplar arasi bir fark izlenmedi (Tablo 4.5). Fakat tutulan lenf nodu sayisina
gore ekspresyon duzeyleri arasindaki farka baktigimizda daha anlamh
sonuglar goézlemlendi. IL-32 geni, metastaz bulunan lenf nodu sayisi 3 ve
altinda iken (PLN< 3) yuksek dlzeyde eksprese olmakta, lenf nodu sayisi
3’'Un Uzerine (PLN>3) ciktiginda ise ekspresyon azalma godstermekteydi
(Sekil 4.20). Bu sonug istatiksel olarak da anlaml bulundu (p< 0.05) (Tablo
4.9). Bunun nedeni immun kagisini tamamlamis ve guglenmis timore, invaze
olabilen immun hucre sayisinin azalmasi olabilir. Ayrica tumor hucrelerinin
lenf nodlarini istila etmesi bdlgeye gelen immun hucre sayisinin azalmasina

da neden olmus olabilir.
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Tablo 4.9. Metastatik lenf nodu sayisina gore IL-32 ve IL-21 ekspresyon

dagihmi
Metastatik Lenf
n IL-32 n IL-21
Nodu
2,971 (0,858-
PLN <3 7 6 1,21 (0,017-3,784)
6,750)
PLN >3 7 0,66 (0,19-2,313) 7 10,44 (0,003-70,520)
14 P<0.05 13 P>0,05
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Patolojik Lenf Nodu

Sekil 4.20. Metastatik lenf nodu sayisina gore IL-32 gen ekspresyonu

IL-21 gen ekspresyonunda ise gruplar arasinda anlamli bir degisim

izlenmedi. Ekspresyon duzeyi ¢ok yuksek olan hastanin sonucu digarida

birakilarak yapilan degerlendirmelerde de istatistiksel olarak anlamli

sonuglar elde edilemedi.Patolojik lenf nodu sayisi 3’ Un ustinde veya

altinda oldugunda IL-21 gen ekspresyonu benzer dizeylereydi (Sekil

4.21).
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Sekil 4.21. Metastatik lenf nodu sayisina gore IL-21 gen ekspresyonu

4.8. Vaskiiler invazyona gore IL-32 ve IL-21 Gen ekspresyon duzeyleri

Vaskuler invazyonun varligina gore gen ekspresyon duzeylerine
bakildiginda , vaskuler invazyonu pozitif olan hasta sayisinin ¢ok az oldugu
goruldu (n=7). Hem IL-32 hem de IL-21 gen ekspresyonu, vaskuler
invazyonu olan hastalarda, olmayan hastalara gore artis gostermekteydi. IL-
21 gen ekspresyon duzeyindeki ortalama artis invazyonu olmayanlara goére
yaklasik dort kat daha fazlaydi(p=0.023). Fakat gruplar arasi hasta
dagiliminin ¢ok farkli olmasi yorum yapabilmemizi gugclestirmekteydi. Bu
sonuglarin hasta sag kalim sureleri ile beraber degerlendiriimesi daha

anlamli olabilir.
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Sekil 4.22. Vaskiler invazyona gore IL-32 gen ekspresyonu dagilimi

Tablo 4.10. Vaskuler invazyona gore IL-32 ve IL-21 genlerinin ekspresyon

duzeyleri

Vaskiiler invazyon

IL-32

IL-21

Var 7 | 4,180 (0,019-15,454) 6 13,494 (0,625-70,520)
Yok 20 2,25 (0,024-9,579) 18 2,58 (0,003-32,785)
Bilinmiyor 4 0,85 (0,168-1,328) 4 4,42 (0,049-13,784)
31 P> 0,05 28 P=0.023
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Sekil 4.23. Vaskiler invazyona gore IL-21 gen ekspresyonu dagilimi

4.9. Perinoral invazyon ve Uzak Metastaza Gore IL-32 ve IL-21

Ekspresyon Diizeyleri

Her iki genin ekspresyon duzeylerinin perindral invazyonla olan
iliskisine bakildiginda herhangi bir 6zellik tespit edilemedi. Ekspresyon dizeyi
cok yuksek veya ¢cok dugsuk olan hastalar degerlendirildiginde de 6ne ¢ikan
bir bulguya rastlanmadi.

