T.C.
SAGLIK BIiLIMLERI UNIiVERSITESI
HAMIDIYE SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KOLOREKTAL KANSERDE PERITONEAL
KARSINOMATOZISE VE KARACIGER
METASTAZINA ETKi EDEN HUCRE iCI
SINYAL YOLAKLARI VE MIKRORNA
EXPRESYONUN ILISKISI

MEHMET AZIRET

TEZ DANISMANI
PROF. DR. MUSTAFA DUMAN

MOLEKULER ONKOLOJI ANA BILIiM DALI
MOLEKULER ONKOLOJIi DOKTORA PROGRAMI

DOKTORA TEZIi
EYLUL/2023



BEYAN

Saglik Bilimleri Universitesi, Hamidiye Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim

Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢aligmasinda;

Mevcut tez ¢alismasinin kendi ¢galismam oldugunu,

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Mevcut tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bildirir, aksi bir

durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

(Imza)
Mehmet Aziret

22/09/2023



ITHAF

Saglik Bilimleri Universitesi Molekiiler Onkoloji Bilim Dalinda “Kolorektal
kanserde peritoneal karsinomatozise ve karaciger metastazina etki eden hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 ve mikroRNA expresyonun iligkisi “ baslikli doktora tezimi yetismemde biiyiik

katkilar1 olan Annem, Babam ve Esime” ithaf ediyorum”

iv



TESEKKUR

Molekiiler Onkoloji doktora egitimimde ve tezimi hazirlarken bana her tiirlii destegi
fazlastyla veren degerli hocam Prof. Dr. Mustafa Duman’a, tezimin pratik kisminda

sagladig1 imkanlardan dolay1 Prof. Dr. Erdal Polat’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Gamze Giiney Eskiler’e,
Patoloji Klinigi uzman doktor Uz. Dr. Gézde Cakirsoy Cakar’a verdikleri desteklerden

dolay1 minnertaligimi sunarim.

Hayatim boyunca bana destek olan, sevgili esim Zeynep’e; gilizel kizim Elif

Dilara’ya, oglum Omer Selim’e ve diger tiim aile bireylerine tesekkiirler ederim.

Doktora tezi igin Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projelerinden

(BAP onay numarasi; 2021/105) proje destegi alinmistir.

Do¢ Dr Mehmet Aziret
[stanbul-2023



ICINDEKILER

ITHARF ...t v
TESEKKUR ..ottt ettt sttt sttt sttt st %
ICINDEKILER ......oouiuitiiiiitcieie ettt ettt sttt Vi
TABLOLAR LISTEST. ..ottt ix
SEKILLER LISTEST ..ottt X
SIMGELER VE KISALTMALAR ......cccoeitiiiiitieteeteeeee et xii
O ZET e XIvi
ABSTRACT ..ttt b e XVi
1. GIRIS VE AMAC ... ititiecececectctcectetctetee et tstsae et esesssesesesesssesesesesssesssesesesesasesesesesesssesesesesens 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 4
2.1. KOLON EMBRIYOLOJIST ..ottt 4
2.2. KOLON VE REKTUM ANATOMISI ..o 4
2.1.1. Kolorektal Arteryal Dolagim ........ccccooiviiiiiiniiiieiiieneee e 9
2.1.2. Kolorektal Lenfatik Dolagim ...........cccooieiiiiiiiiieiiicciee e 11
2.3. KOLON FIZYOLOJISI VE METABOLIZMASI ......ccocuiiiininiiririrenineienenene, 12
2.4. KOLOREKTAL KARSINOM ......cocoiiiieieieieeieie ettt 14
O I € 514 1= OO TR 14
2.4.2. EPIAEMIYOIOJi.ccuuiiiiiiiieiicie ettt 14
2.4.3. RiSK FAKLOTIETT ..eovvieiiiiiieiiie ettt 16
2.4.4. Kolorektal Karsinom KarsinOgENEZISI........cc.oovereriieriirinieieiesie e 17
2.4.4.1. Kromozomal inStabilite...........cocoriiiiiiiii e 20
2.4.4.2. Mikrosatellit INStabIlite ..........ccooviiriiieee 27
2.4.4.3. CpG ada metilator fenotipi YOIU .......cceveviiiiiiiiie e 28
2.4.4.4. Karsinogeneziste onemli rol oynayan genler............cccooveviiiiniiniiiiiniennens 29

2.4.5. Karaciger Metastazi Molekiiler Mekanizmast............ccooveriieenieninic e 37
2.4.5.1. Epitelyal tiimorlerde organotropizm...........covevverrieneriieeneeneese e 37
2.4.5.2. TUMOT DIYOLOJIST +vevvvvviiiiiiiiiiiiieiii e 37
2.4.5.3. Inflamasyon Ve timOr CEVIESI..........cocevevriirerireriiiiieereees e 38
2.4.5.4. Timor hiicrelerenin uzak organa taginmasi ve baglanmasi.............ccc.e.e. 39

2.4.6. Peritoneal Karsinomatozis molekiiler mekanizmasi...........cccocceeveeiiienieenennnne. 42
2.4.7. MikroRNA’lara Genel BaKiS .........ccccivviiiiiiiiiiiiiicc e 50
2.4.7.1. MIRNA OIUSUMU. .....ooiiiiiiiciiece e 50
2.4.7.2. MIRNA VE KANSEY ......ooviiiiiiiciiiiic s 51
2.4.7.3. TUmor supressor MIRNA’IAT ......eeeiiiiiiiii e 52

Vi



2.4.7.4. Onkojenik MiRINALAT .....oociiiiiiic e 53

2.4.7.5. MiRNA’larin KRK progresyonu ve metastazindaki ayrintili rolleri .......... 95
2.4.7.6. Giivenilir biyobelirtecler olarak miRNA’IAr..........ccoceviiiiiiiiniiiiiiie s 62
2.4.8. Kolorektal Kanser Tani ve Tarama...........cccccceeeivieeeiiiiieeeeiiieec e s e e 64
2.4.9. Kolorektal Kanser HiStopatoloji .........c.coveiiiiniiiiiiiicieeceee e 66
2.4.00. EVIEIEME ...ttt et 68
2.4.10. LADOTAVUVA .....oviiiiieieiie ettt sttt st enee e 69
2.4.12. Kolorektal Kanser TEAAVISI .......cccuerviiiriieiisie e 70
2.4.12.1. Cerrani tEUAVI.......coueiiie et 70
2.4.12.2. Primer hastalikta sistemik tedavi..........ccccoevvveiiieeiiii e 71
2.4.12.3. Metastatik hastalik ...........cccooouiiiiiiiiiic e 73
2.4.12.4. Peritoneal karsinomatozis YONELIMI ........cccueeruerrreeiiesiiienie e seee e 75
3. GEREC VE YONTEM ......ococooiiteieieiecieessesesses et es sttt esensssae s en st sas st sssan e 77
3.1. HASTALAR VE ETIK ..ottt 77
3.2. ARASTIRMAYA DAHIL EDILME VE EDILMEME KRITERLERI................... 77
3.3. HISTOPATOLOJIK ORNEKLERIN TOPLANMASI VE CALISMA
GRUPLARININ OLUSTURULMASI.....coiiiiiiiiiiiie it 78
3.4. HISTOPATOLOJIK ISLEMLER........ccceoiiuititeteieteeeteeeiseeeeee s seeeesesseseesseseeeseeeeens 78
3.4.1. Isik Mikroskobik Kesitlerin Elde Edilmesi ........ccccoeveiiiiiiiiiiiiiceicee e 78
3.4.2. Hematoksilen Eozin Boyama ISIemi...........cccccoveveiiiiveiiiciiceeessce e, 79
3.4.3. Immunohistokimyasal YONtEem ...........cocvrveuririrereiiereieseeessesessee s, 79
3.4.3. Immunohistokimyasal Skorlama SiStemi ............ccccevvererereriiiiieerereeseeeeserenans 80
3.5. MUTASYON TANIMLAMA ...ttt 80
3.5.1. Mutasyon Analiz TeKNIZI ......cccoecveiiiiiiiiiiiiiiiii i 80
3.6. MIRNA ANALIZL......oooiiiietiseeeeeet ettt 81
3.6.1. Hasta POPUIASYONU.......ccuiiiiieiiicciic et 81
3.6.2. Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR.........ccccviiiininnnnne 81
3.6.2.1. Deparafinizasyon-RNA izolasyonu ..........ccocoviiiiiiiiiiienene e 82
3.6.2.2. CDINA SENTEZI ...cvveiieiieeieesie et see st te s tee e e teete st e e e be et e sreeneeeneesreenees 82
3.6.2.3. RT-PCR @NAHZI.....cciiiiieiece st 82
4, BULGULAR. ...ttt ettt sttt e te e s e e s et et et saeanearaeneens 85
4.1. KLINIK OZELLIKLER .....cooiuiiitiiietit ettt sttt 85
4.2. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME .......cccooiiiiriiiieiineissiese e, 89
4.3. MIRNA EXPRESYON DUZEYLERINDE DEGISIMLERIN
DEGERLENDIRILMEST ..ottt 89
4.4. SAGKALIMA ETKI EDEN FAKTORLER ......cccooovviiiiiiiieinsiesiese e 105
5. TARTISMA ..ottt bbb bbbttt e bbbt b s 111
6. SONUCLAR VE ONERILER .........cocooiiiitiiiceeieeeeeeeee ettt 116



viii



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1: KKR’nin gen ekspresyonu ve biyolojik farkliliklar ............ccooeveiiiiniiiinnnnne 19
Tablo 2: Peritoneal metastazina molekiiller baKis .........ccovvriieiiiiiniiienise e 42
Tablo 2.3: Mirna'lar ve hedefleri ..., 56
Tablo 2.4: Kolon kanseri TNM evrelemesi (8. Edisyon., 2017)........cccccccvvvvevviieiieninennenn, 66
Tablo 2.5: Rektum kanseri TNM evreleme (8. Edisyon., 2017).......cccceviiviiiiniininnn... 67
Tablo 3.1: RT-PCR Karisimin hazirlaniSi .........cccveeeiieriiieenienise e 80
Tablo 3.2: RT-PCR 1eaksiyon IGETIZ .....uuuurverieiriirieisiisienieiisie et 81
Tablo 4.1: Hastalarin genel GZellIKIETT.......civiiiiiiiiiieieiee s 83
Tablo 4.2: Hastalarin ameliyat oncesi 0ZelIliKIETT ........covviiriiiiiiiiiiicccc e 86
Tablo 4.3: Hastalarin histopatolojik degerlendirmesi............ccoceririiieiieienene e 87
Tablo 4.4: KRAS geni fenotipi ve Akt skorlama sistemi dagilimi.........c..cccoeevviiiniinnnns 88
Tablo 4.5: AKT geni immunhistokimyasal skorlama sistemi ............cccccceeveviiieieececenn, 94
Tablo 4.6: KRAS mutasyon durumuna gore hastalarin 6zellikleri.........occoovriienciniennnne 95
Tablo 4.7: Gruplar arasi klinik ve patolojik verilerin degerlendirmesi .............ccoccvvrvenene. 96
Tablo 4.8: KRK, PK ve KCM’li dokularin normal dokuyla kiyaslamalart........................ 98
Tablo 4.9: PK ve KCM dokularinda tiimor doku ile karsilastirmasi ..........c.cceevevervennee. 100
Tablo 4.10: KRAS agisindan olgularin miR-99b, miR-135b ve Akt degisimleri.......... 101
Tablo 4.11: Genel sagkalim sonuglart miR-99, miR-135 ve akt cut-off noktalari ........... 105
Tablo 4.12: Genel sagkalim tizerinde etkili faktorler ve Cox’un regresyon modeli......... 106



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1: Kolon ve reKtumun anatomiSh ........oiveiieieiienienie e see st 7
Sekil 2.2: Kolon ve rektumun arteriyal dolagimi ..........ccoeeiieiiiiiieniiiniie e 11
Sekil 2.3: Cinsiyete gore se¢ilmis kanserler i¢in insidans oranlarindaki egilimler............. 14
Sekil 2.4: Tanida 1rk ve evreye gore secilmis Kanserler........ccovvvviiiiiiiiiniiie e 15
Sekil 2.5: Kolorektal adenokarsinom dizisi i¢in ¢ok agamali genetik model...................... 20
Sekil 2.6: KRK patogenezinde yer alan molekiiler yolaklar...........ccccoovvriiiiiiinicncnenn. 22
Sekil 2.7: Invazyon-metastaz Kaskadi ...........ccoceruereriiicceieieeeeecee e 44
Sekil 2.8: Peritoneal karsinomatoz gelisimine ayrintilt baki§...........ccooeeveiiiiieiiiiiicinen 48
Sekil 2.9: KRK gelisimi ve ilerlemesi ile KCM’de yer alan spesifik mirna'lar .................. 49
Sekil 2.10: MiRNa DIYOGENEZI .......ccviiiiiiiiiie e 50
Sekil 2.11: KRK tarafindan iletilen ekSOZomlar ...........cccoovveiiiiiiiiii i 58
Sekil 4.1: Evreye gore yasin dagilim (a) ve kutu grafigi (b).......ccceovvviiciiiiiiiiiiiciiiee, 83
Sekil 4.2: Cinsiyete gore evrelerin dagilimi..........ccoooveiiiiiiiiiiiiei e 84
Sekil 4.3: Tiimor anatomik tarafi ve yag 0zelliKIeri ........coovvieriiiiiiiiiie e 84
Sekil 4.4: Tiimoriin lokalizasyonuna gore kiyaslama ..........cccccocviiiiiiiiiciiice, 85
Sekil 4.5: Amerikan ortak kanser komitesi’ne gore evreler.........ccoovviiiiiiiiiiiiiicicien, 87
Sekil 4.6: Immunhiskimyasal degerlendirmede akt’nin boyanma grade histogramlari...... 88
Sekil 4.7: KRK, PK, karaciger metastazi ve normal doku akt IHK boyama (a-i) .............. 88
Sekil 4.8: KRK, PK ve karaciger metastazi dokularinda normal dokuya kiyaslamalari..... 96
Sekil 4.9: PK ve karaciger metastazi dokularinda tiimér doku ile karsilastirmasi.............. 97
Sekil 4.10: Hastalarin Kaplan-Meier sagkalim €Zrisi ..........cccvvveririeiieiiniieiieiesee e 101
Sekil 4.11: Kaplan Meier egrisi ile gruplararasi sagkalim analizi ............ccccoovvivennninnnne 101
Sekil 4.12: Kaplan Meier egrisi ile farkli akt diizeyleri ileri sagkalim analizi.................. 102



Sekil 4.13: Kaplan Meier egrisi ile farkli KCM akt diizeyleri ile sagkalim analizi analizi

Xi



All:
AJCC
ATP
ADP
APC
CA19-9
CIN
COX-2
CEA
CTC
DCC

DNA

EMT/TEM :

transformasyon
EGFR

FN-1

SIMGELER VE KISALTMALAR

. Arteria iliaca interna

: Amerikan Kanser Ortak Komisyonu
: Adenozin trifosfat

: Adenozin difosfat

: Adenomatozis Polipozis Coli

: Karbonhidrat antijen 19-9

: Kromozomal Instabilite

: Siklooksigenaz enzimi 2

: Carsinoembriyojenik antijen
: Dolagimda tiimor hiicreleri
: Deleted in colorectal cancer

: Deoksiribontikleik Asit

Epitelden mezotele transformasyon [/ Mezotelden

: Epidermal Growth Faktor reseptorii

: Fibronektin-1

FOLFOX: Folinik asit, fluorourasil ve oxaliplatin

FOLFIRI:
GIST
HER
HIF
HNPCC
iMv

IGF-1

Folinik asit, fluorourasil ve irinotekan

: Gastrointestinal Stromal Timor

: Human epidermal growth faktor reseptor
: Hypoxia-inducible faktor

: Herediter nonpolipozis coli

: Inferior mesenterik ven

: Insiilin growth faktér 1

xii

epitele



KRK : Kolorektal Kanser

KRAS : Kirsten rat sarcoma

LOH : Heterozigot kaybi

LFA-1 : Lenfosit isleviyle iliskili antijen
MiRNA : MikroRNA

MMR  : Missmatch repair

MSI/S  : Mikrosatellit Instabilite/Stabil
MTOR . Memeli rapaimisin reseptor kompleksi
MMP : Matriks metallopreoteinaz

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinaz
PK : Peritoneal karsinomatozis

PI3K : Fosfatidilinositol 3-kinaz

RNA : Ribontikleik Asit

SMAD4 : Mothers against decapentaplegic homolog
SRC : Sitorediiktif Cerrahi

SMV : Stiperior mesenterik ven

TME : Total Mezorektal Eksizyon

TNM : Tiimor derinligi Lenf nodu Metastaz
TP53 : Timor Protein 53

TSG : Timor Supresor Gen

TEX : Tiimor kaynakli eksozom

VEGF : Vaskiiler endotel growth faktor
5-HT4 : 5-Hidroksitriptamin reseptor

pL : Mikro litre

Xiii



KOLOREKTAL KANSERDE PERITONEAL KARSINOMATOZISE
VE KARACIGER METASTAZINA ETKi EDEN HUCRE iCI SINYAL
YOLAKLARI VE MiKRORNA EXPRESYONUN ILIiSKiSI

OZET

Amag: Kolorektal kansere (KRK) bagl peritoneal karsinotozis (PK) ve karaciger
metastazlarinda (KCM) miR-99b, miR-135b’un analiz edilmesi, KRAS ve Akt genleri
gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin incelenmesi ve elde edilen sonuglarin sagkalima

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya KRK’ya bagli PK ve KCM’li hastalarin malign
dokular1 ve normal dokulari incelenerek arasindaki farkli yol gen ekspresyonunu
degerlendirmek ve bu genlerle iligkili miRNA'lar1 belirlemek i¢in toplam 74 hastadan elde
edilen verileri kullandik. KCM ve PK gelisen hastalarin klinik verileri, KRAS ve Akt

geni, miR-99b ve miR-135b seviyeleri ve sagkalima etki eden faktorler kiyaslandi.

Bulgular: KRK, PK ve KCM’li dokulardaki AKT geni immunhistokimyasal
grade siiflama skoru ve yogunluk orani normal dokuya gore daha yiiksekti (P<0,001).
KRK’1l1 dokularda miR-99b ve miR-135b ekspresyon diizeyi normal dokuya gore arttigi
belirlendi (P<0,05). Ayrica, normal dokuya kiyasla PK ve KCM’ye ait dokularda miR-
99b ve miR-135b ekspresyon seviyelerinin arttigi goriildii (P<0,05). KRK’l1 doku ile
kiyaslandiginda PK ve KCM’de miR-99b ekspresyon diizeyinin azaldigi, miR-135b
ekspresyon diizeyinin arttif1 analiz edildi. Genel sagkalim iizerinde en fazla belirleyici
olan etkenler; ana tiimérde miR-99b (P=0,045), Akt (P=0,006) ve niiks varlig1 (P=0,012)
idi.

Sonu¢: KRK’ya bagl gelisen PK ve KCM’li dokularda yiiksek exprese edilen
miR-99b, miR-135b ve artmis Akt geni seviyelerinin normal dokuya gore Onemli
derecede farkli ¢ikmasi karsinomatozis ve metastazda Onemli rol oynadigini
gostermektedir. Primer tiimorde miR-99b’in en yiiksek iken, karaciger metastazinda
diizeyinin diismesi miR-99b’nin karaciger metastazini koruyucu etkisinin olabilecegini
diistindiirmektedir. Diger taraftan miR-135"nin ana dokuya gore en yiiksek peritonda ve
karaciger metastazinda tespit edilmesi karsinomatozisi ve metastazi progrese ettigini

diistindiirmektedir.
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THE RELATIONSHIP BETWEEN INTRACELLULAR SIGNALING
PATHWAYS AND MICRORNA EXPRESSION AFFECTING
PERITONEAL CARCINOMATOSIS AND LIVER METASTASIS IN
COLORECTAL CANCER

ABSTRACT

Aim: To evaluate miR-99b and miR-135b in peritoneal carcinoma (PC) and liver
metastases (LVVM) associated with CRC and examine intracellular signaling pathways

such as KRAS and Akt genes and investigate their effects on survival.

Materials and Methods: The present study examined malignancy and normal
tissues from 74 CRC-associated PC and LVM. The KRAS and Akt gene, miR-99b, miR-
135b levels, and factors affecting survival were compared in colorectal cancer-associated
PC and LVM.

Results: CRC tissue had the highest miR-99b and miR-135b expression
levels (P<0.05). Moreover, the expression levels of miR-99b and miR-135b increased in
PC and LVM when comparing normal tissue (P<0.05). On the other hand, the present
study stated that the expression level of miR-99b decreased, and the expression level of
miR-135b increased in PC and LVM compared to tumor tissue. MiR-99b (P=0.045) and
Akt (P=0.006) in CRC, and recurrence (P=0.012) were risk factors affecting the overall

survival rate.

Conclusion: The fact that the high levels of miR-99b, miR-135b,, and increased
Akt genes, which are highly expressed in primary tumor, PC, and LVM tissues, are
significantly different from those in normal tissue, indicates that they play an important
role in carcinomatosis and metastasis. While miR-99b is highest in the primary tumor, its
decrease in LVM suggests that miR-99b may have a protective effect against LVM. On
the other hand, detection of miR-135 in the highest peritoneum and liver metastasis

compared to the main tissue suggests that it progresses carcinomatosis and metastasis.

Key Words: Akt, Colorectal cancer, KRAS, Liver metastasis, Micro-RNA,

Peritonitis carcinomatosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK), gastrointestinal sistem tiimorleri igerisinde en sik
goriilen kanser tiirli olup, diinyada en sik goriilen tigtincii kanser tipidir (1). Bu hastalarda
en onemli 6liim nedeni basta karaciger, periton, ve akciger ilizere organ metastazlaridir.
Son zamanlara kadar peritona metastaz yapmis kolorektal kanserlerde uygulanan tedavi
yontemleri oldukc¢a kisitliydi ve beklenen sagkalim oldukca kisaydi (2). Son yillarda
uygulanmaya baslayan sitorediiktif cerrahi (SRC) ve hipertermik intraperitoneal
kemoterapi (HIPEK) uygulamalari; tedavi agisindan olumlu sonuglar elde edilmesi ve
uzayan siirviye neden olmasi nedeniyle gittikce artan dneme sahip olmaya baglamistir.
Ancak hala kolorektal kanserlerde peritona metastazi ve prognozu gosteren, tiim diinyaca

kabul edilmis bir biyobelirte¢ mevcut degildir (2,3).

Kanserli hiicrelerde genetik ve epigenetik diizeyde olusan hatalar kontrolsiiz
hiicre boliinmesine yol agar (4,5). 2000’li yillarda insan genomu projesinin
sonuclandirilmas1 ve yeni nesil dizileme ile mikroarray teknolojilerinin gelistirilmesi
kanser olusum ve gelisim mekanizmalarinin aydinlatilmasinda 6nemli rol oynamistir (6).
Kanser tanisi, kanser molekiiler patolojisinin aydinlatilmasi ve tedavisine yonelik
yapilacak arastirmalarin 6nemi, vaka sayisindaki artis nedeniyle daha iyi anlasilmaktadir.
Simdiye kadar yapilan arastirmalarin kanser tedavisine yonelik ¢ok biiyiik katkisinin
oldugunun ispat1 olarak kanser insidansinin 1975’ten giiniimiize diizenli bir artis orani
gostermesine ragmen mortalitenin diismesi gosterilebilir. Dolayisiyla, kansere bagl
Oliimlerin azaltilabilmesi, kansere yakalanan bireylerin yasam kalitelerinin artirilmasi

adina kanserin molekiiler patolojisinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir (1,2,7).

Peritoneal kanser kolorektal kanserin ge¢ evresinde goriilmesine ragmen, sadece
az bir hastada senkron ya da metakron karaciger metastazi ile birlikte peritoneal
karsinomatozis (PK) saptanmaktadir. Bu durum, primer KRK’nin molekiiler
karakteristigine bagl sebeplerden dolay1 olabildigi varsayilmaktadir (5,8). Metastatik
yayillma, KRK’nin ortak bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir. KRK vakalarinin yaklasik

%20's1 primer tan1 aninda bile uzak metastaz ile bagvurmaktadir (9).

Ileri evre KRK tanis alan hastalarin yaklasik %60'inin 5 yil iginde uzak metastaz
gelistirdigi tahmin edilmektedir (10). Karaciger metastazlari, KRK'daki tim uzak

metastaz yerlerinin yaklagik ticte birini olusturur (3,10). Uzak yayilmanin bir bagka ygin



bolgesi peritondur ve yaklasik dort hastadan biri hastalik sirasinda periton karsinomatozu
gelistirmektedir. Onemli olarak, PK hastaligin ge¢ bir evresini yansitsa da sadece az
sayida hasta senkron veya metakron hematojen, yani karaciger metastaz1 ile

basvurmaktadir (3,5).

Mikro-RNA (miRNA, miR), protein kodlayan genlerin ekspresyonunun
yarisindan ¢ogunda modiilasyonundan sorumlu olan kodlamayan RNA'lardir (11).
miRNA'larin en 6nemli 6zelliklerinden biri, tek bir miRNA'nin 200'e kadar mRNA'y1
hedefleyebilmesi ve farkli miRNA'larin aynit mRNA hedefini modiile edebilmesi gibi
coklu hedef potansiyellerinden olusur ve kanser ile iliskisi ortaya konmustur (12).
Heublein ve ark (13), primer timoriin kok hiicre ozelliklerinin metastaz yolunu
yonlendirebilecegini vurgulamistir (7, 13). Karacigere yayilacak olan KRK'lar, belirgin
bir kok hiicre benzeri immiino-fenotip sergilerken, peritona metastaz yapacak olanlarda
goriilmemektedir (7). Sadece PK gelisen fakat hematojen metastaz gelismeyen primer
KRK vakalarinin dissemiasyon i¢in gerekli kok hiicre 6zelliklerinden yoksun oldugu
varsayllmistir. Ancak bu fenomen tam olarak aydinlatilamamaistir. Dolayisiyla Heublein
ve ark. primer timoér dokusunun miRNA profili, KRK'da senkronik veya metakronik
metastatik yayilma yerinin belirlenmesi ile potansiyel olarak iligkili olan miRNA'lar1
tanimlamak i¢in kullanilmistir (13). Sonug¢ olarak, bahsedilen literatiir ¢alismasi,
kolorektal kanser primer tiimér dokusunun miRNA ekspresyonunun, senkron veya
metakron metastatik yayilma yerini tahmin edebilecegini bulmustur (13). Ayrica, ilk tani
sirasinda veya takip sirasinda peritoneal karsinomatoz tanisi konan KRK olgularinda hsa-
miR-31-5p'nin asir1 eksprese edilebilecegi belirlenmistir (14). Bununla birlikte, miR31'in,
epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve hematojen metastatik yayilmada 6nemli bir rol

oynadig1 bilinen bir kinaz olan c-MET 'in ekspresyonunu bastirdig1 gosterilmistir (15,16).

KRK’ya bagli PK prognozu mevcut tedavilere ragmen tatmin edici diizeyde
degildir. Dolayisiyla, caligmamizda elde ettigimiz (MAP Kinaz yolagi mediatorleri
KRAS, NRAS, PI3K yolagi tiriinlert AKT) ve bunlar ile iligkili miRNA’lar KRK’ya bagl
peritoneal kanser ve karaciger kanserinin erken tanisinda ve tedavisinde yardimci
olabilecektir. KRK’da peritoneal kanser ve karaciger metastazindaki iliskili miRNA’lar
degerlendirildi. PK ve karaciger metastazinda miRNA’lar arasinda korelasyon olup
olmadig1 ispatlanmaya calisildi. Ayrrica AKT ve miRNA’lar arasinda etkilesimin

degerlendirilmesi planlandi. Bu sekilde literatiire 6zgiin katkilar1 saglayabilecek ve



literatlire yeni aday biyomarker sunulmasi hedeflendi. Ayrica bu proje sonuclarinin
alinmasi ile kolorektal kanserin molekiiler biyolojisi daha iyi anlagilmis olacak ve baska
projelere de Onciiliik edilecektir. Ayn1 zamanda elde edilen sonuglarin kullanilmasiyla

ileride peritona metastazli kolorektal kanserlerde tedavi yollar1 gelistirilebilecektir.



2. GENEL BILGILER

Saglam cerrahi karar verme ve ameliyat planlamasi, sonuglar ve performansta
miikkemmelligin temel taslaridir. Patolojik siire¢ bilgisinin dtesinde, hastalik veya islev
bozuklugundan etkilenen bolgenin anatomisi ve fizyolojisinin  derinlemesine

anlasilmasini gerektirirler.

2.1. KOLON EMBRIiYOLOJiSi

Gastrointestinal sistem embriyolojik olarak, tiibiiler bir yapiya katlanan viseral ve
torasik organlarin ilgili epitelyal ve parankimatéz dokularini olusturmak iizere 6n
bagirsak (foregut), orta bagirsak (midgut) ve arka bagirsak (hindgut) olarak farklilasan
endodermden tiiretilir (17). Kas ve bag dokusu bilesenleri mezodermden elde edilir.
Endodermin her iki ucunda ektoderm ile baglantiyr saglamak i¢in fiizyon bolgelerinin
olusmas1 gerekir. Sefal agiz ucunda yer alan stomatodeum; kaudat aboral ucunda
proctodeum bulunur. Embriyonik midgut, hindgut ve kloak gelisimi gebeligin dérdiincii
haftasinda baslar. Bu embriyolojik yapilarin her biri biiyiik bir vaskiiler pedikiil tarafindan
saglanir ve ¢evresinde bliylir; bunlar daha sonra tamamlanmig anatomide 6nemli noktalar
haline gelir. Ince bagirsak epiteli, apendiks, ¢ikan kolon ve transvers kolonun proksimal
ticte ikisi orta barsaktan kdken alir. Midgut’in vaskiiler beslenmesi superior mezenterik
arteri (SMA) olusturur. Gebeligin altinci haftasinda, midgut gegici olarak karin
boslugunun disinda fitiklasir ve SMA ¢evresinde saat yoniiniin tersine 270° doner; daha

sonra 10. haftada karin bosluguna geri doner (18).

Inferior mezenterik arter (IMA), distal transvers kolonun, inen ve sigmoid
kolonun, rektum ve proksimal aniisiin kaynagi olan hindguta kan beslemesini saglar.
Distal aniis ektodermden kdken alir ve kan beslemesini internal pudendal arterden alir.
Dentate (disli) ¢izgi, endoderm temelli hindgut ile ektodermal anal kanal arasindaki

ayrimi isaretler (18).

2.2. KOLON ve REKTUMUN ANATOMISI

Kolon yaklasik 150 cm uzunlugundadir. Bununla birlikte, kolonoskopi sirasinda
aletin yerlestirme uzunlugu, oryantasyon i¢in olduk¢a giivenilmez bir parametredir ve

ayn1 yer i¢in yerlestirme ve geri ¢ekme sirasinda oldukga farkli olabilir; bu nedenle,



cerrahi rezeksiyondan once bir patoloji bolgesinin dogru tanimlanmasi i¢in daha kesin
isaretler veya tatuaj (dovme) gereklidir. Kolon ¢ap1 ¢ok degiskendir ancak genellikle
cekumda (6 ila 8 cm) en bliyligiidiir ve sigmoid kolona (2,5 ila 4,0 cm) dogru olan seyri
boyunca azalir. Daha kiigiik liimen ile birlikte sol taraftaki daha bi¢imli gaita ve genel
olarak daha yiiksek bir patoloji (neoplazma, divertikiilit) insidansi, sigmoid kolonda sik
gorillen bir kalin bagirsak tikanikligi noktasi haline getiren faktorler arasindadir.
Koloanal anastomoz i¢in dar bir sigmoid kullanimi yeterli depolama kapasitesinden
yoksundur ve yiiksek frekansli bagirsak fonksiyonu ile iligkilidir (low anterior rezeksiyon
sendromu); daha diisiik basingli bir rezervuar olusturulmasi (6rnegin, bir kolonik J pos
araciligiyla) savunulmaktadir ve ilk 12 ila 24 ayda faydali oldugu kanitlanabilmistir.
Kolon duvar1 bes katmandan olusur: mukoza, submukoza, muskularis propria, adventisya
ve serosa. Klinik bir ortamda, duvar mimarisi en iyi endorektal veya endoskopik
ultrasonografi araciligiyla goriintiilenebilir. Bes ayr1 katman, esmerkezli halkalar olarak
ayirt edilebilir: arayliz/temas bolgesi (i¢ beyaz), mukoza ve muskularis mukoza (i¢ siyah),
submukoza (orta beyaz), muskularis propria (dis siyah) ve adventisya/yag (dis beyaz). En
giiclii tabaka submukozadir, bunu belli bir mesafeden takip eden muskularis propria, her
ikisi de yeterli giicli saglamak i¢in herhangi bir bagirsak anastomozuna dahil edilmelidir.
Bagirsak duvarina tiimor invazyonunun derinligi esastir. T evresi i¢in ve Amerikan
Kanser Ortak Komisyonu (AJCC) tarafindan TNM sistemine gore kolon kanseri

evrelemesinin ayrilmaz bir pargasidir (18).

Ince bagirsagin aksine, kolorektal mukoza herhangi bir villus olusturmaz, ancak
arka arkaya dizilmis ve tek sira silindirik hiicrelerle kapli kriptlerden olusur. i¢ ice gecmis,
rektuma dogru sayilar1 artan, mukus iireten kadeh hiicreleridir. 4 ila 8 giin i¢inde, yeni
hiicrelerin bazal membraninda yapildig1 ve yiizeye gog ettigi sonunda dokiildiikleri dogal
bir hiicre dongiisii vardir. Saglikli kosullar altinda, kriptler arasindaki interstisyum ¢ok
incedir ve yalnizca sinirl sayida hiicre igerir, bunlarin hi¢biri polimorfoniikleer beyaz kan
hiicreleri i¢cermemektedir. Tenia coli, haustra ve apendiks epiploikalar1 kolonun
tanimlayici 6zellikleridir. D1g uzunlamasina kas, tiim kolonun 6n duvari boyunca hareket
eden {i¢ tenia koliye ayrilir. Tenia apendiks tabaninda cekumda birlesir, rektumda genisler
ve birlesir. Divertikiilit icin sigmoid rezeksiyon sirasinda, tenyalarin yaklasmasi, elde
edilmesi gereken minimal distal rezeksiyon siirini isaret eder, aksi takdirde tekrarlayan
atak riski ¢ok daha yiiksektir. Kolonik haustra, kolonun karakteristik sakkiiler (keseli)

kaba gorlinimiiyle sonuglanan fonksiyonel segmentasyonlaridir. Radyolojik



goriintiilemede, kolonun bu haustrasyonu, plika sirkiilerleri ve daha az ¢ap varyasyonu
gosteren ince bagirsaktan ayirt edilmesini saglar. Bununla birlikte, kullanilmayan
(diversiyon) kolit veya "yanmis" iilseratif kolitin karakteristik olarak haustra kaybina
(kursun boru goriiniimii) yol agtigina dikkat edilmelidir (18). Dis kolon yiizeyi, seroza
kapli sapli yag yastik¢iklart olan degisen derecelerde apendiks epiploikalarina sahiptir;
bunlar en ¢ok sol kolonda yaygindir ve tamamen intraperitoneal kolon segmentlerinde
(transvers ve sigmoid kolon) daha belirgindir vee hastanin viicudunu ve yag habitusunu
yansitir. Bu apendikslerin iltihaplanmasi, torsiyonu veya iskemisi (karakteristik olarak
orta yasgh bireylerde) bazen ani baslangicli yaygin veya lokal karin agrisi ile epiploik
apandisit ile sonuclanabilir ve diger ayirict tanilar arasinda akut apandisit veya
divertikiiliti taklit edebilir. Bununla birlikte, bilgisayarli tomografi (BT) bir taramada, hig
veya ¢ok az kolonik duvar kalinlagmas1 yoktur, ancak karakteristik olarak parakolonik,
parakolik yag biikiimlii bir parakolonik, kenarla giiclendirilmis oval yap1 vardir (18).
Patoloji, genellikle 5 giin i¢inde diizelen ve herhangi bir cerrahi miidahale gerektirmeyen,

kendi kendini sinirlayan bir siirectir (Sekil 1) (19).

Rektum, kalin bagirsagin son ve kismen ekstraperitoneal segmentidir. Periton,
rektumun {ist 1/3'linii 6n ve lateral yonlerinde kaplar ve 6ne dogru orta 1/3'e uzanir, alt
1/3'i 1se tipik olarak tamamen ekstraperitonealdir. Rektumun tam uzunlugu cesitli
sekillerde tanimlanmistir. Eski (¢linkili ¢ok degisken) tanimlar, peritoneal refleksiyonun
konumunu (bireysel rektumun kendi etrafinda degisen ve drnegin rektal prolapsus, tipik
olarak pelvik tabanda cok diisiiktiir veya sakral promontoryum seviyesindedir (rektum

harekete gegtiginde degisir).

Cerrahi bir bakis acisindan, kabul edilebilir sadece iki tanim vardir. Sigmoid kolon
ile rektumun baglangic1 arasindaki en iyi sinir, ii¢ kolonik tenyanin birlestigi (rektum)
noktadir. Bu sadece intraoperatif olarak goriintiilenebildiginden ve tedavi kararlar
ameliyattan once verilmesi gerektiginden ve rektum ile sigmoid/kolon kanserleri i¢in

farkli oldugundan, rektum sadece uzunluk ile de tanimlanabilir (17,19).

Lokal olarak ilerlemis rektum kanserleri, 6nce cerrahi ile tedavi edilen sigmoid ve
diger kolon kanserlerinin aksine, genellikle neoadjuvan kemoradyoterapi ile tedavi edilir.
Bu nedenle Ulusal Kanser Enstitiisii (The National Cancer Institute), rijit sigmoidoskopi

ile olgtildiigi tizere rektumu anal sinirdan 12 ila 15 ¢cm arasi olarak tanimlamistir (23).



