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OZET
K OLON ADENOK ARSINOMLARINDA TUMOR/STROMA ORANI, TUMOR KOK
HUCRELERI iLE ENTROPININ iLiSKiSI VE PROGNOSTIK ONEMi

Dr. Yasemin Cakir
yasemin.cakir@deu.edu.tr

Amag/Hipotez: Bu arastirmada kolon timdrlerinde bir kismi dnceki galismalarda prognostik
belirtec olarak tammlanan, timoérde ve tUmor invaziv kenarindaki tUimér stroma
heterojenitesinin belirtecleri olabilecek matematiksel Oznitelikler olan timdr/stroma oran,
entropi ve karmasikligin timora kok htcreler, histopatolojik ve klinik prognostik belirtecler
ileiliskisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Y Ontem:

Radikal cerrahi ile tedavi edilmis 248 hastamn hematoksilen ve eozin boyali doku
kesitlerinden, mikroskopik digital gorlntiler amms ve calisma grubumuz tarafindan
gelistirilen gorintl analizi programu ile timor, ssroma ve limen isaretlenerek kaydedilmistir.
Daha sonra bu isaretlenmis gorintilerde; oran, entropi ve karmasiklik 6znitelikleri ve her bir
Oznitelige ait ortalama, en buyuk, en kicik ve varyans degerleri tim goruntilerde ve invaziv
kenar1 temsil eden son gorunttlerde ayr1 ayri matematiksel olarak hesaplanmustir. Ayrica ana
goruntdler icerisinde 8x8 ve 16x16 piksellik boyutlarda alt gorintller olusturularak tim
hesaplamalar bu alanlarda da gerceklestirilmistir.

Kok hicreleri belirlemek tzere ylizey belirtecleri oldugu bildirilen CD133 ve Lgr5 antikorlart
ile immunhistokimyasal inceleme yapilmis ve semikantitatif olarak skorlanmustir.

Klinik, histopatolojik prognostik faktorler ve hesaplanan Ozniteliklerden elde edilen tim
veriler dahil edilerek elde edilen 80 ayr1 parametreile istatistiksel inceleme yapil mistir.

Bulgular:
Cox regresyon analizinde 6lUm riskinin; yas ile 1,07; pN evres ile 2,5; perinbral invazyon

varligi ile 2,2 kat; 8x8 piksellik alt gorunttlerde maksimum Tuamor/Stroma orani ile 1,02 kat;
16x16 piksellik alt gorintulerde ortalama Tumadr/Stroma orani ile 1,2 kat ve invaziv kenarda
hesaplanan entropi ile 1,9 kat arttig1 saptanmustir.


mailto:yasemin.cakir@deu.edu.tr

NUKks riskinin ise pT evresi ile 2,4 kat, pN evres ile 4,211 kat, 16x16’ ik alt goruntilerde
varyans Tumor/Stroma orani ile 1,002 kat arttigr goralmistr.

Uzak metastaz riskinin ise pT evresi ile 3,357 kat ve pN evres ile 9,479 kat arttigi
saptanmustir. Y ukarida belirtilen tim belirteclerin, ¢cok degiskenli analiz ile bagimsiz degisken
olduklar1 belirlenmistir.

TUimor kok hicresi belirtecleri ile prognoz arasinda iliski saptanmamstir. CD133
ekspresyonu ile tim timor ve invaziv kenar entropileri, Lgr5 ekspresyonu ile timor/stroma
orant ve entropi Oznitelik degerlerinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu ancak bu
degerlerin skorlarla paralel olarak degismedigi goralmistr.

Sonuglar:
TUumor/stroma oranmi 6znitelik hesaplamalari, bircok calismada belirtilenin aksine, timor

miktarindaki artis ile 6l1im, niks ve metastaz gelisimi arasinda anlamli iliski bulundugu ve
timor miktarindaki artisin 6lim  ve nilks gelisimi icin bagimsiz degisken oldugu bununla birlikte
invaziv kenardaki entropi Oznitelik degerindeki artisin ¢ok degiskenli analizlerde de
anlamliligim koruyarak 6lam riskini artirchg: belirlenmistir.

Kok hicre belirtegleri ile genel sagkalim, niks ve metastaz gelisimi arasinda istatistiksel
anlamli iliski bulunmadigi bununla birlikte, CD133 alt gruplart arasinda entropi ve
karmasiklik Oznitelik ortalamalari, Lgr5 alt gruplari arasinda ise oran ve entropi Oznitelik
ortalamalar1 arasinda anlamli fark bulundugu ancak bu degerlerin skorlarla paralel olarak
degismedigi saptanmustir.

Bu c¢alismanin 6zgln bulgusu timorlerde entropi, karmasiklik 6zniteliklerinin tammlanmasi
ve kolon timéri invaziv kenarindaki timor/stroma iliskili entropinin hesaplanabilir bir
bagimsiz prognostik Oznitelik olarak tammlanmasichir. Onceki calismalarda  kantitatif
degerlendirmeye dayanmayan stroma artisimin prognostik énemli olma verisi, bu calismada
kullanilan kantitatif yontemle anlamli bulunmamustir. Kok hticre belirtecleri olarak kabul
edilen LGR5 ve CD133 de prognostik ya da hesaplanabilir ¢znitelikler olarak bu seride

anlaml1 bulunmamuglardir.

Anahtar kelimeler: Kolon kanseri, Tumor/stroma orani, Kanser kok hiicresi, CD133, Lgr5,

entropi, prognoz



ABSTRACT
THE RELATION AND PROGNOSTIC IMPORTANCE OF PROPORTION OF
TUMOR-STROMA, TUMOR STEM CELLSAND ENTROPY IN COLON
ADENOCARCINOMA
Y asemin Cakir, MD
yasemin.cakir@deu.edu.tr

Aim: In this study, the relationship and prognogtic value of the tumor stem cells and
mathematical features including tumor/stroma proportion, entropy and complexity were
evaluated.

M ethod:

Microscopic digital images were captured from tissue slides stained with hematoxylin-eosin
from 248 patients which was treated with radical surgery and tumor, stroma and lumen were
manually marked and recorded by using an image analysis programme which was developed
by our study group. Mathematical calculation of features proportion, entropy and complexity
and mean, maksimum, minimum and variance values for each feature were calculated for the
whole analysed tumor area and on images representing invasive side seperately. Also, sub-
images with different sizes were formed in main images and all calculations were done for
these sub-images of 8x8 and 16x16 pixels.

I mmunohistochemical examination with CD133 and Lgr5 antibodies, which are reported to be
stem cell markers were scored semi quantitatively.

Statistical analysis was done with 80 parameters including clinic, histopathologic prognostic
and all data acquired by calculated features.

Resaults:

Cox regression analysis revealed an increase of death risk of, 1.07 fold for age, 2,5 fold for
pN stage, 2,2 fold for perineural invasion, 1,02 fold for tumor stroma proportion at the
maximum group of 8x8 pixel images, 1,2 fold for tumor stroma proportion at the mean group
of 16x16 pixel images and 1,9 fold for entropy at the invasive tumor border.

Recurrence risk increased 2,4 fold for pT, 4,21 fold for pN and 1,002 times for variance of
tumor stroma proportion at 16x16 pixel images.

Therisk of distant metastasis increased 3,357 times with pT stage, 9,479 times for pN stage.
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There was no relation with stem cell markers and prognosis. Statistically significant
difference was identified for entropy feture values calculated in all tumor area and invasive
side between CD133 subgroups and statistically significant difference was identified for
entropy feature values and tumor/stroma proportion calculated in all tumor area between Lgr5
subgroups but these values did not change parallel to the scores.

Conclusions:

In contrast to reports of many studies, calculations for tumor/stroma proportion showed that
statistical significance exists between tumor mass increase and death, recurrance and
metastasis. Also, it was determined that increase in tumor/stroma proportion increased the
risk of death and recurrance; increase in entropy fetaure value on invasive side increased the
risk of death, as an independent prognostic factor in multivariant analysis.

No gsatistical significance was found between stem cell markers and overall survival,
recurrance and metastasis. In CD133 subgroups, there is a significant difference between the
mean of entropy and complexity features, in Lgr5 subgroups there is a significant difference
between the mean of entropy and tumor/stroma proportion fetures but these values did not
change parallel to the scores.

The original finding of this study is defining entropy and complexity features in tumors and
defining entropy related to tumor/stroma on invasive side of colon tumor as an independant
prognostic feature. The prognostically important data acquired in previous studies showing an
increase in stroma not related to quantitative evaluation was not found to be significant by the
guantitative method used in this study. Lgr5 and CD133, accepted as stem cell markers, were
not found significant in this series as prognostic or computable features.

Key words. Colorectal cancer, tumor/stroma proportion, cancer stem cell, CD133, Lgr5,
entropy, prognosis.



| GIRIS ve AMAC

1.1Giris

Kanser diinya Uzerindeki en biyik saglik problemi olup, kolorektal karsinom (KRK) en sik
gorulen tglinct kanser ve kanserden 6lumlerin dordunci en sik nedenidir. Her yil 1,2 milyon
insan KRK tamsi almakta tedavideki tim gelismelere ragmen 600 bin'den fazla insan
hastaliga bagl1 olarak 5 yil icinde kaybedilmektedir.

Kolorektal karsinomlarda; tUmor invaziv simirindaki — infiltratif — patern,  timor
tomurcuklanmasi, timor stroma orant ve timorde bulunan kok hiicre miktar1 prognostik
Onemi bulunan histopatolojik faktérler arasinda olup birbiriyle iliskili bir fenotipi yansitiyor
olabilirler. TUmdr tomurcuklanmasi, son donemde Gzellikle kolorektal karsinomlarda olmak
Uzere birgok karsinomada dikkat ¢ceken dnemli bir prognostik belirleyici olup dezmoplazi ve
kok hiicre ozdllikleri ileiligkisi vurgulanmaktadir [1-3].

Guncel bilgiler, invaziv kenarda timor hicrelerinin  epitelyal mezansimal yonde
transdiferansiasyonu ile kok hiicre tarzi 6zellikler kazandigi yonundedir [2]. Kok hicreler
uzun yasam sireleri ve kendi kendini yenileyebilme ozellikleri nedeniyle timdrojenik
mutasyonlarin dogal hedefidirler. Artik kanserin bir kok hicre hastaligi olduguna ve
timorlerin sadece kok hiicrelerden gelistigine inanilmaktadir. Kok hicrelerin, timoérin hem
baglangic asamasinda hem de invazyon ve metastaz yapma asamalarinda roll oldugu
dustnulmektedir. Bu nedenle, birgok arastirmaci timérdeki kok hicre yogunlugu ile
hastaliksiz sagkalim siiresi arasinda ters bir oranti bulundugu gorUstndedir. Ayrica bu
calismada Uzerinde durulan bir kavram olan entropi [4-6] daha Onceki arastirmalarda
termodinamikle iliskili bir 6zellik olarak tanmmlandig: gibi, sistem heterojenitesi de bu terimle
tanimlanmaktadir. TUmor ve stroma arasindaki yapisal  heterojenitenin, tUmor sinirinin
infiltratif oldugu durumlarda, ekspansif olanlara gore daha distik olmasi beklenebilir.

1.2 Amag

Retrospektif klinikopatolojik  bir calisma olarak planlanan bu  c¢alismada;
immunohistokimyasal olarak CD133 ve Lgr5 antikorlart  kullamilarak  kolon
adenokarsinomlarinda kok hicre populasyonunun arastirilmasi, dijital olarak kaydedilmis
mikroskopik goruntilerde goruntt analizi programu ile timér, stroma ve limen alanlarinin

isaretlenerek oran, entropi ve karmasiklik dzniteliklerinin matematiksel olarak degerlendirilip,



tim bu verilerin klinikopatolojik prognostik faktorler ve hastalik prognozu ile iligkisinin
ortaya konmasi amaglanmustir.

Bu calismanin performansinin beklenen sekilde yiiksek olmasi halinde de kolon tiimérlerinde

say1sal olarak olgulebilir 6zellikte yeni bir prognostik veri elde edilmesi hedeflenmistir.



Il GENEL BIiLGILER

2.1 Kolon Kanseri Epidemiyolojis

Kanser dinya tzerindeki en blyUk saglik problemi olup, KRK en sik gortlen Uglinct kanser
ve kanserden olumlerin doérdinci en sik nedenidir. Bati dinyasinda hayat boyu kanser
gelisme riski %4-5'tir. En sik Avustralya/Yeni Zelanda, Kanada, Kuzey Amerika ve Bati
Avrupada gorulmektedir [7]. Dinya genelinde farkli populasyonlarda farkli KRK insidans
oranlar: izlenmekte ve bu oranlar zaman igerisinde degismektedir. Bat1 ve Dogu Avrupanin
baz1 bolgelerinde stabil seyrederken Amerikalda dustis gostermektedir [8]. Insidans 6zellikle
ekonomik geliri artan Japonya, Singapur ve Dogu Avrupa Ulkelerinde artmaktadir [7].

T.C Saglik Bakanligi Kanser Savas Daire Baskanligr’ nin yaptig: istatistiklere gore tlkemizde
kolorektal kanser, akciger kanseri ve meme kanserini takiben 3. srada yer almaktadir.
Gorulme sikligi %7.7'dir. Hastalarin %59'u erkek, %41'i kadindir. Erkek/Kadin oran
1.44'dir. Erkeklerde kolorektal kanser, akciger ve mide kanserinden sonra 3. sirada yer
alirken, kadinlarda meme, deri, mide ve over kanserini takiben 5. sirada yeralmaktadir [9].

Her yil 1,2 milyon insan KRK tamisi almakta tedavideki tim gelismelere ragmen 600 bin’den
fazla insan hastaliga bagli olarak 5 yil iginde kaybedilmektedir. Erken tam konulabilmesi ve
genetik olarak farkli timorlerin ayrimlarimin yapilabilmesiyle birlikte yeni tedavi stratejileri
gelistirmek de gerekli hale gelmistir. 5 yillik sagkalim lokalize evrede %80-90, bolgesel
tumorlerde %70 ve uzak metastazlarda %10 olarak saptanmis [10] ve bu veriler KRK’de
erken tammin gerekliligini ortaya koymustur.

2.2Kolon Kanseri Etyolojis
Diyet ve yasam sitili, cevresel faktorler, sigara, inflamatuar barsak hastaliklari, 6zgecmiste
adenom ve karsinom 6ykusi bulunmasi, genetik faktorler ve aile dykisl, obezite ve insulin
direnci sorumlu tutulmaktadhr.

2.3 Kolon Kanseri Patogenezi

Popilasyonun %50’ sinden fazlasinda 70 yas civarinda adenomat6z polip gelismekte ancak
bunlarin sadece %10'unda kansere ilerleme gorilmektedir [11]. Cogu KRK’nin sporadik
oldugu ancak %5-6 gibi anlamli bir kisminin da Familyal Adenomat6z Polipozis (FAP),
Juvenil Polipozis Sendromu (JPS) ve Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)
gibi net bir genetik zemine sahip oldugu anlasilmistir. Adenom gelisimi ile buradan



karsinoma ve metastatik hastaliga ilerlemede APC (adenomatdz polipozis koli), p53, TGF-f
gibi hem koruyucu mekazimalarda hata olusumu hem de Ras gibi onkogenik yolaklarin
aktivasyonu gerekmektedir. Geleneksel kanser gelisim mekanizmalarina bakildiginda tumaor
populasyonu igindeki tim hicrelerin timor gelisimini baslatma ve strdirme yetenekleri
bulundugu belirtilirken giinimtizde tartisilmakta olan kanser kok hticre modellerinde, sadece
kictk bir hiicre grubunun timori gcogatma yetenegine sahip oldugu distinilmektedir. Genel
olarak KRK, cok sayida ardisik genetik degisikligin kimulatif etkisi ile olusmaktadir. Ek
olarak epigenetik degisiklikler de sporadik kolon karsinomlarinin 6nemli bir kisminin gelisimi
ve progresyonunda 6nemli rol oynamaktadir [12].

2.3.1 Genomik Instabilite

2.3.1.1 Kromozomal instabilite arayolu; kromozom yapisi ve kopya sayisinda pek ¢ok
degisiklige neden olmaktadir. Boylece APC, p53, SMAD4 gibi timér supresor genlerin
“wild-type” kopyalarinda fiziksel kayip olusmaktadir [13]. Cesitli onkojen ve timér stipresor
genlerde gorulen seri mutasyonlarin ardi ardina birikimi sonucu kromozomal instabilite ortaya
cikmaktadir. Ilk olarak Fearon ve Vogelstein tarafindan 1990 yilinda tamimlanmus olan
adenom- karsinom sekansi olarak bilinen kolorektal tiimérogenez modeline gore sirasiyla
lokalize epitel proliferasyonu, kigik adenom olusumu, daha sonra bunlarin biylimesi ile
displastik degisiklikler ortaya cikmakta ve en sonunda invaziv karsinom gelismektedir [14].
Cogu KRK’de normal kolonik mukozanin gelisiminden sorumlu olan Wnt/B-katenin
yolaginda disfonksiyonel regilasyon soz konusudur [15]. Bu konsepte gore, APC timor
supresor gende gorulen mutasyon adenom gelislimi boyunca erken donemde yer almakta,
daha sonra adenomattz evre boyunca K-ras mutasyonu, maligniteye geciste ise p53
mutasyonu ve kromozom 18q delesyonundan siz edilmektedir. FAP olgularinin %80’ inde -
katenin stabilitesini kontrol eden komplekste yer alan APC geninde kayip ya da mutasyon
bulunmaktadir. APC molekultii mutasyona ugradiginda sitozolik p-katenin duizeyleri
sabitlenmekte ve sonrasinda nikleusta toplanmaktadir. Burada transkripsiyon faktorlerinin
Tcf ailesi i¢in koaktivator olarak davranmakta ve bazi metalloproteinazlar, fibronektin, c-myc
ve siklin-D1 gibi onkogenlerin ekspresyonunun aktive olmasina yol agmaktadir [16]. Bununla
birlikte sporadik kolorektal karsinomlarin %80'inde de APC'de somatik mutasyon
saptanmustir.