Calismaya alinan hastalar icerisinde uzak metastazi bulunan bir tane
hasta vardi. Bu hastanin IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon duzeyleri normal
dokuya goére azalmis olarak bulundu. Daha fazla sayida uzak organ
metastazi olan hasta ile galisilabilirse metastatik lenf nodu sayisi sonugclari ile

korelasyonuna bakilabilecegi sonucuna varildi.
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Tablo 4.11. Perin6ral invazyona gore IL-32 ve IL-21 genlerinin ekspresyon

duzeyleri
Perinéral invazyon n IL-32 n IL-21
Var 6 1,524 (0,019-6,475) 5 3,50 (0,075-13,784)
Yok 22 3,021 (0,024-15,454) 20 6,18 (0.003-70,520)
Bilinmiyor 3 | 0,711 (0,168-1,328) 3 1,30 (0,49-3,784)
28 P> 0,05 28 P> 0,05

Biz bu calismada tumor mikrogevresinde immun reaksiyonun veya
metastazin belirte¢i olabilecegi dustncesiyle timor dokusundaki ekspresyon
dizeylerini arastirdigimiz IL-32 ve IL-21 sitokinlerinin timor dokusunda gen
ekspresyon dizeylerinin timorsiz dokuya goére degistigini ve kisinin immin

sistem yapilanmasindan etkilendigini gosterdik.
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5. TARTISMA

Kanser gibi multifaktoryel hastaliklarin seyrini ve tedaviye verecekleri
yanitlari belirlemek zordur. Bugune kadar kanser hastalarinin prognozunu
belirleyebilmek igin birgok biyobelirte¢ ve metod tanimlanmis fakat heniz
bunlarin ¢ok azi klinige yansiyabilmistir. Son zamanlarda tumor geligimini
etkileyen mikrogevre Uzerine yogunlagilarak hastalarin seyri ve tedaviye
yaniti hakkinda daha fazla bilgi verebilecek prognostik belirtegler
arastiriimaktadir.

Tumor hicrelerinin mikrogevrede yerlesebilmesi ve proliferasyonu igin
endotel hucreleri, fibroblastlar, kan damarlari, lenf damarlari, immun sistem
hlcreleri, sitokinler, kemokinler ve hucrelerin metabolik Urunleri ile etkilesim
icerisinde olmasi gerekir [26]. immiin sistem timdr progresinde etkili olan en
onemli faktorlerden birisidir. Zamana ve yere gore tumorl destekleyebilir
veya suprese eder. Dogal immunite inflamatuvar mediyatérlerin mutasyonu,
anjiyogenezi ve apopitoz direncini uyararak timoér olusumunu,
proliferasyonunu ve metastazini desteklerken adaptif immdunite ‘immuin
g6zetim' sayesinde kigiyi timér gelisiminden koruyabilir. immiin yetmezIigi
olan farelerde karsinojene bagli veya spontan kanser geligsiminin artmasi,
dogal ve adaptif immunitenin tumor gelisimindeki kontrolini ortaya
koymaktadir. T lenfositlerin farelere transferi onlari kanserden korurken,
CD8* T hucrelerin ortamdan uzaklagtirimasi antitimor etkileri ortadan
kaldirabilmektedir. Tumore karsi gelisen immdunite, yaptigr immadn
sekillendirme sirasinda tumor hucrelerinin  immanijenisitesini  azaltarak,
kontrolsiiz biiyiimesine de yol acabilmektedir [3, 112]. immiin gézetimin,
timor eliminasyonu asamasindan tumoru destekler duruma geg¢mesi
kompleks bir suregtir ve bir¢cok sinyal yolagini igerir. Bu slreg¢ tumor hucreleri,
immun hicreler ve gevredeki kanser olmayan hucrelerden (epitel hucreleri,
kanser asosiye fibroblastlar) eksprese olan sitokinlerden etkilenir. immin
sekillenme (immuno-editing) sirasinda olusan sitokin sinyal agi, suprese
olmus bir tumorin proliferasyonuna neden olabilece@i gibi tam tersi bir
durum da s6z konusu olabilir [113]. Bu birbiriyle antagonistik, sinerijistik,