Rektum diiz bir tlip degildir, ancak retrograd yonde yukarida posterior bir egri ile
baslar. puborektal aski (anorektal ac1), ardindan sakrumun i¢biikkey 6n yiizeyini buruna
dogru takip eder, pelvik giriste keskin bir a¢1 olusturmadan 6nce (rektosigmoid ac1) enine

yonde {i¢ fonksiyonel kivrimla (Houston valfleri) kesilir (19) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kolon ve rektum anatomisi (19)

Ayrica, tipik olarak siki pelvik tabanin tizerindeki agilar, rektal yabanci cisimlerin
uclar1 anal kanalin 6tesine gectiginde neden kaybolduklarna ve tipik olarak disari
cikmadiklaria dair bir agiklama saglar: donerler ve dolayisiyla farkli bir yonde sikisirlar.
Cerrahiden ve hastalik davranisi perspektifinden bakildiginda, rektal anatomi ile ilgili
neredeyse higbir sey, dogru bir cerrahi diseksiyonun anatomik isaretlerini temsil eden
pelvik fasyalarin tam olarak anlagilmasi kadar dnemli degildir. Bu gergin fibr6z doku
diizlemleri mezorektal fasya gibi temel pelvik kompartmanlari tanimlar. Mezo-rektal

fasya (rektumun fasya propriasi), rektal neoplazmlarin yayilmasi i¢in asilmaz olmasa da



onemli bir sinir1 temsil eder. Total mezorektal eksizyon (TME) sirasinda bu bolmenin
biitiinliigliniin korunmasinin, gelismis cerrahi teknigin ve sonucun kilit unsuru oldugu
gosterilmistir. Kilifin hasar gérmesi, bélme biitiinliigiinii bozar ve kanser hiicrelerinin ya
cikarilmamis halde kalmasina ya da ameliyat1 kontamine etmesine izin verir, dolayisiyla
lokal niiks riskini artirir. Amerikan Patologlar Koleji (College of American Pathologists)
tarafindan belirtildigi gibi, patolog, fasyal biitiinliikk agisindan bir rezeksiyon orneginin
kaba goriinimiinii degerlendirmede 6nemli bir rol oynar. Endopelvik fasya tiim pelvisi

kaplar ve avaskiiler bir areolar boslukla ayrilan bir viseral ve bir parietal yapraktan olusur.

Posterior tarafta, visseral fasya (fasya propria), rezeke edilen drnekte diiz, parlak
ve simetrik bir goriiniime sahip olmasi gereken ve bilobar yagli konveksiteye sahip olmasi
gereken mezorektumu sarar. Endopelvik fasyanin parietal tabakasi (presakral fasya)
sakrumu, orta sakral arteri (aortik bifurkasyonda posterior dali)) ve rektumun
mobilizasyonu ¢ok posteriorda gergeklestirilirse potansiyel ciddi pelvik kanama kaynagi
olan presakral venleri kapsar (19). Iki fasya tabakasi koksiksin birkag santimetre iizerinde
birlesir ve Waldeyer fasyasini olusturur. Rektumun pelvik taban seviyesine tam
mobilizasyonu Waldeyer fasyasinin rektumun arkasinda keskin bir sekilde ayrilmasini
gerektirir. On tarafta, Denonvilliers fasyasi, peritoneal refleksiyonda baslayan ve
rektumun oniindeki boslugu sirasiyla prostat/seminal vezikiiller veya posterior vajinadan
ayiran ekstraperitoneal bag dokusu tabakasidir (17,19). Lateral diizlemde, rektum bu
kadar net bir ayirma tabakas1 gostermez, ancak hipogastrik ve pelvik sinirleri igeren bag
ve yag dokusu ile pelvik yan duvarlardan kaynaklanan hipogastrik kan damarlar ile
cevrilidir. Bir bagin histolojik 6gelerine sahip olmamasina ragmen, bu doku- 6zellikle
eski terminolojide- "lateral baglar" olarak anilirdi. Rektumun {ist ve orta seviyesindeki
mezorektum 6nemli bir kesit hacmine sahip olmasina ragmen, pelvik tabana yaklastikca
distal iigte birlik kisim daralir. Mezorektumun parietal fasya icinde IMA'nin terminal
dallar1 ve siirli sayida lenf nodu vardir; normal sartlar altinda, bu lenf diiglimleri 4 ila 5
mm'den kiigiiktiir ve tipik olarak kesitsel goriintiilemede (endorektal ultrasonografi, MRI
veya BT gibi) cevreleyen yagdan ayirt edilemez. Inflamasyon ve metastatik hastalik
boyutu ve ekojeniteyi artirir. Rektum kanseri igin tedavi oncesi evreleme sirasinda lenf
diiglimlerinin (su igerigi) daha fazla saptanabilir olmasini saglar. Pozitron emisyon
tomografisi (PET) hiicre metabolizmasinda artan aktiviteyi saptayabilir (18F-
florodeoksiglukoz (FDG) alim1) ancak genellikle lokal hastaligin degerlendirilmesinden

cok uzak metastatik hastaligin saptanmasi iizerinde daha biiyiik bir etkiye sahiptir.



Ust ve orta rektumda dogru fasyal tabakalarin ve alt kissmda Waldeyer ve
Denonvilliers fasyasinin belirlenmesi, dogru bir TME gerceklestirmek i¢in kritik dneme
sahiptir. Bu spesmen-odakli teknik, mezorektal zarfin areolar doku boyunca ve pelvik
tabana dogru direkt goriis altinda keskin bir sekilde diseksiyonunu igerir, bu sayede
bilateral hipogastrik sinirler fasya propriadan hafifce saptirilir. TME teknigi, 1979'da bu
avaskiiler diizlem olarak adlandirilan Heald tarafindan “Kutsal Rektal Cerrahi Diizlemi”
olarak miikemmellestirildi ve desteklendi (20). Radyasyon eklenmeden, bu teknigin tek
basina uygulanmasi, yerel niiks oranini %28'den %8'e (21) ve Isve¢ Rektum Kanseri
Denemesinin asagidakilerin radyasyonun eklenmesiyle elde edebildiginden daha benzer
hatta daha iyi bir biiytlikliikte diisiirdii (radyasyon + cerrahi ile %11, tek basina cerrahi ile
%27) (22). Ayrica, hipogastrik sinirler genellikle goriiniir ve presakral fasyanin tistiinde
korundugu i¢in diseksiyon diizlemlerine saygi gdsterilmesi otonom sinirler tizerindeki
olumsuz etkiyi en aza indirir, dolayisiyla cinsel ve mesane islevi iizerindeki olumsuz
etkiyi sinirlandirir. Cevresel radyal sinir, rektum kanseri tedavisinden sonra lokal niiks
icin 6nemli bir prognostik faktor olarak kabul edilmistir. Pelvik MRG, bu amag i¢in tercih
edilen goriintileme araci olarak geligsmistir oysa ultrasonografi T diizeyinin
degerlendirilmesinde tercih edilmeye devam etmektedir. Tekniklerin hi¢biri (BT, MRI,
ultrasonografi, PET) nodal tutulumu degerlendirmede iistiinliikk gostermemistir. PET
taramalari, uzak metastazlarin saptanmasi ve skar dokusu ile lokal niiks arasindaki farkin

saptanmastyla ilgilidir.

2.2.1. Kolorektal Arteryal Dolasim

Kolona kan beslemesi tamamen viseral arterlerden (iist ve alt mezenterik arterler)
kaynaklanir ve portal ven sistemine akar (Sekil 2.1). Buna karsilik, rektum ayrica somatik
dolasimdan ve somatik dolasima kan temininin Onemli bir bilesenine sahiptir.
Embriyoloji boliimiinde bahsedildigi gibi, sag taraftaki kolon, splenik fleksuraya yakin
bir “watershed” (su havzasi) alanmina kadar arteriyel kan akisiii SMA'dan alir.
Pankreatikoduodenal dallardan sonra, SMA'nin bir sonraki ve ikinci dali, transvers
kolonu besleyen midkolik arterdir, yani paradoksal olarak, daha proksimalde yer alan ince
barsak ve sag tarafli kolon segmentleri SMA'dan daha uzak arteriyel dallara ayrilir.
Onemli o&lgiide degiskenlik gdsteren, SMA'min kolonik dallar1 ileokolik arteri
(appendikiiler arter dahil), sag kolik arteri ve daha once bahsedilen orta kolik arteri igerir

(17).



IMA, splenik fleksura “watershed” alanindan rektuma ve aniisiin bir kismia
kadar sol kolonu besler. IMA sol kolik artere (splenik fleksura ve sol kolonu besleyen),

rektosigmoid ve proksimal aniise giden superior hemoroidal/rektal artere ayrilir.

Stiperior ve inferior mezenterik arter sistemleri, degisken giicte sinirli sayida
kollateral araciligiyla baglanir: Riolan arki iist ve alt mezenterik arterleri daha merkezi
olarak birbirine baglarken, marjinal arter kolonun kenarma yakin ¢alisir (19). Nispeten
sinirlt kollaterilazyon nedeniyle, “watershed” iki ana arteriyel besleme alaninin ara
yiiziinde bulunur ve iskemik olaylar i¢in karakteristik yerlerdir: en {nliisii splenik
fleksuradadir: Drummond'un marjinal arterinin kii¢ilk ve ince oldugu (veya bazen
bulunmadigi) SMA ve IMA arasindaki havza alanini yansitan Griffith noktasi’dir. Dar
kan akimi nedeniyle splenik fleksurada transvers kolostomi olusturmamak onemlidir.
Tarihsel 6nemi olan Sudeck, rektosigmoid kavsakta iskemiye yatkin olabilecek kritik bir
noktay1 (1906) tanimladi; ancak 1956'da Griffith, iki sistem arasinda kollateral oldugunu

gostererek bunu clirlitmiistiir (18).

Rektum {i¢lii bir arteriyel beslenmesi vardir ve bu nedenle iskemiden ¢ok daha az
etkilenir. IMA'nin bir dal1 olan superior hemoroidal/rektal arter, rektumun ana arteriyel
kaynagidir. Orta ve alt hemoroidal/rektal arterler distal rektuma ve aniise ulagir. Her ikisi
de internal iliak arterden, ya dogrudan (orta) ya da Alcock kanalindan (inferior) gegen
internal pudendal arter yoluyla dolayl olarak koken alirlar. Periferdeki vendz harita
arteriyel beslemeyi takip eder, ancak viseral kan akis1 portal sistem yoluyla karacigere
yonlendirildigi icin merkezi olarak belirgin bir farkliliga sahiptir. Inferior mezenterik
venin (IMV) seyri IMA'dan farklidir ve pankreasin alt kenarindaki splenik vene drene
olur. Superior mezenterik ven splenik ven ile birleserek portal veni olusturur. Rektumun
vendz drenaji hem visseral hem de sistemik bir patern izler: siiperior hemoroidal ven
inferior mezenterik vene akar, orta ve alt hemoroidal venler ise internal iliyak venden

inferior vena kavaya ve sistemik dolasima akar.
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Sekil 2.1. Kolon ve rektumun arteriyal dolagimi (17)

2.2.2. Kolorektal Lenfatik Dolasim

Lenf drenaji, iliskili lenf diiglimleri ile birlikte vaskiiler anatomiyi takip eder.

Lenfatik pleksus submukozada baslar ve bagirsak duvarinin subserozasina kadar uzanir

(17). Kanser vaskiiler veya lenfatik yapilara erisim yoluyla yayildik¢a, bu “kanserli”

polipi olan hastalarin tedavisi i¢in 6nemlidir. Bagirsak duvarina kanser invazyonunun

derinligi (T evresi), nodal hastaliga sahip olma olasilig1 ile dogrudan iliskilidir. Bir pT1

kanseri (submukozayi istila eder, ancak muskularis propria'y1 isgal etmez) %7 ila %10'luk

bir lenf nodu metastazi riski tasir. Sapin tabanina ulagsmayan sapli polipteki kanser daha

diistik risk tasirken, diiz, “kanserli” bir polip hemen lenf damarlar1 seviyesindedir ve

uygun risk analizi gerektirir. Sirasiyla parakolik veya mezorektal lenf diigiimleri birinci

seviyedir; bununla birlikte, lenf nodu seviyeleri sorunsuz bir sekilde paraaortik lenf
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nodlarma ve rektum durumunda ayrica lateral pelvik yan duvar lenf nodlarina gegtigi i¢cin
kesin bir siir yoktur (18). Viseral lenf damarlar1 agi, diger anatomik bolgelerdeki kadar
kesin bir sekilde organize degildir ve bu nedenle daha az tahmin edilebilirdir. Meme
kanseri veya melanom ile ilgili olan sentinel lenf diiglimii kavramina iliskin olarak, bu
0zel yoniin kabul edilemez derecede yiiksek bir yanlis negatif oraninda yansitildigi
goriilmektedir. Bu nedenle, diger kanserler i¢cin kullanilan metodolojinin kolorektal
kanser i¢in herhangi bir ¢ekis kazanmamis olmasinin temel nedenlerinden biridir (20).
Onkolojik bir rezeksiyon, tedavi ve prognostik yonler i¢in ilgili lenf diiglimlerinin yeterli
sekilde ¢ikarilmasini saglamalidir. Tiimoriin uygun evrelemesini belirlemek icin en az 12
lenf nodu (LN) incelenmeli ve rapor edilmelidir (her vaskiiler segment i¢in). Cok az
istisnalar diginda (6rnegin, radyasyondan sonra), daha az sayida LN, yetersiz bir cerrahi
veya patoloji analizini temsil edebilir. Her iki eksiklik de sorunludur, ¢ilinkii bunlar ya
lokal niiks riskini arttirir ya da potansiyel olarak tiimoriin evresinin altinda kalir; ek lenf

diigiimlerinin ¢ikarilmasi ve incelenmesi evre gociline neden olabilir.

2.3. KOLON FiZYOLOJiSi VE METABOLIZMASI

Kolon, besin maddelerinin emilimine katkida bulunmaz. iki temel islevi, viicut
atiklar i¢in gegici bir depolama alani olarak hizmet etmek ve su ve enerjiyi korumaktir.
Kolon, suyu ve bazi elektrolitleri (digerlerinin karsiliginda) ve ayrica kolonositler igin
enerji tagtyicilarini emer (23). Kolon, ortalama olarak, terminal ileumdan 600 ila 1.000
mL (bazen 2 L'ye kadar) atik alir ve %60 ila 90'in1 yeniden emerek gaitada 100 ila 300
mL su birakir. Molekiillerin viicudun diger transmembran translokasyonlarinda oldugu
gibi, kolonik mekanizma da hiicre zar1 boyunca bir elektro-kimyasal gradyan ile
sonuclanan iyon konsantrasyonlarindaki pasif veya aktif enerji odakli farkliliklarin bir
kombinasyonuna dayanir (23). Kolonositlerin bazolateral tarafinda (interstisyel bosluga
ve kan damarlarina yonelik), bir Na+/K+-ATPase pompasi potasyum alimiyla aktif olarak
sodyumu hiicreden disar1 pompalar. Sonu¢ olarak, kolonositler, barsak liimenine
yonlendirilen apikal membranda sodyum iyonlar: elektrokimyasal gradyani takip edecek
ve sodyum kanallarindan hiicreye difiize olacak sekilde diisiik hiicre i¢i sodyum
konsantrasyonunu korurlar. Sodyum hiicre i¢ine diflize olurken, su onu takip eder ve
dolayisiyla gaitadan emilir (23). Sodyum alimimnin iki ek mekanizmasi, Na+/H+ ve Cl—
/HCO3- degisimi ve Cl-/butirat degisimidir (23). Hayvanlarda, bir Na+/H+ ve CIl-

/HCO3- degisimi, kolonositin apikal yiizeyinde bulunur ve net sodyum emilimini saglar.
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Sodyum ve kloriir, HCO3— ve H+'nin liimene atilmasi karsiliginda elektrolite 6zgii
kanallar tarafindan hiicre igine emilir. insan hiicre fizyolojisinin hayvan modelleriyle
karsilastirilabilir olup olmadiginin belirlenmesi gerekecektir. Kistik fibroz transmembran
iletkenlik diizenleyicisi (CFTR), Cl-'nin fizyolojik ve sekretagog kaynakli sekresyonunda
yer alan bir protein kanalidir. Kistik fibroz hastalarinda kloriir salgilama yetenegi azalir
veya yoktur ve ¢esitli organ sistemlerini etkiler. Gastrointestinal sistemde yenidoganlarin

%10'unda mekonyume-ileus ve ileri yaslarda mekonyum esdegeri ile sonuglanir.

Cl-/biitirat degisimi, sodyum emilimini uyardigina inanilan kisa zincirli yag
asitlerine (KZYA’lar) dayanir (17,23). Biitirat ve kloriir membran boyunca emilirken
bikarbonat salmir. Ozellikle aldosteron mevcut oldugunda, liimen atiklarinin
absorpsiyonu giinde 5 ila 6 L'ye kadar arttirilabilir. Aldosteron, artan sodyum/su
absorpsiyonuna izin veren kolonosit membranindaki sodyum kanallarinin
upregiilasyonunu uyarir (23). Kolonosit, enerjisinin %60'in1 liimen i¢i bakterilerle
simbiyotik bir iliski i¢inde liimen igeriginden alir. Kolon, kolonik metabolizmada
(mikrobiyom) temel bir isleve hizmet eden 400'den fazla bakteri tiirii ile kolonize
edilmistir. Bir gram 1slak gaitada 102 bakteri bulunur. Bakterilerin ¢ogu anaerobtur,
ancak aeroblar, gram pozitif ve gram negatif bakteriler de vardir. Bacteroides kolonda en
sik goriilen anaerob bakteri ve Escherichia coli kolondaki en yaygin aerob bakteridir. Bu
bakteriler, ¢oziinmeyen karbonhidratlar1 fermente ederek, kolonosit i¢in birincil enerji
kaynagi olan KZYA 'lar1 olusturur. Asetat, propiyonat ve biitirat birincil KZYA 'lardur.
Biitirat, kolondaki tiim KZYA 'larin sadece %20'sini olusturmasina ragmen, kolonosit
icin ana enerji kaynagidir (23). Ayrica, butiratin kolonik inflamasyonu ve karsinogenezi
inhibe ettigi, kolon mukozasinda oksidatif hasar1 azalttigi ve kolonosit biliylimesi ve
farklilasmasina yardimci oldugu disiiniilmektedir (17,23). Fekal diversiyonunun bir
sonucu olarak KZYA 'larin yoklugu, mukozal biitiinliigiin kaybiyla mukozal biitiinliigiin

(diversiyon koliti/proktit) azalmasina yol acabilmektedir.

Cok gevsek veya cok sik gaitalama olarak tanimlanan diyare, c¢esitli nedenlerle
(6rnegin bulasici, diyet, toksik, farmakolojik, igsel/enterohumeral, hipermotilite)
tetiklenebilir. Bunlar, artan motilite, kolonun tiikenmis emilim kapasitesi (asir1 miktarda
ince bagirsak atiklarindan dolay1), yetersiz absorpsiyona karsi artan kolonik sekresyon
veya fiziksel mukozal gibi bir dizi izole dengesizlik veya daha siklikla bunlarin

kombinasyonlari ile sonucglanir (23). Istya dayanikli enterotoksinler, transmembrandz
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reseptor guanilil siklaz C'yi uyarabilir ve salgisal diyareyi tetikleyebilir. Clostridium
difficile'nin toksin iretmeyen filamentleri kommensal kolonik bakterilerdir. Bununla
birlikte, toksin A (enterotoksik) ve/veya B (sitotoksik) iireten viriilent zincirlerin
edinilmesi, asemptomatik tasiyicidan morfolojik anormalligi olmayan kronik diyare,
psddomembrandz kolit veya Olimciil fulminan kolite kadar genis bir klinik sunum

yelpazesine neden olabilir.
2.4. KOLOREKTAL KARSINOM

2.4.1. Giris

KRK teshisi her yil 1,2 milyondan fazla hastaya konulmakta ve 600.000'den
fazlas1 bu hastaliktan 6lmektedir. Insidans, kiiresel olarak biiyiik 6l¢ciide degisir ve bati
yasam tarzinin unsurlariyla yakindan baglantilidir. Insidans cinsiyete gére benzerdir ve
yasla birlikte giiclii bir sekilde artar; ortanca tan1 yasi, gelismis tilkelerde yaklasik 70'tir.
Giglii kalitsal bilesenlere ragmen, cogu kolorektal kanser vakasi sporadiktir ve adenom-
karsinom dizisi boyunca birkag yil iginde yavas gelisir. Tedavinin temel taslar1 cerrahi,
neoadjuvan radyoterapi (rektum kanserli hastalar i¢cin) ve adjuvan kemoterapi (evre III/TV
ve yiiksek riskli evre II kolon kanseri hastalar i¢in). 5 yillik rolatif sagkalim, evre I
hastalig1 olan hastalarda %90'dan fazla iken, evre IV hastalig1 olan hastalarda %10'dan
biraz fazladir. Taramanin kolorektal kanser insidansini ve mortaliteyr azalttig

gosterilmistir, ancak ¢ogu iilkede organize tarama programlar: hala uygulanmamaktadir
(24).

2.4.2. Epidemiyoloji

KRK Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yilda en yaygin ii¢lincii kanser ve
kansere bagli 6liimiin tliclincii en yaygin nedenidir. 2014-2019 yillarinda, yillik insidansi
36,5/100000°dir (Erkek/Bayan 42,1/31,6). Mortalite oranlar1 agisindan kabaca
13,4/1000°dir. ABD’deki cinsiyete gore secilmis kanserler igin insidans oranlarindaki

egilimler Sekil 2.3’de gosterilmistir (1).
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Sekil 2.3. Cinsiyete gore secilmis kanserler i¢in insidans oranlarindaki egilimler,
Amerika Birlesik Devletleri, 1975ten 2018'e kadar. Oranlar, 2000 ABD standart
poplilasyonuna gore yasa ve raporlamadaki gecikmelere gore ayarlanmistir. *Karaciger,

intrahepatik safra kanalin1 igerir (1).

KRK insidans paternleri cinsiyete gore benzerdir ancak yasa gore farklilik
gosterir; 2014'ten 2018'e kadar olan oranlar 50 yas ve iizerindeki kisilerde yilda yaklasik
%?2 azalirken, 50 yasindan kiiglik yetiskinlerde yilda %1,5 artar. Tarama cagindaki
yetiskinlerdeki diisiisler 1980'lerin ortalarinda basladi ve 2000'li yillarda yaygin
kolonoskopi aliminin ardindan hizlandi. Amerika Birlesik Devletleri'nde ve diger bazi
yiiksek gelirli lilkelerde geng eriskinlerde 1990'larin ortalarindan bu yana artan insidansin
nedenleri bilinmemektedir, ancak biiyiik olasilikla 1950 dolaylarinda dogan nesillerle
baslayan yasam tarzi maruziyetleriyle ilgilidir. ABD’de tanida irk ve evreye gore secilmis

kanserler i¢in bes yillik goreceli hayatta kalma Sekil 2.4°de gosterilmistir (1).
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Sekil 2.4. Tanida 1rk ve evreye gore se¢ilmis kanserler i¢cin bes yillik goreceli hayatta
kalma, amerika birlesik devletleri, 2011-2017. beyaz ve siyah irk kategorileri hispanik
etnik kokene ait degildir (A). Se¢ilmis kanserler i¢in irklara gore evre dagilimi, amerika
birlesik devletleri, 2014 - 2018. Beyaz ve siyah irk kategorileri hispanik etnik kdkene
gore degildir. Evre kategorileri, tiim vakalar1 asamalandirmak icin yeterli bilgi

bulunmadigindan %100'e esit degildir (1).

2.4.3. Risk Faktorleri

Diinya capinda, KRK’dan muzdarip olma olasilig1 yaklasik %4-5'tir. Ayrica,
birgok kisisel 6zellik veya alisgkanlik, polip veya kolorektal kanser gelistirme sansini
artirdigi i¢in risk faktorleri olarak kabul edilir. KRK i¢in ana risk faktorii yastir: yasamin
besinci on yilindan sonra, KRK gelistirme riski belirgin sekilde artarken, elli yasin
altindaki kolorektal kanserin baslangici nadirdir (kalitsal kanserler disinda) (25). Yasa ek
olarak, degistirilemeyen baska dogal risk faktorleri de vardir. Kisisel bir kolorektal kanser
veya inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) dykiisii olan—iilseratif kolitli hastalarda risk
%3,7 (25) artarken, Crohn hastaligindan muztarip kisilerde kolorektal kanser gelistirme
riski %2,5 daha yiiksektir (17) — kolorektal kanser gelisimi icin de 6nemli risklerdir.
IBH'de bulunan kronik inflamasyon siklikla displazi olarak bilinen anormal hiicre
biiyiimesi tiretir. Displastik hiicreler heniiz kotii huylu olmasalar da, anaplastik olma ve
tiimdre donilisme sanslar1 daha fazladir. Bu gruba dahil edilebilecek diger bir risk faktori,
akrabalarda, Ozellikle tan1 aninda elli yasin altindaki akrabalarda pozitif bir aile
Oykiistiniin varh@idir. Aile Oykiisii nedeniyle artan risk, kalitsal mutasyonlardan veya

¢evreden kaynaklanabilir (25).
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Yasam tarzi ile ilgili diger bazi risk faktorleri, diyet ve fiziksel aktivite
aligkanliklar1 agisindan miitevazi yasam tarzi degisiklikleri uygulanarak azaltilabilir.
Ornegin, KRK ve hareketsizlik arasindaki iliski tam olarak tanimlanmamasina ragmen,
hareketsiz bir yasam tarzinin kolorektal kanser gelistirme riskini artirabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, orta diizeyde fiziksel aktivitenin metabolik hizlar1 ve
bagirsak hareketliligini arttirdigi ve uzun vadede metabolik verimliligi artirdig1 ve kan

basincini diigiirdiigli kanitlanmistir (17).

Hareketsiz bir yasam tarzi, kolorektal kanser i¢in bir bagska 6nemli risk faktorii
olan obezite ile de iligkilidir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu artan risk hem gida alimryla
hem de kolon ve rektumdaki inflamatuar durum, insiilin direnci ve adiponektin veya
lektin gibi metabolik enzimlerin modiilasyonuna neden olarak proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmas1 yoluyla kolorektal kanser gelisimini destekleyebilen hormonal olarak aktif
bir toplam viicut yag1 bileseni olan viseral yag dokusunun artan seviyeleriyle baglantilidir
(17). Bu baglamda diyet, kolorektal kanser riski ile gii¢lii bir sekilde baglantilidir, 6yle ki
sagliksiz beslenme aliskanliklar1 kolorektal kanser gelistirme sansini %70'e kadar artirir
(17). Ornegin, kirmiz1 et, lipoperoksidasyon yoluyla kanserojen nitrozo bilesiklerinin
yani1 sira sitotoksik ve genotoksik aldehitlerin olusumunu artiran bagirsakta heme
gruplarin1 serbest birakir ve yiiksek sicakliklarda pisirilen et, sindirimden sonra
potansiyel kanserojen olarak kabul edilen heterosiklik aminler ve polisiklik
hidrokarbonlar iiretir (25). Ayrica, sigara ve alkol tiiketiminin de KRK riskini arttirdigi
gosterilmistir. Alkol tiiketimi durumunda, asetaldehit (etanoliin ana metaboliti), alkol
metabolizma enzimlerinin polimorfizmlerine bagli olarak popiilasyonlar arasinda
kolorektal kanser gelisme riskini artirarak kanserojen olarak tanimlanmistir (17). Ancak,
alkol tliketimi ile KRK arasindaki iligki heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Tiitiin
icimi ise, metabolitleri kolayca bagirsaga ulasabilen ve polip olusturabilen nikotin gibi
yiiksek kanserojen icerigi nedeniyle KRK'dan muzdarip olma sansini %10,8'e kadar
artirabilir (17). Sigara icmek KRK riskini artirsa da sigaray1 birakmis olsun ya da olmasin

sadece uzun siireli sigara igenler arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (17).

2.4.4. Kolorektal Karsinom Karsinogenezisi

KRK, kolon ve rektum olmak iizere iki tiir oldukca agresif ve yaygin kanser
tiirlinii kapsar. Diinya genelinde kolon kanseri dordiincii en yaygin malignite iken, rektum

kanseri sekizinci sirada yer almaktadir (26). Toplu olarak, KRK diinya ¢apinda en sik
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teshis edilen tiglincii kanser tiirlinii sunar ve teshis edilen tiim kanser vakalarinin %11'ini

olusturur (26). Ek olarak, KRK diinya ¢apinda en 6liimciil ikinci kanserdir (26).

KRK i¢in iki molekiiler patolojik smiflandirma tanimlanmistir (27). Kanser
Genom Atlas1 (KGA) projesi ilk olarak KRK'y1 entegre molekiiler analiz (dizi tabanh ve
dizileme teknolojileri (array)) kullanarak iki gruba ayirdi (27). ilk grup, ya kusurlu
uyumsuzluk (mismatch) onarimi (MMR) (~%13) nedeniyle mikrosatellit instabilite
(MSI) ya da DNA Polimeraz Epsilon veya Delta 1 (POLE veya POLDI) eksoniikleaz
alan1 (diizeltme okumasi) mutasyonlart (EDM) (~%3) ile ultra mutasyona ugramis
tiimdorler ile yaklasik olarak hipermutasyona ugramis tiimorlerden (~%16) olusur. ikinci
grup, hipermutasyona ugramamis tiimorler (~%84), yiiksek siklikta DNA somatik kopya
sayist degisiklikleri (SCNA'lar) olan mikrosatellit stabil (MSS) kanserler ve
Adenomatous polipozis koli (APC), Kirsten ras (KRAS), Fosfatidilinositol-4,5- Bisfosfat
3-Kinaz Katalitik Alt Birimi Alfa (PIK3CA), Kii¢iik anneler dekapentaplejik 4 (SMADA4)
ve Tiimor proteini 53 (TP53) dahil olmak iizere genlerde sik mutasyonlara sahip diizensiz

Wnt yolundan olusuyordu (27).

Ote yandan Guinney ve ark. (2016) (29) 18 farkli KRK kullanarak gen
ekspresyonu veri kiimelerini topladi ve KRK'nin dort konsensiis molekiiler alt tipini
(CMS) tanimladi: CMS1 (MSI-immiin), CMS2 (kanonik), CMS3 (metabolik) ve CMS4
(mezenkimal) (Tablo 2.1). Amerikan Ortak Kanser Komitesi'ne gére, KRK yayiliminin
derecesini belirlemek i¢in, KRK evrelemesi tiimor-lenf nodu-metastaz (TNM) sistemine

gore yapilmaktadir (29).

KRK patogenezi oldukca karmasik ve ¢esitlidir ve sporadik, ailesel ve kalitsal
dahil olmak iizere ¢esitli risk faktorleri tarafindan indiiklenir (29). Sporadik vakalar, KRK
vakalarinin %70'ini olusturur ve cevresel ve diyet faktorlerinden (sigara i¢imi, asir1 alkol
tiiketimi, hareketsiz yagam tarzi, obezite ve yag orani yiiksek ve lif oran1 diisiik diyetler)
olusur. Ailesel KRK vakalari, vakalarin %25'ini olusturur ve ailede KRK 6ykiisii olan
bireyleri etkiler (29). Son olarak, genetik veya kalitsal vakalar vakalarin sadece %5-
10'unu olusturur ve kolon poliplerinin varligina veya yokluguna gore kategorize edilir
(29). Polipozisi olan hastaliklar arasinda ailesel adenomatéz polipozis (FAP), MUTYH
ile iliskili polipozis (MAP), hamartomatdz polipozis sendromlari (Peutz-Jeghers, juvenil
polipozis (30) ve Cowden sendromu bulunurken, polipozisi olmayan hastaliklar kalitsal

nonpolipozis KRK (HNPCC); Lynch sendromu mevcuttur. Diger risk faktorleri, Crohn
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hastalig1 veya bunun gibi uzun siiredir devam eden IBH veya iilseratif kolit gibi mevcut

hastaliklarin varligini igerir.

Tablo 2.1. KKR’nin gen ekspresyonuna dayali molekiiler alt tiplerindeki biyolojik
farkliliklar (30)

Subtype Gene Expression Prognosis Reference

e  Deregulated DNA mismatch
repair, MSI and MLH]1 silencing
o  CIMP-high with common

(Mslcixfillne) sggifg!”w'"I’“"me‘-"":i ’;‘I”‘TS‘-' B-Raf Very poor survival rate after relapse
( mutations and low
number of SCNAs

. Immune infiltration and activation

»  Express epithelial signatures with
Wingless (Wnt) and MYC
CMS2 signaling activation Better survival rate after relapse in

(Canonical) »  Frequently exhibit loss of TSGs comparison to other subtypes
and overexpression of oncogenes

than the other subtypes

[4]
. Fewer SCNAs as compared to
CMS2 and CMS4
»  Epithelial signatures
CMS3 . Me_tabolic dy‘sregulati(?n . Better survival rate after relapse in
(Metabolic) variety of pathways with frequent comparison to other subtypes

KRAS mutations

»  Slightly higher presence of
CIMP-low

e  Activation of Transforming
growth factor-p (TGF-§)

e  Upregulated expression of EMT
Worse overall and relapse-free

CMS4 genes
(Mesenchymal) e  Enhanced expression of genes survival as compared to other
: regulating inflammation, matrix subtypes
remodeling, stromal invasion and
angiogenesis

CIMP: CpG island methylator phenotype; EMT: epithelial-mesenchymal transition; MSI:
microsatellite instability; SCNA: somatic copy number alterations.

Ote yandan, malign evrelere dogru ilerleyen saglikli epitelin neoplastik
doniisimiiniin baglamasina yol agan olaylarda genetik ve epigenetik degisiklikler rol
oynar; 1990'da Fearon ve Vogelstein, KRK olusumunun genetik paradigmasini
tanimladilar (5). Cok asamal1 genetik modellerinde, KRK olusumu, tiimor baskilayici gen
(TSG)'lerin susturulmasi ve onkogenlerin aktivasyonu ile ilgili anahtar genlerde birkag
genetik ve epigenetik degisikligin birikmesi nedeniyle meydana gelir (5,29). Bu
baglamda, KRK olusumu i¢in iki ana yol tanimlanmistir. Birinci yol, TSG ekspresyonunu
ve APC'yi inhibe etmeyi igerir. Bu, tiim KRK'nin %85'ini olusturur ve FAP'li hastalarin
germ hattinda mutasyona ugrar. Diger yol, MMR'de (MSH2, MLH1 ve PMS2) yer alan

proteinlerin mutasyonel inaktivasyonu yoluyladir ve tiim sporadik vakalarin ve HNPCC
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sendromunun yaklasik %15'ini olusturur (5,29). Farkli yollar, farkli genetik instabilite
modelleri, miiteakip klinik belirtiler ve patolojik 6zellikler ile karakterize edilir. Bununla
birlikte, KRK vakalarinin ¢ogu, genis bir heterozigot kayb1 (LOH) ve biiyiik kromozomal

anormallikler ile karakterize edilen kromozomal kararsizlik (CIN) yolunu takip eder (29).

APC/Wat APC

Adenokarsinom dizisini diizenleyen ii¢ yol vardir: kromozomal instabilite (CIN),

mikrosatellit instabilite (MSI) ve CpG adas1 metilator fenotipi (CIMP) hipermetilasyonu.

Sonug olarak; KRK'larin ¢ogu, adenokarsinoma doniisen adenoma gibi Oncii
lezyonlardan kaynaklanir. Ug¢ molekiiler karsinogenez yolu tanimlanmstir; (1)
kromozomal instabilite, (2) mikrosatellit instabilite ve (3) CpG adas1 metilator fenotipi
(CIMP). Prognoz, TNM evresi, tlimoriin yeri ve histolojik alt tipler dahil olmak {izere
bir¢ok faktor tarafindan belirlenir (29).
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2.4.4.1. Kromozomal instabilite: Kromozomal instabilite veya kararsizlik,
kromozomlarin tamaminin veya biiyiik boliimlerinin kazaniminda veya kaybinda 6nemli
bir artis1 ifade eder ve KRK'da en yaygin olarak meydana gelen genetik kararsizliktir.
CIN, adenokarsinom gegislerinin yaklasik %85'inde bulunur (29) ve onkogenlerin
aktivasyonu (KRAS ve BRAF), TSG'lerin inaktivasyonu (APC ve TP53) ve kromozom
18'in uzun kolu icin heterozigotluk kayb1 (18q LOH) ile karakterize edilir ve bdylece
KRK tiimor olusumunu tesvik eder (30).

Fearon ve Vogelstein (5) tarafindan tanimlanan ¢ok asamali genetik modele gore,
ilk adim APC'nin susturulmasini, ardindan adenomatéz asamada onkojenik KRAS
mutasyonlarini ve son olarak, 18q kromozomunun silinmesini ve gecis sirasinda meydana
gelen TP53'in inaktivasyonunu igerir. maligniteye (Sekil 2.5) (5,30). Ek olarak, yakin
zamanda, TGF-BR ve PI3KCA'daki genetik anormalliklerin adenokarsinom dizi

modelinde rol oynadig1 bulunmustur.

Ayrica dizi tabanli karsilagtirmali genomik hibridizasyon ve tek niikleotid
polimorfizm teknikleri tanimlanmigtir. KRK'daki tiim kromozomal kollarda siklikla
tekrarlanan birkag alel kaybi, 1p, 5q, 8p, 17p, 18p, 18qg, 20p ve 22q kromozom
kollarindaki kayiplari igerir. Ote yandan, kromozomal kazammlar kromozom 7'de ve
kromozomal kollar 1q, 8q, 12q, 13q ve 20q'da tanimlanmistir. Malzemenin alelik kaybi1
veya kazanimi, sirasiyla aday TSG'lerin veya onkogenlerin varligin1 gosterir, boylece
mutasyona ugramis hiicrelerin biiylimesine izin vererek normal hiicrelerin kanserli hale

doniligsmesine yol agar (29).
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2.4.4.1.1. Mitojen aktive protein kinaz yolagi: Epidermal biiyiime faktorii
reseptorii  (EGFR), ErbB/HER ailesine aittir ve dort iiyeden olusur; ErbBl1
(EGFR/HER1), ErbB2 (Neu/HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) (29). EGFR
yolunun aktivasyonu, hiicre bliylimesi, hayatta kalma ve go¢ii diizenlemek igin
RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT ve JAK/STAT3 yollar1 dahil olmak iizere birkag hiicre
asag1 akis sinyal yolunu tetikler. Diizensiz EGFR ekspresyonu, KRK dahil olmak iizere
cesitli kanserlerde mevcuttur; artmis EGFR ekspresyonu, KRK kanserlerinin %25-
77'sinde mevcuttur (29). EGFR'nin aktivasyonu, mitojenle aktive olan protein kinazin
(MAPK veya MEK) fosforilasyonuna ve hiicre dist sinyalle iligkili kinazin (ERK)
aktivasyonuna yol agan RAS-RAF aktivasyonunu indiikler (31).

MAPK vyolu, KRAS ve BRAF'1 igerir;, RAS/RAF/MAPK yolu hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz ve yaslanmanin diizenlenmesinde rol oynar.
MAPK aktivasyonu, RAS, RAF ve MEK'i igerir; RAS, fosfoinositol kinazlar (PI3K) ve
ayrica RAF araciligiyla sinyallesme kaskadini uyarir. PI3K aktivasyonu apoptozu inhibe
eder, RAS aktivasyonu hiicresel proliferasyonu tetikler, boylece hiicre sagkalimini ve
tiimOr invazyonu ve metastazi tesvik eder. KRAS mutasyonlari, ekson 2 tizerindeki kodon
12 ve 13 ve ekson 3 iizerindeki kodon 61'1; kodon 12, aspartat (p.G12D ve p.G13D) dahil
olmak tizere, missense (yanlis anlamli) mutasyonlardan (31) en sik etkilenendir ve
p-G13D vakalarin %58'ini olusturur. KRAS, NRAS ve HRAS ile birlikte RAS ailesine
ait onkogenlerdir. KRAS yaygin olarak sporadik KRK'larda (%35-45) (31) mutasyona
ugrar ve kotii prognozla iliskilidir (29); adenokarsinom dizisine gore, KRAS

mutasyonlart PC mutasyonlarindan sonra ortaya ¢ikar (5).