2.3.1.2 DNA Onarim Hatalart;

Bir grup kolorektal karsinom, DNA’daki baz-baz hatali eslesme onarimdan sorumlu olan,
hatal1 eslesme onarimi (MMR) geni olarak adlandirlan genlerdeki inaktivasyon nedeniyle
olusmaktadir. Burada da gesitli gen mutasyonlarinin birikimi sdz konusudur ancak etkilenen
genler farklidir ve adenoma- karsinoma sekansindan farkli olarak bu genetik degislikliklerin
tam karsilig1 olabilecek morfolojik degisliklikler hentiz tam olarak belirlenememis olmakla
birlikte, son vyillarda, “serrated” morfolojiye sahip ©6ncl lezyonlarin  karsinoma
ilerleyebilecekleri ileri stirtilmektedir.

DNA MMR genler. spontan mutasyonlar sonucu DNA’da olusan uyumsuz baz cifti
eslesmelerini  belirleleyerek  dizeltilmis noikleotidin  yerlestirilmesinden  sorumludur.
Replikasyon boyunca dogru DNA sentezinin saglanmasinda rol alarak genomun
stabilizasyonunu saglarlar. Etkin MMR gen aktivitesinin yoklugunda mikrosatellit instabilite
(MSI) gozlenir [17].

Inaktivasyonlari, HNPCC' de oldugu gibi kalitimsal ya da bazi tuimorlerdeki gibi DNA MMR
proteinini kodlayan genin metilasyonla-iligkili susturulmasinda oldugu gibi kazanilmis
olabilir [18]. HNPCC'li olgularda MMR fonksiyonu kayb: sadece mutant germ-line MMR
genine bagli olarak degil “wild-type” parental allelin somatik inaktivasyonu ile de
olusabilmektedir [19]. MMR eksikliginde, Transforme Edici Buyume Faktori Reseptor Tip |1
(TGFBR2) ve BCL2-iliskili X protein (BAX)'i kodlayan genler gibi timor supresor genler de
inaktive olabilmektedir [20].

MSI gosteren timorlerin farkl: klinik 6zellik gosterdigi saptanmustir. Bu timorler proksimal
kolonda lokalizedir [7]. Genellikle misin6z ve andiferansiye 0Ozelliktedir. Stromalarinda
belirgin lenfositik infiltrasyon bulunmaktadir. Mikrosatellit stabil timérlere gore daha yi
prognoz gostermektedirler [17].

Kolorektal karsinom gelisiminde bir baska alternatif yol da baz eksizyon onarim genlerindeki,
mutY homolog (MUTYH, aym zamanda MYH olarak da adlandirilir), germ-line
inaktivasyondur. iki inaktif germ-line MHY alleli tasiyan bireylerde polipozis fenotipi
gelismekte ve 60 yas civarinda %100 kolorektal karsinom gelisme riski bulunmaktadir [18].
2.3.1.3 Aberan DNA Metilasyonu; kolorektal kanser genomunda, sitozin metilasyonunda
genis ¢apli azalma ancak 6nemli miktarda aberan metilasyon kazanimi vardir. Bu aberan
promoter iliskili  metilasyon, gen  ekspresyonunun  epigenetik  susturulmasini
indukleyebilmektedir.



2.3.2 Tumér Supresor Genlerin Mutasyonel Inaktivasyonu

2.3.2.1 APC; WNT-sinyal yolaginin aktivasyonu, kolorektal kanser baglatici olaylardan birisi
olarak gosterilmektedir. Hiicresel aktivasyonda yer alan genleri regiile eden transkripsiyon
faktorlerinin olusumunu bagslatan ve bir onkoprotein olan B-kateninin baglanmasiyla Wnt
sinyali olusmaktadir. B-katenin kompleksi, proteolizis yoluyla B-katenin dizeylerini kontrol
eder. Bu kompleksin bir komponenti olan APC, B-katenini degrade etmesi yarisira nikleer
lokalizasyonunu da inhibe etmektedir[21].

2.3.2.2 TP53; Hatal eslesme onarim bozuklugu bulunan birgok KRK’de TP53 “wild-type’
olarak bulunmakta, buna ragmen bu kanserlerde P53 yolag: aktivitesinde BAX'1n indukledigi
apoptozdaki mutasyonlara bagli olarak olasilikla azalma vardir[22].

2.3.2.3 TGF-B, Tumdr Supresdr Yolagi; KRK'nin 1/3 Ginde somatik mutasyonlarla TGF-
BR2 inaktivedir. Hatal1 eslesme onarim hasar1 bulunan timorlerde farkli cerceve kaymasi
mutasyonlar1 ile TGFBR2 inaktivedir. Wild-type hatal1 eslesme onarim bulunan KRK’nin en
az Y2 sinde ise TGF-B sinyal yolagi, TGFBR2 kinaz domainini etkileyen inaktive edici sessiz
mutasyonlari ile ya da daha yaygin olarak TGF- komponenti olan SMAD4' Ui inaktive eden
mutasyon ve delesyonlar ile ortadan kalkmaktadir[ 23, 24].

2.3.3 Onkogen Y olaginin Aktivasyonu

2.3.3.1 RAS ve BRAF; RAS-RAF-MEK-ERK-MAP kinaz yolag: 6nemli bir hticresel sinyal
transdiiksiyon yolagidir. Ekstrasellller sinyallere yanit olarak bu yolak, hiicre proliferasyonu,
hiicre sag kalimi, hiicre-siklusu arresti, terminal diferansiasyon ve apoptozu diizenlemektedir
[25, 26]. KRK’da KRAS veya BRAF mutasyon insidansi yaklasik %50 (%40 KRAS, %10
BRAF) olup koétu prognozlailigkidir [27]. Hem KRAS hem de BRAF da olusan mutasyonlar
MEK-ERK-MAP kinaz yolagim stimile etmektedir [28]. KRAS sinyal olusumuna, BRAF
geni tarafindan kodlanan proteinaz aracilik etmektedir. KRAS in mutasyonel aktivasyonu,
EGFR (epidermal blytime faktorii reseptorl]) yolaginda abberan aktivasyona neden
olmaktadir [29].

Ayrica KRAS geninde ekzon 2'nin 12 ve 13 kodonunda olusan mutasyon ile RAS-Raf sinyal
yolag1 aktive olamakta ve tUmor proliferasyonu, anjiogenez, invazyon ve metastatik
potansiyelle sonuclanan mitojenik sinyal kaskad: baglatilmaktadir [30, 31].
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2.3.3.2 Posfotidilinozitol-3-kinaz (PI13K); Bir baska akis asagi sinyal yolagi olup,
aktivasyonu RasRaf/MAPK yanisira EGFR tarafindan stimile edilmektedir. KRK’da temel
olarak PIK3CA mutasyonu gorulmektedir[ 32, 33].

2.3.4 Buyume Faktor U Yolaklary

2.3.4.1 Prostaglandin sinyalinde aberran regilasyon; Adenom gelisiminde en erken ve
kritik bir basamaktir. Bu anormal yanit inflamasyon ya da COX-2' nin mitojen-iliskili
upregilasyonu ile olugsmaktadir[18].

2.3.4.2 Epidermal bluyime faktort reseptort (EGFR); Epidermal buyume faktori
intestinal hiicreler tzerinde trofik etkiye sahip bir proteindir. EGFR, MAPK ve PI3K sinyal
yolaklarina aracilik etmektedir[18].

2.3.4.3 Vaskiler endotelyal biuyume faktori (VEGF); Hasarlanma ve normal biyime
srasinda anjiogenez olusumunu saglamaktadir. Klinik calismalar sonucu kolorektal
kasrinomda buyume sirasinda anjiogenik yolaklarda ve letal potansiyede roli oldugu
disUntlmektedir[ 18].

2.3.5K 0k Hicre Yolaklar:

Ilgi cekici ve yeni bir konsept olarak, solid tumér icerisinde yer alan kok hiicre-benzeri
Ozelliklere sahip kuguk bir alt grup hiicre varligina bagli olarak kanser progresyonu ve
kemoterapiye direng gelistigi dustnilmektedir[34].

2.4 Kolon Kanserinde Prognostik Faktorler

Prognoz, birtakim fakttrlere bagli olarak hastalar arasinda belirgin farkliliklar gbstermektedir.
Glnimuzde atin standart prognostik  belirleyici  TNM  kalsifikasyonuna dayal:
klinikopatolojik evrelemedir. Tan amndaki evrenin prognozda en biyik etkiye sahip oldugu
bilinmekle birlikte, aym evredeki hastalarin farkli prognozlara sahip olabilmeleri nedeniyle
bir ¢ok Klinik, histopatolojik ve biyomolekiler belirteclerin de hastalik seyri Uzerinde
potansiyel etkileri bulundugu distnulmektedir. Prognoz hakkinda bilgiye sahip olmak iki
nedenle 6nem tasimaktadir. IIki yiiksek rekurrens riskine sahip evre I-11 olgularin belirlenerek
adjuvan tedavi sansi verilmesi ya da dusik rekirrens riskine sahip evre Ill olgularin
belirlenerek gereksiz adjuvan tedavi almalarimin 6nlenmesi, digeri ise bireysel olarak
rekurrens riski hesaplamalarina dayali olarak takip programimin sikliginin belirlenmesi ve
gereksiz ve pahali tetkiklerin dnlenmesidir.

11



Tumor Lokalizasyonu: Prognoz Uzerine etkisi tartismalidir. Sol kolonda rektrrensin daha
fazla oldugu sigmoid kolon ve rektum vyerlesimli timorlerde sagkalimin kot oldugu
gogterilmistir [35, 36].

M akroskopik Biiylime Paterni: Ulsere kanserler, polipoid, sesil yada ekzofitik kanserlere
gore daha kot prognozludur. Ayrica uzak ve yakin metastaz insidans: da yuksektir [37, 38].
Obstriiksiyon ve Perforasyon: Tamamen tikali kalin bagirsak karsinomlu hastalarda, ayni
evredeki hastalar ile kiyaslandiginda 5 yillik sag kalim azaltmaktadir [39]. Perforasyon
sonucu timor bagirsak duvarina yayilmakta ve kot prognozu gostermektedir [40].

Tumor Sinirlarr: Proksmal distal ve radial cerrahi sinirlarda timér varliginda lokal
rekurrens gelisme riski artmaktadir [41, 42].

Histolojik tir: Prognoz adenokarsinomda en iyi iken kicuk htcreli karsinomda en kétudr.
%50 den fazal musin Uretimi varliginda misingz timér olarak klasifiye edilmekte olup
erkeklerde ve sag kolonda daha yaygin olarak gérilmekte ve sagkalim daha dustk olarak
izlenmektedir [43].

Tumor diferansiasyon derecesi: 1lyi, orta, kotl diferansiye ve andiferansiye olarak
degerlendirilmektedir. Kotl diferansiasyon kotl seyir ile iligkilidir [44]. Bununla birlikte
Collage of American Pathologists tumorleri disik ve yuksek dereceli olarak
aywrmaktadir[45].

Tumor Evres (pT): Ileri evredeki olgularda beklenen yasam siiresi kisalmaktadir [44]. Evre
[l timorlerde (pT3-4, pNO, MO) olgularin yaklasik %20-30'unda rekirrens beklendigi
belirtilmistir [46, 47].

Lenf Nodu (LN) metastazi: LN metastazi varlig ile sagkalim azalmakta, metastatik lenf
dugimi sayilarinda artis ile de prognoz kétilesmektedir [48]. Dogru bir degerlendirme igin
cerrahi disseksiyonun genisligine bagli olarak degisen toplam LN sayisi ve metastatik olan
LN sayisi belirlenmelidir.

Uzak Metastaz: Uzak metastaza sahip olgular en kot prognoza sahiptir.

Venoz invazyon: Prognoz tzerindeki negatif prognostik etkisi iyi dokimante edilmistir [44].
L enfovaskiiler invazyon: Bélgesel LN’ lere yayilim igin bir basamak oldugu kabul edilmekte
ve kot prognozlailiskilendirilmektedir [44].

Perinoral invazyon: Negatif prognostik etkisi oldugu kabul edilmektedir [44, 46].
Peritiimoral Lenfositik infiltrasyon: Belirgin peritiimoral lenfositik infiltrasyon iyi prognoz
ileiligkilendirilmistir [49].
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Timor Invazyon Paterni: TUmor sinirlarinin evreden bagimsiz olarak prognostik dnemi
oldugu ve karaciger metastazim Ongordurticti olabilecegi gosterilmistir. Yapilan ¢ok
degiskenli analizlerde itici paternde biyumeyle karsilastirildiginda infiltre edici paternde
blyUmenin bagimsiz kotl prognostik faktor oldugu belirlenmistir [50].

Tumor Tomucuklanmasi: Invaziv timor etrafinda, mikroskobik andiferansiye kanser
hiicresi kimeleri olarak tammlanmaktadir [51]. Dereceden bagimsiz olarak LN metastazi ve
hastalik seyrinde 6ngérdurtcti oldugu belirtilmektedir [52, 53].

Peritoneal ve Serozal Yayihm: Lokal peritoneal yayilim intraperitoneal rekirrens ve pelvik
rekurrensin guclt bir kanitidir [54].

Birden Fazla Tumor Odag1 Varhg:: Birden fazla timdr odagi olmasinin tek basina sag
kalima etkisi yoktur.

2.5K0k Hicre Tamma ve Tarleri

Kok hiucreler (KH) uzun hiicre bolinmesi periyodlar: boyunca kendisini yenileyebilme (self
renewal) ve progenitor hiicrelere farklilasabilme (diferansiasyon) gibi karakteristik 6zellikleri
ile diger hiicrelerden ayrilmaktadir. Her organda var olduklar1 dustintlen, asil gorevleri tamir
ve vicutta zarar géren dokularin yenilenebilmesini saglamak olan 6zellesmemis hiicrelerdir.
Insanda 4-6 gunluk bir blastokistin i¢ hicre kitlesinde yer alan hticreler embriyon kok hticresi
olarak adlandirilir ve bunlar embriyon govdesine ait bittn hiicre tabakalarim ve onlardan
koken alan organ sistemlerini olusturma yetkinligine (totipotent) sahiptir. Ancak gelismekte
olan organizmada embriyon kék hicrelerinin yerini, cesitli organ ve doku bdlgelerinde
bulunan, gerektiginde kendini gcogaltabilen, kararlanabilen (determinasyon) ve farklanabilen
eriskin kok hucreler (EKH) veya dokuya 6zgi kok hicreler alir. Az sayida hicre turtne
farklanabilen bu hiicreler prekirsor veya progenitor olarak da degerlendirilmektedir. Bir diger
grup hiicre ise kadinda oogonyumlari, erkekte spermatogonyumlar: olusturan primordiyal
germ hicreleridir. Kok hicrelerin bir bolimunun ise gesitli yonleriyle embriyon ve yetiskin
kaynakli kok hicreler arasinda gogalma ve farklanma yeteneklerine sahip oldugu bu
hiicrelerin fetal kok hicreleri (FKH) olarak adlandirilabilecekleri belirtilmektedir [55].

KH asimetrik hticre bolinmesine ugradiginda iki hticre meydana gelir. Bunlardan birisi kok

hiicre 6zellikleri tasimasi ile ilk hiicreye benzerken diger hiicre daha 6zellesmistir [56].
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EKH genellikle doku homeostazindan sorumlu olmakla birlikte hasarlanma sonrasi doku
onartminda da rol alir [57]. Noral kok hicre ¢alismalarinda, EKH’ min genellikle istirahat
halinde bulunduklar1 ve nadiren populasyonun blydkltgini korumak amaciyla kararli
durumdayken asimetrik bolunmeye ugradiklari gosterilmistir [58]. Bununla birlikte,
hasarlanma veya hastalig: takiben, kok hiicre sayisindaki azalma pahasina simetrik boltinme
oramn artirarak hasarlanmay1 onardiklar: gorulir [59]. Hizli rejenere olan hiicrelerde yapilan
calismalarda KH arasindaki siklus kinetiklerinde heterojeniteler bulundugu gorulmistir [60].
Tim yasam sireleri boyunca olusan hiicresel boltinme sayilarina bagli olarak farkli kok hticre
oranlarina sahip 2 grup bulundugu 6ne surtlmustir. Kok hicrelerin blyik cogunlugunu
olusturan bir grup, sik olarak siklusa girer ve normal homeostazda fonksiyon gosterir; diger
grup daha kuigiik bir KH rezervini olusturur ve yavas dongu sergiler ve kriz durumlart igin KH
rezervinin saglanmasindan sorumludur. Bu sinirlt hiicresel bolinme, dominant master KH'de
en yuksek uzun doénemli proliferasyon potansiyeli saglamakta ve aym zamanda genom
degisikliklerini kazanmaktadir. Ancak epidermis Uzerinde yapilan ¢alismalarda aktif olarak
donglye giren ve DNA replikasyon hatalarina maruz kalan hiicrelerin, hasarlanma sonrasi
hala nis olusturmak igin kullamildiklar1 gosterilmistir [61].

KH dongusinde olusan bu tir degisikliklerin kanser patogenezine aracilik edebilecegi
dustnulmustdr. Kanser kok hiicresinin anormal diferansiasyon sonrasi kendini yenileyebilen
normal hiicrelerden ya da kanser hticrelerini direkt meydana getiren veya kendisini yeniden
programlayan progenitor hiicrelerden koken alabilecegi ve kanseri indiklemeden dnce KH
davranislar: kazandig: fikri 6ne strilmustir [62]. Bundan baska KH’ler simetrik bolinme ile
de cogalir. Sonrasinda bu hiicre populasyonunun tam transformasyonu icin genetik ve
epigenetik degisiklikler gerekmektedir [63]. Drosophilia noroblastlarinda gosterildigi tizere,
hicre polaritesini ve kaderini belirleyen faktorlerde olusan mutasyonlar da simetrik
bolunmeyi indikleyebilmektedir [64].