aditiv etki gosterebilen ve mikrogcevrede heterojen bir hucre populasyonu
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uzerinde etkili olan sitokin agini ¢ézmek tUmor olusumu ve proliferasyonunu
anlamak agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Sitokinler ayni zamanda timore infiltre
olan immun hdcrelerin de birer gostergesidirler [113]. Bu immun hdcrelerin
lokalizasyonu, dansitesi ve davraniglari timoér evresine gore farklilik
gOsterebilmektedir. Histopatolojik bulgulara gore yapilan siniflandirmalarda,
hastalar ayni tumor evresine sahip olsalar bile prognozlarinin birbirinden gok
farkli olabildigi bilinmektedir. ileri evre bir hasta yillarca stabil kalabilmekte,
buyuk metastatik lezyonlari olan  hastalar spontan regresyon
gOsterebilmektedir. Buna ornek birgok vaka bildirilmistir. Buna karsin erken
evre bir hasta geride mikro duzeyde hastalik kalmayacak sekilde opere
edilse bile hizli relaps ve 6lum ile karsi karsiya kalabilmektedir. Cinki bu
klasik siniflandirmada sadece tumér hicresi  degerlendiriimekte,
mikrogevresindeki hicreler 6zellikle de immun hucreler gozardi edilmektedir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalar bu hipotezi destekler niteliktedir [114].
immiin sistem hicreleri stromanin en kritik komponentlerinden biridir ve
ortama optimal sitokin ve inflamatuvar destegdi saglarlar.

Histopatolojik analizler tumdrlerin dogal ve adaptif immunite hicreleri
tarafindan infiltre edildigini gostermektedir. Makrofajlar siklikla stromada
bulunurlar ve fibrozis ile iligkilidirler. Mast hucreleri, miyeloid derive stpresor
hicreler (MDSC) ve nétrofiller ise intratimoral alani istila ederler. Dendritik
hicreler (DC) timérun farkh lokalizasyonlarinda saptanmiglardir. Langerhans
tipi DC’ ler tumorun merkezinde bulunur ve tumor hucreleri ile yakin
temastadirlar. immatir intertisitiyel DC ve plasmasitoid DC hiicreler ise
stromada yerlesirler. Mattr DC’ler timor merkezine komsu lenfoid adalarinda
ve lenf nodlarinda yogunlasirlar. Lenfosit hiicre dagilimi da timértn yapisina
bagli olarak farkliik gosterir. NK hdcreleri birgok tumoérde stromada
bulunurken renal hucreli karsinomada (RCC) tumor hucreleri ile yakin temas
halindedir [115]. T hucreleri, tumorin merkezinde de invaziv sinirda da
bulunabilirler. Naif T htcreleri genellikle timdre komsu lenfoid adaciklarinda
yerlesirler. CD8* T hucrelerin bir kismi malign hucrelerle yakin temas
halindeyken bir kismi da stromada bulunur. FoxP3* T hucreleri, follikiler

yardimci T hdcreleri (Tfh), Th17 ve B lenfositler stromada ve lenfoid
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adalarinda yogunlagirlar. Bu hucre dagilimlari timoérden tumore, hastadan
hastaya degismekte ve prognozu belirlemektedir. Yapilan galismalar NK,
CD8" T hucreler, Th1, M1, Dendritik hucrelerin iyi prognoz belirteci oldugunu
sdylemesine karsin CD4*CD25*, FOXP3* Treg, Th2 MDSC’ lerin, M2
makrofajlarin kotu prognozla iligkili oldugunu bildirmektedir. Yogun lenfosit
infiltrasyonu guglu bir antitmor yaniti gostermektedir. Bas-boyun, over,
mesane, meme, kolorektal, renal, prostat, akciger kanserleri ve malign
melanom ile yapilan arastirmalarda timore infiltre immudn hicre sayisi ile
klinik sonuglar arasindaki iligki net bir sekilde gdsterilmistir. Bu ¢alismalarin
¢ogunlugunda CD3*T hucre, CD8*T hucre ve CD45RO+ hafiza T hucre
dansite artisi uzamis hastaliksiz sagkalim (DFS) ve tim sagkalim (OS)
sureleri ile iligkiliydi [26, 116]. Bindea ve arkadaslar kolon kanserinde Tfh ve
B hdcrelerin 6nemine dikkat cekmis reklrrens ve uzamis sagkalimla
iliskilerini gostermislerdir. Immiin yapilanmanin en iyi géstergelerinden birisi
de sitokinlerdir.

Biz bu calismada dogal ve adaptif immunite hicreleri tarafindan
eksprese edilen, immun yapilanma hakkinda bilgi verebilecek olan IL-32 ve
IL-21 proinflamatuvar sitokinlerinin  kolon kanserli hastalardaki gen
ekspresyon duzeylerini inceledik. Ayrica hastanin prognozunu belirleyen
diferansiyasyon, evre, timoérin patolojik evresi ve volumu, lenf nodu
metastazi, vaskiler, lenfatik ve perindral tutulum gibi parametrelerle olan
iligkisini arastirdik.