Ote yandan, RAF serin/treonin kinaz ailesinin bir iiyesi olan BRAF, RAS-RAF-
MAP kinaz yolu yoluyla biiyiime sinyallerine verilen hiicresel tepkileri diizenler.
BRAF'taki aktive edici mutasyonlar, metastatik KRK'nin yaklasik %5-10'unda bulunur,
ancak bunlar, KRK'nin Lynch sendromu formlarinda nadirdir. Ayrica, BRAF
mutasyonlart MSI-H'nin %40'inda ve MSI-L tiimorlerinin %4'{inde tanimlanmistir.
BRAF mutasyonlarinin ¢ogu, hotspot nokta mutasyonu V600E'yi (Val600Glu) igerir ve
KRK hastalarinda kotii prognozla iliskili oldugu bulunmustur.

Yeni kan damarlarinin gelisimi olan anjiyogenez, tiimor baslangici, biiylimesi ve
metastazinda yer alir ve vaskiiler endotelyal biliyiime faktorleri (VEGF'ler) dahil olmak

tizere ¢esitli faktorleri igerir. KRK'da VEGF seviyeleri ve VEGFR aktivitesi artar ve kotii
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prognoz ile iligkilidir. Yiiksek VEGF seviyeleri, kolorektal neoplazinin (adenom) ¢ok
erken evrelerinde goriiliir; bununla birlikte, kanserin sonraki bir evresinde (metastatik
evre) Onemli Olgiide yiikselmistir. Aberrant KRAS ve TP53'lin yam sira COX-2
ekspresyonu, VEGF-VEGEFR aktivite degisikligini diizenler, boylece kanser biiyliimesini
ve gociinii tesvik eder. KRK’nin patogenezinde yer alan molekiiler yolaklar sekil 2.6’da

gosterilmektedir.

ISBE/I‘BETF )
DOD | DOKD

Transcription ‘ cfos STOYC Transcription

Activation | c-Jun ETS Activation

| 1 |

Colorectal Cancer Cell Survival, Proliferation, Invasion and Metastasis

Sekil 2.6. KRK’nin patogenezinde yer alan molekiiler yolaklar (29)

2.4.4.1.2. Fosfatidilinositol 3-kinaz yolagi: Fosfatidilinositol 3-kinazlar
(PI3K), ilk olarak 1985'te kesfedilen ve ii¢ grupta siniflandirilan bir enzim ailesidir (33).
Smif I PI3K'ler en iyi karakterize edilenlerdir; metabolizma, inflamasyon, hiicre
motilitesi, kanser progresyonu ve hiicre farklilasmasi da dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel
stireglerdeki rolleri géz Oniine alindiginda kanserle iliskilendirilmistir (32). PI3K'ler,
biiyiime faktorleri, sitokinler ve hormonlar dahil olmak {izere bir dizi uyaran tarafindan,
EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii) ve PDGFR (trombosit tiirevli biiyiime
faktorii reseptdrli) igeren reseptdr tirozin kinazlar (RTK'ler) gibi c¢esitli membran

reseptorleri yoluyla aktive edilebilir. PI3K'nin agag1 akisinda (downstream), AKT (diger
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ad1 protein kinaz B veya PKB) PI3K tarafindan aktive edilir. Baslangicta hiicre igi
sinyallemenin bir bileseni olarak tanimlanan AKT, memeli rapamisin kompleksi 1'in
hedefinin (MTOR, Raptor mLST8 ve PRAS40) 4; ribozomal S6 kinazlar; proapoptotik
FOXO proteinleri; NFkB transkripsiyonel aktiviteyi indiikleyen IKK; CREB (cAMP
yanit elemani baglayici protein) hiicrenin hayatta kalmasini etkileyen bir hiicresel
transkripsiyon faktorii; ve apoptozun baslamasinda rol oynayan BAD (Bcl-2-iliskili 6liim
promotorii)’dir (34). Bir tiimdr baskilayict gen olan PTEN (fosfataz ve tensin homologu),
bu yolu inaktive edebilir ve ayrica ¢oklu kanserler ile apoptozis ve hiicre dongiisii

diizenlenmesindeki degisikliklerle iligkilendirilmistir.

2.5.4.1.3 Adenomatozis polipozis coli geni ve wnt sinyal yolagi: 5921-q22
kromozomu iizerinde bulunan APC geni, 21 ekzonu kapsayan 8535 niikleotitten olusur
ve 310 kDa'lik bir proteini kodlar (33). Kodlama dizisinin yaklasik %75'i, APC'nin hem
germline hem de somatik mutasyonlari i¢in en sik goriilen bolge olan ekson 15'te bulunur
(33). APC, farkli alanlar1 araciligiyla gesitli baglayici proteinlerle etkilesime girdiginden,
APC, kromozom ayrilmasi, hiicre gogii, apoptoz, adezyon, cogalma ve farklilagma dahil
olmak {izere hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynar. APC mutasyonlar
neoplazinin baglangi¢ evrelerinde mevcuttur ve biiyiik 6l¢tide klasik tiibiiler adenom yolu
ve CIN kanserleri ile baglantilidir (33). B-katenin kaderinlerle iliskili sitoplazmik bir
molekiildiir. Sitoplazmik [B-katenin seviyeleri normalde baskilayici APC genleri ile
baglantili genlerin multiprotein kompleksi tarafindan kontrol edilir. Bu kompleksin yok
edilmesi, B-katenin fosforilasyonu ile sonuglanir. Wnt sinyal yolu, bu kompleksin
bozulmasim etkisiz hale getirerek PB-katenin stabilizasyonuna yol acar. Wnt sinyal
yolundaki kazanilmis mutasyonlar, bu sinyal yolunun siirekli uyarilmasina neden olur ve
kontrolsiiz epitel hiicre proliferasyonu ile KRK ile sonuglanir. APC gen mutasyonlari
KRK vakalarmin %80'inde gozlenir ve bu ilk olarak FAP hastalarinda tanimlanmustir.
Bununla birlikte, pek ¢ok in vivo ¢alisma, APC gen inaktivasyonunun adenom gelisimi

ile sonuclandigini ortaya ¢ikarilmistir.

APC germ-line mutasyonlari, FAP sendromuna, atenii FAP'a, Gardner
sendromuna, Turcot sendromuna ve KRK’ya yol agan diger major kalitsal yatkinlik
olaylarinin gelistirilmesine yol acar. Otozomal dominant bir genetik bozukluk olan FAP,
10-25 yas aras1 bireylerde kalin bagirsakta yaklasik 1000 prekanser6z kolon polipinin

gelismesi ile karakterizedir. Germline mutasyonu FAP'li ailelerin %60-80'inde bulunur
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(29). CIN'in FAP'da tiimor olusumunu uyardigi da bilinmektedir. Atenii FAP formu
(AFAP), kolonun daha proksimal kisminda 100'den az adenom veya polip ile
karakterizedir. Germline mutasyonlari, APC geninin 50 veya 30 bdlgesinde meydana
gelir. Daha da 6nemlisi, 100'den az polipi olan hastalarin %16-40"1, MUTYH ile iliskili
polipozis olarak adlandirilan bir durum olan MUTYH tabanli eksizyon onarim geninin
bialelik inaktivasyonunu gosterir (29,63). AFAP ve MAP fenotipik olarak birbirine ¢ok
benzer. Gardner sendromu FAP'nin alt tipi olup osteomlar ve yumusak doku tiimorleri ile
baglantiliyken, Turcot sendromu, merkezi sinir sistemi tlimorleri ile birlikte kolon
polipleri ile karakterizedir. Ote yandan, sporadik KRK'larin %70-80'inden fazlasinda
somatik APC mutasyonlar1 (¢er¢eve kaymasi veya anlamsiz mutasyonlar) mevcuttur ve

KRK vakalarinin yaklasik %40'nda 5q LOH bildirilmektedir.

Hem ailesel hem de sporadik KRK’larda, APC/B-katenin/Wnt-Tcf yolu, KRK
karsinogenezinin baslangicinda ve ilerlemesinde dnemli bir rol oynar. APC geni, hiicre
dongiisiiniin G0/G1'den S fazina gecisi engeller. Wnt sinyal yolu, kolon kriptlerinin
tabanindaki farklilasmamis kok hiicreleri koruyarak hem normal hem de kanser kok
hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar (29). Bu baglamda, 3-katenin'in Wnt sinyal yolunun
ana denetleyicisi oldugu 1yi bilinmektedir. Wild tip APC proteini, transkripsiyon faktorii
B-katenin'in ubikuitin aracili proteazomal pargalanmasini diizenleyerek Wnt sinyalini
negatif olarak kontrol eder. APC proteininin bozulmasi, Wnt hedefli genlerin
transkripsiyonunu uyaran ve hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, yayilmasi ve kolorektal
hiicrelerin yapismasinda artis ile TCF hedeflerini artiran hiicre i¢i [-katenin
stabilizasyonu ile artan Wnt sinyali ile sonuglanir. APC mutasyonlar1 olmayan KRK
hiicrelerinde APC/B-katenin/Tcf yolunda yer alan genlerdeki mutasyonlar da sporadik
CIN tiimorlerinde mevcuttur. -katenin (CTNNB1) genindeki aktive edici mutasyonlar,
APC tarafindan diizenlenen yikimi bloke eder ve kolorektal neoplazide bulunur.
CTNNBI1 mutasyonlar1 adenomlarda (%12.5) invaziv kanserden (%1.4) daha yaygin
olmasina ragmen, bunlar KRK patogenezinin 6n evrelerinde bulunur ve kanser baglangici
ve ilerlemesinde makul bir sekilde APC mutasyonlarinin yerini alir. Ek olarak, APC/B-
katenin/Wnt yolunun farkli birimleri, yapisal olarak -katenin veya Tcf'yi tetikleyerek
dogrudan veya dolayl olarak degistirilebilir. APC ile hareket eden farkli diizenleyici
genler arasinda, mitotik kontrol noktasi proteini BubR1 hayati bir rol oynar. BubR1,
Bubl, Bub3, Madl, Mad2, Mad3, Mps-1, CENP-E ve hiicre boliinme dongiisii 20
(CDC20) ile birlikte mitotik kontrol noktasi makinesinin bir parcasidir. BubR1'in
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Cdc20'ye baglanmasi, bir “bekleme anafaz” sinyalini tetikleyerek APC aktivitesini bloke
eder, boylece poliploid hiicrelerin gelisimine, uzun siireli hiicre sagkalimina ve kontrolsiiz
hiicre proliferasyonuna katkida bulunur ve KRK’nin sporadik formlarinda CIN’nin

baslangi¢ta makul bir patojenik mekanizma oldugunu diisiindiiriir (34).

Ote yandan, B-katenin aktivitesi, aktivitesini farkli seviyelerde kontrol eden
onkogenlerdeki aberasyonlar tarafindan dolayli olarak tetiklenebilir. B-katenin, hiicre
farklilasmasinin hayati diizenleyicileri olan ve KRK karsinogenezinde rol oynayan Notch
yolunun cesitli tiyeleri ile karsilikli olarak etkilesime girer. Kwon ve meslektaglari,
Notchl'in, ligand-reseptor aktivasyonunun yoklugunda aktif [-katenin proteininin
birlesmesini uyardigini gosterdi (35). B-katenin aktivitesini modiile eden diger genetik
degisiklikler, CDKS8 (sikline bagimli kinaz-8) gen amplifikasyonunu igerir ve KRK
vakalarimin %60'imdan fazlasinda meydana gelir. Artmig CDKS, hem f-katenin hem de

Notchl'i arttirir, boylece transkripsiyon ve hiicre farklilagsmasini uyarir (29).

2.4.4.1.4. TP53 yolagt: 17. kromozomun kisa kolunda yer alan TP53 geni,
“genomun koruyucusu” olarak bilinir ve hiicre dongiisii, DNA onarimi, yaslanma ve
apoptozu diizenleyen proteinleri kodlar (36). TP53 mutasyonlar1 veya fonksiyon kaybi,
KRK vakalarinin %50-75'inde rapor edilmistir; p53 aracilt apoptoz yollariin kaybu,
adenomdan malign tiimore ilerlemenin 6nemli bir belirleyicisidir. p53 fonksiyon kaybu,
kolorektal karsinogenezde 6nemli bir adim olan yiiksek hiicre proliferasyon aktivitelerini
ve kontrolsiiz hiicre dongiisiinii arttirir. KRK’daki en yaygin TP53 mutasyonlari olarak
GC'nin yerine AT'yi ikame eden yanlis anlamli mutasyonlari (%48) (%48), ardindan CpG
bolgelerinde gegisli nokta mutasyonlarini (%37.5) gostermistir (36). P53 ayrica
siklooksijenaz-2 (COX-2) ile etkilesime girer ve inflamasyonu ve KRK hiicre
proliferasyonunu artirmada rol oynar. Ilging bir sekilde, COX-2-pozitif tiimdrler, p53
durumundan bagimsiz olarak kansere 6zgii mortalite ile dnemli 6l¢iide baglantilidir, bu

nedenle COX-2'nin bagimsiz bir KRK prognostik faktorii oldugunu diistindiiriir (36).
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2.5.4.1.5. 18q Heterozigotluk kayb1 (LOH): Heterozigotluk kaybi (LOH), bir
genin iki kopyasindan veya alelinden birinin yoklugu anlamina gelir ve kalan alel siklikla
mutasyondan etkilenir (4). 18q bolgesindeki LOH en yaygin olarak ileri KRK'de gozlenir,
vakalarin yaklasik %70'ini olusturur (37) ve KRK'de kotii prognoz ile iligkilidir. 18q'de
LOH, Kolorektal Karsinomda silinmis (Deleted in Colorectal Carcinoma) (DCC),
SMAD2 ve SMAD4'te dahil olmak iizere bircok TSG'nin varligin1 gosterir; 18q LOH

ekspresyonunun kaybi, KRK patogenezinde 6énemli bir rol oynar.

18g21.2 kromozomunda yer alan DCC, netrin-1'i kodlar ve makul bir TSG olarak
belirtilir, DCC gen bolgesindeki LOH, KRK'larin yaklasik %70'inde mevcuttur. Ayrica,
DCC'deki birkag somatik mutasyon, KRK'da bulunur. Netrin-1, kolorektal mukozanin
kriptolar1 i¢inde insa edilmistir; epitel hiicre farklilasmasi netrin-1 ekspresyonunun
kaybiyla sonuglanir. Ayrica DCC genindeki mutasyon, netrin-1'in DCC transmembran
proteinine baglanmasini inhibe ederek anormal hiicre sagkalimima yol agar. Ote yandan,
SMAD?2 ve SMAD4, KRK ilerlemesi sirasinda kaybedilen yaygin bolge olan 18g21.1'de
mevcuttur ve fare modellerinde adenom gelisimi ve adenokarsinom ilerlemesi ile
iligkilidir, bu nedenle SMAD genleri i¢in makul bir tiimor baskilayici rolii oldugunu
diistindiirtir (37). Ayrica, immiinohistokimyasal analiz, KRK'larin >%50'sinde, lenf nodu
metastazlariyla iliskili bir SMAD4 ekspresyonu kaybi bildirmistir. SMAD2 ve
SMADA4'teki somatik mutasyonlarin sikligt KRK'da nispeten diisiik oldugundan,
kromozom 18q kaybindan diger TSG'ler sorumlu olabilir. Arastirmalar, SMAD
genlerinin TGF-B'y1 kodladigint gostermistir. TGF-f sinyalinin diizensizligi, KRK'larin
cogunda meydana gelir. Ek olarak, KRK'da TGF-BR1, TGF-BR2 ve TGF-f siiper aile
tiyeleri Activin Reseptor tip 2 (ACVR2) dahil olmak tizere reseptor genlerindeki inaktive
edici mutasyonlar rapor edilmistir. Fonksiyonel olarak, TGF-BR2'deki belirgin
mutasyonlar, tim KRK vakalarmin ~%30'unda mevcuttur ve ge¢ adenomlarin malign
transformasyonu ile iligkilidir. TGF-BR2 mutasyonlari en sik MSI tiimoérlerinde goriiliir;

bununla birlikte, MSS tiimérlerinin yaklasik %15'inde de bulunurlar (37).
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2.4.4.2. Mikrosatellit instabilite: KRK'daki diger bir genomik instabilite tiiri,
kanserli hiicrelerin ayirt edici bir 6zelligi olan mikrosatellit instabilitedir. MSI, HNPCC
veya Lynch sendromunun ayirt edici 6zelligidir ve HNPCC vakalarinin >%95'inde
goriliir (37). Bununla birlikte, sporadik KRK'lerin ¢ogunda, CIN'in altinda yatan
mekanizma heniiz yeni olusmaya devam etmektedir ve MSI, tiim KRK vakalarinin sadece

%15-20'sini olusturmaktadir (37).

DNA mismatch repair system (yanlis eslesme tamir sistemi), hiicrenin DNA
hasarlarin1 onarmak i¢in kullandig1 mekanizmalardan biridir. Bu DNA tamir sistemini
kodlayan genlerde mutasyon oldugunda DNA yanlis eslesme tamiri eksikligi gelisir ve
mikrosatellit ad1 verilen yanlis eslesmis DNA dizileri birikir. Sonug, mikrosatellit
instabilitedir. MSI kanser hiicreleri gibi DNA'larinda goriinen, bu hiicrelerdeki
mikrosetallitlerin ayn1 bireyin normal hiicrelerinde var olan DNA’daki tekrarlarindan

farklilik gosterdigi bir durumdur.

>9%30 belirteclerinde kararsiz lokuslara sahip bir tiimor alt kiimesi "Mikrosatellit
yiiksek" (MSI-H) olarak tanimlanir, %10-29 kararsiz lokuslara sahip bir tiimor alt kiimesi
"Mikrosatellit diisiik" (MSI-L) olarak siniflandirilir ve "mikrosatellit” (MSS), kararsiz
isaretleyiciler ~olmadan isaretlenmistir (37). MSI-H'li  kanserlerde, kii¢iik
eklemeler/silmeler, TSG'lerin veya onkogenlerin kodlama bolgelerindeki tekrarlayan
yollar i¢inde ¢erceve kaymasi mutasyonlari ile sonuglanir ve ayrica timdrigeneze katkida
bulunur. Mori et al. (38) mikro uydularin kodlama boélgesinin genis dlgekli genomik
taramas1 yapti ve dokuz lokusta (TGF-BR2, Bax, MSH3, ActRIIB, SEC63, AIM2,
NADH-ubikinon oksidorediiktaz, COBLL1 ve EBP1) tiimorlerin >%?20'sinde
mutasyonlar buldu. TGF-BR2 en yaygin mutasyona ugramis lokustur ve TGF-BR2'nin
poli-adenin yolundaki kararsizlik MSI-H KRK'larin yaklasik %85'inde mevcuttur (38).
Ayrica, siklikla mutasyona ugrayan diger gen olan Bax'in, MSI-H KRK'nin neredeyse
%50'sinde poliguanin sekansi i¢inde gerceve kaymasi mutasyonlaria sahip oldugu ve

bunun Bax'in inaktivasyonu ve apoptozun inhibisyonu ile sonu¢landigi bulunmustur.

MSI, Lynch sendromu disinda poliplerde nadiren bulunur. Ayrica, Lynch
sendromlu bireyler, germ hatti mutasyonlar1 nedeniyle siklikla MST KRK'lar1 gelistirir.
MMR genlerinden birinde (MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2); MLH1 veya MSH2
genindeki mutasyonlar kanser gelisme riskinde artisa (%70-80) yol agarken, MSH6 veya
PMS2 genindeki mutasyonlar nispeten daha diisiik kanser gelisimi riskine (%25-60)
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sahiptir (28) Aksine, sporadik MSI KRK'lar siklikla anormal DNA metilasyonu ile MLH1
susturulmasi nedeniyle MMR aktivitesinde kayip gosterir (38).

2.4.4.3. CpG ada metilator fenotipi yolu: Epigenetik kalitima, genellikle
DNA metilasyonu ve protein metilasyonu ile katki bulunur. DNA metilasyonu
omurgalilarda karakteristik olarak CpG bdlgelerinde (Sitozin-Fosfat-Guanin bolgeleri;
demek oluyor ki DNA dizilerinde Sitozinin hemen ardindan Guaninin geldigi bolgelerdir)
bu metilasyondan dolay1 Sitozinden 5-metil sitozin olusmaktadir. CpG dizileri seyrek
goriilmektedir ancak gen promotdr bolgelerinde normalden yiiksek oranda goriiliirler ve
toplu olarak bu bolgelere CpG adalart denir. CpG bolgelerinin metilasyonu gen

expresyonuna biiylik etkide bulunur.

Protein metilasyonu karakteristik olarak protein dizisindeki lizin veya arjinin
aminoasit kalintilarinda yer alir. Daha ¢ok histonlarda calisilmistir. Cevrim sonrast bir

degisimdir, yani protein translasyonundan sonra kimyasal degisime ugramasidir.

DNA metilasyonu, CpG transkripsiyonu olarak adlandirilan promotdr bolgesi
icindeki bir CG diniikleotit sekans: igindeki kovalent bag yoluyla DNA
metiltransferazlar tarafindan katalize edilen 50 pozisyonundaki sitozine bir metil
grubunun eklenmesidir (39). Normal hiicrelerde, CpG bdlgelerinin ¢ogu yogun sekilde
metillenirken, genellikle genlerin promotdr bolgelerinde bulunan CpG adalari
metillenmemistir. Bununla birlikte, kanser baslangicini takiben, promotdr bolge igindeki
hipermetilasyon, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol agabilirken, global
hipometilasyon, genomik instabilite ve kromozomal anormallikler ile iliskilidir.
KRK'daki epigenetik instabilite, CpG adalar1 iceren lokuslarin hipermetilasyonu olarak
gosterilir ve buna genellikle global DNA hipometilasyonu eslik eder. Metilasyon
modelindeki degisiklikler, TP53, TGFB/SMAD, Wnt, NOTCH ve hiicre dongiisii
reglilasyonu, transkripsiyon regiilasyonu, DNA stabilitesi, apoptoz, hiicre-hiicre
adezyonu, anjiyogenez, hiicre invazyonu ve metastazinda yer alan reseptOr tirozin

kinazlar dahil hemen hemen tiim sinyal yollarini etkileyebilir (39).

2.4.4.4. Karsinogeneziste rol oynayan énemli genler:
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2.4.4.4.1. Kirsten rat sarkoma (KRAS): RAS, GTPaz adi verilen bir protein
smifina ait tiim hiicre organlarinda eksprese edilen bir protein ailesidir ve rolii hiicreler
icinde sinyalleri iletmektir. Bu sinyaller sonunda hiicre proliferasyonunu uyarir. RAS
tarafindan diizenlenen sinyal yollari, hiicre c¢ogalmasi, hiicre farklilagsmasi, hiicre
yapigmasi, apoptoz ve hiicre gocii gibi siirecleri kontrol eder. Mutasyona ugradiklarinda,
hiicrenin invazyon ve metastaz potansiyeli artar. RAS ailesinin ana tiyeleri KRAS ve
NRAS mutasyonlaridir (41). Bunlar, tek bir niikleotid bazimnin bir DNA dizisinden
degistirildigi, eklendigi veya silindigi nokta mutasyonlardir. Ayrica, bunlar siklikla
somatik mutasyonlardir (yasam boyunca edinilir) (41). Metastatik ortamda, KRAS
mutasyonlar1 vakalarin yaklasik %40'inda, 6zellikle ekson 2, kodon 12 (%70-80) ve 13'te
(%15-20) olusur. Farkli KRAS mutasyonlari esas olarak ekson 3, kodon 59-61'de ve
ekson 4, kodon 117 ve 146'da bulunur. Ekson 2'de mutasyonlar 12. kodonlarda yaygindir:
G12D, G12V ve G12C; ekson 3'te, etkilenen kodonlar Q61H ve Q61R iken, ekson 4'te
dahil olan kodonlar A146T ve A146V'dur (41).

RAS mutasyonlarinin cografi dagilimi esit degildir. Klinik aragtirmalarda KRAS
mutasyonunun dagilimi Bati Avrupa iilkelerinde %44,7, Dogu Avrupa iilkelerinde
%35,8, hastalarin %19,5'1 Ortadogu'dandi. Ayrica, Zekri ve digerleri tarafindan yapilan
bir Orta Dogu ¢alismasinda, mutasyonlarin ytlizdesi iilkeye bagl olarak %13 ila %45
arasinda degismektedir (40). Verilerin ¢ogu, cografi dagilimin, bu tiir mutasyonlarin
kodonlarda nasil konumlandig1 konusunda énemli bir faktér olmadigint gostermektedir.
Irk dagilimina gelince, baz1 arastirmalar Afrikali-Amerikali hastalarin RAS tiimorlerine
(%68) Kafkasyalilardan daha sik sahip oldugunu gostermistir. Bu tiir cografi ve 1rksal
farkliliklarin genetik arka plandan m1 yoksa g¢evresel ve yasam tarzi farkliliklarindan mi1

kaynaklandig1 agik degildir (40).

Cinsiyetle ilgili olarak, veriler sonugsuz kalmistir. Kafatos ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir meta-analizde, RAS mutasyonlar1 erkekler ve kadinlar arasinda
neredeyse esit olarak dagilmistir: erkeklerde %43,8 ve kadinlarda %43.3, (P=0.006) (42).
Kwak ve digerleri tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, mutasyonlar kadinlarda
erkeklere gore anlamli derecede daha yiiksekti (%46'ya kars1 %34,4, P=0.03). Kodon 12
mutasyonlart kadinlarda erkeklere gore daha yaygindi (%73,4'e karst %66,2). Ayni

calismada, KRAS mutasyon alt tiplerinin ortaya ¢ikisinin cinsiyete bagli olmadigi
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(P=0.592) ve kadinlarda erkeklere karsi kodon 12 ve kodon 13 mutasyonlari agisindan
anlamli bir fark goriilmedi (P=0.166, P 0.122) (43).

RAS geni ekzonlar 2, 3 ve 4'in tam analizi, bu mutasyonlarin, eksonlar ve
kodonlar iizerindeki tam konumlarina bagl olarak, belirli tipik klinik, patolojik ve
molekiiler 6zelliklerle korele oldugunu ortaya ¢ikardi. Ornegin, ekson 2 ve kodon 12'nin
mutasyonlari, iyi/orta derecede farklilasmis adenokarsinom alt tipi ve miisindz alt tip ile
iliskilidir.

KRAS mutasyonlu tiimoérlerin nerede bulundugu konusunda bulgular tutarsizdir:
Bazi calismalar KRAS mutasyonunun tiimoriin yeri ile iliskili olmadigini gosterirken,
digerleri KRAS mutasyonlu timérlerin ¢cekum bolgesinde daha stk meydana geldigini
bulmustur. Bu calismalar, klinik ve histolojik veri eksikliginin yani sira retrospektif

gozlemsel metodolojileri ile sinirhidir (43).

Epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR), kolorektal kanserde baslama ve
ilerlemenin ¢ok onemli bir bileseni olarak kabul edilir. Membrana bagli bir reseptor
tirozin kinazdir ve reseptoriin hiicre dis1 alanina baglanan monoklonal antikorlar igin
onemli bir hedef haline gelmistir. KRAS durumu, tedaviye rehberlik ettigi i¢in tibbi
onkologlar icin kritik 6neme sahiptir. KRAS mutasyonlari, CRYSTAL ve OPUS
denemelerinin sonuglariyla dogrulandigi gibi, EGFR biyolojik tedavisine direng i¢in

prediktif (6ngoriicii) bir 6zellik olarak kabul edilmistir.

Bunlar, Cetuximab'm FOLFOX (bir sonraki sitotoksik ajanlardan olusan
kemoterapi rejimi: Oksaliplatin, 5-Fluorourasil ve Folinik asit) ve FOLFIRI (bir sonraki
sitotoksik ajanlardan olusan kemoterapi rejimi: Irinotekan, 5-Fluorourasil ve Folinik asit)
KRAS mutasyonu olan hastalarda faydasi1 yoktur. Bununla birlikte, wild tip (WT) RAS1
hastalarda, Cetuximab eklenmesi iyilestirilmis bir prognoz ile sonuglanmistir (44). Ayni
sonuglar, COIN, NORDIC veya PRIME gibi yiiksek kayit sayisina sahip klinik
caligmalarda da gosterildi (45). KRAS ile ilgili bir bagska 6ngériicii unsur (prediktif
eleman), tiimoriin yeridir: sol taraftaki KRK tiimoérleri, anti-EGFR tedavisine daha
duyarhidir. Bunun nedeni, sol taraftaki tlimorlerde sag taraftaki tiimorlere kiyasla EGFR
sinyalinin daha sik aktivasyonu olabilir (45). Anti-EGFR tedavisinin aksine,
Bevacizumabin etkinligi timoriin konumuna bagli degildir (46). Son veriler, farkli KRAS
mutasyonlarmin farkli biyolojik etkiler gosterdigini ve bunlarin EGFR direnci iizerindeki

etkilerinin mutasyonel spektrum boyunca tutarli olmadigini géstermektedir. Bu nedenle,
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KRAS mutasyonlu tiim tiimorler EGFR'yi inhibe eden tedaviye direngli degildir. Bu
fenomen muhtemelen tiimdrlerin heterojenliginden kaynaklanmaktadir. Sag kolonda
timorleri olan hastalarin daha sik BRAF mutasyonlari sergiledikleri ve bunun da anti-

EGFR tedavisine goreceli direngle sonuglandigi unutulmamalidir.

KRAS"'!m prognostik roliine iliskin mevcut veriler yetersizdir. Bir calisma,
metastatik hastalik ile esanlamli olan evre IV KRK ile bagvuran KRAS mutasyonu olan
hastalarin, bu mutasyonu olmayan hastalara kiyasla daha yiliksek mortalite oranina (%34'e
kars1 %18.5) ve OS'de azalmaya (23.5 aya kars1 14 ay) sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica, KRAS mutasyonunun varliginin sagkalimda azalma i¢in bagimsiz bir risk faktorii

oldugu bulundu (47).

2.4.4.4.2. NRAS geni: NRAS mutasyonu olan hastalar, klinik ve molekiiler
acidan farkli bir mKRK alt grubu olusturur. KRK'nin %3-5'i NRAS geninin 2, 3 ve 4'lincii
ekzonlarinda mutasyon gosterir, ancak bu genetik degisikliklerin etkisi, hasta sayisinin az

olmasi nedeniyle KRAS ve BRAF mutasyonlarina kiyasla daha az c¢aligilir (48).

Schiripa ve ark. (48) tarafindan yapilan ¢alismasi dahil edilen 785 hastanin
%6'sinda NRAS mutasyonu buldu. Mevcut literatiir, KRAS ve NRAS mutasyonu olan
hastalarin klinik ve patolojik 6zelliklerinin benzer oldugunu gostermektedir. Baska bir
caligmada ise olgularin %33'linde proksimal kolonda, %36'sinda distal kolonda ve
%31'inde rektal diizeyde NRAS mutasyonlu timér tespit edilmistir. KRAS ve NRAS
mutant tiimdrleri benzer metastaz paternleri sergiler, yani yayilmalar siklikla hepatik,
pulmoner ve peritonealdir. Bununla birlikte, bireysel farkliliklar vardir: NRAS
mutasyonu olan hastalarda diisiik miisindz histoloji insidans1 (%4'e kars1 %26, P=0.012)

ve daha az siklikta akciger metastazi (%30'a kars1 %35) (48).

NRAS mutasyonu olan hastalar, anti-EGFR tedavisine zayif yanit verir. De Rock
ve ark. Cetuximab ve kemoterapi ile tedavi edilen bir hasta kohortunda NRAS
mutasyonunun roliinii degerlendirdikleri ¢alismada (49), hastalardan sadece biri tedaviye
yanit verdigini bildirdiler. NRAS mutasyonu olan hastalari iceren bir faz Il ¢calismasinda,
anti-EGFR tedavisine yanit vermedigi tespit edildi. Panitumumab'l destek tedaviye kars1
test eden bir faz III ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edildi: NRAS mutasyonu olan
hastalarin higbiri tedaviye yanit vermedi (50). Bagka bir ¢alismada da benzer sonuglar
bulundu: 37 hastadan sadece biri %2,7'lik bir objektif yanit oraniyla yanit verdi. NRAS

mutasyonu olan hastalarda anti-EGFR tedavisinin etkisizligi géz oniine alindiginda,
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Avrupa Ilag Ajans1 bu hastalarda anti-EGFR ilaglarmin kullanilmasini énermemektedir
(48).

MKRK hastalarinda biyobelirte¢ testi klinik uygulamada rutin hale gelmistir.
KRAS ve NRAS'!n 6ngoriicii rolii iyi bilinmesine ve tedavi se¢iminde yaygin olarak
kullanilmasima ragmen, bu biyobelirteglerin diger ozellikleri ancak simdi prospektif
calismalarda arastirilmaktadir. NRAS mutasyonlu tiimoérler, azalmig OS ve anti-EGFR
tedavisine direng ile iliskilidir. Benzer sekilde, mKRK'da bir BRAF mutasyonununvarligi
da anti-EGFR tedavisine direnci tahmin ediyor ve ¢ok kotii prognozlu bir hasta alt
grubunu tanimhiyor gibi goriinmektedir. Daha yakin zamanlarda, HER2 asir
ekspresyonu, mKRK hastalarinda anti-Her2 tedavisine duyarlilikla iligkilendirildi ve
MSI/MMR  durumunun, kontrol noktasi inhibitdrlerine tlimor yanitini 6ngordiigii
gosterildi. Tim bu bilgiler, kanser hastalar1 i¢in kisisellestirilmis tedavilerin
belirlenmesine yardimei olur, bdylece genel sagkalimi artirir ve ilaca bagh toksisiteyi

onemli olgiide azaltir.

2.4.4.4.3. BRAF geni: BRAF, MAP-kinaz (MAPK) yolu aktivasyonunda rol
oynar ve hiicresel biiylime, proliferasyon ve farklilagmanin yani sira gog, apoptoz ve
hiicresel hayatta kalma gibi diger onemli hiicresel siireclere katkida bulunur. BRAF
mutasyonlariin yaklasik %90 ekson 15'te T1799 transversiyonu seviyesinde meydana
gelir, bu da glutamik asit (V600E) i¢in valin ikamesine yol acar. Bu ikame fosforilasyonu

diizenler, BRAF aktivitesini WT'ye kiyasla yaklasik on kat artirir (51).

BRAF mutasyonlu KRK hastalari, KRK'dan muzdarip tiim hastalarin %8-12'sini
olusturan kiigiik ve benzersiz bir gruptur (52). BRAF mutasyonunun epidemiyolojisi ile
ilgili olarak, bir¢ok ¢alisma diinya ¢apinda bolgeler arasinda sadece kiiciik farkliliklarla
benzer olusum oranlarini ortaya koymustur. BRAF mutasyonu, mKRK hastalarinda
cesitli klinik ve patolojik parametrelerle baglantili olarak bir¢cok calismada rapor
edilmistir. 70 yas tustii kadinlarda ve sag kolon yerlesimli tiimorlerde daha sik
goriilmektedir. Sol kolon etkilenirse (%4) ve rektum kanserlerinde (%2) BRAF
mutasyonlart daha az siklikta goriiliir (53). Saldirganlik agisindan, BRAF mutant
tiimorlerinin yaklasik %601 kotii diferansiyedir veya orta derecede farklilasmistir ve
sadece %36's1 iyl durumdadir. Histolojik olarak, miisindz alt tip daha stk BRAF mutant

kanserleri ile iligkilidir (%22-67) (54). Kolorektal kanserlerin ¢ogundan farkli olarak,
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BRAF mutasyonlu tiimérler peritonda daha sik ve daha az siklikla akciger ve karacigerde

metastaz yapar.

BRAF mutasyonlar1 ile belirli molekiiler timor ozellikleri arasindaki iliski
arastirilmistir. BRAF ve KRAS mutasyonlari birbirini diglar. BRAF mutasyonu hastalarin
%13"inde PIK3CA mutasyonu ve %22'sinde PTEN mutasyonu ile birlikte bulunur.

2.4.4.4.4. AKT geni: Akt bir serin/treonin kinazdir ve PI3K sinyal yolunun
anahtar rolline katilir. Akt, cok c¢esitli bliylime sinyalleri ile aktive edilebilir ve Akt
aktivasyonuna yol acan biyokimyasal mekanizmalar iyi tanimlanmistir. Akt aktive
edildiginde, hiicresel hayatta kalma, ¢ogalma, gé¢, metabolizma ve anjiyogenez ile ilgili
bir¢ok asagi akis proteininin islevini modiile eder. Akt, birgok sinyal yolunun merkezi bir

diigiimiidiir ve bir¢ok insan kanseri tiirtinde siklikla diizensizdir.

Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, biiyiime faktorii ile indiiklenen hiicre
sagkaliminin kritik bir aracisi olan 57-kDa'lik bir serin/treonin kinazdir. Akt'nin hayatta
kalma faktorleri tarafindan indiiklenen aktivasyonu, apoptotik makinenin bilesenlerinin
fosforilasyonu ve inaktivasyonu ile transkripsiyondan bagimsiz bir sekilde apoptozu
baskilayabilir. Memeli genomunda 3 Akt geni tanimlanmistir (Aktl, Akt2 ve Akt3) ve
baslica Akt izoformu, apoptozu modiile eden Aktl tarafindan kodlanmistir (55). Bu {i¢
Akt geni, hem mRNA hem de protein seviyelerinde farkli sekilde eksprese edilir ve
normal hiicre fizyolojisi ve kanser patogenezinde farkli islevler oynar (55). Akt ailesi
proteinleri, substrat proteinlerinin serin veya treonin kalintilarina 6zgiilliigli olan bir
merkezi kinaz alani1 ve lipid-protein ve protein-protein etkilesimlerine aracilik eden amino
terminal pleckstrin homoloji (PH) alan1 ve karboksil terminali hidrofobik ve prolin
acisindan zengin alan igerir. Karboksi-terminal kuyruk disinda, Akt'in birincil yapisi
evrim boyunca korunur. Akt'nin aktif isleyisi dort adimi takip eder - hayatta kalma
faktorleri tarafindan indiiksiyon, plazma zarina yer degistirme, fosforilasyon ve akis asagi

efektorlerin aktivasyonu.

Akt'nin tim aktivatorlerinin, modilatorlerinin ve downstream efektorlerinin
durumu, timor gelisiminde ¢ok Onemli bir rol oynamasina ragmen, anormal Akt
aktivasyonunun kendisi olduk¢a onkojeniktir ve c¢esitli insan kanserlerinde gozlenir.
Akt'nin asir1 ekspresyonu ve fosforilasyon yoluyla aktivasyonu, ¢ok c¢esitli insan
kanserlerinde 6nemli siklikta mutasyonla birlikte meydana gelen iki ana olaydir (55).