Cicalese ve arkadaslari, floresans boyasi kullanarak gerceklestirdikleri analizlerde meme
kanser KH’lerinin simetrik olarak bdlunebildiklerini gostermislerdir [65]. Arastirmacilar
Erbb2- timoér mamosferlerinde kok hticrelerin normal memeden 5 kat daha fazla bulundugunu

saptamus ve bu fenomeni kendini yenileyici hicre bolunmelerindeki artis ile
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iliskilendirmiglerdir. Normal ve timadrli dokuyu karsilastirdiklarinda simetrik ve asimetrik
boltinmelerin her ikisinde de gerceklestigi ancak farkli oranlarda oldugu tespit edilmistir,

Normal hiicre daha ¢ok asimetrik, timor hiicresi ise simetrik bolinme sergilemistir. Baska
calismalarada normal meme KH’sinin kultir ortamina alindiklarinda kendini yenileyebilme
potansiyelini hizla kaybettikleri, oysa ki erbb2-timor KH’ nin ise neredeyse 6limsiiz oldugu
ve her bir pasgjda yaklasik 5 kat arttigi saptanmustir.

2.5.1 Normal Kolon Kok Hucreleri

Birgok dokuda KH kompartmanlarini belirlemek tGizere KH’ nin nadiren bdlinme 6zelligi goz
Onlne alinarak Bromodeoksitridin ile isaretleme ile DNA’daki isaretin daha hizli bolinen
progenitor hiicrelerden daha uzun sire kaldigi gorulmistir. Sonrasinda hiicre yizeyindeki
stemness belirleyicilerinin bulunmasi ile KH’ nin flow sitometri ile izolasyonuna baslanmustir.
RNA baglayan protein musashi-1 (MSI-1) belirlenen ve insan kolon KH markeri olarak kabul
edilen ilk molekulddir.

Kolon mukozasinda limene bakan ylzeyi doseyen tek katli epitel tabakasi, submukozal
dokuya parmaksi uzanimlar yaparak “Liberkihn kriptleri” adi verilen islevsel birimleri
olusturmaktadir. Her bir kriptte yaklasik olarak 2000 hticre bulunmakta ve enterosit, goblet
hicresi ve endokrin hticrelerden olusan U¢ ana terminal olarak diferansiye hicre nesli
icermektedir. Bu hiicreler bes gunde bir kript tabaninda yer alan kolon KH aracilig: ile
yenilenmektedir. KH cogunlukla asimetrik bolinmeye ugramakta ve olusan progenitor hiicre
kript tepesine dogru gog ederek tam diferansiye olmaktadir. Simetrik bolinme ise hasarlanma,
hastalik durumu veya kanser gelisimi sirasinda olusmaktadir.

Unitarian teoriye gore bagirsak kriptleri monoklonal dogada oldugu distntlmektedir. Ancak
son veriler dogumda olasilikla poliklonal olan kriptlerin nétral kayma paternini takiben
monoklonalite kazandig:r yonundedir. Kriptlerin yaklasik olarak 16 KH icerdigi ve bunlarin
iki farkli havuz olusturdugu belirtilmektedir. Havuzlardan biri kript tabamnda yer almakta ve
Lgr-5 (leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5) eksprese etmekte, digeri
ise+4 pozisyonunda yer alarak Mo-MLV (B lymphoma Moloney murine leukemia virts),
Bmi-1 (insertion region 1 homolog) ve Tert (telomerase reverse transcriptase) eksprese eden
hticrelerden olusmaktadir [66].
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2.5.2Kolorektal Kanser Kok Hucreleri
Son yillarda kanser kok hicrelerini (KKH) saptamak ve izole etmek igin birgok yontem

denenmistir. Ancak bazilari biyik teknik uzmanlik gerektiren ve zaman alici yontemlerdir.

Bu nedenle daha kolay, antikora bagl1 teknikler olan immin boyama, floresans-aktive hiicre

ayrma (FACS) analizleri ve imminomanyetik ayirma gibi yontemler Gzerinde calisilmustir.

Ilk saptanan KKH belirteci olan insan KRK’da saptanan CD133 olmustur. Diger KKH

belirtecleri ve fonksiyonlar: tablo 1’ de gorilmektedir [66].

Tablo 1: Kolorektal Kanser Kok Hiicre Belirtegleri

BﬂfRTEI‘; FONKSIVON ONFMI
CD133 Fromieinl) Pentaspan transmembran Zenggraftlarda timor baslamas),
glikoprotein, plazma meamibran  kolond fonmasyomm, korelssyon: kot
OTEANiTITyOHN prognos, |safkalum, rekcimrens,
metastaz, tedavi direnci
C4d4 Hilcre sdezyon molbebkoili, Zanopraftlards timar baslarmas),
hyahironik asit reseptomi koloni fonmasyorm;, iliskili: evie, lenf
nodu infiltrasyen, prognoz, saskahm
CD64 (AL C AN Hiicre sdezyon molekoili Zanosraftlarda timbr baslamas),
prognos ve safkalm
L4 Hiicre sdezyon molaloili T Elanajenik yetensak ¢okdodlenli
patanziyal | kmnla;s}.rm: I EEyon,
diferansiasyon, sagkalum
ALDH-1 Dietok=ifiye dici enzim, Zenograftlarda timmor baslamas:,
alkilleyici ajaniara direng kolitten kansere transizyon.,
mitakondrial izoformn KR E da T
CIVEG Hilcoe adezyon molekoila KEoloni formasyonn, KRE 'da T,
ilickitizevre, KRE da T mBEMA
Msi-1 BHA baZlayica pratein, EH CI133* hiicreler ve sferoit kialtirlerde
andiferansiye donmm kenayoou cksprasyon, KERK ' 'da T, ilizkili: evre,
ERH'da [ mFMA
Wat volag: EH rezemvmar proliferasyvonuve T aktivite T kKlonojenite w2
aktivitesi, f-liatenin  keonnymoousa timdrojenite ile ilizkili digik evre
KR 'da T relaps ile ilizkili
Lzr-& Wit bedaf geni, bilinmeven T timdrojenite, kot prognastik,
fonkmiyon mstastaz ohisuron, AP kmockout
Lers. farelerde haftalar irinde adenoem
olusumn
EpCAM (ESA) Hilcre adezyon molbeloila CDI33* ve CD44" hicrelerde
elapregyon
CD2E Hucre viazey glikoproteini Fare modelinde timar baglangec: ve
metastar peligimi
Ohct-4, Sox-1, Nanog, Transkripsivon fskidrleri Korelasyon: kit proenoz, relaps,
Lin-28, KH-4, c-mnyc nzak rekiirrens, tedaviye direng
Bmi-1, CINX-X Droliferasyon ve diferansissyon CDI33° we CD44- hicrelerde
Iegiilasvann ekspragyon

Kisdtmalar: ALCAM, activated leukocyte cell adhesion molecule; ALDH-1, adehyde dehydrogenase-1; APC, adenomatous
polyposis coli; Bmi-1, B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog; EpCAM, epithelia cell adhesion moleculelgr-5,

leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5; Ms-1, musashi-1;
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2.5.2.1 CD133/Prominin 1:

Insan CD133, 120 kDa agirhginda, prominin ailesine Uye, pentaspan-transmembran
glikoproteindir. Bir ekstraselltler N-terminal bir de sitoplazmik C-terminal alandan olusur. C-
terminal alanda bes tirozin rezidusi, iki kiglk sisteinden-zengin sitoplazmik loop ve 2 buyik
ekstrasellller loop igerir. CD133, ilk kez Yin ve arkadaslar: tarafindan hematopoetik KH’ler,
progenitor hticreler ve kemik iligi kdkenli dolasan endotelyal progenitdr hicrelerin yizey
protein belirteci olarak gosterilmistir. Takiben bircok insana ait normal dokuda ve beyin,
kolon, karaciger ve progtat gibi dokularda gelisen solid tiumorlerde gosterilmistir [67]. Es
zamanl1 olarak yuritilen iki calismada KRK’da KH belirteci olarak gosterilmistir. Ricci-
Vitiani ve arkadaslar1 [68], seri transplantasyonlar uygulanmis immuinyetmezlikli farelerde,
CD133+insan KRK’ lerinin tmérijenik potansiyelini, engraft (melezleme/hibridizasyon) olma
yetenekleri bulundugu ve gorulebilir bir timor olusturduklar: belirlenmistir. O'Brien ve
arkadaglar1  [68] tarafindan insan KRK orneklerinden izole ettikleri CD133+ hiicre alt
grubunun ayrilmamis kanser hticre poptlasyonuna kiyasla kanser-baslatici hiicre igeriginin
200 kat daha zengin oldugu saptanmustir. Bunun 6tesinde karaciger metastazlarinin CD133+
kanser hiicre populasyonundan zengin oldugu ve CD133+ hiicrelerden olusan tumor
ksenograftlarimin  (heterograft) orijinal  timorin  histolojik ~ 6zelliklerini  olusturdugu

gosterilmistir.

Ancak baska calismalarda immunyetmezlikli farelerde CD133™ KRK hiicre popilasyonunun
da timor gelisimini baslatabildiginin gosterilmesi tizerine CD133 Gn KKH belirteci olarak
etkin degeri ve kullanilabilirligi tartisma konusu olmustur [69]. Y akin zaman dnce Feng ve
Arkadaslar1 [68] CD133" ve CD133 hiicrelerin, iki hiicre alt grubu arasinda degisime
ugrayabildiklerini gosterek tartismali bu konuyu aciklayabilecek bir baska Oneride
bulunmustur. Bunun 6tesinde Hsu ve arkadaslar1 cevresel strese maruziyet, hipoksi ve hiicre
adezyonundan bagimsiz bir ortamin SW620 CD133" hiicrelerin SW620 CD133" hiicrelere
donustigini gostermistir. Bu iki hiicre grubu arasinda dontsimin timadr kolonizasyonunda
mikrogevreye adaptasyonda 6nemi olabilecegi belirtilmektedir. Bu bilgilere dayanarak tumor
icindeki KH olmayan hiicrelerin gevresel etkenlere bagli olarak kok hiicre benzeri evreye
donuserek, KKH'nin KH olmayan hicrelere tek yonli donisuimi gorusi ile celismektedir
[70].
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Birgok arastirmada immunhistokimyasal olarak goserilen CD133 ekspresyonunun kolon
kansderindeki prognostik roll arastirilmis, progresyon ve metastaz gelisimi ile gugla iliskisi
bulundugu gosterilmistir. Kojima ve arkadaslar: [71], KRK’da CD133 overekspresyonunun
koth seyir ve yuksek metastaz riski arasinda iliski bulunduguna isaret etmis, Horst ve
digerleri ise [72] CD133 ekspresyonunun genel sagkalim igin bagimsiz prognostik faktor
oldugunu gostermistir.

Chao ve arkadaslar1 [72], CD133" KRK hiicrelerinin, timdr mikrogevresindeki CX CR4-SDF1
parakrin sinyal aksinin karsinomiligkili - fibroblastlarla etkilesimi  nedeniyle, CD133
hiicrelerden daha tumorijenik olduklarint belirtmistir. Zhang ve arkadaslart [73] tUmor
hicrelerinde CXCR4 ve CD133 koekspresyonu oldugunu gostermis ve evre Il-111 KRK’ 1
olgulardaki kot genel sagkalim ile iliskilendirmistir. Kemper ve arkadaslar1 [74], CD133
ekpresyonu ile KRAS ve BRAF gen mutasyon varligin iliskilendirmis ve CD133'lin Ras-
Raf-Mek-Erk yolagi ile regule ediyor olabilecegini belirtmiglerdir.

Mohammadi ve arkadaslar1 [75] tarafindan, premalign kolorektal lezyonlarda CD133'0 ilk
kez calisilmis ve sesil serrated adenom-polip lezyonlarinda CD133 ekspresyonunun
hiperplastik poliplerden yiksek oldugu gosterilmistir. Bu premalign kolorektal lezyonlarin
CD133 immiuinhistokimyasal incelemesi ile saptanabilecegi sdylenmistir.

Farali ve arkadaslar1 [76] da KRK’l1 hastalarda yapilan ¢ok degiskenli analizlerde CD133
ekspresyonunun hasta sagkaliminda bagimsiz bir risk faktort oldugunu bildirmistir. Ancak
ulasilabilen tiim literatirler incelendiginde CD133'lin potansiyel prognostik dnemine dair
kesin verilerin hentiz bulunmadig: gordlmistir. Bu durum kullamilan antikorlar, protokoller
ve skorlama kriterleri arasindaki farkliliga baglanmaktadir [77]. CD133 ekspresyonu ile
tumorogenezdeki molekiler yolaklarin iliskisi incelendiginde Wang ve arkadaslar: [ 78], Akt
Vw Erk yolaklarinin inaktivasyonunun primer KRK’dan elde edilen CD133" kolon kanser
hiicrelerinin sagkalimint 6nledigi ve timorogenezlerinin azaldigint bildirmistir.

2522Lgr5 (Gpr49):

Lgr5 (leucine-rich repeat-containing G protein coupled reseptér 5), orphan G protein coupled
reseptordir. Blyuk, l6sinden zengin ekstraselltler bolge ve yedi transmembran bdlgeden
olusur. Canonical wnt/p-katenin sinyal yolaginda sekrete edilmis agonistler olaak bulunan R-
spondin proteinlerinin reseptdridur [79, 80]. Lgr5'in ilk kez insan kolorektal karsinomlarinda
[81], daha sonra over, hepatoselliler, ©zofageal ve bazal hicreli karsinomlarda
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overekspresyonu gosterilmistir [82]. Lgr5, wnt hedef genlerinden biri olmakla birlikte farkl:
KH’lerde ekspresyonu gosterilmistir [83, 84]. Kript tabaminda matir intestinal KH’lerde
eksprese edilmektedir [84, 85]. Bircok calisma grubu Lgr5 ekspresyonu ile kolon kanseri
progresyonu arasinda yakin iliski bulundugunu gostermistir [80, 82]. Normalde kript taban:
bazalinde bulunan Lgr5in malign transformasyon sirasinda olusan genom mutasyon
akimulasyonu sonucu polarite kaybina ugrayan hiicreler nedeniyle in situ karsinomda timér-
host interfaz bolgesinde, ileri kanserde ise tum timorde dagildigi saptanmustir [86]. Lgr5 ‘in
adenomlarda selektif olarak periferal bolgelerde saptanmasi, intestinal KKH’lerini isaret
ediyor olabilecegini disundirmistir. Battle ve arkadaslar1 [87] bu hipotezi destekler sekilde
Lgr5'in selektif olarak insan kolon KKH’lerinde eksprese edildigini bbildirmistir. Lgr5'in
ayrica invazyon ve metastaz sireglerinde de rol oynadig: belirtilmektedir. Bunun da 6tesinde
yiuksek Lgr5 ekspresyonunun timorin mezenkimal Ozellikleri olan yUksek vimentin
ekspresyonu, dusik miR-200c ekspresyonu, artmis invazivite ve lenf nodu metastazi ile
korole oldugu gosterilmistir [82, 86].

Elde edilebilen tim verilerin 1s1g3inda Lgr5'in timér gelisimi ve progresyonunda anahtar rol
oynayabilecegi sonucuna varilmaktadir.

2.6 TUmOr Stromasi

Bazi kanser tipleri Uzerinde yapilan son calismalarda elde edilen veriler, timor stroma
oraninin prognostik 6nemini gostermektedir [88-94]. Stephan Paget 1889 yilinda “tohum ve
toprak” isimli hipotezinde tUmoér stroma arasindaki iliski oldugunu ©ne slrmistdr.
Arastirmaciya gore kanserin patolojisine yonelik en iyi ¢alisma tohumun dogasina (kanser
hicreleri) yonelik yapilmis olup ve toprak (sekonder organ) Uzerine yapilacak arastirmalarin
yararli olabilecegi belirtilmistir [95].

Son U¢ dekad boyunca elde edilen veriler, timdr stromasinin invazyon, metastaz, progresyon
ve prognoz Uzerindeki rolini desteklemektedir. 1993 yilinda Dingemans ve arkadaslar: [96]
yaptiklar: deneysel bir modelde infiltratif fenotipteki kolon karsinomu hticrelerini grantilasyon
dokusuna transplante ederek kapsillt ve iyi diferansiye bir subkutantz timaor olusturmustur.
Bu c¢alisma sonucunda, timordn infiltratif paternde blyimesi gibi prognostik fenotipik
Ozellikleri Uzerinde tumdr stromasinin etkin oldugu gosterilmistir. TUMOr stromasina iliskin

diger bir ¢ok faktor de tammlanmustir. Bunlar tumor mikrogevresi olarak adlandirilan yapiy1
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olusturan ekstraselliler matriks, immin ve inflamatuar hicreler, kan damarlari ve
miyofibroblastlardir [97].

Kanser heterojen multiselltler bir antite olup birbirleriyle etkilesen bir cok hiicre nesli,
ekstraselliler matriks (ECM) ve hicre proliferasyonu, hareketi, diferansiasyonu, ECM
metabolizmasi ile e zamanli olarak hticre dlimintn sinirlayan ¢ozinebilir molekillerden
olusur. Tum kanserler karsilikli etkilesim icinde olan farkl: hiicre populasyonlarindan olusur.
Normal hicreler ve timor hicreleri arasinda olusan tim bu etkilesimler timorojenisiteyi
belirlemektedir.

Inflamasyon ile kanser arasindaki fonksiyonel iliski uzun zamandir bilinmektedir. Grantilosit,
dendritik htcreler, makrofajlar, NK hicreler ve mast hicrelerinden olusan dogumsal
immunite htcreleri proliferasyon, migrasyon, anjiogenez, doku remodelasyonu, metabolizma
ve genomik butlnltgu dizenleyen potent solubl medyatorler araciligiyla kanser gelisimine
fonksiyonel katkida bulunmaktadir. Eskiden pasif olarak timorde yer aldiklar1 distntlen
fibroblastlar, primer olarak ECM sentezi, depolanmasi, ve remodelasyonu yanisira hticre
proliferasyonu, morfolojisi, sagkalim ve 6limu regule eden ¢ozunebilir parankim biyime
faktorlerinin de Uretiminden sorumlu olan 6nemli bir hiicre grubudur. Inflamatuar hiicrelerle
birlikte dokularin neoplastik programlanmasim sagladiklar: dustintlmektedir [98].