Tumorli dokuda IL-32 gen ekspresyon duzeyi, timorstuz dokuya gore artmis
olarak bulundu (medyan: 1,16) fakat hastalarin % 48’inde ekspresyon duzeyi
azalmisti. IL-21 ekspresyonu ise hastalarin %50 sinde artis, %50 sinde
azalma gostermekteydi (medyan: 0, 911). Hasta sayisinin az olmasi yorum
yapmamizi guglestirse de, IL-32 ve IL-21 gen ekspresyon dlzeylerinin arttigi
ve azaldigi gruplarda ekspresyon duzeyinin hastadan hastaya cok fazla
degismesi immin sistem yapilanmasinda bireysel farkliliklarin énemli bir
gostergesidir. Bu konu Angell ve arkadaslari tarafindanda vurgulanmistir
[26]. Ayrica tumorll doku orneklerinin sadece tumdr merkezinden yapilmis

olmasi immun hdcrelerin  tumor dokusundaki dagihmi gbéz oOnudnde
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bulunduruldugunda mikrogevredeki immun reaksiyonun sadece bir kisminin
gOstergesi olabilecegini dusundurmektedir. Calismaya dahil edilen hastalar
takip edilerek, IL-32 ve IL-21’in hastalarin sagkalim sureleri ile olan iligkilerine
bakilabilirse yorum yapabilmek icin daha fazla bilgiye ulasilabilecektir. Bazi
kanser gruplarinda vyapilan immunohistokimyasal c¢alismalarda IL-32
ekspresyon duzeylerinin arttigi ve kotu prognozla iligkili oldugu bildirilmigtir
fakat taradigimiz veri tabanlarinda kolon kanserinde IL-32 ve IL-21 gen
ekspresyon dlzeylerini gosterir bir arastirmaya rastlanmamistir [71] [73].

Ekspresyon duzeylerine T evresine gore bakildiginda IL-32’ nin mMRNA
duzeyleri T2 ve T3 evresinde yuksek, T4 evresinde dusme egilimi
gOsterirken, IL-21 ise sadece T2 evresinde ylksek T3 ve T4 evresinde ise
dusuk olarak seyretmekteydi. Milecnik B. ve arkadaslari yaptiklari
arastirmada CD8" hucre dansitesinin, tUmor invazyon evresi arttikca
azaldigini (Tins/T1 ve T4) gosterdiler. Ayni zamanda hafiza T hucreleri
(CD45R0O") ve sitotoksik efektdr hicrelerin (GRZMB*) de T evresi arttikga
dansiteleri azalmaktaydi [117]. Bu bulgularla bizim ¢calismamizda ayni grup
hicreden eksprese olan IL-32 ve IL-21 mRNA dlzeylerinin T evresine gore
degisimi paralellik gostermekteydi.

Galon ve arkadaslari kolorektal kanserlerde immin komponenti
genotipik ve fenotipik analizlerle incelemis ve tumaor yayihmi Gzerine etkisini
arastirmiglardir. Metastatik invazyonun erken goOstergelerinden olan
lenfovaskuler ve perindral tumor embolisi ile immun reaksiyon arasinda iligki
oldugunu gdstermislerdir. Ozellikle kolorektal kanserlerde tiimor embolisi
yoksa immun hucre infiltrasyonun daha fazla oldugunu ve Th1 ve efektér T
hlcreyi tanimlayan belirteclerin MRNA duzeylerinin arttigini
g6zlemlemiglerdir. Bunlar arasinda CD8, T-box transkripsiyon faktér-21 (T-
bet), IFN regulatuvar faktor-1 (IRF-1), IFN-y, granulizin, granzim bulunmakta,
T hucre alt gruplari timoér emboli varligina gére ¢ok farklihk goéstermekteydi.
T hucre belirteglerinin hiyerarsik kUmelenmesi, T hicre migrasyonunun,
aktivasyonunun ve diferansiyasyonunun da metastaz bulgulari olmadan 6nce
arttigina isaret etmekteydi. Ozellikle de efektér hafiza (memory) CD8* T