Onemli olarak, Aktl, Akt2 ve Akt3 izoformlarinin insan kanserlerinde asir1 eksprese
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edildigi bulunmustur. Akt'nin bu aberasyonlarinin tiimor gelisimini baglattigina ve bir¢ok

kanser tiiriinde geleneksel kemoterapiye diren¢ kazandirdigina dair artan kanitlar vardar.

Akt genlerinin (Aktl, Akt2 ve Akt3) amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonunun,
kanserlerin bir alt kiimesinde yiliksek siklikta meydana geldigi bulunmustur. Akt
genlerindeki mutasyonlar nadirdir, ancak en yaygin olarak Aktl'de olan Akt gen
amplifikasyonu mide, meme, kolon, 6zofagus, over, pankreas, tiroid kanserleri ve
glioblastoma gibi ¢esitli kanserlerde daha yiiksek oranda ortaya ¢ikar (56). Over, meme
ve pankreas kanserlerinde Akt2 amplifikasyonu bildirilmistir (57) ve Akt2'nin asiri
ekspresyonu hepatoseliiler karsinom tiimdrlerinde %40 ve KRK’da %57 bildirilmistir.
Meme ve prostat kanserlerinde Akt3 asir1 ekspresyonu rapor edilmistir (58). Akt2'nin
kolorektal tiimorlerde amplifikasyonu, tiimor agresifligi ile iliskiliydi. Akt genlerinin
amplifikasyonlar, mTOR, MYC, okaryotik translasyon baslatma faktorii (eIF4E), IKK,
siklin D1, CREB, CASP9 ve BAD dahil olmak iizere birka¢ asagi akis efektoriinii
degistirir. Akt ayrica bir¢cok insan kanserinde hiperaktive olmus gibi goriinmektedir, bu

da Akt aktivasyonunun kanserin olusumundaki temel roliinii ima etmektedir.

PI3BK/Akt/mTOR ile ilgili mutasyonlar, tiim tiimorlerin  %?29'unda
tanimlanabilmigtir (101). Akt PH alanindaki mutasyonlar lipid baglanmasini arttirir,
boylece PDK-1'in Akt'yi fosforile etmesi i¢in gerekli olan PIP3 konsantrasyonunu azaltir
(57). Yine de Akt genlerindeki mutasyonlar, insan kanserlerinde diisiik frekansta bulunur.
Akt hiperaktivasyonu ile iliskili Akt] mutasyonlari, insan kanserlerinin bir alt kiimesinde
gbzlendi ve daha sik bildirilen mutasyon, mesane, meme, over, akciger, pankreas,
endometriyal, iirotelyal ve kolorektal kanserlerde tanimlanan bir PH alan mutasyonu
E17K'dir. Akt E17K iki 6nemli 6zellik gosterir - gelismis PI (3,4,5) P3 lipid baglanmasi
ve Akt ubiquitination, her ikisi de yapisal Akt membran lokalizasyonuna ve anormal
onkojenik potansiyel ile sonuglanan Thr308 fosforilasyonuna yol acar. Akt'nin mutasyon
yoluyla aktivasyonu, amplifikasyon, asir1 ekspresyon ve fosforilasyon dahil olmak {izere
aktivasyonunun diger yollariyla karsilastirildiginda nadirdir. Yine de, Akt'in yukari/asagi
modiilatorlerindeki mutasyonlar, Akt''n onkojenik rolii iizerinde bir etki gosterebilir.
PI3K, Ras'm aktive edici mutasyonlar1 ve PTEN ve p27nin inaktive edici mutasyonlart,
potansiyel olarak Akt'yi aktive edebilir ve epitelyal timorlerin yaklasik ticte birinde

meydana gelebilir.
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Akt'nin miRNA aracili regiilasyonu iki tipte kategorize edilebilir - biri Akt'nin 3'
UTR'sine baglanan miRNA'lar araciligryla Akt'nin translasyon baslangicini inhibe ederek
inaktivasyonu ile sonucglanir ve digeri ise Akt aktivasyonuna yol acan Akt'in negatif
diizenleyicilerini diizenleyen miRNA'lar araciligiyladir. Ilk mekanizma kanserde Akt'm
inaktivasyonu ile sonuglanirken, ikincisi Akt'yi aktive eder. miR-302b, miR302c, miR-
302a, miR-302d ve miR-367'yi igeren miR-302-367 kiimesini igeren miRNA'lar, 3'
UTR'sine baglanarak dogrudan Akt'yi hedefler (59). Ek olarak, miR-133a gibi biiyiime
faktorii reseptorlerini  hedefleyerek p-Akt seviyelerini dolayli olarak baskilayan
miRNA'lar vardir. miR-133a, Akt'nin upstream aktivatorii olan EGFR'yi hedefleyerek
meme kanseri hiicre proliferasyonunun negatif diizenleyicisi olarak hizmet eder (60).
miR-126, normalde PI3K-Akt sinyal yolunun negatif diizenlenmesini saglayan p85p'yi
hedefleyerek p-Akt seviyelerini 6nemli 6lgiide azaltir (61). Bazt miRNA'lar miR-212 ve
miR-758, sirasiyla AQP9 ve PAX6'nin gen expresyonunu baskilayarak PI3K, Akt, VEGF
ve Bcl-2'nin ifadesini azaltarak genel PI13K/Akt sinyal yolunu etkisiz hale getirir (62).

Aktnin en belirgin negatif diizenleyicileri, Akt'yi fosforilasyon yetenegini
baskilayarak veya fosfat grubunu ¢ikararak etkisiz hale getiren PTEN ve PHLPP2'dir. Bu
negatif diizenleyiciler, Akt aktivasyonuna yol agan bir dizi miRNA tarafindan hedeflenir.
Dogrudan 3' UTR'sine baglanarak PTEN'1 baskilayan en cok caligsilan onkojenik miRNA
olan miRNA 21'in kanserlerde yukari regiile oldugu ve Akt'yi aktive ettigi bulunmustur.
Bagka bir miRNA, miR-22, dogrudan PTEN' hedefler ve biiyiime faktorii
stimiilasyonuna yanit olarak miR-22, PTEN ve Akt arasinda bir ileri besleme dongiisii
olusturan Akt tarafindan yukari regiile edilir (63). miR-196-5p ve miR-150-5p, Akt'in
negatif diizenleyicilerinden biri olan PHLPP2'yi hedefleyerek Akt'1 aktive eder (87). miR-
182-5p, Akt'nin gii¢lii bir fosforile edici kinazi olan Ca2+/CaMKII, Ca2+/CaMK IV'in
bir inhibitdri olan kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II inhibitori CAMK2NI'i
hedefleyerek Akt'yi aktive eder (64).

MiR-101, PTEN'in membran kompleksine alinmasini igeren ve PTEN aktivitesini
diizenleyen bir iskele proteini olan MAGI-2'yi hedefleyerek Akt'yi aktive eder. PPP2R2A
ve PPP2R1B'yi (protein fosfataz 2A alt birimi B) hedefleyerek miR-222 ve miR-200c,
Akt'yi aktive eder.

Akt'nin bazi miRNA'larin modiilatorii olarak hareket ettigi gosterildi. Ornegin

pAkt, miR-145 ve miR-143"iin baskilanmasinda rol oynayan C/EBP-B'y1 fosforile eder.
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Bu miRNA'larin MDM2'yi hedefledigi ve p53 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive
edilebilecegi gosterildi. Boylece Akt, microRNA-MDMZ2-p53 feedback dongiisiiniin bir
aracisi olarak hareket eder. Bir bagka ilging miRNA, miR-486, hem PTEN hem de Foxol'i
hedefleyen potansiyel bir Akt sinyalleme modiilatoriidiir. MiR-486"in baskilanmasinin

Akt sinyalini arttirdig1 gosterilmistir.
2.4.5. Karaciger Metastaz1 Molekiiler Mekanizmasi

Uzak metastazin yaygin yerleri karaciger ve peritondur. Hastalarin yaklasik
%20's1, en yaygin olarak karacigerde olmak {izere eszamanli metastazlarla basvurur ve
hastalarin %60'a kadarinda 5 yil iginde uzak metastaz gelisir (70). Peritondaki
metastazlar, diger metastatik bolgelere kiyasla daha kotii prognozlu hastalarin %25'inde

bulunur (70).

Bununla birlikte, peritoneal karsinomatozis, KRK'nin ileri bir asamasi olarak
kabul edilse de, metastaz yapmis KRK hastalarinin %41-45'inde, peritoneal yayilimin
baska uzak metastazlar olmaksizin KRK'nin lokal olarak ilerlemis bir formu olabilecegini

diistindiiren tek metastatik hastalik bolgesidir (70).

2.4.5.1. Epitelyal tiimorlerde organotropizm: Tiimor biyolojisini ve metastaz
mekanizmalarin1 anlamada ¢ok ilerleme kaydedilmistir, ancak ozellikle kolorektal
kanserde, tiimor hiicrelerinin metastatik yolunu etkileyen faktorlerin bilgisi yetersiz
kalmaktadir. Meme kanseri ve pankreas kanseri gibi diger epitelyal tiimorler hakkindaki
son bulgulardan alinan metastatik organotropizm, farkli kanser hiicresi-internal faktorler,
tiimor mikrogevresi ve bu kanser hiicresi-internal faktorler ile tiimor mikrogevresi
arasindaki etkilesim tarafindan diizenlenen rastgele olmayan bir siirectir (70). Metastatik
siirecte cok onemli bir rol oynadig1 yakin zamanda kesfedilmis olmakla birlikte, simdiye

kadar malign epitelyal tiimdrlerde organotropizm {izerine ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir.

37



2.4.5.2. Tiimor biyolojisi: Tiimor hiicrelerinin birincil bolgelerinden ayrilarak
uzak dokularda yeni koloniler olusturma siireci, bir invazyon-metastaz kaskadi olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 10). Bu, bes adimdan olusan bir siireg: tiimor hiicrelerinin
cevredeki matriks i¢ine lokal invazyonu (Step 1), tiimor hiicrelerinin dolasim sistemine
intravazasyonu (Step 2), tiimor hiicrelerinin sistemik tagimmasi (Step 3), uzak doku
bolgelerinin parankimi igine tiimdr hiicrelerinin ekstravazasyonu (Step 4), uzak
organlarin kolonizasyonu ve makroskopik tiimorlerin olusumu (Step 5) (17). Bu
adimlarin bazilarinin altinda yatan biyoloji heniiz tanimlanmamais olsa da, son zamanlarda
birka¢ mekanizma ortaya ¢ikmis ve invazyon-metastaz kaskadi tesvikinde 6nemli roller
oynadig1 giderek daha fazla kabul gormiistiir. Bununla birlikte, hematojen ve peritoneal

yayilimi belirleyen mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir (Sekil 2.7).

Circulatory system

: Blood vessel/lymphatic vessel
Primary tumor i

Colorectal cancer
Step 1

Distant organ
Liver/peritoneum

@ Epithelial cell
@ Mesenchymal cell

Sekil 2.7. Invazyon-metastaz kaskad: (76): KRK hiicrelerinin ¢evredeki matrikse lokal
invazyonu (Adim 1), dolasim sistemine intravazasyon (kan damarlari/lenfatik damarlar)
(Adim 2), sistemik tasima (Adimm 3), ekstravazasyon (Adim 4), uzak organlarin

kolonizasyonu (karaciger/periton) (Adim 5).
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2.4.5.3. Inflamasyon ve tiimér cevresi: Kanser hiicreleri ve mikrogevreleri
arasindaki etkilesimin, sadece kolorektal karsinogenezin erken asamalarinda degil, ayni
zamanda timor progresyonu ve metastaz gelisiminde de onemli bir bilesen oldugu
diisiiniilmektedir. Bu pro-tiimoér mikrogevre, notrofiller ve makrofajlar, karsinomla iliskili
fibroblastlar (CAF'ler), hipoksi gibi cevresel kosullar, ¢ozilinlir faktorler, sinyal
molekiilleri ve ECM bilesenlerini igeren inflamatuar ve immiin hiicrelerden olusur.
TUmor hiicrelerinin invazyonu, tiimor hiicrelerinin stroma yoluyla komsu dokulara gogii
ve ardindan anjiyogenez gerektiren damar sistemine KRK invazyonundaki karaciger

metastazlar ile ilgili olarak bazal membranin bozulmasini gerektirir.

Stromal yeniden sekillenme siireci, CAF'lar tarafindan salgilanan TGF-f ve
PDGF tarafindan diizenlenir. Ek olarak, CAF'ler MMP'ler, MMP inhibitorleri, ECM
bilesenleri, sitokinler, biiyiime faktorleri ve sadece kanser proliferasyonunu ve
invazyonunu degil ayn1 zamanda metastazi da kolaylastiran EMT'yi tesvik eden faktorleri
tiretir. Karmasgik bir ¢oziiniir faktorler ag1 araciligiyla, makrofajlar, tiimor evresine bagh
olarak kritik olarak farkli islevler uyguladiklart TMO’ya alinir. Erken evrelerde, tiimorle
iligskili makrofajlarin (TAM'ler) ¢ogunlugu, proinflamatuar ozelliklere sahip olan ve
malign hiicreleri ortadan kaldirmak icin ¢alisan alt tip 1 (M1) TAM'lerdir; daha sonraki
asamalarda, makrofajlar, tiimor biiylimesine izin veren bir mikro-ortam Yyaratan
immiinosupresif islevler tasiyan alt tip 2 (M2) TAMS'ye gecebilir. ECM'yi bozan
bilesenlerin salgilanmasiyla (6rn., MMP1, 7, 9, 12) TAM'ler, kanser hiicrelerini destekler,
stromaya istila eder. Ayrica, proinflamatuar M1 makrofajlariin bile EMT'yi destekledigi
ve proinflamatuar faktorleri serbest birakarak B-katenin/TCF4 yolunu aktive ettigi ve

bdylece metastatik kaskad1 destekledigi gosterilmistir.

Immiin hiicre alimindaki rollerinin yani sira sitokinler, malign hiicrelerde EMT'yi
indiiklemek i¢in de hareket edebilir. IL-1b, ZEB1 aktivasyonu yoluyla EMT'yi,
GP130/STAT3 sinyali araciligiyla IL-11'i ve STAT3 aktivasyonu ve SNAI ifadesi
yoluyla IL-6'y1 destekler. Tiimor baskilayict p53'iin IL-6 tarafindan asagi regiilasyonu, E-
kadherinin azalmasina ve SLUG ekspresyonunun artmasina neden olarak EMT'yi daha
da tesvik eder. TGF-B ile indiiklenen SNAI ekspresyonu, miiteakip CXCR1 aktivasyonu
ve PI3K/AKT sinyallemesi yoluyla EMT indiiksiyonu ile IL8'i aktive edebilir. TNF-ocan,
EMT'yi dogrudan AKT/GSK-3b aracili SNAI stabilizasyonu ile ve dolayl1 olarak IL8 ve
CXCRI1'1 artirarak indiikler. Smad 4'iin kaybi, yalnizca yukarida agiklanan sinyal yollar
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araciligiyla EMT'yi desteklemekle kalmaz, ayn1 zamanda CCR (+) miyeloid hiicrelerinin
alinmasina yol acan CCL15 ekspresyonunu artirarak da tesvik eder. Bu hiicreler daha
sonra KRK hiicrelerinin stromayi istila etmesine ve MMP9 iireterek karacigere metastaz

yapmasina yardime1 olur (73).

2.45.4. Tiimor hiicrelerinin uzak organa tasinmasi ve baglanmasi:
Hematojen yayilimda trombositler ve nétrofiller, dolasim sistemine giren timor
hiicrelerinin, yani dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTC'ler) olarak adlandirilan, onlari
kacma stresinden veya dogal oldiiriicii hiicrelerden gelen bagisiklik saldirilarindan
koruyarak eliminasyondan kagimmasina yardimci olur. Trombositlerden salinan TGF-f3
ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), dogal oldiiriicii hiicrelerin aktivitesini
inhibe eder. Fibrinojen ile birlestirilmis koruyucu pelerinler olusturarak, trombositler

ayrica kanser hiicrelerini dogal 6ldiiriicli hiicrelerden fiziksel olarak korur.

Kanser hiicrelerinde TGF-f ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu yoluyla, EMT
programi giiclendirilir ve tesvik edilir, boylece CTC'ler bir epitel durumuna geri donerek
ekstravazasyon ve metastatik kolonizasyon i¢in gerekli istilaci 6zelliklerini kaybetmezler.
Ekstravazasyon, damar sisteminin gecirgenligini artiran ve dokuya girisi kolaylagtiran
trombositlerden ATP salgilanmasiyla da desteklenir (90). Notrofillerin, tiimor hiicrelerini
kan dolasimina hapseden noétrofil hiicre disi tuzaklart olusturarak metastatik yayilimi
destekledigi, bu sekilde onlarin endotelyal hiicrelere yapismasina, dogal 6ldiiriicii hiicre
saldirilarindan kaginmasina ve ekstravazasyona yardimet oldugu gosterilmistir (74). Yeni
mikro ¢evreye zayif adaptasyon nedeniyle, cogu tiimor hiicresi ya ekstravazasyondan
sonra elimine edilir ya da yillarca uyku hali durumuna girer. Bu hiicreler, hipoksi, fibroz,
inflmasyon ve ECM bilesenlerinin CAF'lar tarafindan iiretilmesi gibi mikro-ortamdaki
prometastatik degisikliklerle biiyiimek iizere aktive edilebilir ve bu, kanser hiicrelerinin
ve bunlarin mikro-ortamlarinin yukarida tarif edildigi gibi birbirine bagimliliginin altini
cizer (74). Peritoneal karsinomatozda anoikisten kag¢inmak i¢in kallikrein ile iliskili
peptidazlar (6rn., KLK7) aktive edilir ve tiimor hiicreleri, tiimor hiicrelerinin kimyasal ve
mekanik olarak trombositler tarafindan korundugu hematojen yayilimin aksine kiimeler
olusturur ve ¢ogalmaya devam eder. Ek olarak, KRK hiicre hatlar1 {izerinde yapilan
caligmalar, hiicre matrisi ve hiicre-hiicre temas aracili adezyonlarda 6nemli bir rol
oynayan bir tirozin kinaz olan Src'nin yukari regiilasyonunun, anoikis'e kars1 artan dirence

yol agtifin1 gostermistir. Son zamanlarda, odak, peritoneal yayilimdaki ilgili adezyon
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molekiillerinin belirlenmesi lizerinde olmustur ve adezyon molekiillerinin hematojen ve
peritoneal yayilim arasinda farklilik goésterdigi ve baglanma siire¢lerinde farkliliklar
oldugunu diisiindiirdiigli gosterilmistir. Hepatik yayilimda, esas olarak karacigere,
KRK'da, hyaluronana CD44 baglanmasini ve selektinlere baglanma ve miisinlere
baglanmayi igeren kan grubu antijenleri sLea ve sLex'i igeren hepatik siniizoidlerdeki
endotelyuma yapisma gereklidir (75). Peritoneal karsinomatozdaki onemli adezyon
molekiilleri arasinda integrinler (6rn., a2p1) ve integrin ligandlari, proteoglikanlar (6rn.
CD44), immiinoglobulin iist ailesinin tiyeleri (6rn., I[CAM1, VCAM1, LICAM), yapisma
molekiili (EPCAM), miisinler (6rn., MUC16) ve epitel hiicre bulunur. Metastatik bolgeye
gore bu adezyon molekiillerinin her birinin 6énemi hakkinda devam eden bir tartisma
vardir. Veriler, kan grubu antijenlerinin yalnizca hematojen yayilimda rol oynadigini,
L1CAM ve proteoglikanlarin ise yalnmizca periton yayilimma katkida bulundugunu
gostermektedir (75). Kesin farkliliklar belirsizligini korusa da o6zellikle periton
boslugunda serbest yiizen timor hiicreleri tek basina peritoneal karsinomatozise yol
acmadig1 icin metastatik yayilimda adhezyon molekiillerinin énemi konusunda bir

anlasma vardir (75).

Peritona invazyon, timdr hiicreleri veya cevreleyen stromal hiicreler tarafindan
salgilanan matris metaloproteazlar (6rn., MMP2/7/9) gibi proteolitik enzimler gerektirir.
Invazyondan sonra, tiimér hiicreleri sadece yeni ortamda hayatta kalmak zorunda degil,
ayni1 zamanda IGF-1 ve HIF1a ve VEGF gibi anjiyogenezi tesvik eden faktorlerle 6nemli
roller oynayan proliferasyonu siirdiirmek zorundadir. IGF-1 mRNA'nin, karaciger

metastazlarina kiyasla peritoneal yayilimda asir1 eksprese edildigi gosterilmistir.

Yeni biyobelirteclerin arastirilmasinda, karsinojenez ve adezyon gibi ¢ok sayida
stirecte yer alan Src yolu ile iligkili tip 1 kollajen reseptor tirozin kinaz olan DDR2'nin,
mide kanserinde peritoneal karsinomatozisin siirlicii geni oldugu belirlendi. KRK'da,
yiiksek DDR2 ekspresyonu, diisiik DDR2 ekspresyonuna kiyasla daha yliksek T4, lenf
nodu metastazi, peritoneal yayilim ve daha kotii prognoz ile iligkilendirildi, bu da DDR2

ekspresyonunun etkili bir terapdtik hedef olabilecegini diisiindiirdii.

2.4.6. Peritoneal Karsinomatozis Molekiiler Mekanizmasi

Periton, insan viicudunun en biiyiilk ve en karmasik serdz zarndir. Karmn igi
organlar1 ve mezenterleri kaplayan viseral periton, karin duvarmi ve pelvik bosluklar

kaplayan parietal periton ile siirekli bir tabaka olusturur. Submezotelyum olarak da
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adlandirilan bir bag dokusu tabakasina dayanan bir bazal membran tarafindan desteklenen
tek bir mezotelyal hiicre tabakasindan olusur. Mezotelyum, diizlestirilmis, gerilmis,
skuamoz benzeri veya kiiboidal mezotelyal hiicrelerden olusan bir tek tabakadan olusur.
Sonuncusu, karaciger, dalak, omentumun "milky spots (siitlii noktalar1)" ve lenfatik
lakunalarin iizerindeki diyaframin peritoneal tarafi dahil olmak iizere ¢esitli alanlarda
bulunabilir (76). Kiiboidal mezotel hiicreleri de yaralanmig bir mezotelyum iginde
gozlenir. Hem skuamoz hem de kiiboidal mezotelyal hiicreler, ultrastriiktiirel farkliliklar
ile ayirt edilebilir. Skuam6z benzeri mezotelyal hiicreler, birkag mitokondri, zayif
gelismis bir Golgi aygiti ve merkezi olarak yuvarlak veya oval ¢ekirdegin yakininda
bulunan kiiciik kaba endoplazmik retikulum (RER) icerir. Kiiboidal mezotelyal hiicreler,
merkezi bir belirgin niikleol, bol miktarda mitokondri ve RER, iyi gelismis bir Golgi
aygitt, mikrotiibiiller ve mikrofilamentler icerir. Mezotel hiicrelerinin liimen yiizeyi,
sekil, boyut ve yogunluk bakimindan degisen ¢ok sayida mikrovillusa sahiptir;
fonksiyonel mezotel yiizey alanimi arttirmak. Kirpikler ayrica istirahat halindeki
mezotelyal hiicrelerin ylizeyinde de tanimlanmistir. Mezotelyum, peritonun yapisal,
islevsel ve homeostatik 6zelliklerine biiyiik 6l¢iide katkida bulunan dinamik bir katman
olarak islev goriir (76). Altta yatan bazal membran, tip | ve 1V kollajen, proteoglikanlar
ve glikoproteinler iceren ince bir laminer agdir ve submezotelyal tabakaya giren
makromolekiillere karsi segici bir bariyer gorevi goriir. Submezotelyum, farkli tipte
kollajen, glikoproteinler, glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlardan olugan karmasik bir
hiicre dis1 matris (ECM) agindan olusur. Kan damarlari, lenfatikler ve ¢esitli hiicre tipleri
(fibroblastlar, yerlesik doku makrofajlari ve mast hiicreleri) de bu katmanda bulunur (77).
Peritonun ilk ana islevi, sivinin ve hiicrelerin serozal bosluklar boyunca tasinmasini
kolaylagtirmaktir. Mezotel hiicrelerinin liimen yilizeyindeki mikrovilluslar, yiizey alanim
arttirdiklar1 ve glikozaminoglikan bakimindan zengin glikokalikslerindeki sivilart
bagladiklar1 ve boylece absorpsiyona yardimeir olduklari i¢in bu siiregte 6nemli bir rol
oynarlar. ikincisi, periton, intrasdlomik harekete izin vermek icin kaygan ve yapiskan
olmayan bir ylizey saglar. Bu kaygan ve yapiskan olmayan yiizey, her mezotelyal hiicre
tarafindan Ttretilen fosfat-tidilkolin iceren az miktarda steril sivinin salgilanmasiyla
olusur. Ugiinciisii, periton konak direncinde ilk savunma hatt1 grevi goriir. Peritonun
dordiincii islevi, biiyiime faktorlerini serbest birakarak doku onarimini igerir. Sonug
olarak periton, karin boslugunun igerigi i¢in yapisal ve koruyucu islevi olan bir organ

olarak diistintilmelidir (77).
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PK'nin ortaya c¢ikisi, tiimor hiicreleri ve konak¢i elementler arasindaki, iyi
tanimlanmis birkag adimdan olusan molekiiler bir karismanm sonucudur. ilk olarak,
tiimor hiicrelerinin tek tek veya kiimeleri birincil timérden ayrilir ve periton bosluguna
erisim saglar. Ikinci adimda, bu serbest tiimér hiicreleri, dngdriilebilir yollar boyunca
diizenli peritoneal tasinmaya duyarl hale gelir. Ugiincii adim, dérdiincii adim sirasinda
tiimor hiicrelerinin subperitoneal boslugu istila ettigi uzak peritona tutunmayi igerir. Altta
yatan bag dokusu, timor proliferasyonu i¢in gerekli iskeleyi saglar. Son adim, timor
proliferasyonunu siirdiiren ve daha fazla metastatik biiylimeyi miimkiin kilan
anjiyogenezi igerir (78). “Peritoneal metastatik kaskadi” olarak bilinen bu adimlarin
mutlaka tek bagina meydana gelmedigini, aksine siirekli ve birbirine bagli bir siireci

tanimladigini anlamak énemlidir (Tablo 2) (77,78).

Tablo 2.2. Peritoneal metastatik kaskadda yer alan molekiillere/molkiiler yola genel bakis
(77).

Primer tiimrden ayrilma Spontan tfimér hiicresi dékilmesi
E-cadherin |N-cadherin 1EMTPC1 ve PC2 1
Inferstisyel sivi basnct 1
Ameliyat sirasinda tiimor hiicrelerinin ameliyat sirasinda tohumlanmast.
Peritoneal transport Misinéz asit, Aktin nukrofilament sistemi
Lamellipodia, filopodia
Uzak peritona baglanma Transmezotelyal vayilma; ICAM-1 1, PECAM-1, VCAM-1 1TNF-g, IL-1B, IL-6,
IFN-1p1 integrin alt birimi, CD43, CD44
HyaluronanTranslenfatik vayilma; Lenfatik stoma Siitli lekeler
Subperitoneal alana invazyon ~ Mezotel hilcrelerinin vuvarlanmasi: HGF/SF 1 ¢-Met 1,
Mezotelyal tek tabakanin yok edilmesi: Ttimor kaynakli apoptoz Fas ligandy/Fas
Bazal membrana yapisma: Integrinler
Periton-kan bariverinin invazyory; MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-13, MMP-14 1
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4uPANPARplazminojen aktivatorii inhibitor -1 ve -2
Proliferasyon ve anjiogenez  Proliferasyon; EGFR, EGF, TGFaIGF-1, IGF-Binding Protein-3 Anjivogenez: HIF-1u, HIF-1p VEGF/VEGER

2.4.6.1. Primer tiimorden hiicrelerin ayrilmasi: Metastatik yol, birincil
tiimdrden bireysel veya tiimor hiicrelerinin kiimelerinin ayrilmasiyla baglar. Bu, bagirsak
duvarinin tim kalinligini ve serozasini istila etmis olan kanserlerden tiimdr hiicrelerinin
spontan pul pul dokiilmesinin bir sonucu olabilir (78). Kolon adenokarsinomunun serozal

tutulumu (pT4 evresi), PK gelisimi i¢in olumsuz bagimsiz bir prognostik belirtegtir (78).
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Malign hiicrelerin spontan pul pul dokiilmesi, tiimor hiicre yiizeyleri tizerindeki hiicre ici
yapisma molekiillerinin, daha spesifik olarak E (epitel)-kaderinin asag1 regiilasyonu ile
desteklenebilir (79). E-kaderin, kaderinlerin tip I alt ailesine aittir. Genel yap1, hiicre dis1
bir kisim, bir zar kapsayan alan ve bir sitoplazmik kuyruktan olusur. E-cadherin, Ca2+
bagimli hiicre dis1 alanlar1 araciligiyla komsu hiicrelerdeki E-cadherin‘e homotipik olarak
baglanir. Sitoplazmik kuyruk, aktin hiicre iskeleti ile baglantidan sorumlu olan ve igeri
ve disar1 sinyal iletimine izin veren p120, a, B ve ykatenin ile birlesir (79). E-kadherin
ekspresyon seviyelerinin asagi regiilasyonunun, KRK'nin farklilagmasi, ilerlemesi ve
metastaz1 ile iliskili oldugu dogrulanmistir. Ayrica, E-kaderin kaybiyla hiicre-hiicre
yapismasinin azalmast ve mezenkimal N (noral)-kaderinin yukar1 regiilasyonu,
epitelyalden mezensim gegisine (EMT) ait yerlesik isaretlerdir. Bu tersine cevrilebilir
yeniden programlama islemi, hiicrelerin ayrilmasina, epitel hiicrelerine 6zgii apikobazal
polaritelerini kaybetmesine, apoptoza kars1 yliksek direng gostermesine ve daha hareketli
bir mezenkimal fenotipe geri donmesine izin verir. Bunun timor hiicrelerinin invazyonu

ve metastazinda 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Peritoneal karsinomatoz gelisimine ayrintili bakis (77): (1) kolorektal kanser
hiicrelerinin primer tiimorlerinden ayrilmasi ve motilite kazanimi, (2) anoikis kacagi, (3)
periton ylizeyine yapisma, (4) peritona invazyon ve (5) proliferasyon ve peritoneal
metastaz olusumu. Integrinler, proteoglikanlar, miisinler ve immiinoglobulin siiper
ailesinin tiyeleri dahil olmak iizere peritoneal yiizeye yapisma siirecinde ¢ok onemli
oldugu birka¢ yapisma molekiilii tanimlanmistir. Peritoneal makrofajlar (PM'ler),
peritoneal mezotelyal hiicreler (PMC'ler) ve peritoneal fibroblastlar (PFB'ler) ve
subperitoneal fibroblastlar (SPF'ler) dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicre ve faktor istila

stirecinde yer alir.

2.4.6.2. Tiimor hiicrelerinin peritoneal tasinmasi: Tiimor hiicreleri birincil
tiimorden ayrilip periton bosluguna ekildikten sonra, diizenli periton tasinimina duyarh
hale gelirler. Onceden, intraperitoneal kanser yayiliminin tiimériin ve konagin fiziksel ve
biyolojik 6zelliklerinden bagimsiz rastgele bir siire¢ oldugu varsayilirdi. Bununla birlikte,
birka¢ calisma, gevsek timor hiicrelerinin aldigr yoniin ve nihai hedeflerinin, birincil
tiimoriin anatomik bolgesine ve sivinin periton boslugundan temizlenmesinden sorumlu
devam eden sefalik dolasima bagli oldugunu bildirmektedir (82). Ikincisi, bagirsagin
solunum, yercekimi ve peristaltizmi sirasinda karin i¢i basincindaki degisikliklerden
kaynaklanir; bu, pelvisten sag parakolik oluk boyunca ve subdiyafragmatik bosluga ve

nihayet tekrar pelvise dogru saat yoniinde bir akisla sonug¢lanir (82). Sonug olarak, periton
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boslugunun belirli bolgeleri; subfrenik bolge, kiiciik kese, mezenter, diyafram ve

parakolik oluklar, metastaz olusma riskini artiracaktir.

2.4.6.3. Uzak peritona baglanma: intraperitoneal yayilimin nihai hedefi,
sadece serbest tiimor hiicrelerinin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerine degil, ayn1 zamanda
mestastatik implantasyonu barindiracak dokuya da baglidir. Serbest KRK hiicrelerinin
uzak peritona baglanmasi, transmezotelyal ve translenfatik mestastaz olarak adlandirilan

iki islem yoluyla ger¢eklesebilir.

Transmezotelyal yayilma sirasinda, gevsek tiimor hiicreleri dogrudan peritonun
en i¢ tabakasi olan uzak mezotelyuma yapisir. Adezyon molekiillerinin timor-mezotelyal
etkilesimlerdeki olasi rolii, mezotelyal hiicre ile endotelyal hiicre arasinda cizilen
paralellere dayali olarak arastirilmistir (83). Mezotelyum, peritoneal inflamasyon
sirasinda 16kosit trafiginde 6nemli bir rol oynadigi bilinen ve peritoneal metastatik
kaskadi sirasinda istilac1 tiimor hiicreleri tarafindan kullanildigina inanilan adezyon

molekiillerinin farkli bir modelini ifade eder.

Translenfatik yayilma sirasinda, gevsek tlimor hiicreleri, iki veya daha fazla
mezotelyal hiicrenin, lenfatik stomalarin birlesimindeki agikliklar yoluyla submezotelyal
lenfatiklere erisim kazanir. Lenfatik stomalar, immiinoregiilasyonda yer alan, ancak en
onemlisi, sivilarin ve hiicrelerin ser6z bosluklardan aktif emilimi i¢in drenaj kanallar
olarak hizmet eden kiigiik lenfatik kilcal agikliklardir. Omentum majorde, kolonun
apendiks epiploikasinda, diyaframin peritoneal tarafinda, falsiform ligamentte, Douglas
posunda ve ince barsak mezenterinde bulunabilirler. Lenfatik stoma ¢evresinde dagilmis
bu anatomik bolgelerde “milky points (siitlii noktalar)” adi verilen 6zel yapilar da
bulunur. Siitlii noktalar, lenfatik stomalar1 yoluyla periton sivisini emen ve esas olarak
karmm boslugu icin makrofajlar ig¢in gegitler ve saglayicilar olarak hizmet eden
immiinokompetan hiicre kiimeleridir. Dolagimdaki tiimor hiicrelerinin erken hayatta
kalmasina izin veren oldukg¢a vaskiiler bir mikro-ortam sagladiklari i¢in PC olusumunda
rol oynarlar. Siitlii lekelerde mezotelyum tarafindan VEGF iiretimi de anjiyogenezi tegvik
ederek siitlii lekelerde tercihli tiimdr biiylimesine katkida bulunur (84). Bununla birlikte,

kesin mekanizmalar iyi anlagilmamistir.
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2.4.6.4. Subperitoneal alana invazyon: Mezotelyal hiicrelerin yuvarlanmasi,
birkag¢ proinflamatuar sitokine yanit olarak meydana gelir ve boylece bazal membrani
aciga cikarir (79). Mezotelyal hiicreler tarafindan iiretilen hepatosit biiyiime
faktorii/sagilma faktorii (HGF/SF), mezotelyal yara onarimi siirecinde bu hiicrelerin
ayrilmasini, hareketliligini ve ¢ogalmasini indiikler. HGF'nin ¢cMET protoonkogen
tarafindan kodlanan tirozin kinaz reseptdriine baglanmasu, istilaci bir biiylime programini
baglatir. Bu program, doku ve organ morfogenezi i¢in embriyonik gelisim sirasinda
gereklidir, ancak tlimor hiicreleri tarafindan invaziv ve metastatik yetenegi tesvik etmek
icin kullanilir. Sawada ve arkadaslar1 (85), cMet'in asir1 ekspresyonunun over kanserinde
prognostik bir faktdr oldugunu ve kiltiirlenmis over karsinomu hiicrelerinde bu
reseptoriin  hedeflenmesinin, bir a5p1 biitiinlestirici mekanizma yoluyla periton
yayilimini inhibe ettigini zaten bildirmistir. KRK'da Osada ve arkadaslari (86), HGF'nin
karaciger metastazinin ilerlemesi iizerindeki etkisini arastirdi. Yiiksek cMet ekspresyonu
ve yiiksek HGF seviyesi altinda malignitenin olumsuz hasta prognozu ve kotii sagkalima
yol actigini bildirdiler. Malign asitlerin varliginin, mezotelyal hiicrelerin morfolojisinde
degisikliklere neden olan, hiicre-hiicre temaslarinin ayrilmasina ve ardindan karakteristik

yuvarlak morfolojinin kurulmasina neden olan faktorleri de igerdigi rapor edilmistir.

Mezotelyal tek tabakanin yok edilmesi, timor kaynakli apoptoz yoluyla meydana
gelebilir. Jayne ve arkadaslar1 (87), insan peritonunun ti¢ boyutlu bir in vitro modelini
kullanarak, KRK hiicre hatlarinin dis mezotelyal tek tabakaya hizla yapistigini gosterdi.
Yapistirilan tiimor hiicrelerinin ¢ogunlugu, mezotelyal yiizey lizerinde istila olmaksizin
proliferatif biiyiime sergiledi. Tiimér hiicrelerinin bir kismi, mezotelyal hiicrelerin zar
kabarmasini, hiicre kiiciilmesini ve niikleer par¢alanmayi iceren apoptozu ile karakterize
edilen mezotelyumu iggal etti. Heath ve arkadaslar1 (88) 6liim ligandi/reseptor sistemi Fas
Ligand/Fas'in, SW480 kolon kanseri hiicre hatt1 ile in vitro birlikte kiiltlirlenen insan
mezotelyal hiicrelerini kullanarak apoptoz siirecindeki roliinii arastirdi. Peritoneal
mezotelyum istilasinin, en azindan kismen Fas'a bagli bir mekanizmanin aracilik ettigi,

tiimor kaynakli mezotelyal apoptoz yoluyla gergeklestigini gosterdiler.
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2.4.6.5. Proliferasyon ve anjiogenezis: Proliferasyon ve anjiogenezis
tetikleme yetenekleridir. Siirekli proliferasyon, tiimor hiicreleri ve bunlarla iligkili stromal
hiicreler tarafindan biiyiime faktorlerinin ve reseptorlerinin tiretilmesi, otokrin ve parakrin
halkalarin indiiklenmesi yoluyla saglanir. Hem epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin
(EGFR) hem de insiilin benzeri biiylime faktoriil'in (IGF1) bu siirece dahil oldugu
bildirilmistir (79)

EGFR, ErbB hiicre yiizeyi reseptor ailesine aittir ve EGF ve TGFa dahil olmak
tizere bircok ligand tarafindan aktive edilebilir. Ligandinin baglanmasi, ¢esitli ErbB ailesi
tiyelerinin homo veya heterodimerizasyonu ile sonuglanir, ardindan EFGR reseptor
kompleksinin igsellestirilmesi gelir. Sitoplazmik kuyruklarda EGRF tirozin kinaz
alanlariin  otofosforilasyonu iizerine, sirayla tiimor hiicresi proliferasyonunu,
farklilasmasini ve hayatta kalmasini diizenleyen bir transdiiksiyon sinyallesme kaskadi
baglatilir (93). IGF1 ve onun transmembran reseptorii, biiylime ve gelismenin
diizenlenmesinde 6nemli olan bir hiicresel modiilator ailesinin pargasidir. Varghese ve
arkadaslar1 (90), karaciger veya peritona metastaz yapmis KRK'li hastalardan alinan
timorler lizerinde mikroarray analizleri yapmugslardir. IGF-1, peritoneal metastazli
hastalarin tiimor 6rneklerinde 6zel olarak yukar1 dogru diizenlenmistir.