Kan damarlari doku homeostazinin strdirilmesinde esas olup tim doku tamiri, biyltme
sirecleri ve aym zamanda tumor gelisiminde aktive olmaktadir. TUmoér anjiogenezisinin bir
kismindan endotelyal ve perivaskiler hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu, migrasyonu
ve/veya tip formasyonu Uzerinde pro veya antiangiogenik etki gosteren solubl ve insolubl
molekiller arasindaki rélatif dengede gelisen lokal degisiklikler sorumludur. Her hangi bir
dokudaki ECM veya stromanin ¢ boyutlu organizasyonu dinamik olup uygunsuz sentez ve
yikimi  hiicre fizyolojisini degistirecek hastaliklara neden olmaktadir. Ultrastriktirel
calismalar, immunhistokimyasal ve biyokimyasal analizler stromamin, neoplastik slrecin
kritik basamaklarinda degisime ugradigim gostermistir [99, 100].

Ik yapilan calismalarda a-diiz kas aktini, vimentin, diiz kas miyozini, kalponin, tenaskin, ve
desmin proteinlerinde kazamlmis ekspresyonun izlendigi bir degisiklik saptanmistir [99, 101].
Bu proteinler genellikle yara iyilesmesi ve inflamasyon [102] sirasinda eksprese edilmekte ve
mezenkimal hiicre diferansiasyonunu yansitan bir ok yeni protein tretimi olmaktadr.
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Ayn zamanda stroma ve stromal komponentlerin miktar: da prognostik 6zellikler arasinda
tammlanmistir. Sis ve arkadaslar1 [103] tarafindan, KRK’da van Gieson boyali kesitler
Uzerinde yaptiklar1 bilgisayar destekli gorinti analizi olcimleri ile dezmoplazinin koti
prognostik faktor oldugu saptanmustir.

Bir baska calismada Mesker ve arkadaslari, karsinoma stroma oranim KRK’da prognostik
faktor olarak Onermistir. Tumor kesitlerinde tUmoOr stroma oram tahmini yapmis ve
skorladiklar1 en dusik ydzdeyi belirleyici olarak nitelendirmislerdir. Bu calismada ikili
kategorizasyon kullanilarak %50 esik deger olarak kabul edilmis ve cox regresyon analizinde
timor ylzdesinin bagimsiz prognostik faktor oldugu belirlenmistir. Bu calismay: takiben
Courrech Staal ve arkadaglari[92] tarafindan ayni yontem kullamlarak timor stroma oranin
oldukca 6nemli bir prognogtik faktor oldugu dogrulanmustir. Kruijf ve arkadaslarindan [91,
93] ile Moorman ve arkadaslarindan [91, 93] olusan farkli arastirma gruplari da Mesker'e
benzer bir yontem kullanarak, triple negatif meme karsinomlar: Gzerinde yaptiklar: ¢calisma
sonucunda timor stroma oraninin prognostik 6nemi oldugu sonucuna varmiglardir.

Solid timdrlerin bir cogunda diiz kas aktini (SMA)-pozitif miyofibroblastlarin (perittimoral
fibroblastlar, karsinomla iliskili fibroblastlar) stromal kompartmanda yer aldigi saptanmistir
[104]. Miyofibroblastlar ekstrasellller matriks ve sitokin Ureten, dokuda kontraktil gerilim
saglayan hucrelerdir. Miyofibroblastlar bir cok karsinom tipinde oldugu gibi KRK’da da kot
prognoz ile iligkilidir [105, 106]. En sk olarak miyofibroblastlarin, lokal olarak
fibroblastlardan farklilastigi tariflenmistir [104]. Ancak gunimizde adipozistler, stellat
hiicreler, perisitler, dolasimdaki mezenkimal hicreler ve CD34-pozitif fibrositlerin de
miyofibroblastik transdiferansiasyona ugradiklar: saptanmistir [104, 107]. Ayrica son yillarda
epteliyal mezenkimal transformasyon (EMT) Uzerindeki dikkatler artmis ve stromal
hiicrelerin epitelyal tumdr hiicrelerinden koken almis olabilecegi belirtilmektedir [108, 109].
Miyofibroblastlar bir ¢ok karsinom tipinde kétl prognozla iliskili bulunmustur [110, 111].
Tsujino ve arkadaglar: [105], SMA ekspresyonunun KRK’da k6t prognoz igin bagimsiz bir
prognostik belirteg oldugu ve hastalik rekirrensi yiksek olan bireyleri saptadigini
gostermistir. Ayrica rektal karsinomlu olgularda, down-regile immitin yanitla birlikte olan
siddetli immatir stroma varliginin kot prognoza yol agtigi disunilmektedir [112]. Bunun
Otesinde adenomlarda artmis oldugu gosterilen miyofibroblastlarin timér olusumunun
baglatilmasinda rol oynadig: rapor edilmistir [113]. Miyofibroblastlarin anjiogenez, invazyon
ve metastaz dahil bir grup timér-gelistirici fonksiyonu regule ettigi gosterilmistir [104, 107,
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114]. Miyofibroblast yogunlugunun genellikle timérin invaziv bolgesinde arttigi ve solubl
faktor sekrete ederek KRK'da invazyonu gelistirdikleri gosterilmistir [104, 107].
Miyofibroblastlar ayn1 zamanda ECM remodelasyonu, ayrica kanser ve stromal hiicrelerden
Uretilen metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin  timor mikrogevre kompozisyonunu
degistirerek KRK prognozunu etkilemektedir. Fibriller kollagen (tip | ve I11)'den zengin,
miyofibroblast kaynakli dezmoplastik stromal reaksiyon, primer KRK’da kot prognostik
gosterge olarak belirtilmistir [103, 115].

Vermeulen ve arkadaslari [116], yaptiklari bir calismada KRK’da KH’ ler ile miyofibroblastlar
arasinda yeni bir baglant: tariflemis ve miyofibroblast-tirevi hepatosit blyume faktori
(HGF) nin, KRK’da WNT sinyalini aktive ederek KH feonotipinin daha diferansiye hiicreye
donustagund belirtmislerdir. Bu veriler, mikrogevrenin KH nisinin regiilasyonunda kritik rol
oynadigin distndirmstor.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda da farkli timorlerde ¢ok sayida fibroblast at tiplerinin
alt1 gizilmektedir. Kanser iliskili fibroblastlar (KiF), bir gok kanserde timor stromasinda en
belirgin hiicre tipidir [117, 118].

KIiF timor progresyonunda cok yonlii role sahiptir. Immiin hiicrelere benzer seklilde timaor
progresyonunun erken evrelerinde aktive fibroblastlar arasindaki gap junctionlar araciligiyla
inhibitor etkinlik gostermektedir. ileriki evrelerde ise timorden-sekrete edilen faktorlerle
aktive hale gegcerek hem timor buyumesi hem de progresyonuna katkida bulunmaktadir [119,
120]. Kanser ve stromal hiicreler arasinda iki yolak tammlanmaktadir [121, 122];

1- Efferent yolak; kanser hicreleri timor stromasinda rolatif bir yamt olusumunu
tetiklenmektedir.

2- Afferent yolak; mikrogevrede yeralan modifiye stromal hiicreler kanser hiicre cevabini
etkilemektedir.

KiFin orjini heniiz ¢oziilememis olmakla birlikte farkl: histolojik tipler ve lokalizasyonlara
gore degisen, multipl orjinli olduklar: dustntlmektedir. Kabaca; i) yerli ii) mezenkimal kok
hiicre kaynakl: ve iii) mutasyonel olarak simiflandirilabilir.

KIF cesitli blyume faktorleri, hormonlar ve sitokinlere katkida bulunarak timor hiicre
proliferasyonunu direkt stimile etmektedir. Kanser hicreleri icin klasik mitojenler olarak
bilinen HGF, B-fibroblast biyume faktorl ve sitokinlerin tim, farkl: tipleriyle iliskili olarak
KIiF tarafindan cok miktarda eksprese edilmektedir. Blylme faktorleri yamsira salgilanan
proinflamatuar sitokinler (IL, IFN ve TNF ailesi dyeleri), timor- modile edici etkilere
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sahiptir [123]. KIF tarafindan eksprese edilen sitokin ve kemokinler immin hicre
infiltrasyonuna, sonrasinda bu durum anjiogenez ve metastaza 6ncllik etmektedir [124].
KiFin hipoksi ile induklenebilir faktor 1 (HIF-1)'in oksidatif stres aracili aktivasyonundan
etkilendigi gosterilmistir [125].
KIF ayn1 zamanda plazminojen aktivatorlerini ve matriks metalloproteinaz (MMP) ailesinin
pek cok Uyesini sektrete edebilmektedir. Bu enzimler iki temel amag icin kullanilabilir.
1- ECM’'nin direkt degradasyonu ile timér ekspansiyonu, invazyon ve anjiogenez
olusumu
2- Buyime hormonu, proinflamatuar sitokinler ve reseptorlerinin  kesilerek
aktivasyonlarimin  saglanmast ya da hiicre adezyon molekillerinin  kesilerek
motilitelerinin ve EMT nin artirilmas [126, 127].

Kanserin progresyonu, malign evrede cevre dokuya invazyon yeteneginin kazamlmasi ve
cevredeki ECM'nin ileri remodelasyonu ile gergeklesmektedir [128]. Kanser hiicrelerinden
kaynaklanan efferent sinyaller stromal yaniti tetikleyerek, tUmor invazyonu ve doku
bitinltgunde kayba yol acan parakrin afferent sinyalleri baslatmaktadir. Stromal hiicreler
uyarildiklarinda KIF hiicrelerine diferansiye olarak kanser hticrelerinin uyku halinden
cikmasini, hiicrelerinin motilitesini ve agresivitesini etkilemektedir. Daha sonra aktive KIF
hiicre-hiicre temasi ya da difize olabilen parakrin sinyaller ile invaziv blyumeyi
indtiklemektedir.

Afferent proinvaziv sinyaller ile MF ve MIF tarafindan, proinvaziv bilydme sinyalleri
olusturan TGF-B, HGF, VEGF, FDG, SPF-1 ve MMP, katepsin ve plazminojen aktivatorleri
gibi cesitli sekrete edilmektedir [129, 130].

EMT nin promigratuar etkileri yamsira KKH fenotipi indiksiyonu ile de korelasyon iginde
oldugu gosterilmistir. Meme ve prostat karsinomlarinda KKH jenerasyonu olan tumaor
hiicrelerinin, EMT yoluyla Snail ve Twist transkripsiyon faktorlerinin overekspresyonu ile
olustugu gosterilmistir [122]. Aym zamanda KiF, KKH belirteglerinin (CD133+, CD44/CD24
orant) ekspresyonunu artirarak, karsinom hiicrelerinin klonajenite ve kendisini-yenileyebilme
yeteneklerini etkilemektedir. Embriyonik EMT’ nin aksine, doku tamiri ve metastatik yayilim
sireclerinde gelisen EMT genellikle doku inflamasyonu ile iligkili olmakta ve provake eden
etken elimine olana kadar persiste etmektedir [129].

KIiF ve kanser hiicreleri arasindaki sinyal iletimi, epigenetik mekanizmalara ek olarak stromal
mutasyonlar ile de baslatilabilmektedir. Fare prostat karsnomu hticrelerinin temel olarak
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parakrin bir mekanizma ile stromal KiF'de p53 upregllasyonunu indikledigi ve boylece
olusturdugu selektif baskinin p53'den-yoksun KIF popilasyonunda artisa yol agtig
gosterilmistir[131]. P53 den-yoksun KIF, kanser invazyonuna ve ileride epitelde p53 kaybina
katkida bulunmaktadir. Bunun 6tesinde bir cok sporadik meme karsinomunda KiF de p53
mutasyonu bulundugu ve bunun lenf nodu metastaz: ile iliskili oldugu bildirilmektedir [132].
Stromal fibroblastlarin timdrlerin kompleks mekanizmasina katilarak Warburg etkisiyle
kanser hicrelerinin solumasint zorlayarak enerji agigi olusumunun Ustesinden gelmelerini
saglamaktadir. Ozellikle epitelyal hiicrelerle temas halindeki fibroblastlar, miyofibroblastik
diferansiasyona ugrayarak aerobik glikoliz ile laktat ve pirtvat Uretilmektedir [133]. Bu
enerjiden zengin metabolitler, timor hicrelerinde trikarboksilikasit (TCA) siklusu ve
adenozintrifosfat (ATP) Uretiminde kullanilmaktadhr.

TUmor mikrogevresi hem selltiler hem de nonselltiler bilesenler icermektedir. Temel selltler
bilesenler fibroblastlar, endoteliyal ve immin hicrelerden olusmaktadir. Bu bilesenler
musterek olarak timor stromasinin nonselltler bilesenleri olan ECM proteinleri, proteazlar,
sitokinler ve buyume faktorleri gibi cesitli molekilleri Uretmektedirler. ECM yapisinin
timorlerde ciddi olarak degistigi ve ECM proteinleri olan kollagen, fibronektin, proteazlar,
ECM proteinlerinin transkripsiyonel modifikasyonunda yer alan diger enzimler gibi gesitli
proteinlerin Uretiminden temel sorumlu olan KIF inde major rol oynachg: belirtilmektedir.
Bunun yamisira bazi kanserlerde tip 1 ve tip 3 kollagen birikimine bagli olarak gelisen
dezmoplazinin hem primer hem de metastatik timorlerde kotl prognoz ile iliskili oldugu
vurgulanamktadir [134, 135].

2.7 Entropi (Duzensizlik), Karmasiklik ve Oran Kavramlari

2.7.1 Entropi

Entropi klasik termodinamik, istatistiksel termodinamik, bilgi teorisi ve sosyal sistem kurami
gibi farkli disiplinler tarafindan incelenmis olan bir kavramdir. Evrendeki dizensizligin,
belirsizligin, bilgi eksikliginin ve kullanilmaz hale gelmis enerjinin bir 6lglsi olarak
tammlanmaktadir. Entropi yasasi, evrende herseyin maksimum dizensizlik ve minimum
enerji yoninde hareket ederek; coktan aza, kullamlabilir halden kullamilamaz olana,
dogumdan ©6lime, dizenden dizensizlige dogru dogal bir gidise egilimli oldugunu
soylemektedir. Bu sebeple entropi, aym zamanda molekiler diizensizlik veya molekiler
rastgeleligin bir 6lglsl olarak daifade edilmektedir. Bir sistem daha diizensiz bir hal aldikga,
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molekillerinin konumlar: belirsizlesecek ve entropi artacaktir [136]. Karsinogenez sirasinda,
genomik mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler sonucu, rastgeleligin artttigi ve nikleustaki
uzaysal entropinin yukselerek bilgi iceriginin azaldigi belirtilmektedir. Bu nedenle timor
malignitesinde artisla birlikte nikleer kromatin entropisinde de artis olacag: beklenmektedir.
Goruntu analizinde ikinci derece dzniteliklerden olan entropinin hesaplanmasinda, es-olusum
matrisleri (co-occurrence matrices) kullanilmaktadir. Es-olusum matrisleri, secilen belli bir
goruntt alan igerisinde, birbirlerine belli mesafe ve agidaki piksel giftlerine ait degerlerin esli
olasilik dagilimint yaklasiklamaktadir [137].

Herhangi bir D pikseller arasi mesafe ve 6 pikseller arast agi igin, bir | gorunttsinin B
gorintd ilgi alan icerisinde C es-olusum matrisi su sekilde hesaplanir;

Cijpe= AU!P=il@=jr(Pa=DD(Pa=a}/aYr(n.d=D.D(p.0)=0}

pd B pd B
Bu ifadede p ve q gorinttdeki pikselleri, p(p,q) bu iki piksel arasindaki mesafeyi, B (p,q) bu
iki piksel arasindaki agiy1 ve 1{+} de argimam dogru oldugunda 1, aksi halde O degerini alan
bir fonksiyonu belirtmektedir. Piksel ciftlerinin aldig1 degerler i ve j degiskenleri ile temsil
edilmektedir.

Es-olusum matrisleri elde edildikten sonra, sdzkonusu matriks eleman degerleri kullamlarak o
gorintd ilgi alamna ait entropi degeri asagidaki sekilde hesaplanir;

Entropi = -aaC(i,j|D,a)log(C )| D.q)

J
Bu ifadeden pozitif entropi degerleri elde edilir. En kiglk deger olan sifir, analiz yapilan
goruntt alaminda duzensizligin en dusik oldugu anlamina gelir. Artan entropi degerleri
yukselen diizensizlik anlamina gelir.
Analizi yapilan gorunttlerdeki bilginin rotasyon bagimsiz oldugu distntldigiunde g= 0, 45,
90 ve 135 dereceler icin ayr1 ayr1 hesaplanan entropi degerlerinin istatistik ifadeleri (ortalama,
varyans vb) ile yeni bir 6znitelik serisi olusturur.
2.7.2 Karmasikhk
Bir goruntideki veya ilgi alanindaki i degerindeki piksellerden komsuluk iliskisi ile j
degerindeki piksellere gecis sayisi olarak tammlanir [138].
2.7.30ran
Belli bir goruntti alan: igerisindeki farkli olarak isaretlenmis piksellerin, frekans oranlarindan
elde edilen Ozniteliklerdir.
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I1l GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin sekli

Bu calisma, kolon adenokarsinomlarinda timor stroma orani, entropi ve karmagiklik gibi
hesaplanabilir dzniteliklerin tammlanmasi; bunlarla kok hticre miktar: arasinda bir iliski olup
olmadigini arastirllmast ve bu degiskenlerin prognostik Oonemini  belirlemeye yodnelik
retrospektif klinikopatolojik bir ¢alismadir.

3.2 Hastalarin Segimi

Bu calismada, 2005-2011 yillar1 arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dalr’ nda tan: alan ve Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalr' nda takibi olan, neoadjuvan tedavi almamis hastalar arasindan secilen 248
kolon adenokarsinomu vakasi ele alindi. Patoloji materyalleri kolon rezeksiyonlarindan

olusan olgular yeniden degerlendirildi ve tanilar1 dogrulandh.

3.3 Verilerin Toplanmas

Hastalara ait demografik ve patolojik verilere (yas, cinsiyet, timor yerlesim yeri, timor capi,
tuimorin makroskopik biytme paterni, histolojik tipi ve derecesi, lenfovaskiler ve perinéral
invazyon, proksimal, distal ve radiyal cerrahi sinirlarin durumu, disseke edilen ve metastaz
saptanan lenf nodlarinin sayisi) patoloji raporlarindan, klinik bilgilere (tant amindaki metastaz,
takipteki metastaz, lokal ve uzak niks bilgisi, tedavi, klinik takip stiresi, hastaliksiz ve genel
sagkalim sireleri, hastalarin son durumlar: ve hastaliga bagli 6lum) ise Cerrahi Anabilim
Dalr’ na ait verilerden ulagildh.