hicreleri artmaktaydi [3, 4]. Bizim calismamizda da lenf nodu tulumu
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bulunmayan Dukes Bl ve B2 evresinde IL-32 mRNA duzeylerini artmig
olarak bulduk. Lenf nodu tutulumu olan Dukes C2 de ise ekspresyon duzeyi
diusmekteydi. Ozellikle Th ve NK hiicrelerinden salgilanan bu sitokin immin
reaksiyonun bir gostergesi olabilir. Erken ve ileri evrede yeterince hasta
sayimizin olmamasi ve gruplar arasinda hasta dagiliminin esit olmamasi
yorum yapmamizi zorlastirmaktadir. Hasta sayisi artirilarak ve hastalarin
sagkalim sdreleri de izlenerek vyapilacak yorumlar tartismaya Kkatki
saglayabilir. Lenf nodu metastazi olan ve olmayan hastalarda IL-21 ve IL-32
ekspresyon duzeylerini kargilastirdigimizda anlamh bir farklihk bulamadik.
Fakat patolojik lenf nodu sayisi 3'den az ve 3’den fazla olan hastalarda
ekspresyon duzeyini karsilastirdigimizda, patolojik lenf nodu sayisi > 3 olan
hastalarda ekspresyon duzeyinin dustugunu gorduk ve istatiksel olarak
anlamhydi (p< 0,05). Milenick ve arkadaslarinin 599 kolon kanseri doku
ornegi ile yaptigi ¢calismada da lenf nodu tutulumu ile beraber immun hdcre
dansitesinin azaldigi tespit edilmistir [117]. Tumo6r metastazi ile beraber IL-32
duzeylerindeki azalma gitgide artan bir immun kagigin gostergesi olabilir. Bu
bulgular timorun erken evrelerinde mikrogevrede gelisen immun reaksiyonun
tumor gelisimini kontrol altinda tutan en 6nemli etmenlerden biri olabilecegini
dusundurmektedir.

IL-32 gen ekpresyon duzeyinin belirlenmesi kolon kanserlerinde timor
mikrogevresindeki immun reaksiyonun ve patolojik lenf nodu sayisinin bir
gOstergesi olabilir. Bunu destekleyecek yeni ¢calismalara gereksinim vardir.
IL-21 in follikiler T hacrelerinden salinarak tumor mikrogevresinde Thl,
hafiza T hucre, sitotoksik T hlcre yanitlarini sekillendiriyor olmasi ve
hastalarin sagkalim sureleri ve rekurrens ile dogrudan iligkili olmasi énemini
artirmaktadir [118]. Tumor mikrogevresindeki immun hicrelerin tipine,
lokalizasyonuna ve dansitesine bakilarak yapilan immun skorlamanin TNM
siniflamasindan bagimsiz, hasta yasam sureleri ve relapsa dair daha
guvenilir bilgiler verdigi gosterilmistir. Bu nedenle TNM siniflandirrmindan
daha Ustun bir prognostik faktor oldugu belirtiimektedir [35]. Fakat bu
yaklagim yanit bekleyen bazi sorulari da beraberinde getirmektedir. Tumore

infiltre hangi immun hdcre alt grubu, degisim gecirerek tUmor progresyonuna
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eslik etmekte, hangi hucreler kritik olarak sag kalim sureleri ile rekurrensi
etkilemekte ve hangi mekanizmalar intratimoéral immun hidcre dansitesini
degistirmekte bilinmemektedir. Bu sorularin yanitlari verilebildiginde immun
reaksiyon dinamikleri anlasilabilecek, tumor tipine ve evresine uygun, daha
etkin immunoterdpatik yaklasimlar kullanilabilecektir. Vaskuller invazyon
varhginda anlamli 6lgude artmig olarak bulunan IL 21 duzeyleri ve
beraberinde PLN sayisina paralel olarak artmig olan IL 21 dulzeyleri
(istatistiksel olarak anlamli olmasa da) de, timorin lokal kontrolden ¢ikmasi
ile birlikte adaptif immudn sistemin Tfh hucrelerin drettigi IL-21 ve CXCL3
araciligi ile mikrogevreye daha fazla hafiza T hucre, sitotoksik T ve Th hucre
cagirmasinin gostergesi olabilir (114).