Anjiyogenez, onceden var olan damarlardan yeni kan damarlarinin biiyiimesi,
tiimor biiylimesi ve metastaz olusumu i¢in ¢ok Oonemlidir. Hayatta kalabilmeleri igin,
tiimor hiicreleri, stromal hiicrelerin dahil olmasiyla 6nceden var olan kan damarlarindan
ve besinlerden oksijen verilmesine giivenmektedir. Bununla birlikte, bu tiimér hiicreleri,
submezotelyal kapillerlerden 150 pum'den daha uzaga yerlestirildiginde, oksijen ve
besinler peritoneal kan bariyerini gegemez ve bu da hipoksi ile indiiklenen apoptoza
neden olur (91). Bu nedenle, anjiyogenez, tiimor hiicreleri tarafindan anjiyojenik
faktorlerin iiretilmesi yoluyla indiiklenir. Bu siiregteki kilit oyuncular hipoksi ile
indiiklenebilir faktérl (HIF1) ve VEGF'dir.

Sonug olarak, PK, kanser hiicreleri ile konak elemanlar1 arasindaki, peritoneal
metastatik kaskad olarak bilinen, iyi tanimlanmis birka¢ adimdan olusan karmasik bir
molekiiler karigmanin sonucudur. Bireysel veya tiimor hiicreleri kiimeleri birincil
tiimorden ayrilir, periton bosluguna erisim kazanir ve diizenli periton tasinimina duyarl
hale gelir. Uzak peritona baglanirlar, anjiyogenezin proliferasyonu siirdiirdiigii ve daha
fazla metastatik biiylimeyi miimkiin kildig1 subperitoneal alanmi istila ederler. Bu

molekiiler olaylarin mutlaka izole olarak meydana gelmedigini, aksine siirekli ve
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birbirine bagl bir siireci tanimladigini anlamak o6nemlidir. Mevcut tedavi, CRS ve
HIPEC'i birlestirir. Bu yaklasim 6nemli morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Peritoneal
hastaligin yayilmasiyla ilgili molekiiler olaylarin kapsamli bir sekilde anlasilmasi,
ardindan dikkatli hasta se¢imi ve peritoneal yiizey metastazlarinin bilgili yonetimi bu

nedenle gereksiz toksisiteden kaginmak i¢in ¢ok onemlidir.

2.4.7. MikroRNA’lara Genel Bakis

Mikro-RNA (miRNA, miR), protein kodlayan genlerin ekspresyonunun %60'ina
kadar negatif modiilasyonundan sorumlu olan kodlamayan RNA'larin en ¢ok calisilan
siifini temsil eder (65). miRNA'larin en 6nemli 6zelliklerinden biri, tek bir miRNA'nin
200'e kadar mRNA'y1 hedefleyebilmesi ve farkli miRNA'larin ayni mRNA hedefini
modiile edebilmesi gibi ¢oklu hedef potansiyellerinden olusur. Bu miRNA’lar kendi
niikleotid dizilerinin tamamlayicis1 olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel
baskilama veya mRNA yikimi1 ile posttranskripsiyonel gen ekspresyonunun
diizenlenmesini gergeklestirmektedirler. MiRNA’lar bu sekilde kullandiklar1 yolak
sayesinde hiicre proliferasyonu, hiicre diferasyonunu veya hiicre o6limii gibi vital
slireglerde onemli roller sergilemektedirler. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda
kontrolsiiz hiicre boliinmesinin gergeklestigi kanser hiicrelerinde degisiklige ugramis
miRNA ekspresyonu arastirilmistir; Kanserin  baglamasinda ve ilerlemesinde,
miRNA’lar hedefledikleri genin karakterine gére tiimor siipresorler veya onkogenler
gibi fonksiyon gostermektedirler (65) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. KRK gelisimi ve ilerlemesi ile karacifer metastazinda yer alan spesifik

miRNA'lar (65).

2.4.7.1. MiRNA olusumu: Genel olarak mikroRNA olusum siirecinde ilk
adimda; miRNA genlerinden primer miRNA (primiRNA)’larin  transkripsiyonu
gerceklesir. Ikinci adimda; primi miRNA’lar prekiirsér miRNA(pre-miRNA)’lara
nikkleus  i¢inde doniistiiriiliir. Uglincii veya son adimda; olgun miRNA’larin

sitoplazma iginde olusumu gergeklesmektedir.

MiRNA'nin biyogenezi, yiizlerce veya binlerce niikleotitten olusan uzun bir
firkete transkriptinin (pri-miRNA) transkripsiyonu ile ¢ekirdekte baglar. Ayrica, RNA
polimeraz 111 Drosha ve DGCRS8 (DiGeorge sendromu kritik bolge 8) tarafindan koordine
edilen enzimatik bir islemle, pri-miRNA, pre-miRNA adi verilen yaklagik 70
niikleotidden olusan daha kiiciik bir transkripte indirgenir. Sitoplazmada niikleer reseptor
exportin 5 tarafindan ihrag edildikten sonra, pre-miRNA 6nce Dicer kompleksi tarafindan
yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olgun bir miRNA dupleksine ve ardindan tek sarmalll
olgun bir miRNA'ya indirgenir. Ayrica, olgun miRNA yiikli AGO2 ve RNA kaynakli
susturma kompleksi (RISC), genellikle 3' c¢evrilmemis bolgede (UTR) dizi

tamamlayicilig1 ile spesifik mRNA transkriptlerini hedeflemek i¢in bir kilavuz olarak
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islev gorecek ve translasyonel baskiya veya mRNA degredasyonuna (bozulmasina) yol

acacaktir (65) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. MiRNA biyogenezi (65). MiRNA biyogenezi, ¢ekirdekte, 70 niikleotidlik
daha kiiciik bir transkript i¢cin daha fazla islenen pri-miRNA adi1 verilen uzun bir sag tokast
transkriptiyle (hairpin transcript) baslar. Sitoplazmaya transport edildikten sonra, pre-
MIiRNA, yaklagik 21-23 niikleotidlik tek sarmalli olgun miRNA'ya enzimatik olarak
islenir. Olgun miRNA, RNA ile indiiklenen susturma (silencing) kompleksi (RISC) adi
verilen enzimatik olarak bileskeye dahil edildiginde, RISC'ye spesifik mRNA
transkriptlerini susturmak i¢in, ya bunlarin translasyon baskisi ile bozunmasi yoluyla
rehberlik eder.

2.4.7.2. MIRNA ve kanser: Croce'nin grubu (66) ilk kez miRNA'lardaki
degisikligin kanser gelisiminden sorumlu oldugunu gosterdiler ve ayrica miRNA'nin
hedef mRNA'larinin negatif diizenleyicileri olarak hareket ettigi hipotezini
giiclendirdiler. Hemen ardindan, kanserle ilgili yeni miRNA'lar1 belirlemek ve
karakterize etmek i¢in diinya ¢apinda bir arastirma c¢abasi baslatildi. Su anda miRNA
veritaban1 miRBaseRelease 22'den (http://www.mirbase.org/) en son veriler 2815 olgun
insan miRNA'sin1 igerir. Bununla birlikte, biiylik bir zorluk, miRNA modiilasyonu
tarafindan degistirilen kansere 6zgli mekanizmalarin tanimlanmasindan olusur. Sonug
olarak, farkli algoritmalar iceren ¢ok sayida MIRNA: mMRNA hedef tahmin araci

gelistirilmistir. En iyi algoritmanin hangisi oldugu sorusunun heniiz kesin bir cevabi

51



yoktur, ancak TargetScan en ¢ok diisiiniilen segeneklerden birini temsil etmektedir (65).
Bununla birlikte, miRNA: mRNA etkilesiminin dogruluk tahmini hala zordur ve her bir
patolojiye 6zel olarak her miRNA'nin diizenleyici islevi deneysel olarak dogrulanmalidir.
Kanserdeki onkogenlerin ve timor baskilayici genlerin islevselligi, sirasiyla timor
stipresor (TS) miRNA'lar (TS-miRNA'lar, TS-miR'ler) ve oncomiR'ler olarak
adlandirilan iki miRNA sinifi tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Kanser gelisiminin
altinda yatan genetik ve epigenetik degisiklikler, TS-miR'lerin "fonksiyon kaybina" veya
inaktivasyonuna ve oncomiR'lerin "fonksiyon kazancina" veya asir1 aktivasyonuna yol
acar. Sonug olarak, TS-miR'nin hedefleri olan onkogenler asir1 eksprese olurken, timdor

baskilayici genler oncomiR'lerin asir1 ekspresyonu ile inhibe edilir (77).

2.4.7.3. Tiimor siipresor miRNA’lar: MikroRNA’larin malignite siirecine
etkisi literatiirde ilk olarak 2001 yilinda miR16-1 ve miR-15a’nin kesfedilmesi ile
bildirilmis olup, bunlarin etki mekanizmasi ise 2005 yilinda Cimmino ve
ark.’larinin yayinladiklar1 ¢alisma ile ortaya konmustur. MiR16-1 ve miR-15a’nin
ekspresyon seviyelerinin Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde, olan Bcl-2’nin (anti-
apoptotik B hiicreli lenfoma proteini) tretimi ile zit iliskili oldugu bildirilmistir.
Bunun sonucunda Cimmino ve ark.’lart miR-15a ve miR16-12’in timor siipresor
aktiviteye sahip olduklarini raporlamiglardir (66). Bu iki miRNA’nin disiik
seviyelerinin (TS etkisinin kaybi1 nedeniyle) yiiksek seviyede Bcl-2 proteini ile iligkili
oldugunu bildirdi. Dolayisiyla anormal hiicre biiylimesinin r¢eklestirdiginden ytliksek

seviyelerinin (normal TS aktivite) ise apoptoz ile iliskili oldugu ortaya konmustur.

TS o6zellik gosteren diger bir miRNA grubu, let-7 ailesinin tiyeleridir (let-7b, let-
7c, let-7d, let-7f ve let-7g). Akciger malignitelerindeki dokunun, normal akciger

dokusu ile karsilagtirildiginda genellikle diistik let-7 seviyeleri goézlenmistir (68).

2005 yilinda, Johnson ve arkadaglar1 let-7 ailesinin insanlarda bulunan 6nemli
bir onkogen olan RAS’in aktivitesini kontrol ettigini kesfettiler. Bu ¢alismada, diisiik
seviyelerde let-7 bulunduran akciger tiimorlerinin, 6nemli derecede artmis RAS
protein seviyelerine sahiptir. RAS onkogeninin mRNA (mRAS) dizisi, let-7’in bu
mRNA’ya baglanmasin1 ve bu nedenle proteine translasyonunu engellemesini saglayan
let-7’ye komplementer baglanma bolgeleri dahil etmekteydi. Azalmis let-7’nin

seviyeleri, RAS geninin kontrolsiiz bir sckilde fonksiyon gostermesine olanak
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saglamaktaydi (68). Let-7 ailesinin, RAS onkogenin mRNA’sin1 hedefleyen bir TS

fonksiyona sahip oldugu sonugta tespit edilmistir.

TS fonksiyonuna sahip miRNA-143 birgok kanser tiirlerinde, anormal
biiyiimeyi baskiladigi goriilmiistir. KRK, B-hiicreli kanserler, meme, serviks,

mesane ve hipofiz tiimorlerinde, miR-143lin TS olarak gorev yaptigi rapor edilmistir.

2.4.7.4. Onkogenik miRNA’lar: TS miRNA’larin aksine, onkomiR’ler
cogunlukla malignitelerde kontrolsiiz biiyiimeyi arttirabilmektedir ve ayrica anti-
apoptotik yonde fonksiyon gosterebilmektedir. ilk olarak kesfedilen onkomiR ’lerden,
protein kodlamayan gen olan BIC (B cell Integration Cluster) ile beraber eksprese edilen
miR-155"tir. Mir-155’in  hedef mRNA's1 net bir sekilde saptanmamakla birlikte,
ekspresyonunun tavukta lenfoma ve l6semi olusumunu artirdigi bildirilmistir Yakin

zamanda, miR-155“in B hiicreli lenfoma, olusuma katki gosterdigi géserilmistir (69).

Mir-21’in, onkomiR &zellige sahip olan KRK, pankreas, prostat, mide, akciger,
meme ve karaciger kanserlerinde, Akut miyeloid 16semi, Kronik lenfositik 16semi ve
glioblastomada yiiksek seviyede ekspresyonu goézlenmistir. Mir-17-92  alt1 adet miRNA
(miR-17, miR-18a, miR-lenfomalar1 da igine alan kanser tiirlerinde yiiksek

seviyede ekspresyonu gergeklesmektedir (69).

MiR-99b’lar; MiR-99a, miR-99b ve miR-100'den olusan microRNA (miR)-99
ailesi, varlig1 evrimsel olarak korunmus bir ailedir. Mevcut iiyeler 16semide tipik olarak
onkojeniktir, diger kanserlerdeki fonksiyonel rolleri ise bir tiimdr baskilayici ve bir timor
destekleyicisi arasinda degisir. MiR-99 ailesinin hedefleri, onkogenler ve timor
baskilayicilar listelerinde yer alir, boylece bu miR ailesinin ikili roliinii onkojenik miR'ler
(oncomiR'ler) ve farkli hiicresel baglamlarda tiimor baskilayict miR'ler (TSmiR'ler)
olarak gosterir. MiR-99 ailesi, kanserlerdeki fonksiyonel rollerine ek olarak, makrofaj
inflamatuar yanitlarinin ve T-hiicresi alt kiimelerinin biyolojisinin modiilasyonunda yer
alir, boylece doku homeostazinin korunmasinda, periferik toleransin kurulmasinda ve

ayrica bir inflamatuar reaksiyonun ¢oziilmesinde kritik roller uygular.

Literatiirde incelemesinde Akut miyeloid 16semide (AML) tiim miR-99 ailesi
iyelerinin ekspresyon seviyesinin, AML'nin heterojen popiilasyonunu olusturan ¢oklu
hiicrelerin farklilasma derecesi ile ters orantili olabilmektedir. MiR-99 ailesi, KRK’da

onemli roller oynar. Bir TSmiR gorevi goren miR-99 aile iiyelerinin genellikle kanser
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metastazin1 engelleyebilme 6zelligi olabilmektedir. miR-99b-5p asagi regiilasyonunun
KRK’nin karaciger metastazi sirasinda yaygin olabilmektedir KRK'nin lenf nodu

metastazinda miR-100'in asag1 regiilasyonunu bildirilmistir.

MiR-135b’ler; miR-135 mikroRNA  Onclisii, gen  ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan kodlamayan kii¢iik bir RNA'dir. Insanlarda, farelerde ve
sicanlarda exprese edildigi gosterilmistir. miR-135 cok ¢esitli omurgali tiirlerinde
(MIPF0000028) tahmin edilmis veya deneysel olarak dogrulanmistir. Oncii
mikroRNA'lar ~70 niikleotit uzunlugundadir ve daha kisa 21-24 niikleotid olgun dizisini

tiretmek i¢in Dicer enzimi tarafindan islenir.

MiR-135b-5p, memeliler arasinda korunmus bir transkripttir ve insanlarda 1q32.1
gen lokusunda yer alir. 2008'in baglarinda, miR-135a ekspresyonunun kolorektal
adenomlarda ve karsinomlarda onemli Ol¢lide yukar regiile edildigini bildirilmistir.
Ayrica, birkag grup, miR-135b-5p'nin yukari regiilasyonunun, akciger kanseri ve bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinom dahil olmak iizere diger kanser tiirlerinde kanser
metastazini destekledigini gozlemlenmistir. Ayrica, MiR-135b-5p, TNM evre I11/1V olan
KRK hastalarinin teshisi i¢in umut verici bir potansiyel non-invaziv biyobelirteg

olabilecegi bildirilmistir.

2.4.7.5. MiRNA'larin KRK progresyonu ve metastazdaki ayrintil rolii:
MiRNA'larin kolon kanseri ile ilk iligskisi Michael ve ark. (91) on bes y1l 6nce normal
kolon dokusuna kiyasla kolon kanserinde miR-143 ve miR-145 ekspresyonunun
azaldigin1 bildirdiklerinde baglamistir. O zamandan beri, kolorektal karsinogenezde
miRNA'nin roliinii arastirmak icin birgok ¢alisma yapilmistir. Adenomlardan KRK'nin
evrimsel ilerlemesi goz Oniline alindiginda, KRK'daki miRNA'lar ile modiile edilmis
molekiiler mekanizmalarin derinlemesine anlasilmasi biiyiik bir zorluk haline gelmistir
(65). Wnt/Bkatenin, EGFR, TGFp ve TP53 sinyal yollarindaki degisikliklerin, KRK'nin
hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, invazyonu ve metastazi ile sonuglandigi gosterilmistir
(65,91). Bu nedenle, birgok ¢alisma, KRK gelisimi, ilerlemesi ve metastazinin altini gizen
molekiiler bulmacay1 tamamlamak i¢in miRNA’lar: mRNA etkilesim aglarin1 kurmak
icin bu yollara odaklanmistir. APC, Wnt/B-katenin sinyallemesinde inhibitor islevi olan
onemli bir tiimor baskilayict gendir. Mutasyona ugradiginda, KRK'nin %90'inda oldugu
gibi, APC inhibitér fonksiyonunu kaybederek tiimorijenez, invazyon ve metastaza yol

acar. Artan sayida calisma, ya APC'nin dogrudan baskilanmasit (6rn. miR135a/b, miR-
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494, miR-19a) ve Wnt yolunun anormal aktivasyonu (6rn. 6rnegin miR-21, miR-155,
miR-103a, miR-1827, miR-145, miR-34a) veya dolayli olarak bu yollarin diger iiyelerini
(miR-150, miR-224, miR-146a, miR-) hedef alir (91).

EGFR sinyal yolu, hiicre proliferasyonuna, farklilasmasina, gogiine ve apoptoza
aracilik eden normal embriyogenezde kritik bir role sahiptir. EGFR'nin genetik
degisikliklerle fonksiyon kazanmasi kanser gelisimine yol acar. KRK’nin yaklasik
%50'sinde EGFR gen amplifikasyonu, KRAS ve BRAF downstream mediatorlerinin
mutasyonel aktivasyonu bulunur (65).

Son c¢alismalar, onkojenik EGFR yolunun anormal aktivasyonunun TS-
miRNA'larin fonksiyon kaybina bagli olabilecegini bildirmistir. EGFR yolunda yer alan
en 6nemli TS-miRNA'lardan ikisi, birlesik eylemi KRAS ve BRAF (47) dahil olmak
tizere EGFR yolunun birkag tiyesini hedefleyerek ¢ogalmay1 ve gocii azaltan miR-143 ve
miR-145'tir. let-7a'nin fonksiyon kaybi, yiikksek KRAS ve c-MYC ve kolon tiimorijenezi
seviyeleri ile iligkilendirilirken, let-7 KRAS rs712 polimorfizmi, artan KRK riski ile
korele idi (92). Son kanitlar, miR-19a'nin KRAS ve VEGFA'y1 hedefleyerek KRK
anjiyogenezini engelleyebilecegini ve miR-181d'nin EGFR/KRAS yolunda bir
downstream diizenleyicisi olan PEAKI1'i tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini, gogiinii ve
invazyonunu azalttigim dogrulamistir. Ote yandan, KRAS yolunun aktivasyonu, bazi
onkomiR'ler1 tetikleyebilir ve yukar1 regiile edebilir; 6rnegin, KRK gelisimi ve
ilerlemesinde rol oynayan miR-210 ve miR-181a gibi veya KRK saldirganligi ve
metastazinda ¢ok dnemli bir role sahip olan miR200c (65)’dir.

AKT-PI3K-mTOR yolu, yaklasik %15-20 KRK'da amplifiye edilen EGFR
yolunun ikinci sinyallesme merkezini temsil eder (93). AKT-PIK3K-PTEN yolunun
amplifikasyonuna hem miR-126, miR-497 ve miR-1 gibi TS-miR'lerin fonksiyon kayb1
ya da miR-21, miR-19 ve miR -96 dahil olmak {izere birka¢ oncomiR'nin yukari
regililasyonu aracilik eder (65). KRK gelisimi ve ilerlemesinde EGFR sinyal yolu ile ilgili
miRNA'lar hakkinda daha fazla veri, EGFR sinyal yolu boliimiinde sunulmaktadir.

Bununla birlikte, KRK’daki miRNA'lar-mRNA'lar aglari, daha spesifik KRK
metastazi durumunda daha karmasiktir. MiRNA'lar, kolorektal dolasimdaki timor
hiicrelerinin (CTC'ler) hareketinin altinda yatan EMT'yi kontrol edebilir. Eksozomlarda
kapstillenmeleri ile miRNA'lar, karaciger metastatik nisinin hazirlanmasinda, bagisiklik
sisteminin baskilanmasinda ve karaciger fenotipinin Dicer'a-bagli bir sekilde modiile

edilmesinde destek saglar.
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2.4.7.5.1. EMT modiilasyonu ile KRK metastazinda miRNA'larn rolii: Bununla
birlikte, KRK'daki miRNA'lar-mRNA'lar aglari, daha spesifik KRK metastazi
durumunda daha karmasiktir. MiRNA'lar, kolorektal CTC'lerin hareketinin altinda yatan
EMT'yi kontrol edebilir. Eksozomlardaki kapsiillenmeleri ile miRNA'lar, karaciger
metastatik nisinin hazirlanmasinda, bagisiklik sisteminin baskilanmasinda ve karaciger

fenotipinin Dicer'a bagli bir sekilde modiile edilmesinde destek saglar.

KRK metastazinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 anlamak, bu
patolojinin tedavi stratejilerini gelistirmek ve sonug¢ olarak hastalarin sagkalim oranini
artirmak i¢in ¢ok Onemlidir. Kolorektal karsinogenezde miRNA'larin aracilik ettigi
mekanizmalar oldukca iyi anlasilmig olsa da, metastazdan sorumlu olanlar heniiz
aydinlatilamamigtir. Kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaza yol agan 6nemli bir
ozelligi, epitelyal 6zelliklerini mezenkimal olanlara degistirmesidir, bu stire¢ EMT olarak
bilinir. EMT sirasinda kanser hiicreleri, hiicre hareketliligine, govde oOzelliklerinin
kazanilmasina, apoptozun inhibisyonuna ve immiinosupresyona yol agan fenotiplerini
degistiren cesitli islemlerden gecer. EMT, CDHI1 ve claudinler gibi proteinleri kodlayan
birkag spesifik genin asagi regiilasyonu ve vimentin (VIM), N-kadherin (NCAD) ve
fibronektin (FN1) igin olanlar gibi gesitli protein kodlayan genleri aktive ederek
mezenkimal yapismay: tesvik ederek epitelyal siki hiicre baglantilarinin ¢oziilmesiyle
karakterize edilir. Inflamatuar sitokinler ve biiyiime faktdrleri gibi TME'den gelen
uyaranlar, kanser hiicrelerinin EMT'sini anormal sekilde diizenleyerek tiimor gelisiminde
onemli bir role sahiptir (94). EMT modiilasyonu, bir¢ok diizenleyici ve indiikleyici
molekiilii iceren karmasik bir isbirligi ag1 gerektirir (65). EMT'nin ana diizenleyicileri,
aktive edici transkripsiyon faktorlerinin ti¢ ailesi ile temsil edilir: SNAIL, ZEB ve
TWIST. Bununla birlikte, biriken kanitlar, diger iki transkripsiyon faktorii ailesinin,
PROX1 ve FOX'un KRK’nin EMT'sine dahil oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, bu
transkripsiyon faktorleri ailelerinin {iyeleri tarafindan EMT'nin uyarilmasi, miRNA'lar

tarafindan siki bir sekilde koordine edilen ¢oklu yollar1 igerir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. MiRNA'lar ve bunlarin mRNA hedefleri, EMT ve MET” iliskin diizenleme ve

indiiksiyon ile iliskili olup, KRK invazyonu ve metastazi destekler (65).

Key Signaling MmiRNAs Targets Function
oncomiR (High Expression)—~CGain of Function
MiR-675-5p SNAI EMT, invasion, meotastasis
TS-miR (Low/Reduced Expression)—ILoss of Function
SNAIL, SLYG, ZEB1, BIM1,
C44, CIP133, o-MYC
Regulation of miR-37% SPI, MMP2, SNAIL, CIDF1,
ENT VIM, CIDOH2, CTNNBI
COND1, ZEBT, CIDH2 VIM,
SLUG, SNATL

miR-34a/b/« EMT, invasion, nmwilastasis, MET

miR-374

miR-200¢ ZEBI _ETSI reimri,  AsClLz . = = =
migration, liver metasis

miR-429 ONECUTZ, ZEB1, ZEB2 EMT, invasion, migration
miR-335, miR-132,
miR-192

ZEB2 EMT, Invasion, motastasis

oncomiR (High Expression)—Gain of Function
SMAIDE, MMP2Z2, MAMP9
SMADZ/TGF-B
SMAID7, HOXIDIO
NRFZ2, SMAI7

CREB
AMAP2

ion, migration
ion, migration

TS-miR (Low/Reduced Expression)—Loss of Functi

Inducing of M. o = ——n
o [R5 S IR T EMT, prolifcration, migration,
: tumorigencsis
MiR-187 SOX4, NTSE, PTKG EMT, invasion, metastasis
miR-34a s e s Progression, EMT, liver metastasis
miR-145 SIPl1, CTNINBIL1, TCr4, Froliferation, migration, ENT,
- VIM, SNAIL =

BCIO, TCIr7i.2,
SNAIL, PGRN
o7 MMPIT

miR-29h

Dogrudan TP53 tarafindan diizenlenen MiR-34 ailesi (miR-34a/b/c), SNAIL,
SLUG ve ZEBI transkripsiyon faktorlerinin yani1 sira BMI1, CD44, CD133, orc-MYC
kok faktorlerini baskilayarak TGFp ile indiiklenen EMTin 6nlenmesinde rol oynar.
Tersine, SNAIL ve ZEB1, miR-34a/b/c ifadesini baskilayarak EMT'yi tesvik eder.
Bununla birlikte, birgok kanserde bulunan TP53 ve/veya miR-34a/b/c'nin fonksiyon
kayb1, kanser metastazini kolaylastiran 6nemli bir molekiiler degisikligi temsil eder (95).
SNAIL’in KRK tarafindan mezenkimal gecis aktivasyonuna yonelik epitel, dogrudan
ZNF281 transkripsiyonunu indiikler, bu da KRK metastazina katkida bulunan miR-
34a/b/c'nin baskilanmasma yol agar. Yakin tarihli bir ¢alismada (96), miR-375'in
MMP2'yi ve birkag EMT ile iliskili genleri diizenledigi kanitlanmistir, SNAIL dahil.
Asagr regiile edildiginde miR-375, KRK hiicrelerinin ¢ogalmasina, invazyonuna ve
gociine yol acar. MiR-374, KRK'deki fonksiyon kaybi PIK3/AKT yolunun
aktivasyonunu indiikleyen, proliferasyonu, istilayi, gé¢ii ve intrahepatik metastazi tesvik
eden bagka bir tiimor baskilayiciy: temsil eder. Transkripsiyon faktorleri SNAIL, SLUG
ve ZEB1'in yan1 sira NCAD ve VIM alani, hepsi miR-374 inhibisyonu tarafindan 6nemli
ol¢iide yukari regiile edilen miR-374"in hedefleri arasindadir (97). MiR-200 ailesinin iki
tiyesi olan MiR-200c ve miR-429, agirlikli olarak KRK hiicrelerinde ZEB transkripsiyon

faktorlerinin  diizenlenmesinde rol oynarlar. miR-200c'nin indiiksiyonu, ZEBI1
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ekspresyonunu baskilayarak EMT'nin inaktivasyonuna yol acar, bu da KRK hiicrelerinin
invazyonu ve migrasyonunun azalmasia neden olur (98). MiR-429, ONECUT2'yi
hedefleyerek TGFJ ile indiiklenen EMT'yi tersine ¢evirebilir ve boylece hiicre migrasyon
ve invazyonunu inhibe edebilir. Bununla birlikte, miR-429, KRK'de énemli 6lgiide asagi
regiile edilmistir (99). Basta miR-335, miR-132 ve miR-192 olmak iizere diger timor
baskilayicilarin asagi regiilasyonu, ZEB2 hedef genlerinin ekspresyonunu artirarak
KRK'nin istilas1 ve metastazi ile iliskilidir (100). Hipoksik kosullarda, miR-675-5p asiri
ekspresyonu, hem SNAIL'in baskilayict DDB2'sini inhibe ederek hem de transkripsiyon
faktorii HIF1a'nin (101) aktivitesini stabilize ederek SNAIL transkripsiyonunu artirarak
HIF1a tarafindan yonlendirilen hipoksi ile indiiklenen EMT'yi diizenleyebilir.

2.4.7.5.2. KRK karaciger metastazini siirdirmede miRNA-TEX’in rolii:
KRK'dan karaciger metastazlarinin olusumu, kolorektal CTC'lerin EMT-MET
plastisitesini, karaciger mikro-ortaminin lokal olarak yeniden sekillenmesini ve
immiinosupresyonu i¢eren ¢ok asamali bir siireci temsil eder. Genel olarak, bu siireglere
giiclii bir sekilde KRK tarafindan salinan miRNA'lar-TEX aracilik eder. Eksozomlar,
hiicrenin endozomal sistemi icinde iiretilen multivezikiiler govdelerden (MVB'ler)
tiiretilen bir lipid cift tabakasi ile ¢cevrelenmis, yaklagik 30-100 nm'lik kii¢iik hiicre dis1
vezikiillerdir. Tiimor hiicreleri de dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipi tarafindan
salgilanirlar ve anne siitil, idrar, tiikiiriik, semen ve kan gibi viicut sivilarinin ¢ogunda ve
ayrica Kkiiltiirlenmis hiicrelerin silipernatanlarinda tespit edilebilirler. Eksozomlar,
baglandiklar1 hiicrelerin fenotipini, onlar1 parakrin veya endokrin bir sekilde kargo
igerigine aktararak modiile edebilir (102,103). ikincil metastatik nisin hazirlanmas veya
karaciger mikrogevresinin yeniden sekillendirilmesi, karaciger metastazini siirdiirmek
i¢in zorunlu bir durumdur. KRK tarafindan salinan eksozomlar, niikleik asitler (DNA,
mRNA, miRNA, IncRNA, circRNA vb.), proteinler (transkripsiyon faktorleri,
reseptorler, enzimler, vb.)’dir. TEX'lerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, farkli integrin
ekspresyon paternleri nedeniyle organotropizmi belirleyebilmeleri ve organa 06zgi
metastazi tahmin edebilmeleridir. Integrinler, hedef hiicrelerde bulunan spesifik
reseptorlere baglanir ve Src fosforilasyonu ve S100 gen ekspresyonu yoluyla
proinflamatuar sinyalleri indiikleyerek ikincil pre-metastatik nisi hazirlar (104). Iki
kemokin reseptorii, CXCR4 (96) ve CCR6 daha 6nce karacigere KRK metastazi ile

iligkilendirilmisti (Sekil 11). Ayrica, KRK'nin metastatik paterninin 6zelliklerini arastiran
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onceki veriler, karacigerin KRK'nin ana metastatik bolgesi oldugunu, akcigerler,

kemikler ve beynin daha az yaygin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (105) (Sekil 2.11).

CRCmiRNA-TEX

CXCR4
miR-203

miR-18a

miR-328

miR-17-5p

miR-92a

. CCR6 -
miR-638 /

/9 ® %)

CTCs . _ Liver metastasis

~

_ = @
Tumorcells (@, Immunecells <&’ Stromalcells &8, Inflammatory cells vv%_;

Tumor-delivered exosomes (TEX) &

Sekil 2.11. KRK tarafindan iletilen eksozomlar (miRNA-TEX) tarafindan tasinan
miRNA'larm aracilik ettigi KRK dolagan tiimdr hiicreleri (CTC'ler) yoluyla karacigerde
KRK metastaz1 (65). CXCR4 ve CCR6 kemokin reseptorleri, miRNA-TEX'in karaciger
organotropizminden sorumludur; karaciger, proinflamatuar ve pro-tiimorijenik sinyalleri

indiikleyerek ikincil metastatik nig hazirlamaktan sorumludur.

Mevcut verilere gore, miRNA'lar, kanser gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda yer
alan en c¢ok c¢alisilan eksozom-tutulmus molekiillerdir. Alict hiicrelerde gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde miRNAs-TEX'in fonksiyonel rolii gosterildigi 2010
yilindan bu yana, bunlarin kanserin ayirt edici 6zelliklerine olan temel katkilar1 kabul
edilmistir (106). Bununla birlikte, farkli timdorler tarafindan salinan eksozomlara dahil
edilen miRNA'larin miktarlar1 agikliga kavusturulmamistir. Bir hipotez, miRNA'larin-
TEX'in bollugunun, dondr hiicrenin sitoplazmasindaki mRNA hedef transkriptlerinin
varligina bagli oldugundan bahseder. Bu nedenle donér hiicredeki olasi bir mRNA-
miRNA etkilesimi, eksozomlarda bu miRNA'nin disiik seviyelerine yol acabilir (103).

Ote yandan, eksozomlara ayrilan miRNA'lar, transkripsiyon sonras1 modifikasyonlari ile
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sartlandirilabilir, boylece 3' u¢ adenile edilmis miRNA'lar hiicrelerde agirlikli olarak

zenginlesirken, 3' ug tiridillenmis miRNA'lar eksozomlarda zenginlestirilir.

Buna gore, KRK hiicrelerinden gelen eksozomal miR-203, monositlerin KRK
hastalarinin karaciger metastazinda yer alan M2-tliimdr-iligkili makrofajlara (TAM'ler)

farklilagsmasini tesvik ederek premetastatik nis olusumunu siirdiirebilir (107).

Ayrica, son kanitlar, karaciger metastatik nislerinin, KRK hiicrelerinin eksozomal
miR-21"i tarafindan miR-21-TLR7-IL6 ekseni yoluyla tesvik edilebilecegini ileri
siirmiistiir (108). Onemli &l¢iide artan serum eksozomal miR-6803-5p seviyeleri ve miR-
548c-5p'nin azalan seviyeleri son zamanlarda KRK hastalarinin zayif sagkalim ve
karaciger metastazi ile iligkilendirilmistir (109). Bununla birlikte, hem miR-6803-5p hem
de miR-548c-5p'nin KRK metastazini etkiledigi molekiiler mekanizmalar biiyiik 6lgiide
bilinmemektedir. Benzer sekilde, yeni kanitlar azalmis serum eksozomal miR-638
diizeylerinin artmis karaciger metastazi riski ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (110).
Onceki veriler, miR-638'in hem TP53 ve PTEN'i hedefleyerek bir oncomiR olarak hem
de KRK'da TSPANTI' inhibe ederek bir tiimor baskilayic1 olarak islev gordiiglinii
gostermistir (65). Fu ve ark. (111) yakin zamanda miR-17-5p ve miR-92a-3p eksozom
ekspresyonunun KRK metastazi ile iliskili oldugunu, ancak KRK mutasyon tipiyle ilgili
olmadigint gostermistir. Timori bosaltan damarin periferik damardan (PV) alinan
kandan daha homojen bilgi saglayabilece§ine dair ¢ok ilging bir hipoteze dayanarak,
Monzo ve ark. (112), KRK primer tiimérlerinin mezenterik ven (MV) yoluyla PV'den
daha yiiksek konsantrasyonlarda miRNA saldigmi gosterdi. Buna gore, karaciger
metastazi gelisen hastalarin MV'sinde eksozomal miR-328'in PV plazmasindan daha
yiiksek oldugunu gozlemlediler, bu da miR-328'in KRK karaciger metastazi gelisiminde
olasi roliinii ortaya koydu. Bununla birlikte, eksozomlara yiliklenen miRNA'lar pasif bir
sire¢ degildir. Teng ve ark. (113) yakin zamanda, oncomiR'lerin eksozomlara
ayrilmasinin bastirildigini, buna karsin TS-miR'lerin eksozomlara ayrilmasinin arttigini
gOstermistir. Ayrica, miR-193a ve miR-18a'y1 i¢eren eksozomal TS-miR'nin, karaciger
metastazi olan hastalarda, metastazi olmayan KRK hastalarina kiyasla énemli 6l¢iide
daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Fonksiyonel analiz, miR-193a'nin, dogrudan hedefi
Caprinl araciligtyla CCDNlandc-MYC ekspresyonu ile KRK ilerlemesini modiile

ettigini gosterdi.
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Oldukga ilging bir sekilde, son kanitlar, meme kanseri tarafindan salinan miRNA -
TEX'in, normal hiicre fenotipinin bir tiimor fenotipine doniistiiriillmesinde dogrudan rol
oynadigina ve Dicer'e bagh bir sekilde TCP'den bagimsiz metastazi tegvik ettigine isaret
etmistir (102). Ancak, KRK metastazi i¢cin bu yaklasimi destekleyen higbir veri heniiz
sunulmamistir. Ayrica, onceki veriler, konak¢inin bagisiklik sisteminin baskilanmasinda
timor kaynakli eksozomlarin roliinden s6z etmisti (114). Bununla birlikte, kolorektal
tiimorler tarafindan salinan ve KRK metastazi sirasinda bagisiklik sisteminin
baskilanmasinda rol oynayan eksozomlarda tutulan miRNA'larin belirlenmesi biiyiik bir

zorluk olmaya devam etmektedir.

2.47.6. Giivenilir biyobelirtecler olarak miRNA'lar:  Giivenilir
biyobelirtegler olarak miRNA'larin klinik etkileri bircok biyolojik numune tiiriinde (115)
yiiksek stabiliteleri goz Oniine alindiginda, miRNA'lar KRK ig¢in yeni kanser
biyobelirteglerini kesfetmek i¢cin 6nemli adaylar haline gelmistir. Halihazirda, sayisiz
makale, serum miRNA'larinin KRK teshisi, prognozu ve tedavi yanitinda faydasini
sunmustur. Ornek olarak, miR-21, let-7g, miR-31, miR-92a, miR-181b ve miR-203 dahil
olmak {iizere alti miRNA'nin, karsinoembriyonik antijen (CEA) ve CA19-9 (116) gibi
klasik belirteclerle karsilastirildiginda %40'm {izerinde 6zgiilliik ve duyarlilikla KRK
teshisi i¢in glivenilir bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir. Bagka bir 6rnek, artan serum
seviyeleri KRK progresyonu ve karaciger metastazi ile 6nemli 6l¢iide iligkili olan miR-
200 tarafindan verilmistir (117). Ancak, Hibner ve ark. (118), miRNA'larin KRK teshisi

ve prognozu i¢in potansiyel biyobelirtecler olarak kullanigliliginin altin1 ¢izmektedir.