3.4 Immunhistokimyasal Y 6ntem

%10’ luk formaldehit ile teshit edilen timdr dokularina ait parafin blok kesitleri incelenerek,

her bir olguya ait timorl en iyi temsil eden bir adet parafin blok secildi. Immunhistokimya

(IHK) boyama protokolii 6zetle su asamalar: icermektedir.

1. 3 mikron kalinliginda elde edilen kesitler poly-1-lysine kapli lam tzerine alindh.

2. Kesitler etiivde yaklasik 60°C’ de 2-3 saat bekletilerek parafin eritildi.

3. Lamlar cihaza (Ventana Benchmark Ultra) yerlestirildi. CD133 IHK’si uygulanan
lamlarda 8 dakika protease-1, Lgr5 IHK’si uygulanan lamlarda 52 dakika, 95C’de CC1

soltisyonu ile antijen agiga ¢ikarma uygulandi.
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4. Primer antikorlar (Novus Biologicals, Rabbit Anti-GPR49/LGR5 Polyclonal Antibody,
NBP1-28904, 100ul ve Boster immunoleader, Polyclonal Anti-PROM1 Antibody,
pal217, 100ug) 1/300 dilisyonda damlatilarak 40 dk inkibe edildi.

Ultraview Universal DAB Detection kit sekonder antikoru uyguland.
Hematoksilen ile 8 dk kontrast boyama uygulandh.
Kesitler otomatik kapama cihazinda (Sakura, Tissue-Tek Film) kapatildi.

3.5 immiinohistokimyasal Boyamanin Deger lendirilmes

Immiinhistokimya preperatlar;, vakalarin klinik 6zellikleri bilinmeden, tek gozlemci
tarafindan degerlendirildi. IHK’sel yontemin uygunlugunun degerlendirilebilmesi icin pozitif
internal kontrol olarak neoplastik olmayan komsu kolon mukozas: kullamldi. Ekspresyon,
tim timor alamndaki hiicreler dikkate alinarak incelendi. IHK’sel boyanma sonucunda
CD133 ve Lgr5in ekspresyonlart semikantitatif olarak degerlendirildi. Literattrdeki
calismalara benzer sekilde, %5 ve Uzeri hiicre boyanmasi (Lgr5 ile sitoplamik, CD133 ile
apikal membrantz) pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif boyanma yayginligi daha sonra
kendi icinde, %5 hiicrede boyanma varsa 1+, %5- 50 hiicrede boyanma varsa 2+ ve %50’ den
fazla hticrede boyanma varsa 3+ olarak kabul edildi [139-142]. (Resim 1,2).

Resim 1: Farkli yayginhta apikal sitoplazmik/membrandz CD133 ekpresyonu
(A: pozitif kontrol ve negatif boyanma, B: skor 1, C: skor 2, D: skor 3)
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Resim 2; Farkh vaypmliita iih:hp]a;f:mi]:; Lars :::cprét;-;.'mu
(A: pozitil kontrol ve negatif bovanma, B: ckor 1, C: skor 2, I): skor 3)

3.6 Goruntu Analizi Yontemi

Olgulara ait daha 6nce arsivimizde yer alan hematoksilen eozin boyal1 preparatlar arasindan
tumordn en derin invazyon alamm temsil eden ve tercihen normal mukozay: da iceren
preparatlar secildi. Bu preparatlardan, 1sik mikroskobuna (Nicon Eclips Ci-L) bagl video
kamera (Nicon DS-Fi2) ile X20'lik buyiUtmede, tUmoru ylzeyden derine dogru tam kat
yansitacak sekilde coklu (3-10 adet, ortalama 5,35+1,32 gorintl) dijital fotograflar elde
edildi. Toplam 1327 fotograf, bilgisayar ortaminda, bu arastirma kapsaminda gelistirilmis
olan Arachne (Netform Mduhendislik, http://www.netformvision.com/arachne.asp) yazilim

aract kullanilarak incelendi. Bu incelemede her bir vakaya ait histopatolojik gorintdler,
istenilen boyutlarda piksellere (kuicuk kareler) ayrilabilme olanag: saglayan, bu yazilim araci
kullanlarak 400 um2’lik alanlara ayrildi. Noktalamalardan olusan bu otomatik pikselleme
sonrasi, bilgisayar faresinde sol/sag tiklama ile her bir noktanin Gzerinde yer aldigi fakli
gorintd elemanina (Tumaor (Tm), stroma (St), Iimen (Lm)) gore noktalara farkli renklerle
kodland1 (Tumor alam Gzerindeki noktalar kirmizi, stroma Uzerindekiler yesil, glandlara ait
[iminal bosluk Gzerindekiler sar1 ve ayrica 6zellikle ilk ve son goruntilerde olusabilen
dokunun yer almadigi bos alanlar Uzerindeki noktalar beyaz renk). TUmor cevresinde
retraksiyonuna bagli olusan bosluklar “stroma’ olarak, timdr nekrozu alanlarir “tumor” ve
gland limenlerine, dokilen nekrotik timdr hicreleri “limen” olarak kabul edilerek uygun
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kodlamalar yapildi ve tiim bu kodlanmis goruntiler kayit altinda alindi. Toplamda her olguda
ortalama 3,95 mm? (2,22-7,7 mm?) timor alam kodland (Figur 1).

forid Saw: S0
Cazes: 218
Irruipes: 1154

Sea

Figar 1: Arachne yazilim aracinda timar, stroma ve limen secilmis gorunt 6rnegi

3.7 Goruntu Analizi Degerlendirilmes

Kodlanmis gorinti elemanlari, bir tamsay: olan iki boyutlu goruntiler olup bu bilgi disinda
herhangi bir gri seviye veya renkli gorintt bilgisi kullanilmadi. Bu ¢alismada, oran, entropi
ve karmasikliktan olusan farkli dznitelikler (feature) hesaplanarak hasta sagkalim sireleri,
niks ve uzak metastaz ile istatistiksel agidan iliskili olup olmadiklar: incelendi.

Oran Ozniteligi; Tm/St, (Tm+Lm)/St ve Trm/Lm oranlarindan olusan g farkli forml
kullanilarak hesapland:.

Entropi Ozniteligi; oncelikle herhangi bir D pikseller arasi mesafe ve 6 pikseller arasi aci
icin, bir | goruntisiinin B gorintd ilgi alam igerisinde C es-olusum matrisi  hesaplandi
(Formal 1);

cijpe)=  AHIP=11@ =i, (.0) =D =aH LUr (a) =D.D.0) =}

pdl B
Formill 1: Bu ifadede p ve g goruntideki pikselleri, p(p,q) bu iki piksel arasindaki mesafeyi,
D (p,q) bu iki piksel arasindaki aciyr ve 1{¢} de argiiman dogru oldugunda 1, aksi halde O
degerini alan bir fonksiyonu belirtmektedir. Piksel ciftlerinin aldig1 degerler i ve | degiskenleri
ile temsil edilmektedir.
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Es-olusum matrisleri elde edildikten sonra, sdzkonusu matriks eleman degerleri kullamlarak o

gorintd ilgi alamna ait entropi degeri hesaplandi (Formil 2);
Entropi = -aaC(i,j|D,a)log(C )| D.q)

]

Karmasiklik 6zniteligi olarak; Tm, St ve Lm pikselleri arasindaki gegis sayilari kullamldi.

Hastalara ait 6znitelikler hesaplanirken farkli kiimelemeler kullamldi. Bunlar;

Hasta bazinda kiimeleme: Herhangi bir hastaya ait bitlin gorunttlerin toplamindan alinan
degerlerle Oznitelikler hesaplandi (Hastadaki toplam Tm sayisi/hastadaki toplam St sayisi).
Bu yaklasimda her bir hastaya karsilik gelen 6znitelik tek bir sayidir.

Hasta géruntileri bazinda kiimeleme: Herhangi bir hastay: olusturan her bir gorintiiden
tek tek elde edilen Ozniteliklerin olusturdugu dizinden istatistik ifadeler hesaplandi. Bu
istatistik ifadeler; mean (ortalama), varyans, minimum, maksimum’ dur. Bu yaklasimda her bir

hasta goruntusiine karsilik gelen dzniteliklerle bir say1 dizini olusturuldu.

Alt goruntiler bazanda kimeleme: Bu kimeleme yaklasiminda, herhangi bir hastayi
olusturan goruntdler icerisindeki alt gortnttlerden elde edilen dzniteliklerin istatistik ifadeleri
hesaplandi. Bu yaklasimda da her bir hastaya karsilik gelen 6znitelikler bir say1 dizinidir. Bir
hastay1 olusturan her bir goérantinin icindeki, farkli piksel kenar uzunlugundaki kare
bolgelerde hesaplamalar yapildi. Hesaplama geometrisine ait ¢izim Sekil 1'de verilmistir. Bu
calismada G degiskeni kare kenar uzunluguna karsilik gelmektedir. Hesaplama yapilan her bir
kare bolge G/2 kadar kaydirilarak bir sonraki bolge elde edildi.

invaziv kenar bazinda kiimeleme: Bir hastaya timérin en invaziv oldugu ve son
goruntiiniin temsil ettigi invaziv kenar gorintisiinden 6znitelikler hesaplandi. Invaziv kenar
gorintdlerinin her birinde, yukarida verilen yaklasimlar takip edilerek 6znitelik degerleri elde
edildi.

Bu calismada, her bir 6znitelige agiklayic bir baglik ismi (“mean Tm/St G167, “var Entropi”,
“min  karmasiklik G16(inv)” gibi) (var=varyans, min=minimum, max=maksimum,
inv=invaziv kenar, G8/G16=8 veya 16 piksel kenar uzunluklarindaki kare bolgeler) verilerek
sonuglarin kolayca takip edilebilmesi saglandh.
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G

Sekil 1. Lokal 6znitelik hesaplama geometrisi (G piksel kare kenar uzunlugu)

3.8 Verilerin Degerlendirilmes

Veriler bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra SPSS  15.0 paket programi ile
degerlendirilmistir. Tammlayic istatistikler sunulurken, ortalama + standart sapma, en kicuk,
en blyuk degerler ve siniflanabilir degiskenler icin hasta sayilar1 ve ylzdeleri (%) verilmis,
belirteclere ait boyanma yayginligi olgu sayilariyla birlikte ifade edilmistir.

Gruplar arasinda klinik, patolojik ve hesaplanabilir degiskenler yoninden farkin onemliligi
Ki-kare ve Mann-Whitney testleri ile degerlendirilmistir. Gruplar arasinda belirteglerin
boyanma yayginligi yoninden farkin onemliligi bagimsiz grup sayist iki oldugunda Mann
Whitney U testi, ikiden fazla oldugunda ise Kruskal Wallis testiyle degerlendirilmistir.
Bagimsiz risk faktorlerini belirlemek amaciyla Logistic ve Cox regresyon analizleri
uygulanmistir. Belirteclerin birbiriyle ve diger parametrelerle korelasyonu Sperman’in
Korelasyon testiyle arastirilmistir. Belirteclerin hastalarin sagkalimlar: ile karsilastirilmasi
Kaplan—Meier yontemi ile degerlendirilmistir. p<0,05 i¢in sonuclar istatistiksel olarak anlaml1
kabul edilmistir.
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IV BULGULAR

4.1 Klinik ve patolojik bulgular

Calismaya, kriterlere uygun olan 148'i erkek (%59,7) ve 100" kadin (%40.3) olmak Uzere
toplam 248 hasta retrospektif olarak secilerek dahil edildi. Hastalarin yas araligi 29-89,
ortalamalar1 65,9’ dur.

Hastalarin patoloji raporlarindan elde edilen verilere gore timér 153 (%61,7) hastada sol
kolon, 95 (%38,3) hastada sag kolon yerlesimlidir. TNM’ye gore timoér 2 (%0,8) hastada T1,
20 (%8,1) hastada T2, 126 (%50,8) hastada T3 ve 100 (%40,3) hastada T4 olarak, lenf nodlar1
127 (%51,2) hastada NO, 65 (%26,2) hastada N1, 56 (%22,6) hastada N3 olarak
evrelendirilmistir. TUmor dereceleri 236 (%95,2) hastada iyi ve orta diferansiye, 12 (%4,8)
hastada kot ve andiferansiyedir. 100 (%40,3) hastada lenf damari, 42 (%16,9) hastada
vaskuler ve 55 (%22,2) hastada perintral invazyon vardir. Radiyal cerrahi sinir pozitifligi 49
(%19,8) hastada saptanmustir.

163U (%65,7) yasayan, 851 (%34,3) dlen hastaarin 2'sinde (%5) lokal niks, 41’inde
(%16,5) uzak niks, 68 inde (%27,4) ise uzak metastaz gelismistir. Adjuvan tedavi 185
(%74,6) hastaya verilmis 63 (%25,4) hastaya ise verilmemistir.

4.2 istatistiksel bulgular:
Hastalardan genel sagkalim, lokal ve uzak niks ile metastaz gelisimi g6z oniniine alinarak
her bir parametreye gére ayr1 ayr1 gruplar olusturuldu. Olusturulan her bir ikili grubun kendi
icinde patolojik, klinik ve gorintt analizi verileri agisindan istatistiksel yonden fark bulunup
bulunmadigin: tespit etmek Uzere istatistik analiz yontemlerinden Ki-kare ve Mann-Whitney
testleri uygulandi. Bu testlerle yas, pTve pN evresi, tumér diferansiasyonu, vaskiler, lenf
damar1 ve perindral invazyon, adjuvan tedavi alimi, LGR5 ve CD133 ekspresyonu ile oran,
entropi ve karmasiklik 6zniteliklerinden olusan parametreler (90 adet degisken) ayri ayri
degerlendirildi.
Gend sagkalim icin olusturulan grupta konvansiyonel prognostik faktorler, adjuvan
tedavi veimmmunhistokimyasal belirtecler e bakildiginda;
Patolojik evrelere gore; T1 veT2 olan toplam 22 hastadan 5'inin (%22,7), T3 olan
toplam 126 hastadan 37’ sinin (%29,4) ve T4 olan 100 hastadan 43’ Gintin (%43) 6ldugu
ve bu sonuclara gore genel sagkalim ile pT evresi arasinda anlamli iliski (p=0,049)

bulundugu saptand:.
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Patolojik lenf nodu tutulumuna gore; NO olan toplam 127 hastadan 30'unun
(%23,6), N1 olan toplam 65 hastadan 28'inin (%43,1) ve N2 olan toplam 56 hastadan
27'sinin (%48,2) oldugil, bu sonucglara gore sagkalim ile pN evresi arasinda anlamli
iliski (p=0,001) bulundugu saptand:.

Lenf damar1 invazyonuna gore; invazyon bulunan toplam 100 hastadan 45'inin
(%45), bulunmayan toplam 144 hastadan 40’ imin (%27,8) 6ldigt, bu sonuglara gére
sagkalim ile lenf damar1 invazyonu arasinda anlamli iliski (p=0,005) bulundugu
saptand.

Vaskiler invazyonuna gore; invazyon bulunan toplam 42 hastadan 22’ sinin (%52,4),
bulunmayan toplam 205 hastadan 62'sinin (%30,2) 6ldugl, bu sonuglara goére
sagkalim ile vaskiler invazyon arasinda anlamli iliski (p=0,006) bulundugu saptandh.
Perintral invazyona gore; invazyon bulunan toplam 55 hastadan 27’ sinin (%49,1),
bulunmayan toplam 190 hastadan 57’ sinin (%30) 6ldigu, bu sonuglara gore sagkalim
ile perindral invazyon arasinda anlamli iliski (p=0,009) bulundugu saptanch.

Adjuvan tedavi uygulammmina gore; tedavi uygulanan toplam 185 hastadan 55'inin
(%29,7), tedavi uygulanmayan toplam 63 hastadan 30'unun (%47,6) o6ldugl, bu
sonuclara gore genel sagkalim ile adjuvan tedavi uygulanim arasinda anlamli iliski
(p=0,01) bulundugu saptand:.

Genel sagkalim ile incelenen diger parametreler olan cinsiyet, timor derecesi, CD133

ve Lgr5 skorlari arasindaise anlamlt iliski gorulmedi (Tablo 2).

Genel sagkalima gore olusturulan grupta bakilan hesaplanmis Oznitelik parametreleri
arasinda istatistiksel anlamh fark bulunanlar Tablo 3’ de yeralmakta olup;
Tm/St oran, yasayan hastalarda 6len hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p=
0,008) dustk (sirastyla0,77 0,53 ve 1,15 £2,03)
(Tm+L m)/St oram, yasayan hastalarda 6len hastalara gore istatistiksel olarak anlaml1
(p=0,023) dusik (sirastyla 0,91 £0,59 ve 1,29 +2,03)
Tm/Lm oran, yasayan hastalarda 6len hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p=
0,018) duistik (sirastyla 8,37 +10,77 ve 45,29 +298,06)
Mean Tm/St (G8) orani, yasayan hastalarda Olen hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p= 0,036) disuk (sirasiyla 2,24 +1,47 ve 2,93 £2,69)
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Var Tm/St (G8) orani, yasayan hastalarda 6len hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p= 0,038) disuk (sirasiyla 32,23+32,98 ve 49,64+62,80)

MaxTm/St (G8) oram, yasayan hastalarda 6len hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p= 0,006) dustk (sirasiyla 46,0 +17,95 ve 52,16 +14,74)

Mean Tm/St (G16) oran, yasayan hastalarda Olen hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p= 0,026) disuk (sirasiyla 2,04 +2,07 ve 3,81 £7,59)

Tm/St (inv. A) oram, yasayan hastalarda dlen hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p=0,042) disuk (sirasiyla 0,46 +1,25 ve 0,61 +1,35) saptandi.