Sonug olarak kolon kanseri mikrogevresinde eksprese olan IL-21 ve
IL-32° ye iligkin bulgularimiz, bu sitokinlerin diferansiyasyon, perinoral
invazyon ve uzak metastaz ile dogrudan iligkili olmadigina ancak IL-32'nin
timorin lenf noduna metastazi agisindan, IL 21' in de vaskiler invazyon

acisindan 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.
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6. SONUG ve ONERILER

IL-32 gen ekspresyonu genel olarak tumorlu dokuda, tumoérsuz dokuya
gore artis gostermekteydi (med: 1.16). Hastalarin %51.6’ sinda artmis,
%48.4’ Unde ise azalmis degerler bulundu.

IL-21 gen ekspresyon dizeyi tumor dokusunda azalma egiliminde (med
0.911) olmasina karsin hastalarin %50’ sinde artmig, %50’ sinde ise
azalmisti.

IL-32 gen ekspresyonunun, erken evre kanserlerde disik dizeyde
oldugu, orta evrede arttigi, ileri evre timorlerde ise tekrar dusus gosterdigi
gozlemlendi (p>0,05).

IL-32 gen ekspresyonunun T2 evresinde, T3 evresine gore daha dusuk
dizeyde oldugu gbézlemlenmis fakat genel olarak normal dokuya goére
arttigi izlenmigtir. Tumorin serozayi asip invazyona gittigi T4 evresinde
ise ekspresyon duzeyleri genel olarak diger evrede bulunan hastalara gore
dusus gostermektedir.

IL-32 gen ekspresyonu, metastaz olan lenf nodu sayisi (PLN) 3’ Gn altinda
iken ekspresyon duzeyi yuksek seyrederken, metastazik lenf nodu sayisi
3’ Un Uzerine ¢iktiginda ekspresyonu azalma gosteriyordu. Bu sonug
istatiksel olarak da anlamli bulundu (p< 0.05).

Vaskuler invasyonu olan hastalarda IL-21 gen ekspresyonu artmaktadir

(p=0,023).

IL-32 gen ekspresyonu ile diferansiyasyon derecesi (grade) arasinda iligki
tespit edilemedi. Birbirinine yakin ekspresyon duzeyleri vardi.

IL-21 gen ekspresyonu ile evre arasinda iliski bulunamadi.

T evresine gore IL-21 ekspresyonuna bakildiginda ise tumorun invazyon
derecesi yani evre arttikga ekspresyonun dustugu gozlemlendi.

Lenf nodu metastazinin varligi veya sayisi IL-21 ekspresyon duzeyinden
etkilenmiyordu.

Diferansiyasyonun  farkh  olmasi  IL-21  ekspresyon dizeylerini
etkilemiyordu.

Perindral invazyon ve uzak metastaz ile IL-21 ve IL-32 ekspresyon

duzeyleri arasinda bir iligki tesbit edilemedi.
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Bu sonuglara agiklamasi ve destek olmasi amaciyla;

Immdiinohistokimyasal ydntemle parafin bloklarda IL-21 ve IL-32 protein
ekspresyon duzeylerine bakilabilir.

IL-21 ve IL -32 Ureten NK hucreleri, CD4*T ve CD8* T hucreleri, CD45*R0O
hafiza T hucreleri, Tfh hucreleri parafin bloklarda immunohistokimyasal
yontemle boyanarak immun skorlama yapilabilir ve bu sitokinlerin
ekspresyon duzeyleri ile olan iligkisine bakilabilir.

Tumor merkezi ile tumor sinirindan yapilacak doku orneklemlerinde
ekspresyon duzeylerine bakilacak yeni bir arastirma yapilabilir.

Hastalar 3 veya 5Syil takip edilerek sagkalim sureleri ile IL-21 ve IL-32
ekspresyon duzeyleri arasindaki iligki arastirilabilir.

Evre ve gruplarda hasta sayisinin esit olacagl ve daha fazla sayida
hastayi igeren bir arastirmada ekspresyon diuzeylerine bakilabilir.

Western blot teknidi ile bu sitokinlerin ekspresyon duzeyleri gosterilebilir,
gen ekspresyonu ile korelasyonu var mi bakilabilir.

Evrelere goére sitokin array yapilarak, evreler arasi degisim gdsteren
sitokinler saptanabilir.

Hastaligi tekrar eden hastalardan alinacak yeni ameliyat materyali tekrar
incelenebilir. Boylece ileri evre ile ge¢ evre arasinda ayni hastada bu
sitokinler i¢in nasil bir fark olustugu gozlenebilir.

Kolon kanseri hlicre hatlarinda bu sitokinlerin hiicre éluma, prolifrerasyon,

migrasyon Uzerine etkileri incelenebilir.
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