Ek olarak, KRK klinik denemelerinde miRNA degerlendirmesi hakkinda birkag
gozlemsel calisma rapor edilmistir. ClinicalTrials.gov Identifier'da NCT02635087 kodu
bulunan bu denemelerden biri, altt miRNA'dan olusan bir panelin (miR-21, miR-20a-5p,
miR-10a-3p, MiR-106b-5p, miR-143-5p ve mMIiR-215) olup olmadigini arastirmay1
amagladi. 2022°de biten ¢calismanin sonucunda, altt miRNA tabanli siniflandiricinin, evre
IT kolon kanserli hastalarda hastalik niiksii icin giivenilir bir prognostik ve prediktif
belirte¢ oldugunu ve ayrica hangi hastalarin adjuvan kemoterapiden fayda gordiigiinii

tahmin edebilecegini bildirdiler.

Sonug olarak; artan kanitlar tutarli bir sekilde miRNA'larin kanserin tiim ayirt
edici Ozelliklerinin modiilasyonunda énemli molekiilleri temsil ettigini gostermektedir.

Buna gore, spesifik miRNA'lar, karaciger metastazinin yani sira KRK'nin teshisi, gelisimi
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ve ilerlemesi ile iligkilendirilmistir. Ayrica, solid kanserli hastalarda dolasimdaki miRNA
seviyelerindeki degisiklikler, yeni tanisal ve prognostik faktorlerin gelistirilmesi igin
diistintilebilir. Bu baglamda, KRK tarafindan iletilen eksozomlar (miRNA-TEX)
tarafindan tagimman kan miRNA'lar, karacigerde KRK metastazi tahmin etmek igin
kullanilabilecek degerli araglar haline gelmistir. Tiimdr eksozomlarina iletilen miR-18a,
mir-328, miR-17-5p ve miR-92a dahil olmak iizere birkagc KRK oncomiR'si, KRK
metastaz1 ile iligkilidir, ancak aymi zamanda karaciger karsinojenezi ile de
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, klinikte giivenilir biyobelirtegler olarak
uygulanmadan 6nce, miRNA'larin islenmesi, ifadesi ve normalizasyonu ile ilgili
standartlastirilmis yontemlerin olugturulmasi gerekirken daha fazla dogrulama caligmasi
gereklidir. Gelecekteki zorluklar olarak, nasil oldugunu degerlendirmenin ilging olacagini
diisiiniiyoruz. karaciger miRNA'larinin ¢ogu, birincil KRK'yi tedavi etmek i¢in kullanilan
kemoterapi rejimleri tarafindan degistirilebilir. Bu degisikliklerin mevcut olmasi
durumunda, bu miRNA'larin karacigerde KRK metastazin1 kolaylastirmaya dahil olup

olmadig1 ve nasil olabilecegi sorusu ortaya ¢ikar.

2.4.8. Kolorektal Kanser Tani ve Tarama

KRK teshisi, ya semptomlarla bagvuran bir hastanin degerlendirilmesi ya da
tarama sonucunda ortaya cikar. Hastalik, gaitada kan, bagirsak aligkanliklarindaki
degisiklikler ve karin agris1 gibi bir dizi semptomla iligkilendirilebilir. Diger semptomlar
yorgunluk, soluk goriinim ve nefes darlig1 gibi anemi ile ilgili semptomlar ve kilo
kaybidir. Yash bir hastada KRK varlig1 i¢cin bu semptomlarin prediktif degeri sinirhidir,
ancak daha ileri klinik degerlendirmeyi ihtiyac duymaktadir. KRK i¢in popiilasyon
taramasinin yayginlagmasiyla birlikte, birgok kisiye klinik oncesi bir agsamada teshis
konur. Semptomatik hastalarda kolonoskopi tercih edilen arastirma yontemidir. Niifus
taramasi i¢in gaitada gizli kan testi (GGKt) kullanilabilmektedir. GGKt’nin pozitif olmasi
durumunda kolonoskopi yapilabilir (119).

Kolonoskopi; KRK teshisi i¢in altin standarttir. Yiiksek teshis dogruluguna
sahiptir ve tiimdriin yerini degerlendirebilir. Daha da 6nemlisi, teknik eszamanli biyopsi
orneklemesine ve dolayisiyla molekiiler profilleme icin tan1 ve materyalin histolojik
olarak dogrulanmasina olanak saglayabilir. Kolonoskopi ayni1 zamanda hem tanisal hem
de tedavi edici etki saglayan tek tarama teknigidir. Endoskopik polipektomi kullanilarak

adenomlarin ¢ikarilmasi kanser insidansini ve mortaliteyi azaltabilir (120). Gergekten de
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kolonoskopinin kolorektal kanser insidansin1 ve mortalitesini azaltmadaki etkinligi ABD
Ulusal Polip Calismasi tarafindan iyi bir sekilde gosterilmistir (121). Bu ¢calismadan elde
edilen son 20 y1llik takip verileri, KRK’ya bagli mortalitede %53'liik bir azalma oldugunu
gosterdi (121). Kolonoskopinin kalitesi, interval kanserlerden (yani, tarama ziyaretleri
arasinda ortaya ¢ikan bir tiimor) kaginmanin en kesin yolu olan kanser ve adenomun tani

veriminde belirleyici bir faktordiir (119).

Avrupa Gastrointestinal Endoskopi Dernegi Kolon Kapsiil Endoskopi Kilavuzu,
kolonoskopi yapilmamis veya eksik kolonoskopi gecirmis hastalarda kolon mukozasinin
goriintliilenmesi i¢in uygun ve giivenli bir ara¢ olarak kapsiil endoskopisini 6nermektedir
(122). Bu oneri daha sonra KRK taramasina iligkin Asya-Pasifik kilavuzlarina da dahil
edildi (119). Kapsiil endoskopi endikasyonlar1 su anda geleneksel kolonoskopiyi
reddeden ve anatomik nedenlerle tam kolonoskopinin miimkiin olmadigi hastalarla
sinirlidir. Darligin varligi, kapsiil retansiyonuna yol acabileceginden, kapsiil endoskopisi

icin bir kontrendikasyondur.

Bilgisayarli Tomografi; uzak metastazlarin tespiti, timoriin komsu organla veya
dokular ile iligkisi ve lenf nodlarinin tespitinde kullanilabilir. BT avantajlari; non invaziv
ve biiyiikk adenomlar1 kolonoskopi gibi tespit edebiliyor fakat dezavantajlari; anormal
sonuclarda kolonoskopi ve doku tanisi gerekliligi olmakta, flat adenomlar polipoid
lezyonlara gére daha malign potansiyele sahip ve bu lezyonlar ile BT ile atlanabiliyor,
radyasyon maruziyeti baryumlu enemaya gore daha az olmakta fakat her 5 yilda bir

cekilen hastalar igin kiimiilatif doz bilinmemektedir (123).

Magnetik rezonans gorilintiilleme; karaciger metastazlarinin, lenf nodlarinin
durumu ve niiks lezyonlarin tespitinde kullanilabilir. Endorektal ultrasonografi veya
endorektal coil ile yapilan manyetik rezonans goriintiileme (MRGQG) ile tiimoriin barsak
duvarindaki invazyon derinligi ve lenf nodu tutulumu tespit edilebilir. Pozitron emisyon
tomografisi (PET) fluorodeoksi glukozun tiimor dokusu tarafindan normal hiicrelere gore
daha hizli kullanim esasina dayanir. Ekstrahepatik hastalik varligini arastirmada ve BT
ya da MR ile niiks-skar dokusu ayirimi yapilamayan hastalarda faydalhidir (124). 50
yasindan itibaren KRK riski belirgin olarak arttigindan malignite ve polip agisindan
diizenli olarak tarama yapilmalidir. 50 yasindan itibaren Onerilen tarama yontemleri su

sekildedir:

Yilda bir gaytada gizli kan testi
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Bes yilda bir fleksibl sigmoidoskopi

Bes yilda bir ¢ift kontrastli baryum enema
On yilda bir kolonoskopi

Bes yilda bir bilgisayarli tomografi

Uc veya daha fazla adenom, yiiksek dereceli displazi (High-grade, karsinoma in
situ), villoz yap1 ve adenomun 1 cm veya daha fazla biiyiikliikte olmasi bu bireylerin KRK
acisindan yiiksek riskli oldugunun gostergesidir. Bu bireylere 3 yilda bir kolonoskopi
yapilmasi 6nerilmektedir. Bir veya iki adet, yiiksek dereceli displazisi olmayan, 1 cm’den
kiictik tubiiler adenomu olan diisiik riskli bireylere 5-10 yilda bir kolonoskopi yapilmasi
onerilmektedir. Hiperplastik polipi olan bireylere ortalama risk grubundaki gibi 10 yilda
bir kolonoskopi yapilmasi Onerilmektedir. Adenomatdz polip Oykiisii olanlar, KRK
nedeniyle kiiratif rezeksiyon 0ykiisii olanlar, birinci derece akrabasinda 60 yasindan dnce
kolorektal karsinom veya adenom saptananlar, belirgin siire inflamatuar barsak hastaligi
olanlar, bilinen veya siiphelenilen FAP veya HNPCC hastaliklarindan birine sahip olanlar
yiiksek riskli olarak degerlendirilir. Bu bireylerde kolonoskopik tarama daha sik
yapilmali ve erken yasta baglamalidir (125).

2.4.9. Kolorektal Kanser Histopatoloji

Kolon kanserinin en yaygin sekli, tiim kolorektal kanser vakalarmin %95 ila
%98'in1 olusturan adenokarsinomdur. Diger, daha nadir tipler arasinda lenfoma,
adenoskuamoz ve skuamoéz hiicreli karsinom bulunur. Bazi alt tiplerin daha agresif

oldugu bulunmustur (126).

Makroskopi: Kalin bagirsagin sag tarafindaki kanserler ekzofitik olma
egilimindedir, yani tiimor bagirsak duvarindaki bir yerden disar1 dogru biiyiir. Bu ¢ok
nadiren gaitanin tikanmasina neden olur ve anemi gibi semptomlarla kendini gosterir. Sol
tarafl1 timorler ¢evresel olma egilimindedir ve bir pegete halkasi gibi bagirsak limenini

tikayabilir ve daha ince kalibreli gaita ile sonuglanir.

Polipoid tip; karnabahar goriintimlii olup liimen i¢ine dogru biiyiiyen tiimdrlerdir.
Siklika ¢ekum ve rektumda goriiliir ve ¢cogunlukla iyi diferansiye adenokarsinomalardir.
Genelde intestinal obstruksiyon tespit edilmez ¢linkii liimeni anniiler tarzda sarma egilimi

yoktur, ancak siklikla kanamaya neden olurlar.
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Ulseratif tip; malign iilser goriiniimii mevcuttur (nekrotik bir taban ve etrafinda

kabarik bir kenar) ve genellikle ¢ekum kanserlerinde goriiliir.

Anniiler tip; mekanik bagirsak tikanikligina (MBT) yol agabilen tiimorlerdir.
Cogunlukla yavas gelisim gosterirler ve metastaz egilimleri yiiksektir. Sol kolon ve

sigmoid kolonda genellikle goriiliirler.

Linitis plastika; siklikla limenin daralmasma yol agip MBT’ye yolagabilen

bagirsagin genis boliimiinde duvar kalinlasmasi olusturan tiimorlerdir (126).

Mikroskopi: Adenokarsinom, kolon ve rektumu kaplayan yiizeyel glandiiler epitel
hiicrelerinden kaynaklanan malign bir epitelyal tiimdrdiir. Duvari invaze eder, muskularis
mukoza tabakasina, submukozaya ve ardindan muskularis propriaya infiltre olur. Timor
hiicreleri, pluristratifikasyon, ¢oklu liimen, azaltilmig stroma ("arka arkaya" goriiniim)
barindiran diizensiz tiibiiler yapilar1 tanimlar. Bazen, tiimor hiicreleri yapiskandir ve
biiyiik mukus havuzlar iireten interstisyumu istila eden mukus salgilar. Bu, hiicrelerin
zayif sekilde farklilastigi miisindz adenokarsinomda ortaya ¢ikar. Mukus, timor
hiicresinin i¢inde kalirsa, ¢ekirdegi ¢cevreye dogru iter, bu "tagh yiiziik hiicresinde" olur.
Glandiiler mimariye, hiicresel pleomorfizme ve baskin paternin mukosekresyonuna bagl
olarak, adenokarsinom ii¢ derece farklilasma gosterebilir: 1yi derecede farklilagmis >%095,

orta derecede farklhilasmis %50-95 ve diisiik farklilasmis <%50. (126).

Timor tomurcuklanmasit (budding): KRK’da tiimér tomurcuklanmasi,
karsinomlarin invaziv cephesinde tek tek hiicrelerin ve kiigiik tiimor hiicresi kiimelerinin
varlig1 ile gevsek bir sekilde tanimlanir. Bir epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT) temsil
ettigi  varsayillmistir. TimoOr tomurcuklanmasi, insanlari TNM evrelemesiyle
tanimlananlardan daha anlamli risk kategorilerine ayirmaya izin verebilen ve ayrica
ozellikle kolorektal karsinomun T1 ve T3 NO'da (Evre 2, Dukes' B) potansiyel olarak
tedavi kararlarin1 yonlendirebilen kolorektal karsinomda potansiyel olarak kotii bir
sonucun iyi kurulmus bagimsiz bir belirtecidir. Ne yazik ki, bildirilebilir bir faktor olarak
evrensel kabulii, tiimor tomurcuklanmasinin hem niteliksel hem de niceliksel yonleriyle

ilgili olarak tanimsal tekdiizelik eksikligi nedeniyle geride kalmstir (127).

Immunhistokimyal 6zellikler: KRK’dan metastaz siiphesi olan durumlarda, dogru
tan1y1 belirlemek icin immiinohistokimya (IHK) kullanilir. Bazi1 proteinler kolorektal
kanserde daha spesifik olarak ifade edilir ve CK20 ve MUC?2 gibi tanisal belirtecler olarak
kullanilabilir. THA, kolorektal ve diger kanser riskinde artis olan genetik bir bozukluk
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olan Lynch sendromunu taramak i¢in de kullanilabilir. Lynch sendromu tanisi, MLH1,
MSH2, MSH6 ve PMS2 genlerinde spesifik genetik mutasyonlar aranarak konur. IHA
testleri, tedaviye rehberlik etmek ve prognozu belirlemeye yardimci olmak igin de
kullanilabilir. Tiimorden izole edilen belirli belirtegler, belirli kanser tiirlerini veya farkli
tedavilere duyarhilig1i gosterebilir. Keratin expresyonu IHK testlerinde degisiktir ve
keratin 20 pozitifligi ve keratin 7 negatifligi cogunlukla yaygindir. Bu sonuglar akciger,
over gibi organlarin adenokarsinomlarinin ayirici tanisinda énemlidir. KRK’lar1 ¢ogu
miisin i¢in pozitif boyanir ve MUC1, MUC3 eksprese eder. Tiimorle iliskili glikoprotein
(TAG-72), monoklonal antikor B72.3 reaktivitesi sadece invaziv karsinomalarda olmaz,
hiperplastik ve adenomatéz poliplerde hatta normal mukozada bile gosterilebilir.
Katepsin B“nin artmis ekspresyonu hastaligin 6zellikle ilerlemis evrelerinde bulunan bir
ozelliktir. KRK ¢ogu IHK testlerde HCG reaktivitesi gosterirler. Bu 6zellikle miisindz ve
az diferansiye tlimorlerde yaygindir. Plasental alkalin fosfataz (PLAP) KRK’ %10’unda
gosterilmistir. (128) .

2.4.10. Evreleme

Evreleme tipik olarak Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Kontrol
Birligi (UICC) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC, American Joint Committee
on Cancer)'nin TNM evreleme sistemine gore yapilir. Astler-Coller siniflandirmasi
(1954) ve Dukes smiflandirmasi (1932) artik daha az kullanilmaktadir. T, tiimor evresi
anlamina gelir ve primer tiimor kanitt olmayan 0 ile timor peritonun yiizeyine niifuz
ettiginde veya dogrudan diger organlar1 veya yapilar istila ettiginde T4'e kadar degisir.
N asamas1 metastatik lenf diigiimlerinin sayisini yansitir ve 0 (lenf diiglimii metastazi
yok) ile 2 (dort veya daha fazla lenf diiglimii metastazi) arasinda degisir ve M asamasi
uzak metastaz hakkinda bilgi verir (M0, uzak metastaz yok anlamina gelir ve M1 uzak
metastaz varlig1 i¢in). Tan1 aninda klinik siniflandirma (¢cTNM) yapilir ve MRG ve BT'ye
dayanir ve cerrahi sonrasi patolojik TNM (pTNM) siniflandirmasi yapilir (129).

KRK’lar lokal invazyon derinligine (T evresi), lenf nodu tutulumuna (N evresi),
ve uzak metastazlarin varligina (M evres) (Tablo 2.4 ve 2.5) gore siniflandirilmaktadir

(129). Bu evreler, terapdtik kararlarin temelini olusturmaktadir.
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Tablo 2.4. Kolon kanseri evrelemesi (129)

T Primer tiimor
Tx  Primer tm tespit edilemedi
Tis  Karsinoma in situ: intraepitelyal veya lamina proprianin invazyonu
T1  Submukoza
T2  Muscularis propria
T3  Subseroza/perikolonik doku
T4  Viseral peritona perforasyon (a) veya diger organlara invazyon (b)
N1 1-3 bolgesel diigiim dahil
Nla: 1 lenf diigiimii
N1b: 2-3 lenf digiimii
Nlc: Lenf nodu tutulumu yok ancak tiimor depozitleri meveut
N2 4 veya daha fazla bolgesel diigiim dahil
N2a: 4-6 lenf nodu
N2b: 7 veya daha fazla lenf diigiimii
M1  Bir veya birden fazla yere veya organa metastaz veya peritoneal metastaz tespit edilir
M1a: Peritoneal metastaz olmadan veya Bir uzak organ veya lenf diigiimleri grubu
MIb: ikiden fazla yer veya organa metastaz, peritonel metastaz yok

Mlc: Sadece Peritoneal yilizeye metastaz veya dider yer veya organa metastazlar birlikte

Tablo 2.5. Rektum kanseri evrelemesi (129)

T  Primer tiimor
Tx  Primer tm tespit edilemedi T - M
Tis  Karsinoma in situ: intraepitelyal veya lamina proprianin invazyonu Ered i NO MO
T1  Submukoza Evrel TI2 N Mo
T2  Muscularis propria Evre lIA n NO MO
T3 Subseroza/perikolonik doku Evre IIB Tda NO MO
T4  Viseral peritona perforasyon (a) veya diger organlara invazyon (b) Evre IIC T4b NO MO
N1 1-3 bolgesel diigiim dahil Evre IIIA TI-2 NINIc MO
Nla: I lenf diigiimii Tl N2a M0
N1b: 2-3 lenf diigimii Evre I1IB T3-Tda NINle MO
Nlc: Lenf nodu tutulumu yok ancak tiimér depozitleri mevcut T2-T3 N2a MO
N2 4 veya daha fazla bolgesel diigiim dahil TI2 N2b MO
N2a: 4-6 lenf nodu Evre I1IC T4a N2a MO
N2b: 7 veya daha fazla lenf diigiimii T3-4a N2b MO
M1  Bir veya birden fazla yere veya organa metastaz veya peritoneal metastaz tespit edilir T4b NI-N2 Mo
Mla: Peritoneal metastaz olmadan veya Bir uzak organ veya lenf diigiimleri grubu Evre IVA Ti4 HerN Mla
MIb: ikiden fazla yer veya organa metastaz, peritonel metastaz yok EvelVB  Ti4 HerN Mib
MIc: Sadece Peritoneal yiizeye metastaz veya diger yer veya organa metastazlar birlikte EvelVC  Ti4 HarN Mig

Yayilim yollar1; KRK, bir dizi yolla yayilabilir. Bu yayilma yollari, baskin olarak
invazyon derinligine ve lenf nod durumuna gore degisebilmektedir. Damarlar1 iceren
tiimor yayilimi hastalarin %40'1inda goriiliir. Vendz kanallarin, vaskiiler bir "anatomik
yol" aracilifiyla uzak bolgelere daha fazla dogrudan erigimi vardir. Tiimdr hiicrelerinin
damarlar yoluyla uzak metastatik bolgelere bu hizli yayilmasi, lenf diiglimii yollar

aracilifiyla gerceklesemez. Tiimor hiicreleri; direkt yayilim, lenfatik yayilim, hematojen
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yayilim, intramural yayillim ve transperitoneal implantasyon yolu ile yayilim
gosterebilirler. Lokal tiimor yayillimi (lenf nodu metastazlari, perindral ve lenfatik
invazyon) ve dogrudan vaskiiler yolun uzak yayilima (ekstramural vendz invazyon ve
timor birikimleri) aracilik ettigi tiimor yayilimi arasindaki ayrim, prognoz ve tedavi
secimi lizerindeki etkilerin esit olmasi muhtemel olmadigi i¢in ayrim yapilmalidir.
Tiimoriin yayilma yollarinin her birini dikkatle incelemek ve belgelemek i¢in gelismis
radyolojik ve patolojik degerlendirme hassasiyetine ihtiyag vardir. Yalnizca bu dogru
bilgi ile her 6zelligi dogru bir sekilde agirliklandirmak ve gergek yiiksek ve diisiik risk
gruplarii ayirmaya ve hasta bakiminda sonraki gelismelere izin verecek daha prognostik

olarak daha dogru bir evreleme yontemi gelistirmek miimkiin olacaktir (128).

2.4.11. Laboratuvar

KRK hastalarinda anemi yaygin 1larak tespit edilmektedir. Tam kan sayimi ile
hemoglobin degerleri kontrol edilebilir. Metastaik hastalarda kolestaza bagli olarak
karaciger fonksiyon testleri ve kolestaz enzimleri yiikselebilir. Ikili tiimor marker testi
(CEA CA19-9), KRK tedavisi goren hastalar i¢in diger testlere ek olarak kullanilabilir.
Tiimdr belirteg testleri, kanda kolorektal kanserin tretebilecegi bu iki maddeyi kontrol
etmek i¢in kullanilirTestler, uygun bir tedavi yonteminin ve bazen hastaligin tekrarlama
olasiliginin belirlenmesine yardimci olabilir. CEA KRK hastalarinin ¢cogunda ytiksektir.
Ayirict tamda uzun siire sigara icenlerde, IBH’de, meme ve prostat kanserlerinde de CEA
diizeyleri yiikselebilir. CEA yiikseklgi primer tanidan ziyade hastalifin niiksiinii
gostermede etkilidir. Serum villin diizeyleri, genomik tiimor degerlendirmesi, nutrisyonel

panel, GGK ve gaitada DNA testi KRK’da kullanilabile testlerdir.

2.4.12. Kolorektal Kanser Tedavisi

Kolorektal kanserin molekiiler itici giicleri tanimlanmis olmasina ragmen, burada
bir tiimdoriin olustugu bagirsak lokalizasyonu, tedavi i¢in farkli yonetimine sahip olabilir.
Yani kolon kanseri ve rektum kanseri, evrelerine gore de farkli yaklagimlar gerektiren iki
ayr1 kanserdir. Farkli {ilkelerdeki kanser kayitlar1 kolorektal kanser tedavisinden sonraki
sonuglarda biiyiik farkliliklar gdstermekle birlikte, bir iyilesme egilimi ortaya ¢ikmaktadir
(130). Gergekten de tedavinin sonug ilizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak son derece
onemlidir ve bunun i¢in, uygulamayi elestirel olarak degerlendirmek i¢in niifusa dayali

kayitlar ve denetimler kullanilir.
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2.4.12.1. Cerrahi tedavi: Cerrahi, metastaz yapmayan KRK’l1 hastalarda
temel kiiratif tedavidir. Bununla birlikte, sonug, ameliyatin kalitesi, ameliyat dncesi
evrelemenin kalitesi ve tedavi se¢imi ile giiglii bir sekilde iliskilidir. Diseksiyon ideal
olarak tiimoriin ve lenfatik yayilimin ana bdlgesinin ¢ikarilmasini saglamak ig¢in
embriyolojik anatomik diizlemleri takip etmelidir. Cevresel cerrahi rezeksiyon sinirlarina
0zel dikkat gosterilmelidir (131). Daha ileri rektum kanseri vakalarinda, neoadjuvan
tedavi (6rnegin, T4 kolon kanseri i¢in ameliyat dncesi kemoterapi ve lokal olarak
ilerlemis kanser i¢in (kemo)radyoterapi) timor yiikiinii ve hatta timor evresini azaltabilir
ve basarili rezeksiyon sansini optimize etmek icin gerekli olabilir (132). Bu nedenle
tedaviye baslamadan once yeterli evreleme bilgisine dayali multidisipliner bir yaklagim

zorunludur (133).

Ameliyat oncesi degerlendirme ameliyat icin bir hastay1 degerlendirirken, yasi,
zindeligi/performans durumu, perioperatif yonetim plani, timdr evrelemesi, cerrahi tiirii
(rezeksiyon diizlemleri ve rekonstriiksiyon dahil) ve kalite giivencesi gibi ¢esitli faktorler
onemlidir. Yas agisindan, KRK’l1 yash hastalar, gen¢ meslektaslarina gére daha diisiik
genel sagkalim oranlarina sahiptir (130). Gergcekten de postoperatif mortalite oranlari
yaslilarda postoperatif erken donemde (ilk 30 giin) artar ve postoperatif ilk 6-12 ayda
ikiye Kkatlayabilir. Bununla birlikte, bir grup olarak "yash hastalar", degisen
komorbiditeleri, cerrahiye uygunluk dereceleri ve postoperatif komplikasyon riskleri ile
heterojendir. Buna gore yas tek basina ameliyat etmemek i¢in bir neden olmamalidir.
KRK cerrahisi dncesinde hastalarin yaklasik %4'tinde goriilen senkron kanserleri ekarte
etmek i¢in tiim kolon hakkinda bilgi sahibi olmak 6nemlidir. Preoperatif endoskopi timor
obstriiksiyonu nedeniyle tamamlanmamaissa, kolonun goriintiilemesi ya ameliyattan 6nce
BT kolonografi ile tamamlanmali ya da cerrahi rezeksiyondan sonraki 3 ay iginde
endoskopi yapilmalidir. Akciger ve karacigerde uzak metastazlarin gogiis ve karin BT'si
ile aktif olarak aranmasi da cerrahi 6ncesi Onerilir. CEA, postoperatif siirveyans i¢in bir
temel deger saglamak {izere tercihen KRK cerrahisinden 6nce elde edilir. Ailesinde KRK
Oykiisii pozitif olan geng hastalarda genetik danigmanlik onerilir. Cerrahi travmay1 en aza
indirmek i¢in hizli takip protokolleri ve laparoskopi disiiniilmelidir. Obstriiktif kolorektal
hastalig1 olanlarda abdominal BT goriintiileme ayrica T4 veya evre IV hastalig1 da
egerlendirebilir. Rektum kanserli hastalarda, planlama amaciyla, ayrica tiimori
mezorektal fasya ile iligkili olarak ayirt etmek ve T evresini degerlendirmek i¢in pelvisin

preoperatif MRG goriintiilemesi onerilir (134). Bu bilgi, preoperatif (kemo)radyoterapi
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icin T3¢, T3d ve T4 tiimorleri olan hastalar1 segcmek icin gereklidir. Kolon cerrahisi
KRK’nin laparoskopik rezeksiyonunun acik cerrahi kadar giivenli oldugu gosterilmistir
(135). Herhangi bir cerrahi prosediirde oldugu gibi, ekibin laparoskopik kolorektal
cerrahide yetenekli olmasi ve uygun hastalar1 segmesi gerekir. Laparoskopik yaklasim
i¢in kontrendikasyonlar ciddi obezite, gecirilmis karin ameliyatlarina bagli ileri derecede
yapisiklar ve ileri evre hastaliktir (136). Laparoskopik islem sirasinda agik cerrahiye gegis

gerekiyorsa, bu ne kadar erken yapilirsa sonuglar o kadar iyi olur.

Kolon cerrahisinde iireter, duodenum, pankreas ve dalaga zarar vermemek icin
mezokolon ile parietal bosluk duvari ve retroperitonun anatomik diizlemleri izlenmelidir.
Ayrica mezenterik smirlar dogru bir sekilde planlanarak anastomoz i¢in kalan barsak
anslarinin yeterli sekilde vaskiilarizasyonu saglanir. Anastomoz kacaginin korkulan
komplikasyonundan kaginmak igin gerilimsiz ve torsiyonsuz bir anastomoz

olusturulmalidir.

2.4.12.2. Primer hastalikta sistemik tedaviler: KRK’l1 hastalarin sistemik
tedavisi, rektal kanser i¢in neoadjuvan diizende ve kolon kanseri i¢in adjuvan diizende

onemli geligsmelerle birlikte, son yirmi yilda 6nemli 6lgiide gelismistir.

Neoadjuvan tedavi; kolon kanseri igin kabul edilmis bir neoadjuvan tedavi yoktur.
Bununla birlikte, rektum kanseri i¢in, orta ve ileri evre kanserlerde lokal niiks oranini
azaltmak i¢in i¢in neoadjuvan radyoterapi veya kemoradyoterapi onerilir (6rnegin, alcak
anterior yerlesimli cT2 lezyonlari, ¢cogu T3 lezyonu, sinirli periton tutulumu olan bazi
T4a lezyonlar1, N+ lezyonlar, ¢T3 mezorektal fasyay1 invaze eden lezyonlar ve pozitif
lateral digiimleri olan cT4a ve cT4b lezyonlar1l). Neoadjuvan tedavi, kisa siireli
radyoterapi ve ardindan cerrahi olarak veya 5-florourasil veya kapesitabin (bir oral
floropirimidin) ile kemoradyoterapi olarak verilebilir. Lokal niiksii azaltmada preoperatif
(kemo-)radyoterapi postoperatif tedaviden daha etkili olsa da genel sagkalimi iyilestirmez
(138). Kemoradyoterapi rejimini yogunlastirarak neoadjuvan tedaviyi iyilestirmeyi
amaglayan stratejiler (6rnegin, radyoterapi ile 5-florourasil kullanmak yerine 5-
florourasil ve oksaliplatinin radyoterapi ile birlestirilmesi) net sagkalim yararlari

gostermedi, ancak toksisiteyi artird1 (139); daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Adjuvan tedavi; T3, T4a, T4b ve NOMO kolon kanserleri UICC evre II i¢in tek
basina cerrahi ile iyilesme orani yiiksektir ve hastalarin sadece yaklasik %5'1 adjuvan

kemoterapiden yarar goriir. Bununla birlikte, Avrupa ve Japon toplumlari tarafindan
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onaylanan kilavuzlar, yiiksek riskli vakalarda (yani, kotii diferansiye timorlerde; <12 lenf
nodu rezeke edildiginde; vaskiiler, lenfatik veya perinoral timor invazyonu olan
vakalarda; obstriiktif veya perfore tiimdrler veya pT4 evreli timdrler) adjuvan tedaviyi
onermektedir (180). Buna karsilik, adjuvan tedavi UICC evre III tiimdrler i¢in standarttir
(herhangi bir T, N1-2 (3 veya daha fazla pozitif diigiim), MO0); 5-florourasil (XELOX
protokoliinde oldugu gibi agizdan veya FOLFOX4 protokoliinde oldugu gibi damardan)

art1 oksaliplatin kombinasyonu kullanilir.

Su anda, hedefe yonelik tedavilerin (epidermal biiylime faktorii reseptoriine
(EGFR) 06zgili veya vaskiiler endotelyal biiylime faktoriine (VEGF) 6zgii monoklonal
antikorlar gibi) eklenmesinin adjuvan ayarindaki hastalar i¢in sonucu iyilestirdigini
destekleyen higbir veri yoktur (140). Birlestirilmis analizlerden elde edilen veriler, 70
yasindan biiylik hastalarin  adjuvan ortamda oksaliplatin bazli kemoterapi
kombinasyonlarindan ¢ok fazla fayda gormeyebilecegini gostermektedir. Bu hastalar,
daha geng hastalara benzer sekilde floropirimidin kemoterapisinden fayda gorebilir (141).
Rektum kanseri i¢in ameliyat dncesi tedavi verilmemisse ve belirli risk faktorleri (pozitif
rezeksiyon sinirlari, tiimdr alaninda perforasyon veya mezorektumdaki defektler dahil)
varsa ameliyat sonras1 kemoradyoterapi uygulanabilir; adjuvan kemoterapi tipik olarak

floropirimidinleri kullanir.

2.4.12.3. Metastatik hastalik: Hastalarin sagkalimi son yirmi yilda énemli
ol¢iide iyilesmistir ve klinik ¢aligsmalarda ortalama 30 aylik bir genel sagkalim elde
edilmistir. Sagkalimdaki bu iyilesme, oksaliplatin ve irinotekan gibi kemoterapdtiklerin
kullanimina, tiimoriin veya mikrogevresinin spesifik 6zelliklerini ele alan hedefe yonelik
tedavilerin tanitimina ve karaciger metastazlarinin cerrahi rezeksiyonu dahil olmak {izere

multidisipliner yaklasimlarin dahil edilmesine baglanabilir.

Kemoterapi kombinasyonlar1; metastatik hastaligin birinci basamak tedavisi i¢in
kemoterapi omurgasi tipik olarak 5-florourasil, 16kovorin ve oksaliplatin (FOLFOX
protokolii) veya irinotekanin (FOLFIRI protokolii) bir kombinasyonudur. FOLFOX
rejimindeki 5-Florourasil, kapesitabin ile degistirilebilir, ancak kapesitabin ile irinotekan
kombinasyonu FOLFIRI'den daha toksiktir. 5-florourasil, 16kovorin, oksaliplatin ve
irinotekandan (FOLFOXIRI protokolii) olusan ikili (iki kemoterapotik ajan) ve ti¢lii (li¢
kemoterapotik ajan) kemoterapi rejimlerinin etkili oldugu gosterilmistir (119). Tek ajan

floropirimidin ile karsilastirildiginda, kombinasyon kemoterapisi daha iyi tiimor
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biiyiimesi kontrolii saglar. Bununla birlikte, 6zellikle yaslt ve zayif hastalar, ilk tek ajan
floropirimidin kemoterapisi veya VEGF-A hedefli tedavi ile kombine floropirimidin

(bevacizumab; agagiya bakiniz) ile sirali bir yaklasimdan fayda gorebilir.

Hedefe yonelik tedaviler; bu kombine kemoterapi rejimlerinin yani sira metastatik
kolorektal kanser tedavisi i¢in hedefe yonelik ajanlar kullanilmaktadir. Bunlar 6zellikle
lic ana ilag grubunu igerir: EGFR'ye karsi monoklonal antikorlar (setuksimab ve
panitumumab), VEGF-A'ya karsi monoklonal antikorlar (bevacizumab) ve c¢oklu
proanjiyogenik biiylime faktorlerini (6rnegin aflibercept) hedefleyen fiizyon proteinleri

ve kii¢iik molekiil- bazli multikinaz inhibitorleri (6rnegin, regorafenib).

Tiim KRK’larin yaklasik %801 EGFR'yi eksprese eder veya asir1 eksprese eder;
asir1 ekspresyon, azalan sagkalim ve artan metastaz riski ile iligkilidir. EGFR tirozin
kinaz, reseptoriin hiicre disi alanina 6zgili monoklonal antikorlar, ¢oziiniir ligandi
baglayan ve bloke eden yem reseptorleri veya reseptdr dimerizasyonunu engelleyen veya
sitoplazmik tirozin kinaz alaninin ATP baglama cebine uyan kiigiik molekiiller tarafindan
bloke edilebilir. KRK’daki ¢ogu klinik veri, rekombinant bir kimerik monoklonal IgG1
antikoru olan setuksimab ve bir insan EGFR'ye 6zgii antikoru olan panitumumab gibi
reseptor bloke eden antikorlar i¢in mevcuttur. Bu antikorlar, daha kemoterapi almamis
hastalarda oldugu kadar, tiimorlerin genel yanmit oranmi iyilestirerek tiimorleri
kemoterapiye direngli olan hastalarda da etkinlik gosterir. Bu stratejiler ayrica mKRK’1i
hastalarda progresyonsuz sagkalimi (PFS) ve hatta genel sagkalimi iyilestirir. Ancak bu
ajanlarin etkinligi icin bir 6n kosul, tiimorlerin KRAS ve NRAS'ta aktive edici

mutasyonlar barindirmamasidir (143).

RAS, tiim KRK’larin yaklasik yarisinda mutasyona ugrar, kodonlar 12 ve 13 en
yaygin olarak etkilenir; KRAS"!n 61 ve 146 kodonlar1 ve NRAS'n 12, 13 ve 61 kodonlar1
daha az oranda etkilenir. HRAS mutasyonlar1 simdiye kadar KRK’da tanimlanmamustir.
Mutasyonlar, Ras GTPaz't yapisal olarak aktif hale getirir; aktif Ras, cok sayida
tiimorijenik hiicre i¢i sinyal yolunu indiikler. Bu nedenle, EGFR'ye 6zgii antikorlarla

tedaviden Once timorin Ras durumu incelenmelidir.

Tiimdrler kritik boyuta ulastiklarinda kendilerine ait bir damar ag1 olustururlar
(119). Buna gore, tiimor anjiyogenezinin ana efektorii, VEGFR-1 ve VEGFR-2'ye
baglanan salgilanan glikoprotein VEGF-A'dir. VEGF-A, bir¢ok tiimodr ve stromal hiicre

tarafindan {retilir ve endotel hiicrelerinin ¢cogalmasin1 ve gociinii destekler ve damar
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gecirgenligini arttirir. VEGF ayrica gesitli tiimdr hiicreleri icin bir bliylime faktoriidiir.
VEGF'ye 6zgii tedaviler mKRK’da kullanilir, ancak kesin etki mekanizmalar1 tam olarak
anlasilmamistir. Bu bilesikler, iyilestirilmis tiimdr oksijenasyonuna ve kemoterapinin
verilmesine yol acacak olan diizensiz tlimor vaskiilatiiriinii normallestirerek hareket
edebilir (143). Henliz anti-anjiyogenik ajanlar i¢in prediktif (6ngoriicii) biyobelirteg
yoktur. Bevacizumab, metastatik ortamda kemoterapi ile kombinasyon halinde etkinlik
gostermistir; 5-florourasil ve irinotekan ile kombine edildiginde, bevacizumab, tek basina
kemoterapiye kiyasla, bir Faz III ¢alismasinda hastalarin medyan PFS'sini ve medyan

genel sagkalimini 6nemli 6l¢giide iyilestirdi (144).