Tablo 2: Genel saglalima gdre hastalann demografik, prognostik ve imminhistolemyasal

verilerinin daZilim
Yazayanlar Olenler
n %o n %o Toplam P degeri
Cinsiyet Erkek 93 64,2 33 35,8 148 0.535
Eadin A3 A3 2 2 100 T
Derece Ii-orta 37 66,5 7% 33,5 236 0,349
Eé&tia- Anaif & 30 & 30 12 =
pT pll-pT2 17 77,3 5 227 2
pl3 28 10,6 37 254 126 0,049
pld 37 37 43 43 1040
pN pl a7 76,4 30 23,5 27
el 37 6% 25 431 63 0,001
Pl 2% 3L,% 27 482 36
Lenf damar: inv, | Var 33 33 43 43 106 0.005
Yak 104 722 | 40 278 144 T
Vazkiiler inv. far 20 47 6 22 324 42 0.006
Yok 143 65,8 2 302 203 ?
Periniral inv. Var 25 0% 27 451 33
Yok 133 7 37 30 180 0,009
Adjovan tedavi far 120 703 33 7 135
Yok 33 324 30 476 63 0,01
Radiyal C5 Pozihf 3l 63,3 13 [ 38,7 49 073
Magatif 132 66,3 a7 33,7 185 v
CD133 1+ 63 63,7 34 343 24
2+ 64 63,3 34 347 S8 0,936
H+ 34 66,7 17 333 51
Lgrs 1+ 63 63,7 37 B3 102
2+ 4% 63,3 26 4.7 75 0,768
3+ 45 65 22 3l 71

*nv = invazyon, C8= cerrahi sinir, Andif : andiferansive



Tablo 3: Genel zagkalima gdre gruplandinilan hastalarda hesaplanmig dzmitelik ortalamalan

Yazavanlar Olenler P
ort = 5D EK EB ort =30 EK EB
Yaz 63.4+10.7 29 85 064107 41 25 =0,001
Tm'St 0,77 ) 53 0.14 3598 115203 0.14 18,64 0,008
(Tm+Lm)'St 0,81 +0 539 0.21 3598 125+203 0.17 1862 0.023
Tm'Lm 83721077 | 124 | B39l [ 452000806 | 144 | 272166 [ 0012
Drt Tm/5t (G8) 224+147 0.25 542 2093 +£2 69 042 20,04 0,036
Var Tm/5t (G5) 322343268 [ 019 | 20002 [ 49646280 | 016 332,10 0038
EB Tm/ 5 (-5} 46021785 | 333 | &3.00 F216+1474 | 307 63,00 0,006
Ort Tm/St (G16) 204 £207 016 | 1313 381 £73% 0.34 5838 0.026
Tm'St (inv.) D46 +£]1 25 000 | 1450 061 £] 33 0.17 1152 0042

*Ort = ortalama, var= varyans, EB= en biiyiik, EK= en kii¢iile, v = invaziv kenar

Nuks gelisimi icin olusturulan grupta konvansiyonel prognostik faktorler, adjuvan

tedavi veimmmunhistokimyasal belirtecler e bakildiginda;
Patolojik evrelere gore; T1 veT2 olan toplam 22 hastadan 2’sinde (%9,1), T3 olan
toplam 126 hastadan 15’inde (%11,9) ve T4 olan 100 hastadan 27’ sinde (%27) niks
gelistigi ve bu sonuclara gore niks gelisimi ile pT evresi arasinda anlamlt iligki
(p=0,007) bulundugu saptand.
Patolojik lenf nodu tutulumuna gore; NO olan toplam 127 hastadan 11’ inde (%8,7),
N1 olan toplam 65 hastadan 14’ tinde (%21,5) ve N2 olan toplam 56 hastadan 19'unda
(%33,9) niks gelistigi ve bu sonuglara gore niks gelisimi ile pN evresi arasinda
anlamli iligki (p=0,000) bulundugu saptanch.
Lenf damari1 invazyonuna gore; invazyon bulunan toplam 100 hastadan 25'inde
(%25), bulunmayan toplam 144 hastadan 18'inde (%12,5) niks gelistigi ve bu
sonuclara gore nuks gelisimi ile lenf damari invazyonu arasinda anlamli iliski
(p=0,012) bulundugu saptand.
Perindral invazyona gore; invazyon bulunan toplam 55 hastadan 15'inde (%27,3),
bulunmayan toplam 190 hastadan 29 unda (%15,3) niks gelistigi ve bu sonuclara
gore niks gelisimi ile perindral invazyon arasinda anlamli iliski (p=0,041) bulundugu
saptand.
Radiyal cerrahi sinir durumuna gore; cerrahi sinir tutulumu olan toplam 49
hastadan 14’ inde (%26,6), tutulumu olmayan toplam 199 hastadan 30’ unda (%15,1)
niks gelistigi ve bu sonuclara gore niks gelisimi ile radiyal cerrahi simir tutulumu
arasinda anlamli iliski (p=0,036) bulundugu saptand:.
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Nuks gelisimi ile incelenen diger parametreler olan cinsiyet, timor derecesi, vaskiler
invazyon, adjuvan tedavi alimi, CD133 ve Lgr5 skorlart arasinda ise anlamli iliski
gorulmedi (Tablo 4).

Tablo 4: Niks durumuna gire hastalarin demografik, prognostik ve immiinhistolimyaszal
verilerinin dagilimm

Niiks (-) Miilks= (+)
o Lo o ] Toplam P
Cinzivet Erkek 119 204 28 19.6 148 0.5
Eadin g5 B85 15 13 100 o
Derece Iyi-orta 154 §2.2 42 17.8 236 100
Eati- Andif 10 £13 2 16,7 12 ’
pT pTl-pI2 20 204 2 2.1 22
pl3 111 8.1 15 118 126 0,007
rld 73 73 17 27 130
pN ol 116 | 213 11 87 127
il 51 TB.5 14 215 B3 0,000
pii2 k) 66,1 19 3in 38
Lenf damaryimv, | Var 73 73 23 23 100 0,012
Yok 126 875 18 125 144
Vaskiiler inv. Var 32 762 10 2338 42 0.330
Yok 172 g3.9 33 14,1 205 i
Perindral inv. Var 40 2.7 5 273 33
Yok 161 847 29 153 150 0,041
Adjovan tedavi Var 145 784 39 211 185 018
Yok 38 2.1 3 7.8 63 ’
Eadiyal C5 Pomitif i3 71, 14 286 48 0.036
Magatif 169 g40 30 15,1 159 !
CD133 1+ 0 20,8 19 192 98
2+ E5 86,7 13 133 93 [.263
H+ 39 76,5 12 235 31
Lers 1+ 63 637 37 36,3 102
2+ 49 633 26 M7 73 0,932
I+ 42 69 22 3] 71

¥nv.= mvazyon, C5= cerralu suur, Andif : andiferansiye -

NUks gelisimine gore olusturulan grupta bakilan hesaplanmis 6znitelik parametreleri
arasinda istatistiksel anlamh fark bulunanlar Tablo 5’ de yeralmakta olup;
Tm/St oram, niks gelisen hastalarda gelismeyen hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p=0,042) yuksek (sirastyla 0,97 0,72 ve 0,89 £1,36)
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8x8'lik goruntide ortalama Tm/St orani, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,035) yiksek (sirasiyla 2,96 +2,16 ve
2,38 +1,95)

8x8'lik goruntide varyans Tm/St oram, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,018) yuksek (sirasiyla 53,92+64,53 ve
34,80+40,45)

8x8'lik gorintide en buyuk Tm/St oram, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,012) yiksek (sirasiyla 52,53 +15,30
ve 47,16 +17,40)

16x16' hk gorintude ortalama Tm/St orani, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,022) yiksek (sirasiyla 3,82 +5,91 ve
2,39 +4,51)

16x16'hk goruntide ortalama (Tm+Lm)/St oram, niks gelisen hastalarda
gelismeyen hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,048) yiksek (sirasiyla 3,47
12,34 ve 2,89 +£2,08) olarak saptand:.

Tablo 5: Niks durumuna gore hesaplanmiy dzmiteliklenn ortalamalan

Niiks () Niik= (+) P
ort=5D | FK | EB ort=5D | FKE | EB
Tou/St 0.E9£136 | 014 | 1864 | 00972072 | 0.19 | 466 | 0042
Ort Tm/5t (GB) 2381083 | 023 | 2004 | 296216 | 047 | 1097 | 0033
Var Tm/5t (G8) 34.80+4045 | 0,16 | 323.15 | 53,90+6453 | 0.94 | 332,10 | 0.018
EB Tm/5t (G5) 471621740 | 3.07 | 6300 | 52.53+15.30 | 12,00 | 63.00 | 0.012
Ort Tm/5t (G16) 239451 | 016 | 5828 | 3822581 | 030 | 3180 | 0.022
Ort (Tma+Lm)/5t (G16) 789208 | 0.37 | 20.04 | 3472234 | 052 | 1146 | 0.048

*ort: ortalama, EK: en kiigiik, EB: en biiyik, var: varyans, G8/G16: 8x8°1il/16x16"lik griati

Uzak metastaz gelisimi icin olusturulan grupta konvansiyonel prognostik faktorler,
adjuvan tedavi veimmmunhistokimyasal belirteclere bakildiginda;
Patolojik evrelere gore; T1 veT2 olan toplam 22 hastadan 2’sinde (%9,1), T3 olan
toplam 126 hastadan 27’ sinde (%21,4) ve T4 olan 100 hastadan 39'unda (%39) uzak
metastaz gelistigi ve bu sonuclara gore uzak metastaz gelisimi ile pT evres arasinda
anlamlt iligki (p=0,002) bulundugu saptand:.
Patolojik lenf nodu tutulumuna gore; NO olan toplam 127 hastadan 15'inde
(%11,8), N1 olan toplam 65 hastadan 20'sinde (%30,8) ve N2 olan toplam 56
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hastadan 33’ Ginde (%58,9) uzak metastaz gelistigi ve bu sonuglara gore uzak metastaz
gelisimi ile pN evresi arasinda anlamli iliski (p=0,000) bulundugu saptand:.

Lenf damari invazyonuna goére; invazyon bulunan toplam 100 hastadan 41'inde
(%41), bulunmayan toplam 144 hastadan 26’ sinda (%18,1) uzak metastaz gelistigi ve
bu sonuclara gére uzak metastaz gelisimi ile lenf damar1 invazyonu arasinda anlamli
iliski (p=0,000) bulundugu saptand:.

Vaskiler invazyonuna gore; invazyon bulunan toplam 42 hastadan 21'i nde (%50),
bulunmayan toplam 205 hastadan 46 sinda (%22,4) uzak metastaz gelistigi ve bu
sonuclara gore uzak metastaz gelisimi ile vaskiler invazyon arasinda anlamit iliski
(p=0,000) bulundugu saptand.

Perindral invazyona goére; invazyon bulunan toplam 55 hastadan 24’ inde (%43,6),
bulunmayan toplam 190 hastadan 44 linde (%23,2) uzak metastaz gelistigi ve bu
sonuclara gore uzak metastaz gelisimi ile perindral invazyon arasinda anlamli iliski
(p=0,003) bulundugu saptand.

Uzak metastaz gelisimi ile incelenen diger parametreler olan cinsiyet, tUmor derecesi,
adjuvan tedavi alimi, radiyal cerrahi simir tutulumu, CD133 ve Lgr5 skorlar1 arasinda
ise anlamli iligki gérdlmedi (Tablo 6).

Metastaz gelisimine gore olusturulan bakilan hesaplanmis 6znitelik parametreleri
arasinda istatistiksel anlamh fark bulunanlar Tablo 7’ de yeralmakta olup;
Tm/Lm orani, metastaz gelisen hastalarda gelismeyen hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli (p= 0,048) disuk (sirasiyla 25,14 +206,10 ve 10,59 +£16,85)
8x8'lik goruntide varyans Tm/St oram, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p=0,018) yuksek (sirasiyla 47,24+55,95 ve
34,78+41,42)
8x8'lik goruntide en buyuk Tm/St oram, niks gelisen hastalarda gelismeyen
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli (p= 0,012) yuksek (sirasiyla 52,64 +14,42 ve
46,40 £17,80) olarak saptand:.
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Tablo 6: Uzak metastar durumuna gére hastalarm demografik, prognoztik ve
mmminhistokimyasal venlannm daglem

Uzak metasziaz (-] | Uzak metastaz (+)
o LE il Uy Toplam P
Cimzivet Erkek 109 136 ! 26.4 142 0,645
Eadm 71 71 29 a4 100 '
Derece Iyi-oria 170 Tl il 18 236 057
Eotd- Andif 1] Bi3 1 16,7 12 ""
pT pTl-pT2 20 80,3 1 £l 2
pT3 oo T8.6 i) 114 126 0,002
pT4 Gl Al EL 34 100
pH pHD 112 BE.2 13 118 127
pl 43 9,2 20 308 [ 0,00
pl 13 41,1 33 &0 56
Lenf daman inv. | Var ik it 41 41 140 0.00
1ok 11% ELY 26 15,1 144 ;
Vasldiler inv. Var 2 30 21 50 42 0.00
Tok 139 1748 46 14 203 ;
Perindral inv. Var il 59,4 24 43,6 i3 0,003
1ok 134 10,8 44 23,1 120 '
Adjuvan tedavi Var 129 fi9,7 56 30,3 123 0,085
Yok 3l gl 2 12 (] T
Radival C5 Pozitif il 3,3 1% 36,7 43 0l
Wegatif 149 749 50 231 198 '
CDI133 1+ 0 70,7 24 203 oo
i+ 73 74,5 i 233 0B 0,838
3+ 37 125 14 275 il
Lars 1+ 73 716 29 284 102
2+ 32 3.3 23 30,7 73 0,332
I+ 33 1.5 16 215 71

#[nv = invazvon, CS= cerrahi simr, Andif: andiferansive

Tablo 7: Uzak metastaz durumuna gére hesaplanmiz hesaplanmiz dzniteliklenn ortalamalan

Lzak metaziaz (-) Lzak metaztaz [+) P
ort £ 5l ER EB ort T sl Ek EE
TmLm 23,14 =00, 10 E ITITAE | I0ACEISES T 156 | 130,82 | 0048

Var Imi'si (d) 34, a4l 1,16 ERE TN B E SR R e DN B
[ EE Tm/=t(-9) 4 4=l Bl au R Jo0dx]440 | ELS AR DR
*ort: ortalama, var: varyans, EB: en bivvak, GE: 3x%'hik goranti

Konvansiyonel prognostik faktorler olan pT ve pN evres ile hesaplanabilir dznitelikler
arasindaki olast iligkiyi belirlemek tizere yapilan istatistiksel analizlerde, pT ve pN ile anlaml:
iliskisi bulunan parametreler sirastyla Tablo 8 ve Tablo 9’ de verilmistir. Ayrica her bir evre
arasinda karsilastirmal1 analizlerde yapilmistir.
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Tablo 8: pT evresme gére zruplandmilmis hastalarda hezaplammis Gznitelik ortalamalan

pII+pTI pld pl4d ]
Var Karmankhk 1545 FI=ITI08 8T | TR850, T3=I1100.0 TTTILFI=0855 6T | 0,001
EE Farmaukhk IIEF=T1,1% 103, 05+83, 76 130, 7 T=0103 0,001
YVar Entropd i, 1eeel, 10 01820 15 [ RES ] 0,008
EE Entropa el 35 e 4l 43 [T ThE]
Var Entropi G3 0 S0 0T 0.30=0,07 0 47007 0,001
Var Entropi GI6 033013 0.53=0,11 028,13 (A W)
EER Entropi G186 040=0 13 0.04=0,15 0,070 1 EE]
EE Tm/St{=18) v 003004 0.05=0,3¢ 0. 13=0,33 0,000
R (Tm Lmy st (16 mr TS R 010,13 1,000
Karmazkhl inv I 08=T3.71 T26, 0707 &1 20T ET=I09, 7 0,000
Ort Komplelsite &F v 303164 3. 11=1 01 2337 40 0,001
Var Komplek=ite G5 inv [413=54 T4 15T 4% [T 40=500 a.arT
[ EE Karmaukhk G5 inv [4.30=35]1 13,7237 [403=3 71 0,031
Ort Karmankhk GI6 inv 39 Be=IZ 07 40 T2=]6.35 43, 25=[3 45 0,003
EE Karmaukhk CI6 inv 213408 SE=a 13 N 0,011
Entropt (mv) LT+l 55 R i 1 1l 42 [T ThE]
Ort Entropi [Z3) inv 0, A0=0 30 0.80=0,34 0, 130,38 0,001
| EE Entropi (5) v 190,03 | L ITE= R ] a0l
Ort Entropi (16) inv 0, 6=l 43 0.00=043 1,000 45 ATE]
EE Entropi (G16) inv 0, 132074 0.153=037 0270 44 HNE]

*(Oirt- ortalama, EK: en kiigik, EB: en binvak, 1nv: mvazrv kenar, G3/16: Ex8/ 16x167 1k

Ecrimti

Tablo 9: pil evresine gire g

landirilmus hastalarda hesaplannus éeznitelik ortalamalan

pNil Pl P2 ]
TmLm 8,62£11,78 i1.05=332.27 14, 18+23,01 0,048
EB Tm/5t GA) 44, 78£17,85 44, Th18,20 53,00=11,64 10,003
Var Karmagkhk (-8) mv 14,12=5,00 17,11=8 34 14,24=8,84 0,036
EB (Tm+Lm/51) (G3) 36,4315 3% 51,00+17,%4 61,42+6,19 0,008
Var Karmagikhk (&16) inv 164,57=140,08 221, 06=+163,19 213 4117628 0021

*EB: an bitvilk, v imvaziv kenar, GE/GL6: ExB16x18"hk gorinti
pT1+pT2 ve pT4 evrelerindeki hesaplanabilir Oznitelikler karsilastirildiginda; invaziv
kenarlarda ileri evrede timadr/stroma oran, karmasiklik ve entropinin anlamli olarak daha

yuksek oldugu gorilmustar (Tablo 10).
Tablo 10: pT1+pT2 1ls pT4 evrelenndekn hastalarda hesaplanmz Szmtelik

ortalamalan
pll+pT? pl4 P
ER Tm/5t (L-10) mmv 002004 0124 31 ouly
ER (Tm+Lmpst ((-10) mv L2 U Rk L4
Earmankhl my [40, 203,70 A0l Al=108 74 L4
Urt harmankhl ((3) mv 3, 05=0 06 4.05x1 40 U, LLE
Ort Karmankhk (GI6) mv 13,3524, 50 23,30=14,13 Luls
Urt Entrop (3) mv [, 640,30 [, "5+l 3l e
Urt Entrop (=10} 1mv 0, 76,43 | == T L5