Bevacizumabin eklenmesi, floropirimidin ve oksaliplatin kombinasyonu alan
hastalarda medyan PFS'yi de onemli olgiide iyilestirmistir. ilging bir sekilde,
bevacizumab ve 5-florourasil/oksaliplatin kombinasyonu, kemorefrakter metastatik
hastalig1 olan hastalarda tek basina kemoterapiye kiyasla tiimor yanitinda, medyan PFS'de
ve medyan genel sagkalimda onemli bir iyilesme sagladi (145). Bevacizumab ayrica
hastalik progresyonundan sonra bile tedaviye devam edildiginde hastalara hayatta kalma

avantaji saglayan birkag bilesikten biridir (146).

Aflibercept ayrica anjiyogenezi hedefler. Bu ilag, insan VEGFR-1 ve VEGFR-
2'nin hiicre dis1 alanlarindan VEGF baglayici kisimlardan insan IgG1 immiinoglobulinin
Fc kismina kaynasmis bir rekombinant flizyon proteinidir. Aflibercept ayrica plasenta
biliylime faktoriinii (PLGF) baglar ve bu nedenle bevacizumab'dan biraz daha genis bir
antianjiyogenik aktiviteye sahiptir. Aflibercept'in metastatik hastaligin ikinci basamak
tedavisinde FOLFIRI ile kombinasyon halinde kullanildiginda PFS'yi ve genel sagkalimi
iyilestirdigi gosterilmistir (147).

Metastatik rezeksiyon; teknik olarak RO rezektabl olan izole karaciger ve/veya
akciger metastazlar1 olan kolorektal kanserli hastalar i¢in, 6zellikle metastazlarin sayist
ve boyutu sinirli oldugunda, cerrahi diisiiniilmelidir. Bu gruptaki 5 yillik genel sagkalim
orani yaklasik %20'dir (148), bu da metastatik hastalik i¢in etkileyici bir rakamdir. Bir
klinik deney, bu hasta grubunda perioperatif bir FOLFOX protokolii kullanmis ve PFS'de
bir iyilesme gostermistir, ancak tek basina cerrahi ile karsilastirildiginda genel sagkalim
agisindan anlamli bir farklihk gdstermemistir (142). Izole karaciger ve/veya akciger
metastazi olan hastalarin ¢ogunda, oncelikle bir RO rezeksiyonu gerceklestirilemez.

Bununla birlikte, metastazlar kiiciiltiilebilir ve adjuvan kemoterapi ile birlestirilebilirse, 5
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yillik genel sagkalim orani RO rezeksiyonlarina benzerdir (147). Bu durumda, hastaligi
rezektabl duruma 'doniistiirmek’ i¢in en aktif kemoterapi uygulanmalidir; FOLFOXIRI
ticlii kemoterapi rejimi yiikksek bir yanit orani saglar (yaklasik %60) (149). FIRE3
caligmasinin verilerine gore, FOLFIRI ile kombinasyon halinde EGFR'ye 6zgii antikorlar,
FOLFIRI art1 bevacizumab'dan daha belirgin tiimor kii¢iilmesine neden oluyor gibi
goriinmektedir. Bu nedenle, tiimor RAS wild tip ise bu kombinasyon bir segenektir (150).
Sekonder rezektabilite i¢in metastazlar kiigliltmek amaciyla daha aktif bir tedavi
kullaniliyorsa, timoriin multidisipliner bir ekip tarafindan diizenli olarak yeniden
degerlendirilmesini ve bir RO rezeksiyonu sirasinda en miimkiin erken zaman noktasinda
metastaz rezeksiyonunun yapilmasimi saglamak 6nemlidir. Bunu yaparken kemoterapi
toksisitesi azalir ve perioperatif morbidite en aza indirilir. BT goriintillemede
metastazlarin  “kaybolmas1” ¢ogu hastada metastazlarin tamamen yok edildigini

gostermez ve cerrahin tiim lezyonlar: tamamen rezeke etmesini zorlastirir (151).

2.4.12.4. Peritoneal kanser yonetimi: Lenfatik ve hematojen yayilma
yollarinin yani sira, KRK siklikla tiimor hiicrelerinin periton boslugunda transkdlomik
yayilmasina yol agar ve bu da sonugta peritoneal karsinomatozise (PC) yol agar (77).
Kolorektal PC, hastaliin son evrelerindeki bu hastalar i¢in kotli prognoz ve kotli yasam
kalitesi ile iligkilidir (78). Son zamanlardaki genomik profilleme ¢alismalari, KRK'nin
karacigere, peritona veya her ikisine yayilmasini belirleyen farkli gen ekspresyon
paternleri gdstermistir. Preoperatif goriintiileme tekniklerinin (BT, MRI, PET, PET/BT)
diisiik duyarlilig1 ve yaymlanmis yontem ve bulgularin heterojenligi nedeniyle PC'nin
kesin insidansi bilinmemektedir (77). Jayne ve arkadaslar1 (85) 3019 KRK hastasindan
olusan bir veri tabani kullanarak bu hastalarin %8'inin senkron PC ve %5'inin metakron
hastalik ile basvurdugunu bildirdi. Isveg'te Stockholm ilgesinden yakin zamanda yapilan
bir popiilasyon temelli kohort ¢alismasinda, 11124 KRK hastasinin %4.3'tine senkron PC
ve %4'tine metakron PC tanist konmustur (152). Senkron grupta, hastalarin %50'sinden

fazlasi, tek timor yayilim yeri olarak peritoneal metastazlarla bagvurdu (152).

Gecmiste, onkologlar ve cerrahlar, PC'nin uzak metastazlarla ayn1 oldugunu
varsaydilar ve bu nedenle, onu yalnizca palyatif tedavi seceneklerine acik olan
intraabdominal malignitenin tedavi edilemez bir bileseni olarak goérdiiler. PC'l1 hastalarda
sistemik kemoterapi, 15.2 aylik medyan genel sagkalim ile uzun siireli sagkalim ile

sonuglanmadi ve bu hastalarin hastaligin son evrelerinde kotii yasam kalitesi elde edildi
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(153). Sitorediiktif cerrahi (CRS) ve hipertermik intraperitoneal peroperatif kemoterapiyi
(HIPEK) birlestiren yeni bir bolgesel tedavi yontemi, kolorektal PC'li hastalarda umut
verici klinik sonuglar gostermistir. Bu durumda, KRS standardize peritonektomi
prosediirleri ve multiviseral rezeksiyonlar yoluyla tiim makroskopik tiimorii ¢ikarmay1
amaglarken, miiteakip intraoperatif kemoterapi tiim rezidiiel mikroskobik tiimorii ortadan
kaldirmay1 amaglar. Bu yeni yaklasim, birkac faz II ve III ¢alismasinda cesaret verici
klinik sonuglar gdstermistir (154). Bununla birlikte, KRS ve HIPEK, yaklasik %34'liik
onemli bir morbidite (derece IIII-V komplikasyonlar) ve %4'liik bir 30 giinliik mortalite
ile iligkilidir (155). Bu nedenle, gereksiz toksisiteden kaginmak i¢in dikkatli hasta se¢imi
¢ok Onemlidir (156). Bu yazinin amaci, 6zellikle peritona odaklanarak, kolorektal PC
gelisiminin altinda yatan molekiiller mekanizmalarla ilgili gilincel verileri gbzden

gecirmektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTALAR VE ETIK

Calisma Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi
Klinigi, Patoloji Klinigi, Tibbi Onkoloji Klinigi ve Tibbi Biyoloji klinigi tarafinca
multidisipliner olarak planlandi. Genel Cerrahi ve Onkoloji Kliniklerinde kolorektal
kanser kaynakli peritoneal karsinomatozis ve karaciger metastazi nedeniyle ameliyat
edilen hastalar c¢alismaya dahil edildi. Calismaya KRK nedeniyle peritoneal
karsinomatozis ve karaciger metastazi gelisen 74 hasta katildi. Bu hastalar oncelikli
olarak ikiye boliindii: KRK nedeniyle peritonitis karsinomatozis gelisen hastalar (n=46)
(Grup 1) ve KRK nedeniyle karaciger metastazi gelisen hastalar (n=28) (Grup 2). Bununla
birlikte, calismada hastalarin 130 parafin blogu kabul edildi. Hastalardan alinan
spesmenler AKT geni acisindan dort gruba ayrildi; KRK’li dokular, KRK’ya bagh
peritonitis karsinomatozali dokular, KRK’ya bagli karaciger metastazli dokular ve normal
dokulardi. Ayrica, hastalardan alinan spesmenler miR-99b ve miR-135b agisindan
sirastyla  dorter gruba ayrilarak, KRK’li dokular, KRK’ya bagli peritonitis
karsinomatozali dokular, KRK’ya bagh karaciger metastazli dokular ve normal dokular

olmak tizere toplam 163 adet miRNA calisilmistir.

Caligmada elde edilen verilerin analiziyle gruplar kendi aralarinda klinik
ozellikler ve parafin bloklarin sonuglart agisindan karsilastirildi. Calismanin etik kurul
onay1 Sakarya Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulundan say1 ile alinmustir (E.71522473-
050.01.04-128389-139).

3.2. ARASTIRMAYA DAHIL EDIiLME VE EDILMEME KRIiTERLERI

Caligmaya goniillii katilm esasina dayanilarak yapildi. Hastalara veya hasta
yakinlarina okumalar1 i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formu verildi. Hastalara
isimlerinin veya Tiirkiye Cumbhuriyeti kimlik numaralarinin sadece tibbi bilgilere
ulasmak amaclh alindigi, calisma sonunda kimlik bilgilerinin herhangi bir kosulda
aciklanmayacag1 acik¢a bildirildi. Calisma sosyal giivenlik kurumuna (SGK) veya
calismay1 yapana herhangi bir maliyet getirmemistir. Calismaya dahil edilme kriterleri;

kolorektal kanser nedeniyle peritoneal kanser veya karaciger metastazi gelisen hastalar,
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18 yas iizerindeki hastalar, hemodinamik olarak stabil hastalar (trombosit sayist >
50000/mm?, INR < 1.5 IU, Protrombin zamani < 15 saniye, aktif parsiyel tromboplastin
zamanin 30-40 saniye olmasidir.), uygun parafin bloklarina ulasilan hastalardir. Dahil
edilmeme kriterleri; 18 yas altindaki hastalar, hemodinamik olarak stabil olmayan
hastalar, ¢alismaya katilmay1 reddedenler, multipl organ yetmezligi ve immiin suprese

hastalar, kolorektal kanser dis1 kansere bagli gelisen peritoneal kanserdir.

3.3. HISTOPATOLOJIK ORNEKLERIN TOPLANMASI VE CALISMA
GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dali
arsivinden, 137 adet kolorektal kansere bagli gelisen peritoneal karsinomatozisli ve
karaciger metastaz tanis1 konmus ve kontrol grubu dahil lamlar1 151k mikroskobi ile
degerlendirildi. Lamlarin incelenmesinden sonra uygun olan kolorektal kansere bagh
gelisen peritoneal karsinomatozisli ve karaciger metastazli ve kontrol grubu parafin doku
bloklar1 ¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu olarak distal veya proksimal cerrahi sinirlar
degerlendirilmeye alind1. Bu preparatlar deneyimli bir patolog tarafindan
degerlendirilerek AKT immunboyama uygun olanlar ortaya kondu. Calismada, patolog
tarafindan kolorektal kansere bagli peritoneal karsinomatozisli ve karaciger metastazli ve
kontrol grubu dahil toplam 137 Ornege ait kesitlerin histopatolojik degerlendirmesi
neticesinde dort grup yapildi. Buna gore; 137 ornegin 49 tanesinin kolorektal kanserli
(n=49), 28 tanesinin peritoneal kanserli (n=28), 35 tanesinin karaciger metastazli (n=35)
ve 28 tanesinin normal doku (Kontrol grubu, n=28)) oldugu saptandi. Standardizasyon
acisindan, ¢alisma gruplarindaki ornek sayilarini dengeleyebilmek amaciyla kontrol
grubundaki Ornek sayist1 28 (n=28) olarak belirlendi. Bdylece, tez calismamizin
immunohistokimyasal ve molekiiler biyolojik laboratuvar caligmalarinda, kolorektal
kansere bagli peritoneal karsinomatozisli ve karaciger metastazli ve kontrol grubu dahil
doku orneklerini i¢eren toplam 130 adet parafin blok kullanildi. Calismamizda kullanilan

parafin doku 6rneklerini acisindan yerel etik kurulundan onam alindu.

3.4. HISTOPATOLOJIK iSLEMLER
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3.4.1. Isik Mikroskobik Kesitlerin Elde Edilmesi

Parafin doku bloklarindan Thermo Scientific Microm HMJ40E (Thermo
Scientific™, Walldorf, Almanya) markali mikrotom kullanilarak, histopatolojik
degerlendirme i¢in rodajli normal lamlara ve immunohistokimyasal boyamalar i¢in poly-
L lizin kapl lamlara (Citoglas™, Adhesin Microscope Slides, Citotest Labwere
Manufacturing Co. Ltd, Cin Halk Cumbhuriyeti) 4-5 mikrometre kalinliginda seri kesitler
alindi. Tim oOrneklerden rodajli normal lamlara alinan 151k mikroskobik kesitler
hematoksilen eozin (H&E) ile boyandi ve bir patolog tarafindan incelenerek

degerlendirildi.

3.4.2. Hematoksilen Eozin Boyama islemi

Calismada parafin kesitler, H&E ile boyama islemine ge¢meden Once
deparafinizasyon i¢in Memmert UN55 (Memmert™, GmbH+Co. KG, Schwabach,
Almanya) marka etiivde 70 °C’de 1 saat bekletildi. H&E boyama islemi, Leica marka
Lam Boyama/Lam Kapama Cihazinda (Leica™ AutoStainer XL, ST5010, Buffalo Grove,
IL, Amerika Birlesik Devletleri) otomatik olarak yapildi. H&E boyama prosediirii
sirasiyla; kesitlerde kalan parafinin uzaklastirilmasi i¢in ksilenden gegirme, rehidratasyon
icin yiiksekten diistige dogru dereceli etil alkol serilerinden gecirme, Harris’in
hematoksileni (Sitogen™, Bright slide C.I. 75290, Istanbul, Tiirkiye) ve Eozin Y
(Sitogen™ Bright slide, Eosin Y Water Solution, Istanbul, Tiirkiye) ile boyama, takiben
dehidratasyon i¢in diislikten yiiksege dogru dereceli etil alkol serilerinden gegirme ve
ksilolde seffaflastirma basamaklar1 seklinde cihaz tarafindan otomatik olarak
gerceklestirildi. Boyanan kesitler entellan (Merck™, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildiktan sonra, Nikon DS-Fi?/ DIGITAL SIGHT DS-U® (Nikon Instruments Inc.,
Japonya) marka bir dijital kamera monte edilmis Nikon ECLIPSE (Nikon, Tokyo,

Japonya) marka 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.4.3. immunohistokimyasal Yéntem

Immunohohistokimyasal boyama i¢in ab182729 AKI1-AKT2 (EPR17062)
antikoru kullanildi. ABCAM Cambridge CB2 0AX, UK firmasindan tedarik edilen;
ab182729 AK1-AKT2 (EPR17062) antikoru ile 1:1200 antikor diliisyonu ile 60
dakikaAntikor inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi i¢in ROCHE/ Cell
Condutioning 1 (CC1) (EDTA) ile CC1 60 dakika standart protokolii uygulandi.
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Sekonder goriintiileme icin ROCHE/UltraView Universal DAB detection Kit ile
Standart UltraView immiinhistokimya (IHC) protokolii uygulandi, tiim islemler ROCHE/
Ventana BenchMark XT IHC Stainer cihazi tizerinde yapildi.

3.4.4. immunhistokimyasal Skorlama Sistemi

Tiimor hiicrelerindeki AKT boyanma skorlamasi, bes gruptan olusan bir skala
olusturularak yapildi. Buna gore; grade 0: Boyanma olmamasi ya da tiimdr hiicrelerinin
%10 undan azinda boyanma, grade 1: %10- %25 boyanma, grade 2: %26-%50 boyanma,
grade 3: %51-%75, grade 4: %76-%100 idi. immiinohistokimyasal boyanma sitoplazmik
ve niikleer boyanma dikkate alinarak degerlendirildi (196).

3.5. MUTASYON TANIMLAMA

KRK’da %30-40, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde %10-30, pankreas
kanserlerinde ise %90 oraninda KRAS gen mutasyonlar1 saptanmaktadir. Bununla
birlikte, KRK olgularinin %3-4'linde NRAS gen mutasyonlar1 gézlenmektedir. Saptanan
mutasyonlar; Tirozin Kinaz Inhibitér (TKI) ve Monoklonal Antikor (MAB) tedavisi gibi
Anti-EGFR tedavilerine kotii yanit verirler. Bu nedenle KRAS ve NRAS mutasyon
analizi hastalarin tedavisinde belirleyici rol oynamaktadir. KRAS mutasyonlari; siklikla,
ekzon 1 igerisinde yer alan kodon 12 (%80) ve 13 (%]15) ile ekzon 2 igerisinde yer alan
kodon 61'de bulunmakladir. Hastalarda en sik Glyl2Ala, Glyl2Asp, Glyl2Arg,
Glyl12Cys, Glyl2Ser, Glyl2Val, Gly13Asp mutasyonlar1 gézlenir. NRAS mutasyonlari
ise siklikla kodon 61 bolgesinde gozlenebilmektedir (4). Caligmada KRAS ve NRAS
mutasyon tespiti daha dnce hizmet alim yontemi ile yapilmistir ve ayrica KRAS ve NRAS

elde edilen verileri hastane veri tabanindan etik kurul onay1 alinarak elde edilmistir.

3.5.1. Mutasyon analiz teknigi

Hastadan alinan 6rnekten elde edilen DNA materyalinde, KRAS geni 1, 2 ve 3.
ekzonlar igerisinde mutasyonlarin goézlendigi kodonlara spesifik primerler kullanilarak
nested PCR (2 agamali) yontemi ile ¢ogaltilmasi islemi uygulanmistir. Daha sonra, hedef
mutasyon bolgelerinin minisekans (minisequencing) teknigi ile tespit edilebilmesi i¢in bu
tiriinler floresan isaretli dANTP ler kullanilarak isaretlenmistir. Kapiller elektroforez

teknigi kullanilarak KRAS veya NRAS mutasyon analizleri yapilmustir. incelenen
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ekzonlar asagidaki gibidir: KRAS i¢in kodon 12, 13, 59, 61, 117 ve 146; NRAS
mutasyonlart i¢in kodon 12, 13, 59, 61 ve 146.

3.6. MiRNA ANALIZi

3.6.1. Hasta popiilasyonu

Bu ¢alismada KRK nedeniyle peritoneal kanser ve karaciger metastazi gelisen
hastalarin orneklerine ait parafin bloklar (her grupta yaklasik 20 adet olmak {izere

toplamda adet 29 hastann 163 dokusu) kullanilmistir.

3.6.2. Gercek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

3.6.2.1. Deparafinizasyon-RNA izolasyonu: RNA izolasyonunda belirlenen
hastalara ait 2016-2020 yillar1 arasinda alinmis olan timdr, periton metastazi, karaciger
metasataz1 ve normal dokulara ait parafin bloklar kullanildi. Parafin bloklardan RNA
1zolasyonu i¢in 6ncelikle parafine gomiilii olarak bulunan dokulardan mikrotom cihazi ile
20 pum kalinliginda 5-10 kesit alinarak tiiplere konuldu. Elde edilen bu kesitlerden parafini
uzaklagtirmak icin her bir tiipe 1 ml ksilen eklendi ve vorteks islemi yapildi. Vorteks
yapilan Ornekler 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Niive, Tirkiye) edildi. Santrifiij
sonrast st s1vi atilarak 2 kere saf alkol ile yikama islemi yapildi. Yikanan 6rnekler 15
dakika oda sicakliginda kurutulmaya birakildi. Kuruyan 6rneklerin her birine proteinaz
K iceren tampon ¢ozeltiden 200 pl eklendi ve 5 dakika vorteks islemi yapildi. Buffer
iceren her 6rnek parafinin erimesi icin 55°C’deki 1siticili blokta gece boyunca inkiibe
edildi. Ertesi giin 6rnekler 90°C’de 30 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonrasi érnekler

RNA izolasyonuna alindi.

Parafin bloklardan elde edilen parafini uzaklastirilmis doku oOrnekleri Trizol
(Thermo Fisher Scientific) RNA izolasyon reagenti kullanilarak RNA izolasyonuna tabi
tutuldu. Bu amacla 1sitic1 bloktan alinan her bir 6rnege 250 pl Trizol eklendi ve vorteks
islemi yapildi. Inkiibasyon sonrasi her bir érnege 200 ul kloroform eklendi ve oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi érnekler 12.000 g’de 15 dakika 4°C’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 her bir 6rnekten elde edilen ii¢ fazdan en {ist faz temiz

bir tlipe alindi. Elde edilen iist faz iizerine her bir 6rnege 500 pl izopropanol eklendi ve
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oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi érnekler 12.000 g’de 10 dakika
4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi her bir 0rnekten iist faz atilarak elde edilen
pellete 1 mL %75 etanol eklendi ve 7500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
her bir ornekten st faz dokiildii ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan
ornekler iizerine 30 pl distile su eklenerek 55°C’de 1sitic1 blokta inkiibe edildi ve 6rnekler

komplamenter DNA (cDNA) ¢evriminde kullanilmak iizere -80 °C’de saklandi.

3.6.2.2. cDNA sentezi: Her bir 6rnekten elde edilen total RNA’larin cDNA
cevrimi Oncesi miktar tayini Qubit 4 (Thermo Scientific) spektrofotometre cihazi ile
yapildi. Miktar1 belirlenen RNA’lar miRNA All-In-One cDNA Synthesis Kit (Abm,
Kanada) kullanilarak ile iiretici firmanin 6nerdigi protokole gore 37 °C’de 30 dakika, 50
°C’de 15 dakika ve 85 °C’de 5 dakika bekletilerek cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde
edilen cDNA’lar RT-PCR analizinde kullanilmak tizere -20°C’de sakland1 (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. RT-PCR karisimin hazirlanisi

Bilesen Hacim

5X RT Tamponu 4,0 uL

dNTP 1,0 uL

Primers 1,0 uL

RTase 1,0 uL

Total RNA 100 ng
Nuclease-free su 20,0 uL’ye kadar
Toplam hacim 20,0 uL
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3.6.2.3. RT-PCR analizi: Elde edilen cDNA’lardan hsa-miR-99b-5p
(MPHO03979, Abm, Kanada) ve hsa-miR-135b-5p (MPHO02185, Abm, Kanada)
ekspresyon diizeylerinde degisiklikleri analiz etmek i¢in RT-PCR, StepOnePlus Real-
Time PCR Systems (v. 2.0, Applied Biosystems) ile Luna® Universal gPCR Master Mix,
(NEB, Ingiltere) reaksiyon 96 kuyucuklu optik reaksiyon plakalarinda gerceklestirildi.
Kontrol miRNA olarak U6-2 (MPH00001, Abm, Kanada) kullanildi. Reaksiyon
igerikleri Tablo 3.2°de verildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 3.2. RT-PCR reaksiyon igerigi

Reaksiyon 1X
Master mix 5uL
Primer 1 uL
dH,0 2 ulL
cDNA 2uL
Toplam Hacim 10 uL

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz, SPSS siiriim 22.0 kullanilarak degerlendirildi (IBM Corp.,
Armonk, NY, ABD). Bu calismayr degerlendirmek icin tanimlayici istatistiksel
yontemler kullanildi. Kategorik veriler icin hasta sayis1 ve ylizde (%) kullanild.
Kategorik degiskenler, bu caligmada nitel verileri karsilastirmak i¢in Pearson y2 ve
Fisher'in kesin testi ile test edildi. Veri dagilimimin normalligi Shapirov-Wilk testi ile
belirlendi. Analizlerde normal dagilim gosteren durumlarda veriler ortalama deger ve
standart sapma ile gosterildi. Ancak, normal dagilim gostermeyen durumlarda veriler
medyan (ortanca, %50) (25.yiizdelik-75.yiizdelik) ile gosterildi. Ikili bagimsiz gruplarda
normal dagilim gosteren verilerin ortalama farklarimi karsilastirmak i¢in Student t testi
kullanilirken, normal dagilim gostermeyen verilerin karsilastirilmasinda Mann Whitney
U testi uygulandi. ikiden fazla bagimsiz gruplarda normal dagilim gdsteren verilerin
ortalama farklarini karsilastirmak icin ANOVA testi (varyanslarin homojenligi testi
Levene testi ile birlikte) kullanilirken, normal dagilim gostermeyen verilerin
karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis testi uygulandi. Tekrarlayan veya bagimli {igten

fazla gruplarda normal dagilim gdsteren verilerin ortalama farklarinin karsilagtirmasinda
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repeated-measure ANOVA testi kullanildi. Diger duruumda tekrarlayan veya bagimli
licten fazla gruplarda normal dagilim gostermeyen verilerin ortalama farklarinin
karsilastirmasinda Friedman testi kullanildi. Istatiksel olarak énemli farklilik gosteren
durumda, Posthoc ikili analiz yapilarak gruplarin farkliligini ortaya koyan karsilastirma
ortaya kondu. Genel sagkalim Kaplan-Meier yontemi kullanilarak karsilagtirildi ve
karsilastirmalar log-rank testi ile yapildi. Real Time PCR analizi sonucunda elde edilen
veriler RT2 Profiler PCR Array Data Analysis programi
(https://dataanalysis.qiagen.com/pcr/arrayanalysis.php)  kullanilarak  degerlendirildi.

2-AACT

miRNA ekspresyon seviyelerindeki artis veya azaliglar metoduyla kat degisimi

(fold-change) olarak belirlendi.

Caligmanin birincil sonug degiskeni genel sagkalim (OS) olup ameliyat veya tani
tarihinden itibaren herhangi bir nedenle 6liime kadar gecen zaman ya da hasta izleminin
sona erdigi zaman genel yasam siiresi olarak hesaplandi. Tiim olgular icerisinde kaba
sagkalim oranlari, 1-3 ve 5-yillik genel sagkalim hizlar1 ve ortalama beklenen yasam
stiresi ile bu siireye iliskin %95 giiven araliklart Kaplan-Meier sagkalim analizi
kullanilarak hesaplandi. Genel sagkalimi1 6ngdrmede kantitatif miR-99, miR-135b ve Akt
Olctimleri i¢in en 1yi kesim noktalarini belirlemek amaciyla R programinda yazilmis web

tabanli Cutoff Finder algoritmasini (http://molpath.charite.de/cutoff) kullanarak séz

konusu degiskenlere ait en iyi kesme noktalari elde edildi. Bunun i¢in her bir miR-99b,
miR-135b ve akt 6lglimii dikate alinarak s6z konusu degiskenler ikili sonuglu (dikotom)
yapiya doniistiiriildii. Ardindan Log-Rank test istatistigi sonucunun en ¢ok onemlilige
sahip oldugu noktalar en 1yi kesim noktalar1 olarak kabul edildi. Genel sagkalim {izerinde
etkili olabilecegi diisiiniilen olas1 tiim degiskenlerin tek degiskenli etkileri Cox’un oransal
hazard regresyon modelleri ile incelendi. Ardindan OS iizerinde en fazla anlamlh
belirleyicilige sahip olan etken(ler) ¢oklu degiskenli Cox’un oransal hazard modelleri
olusturularak arastirildi. Ayrica, her bir degiskene ait hazard orani (HR), %95 giiven
araliklar1 ve Wald istatistikleri hesaplandi. KRAS agisindan wild olan grup ile mutant
olan grup arasinda miR-99b, miR-135b ve AKT diizeyleri yoniinden farklarin 6nemliligi
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Ote yandan gerek miR-99, miR-135b ve AKT
Ol¢timlerinin birbirleri arasinda gerekse miR-99b, miR-135b ve AKT o6l¢iimlerinin
alindig1 lokalizasyonlarin birbirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup
olmadig ise Friedman testiyle arastirildi. Friedman test istatistigi sonug¢larinin énemli

bulunmasi halinde Dunn-Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak farka neden
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olan durum(lar) tespit edildi. Siirekli sayisal degiskenlerin birbirleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon olup olmadig1 Spearman’in sira sayilar1 korelasyon testiyle

incelendi. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR

4.1. KLINIiK OZELLIiKLER

Calismaya toplam 74 hasta katildi; 29 bayan (%39,2) ve 45 erkekti (%60,8).
Hastalarin ortanca yasi 58,5 (47,5-68) yildi ve 65 yas tistii hasta sayis1 toplam hastalarin
%33,7’siydi. KRK’larin 9%55,4’i (41 hasta) kolon, %44,5’i (33 hasta) rektum
yerlesimliydi. Calismada kanserlerin ¢ogu sol tarafta (%77’ye karst %23) yerlesim
gostermekteydi. Hastalarin 35’u (%47,9) daha 6nce ayni hastaliktan ameliyat edilmis
niiks olgulardi. Neoadjuvan kemoterapi alan hasta sayist 17 (%23,6) idi. Peritoneal

karsinomatozisli hastalar %62.1, karaciger metastazi tespit edilen hastalar ise toplam

hastalarin %66,2’si idi. (Tablo 4.1, Sekil 12).

Tablo 4.1. Hastalarin genel 6zellikleri

n %

Cinsiyet

Bayan 26 39,2

Erkek 45 60,8

Toplam 74 100
Yas

Ortalama (SD) 57,2 (14,9)

Medyan 58,5 (47,5-68)

>65 years 25 33,7
Viicut kitle indeksi 20,8 (18,8-23,7)
Lokalizasyon

Kolon 41 55,4

Rektum 33 44,5
Tiimor Tarafi

Sol / Sag 57 117 77123
Recurrent 35 47,9
Neoadjuvan kemoterapi 17 23,6
Peritoneal karsinomatozis 46 62,1
Karaciger metastaz: 49 66,2

SD: Standart derivasyon
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Calismada evre 2 tiimoriin yas ortancast 43 (38-45) yil, evre 3 timoriin yas
ortancasi 53 (48-55) yil ve evre 4 tiimdriin yas ortancasi 60 (51-69) yild1 ve medyan yas
ortalamalarinda istatiksel farklilik yoktu (P = 0,085) (Sekil 4.1).

A B

100.0-
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STAGE STAGE

Sekil 4.1. Evreye gore yasin dagilim (A) ve kutu grafigi (B)

Calismada AJCC evreleme sistemine gore hastalarin %78,4°1 evre 4, %17,6’s1
evre 3 ve %4,1°1 evre 2 idi. Istatiksel degerlendirmede cinsiyete gore kanser evresinin

dagilimi benzer 6zellikler gostermekteydi (P =0,711) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Cinsiyete gore evrelerin dagilimi
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Calismada tiimoriin sol tarafli yerlesimli hastalarin medyan yasi1 59 (48-67) yil ve
sag tarafli hastalarin medyan yas1 57 (50-69) yildi. Yasin tiimoriin kolorektal anatomide
taraf a¢isindan dagiliminda istatiksel faklilik yoktu (P = 0,822) (Sekil 4.3).

100.0
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60.0-
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Sekil 4.3. Tiimor anatomik tarafi ve yas 6zellikleri

Calismada kolon yerlesimli hastalarin yas ortalamasi 57 (46-68) yil ve rektum
yerlesimli hastalarin medyan yas1 60 (53-71) yildi. Yasin tiimor lokalizasyonuna gore
dagiminda istatiksel faklilik yoktu (P = 0,188) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Tiimoriin lokalizasyonu
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Caligmaya katilan hastalarin preoperatif CEA ve CA19-9 degerleri sirasiyla 12
(3,3-45) ng/mL ve 18 (3,1-123) olarak bulundu (Tablo 4.2). Ortanca peritoneal kanser
indexi (PCI) 16 (7-24) olarak bulundu.

Hastalarin %17°si HIPEK ve %11°i EPIK tedavisi almisti. Adjuvan kemoterapi
hastalarin %94,2’si alirken radyoterapi alan hastalarin sayist %35,8 idi. Calismada
medyan takip siiresi 27 (15,6-46,4) aydi ve takiplerde hastalarin %74,3’1

yasamamaktadir.

Tablo 4.2. Hastalar1 ameliyat 6ncesi 6zellikleri

n %

CEA 12 (3,3-45)
CA19-9 18 (3,1-123)
Yatis siiresi 16 (12-27)
Ameliyat siiresi 340 (240-510)
Peritoneal kanser index 16 (7-24)
HIPEK 17 23
EPIK 11 14,9
Adjuvan tedavi 65 94,2
Radyoterapi (n=67) 24 35,8
Takip siiresi (yil) 27 (15,6-46,4)
Vital status

Canh 19 25,7

Yasamiyor 55 74,3

CEA: Karsinoemriyojenik antijen, CA19-9: Karbonhidrat antijenil9-9, HIPEK: Hipertermik intraperitoneal

kemoterapi, EPIK: Erken peritoneal intraperitoneal kemoterapi

4.2. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Hastalarin ¢ogunlugu (%78.4) Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC,
American Joint Committee on Cancer) evrelemesine median evresi 4 (3-4) idi (Tablo 8).
Calismada evre 4 hastalar %78,4’linii, evre 3 hastalar %17,6’sin1 ve evre 2 %4,1’ini
olugmaktaydi (Sekil 16). Histopatolojik degerlendirmede (n=47), tiimoriin
diferansiyasyon siniflamasinda; grade 1 %29,8, grade 2 %355,3 ve grade 3 14,6 olarak
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tespit edildi. Ayrica, miisindz komponent %39,1, lenfovaskiiler tutulum %70,4 ve ndral
tuttulum oran1 %67,4 bulundu. Cerrahi olarak ¢ikarilan median lenf nodu sayis1 16 (12-
25) idi. Bununla birlikte lenf nodu pozitifligi oran1 %76,1 olarak rapor edildi (Tablo 4.3)
(Sekil 4.5).

Tablo 4.3. Hastalarin histopatolojik degerlendirmesi

n %
AJCC evreleme 4 (3-4)
2 3 4,1
3 13 17,6
4 58 78,4
Tiimor diferasyon derecesi
(grade) (n=47)
1 14 29,8
2 26 55,3
3 7 14,6
Miisin6z component (n=64) 25 39,1
Lenfovaskiiler tutulum (n=54) 38 70,4
Noral tutulum (n=43) 29 67,4
Tiimor uzunlugu 5 (3,5-7)
Cikarilan lenf nodu sayis1 16 (12-25)
Lenf nodu pozitifligi (n=67) 51 76,1

AJCC: Amerikan Ortak Kanser Komitesi (American Joint Committee on Cancer)

EVRELEME
MEVRE 2
MEvRE 3
Devre 4

Sekil 4.5. Amerikan Ortak Kanser Komitesi’ne (AJCC) gore evre dagilimi
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Hastalarin yapilan mutasyon tespiti sonuglarina gore; KRAS mutasyonu 19
olguda (%37,3) ve NRAS mutasyonu 3 olguda (%3,9) tespit edilirken, BRAF mutasyonu
testpit edilmedi. AKT geni immunhistokimyasal skorlama sisteminde hastalarin AKT gen
lokalizasyonuna gore; ortanca kolorektal timorde 3 (2-3), peritoneal timorde 4 (3,5-4),
karaciger metastazinda 4 (3,5-4) ve normal dokuda 1 (1-1) olarak tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. KRAS geni fenotipi ve tiimor lokalizasyonuna goére AKT skorlama sistemi

dagilimi
n %

Tiimor fenotip (n=51)
KRAS mutasyonu 19 37,3
NRAS mutasyonu 2 3,9
BRAF

AKT gen IHK skorlama sistemi

(medyan)
Kolorektal kanser grade 3(2-3)
Peritoneal karsinomatozis grade 4 (3,5-4)
Karaciger metastaz grade 2(2-3)
Normal doku grade 1(1-1)

[HK: Immunhistokimyasal boyama

Calismada AKT geni immunhistokimyasal skorlama sisteminde c¢ogunluk
sirastyla; kolorektal tiimorlii dokuda grade 3 %36,7 ve grade 2 %30,6, perioneal
karsinomatoziste grade 4 %53,6 ve grade 3 %25, karaciger metastazinda grade 3 %229
ve grade 4 %22,9, normal dokuda grade 0 %48 ve grade 1 %44 olarak tespit edildi [(Sekil
4.6, Sekil 4.7 (A-1)].
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Sekil 4.6. Immunhiskimyasal degerlendirmede AKT nin boyanma grade histogramlari;

Kolorektal kanser (A), Peritoneal kanser (B), Karaciger metastazi (C) ve normal doku

(D).
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Sekil 18 (A). Kolon adenokarsinomu kuvvetli sitoplazmik AKT boyanmas1 (X100, IHK))

Sekil 4.7 (B). Normal kolon mukozasinda zayif fokal sitoplazmik AKT boyanmasi
(X200, IHK)
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Sekil 4.7 (C). Kolon adenokarsinom kuvvetli sitoplazmik AKT boyanmasi (X100, THK)

Sekil 4.7 (D). Normal kolon mukozasi zayif sitoplazmik AKT boyanmasi (X200, THK)
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Sekil 4.7 (E). Kolon adenokarsinomu kuvvetli boyanma gosteren sitoplazmik AKT
boyanmas1 (X200, THK)

Sekil 4.7 (F). Kolon adenokarsinomu kuvvetli AKT boyanmasi (X100, IHK)
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Sekil 4.7 (G). Kolon mukozasi zayif sitoplazmik AKT boyanmasi (X100, THK)

Sekil 4.7 (H). Karaciger metastazi sitoplazmik akt boyanmasi (X200, IHK)
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Sekil 4.7 (1). Peritoneal metastaz sitoplazmik AKT boyanmas1 (X100, IHK)

Istatiksel analizde, gruplar arasinda Akt geni immunhistokimyasal skorlama
sistemi agisindan farklilik tespit edildi (P<0,001). Post-hoc analiz sonuglarina gore;
kolorektal kanser, peritoneal kanser ve karaciger metastazli dokulardaki AKT geni skoru
istatiksel olarak normal dokuya gore daha yiiksekti (P<0,001) (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. AKT geni immunhistokimyasal skorlama sistemi ve yogunluk yiizdesinin

karsilatirmasi
P-
KRK PK KCM Normal Doku
AKT grade degerit
(n=25) (%)
(n=49) (%)  (n=28) (%) (n=35)** (%)
< 0,001
0 1(2)° 1(3,6)° 4 (11,4)° 12 (48)2be
1 3 (6,1)? 1(3,6)° 3(8,6)° 11 (44) 2be
2 15 (30,6)° 4 (14,3)° 13 (20)° 2 (8)abe
3 18(36,7)° 7 (25) 7 (22,9)°
4 12 (2457 15 (53,6)" 8 (22,9)°
. . p-degeri
n AKT* miR-99b miR-135b
<0,001
60,0 (40,0-
Timér/KRK 23 16,5 (9,6-22,9)% 3,2 (1,4-6,1)%'
75,0)%
80,0 (67,5-
PK 18 12,8 (5,1-23,00 13,8 (7,4-17,1)¢
81,2)de
45,0 (33,7-
KCM 22 4,0 (2,2-5,9) 5,1 (2,6-15,0)°
76,2)de
Normal doku 13 50 (5,0-15,0)% 0,04 (0,03-0,22)! 0,59 (0,08-0,88)

KRK: Kolorektal Kanser, KCM: Karaciger metastazi, PK: Peritoneal Karsinomatozis, *: AKT yogunluk siddeti (%)
**: Glisson capsiiliine asw1 invaze yiiklii hastalarda dahil edildi, Tamimlayict istatistikler; medyan (25.yiizdelik-
75.yiizdelik) veya yiizdelik (%) bi¢iminde ifade edildi. } Friedman test. a: KRK Akt ile normal doku Akt (P = 0,001),b:
PK Akt ile normal doku Akt (P < 0,001),c: KCM Akt ile normal doku Akt (P = 0,026), d: AKT ile miR-99b arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), e: AKT ile miR-135b arasindaki fark istatistiksel olarak anlamii (p<0,01), f:
miR-99b ile MiR-135b arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,010).

Calismada KRAS ile hastalarin tiimor evresi agisindan degerlendirmesinde; wild
tip hastalarin ortanca evresi 4 (3-4) ve mutant tip hastalarin ortanca evresi 4 (4-4) idi (P
=0,601). Ayrica hastalarda KRAS mutasyonu durumu ile yas, timor lokalizasyonu, viicut
kitle indeksi, tiimér boyutu, CEA, CA19-9 diizeyleri ve PCI karsilastirildiginda istatiksel
olarak farklilik tespit edilmedi (P > 0,05). Diger taraftan KRAS durumu ile tiimdriin tarafi
karsilagtirildiginda; wild tip KRK’larda sol taraf yerlesimi (%52,4) iken mutant tip
KRK’larda daha fazla sag tarafli yerlesim (%21,4) mevcuttu (P=0,014) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. KRAS mutasyon durumuna gore hastalarin 6zellikleri

Toplam Wild tip Mutant tip P

Timor tarafi 0,014

Sol 37 (72,5) 27 (52,9) 10 (19,6)

Sag 14 (27,5) 5(9,8) 9 (17,6)
Tiimér lokalizayonu 0,628

Kolon 30 (58,8) 18 (35,3) 12 (23,5)

Rektum 21 (41,2) 14 (27,5) 7 (13,7)
Yas 58,5 (47,5-68) 54 (43-67) 57 (35,5-68,2) 0,553
Viicut kitle indeksi 20,8(18,8-23,7)  22(19,6-26,9) 25,6 (18,3-32,4) 0,326
CEA 12 (4-61) 11 (4,8-22) 41 (3-147) 0,219
CA19-9 18 (3,1-123) 11,8 (2-30,9) 40 (2,8-225) 0,793
Tiimor evreleme 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (2,5-4) 0,946
PCI (ortanca) 16 (7-24) 17 (10-26) 9 (5,2-23) 0,382

CA19-9: Karbonhidrat antijen 19-9, CEA: Carsinoembriyojenik antijen, PCI: Peritoneal karsinomatozis Indeksi

Calismada, gruplarin klinik ve histopatolojik degerlendirmesinde, peritoneal
karsinomatozisli hastalarin ortalama yags1 karaciger metastazli gruba gore [58,1 (12,145)
yila kars1 65,6 (18,610) yil] (P = 0,002) daha diisiiktii. Ayrica grup 1’de (PK) niikslii
vakalarin sayisi daha fazlayd: (%38,4’e karst %9,6) (P = 0,004). Bununla birlikte
calismada PK gelisen grupta tiimor evresi daha diistiktii (P = 0,017). Yatis siiresi olarak
karaciger metastazli hastalar daha kisa yatis siiresine sahipti [17 (16,5-53) giine kars1 18
(15-35)] (P = 0,014). Histopatolojik degerlendirmede, PK gelisen grupta miisin6z
component orani daha fazlaydi [22 (34,4) kars1 3 (4,7)] (P =0,001) (Tablo 4.7).

98



Tablo 4.7. Gruplar arasi klinik ve patolojik verilerin degerlendirmesi

. Karaciger
Total Peritoneal metastazi
_ kanser _ P value
(n=74) (n=46) (Grup 1) (n = 26) (Grup
2)

Yas 59,917 (13,500) 58,1 (12,145) 65,6 (18,610) 0,002
Cinsiyet (n) (%)

Bayan 29 (39,2) 19 (25,7) 10 (13,5)

Erkek 45 (60,8) 27 (36,5) 18 (13,5)
ASA 3(25-3) 3(3-3) 3(2-3) 0,382
Viicut kitle indeksi 24,3 (5,283) 22,8 (4,931) 29 (3,605) 0,06
Yelesim yeri (n) (%) 0,332

Kolon 41 (55,4) 28 (37,8) 13 (17,6)

Rektum 33 (44,6) 18 (24,3) 15 (20,3)
Sol taraf /sag taraf (n) (%) 0,595

Sol taraf 57 (77) 34 (45,9) 23 (31,1)

Sag taraf 17 (23) 12 (16,2) 5 (6,8)
Kras durumu (n) (%) 0,968

Wild tip 32 (62,7) 17 (33,3) 15 (29,4)

Mutant tip 19 (37,3) 11 (21,6) 8 (15,7)
Tiimor ¢apa 5,2 (1,699) 5,67 (1,714) 4 (1) 0,134
Niiks vaka (n) (%) 35 (47,9) 28 (38,4) 7 (9,6) 0,004
Neoadjuvan tedavi (n) (%) 17 (23,6) 9 (12,5) 8 (11,1) 0,613
Preop CEA 11,4 (5,9-93) 12 (4-97) 10,8 (9,65-17,4) 0,152
Preop CA19-9 49,4 (7-262) 70 (18-256) 2 (2-1645) 0,096
Adjuvant tedavi (n) (%) 65 (94,2) 40 (58) 25 (36,2) >0,999
Radioterapi (n) (%) 24 (35,8) 12 (17,9) 12 (17,9) 0,253
Evre 4 (4-4) 4 (3-4) 4 (4-4) 0,017
Yatis siiresi 17,5 (15,5-37,5) 18 (15-35) 17 (16,5-53) 0,014
Takip siiresi 17,2 (13,7-27,2) 15,6 (13,1-20,4)  31,3(22,9-41,7) <0,001
Lenf nodu invazyonu (n) (%) 51 (76,1) 34 (50,7) 17 (25,4) 0,075
Miisin6z component (n) (%) 25 (39,1) 22 (34,4) 3 (4,7) 0,001
Grade 2(1,5-2) 2(2-2) 2(1-2) 0,306
Lenfovaskiiler invazyon (n) 38 (70.4) 21 (38,4) 17 (31,5) 0,635
(%)
Noral invazyon (n) (%) 29 (67,4) 17 (39,5) 12 (27,9) 0,279

ASA: American Society of Anesthesiologist, CA19-9: Karbonhidrat antijen 19-9, CEA: Carsinoembriyojenik antijen
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43. MIRNA EKSPRESYON DUZEYLERINDE DEGIiSIMLERIN
DEGERLENDIRILMESI

KRK’l1 hastalarin tiimor, periton metastazi, karaciger metastazi ve normal
dokularina ait parafin blok 6rneklerinden izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi
yapildiktan sonra miR-99b ve miR-135b ekspresyon seviyeleri, U6-2 kontrol miRNA ile

normalize edilmis ve elde edilen bulgular Sekil 19 ve 20°de sunuldu.

RT-PCR analizi sonuglarina gore; KRK tiimor dokularinda miR-99b ve miR-
135b ekspresyon diizeyi normal dokuya gore kiyaslandiginda sirasiyla 19,7- (P = 0,001)
ve 3,53- kat (P = 0,027) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi. Ayrica,
normal dokuya kiyasla periton metastazina ait dokularda miR-99b ve miR-135b
ekspresyon seviyeleri sirastyla 12,55- (P = 0,001) ve 9.68-kat (P = 0,001) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmasina ragmen, karaciger metastazi dokularinda sirasiyla
3,97- (P = 0,038) ve 5,23-kat (P = 0,002) olarak belirlendi. Sonug olarak normal dokuya
gore miR-99b ekspresyon seviyesi en yiiksek diizeyde tiimor dokuda artmasina ragmen,
miR-135b ekspresyon diizeyinin en diisiik seviyede oldugu tespit edildi (Sekil 4.8, Tablo
4.8).
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Sekil 4.8. Timor, periton metastazi ve karaciger metastazi dokularinda normal dokuya
kiyasla (a) miR-99b ve (b) miR-135b ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin
belirlenmesi (p<0,05*; p<0,01**)

Tablo 4.8. Tiimér, periton metastazi ve karaciger metastazi dokularinda normal dokuya

kiyasla miR-99b ve miR-135b ekspresyon diizeylerindeki kat degisimleri ve p degerleri

Tiimor Periton metastazi Karaciger metastazi
Kat degisimi | p Kat degisimi | p Kat degisimi p
Hsa-miR-99b | 19,70 0,001 | 12,55 0,001 | 3,97 0,038
Hsa-miR-135b | 3,53 0,027 | 9,68 0,001 |5,23 0,002

101




Ayrica, tiimor doku ile kiyaslandiginda periton ve karaciger metastazinda miR-
99b ekspresyon diizeyinin sirasiyla 0,64- (P = 0,145) ve 0,20-kat (P = 0,001) azaldig:
belirlenmesine ragmen, miR-135b ekspresyon diizeyinin sirasiyla timor dokuya gore

2,74-kat (P = 0,001) ve 1,48-kat (P = 0,116) artti31 analiz edildi (Sekil 4.9, Tablo 4.9).

Kat degisimi
Kat degisimi

Sekil 4.9. Periton metastazi ve karaciger metastazi dokularinda tiimor dokuya kiyasla
(@)miR-99b ve (b) miR-135b ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin belirlenmesi
(p<0,05*; p<0,01**)

Tablo 4.9. Periton metastaz1 ve karaciger metastazi dokularinda tiimor dokuya kiyasla

miR-99 ve miR-135b ekspresyon diizeylerindeki kat degisimleri ve p degerleri

Periton metastazi Karaciger metastazi

Kat degisimi p Kat degisimi p
Hsa-miR-99 0,64 0,145 0,20 0,001
Hsa-miR-135b 2,74 0,001 1,48 0,116
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Calismada tablo 4.5’de ise 6lgiim yapilan bolgeler igerisinde miR-99b, miR-135b

ve AKT diizeyleri yoniinden yapilan karsilastirmalar bulunmaktadir.

KRK acisindan AKT, miR-99b ve miR-135 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olup (p<0,001), tiim6r AKT’ye gore sirastyla; miR-99b ve miR-135b KRK diizeyi
daha diisiik idi (p=0,002 ve p<0,001). Ayrica, miR-99b KRK’ya goére miR-135b KRK da
istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii (p=0,010).

PC agisindan AKT, miR-99b ve miR-135b arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olup (p<0,001), s6z konusu farka neden olan durum; tiimor PC’ye gére miR-99b ve
miR-135b PC dl¢iimlerinin daha diisiik olmasi idi (p<0,001 ve p<0,001).

KCM agisindan da AKT, miR-99b ve miR-135b arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olup (p<0,001), s6z konusu farka neden olan durum; tiimér KCM’ye gore
miR-99b ve miR-135b KCM o6l¢iimlerinin daha diisiik olmasi idi (p<0,001 ve p<0,001).
Normal dokudan alinan AKT, miR-99b ve miR-135b arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olup (p<0,001), s6z konusu farka neden olan durum; normal AKT’ye gére miR-99b
ve MiR-135b normal doku 6l¢timlerinin daha diisiik olmasi idi (p<0,001 ve p=0,010).

Tablo 4.5. AKT geni IHC skorlama sistemi ve yogunluk yiizdesinin karsilatirmasi

KRK PK KCM Normal Doku P- degerit
AKT grade
(n=49) (%) (n=28) (%) (n=35) (%) (n=25) (%)
< 0,001
0 1(2) 1(3,6)° 4 (11,4)° 12 (48)abe
1 3(6,1) 1(3,6)° 3(8,6)° 11 (44)abe
2 15 (30,6)? 4 (14,3)° 13 (20)° 2 (8)abe
3 18 (36,7)? 7 (25)° 7(22,9)°
4 12 (24,5)2 15 (53,6)° 8 (22,9)°
n AKT* miR-99b miR-135b p-degeri
<0,001
Tiimor/KRK 23 60,0 (40,0-75,0)%¢ 16,5 (9,6-22,9)4 3,2 (1,4-6,1)5F
PK 18 80,0 (67,5-81,2)4¢ 12,8 (5,1-23,0)¢ 13,8 (7,4-17,1)°
KCM 22 450 (33,7-76,2)% 4,0 (2,2-5,9) 5,1 (2,6-15,0)¢
Normal doku 13 5,0 (5,0-15,0)4¢ 0,04 (0,03-0,22)¢ 0,59 (0,08-0,88)¢

KRK: Kolorektal Kanser, KCM: Karaciger metastazi, PK: Peritoneal Karsinomatozis, *: AKT yogunluk siddeti
(%) Tammlayici istatistikler; medyan (25.yiizdelik-75.yiizdelik) veya yiizdelik (%) bigciminde ifade edildi. 1 Friedman
test. a: KRK Akt ile normal doku Akt (P = 0,001),b: PK Akt ile normal doku Akt (P < 0,001),c: KCM Akt ile normal
doku Akt (P = 0,026), d: AKT ile miR-99b arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), e: AKT ile miR-135b
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arasmndaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), f: miR-99b ile miR-135b arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml (p=0,010).

Tablo 4.10’da KRAS agisindan wild olan grup ile mutant olan grup arasinda miR-
99b, miR-135b ve AKT diizeyleri yoniinden yapilan karsilastirmalar bulunmaktadir.

Wild ile mutant grup arasinda sirasiyla; miR-99b (KRK,PK, KCM ve normal
doku), miR-135b (KRK,PK, KCM ve normal doku) ve AKT (KRK,PK, KCM ve normal
doku) Ol¢timleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik goriilmedi

(p>0,05).

Tablo 4.10. KRAS agisindan olgularin miR-99b, miR-135b ve AKT diizeyleri

wild Mutant p-degeri
AKT
Tiimor 50,00 (30,00-71,25) 65,00 (36,25-77,50) 0,176
PC 70,00 (43,75-80,00) 77,50 (51,25-80,00) 0,792
KCM 45,00 (15,00-70,00) 52,50 (32,50-80,00) 0,535
Normal 10,00 (5,00-15,00) 5,00 (5,00-10,00) 0,211
miR-99b
KRKc 18,03 (8,99-24,05) 12,10 (9,63-22,90) 0,650
PC 16,63 (4,17-26,00) 11,09 (6,35-21,83) 0,827
KCM 4,16 (2,84-8,53) 2,32 (0,66-3,68) 0,109
Normal 0,04 (0,03-0,27) 0,04 (0,02-0,05) 0,412
miR-135b
KRKc 5,30 (2,03-9,55) 1,71 (1,39-5,86) 0,227
PC 13,74 (6,90-16,92) 7,44 (7,04-20,90) 0,827
KCM 5,05 (2,33-15,10) 3,81 (3,28-16,24) 0,841
Normal 0,15 (0,08-0,78) 0,55 (0,06-1,17) 0,489

Tamimlayici istatistikler; medyan (25. yiizdelik-75.yiizdelik) biciminde ifade edildi. + Mann Whitney U testi.
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4.4. SAGKALIMA ETKi EDEN FAKTORLER

Caligmaya dahil edilen tiim olgular iizerinden yapilan Kaplan-Meier sagkalim
analizine gore kaba sagkalim orani %24,3 olup 1-3 ve 5 yillik genel sagkalim oranlari
strastyla; %89.-,2-%36,4 ve %22,0 olarak tespit edildi. Ote yandan ortalama beklenen
yasam stiresi 40,0 (%95 Giiven Araligi: 31,6-48,4) ay idi.

Calismada sekil 4.10°da g¢alismaya dahil edilen tiim olgulara yonelik genel

sagkalima iliskin Kaplan-Meier egrisi yer almaktadir.

08

06 1

04

Genel sagkalim

02 s

00

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Takip stiresi (ay)

Sekil 4.10. Hastalarin Kaplan-Meier sagkalim egrisi

Sekil 4.11°de Kaplan-Meier sagkalim analizine gére KRK’ya bagli PK gelisen
hastalarin medyan yasam siiresi [24 (15,602-32,398) ay], KCM gelisen hastalarin medyan
yasam siiresinden [35,800 (29,992-41,608) ay] kisaydi (P = 0,027).
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Sekil 4.11. Kaplan Meier egrisi ile gruplararasi sagkalim analizi

Mevcut degerlendirmelere gére Tiimor AKT <57.5 olanlara gore Tiimor AKT
>57.5 olanlarda 6liim hiz1 istatistiksel anlamli olarak 2,178 kat (95% CI: 1,113-4,261)
artmakta idi (p=0,023). Sekil 4.12’de tiimor AKT igin tespit edilen optimal cut-off degere
gore genel sagkalima iliskin Kaplan-Meier egrileri yer almaktadir. Benzer sekilde KCM
AKT <57.5 olanlara gére KCM AKT>57.5 olanlarda da 6liim hiz1 istatistiksel anlamli
olarak 2,322 kat (95% CI: 1,045-5,160) artmakta idi (p=0,039) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kaplan Meier egrisi ile farkli AKT diizeyleri ile sagkalim analizi

Sekil 4.13’te ise KCM AKT igin tespit edilen optimal cut-off degere gore genel
sagkalima iligkin Kaplan-Meier egrileri yer almaktadir. Diger gostergelere iliskin elde
edilen cut-off degerler iizerinden yapilan analizlerde ise genel sagkalim {izerinde
istatistiksel olarak anlamli belirleyiciligi olan herhangi bir etkene rastlanmadi (p>0,05)
(Tablo 4.11).
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Sekil 4.13. Kaplan Meier egrisi ile KCM AKT diizeyleri ile sagkalim analizi

Tablo 4.11. Genel sagkalim sonuglarini dngérmede miR-99b, miR-135b ve akt igin
optimum kesim (cut-off) noktalar1 ve buna noktalara gore tek degiskenli Cox’un oransal

hazard regresyon analizi sonuglari

Cut-off Hazard %95 Giiven Arahgi
Wald p-degeri

points orani Alt simr Ust sinir
miR-99b-KRK 15,61 1,396 0,533 3,659 0,461 0,497
miR-99b-PK 13,85 0,948 0,318 2,829 0,009 0,924
miR-99b-KCM 3,265 1,604 0,600 4,293 0,886 0,347
miR-135b-KRK 2,27 0,444 0,168 1,172 2,690 0,101
miR-135b-PK 13,42 1,015 0,354 2,915 0,001 0,978
mMiR-135b-KCM 4,2 0,588 0,231 1,497 1,242 0,265
KRK Akt 57,5 2,178 1,113 4,261 5,168 0,023
PK Akt 72,5 1,077 0,440 2,640 0,027 0,870
KCM Akt 67,5 2,322 1,045 5,160 4,279 0,039

Akt: Akt geni, KRK: Kolorektal Kanser, PK: Peritoneal Karsinomatozis, KCM: Karaciger Metastazi
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Genel sagkalimi 6ngérmede kantitatif miR-99b, miR-135b ve Akt 6lgtimleri i¢in
en iyi kesim noktalarini belirlemek amaciyla R programinda yazilmis web tabanli utoff

Finder algoritmasin1  (http://molpath.charite.de/cutoff) kullanarak s6z konusu

degiskenlere ait en iyi kesme noktalari elde edildi. Bunun i¢in her bir miR-99b, miR-135b
ve akt Ol¢iimii dikate alinarak s6z konusu degiskenler ikili sonuglu (dikotom) yapiya
dontstiiriildii. Ardindan Log-Rank test istatistigi sonucunun en ¢ok onemlilige sahip
oldugu noktalar en iyi kesim noktalar1 olarak kabul edildi. S6z konusu kesme noktalari

Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.12°de genel sagkalim tizerinde en fazla belirleyici olabilecegi diisiiniilen
faktorlerin birlikte etkileri “Enter” metodu kullanilarak incelendi. Coklu degiskenli

Cox’un oransal hazard regresyon modeli verildi.

Tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda p<0,25 olarak saptanan tiim
degiskenler aday faktorler olarak regresyon modeline dahil edildiler. Genel sagkalim
tizerinde en fazla belirleyici olan etkenler sirasiyla; Timoér AKT, noral invazyon ve
KRAS idi. Diger faktorlerden bagimsiz olarak Tiimoér AKT <57.5 olanlara gére Tiimor
AKT >57.5 olanlarda 6liim hiz1 istatistiksel anlamli olarak 4,591 kat (95% CI: 1,527-
13,801) artmaya devam etmekteydi (PS=0,007). Diger faktorlere gore diizeltme
yapildiginda noral invazyon varliginin (HR=6,264; 95% CI: 1,482-26,470 ve P=0,013)
ve KRAS agisindan mutant olmanin (HR=2,757; 95% CI: 1,039-7,314 ve P=0,042) 6liim

hizint artirdig1 gézlendi.

Tablo 4.12°de bu kez klinik ongoriiler dogrultusunda genel sagkalim iizerinde en
fazla belirleyici olabilecegi diisiiniilen faktorlerin birlikte etkilerinin incelendigi ¢oklu

degiskenli Cox’un oransal hazard regresyon modeli gosterildi.

Klinik ongoériiler dogrultusunda mevcut modelde genel sagkalim iizerinde en
fazla belirleyici olan etkenler sirastyla; tiimor AKT, niiks varligi ve miR-99b-KRK idi.
Diger faktorlerden bagimsiz olarak Tiimor AKT diizeyi arttikca (HR=1,096; 95% CI:
1,026-1,170 ve p=0,006), niiks gelistikce (HR=147,100; 95% CI: 2,951-7332,552 ve
p=0,012) ve miR-99b-KRK diizeyi biiyiidiikkge (HR=1,188; 95% CI: 1,004-1,406 ve
p=0,045) 6liim hizinin artirdig1 saptandi.
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Tablo 4.12. Genel sagkalim iizerinde en fazla belirleyici olabilecegi diisiiniilen
faktorlerin birlikte etkilerinin incelenmesi — ¢oklu degiskenli Cox’un oransal hazard

regresyon modeli

%95 Giiven Arahgi

Hazard oram _ Wald  p-degeri
Alt simr Ust sinir
Model 1
Rektum tanis1 almak 1,068 ,384 2,970 0,016 0,899
T evresi 2,491 ,828 7,489 2,639 0,104
Lenfovaskiiler invazyon 1,951 ,692 5,505 1,597 0,206
Noral invazyon 6,264 1,482 26,470 6,227 0,013
KRK Akt (>57,5) 4,591 1,527 13,801 7,367 0,007
Kras - mutant 2,757 1,039 7,314 4,148 0,042
Model 2
Yas 1,008 0,861 1,179 0,009 0,925
Evre 0,070 0,004 1,298 3,188 0,074
Niiks 147,100 2,951 7332,552 6,263 0,012
N pozitifligi 9,552 0,616 148,239 2,602 0,107
Noral invazyon 92,033 0,537 15762,401 2,970 0,085
KRK Akt 1,096 1,026 1,170 7,492 0,006
miR-99b-KRK 1,188 1,004 1,406 4,008 0,045
Kras - Mutant 12,734 0,361 449,481 1,958 0,162

Akt: Akt geni, KRK: Kolorektal Kanser, N: Lenf Nodu, T: Tiimor Derinligi
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5. TARTISMA

KRK Amerika Birlesik Devletleri’nde en yaygin tiglincii kanser ve kansere bagl
Olimiin {glincli en yaygin nedenidir. 2014-2019 yillarinda, yillik insidansi
36,5/100000°d1r. Insidans cinsiyete gore benzerdir ve yasla birlikte giiclii bir sekilde artar;
ortanca tani yasi, gelismis tlilkelerde yaklasik 70 yildir (1).

Gicli kalitsal bilesenlere ragmen, ¢cogu KRK vakasi sporadiktir ve adenom-
karsinom dizisi boyunca birkag yil icinde yavas gelisir. Tedavinin temel taslari cerrahi,
neoadjuvan radyoterapi (rektum kanserli hastalar i¢in) ve adjuvan kemoterapi (evre I1I/IV
ve yiiksek riskli evre II kolon kanseri hastalar i¢in)’dir. 5 yillik rélatif sagkalim, evre I
hastalig1 olan hastalarda %90'dan fazla iken, evre IV hastalig1 olan hastalarda %10'dan

biraz fazladir (24).

MiIiRNA, protein kodlayan genlerin ekspresyonunun %60'mma kadar negatif
modiilasyonundan sorumlu olan kodlamayan RNA'larin en ¢ok ¢alisilan sinifini temsil
eder (65). Bu miRNA’lar kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicis1 olan hedef
mRNA’lara  baglanip  translasyonel baskilama veya mRNA  yikimi ile
posttranskripsiyonel gen ekspresyonunun diizenlenmesini gerceklestirmektedirler. Yakin
zamanda yapilan c¢aligmalarda kontrolsiiz hiicre bdlinmesinin gergeklestigi kanser
hiicrelerinde degisiklige ugramis MIRNA ekspresyonu arastirilmigtir; kanserin
baslamasinda ve ilerlemesinde, miRNA’lar hedefledikleri genin karakterine gore timor
stipresorler veya onkogenler gibi fonksiyon gostermektedirler (65). MiRNA'larin KRK
ile ilk iliskisi Michael ve ark. (91) on bes yil 6nce normal kolon dokusuna kiyasla kolon
kanserinde miR-143 ve miR-145 ekspresyonunun azaldigini bildirdiklerinde baslamustir.
O zamandan beri, KRK karsinogenezde miRNA'nin roliinii aragtirmak i¢in bir¢ok calisma
yapilmistir. Adenomlardan KRK'nin evrimsel ilerlemesi goéz Oniine alindiginda,
KRK'daki miRNA'lar ile modiile edilmis molekiiler mekanizmalarin derinlemesine
anlasilmasi biiyiik bir zorluk haline gelmistir (65). Wnt/Bkatenin, EGFR, TGFf ve TP53
sinyal yollarindaki degisikliklerin, KRK'nin hayatta kalmasi, cogalmasi, invazyonu ve
metastazi ile sonu¢landiglr gosterilmistir (65,91). Bu nedenle, bir¢ok calisma, KRK
elisimi, ilerlemesi ve metastazinin altin1 ¢izen molekiiler bulmacay1 tamamlamak igin
miRNA'lar:mRNA etkilesim aglarini kurmak i¢in bu yollara odaklanmistir. EGFR sinyal

yolu, hiicre proliferasyonuna, farklilasmasina, gog¢iine ve apoptoza aracilik eden normal
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embriyogenezde kritik bir role sahiptir. EGFR'min genetik degisikliklerle fonksiyon
kazanmasi kanser gelisimine yol agabilmektedir. KRK’nin yaklagik %50'sinde EGFR gen
amplifikasyonu, KRAS ve BRAF downstream mediatorlerinin mutasyonel aktivasyonu
bulunur (65).

Son c¢alismalar, onkojenik EGFR yolunun anormal aktivasyonunun TS-
miRNA'larin fonksiyon kaybina bagl olabilecegini bildirmistir. EGFR yolunda yer alan
en 6nemli TS-miRNA'lardan ikisi, birlesik eylemi KRAS ve BRAF (46) dahil olmak
tizere EGFR yolunun birkag liyesini hedefleyerek ¢ogalmay1 ve migrasyonu azaltan miR-
143 ve miR-145'tir. Let-7a'nin fonksiyon kaybi, yiikksek KRAS ve ¢c-MYC ve kolon
timorijenezi seviyeleri ile iliskilendirilirken, let-7 KRAS rs712 polimorfizmi, artan KRK
riski ile korele idi (92). Son kanitlar, miR-19a'nin KRAS ve VEGFA'y1 hedefleyerek
KRK anjiyogenezini engelleyebilecegini ve miR-181d'nin EGFR/KRAS yolunda bir
downstream diizenleyicisi olan PEAKI1'i tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini. gogiinii ve
invazyonunu azalttigim dogrulamistir. Ote yandan, KRAS yolunun aktivasyonu, bazi
onkomiR'leri tetikleyebilir ve upregiile edebilir; 6rnegin, KRK gelisimi ve ilerlemesinde
rol oynayan miR-210 ve miR-181a gibi veya KRK invazyonu ve metastazinda ¢ok 6nemli
bir role sahip olan miR200c (65)’dir.

AKT-PI3K-mTOR yolu, yaklasik %15-20 KRK'da amplifiye edilen EGFR
yolunun ikinci sinyallesme merkezini temsil eder (93). AKT-PIK3K-PTEN yolunun
amplifikasyonuna hem miR-126, miR-497 ve miR-1 gibi TS-miR'lerin fonksiyon kayb1
ya da miR-21, miR-19 ve miR -96 dahil olmak {izere birka¢ oncomiR'nin upregiilasyonu
aracilik eder (65). Bununla birlikte, KRK’daki miRNA'lar-mRNA'lar aglari, daha
spesifik KRK metastazi durumunda daha karmagsiktir. MiRNA'lar, kolorektal
dolasimdaki tiimor hiicrelerinin hareketinin altinda yatan EMT'yi kontrol edebilir.
Eksozomlarda kapsiillenmeleri ile miRNA'lar, karaciger metastatik niginin
hazirlanmasinda, bagisiklik sisteminin baskilanmasinda ve karaciger fenotipinin Dicer'a-

bagli bir sekilde modiile edilmesinde destek saglar.

MiR-99 miR-99a, miR-99b ve miR-100'den olusan microRNA (miR)-99 ailesi
varlig1 evrimsel olarak korunmustur. Farkli hastaliklara gére hedefledikleri miRNA’lara
gore davraniglar: degisebilmektedir. Losemide tipik olarak onkojeniktirler. Diger taraftan
farklt kanserlerdeki fonksiyonel rolleri ise bir tiimor baskilayict ve bir timor

destekleyicisi arasinda degisir (65).
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MiR-99 ailesinin hedefleri onkogenler ve timor baskilayicilar listelerinde yer
almaktadir. Boylece bu miR ailesinin ikili roliinii oncomiR'ler ve farkli hiicresel
baglamlarda TSmiR'ler olarak gosterebilmektedir. MiR-99 ailesi kanserlerdeki
fonksiyonel rollerine ek olarak makrofaj inflamatuar yanitlarinin ve T-hiicresi alt
kiimelerinin biyolojisinin modiilasyonunda yer alabilmektedir. Bundan dolayr doku
homeostazinin korunmasinda, periferik toleransin kurulmasinda ve ayrica bir inflamatuar

reaksiyonun ¢oziilmesinde kritik roller uygulamaktadir (65).

Khalaj ve ark. (157) Kanser Genom Atlasi veri tabanindan 153 AML vakasini
analiz ederek tiim miR-99 ailesi iiyelerinin ekspresyon seviyesinin AML'nin heterojen
popiilasyonunu olusturan ¢oklu hiicrelerin farklilasma derecesi ile ters orantili oldugunu
buldu. Ayrica, bu arastirmacilar, miR-99a/b/100'i 16semik kok hiicrelerin kendi kendini
yenileme yeteneginin siirdiiriilmesi i¢in kritik faktorler olarak tanimladilar. Bununla
birlikte 10semik kok hiicrelerde ve AML hiicre dizilerinde miR-99 hedefinin, bu
hiicrelerin farklilagmasini destekleyen Hox transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesi

olan HOXAT oldugu belirlendi.

MiR-99 ailesi KRK’da dnemli roller oynamaktadir. Bir TSmiR gérevi géren miR-
99 aile iiyelerinin genellikle kanser metastazini engelleyebilmektedir. Li ve ark. (158) 56
primer KRK klinik numunesi ve ilgili karaciger metastazlar {izerinde yapilan bir
caligmada, miR-99b-5p downregiilasyonun KRK’nin karaciger metastazi sirasinda
yaygin bir olay oldugunu gostermistir. MiR-99b-5p asir1 ekspresyon fenokopisi mTOR
yikiminit gergeklestirir, bu da miR-99b-5p'nin mTOR'u hedefleyerek KRK metastazini
bloke ettigi anlamina gelebilmektedir. Fujino ve ark. KRK'nin lenf nodu metastazinda

miR-100'tin downregiilasyonunu bildirmistir (159)

Zheng ve ark. (160) HAGLROS'un yiiksek expresyonunu, KRK hastalar1 igin
daha kisa bir hayatta kalma siiresi ile korelasyonunu bulmustur. Ayrica, HAGLROS'un
downregiilasyonu, miR-100/ATG5 ekseni ve PI3K/AKT/mTOR  yolunun
diizenlenmesiyle KRK hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilir ve otofajiyi inhibe

edebilmistir.

miR-135 mikroRNA Onciisii, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan
kodlamayan kiigiik bir RNA'dir ve miR-135b-5p memeliler arasinda korunmus bir
transkripttir ve insanlarda 1q32.1 gen lokusunda yer alir. 2008'in baglarinda, Nagel ve

ark. (161) ilk olarak, miR-135a ekspresyonunun kolorektal adenomlarda ve
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karsinomlarda énemli 6l¢iide yukart regiile edildigini bildirdi. Ayrica, birkag grup miR-
135b-5p'min yukari regiilasyonunun akciger kanseri ve bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinom dahil olmak iizere diger kanser tilirlerinde kanser metastazin1 destekledigini
gbzlemlenmistir (162,163). Daha yakin zamanlarda, artan kanitlar miR-135b-5p'nin
KRK'nin transformasyonu ve ilerlemesinde rol oynadigini gostermistir (204,205).
Bununla birlikte, miR-135b-5p'nin KRK metastazina dahil oldugu kesin mekanizmalar

karmasik ve belirsizdir.

Live ark (166) MiR-135b-5p, TNM evre III/IV olan KRK hastalarinin teshisi igin
umut verici bir non-invaziv biyobelirteg ve kolorektal kanser i¢in bir miidahale stratejisi

gelistirmek icin potansiyel bir aday olabilecegini bildirmistir.

Bizim ¢alismamizda, histopatolojik olarak kolorektal adenokarsinom tanisi
konulan ileri evreli kolon ve rektum kanserli hastalarda karaciger metastazi gelisen ve
peritoneal kanser gelisen hastalar olmak iizere iki gruba ayrildi. Karaciger metastazli
doku ve peritoneal kanserli parafin bloklarindan AKT geni, KRAS mutasyonu, miR-99b
ve miR-135 diizeylerine bakarak sagkalima etkisini aragtirdik. Calismamizdaki kisitlayict
faktorler arasinda en 6nemlisi olarak AKT, miR-99b ve miR-135 diizeyi bakilan 6rnek
sayisinin az olmasidir. Az O6rnek sayist klinik sonuglara etki ederek sagkalima etki
edebilecek faktorleri kisitlayabilmistir. Ikinci olarak, KRAS mutasyonu tespit diizeyinde
hastalarin cogunda bulunmasina ragmen hepsinde diizeyi tespit edilememistir. AKT geni
AKT1 ve AKT2’yi birlikte icermesi ve fosfo-AKT diizeyinin ayr1 sekilde 6l¢iilmemesi

hiicre dongiisiinde aktive edilmis AKT’yi tam olarak tespitini zorlagtirmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada KRK nedeniyle KCM ve PK gelisen hastalarin klinik degerlerinin,
KRAS ve Akt geni, miR99b ve mil35 seviyeleri ve sagkalima etki eden faktorler
kiyaslandi.

KRK, PK ve KCM’li dokulardaki AKT geni IHK grade simniflama skoru ve
yogunluk yiizdesi istatiksel olarak normal dokuya gore daha yiiksekti (P<0,001). Mevcut
degerlendirmelere gore ana tiimdrde Akt yogunluk yilizdesinin %57.5’in lizerinde olmasi
Olim hizint istatistiksel anlamli olarak artmakta idi (P=0,023). Benzer sekilde KCM’li
hastalarda Akt yogunluk yiizdesinin %67.5’in lizerinde olmasi 6liim hizi istatistiksel
anlamli olarak artmakta idi (P = 0,039). Bu bulgular esliginde Akt’nin KRK olusumunu

arttirdigin1 ve karacigere metastazini progrese ettigini diistindtirmektedir.

Ana KRK dokularinda miR-99b ve miR-135b ekspresyon diizeyi normal dokuya
gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi belirlendi (sirayla;
P=0,001, P=0,027). Ayrica, normal dokuya kiyasla periton metastazinda ve karaciger
metastazi dokularda miR-99b ve miR-135b ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 goriildii (P<0.05). Genel sagkalim {izerinde en fazla belirleyici
olan etkenler sirastyla; ana tlimor Akt, noral invazyon ve KRAS mutant durumu idi. Diger
faktorlerden bagimsiz olarak KRK tiimoér AKT < 57.5 olanlara gdre primer timor
AKT>57.5 olanlarda 6liim hizi istatistiksel anlamli olarak 4,591 kat artmaya devam
etmekteydi (P=0,007). Diger faktorlere gore diizeltme yapildiginda néral invazyon
varliginin (P=0,013) ve KRAS agisindan mutant olmanin (P=0.042) 6liim hizini artirdigi
gozlendi. Klinik 6ngoriiler dogrultusunda mevcut modelde genel sagkalim {izerinde en
fazla belirleyici olan etkenler sirasiyla; ana tiimor AKT, niiks varligi ve miR-99b-KRK
idi. Diger faktorlerden bagimsiz olarak ana tiimérde AKT diizeyi (P = 0,006) ve miR-99b
arttikga (P = 0,045) ve niiks hasta gelistik¢e (P=0,012) 6liim hizinin artirdig1 saptandi.

MiR-99b ekspresyon seviyesi en yiiksek diizeyde ana dokuda artmasina ragmen,
miR-135b ekspresyon diizeyinin en diisiik seviyede oldugu tespit edildi. Ayrica, ana
tiimor doku ile kiyaslandiginda PK ve KCM’de miR-99b ekspresyon diizeyinin azaldigi
belirlenmesine ragmen, miR-135b ekspresyon diizeyinin sirastyla ana dokuya gore daha
cok arttigi analiz edildi. MiR-99b expresyonun ana dokuya gore PK ve karaciger

metastazinda azalmasi, invazyon ve metastazda koruyucu etkisi oldugunu
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diistindiirmektedir. Diger taraftan, miR-135b’nin PK ve LVM’de ana dokuya gore
expresyonun artmasi invazyon ve metastazi arttirdigini diisiindiirmektedir. Calismamizda
orneklem sayisinin az olmasi nedeniyle Akt ve KRAS ile, miR-99b ve miR-135b arasinda

korelasyon bulunamamasina neden oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug¢ olarak; kolorektal kanserde, peritoneal karsinomatozis ve karaciger
metastazli dokularda yiiksek exprese edilen miR-99b, miR-135b ve artmis Akt geni
seviyelerinin normal dokuya gore 6nemli derecede farkli ¢ikmasi karsinomatozis ve
metastazda 6nemli rol oynadigini géstermektedir. Primer tiimorde miR-99b’in en yiiksek
iken, karaciger metastazinda diizeyinin diismesi miR-99b’nin karaciger metastazini
koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger taraftan miR-135’nin ana
dokuya gore en yiiksek peritonda ve karaciger metastazinda tespit edilmesi

karsinomatozisi ve metastazi progrese ettigini diisiindirmektedir.
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