*(Ort- ortalama, FK: en kiiguk, mv: mvaziv kenar, G8/G16:8x8/ 16x16'hk gdrinta -



pT3 ve pT4 evrelerindeki

hesaplanabilir oznitelikler karsilastirildiginda;

invaziv

kenarlarda 8x8'lik ve 16x16’lik gorunttlerde, hesaplannus oram, karmasiklik ve entropinin

Ozniteliklerinin - birgogunda evredeki

gorilmistur (Tablo 11).

artisla birlikte anlamli olarak daha yukseldigi

Tabla 11: p13 ile pT4 avrelenndeln hastalarda hesaplanmee dzmtahik orfalamalan

pla pl4 1
Var Entropi {G:3) I IEFESE D
Ot Entropi {(G3) mv DT L, ¥ A% U,k
KB KEntropi {i-3) mv B 1o, 10 U, L0
Var Entropl (16} mv LE ) 16 IREESN G U, U0
Ui Barmankhk (3) v kR Y EE 4, a3 2l U,k
Var Karmankll {(L-3)mv L2 10y b PR U, U0
EB Karmasnkhk {L5) mv | R ) L1z 832571 ) )
Lt Entropl (10} v R | R R
ER Entrop (=10} 10V I LR T uunl
FE Tmise {G10) iov 00EX] 36 0,020 3% 0,00
Ori Karmankhl {(G10) oy 17 451154 231 36x14 11 i, 00
FK Karmankhk {z16} v I67E5 13 155897 0,005
EB Karmaunkhk {16} v 20, 10x]635 20, 110 46 0,012
Karmankiil my e oi=0y6 IO ES D D]
Entropi my DERESER REESED U0l
Var Karmaqnkhk R TR 0 T30 N I O e ) B ) U,y
Var Entropl L e+ 1 IRFES Nk U, L
Ot Entropl R EFS P SE=i] 0,010

*(Ort- ortalama, var: varvane, EK: en kicitk EB: an biyiik, mv: invamv kanar,

G16: 16x] 6"k gérionti

pNO ve pN1 evrelerindeki hesaplanabilir Oznitelikler karsilastirildiginda;

invaziv

kenarlarda 8x8'lik vel6x16’lik goruntllerde, lenf nodu pozitif olan hastalarda karmasiklik

Ozniteliginin anlaml1 olarak daha yiksek oldugu gorilmuistir (Tablo 12).
Tabla 11: pHO 1le pHN1 evTelanndak: hastalardz hesaplanmmz Gzutehk ortalamalan

pHO pil P
Var Karmaukhk [G8) int 14,128 00 17,1117 94 0,015
Var Kermaskhk {G16) inv 164,57=140 95 11 06x153,20 0,009
EB Karmasikhk {16} inv 0 BE=17.21 45,00+15,47 0,019

*var: varyans, EK: an kipiik, EB: en bityiik, mv: mvazry kenar, G3AG16: Bxd/ 162167 hk

EOrimth
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pPNO ve pN2 evrelerindeki hesaplanabilir Oznitelikler karsilastirildiginda; lenf nodu
pozitif olan hastalarda Tm/Lm orammnin ve 8x8'lik gorunttlerde Trm/Stroma oramnin daha
yuksek oldugu gorilmustir (Tablo 13)

Tablo 13: pH{ 1le pHN2 evrelarndek: hesaplanymz fmnteliklenn oralamalar

pNQ pNZ P
TouLos g.62=117%8 14,18£23,91 0,015
EB Tm/5t (&3} 44,7017 33 53, 00£11,64 0,004
TB (Tm+Loyst (G5 T5.45£15.38 61,62=6,10 0,015

*EB: an biyiik, nv: iova=v kenar, GB: 8x8°hk gbrinti

pPN1 ve pN2 evrelerindeki hesaplanabilir 6znitelikler karsilastirildiginda; 8x8'lik
goruntdlerde, lenf nodu pozitif olan hastalarda trm/stoma oraninin anlamli olarak daha ytiksek
oldugu goralmustar (Tablo 14)

Tablo 14: pN1 1le pN2 evrelerindeki hastalardz hesaplanmiz deitelik
ortzlamalan

plil piN2 P
Tm'Lm 51,052330.27 [ 14,18223.01 | 0,001

EB (Tm+Loapat (5] | 329021794 | 6146232619 | 0002
*EB: an biyiik, &8: 8x8 hik gérinta

CD133 boyanma yayginhklarina gore olusturulan alt gruplarda;
Gend sagkalima gore; skoru 1+ olan 99 (% 39,9) hastadan 34’ (iniin (%34,3), skoru
2+ olan 98 (%39,5) hastadan 34’ tintin (%34,7), skoru 3+ olan 51 (%20,6) hastadan
17'sinin (%33,3) oldigu belirlendi.

L gr5 boyanma yayginhiklarina gére olusturulan alt gruplarda;
Gend sagkalima gore; skoru 1+ olan 102 (%41,1) hastadan 37’ sinin (3,6,3), skoru 2+
olan 75 (%30,2) hastadan 26'simin (%34,7) ve skoru 3+ olan 71 (%28,6) hastadan
22'sinin (%31) 6ldigu belirlendi.
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IHK’sel belirteglerde skorlara gore olusturulan alt gruplar arasinda, genel sagkalim, niks ve
metastaz gelisimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Ayrica her ikisi de kok
hiicre belirteci oldugu belirtilen CD133 ve Lgr5 arasinda yapilan istatistiksel analizlerde, bu
iki belirtec arasinda korelasyon saptanmadi.

IHK’sel belirteclerde skorlara gore olusturulan alt gruplarda, hesaplanmis Gznitelik
parametreleri arasindaki iliski Kruskal-Wallis tek yonli varyans analizi ile degerlendirildi.

CD133igcin;
ortalama entropi (G16) (p=0,042),
invaziv kenarda 16x16’ l1ik gorintide en kiicik karmasiklik (p=0,023),
invaziv kenarda 16x16’ l1ik gorintiide ortalama entropi (p=0,011),
invaziv kenarda 16x16’ l1ik gorintide en kiigiik entropi (p=0,006) ve
invaziv kenarda 16x16’ lik gérintide en biydk entropi (p=0,048) parametrelerinde, alt
gruplar arasinda istatistiksel anlaml1 fark elde edildi (Tablo 15).

Tabla 15: CD33 1p1m 1¢1n 1statishikeal anlamh bulunan hesaplanmee Szntalik
ortalamalannn karsilashmlmas

[ )R] an Lhri. T 5t Hata P Dhagen
rt Entropl {L-140) 1+ b L6 (02447}
i+ H L1y 24U} 0,042
i+ al Lk ixia)
Fh Barmaslhk (16 1mv) I+ (0] 2,00 (=,4.00)
i+ H 2ak(04la) 0,023
i+ al ERE) TN
rt Entrop {(L-16 1m1) i+ 2] LS 450)
i+ BH DO = 5] 0,011
I+ il 1LEL (L4 )
ER Entrop {10 101) 1+ G 20 (U418)
i+ H DO IO B 0,004
I+ 1l OB K 3]
ER Entropi {14 101) i+ 2] LAz (0,37
i+ b L33 (40d) 0,43
3+ 3l L35 (U,32a)

*Ort- ortalama, EK: en khiciik, EB: en bivviik, mv: immvazrr kenar, G16: 16x16°hk girinti
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Lgr5icin;
16x16’ lik gorunttide en kiigtik Trm/St oram (p=0,049) ve
invaziv kenarda 16x16’lik gorintlide varyans entropi (p=0,043) parametreleri ile
(Tablo 16)

Tabla 16: Lerd 1¢01n 1etatishikse]l anlamh bulunan heszplanmis dznitelhk oralamalarpnn
karsilastimlmasy

Ler= n (T 1] b Ihagen
ER Tmise {t-10) 1+ Lok PRET S
i+ i3 .30 (0 24s) 0,42
3+ il Gl 2l
var Entropl {L-16 107) 1+ Lud [N kY
i+ i3 boa i Ligh 0,042
i+ il 28, Lesh

*EE: en kiwgilk, Ort: ortalama, var: varyvane, 16: 16x16" ik saninti

Bagimsiz risk faktorlerini belirlemek amaciyla uygulanan Logistic ve Cox regresyon
analizlerinde; genel sagkalim durumu, niks ve uzak metastaz gelisimi ile klinikopatolojik ve
hesaplanmis 6znitelik parametreleri arasinda yapilan tek degiskenli analizlerde istatistiksel
anlamlilik saptanan parametreler modele alindi.

Gend sagkalhim icin; yas, pT ve pN evreleri, lenf damar1, vaskiler ve perintral invazyonlar,
Tm/St (A), (TMm+Lm)/St (A), mean Tm /St (G8), var Tm/St (G8), max Tm/St (G8), mean
Tm/St (G16), var entropi (G8) ve Tm/St inv, (A)’dan olusan parametreler modele alindi ve
analiz sonucunda modelde kalan parametrelere gore 6lim riskinin;

yas ile 1,07 kat,

pN evresi ile 2,5 kat,

perindral invazyon varligi ile 2,2 kat,

max Trm/St (G8) ile 1,02 kat,

mean Tm/St (G16) ile 1,2 kat ve

Entropi (inv) ile 1,9 kat arttig1 saptand: (Tablo 17).



Tablo 17: Geneal sagkalim 101n bagimeiz nisk faktarleninm belirlenmesine vénalik
|uyrgnlanan gok degiskenli logistik ragresyon anzlizi sonuglan

P degarl Qdd’s Oramn | %8s Guven Aralim (C1)
VER 0,05 Luie Loga-1 L
pH 0,018 Ly LIVa-2,950
Paninoral invaryon IIER LAY 10484 hiEd
EB Tm/5t (1} 0,052 Lz | I R
Ot TmiSi {(G16) 0,230 LLIi9 0,091,635
Entropt (mv} U0V Lt (e W

*Ort: orialama, EB: en binrik, mmv: mvaszry kenar, G3/G16:3x8/ 16x16°hk sérimta

NUks icin; pT ve pN evreleri, lenf damar1 ve perinéral invazyonlar, radyal cerrahi simr
durumu, adjuvan tedavi alimi, TnV/St (A), Tm/Lm (A), mean Tm/St (G8), var Tm/St (G8),
max Tm/St (G8), mean Tm/St (G16), varTnVSt (G16) ve mean (Tm+Lm)/St (G8)’ den olusan
parametreler modele alindi ve analiz sonucunda modelde kalan parametrelere gore niks
riskinin;

pT evresi ile 2,4 kat,

pN evresi ile 4,211 kat ve

16x16’ lik goruntulerde varyans Tnv/St orant ile 1,002 kat arttigi saptanch (Tablo 18).

Tablo 18: MNiks 1010 bazmmsiz risk faktorlerimn belirlenmesine yénehk uygulanzn
| poke defizkanli logistik regresyon analizi sonuglan

P degen Ldd’s Uram Epha Guven Aralim (Cl)
pl LE] ! 2,40 T AsE-11 50%
P frault 4,211 LIL-1035%
var I'mise {1-14) g 1,0 | IO M

*Var: varyans, (z16: 16x16' Lk ganimtia

Uzak metastaz icin; analize pT ve pN evreleri, lenf damari, vaskiler ve perinoral
invazyonlar, Tm/Lm (A) ve max Tm/St (G8)’ den olusan parametreler modele alind: ve analiz
sonucunda modelde kalan parametrelere gére metastaz riskinin;

pT evresi ile 3,357 kat ve

pN evresi ile 9,479 kat arttig1 saptand: (Tablo 19).
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Tablo 19; Uzzk metastaz gelisipn ipm bagimaiz nsk faldérlenmn belirlanmezme
yviénahk uygulanan ok desiskenli losistk resresyon znabiz somuglan

P dezen dd’s Lrram Epda Cuven Aralim (CL)
pl L1532 3320 {g9l-16208
pi L, Lxu dail 41053-21u03

Patolojik prognostik veriler hesaplanmis 6znitelik parametreleri ve IHK’ sel sonuglar ile genel
sagkalim arasindaki iliskiyi belirlemek icin Kaplan Meier testi uygulandi. Hastalarin klinik
takip strelerinin 1 ay ile 87 ay arasinda degistigi, ortalama takip slresinin 35,7+22,78 ay
oldugu belirlendi. Y asayan ve 6len hastalarin tuminin sagkalim analizine gére tahmini yasam
sireleri ortalama 60,89 ay (Cl: 56,16-65,56) olarak tespit edildi.

Patolojik prognostik verilerden pN evresi (p=0,02), lenf damar1 invazyonu (p=0,09), ventz
invazyon (p=0,01), perindral invazyon (p=0,015) ve adjuvan tedavinin (p=0,032) genel
sagkalim orant ile ististiksel anlamli iliskisi bulundugu belirlendi.

Lgr5 skoru 1+ olan hastalarin bulundugu grup 1'de ortalama yasam siiresi 59,39 + 3,7 ay,
skoru 2+ olan hastalarin bulundugu grup 2'de 59,68+4,1 ve skoru 3+ olan hastalarin
bulundugu grup 3'teise 62,69+4,4 olup Lgr5 ekspresyonu ile genel sagkalim oram arasinda
anlamli fark izlenmedi. CD133 skoru 1+ olan hastalarin bulundugu grup 1’ de ortalama yasam
siresi 64,16 + 3,4 ay, skoru 2+ olan hastalarin bulundugu grup 2’'de 56,63+3,7 ve skoru 3+
olan hastalarin bulundugu grup 3'te ise 57,61+5,1 olup CD133 ekspresyonu ile yasam slresi
arasinda anlamli fark izlenmedi. Her iki belirteg igin skorlar ile elde edilen, Kaplan Meier

egrileri Grafik 1 ve 2'de sunulmustur.
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Grafik 1: Kaplan-Meier egrisinde Lgr5 ekspresyonunun yasam siresi ile iligkisi (1: skorl+,

2: skor2+, 3: skor3+)
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Grafik 2. Kaplan-Meier egrisinde CD133 ekspresyonunun yasam siresi ile iliskisi
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V TARTISMA

Kolorektal kanser Bati1 Ulkelerinde en sik gorulen malignitelerden biridir. Oldukga erken
evrelerde semptomlara yol agabilmesine ve kolaylikla tani konulup rezeksiyon ile tedavi
edilebilmesine karsin, hala kanser ile iligkili 6limlerde Avrupa da ikinci, Birlesik Devletlerde
Uclncti sirada yeralmaktadir. Ortalama yasam slresi bir cok faktore bagli olarak bir aydan
kisa ya da bes yildan uzun olabilmektedir [143].

KRK prognozu Uzerinde dekadlar 6nce yogun arastirmalar yapilmis ancak KRK igin ilk
faydali prognostik sistem, 1930 yilinda Cuthbert Dukes tarafindan gelistirilmistir [144].
Dukes, prognozu belirleyen en dnemli faktorin tam anindaki evre oldugunu belirtmistir.
Ancak geleneksel patolojik evreleme sistemleri tedavi kararini belirlemede hala en 6nemli
arag olmakla birlikte, aym evredeki olgularda sagkalim sireleri arasindaki farkliliklarin
gbzlenmesi ve evre 1l KRK’I1 olgularin %25'inde 5 yil iginde rekirrens gelismesi gibi
nedenlerle klinik seyir ve tedavi cevabi icin 1limli gostergeler olduklari distntlmeye
baglanmistir. Bu nedenle son yillardaki calismalarda, hastalar arasindaki bu yiksek riskli
grubu belirleyerek ek tedaviye uygun bireyleri saptamak Uzerine odaklanimaktadir [145]. Bu
amacla gunimiizde, KRK’l1 olgular1 stratifiye etmek igin kullamlabilecek ek prognostik
belirtecleri belirlemek Uzere calismalar yapilmaktadr.

Olas bir cok prognostik faktor tGzerinde yapilan calismalar arasinda timdr stromasi Uzerinde
yapilan arastirmalar ilgi uyandirmigtir. TUmor-stroma etkilesimi, “tohum ve toprak” olarak
adlandirilan bir hipotez ile ilk kez 1889 yilinda Sir James Paget tarafindan giindeme
getirilmistir. Diger malign epitelyal timdrlerde oldugu gibi KRK’da timor mikrogevresi
olarak adlandirilan stroma; fibroblastlar, lenfatik ve vaskiler kanallar ve inflamatuar
hiicreleren olusmaktadir. Giderek artan bir sekilde de, bu mikrogevrenin invazyon, metastaz,
hastalik progresyonu ve prognoz Uzerinde énemli rolt bulundugu fikri kabul gormektedir
[121].

Meme [91, 93, 146], akciger [94, 147], deri [148], prostat [88], 6zofagug149] ve serviks
[150] gibi farkli organ maligniteleri tzerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, primer timor
komponentlerinin hastalar arasinda belirgin farklilik gosterdigi ve timor kompozisyonunun
hasta sagkalimi ile iliski oldugu ©ne sirulmistir. Gegmiste yapilan bu arastirmalar
incelendiginde benzer nitelikte sonuclar elde edildigi gorulirken, calisma dizaynlar: arasinda
belirgin farklar dikkati cekmektedir.
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Sis ve arkadaglar1 [103] tarafindan yapilan bir ¢alismada “dezmoplazi” Uzerinde galisiimis ve
daha o6nce akciger, meme ve deri karsinomlar: Gzerinde yapilmis olan c¢alisma sonuglarin
destekler sekilde tUmor invazyonu, metastaz gelisimi ve rekurrens ile iligkili oldugu
gogerilmistir. Bu calismada, kolon adenokarsinom tamsi almis 112 hastaya ait tUmor
kesitleri, histokimyasal olarak van Gieson ile boyanmistir. Bu boyanmalar 1s1k
mikroskopunda degerlendirilerek semikantitatif olarak az, orta ve siddetli dezmoplazi olmak
Uzere siniflandirilmistir. Ayrica boyal1 her kesitten alinan 10 adet digital gorintl Gzerinde bir
yazilim aract kullanilarak renklere gbére segmentasyonlar olusturulmustur. Calisma sonucunda
yapilan tek degiskenli analizlerle semikantitatif dezmoplazi degeri ve dezmoplazi ylzdesi ile
sagkalim arasinda anlamli iliski saptanmustir. Ayrica ¢ok degiskenli analizlerde dezmoplazi
yuzdesinin sagkalim icin bagimsiz belirleyici oldugu gosterilmistir.

Dezmoplazi Gzerinde Tsujino ve arkadaslar1 [105] tarafindan yapilan bir baska calismada,
dezmoplastik reaksiyonda temel rol oynacigi distnilen ve stromada yeralan
miyofibroblastlarin tumdr rekirrensi Uzerindeki etkisini belirmek icin 192 KRK’ 1 hastada, &
duz kas aktini (&SMA) ile imminboyama yapilmistir. Bu boyanan lamlardan elde edilen
gorintllerde rastgele secilen 5 alanda timor ylzeyi, orta bolge ve en derin ttimér alanlarindan
her bir hasta igin 15 goruntl elde edilmistir. Boyal: alamn segilmis alana oranlar: alinmig daha
sonra her G¢ bolgenin ortalamasi hesaplanmistir. Tum hastalar igin bu son ortalamalar
arasinda fark bulunmadigi gorulerek bu deger cut-off olarak kullanilmis ve yiksek-SMA’ 11 ve
distik-SMA’l1 2 grup elde edilmistir. Bu 2 grup karsilastirildiginda yiksek-SMA’ 1 grupta
genel sagkalimin anlamli disik (p<0.0001) oldugu gorulmistir. Ortalama yerine ortanca
deger kullanmildiginda ise anlaml: farklilik elde edilememistir.

Ngan ve arkadaslari[151], o dbénemde yapilan cesitli gen ekspresyonu profilleme
calisgmalarinda stromal vimentin  ekspresyonu ile timér gelisimi, progresyonu ve
kemosensitivite arasinda iliski saptanmasindan yola c¢ikarak, 142 KRK’l1 hastada stromal
vimentin ekspresyonunu arastirmayr  planlamistir.  Timérlu  kesitlerde  vimentin ile
immiinboyama sonrasi, 10 farkli alanda “sicak nokta” goérunttisi alip, bu goruntiler Gzerinde
bir yazilim araci ile semikantitatif analiz gergeklestirilmistir. Yiksek vimentin ekspresyonu
bulunan grupta genel ve hastaliksiz sagkalim daha distk olarak saptanirken, patolojik
parametrelerden infiltratif patern, tumor tomurcuklanmasi ve stromal yanitin yayginhig: ile

vimentin ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski saptanmamustur.
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Mesker ve arkadaslar1 [89] da yaptiklar1 bir calismada da, ilk kez 1940 yilinda Chalkley’in
[152] tanimladigi, bilesenleri objektif olarak olgebilen morfometrik bir metod veya benzeri
yerine, x2,5 yada x5'lik objektif kullanarak infiltratif kenarlardan timadr goranttsi almistir.
Bu goruntiler x10’luk objektif ile degerlendirerek lam Gzerindeki tim infiltratif kKUcuk timor
adaciklar1 gorsel tahmin yontemi ile skorlanmistir. Analizler sonucunda ise timor hicresi
yuzdesinin bagimsiz bir prognostik faktor oldugu bildirilmistir [89].

Kruijf ve arkadaslar1 [91] ile Courrech Staal ve arkadaslari1 [92] tarafindan ylritilmis olan
calismalar incelendiginde de, daha 6nce Mesker WE tarafindan tarif edilen, kalitatif gorsel
tahmin yontemi ile en derin invazyon simrindaki stromadan en zengin bdlgeleri
degerlendirmis olduklar: gérilmektedir.

Yakin donemlerde yUritilmis olan bir baska calismada ise West ve arkadaslar1 [90]
timaor/stroma oranini belirlemek icin, 9 mm? den olusan bir timdr alaninda 300 noktadan
olusan bir grid kullanarak, liminal ylzeyde timér hicre yogunlugunun en fazla oldugu
bdlgede, kendilerinin gelistirdikleri, kisa siirede ve kesin 6lgiime izin veren bir yazilimdan
faydalanmiglardir. Calisma sonucunda dustik tumor oranimin bagimsiz k6t prognostik faktor
oldugu saptanmustir.

Sonuclar1 bakimindan diger ¢alismalardan farkliliklar gosteren arastirmalar da bulunmaktadir.
Unlii ve arkadaslar: tarafindan 85 laringeal skuaméz hiicreli karsinomal: hastada yapilan
arastirmada  bir yazillm araci  kullamlarak timor/stroma  oram kantitatif olarak
degerlendirmistir. Y apilan istatistiksel analizler sonucunda timadr/stoma oramimin prognostik
bir belirte¢ oladig1 sonucuna varilmistir [153].

Diger bir arastirma Tanaka ve arkadaslari [154] tarafindan 93 meme karsinomlu hasta
Uzerinde gergeklestirilmistir. Olgtimler timor maksimum capini yansitan alanlar tzerinde
yapilmis ve semikantitatif olarak nokta sayim ile tim timort yansitacak sekilde malign
epitelyal timor hicrelerinin tim htcrelere orant alinarak selltlarite indeksi belirlenmistir.
Ayrica bu indeksin yer aldigi bir formul kullanilarak total kanser hiicre sayisi indeksi
olusturulustur. Bu hesaplamalardan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde ise total kanser
hiicre sayisi indeksinin prognoz ile iligski oldugu gorilmastar.

Tarafimizca yapilan bu calismada, literaratiirde yeralan bu bilgiler gbzoniine alinarak, kolon

karsinomlarinda; timor invaziv sinirindaki infiltratif patern, timaor/stroma orani ve timorde
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bulunan kok hiicre miktarinin prognostik dnemi bulunan histopatolojik faktorler arasinda olup
birbiriyle iliskili bir fenotipi yansitiyor olabilecekleri yoniinde bir hipotez olusturulmustur.
Objektif degerlendirmeler yapabilmek amaciyla, literattire benzer sekilde neoadjuvan tedavi
alan ve misindz adenokarsinom tanili hastalar calisma disinda birakilmistir. Hastalara ait
tuimaorin en invaziv oldugu alan temsil eden preparatlardan timéri tam kat yansitacak sekilde
coklu dijital gorunttler alinarak bilgisayar ortaminda kayitlar olusturulmustur. Bu arastirma
kapsaminda gelistirilmis olan bir yazilim araci kullanilarak, bilgisayar ortaminda hastalara ait
her bir gorantt Gzerinde tumdr, stroma, limen ve kesite bagli olusan bosluklar ayri ayri
isaretlenmis ve kayit altina alinmistir. Kayitli olan bu gorintuler Uzerinde, prognostik énemi
Uzerinde uzun zamandir durulan ve ¢esitli kereler incelenmis olan timor/stroma oramini
degerlendirmek Uzere 3 farkli formul kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Bu formulleri
olustururken, liminal bosluklarin dahil oldugu ve hari¢ birakildig: ayr1 hesaplamalar yapmak
ve ayrica limen gelisimin diferansiasyonun bir géstergesi olmasi nedeniyle bu parametreyi de
degerlendirmek amaclanmustir.

TUmordn yapisal Ozelliklerini  degerlendirmek amaciyla da entropi ve karmasiklik
Ozniteliklerinden faydalamlmugtir. TUmOrdn duzensizliginin  bir gostergesi olan bu
Oznitelikler, timorin yapisal 6zelliklerini daha objektif olarak degerlendirebilmek ve buradan
elde edilen sonuclarla hastalarin prognozlari arasindaki olasi iliskiyi belirlemek amaciyla
hesaplanmistir. Literattrde yer alan, gegmiste yapilmis ve tarafimizca ulasilabilen az sayida
calismada entropi Ozniteliginin genellikle kromatin yapisindaki diizensizligi degerlendirmek
amaciyla kullamg: gorulmastur.

Bu calismada oran, entropi ve karmagsiklik 6znitelikleri; her bir hastaya ait coklu digital
gorintdlerin timu degerlendirmeye dahil edilerek ve bununla birlikte timérin invazyon
paternini en iyi yansittigini distindiigiimiiz son digital gorintdler icin ayrica degerlendirmeler
yapillarak ortalama, varyans, en kiclk ve en biyidk degerler elde edilecek bicimde
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar esnasinda, timortin heterojenitesine bagli olarak son alinan
ortalamalardan sonra, elde edilen degerlerde anlamliligin  kaybolabildigi dikkatimizi
cekmistir. Bunun Uzerine, her bir goruntl icinde 8x8 ve 16x16’lik piksellerden olusan alt
goruntdler olusturularak ek hesaplamalar gerceklestirilmistir. Tim bu hesaplamalar sonrasi
klinik, patolojik ve hesaplanan 6zniteliklerden olusan toplam 80 farkl: parametre, istatistiksel

analize alinmstur.
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Y apilan analizlerde hem konvansiyonel prognostik faktorler, hem hesaplanmis Oznitelikler,
hem de belirteg skorlar1 ile hasta sagkalim sireleri, niks ve uzak metastaz gelisimi arasinda
istatistiksel anlamlt bir iliskili bulunup bulunmadig: incelenmistir. Bunun yanisira hesaplanan
Oznitelikler ile konvansiyonel prognostik faktorler arasindaki olasi bir iliski ve bu iliskinin
istatistiksel anlamliligi, degerlendirmeye alinan tUm parametrelerin risk faktort olabilme
Ozellikleri ve ayrica her iki immun belirteg ile ayri ayr1 elde edilen skorlar arasindaki

korelasyon durumu arastirilmastir.

Elde edilen analiz sonuglar1 incelendiginde, istatistiksel anlamli sonuglarin bir ¢ogunun,
olusturulan 8x8 ve 16x16'lik alt gorluntilerden elde edildigi gorulmistir. Ayrica invaziv
kenarda yapilan degerlendirmelerde de 6nemli miktarda anlamlilik saptanmustir.

Oran 6zniteligi hesaplamalarindan elde edilen sonuglar, timor miktarindaki artigin 61Um, niks
ve metastaz gelisimi ile anlamli iliskili oldugunu gostermistir. Ayrica 6ltm riskinin; 8x8’lik
alt goruntilerde maksimum Tm/St orant ile 1,02 kat; 16x16' ik alt goruntllerde ortalama
Tm/St orani ile 1,2 kat nuks riskinin ise, 16x16’ 1k alt goruntulerde varyans TnvSt orani ile
1,002 kat arttigr gorulmustdr.

Tuamorun infiltratif karekterini yansitan entropi ve karmasiklik 6zniteliklerine ait analiz
sonuglar: incelendiginde, ¢zellikle invaziv kenardaki 8x8 ve 16x16’lik alt goruntulerde
anlamli sonuglar elde edildigi dikkati gekmistir. Bu Ozniteliklerin  pT ve pN evreleri ile
anlamli iligkili oldugu, bu evrelerdeki artisla birlikte entropi ve karmasilik Oznitelik
degerlerinin de yukseldigi saptanmistir. Bunlara ek olarak invaziv kenarda hesaplanmis olan
entropi ile 8lum riskinin 1,9 kat arttig1 belirlenmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuclar, literaratiirde yeralan ve tarafimizca ulasabilen benzer
Ozellikler tasiyan calismalar ile karsilastirildiginda, ulasilan sonuglar agisindan belirgin
farkliliklar bulundugu dikkatimizi cekmistir. Literattrde yer alan bu calismalarin ¢ogu ile
tezat olusturan bu sonuglara neden olabilecek olasi farkliliklar arastirildiginda, basta Gzerinde
calisilan organlar (meme, prostat, 6zofagus, serviks, kolon, akciger, deri), calismalara dahil
edilen olgu sayilar1 (95 ile 2795 arasinda degismekte) ve timor/stroma oramini degerlendirme

yontemleri olmak tizere belirgin calisma dizayn farklar: bulundugu gortlmustar.

Bu calismada Uzerinde durulan diger bir parametre de KKH'i olmustur. Son yillarda
karsinogenezdeki rolt, prognostik etkinligi ve yeni tedavi stratgjilerinin hedefi olmasi
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nedeniyle KKH populeritesi giderek artan konularin basinda gelmektedir. KH’ lerin hem uzun
yasam suresine sahip olmalar1 hem de kendi kendilerini yenileyebilme yeteneklerinden dolay:
mutasyonlarin agik bir hedefi olduklarit ve bu 0Ozellikleri nedeniyle de kanseri baslatan
hicrelerin kok hicreler oldugu Uzerinde durulmaktadhr.

Bu hicrelerin tumoru baslatict etkileri yamsira terapdtiklere direngli olmalari nedeniyle
rekurrens ve metastazlardan sorumlu olduklari, bu nedenle bu hticrelerin varliginin prognostik
bir gosterge olarak kullanilabilecegi disinilmuistir. Ancak KKH’nin saptanmasi ve izole
edilmesinin oldukga zor olmas, ileri teknik bilgi ve donamm gerektirmesi nedeniyle son
yillarda daha kolay uygulanabilir yontemler gelistirmek ve prognostik etkinligini
gosterebilmek Gzerine odaklaniimistir. Y apilan ¢esitli calismalar sonucunda ¢ok sayida hiicre
ylzey belirteci tammlanmustir. Birgok arastirmaci da bu yiizey molekdillerinin kanser baslatici
hiicrelerin belirlenmesinde kullanmilabilecegini savunmaktadir [155-158].

KRK’da en gucli KH belirteci oldugu disunilen CD133 (prominin-1), ilk kez 1997 yilinda
normal hematopoetik hiicrelerde gosterilmistir [159, 160]. 2007 yilinda O’ Brien ve Ricci-
Vitiani trafindan arka arkaya yapilan iki ¢alismada, KRK’da kanser baglatict 6zelligi olan,
kendini yenileyebilen ve yuksek timorigenik potansiyeli olan CD133+ hicrelerin izole
edildigi yayinlanmistir. Bu galismalardan birinde O’ Brien ve akadaglari tarafindan, renal
kapsul transplante edilen immmunyetmezlikli NOD/SCID farelerde, kanser baglatici
hiicrelerin CD133+, tumdruin blytk kismini olusturan hiicrelerin ise CD133- oldugu ve timor
baglatici etkilerinin bulunmadigi gosterilmistir [156]. Diger calismada ise Ricci-Vitiani ve
arkadaglari, kolon karsinomundaki timadrigenik hicrelerin %2,5 inin CD133+ oldugunu
bildirmistir [68].

Ancak Shmelkov ve arkadaslari CD133'iin sadece KH’ lere sinirli olamadigi normal kolonik
epitelde de eksprese edildigini saptamistir. Bunun da 6tesinde, hem CD133+ hem de CD133-
metastatik timor subpopilasyonunun seri  ksenotransplantasyon modelinde NOD/SCID
faraglerede tumorigenez olusturdugu gogterilmistir [69]. Kawamoto ve arkadaslari da
Shmelkov ile benzer sonuglar bulmus, CD133+ hiicrelerin daha buyik ¢apli tumdr olusumuna
neden oldugunu saptamistir. CD133- hiicre enjeksiyonu ile Uretilen timérlerde CD133+
hiicrelerin - bulunmadigi  belirlenmistir[161]. Bu sonu¢ CD133+ hicrelerin  kendini
yenileyebilme 6zelligi bulundugunu desteklemistir. Tim bu snuglardan yola ¢ikarak asil
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belirleyicinin CD133 protein miktar1 oldugu distnulmistir. Liao ve arkadaslarimn yaptigi
calismada hiicreler CD133 miktarina gore grupladiginda, CD133’ in fazla oldugu grupta daha
hizl1 blytme hiz1 tespit edilmis, ayricadiger gruplarin da yavas buyime sergilemekle birlikte
tumorigenisitelerini koruduklar: izlenmistir [162].

CD133'Un KKH’i disindada eksprese olabilmesi; KKH diferansiasyonu sirasinda farkl: bir
glikozilasyona bagli AC133 tarafindan tamnan epitoplarin maskelenmesi ya da KRK’a
ilerleme sirecinde CD133 CpG adalarinda promoter hipermetilasyonu bagli  olast
transkripsiyonel baskilanma ile agiklanmaya galisilmistir [163].

CD133'in KKH belirteci olmast yamsira prognostik belirleyici 6zelligi Uzerinde de
arastirmalar yapilmistir. Horst ve arkadaslarinin yardttig bir calismada, 57 KRK’ 1 (T2/T3,
NO, MO) olguda CD133 immiunhistokimyas: kullamlarak KH varligi ve prognostik 6nemi
arastirilmistir. CD133 ekspreyonu, timdrde %50’ den fazla glandiler boyanma varsa CD133-
yuksek, daha az ise CD133-dusUk olarak skorlanmistir. Sagkalim analizlerinde CD133-
yuksek gupta 5 ve 10 yillik sagkalimlarin anlamli olarak daha kotl oldugu saptanmustir.
Ayrica CD133-dustk grup ile karsilastirildiginda yiksek grupta bagimsiz rélatif riskin 2,45
kat fazla oldugu gorilmustir. Arastirmacilar ayrica prognostik bir belirteg oldugu gosterilmis
olan “timdr tomurcuklanmasi” bolgelerinde CD133 ekspresyonunu degerlendirmis ancak
pozitiflik saptanmamustir. Prognostik bir belirteg olmast nedeniyle timér tomurcuklanmasi
alanlarinda da KKH’i bulunabilecegi ancak bunlarin farkli olarak CD133 eksprese etmiyor
olabilecekleri yorumunda bulunulmustur [140].

Choi ve arkadaglarinin yaptig1 bir baska calismada 523 KRK’I1 olguda CD133, CD24 ve
CD44 den olusan 3 farkli kok hticre belirleyicisi kullamilarak klinikopatolojik parametreler ve
sagkalim ile iligkisi arastirilmistir. CD133 ile %24,5, CD24 ile %50,5 ve CD44 ile %4 olguda
pozitiflik saptanmustir. Klinikopatolojik analizlerde CD133 ekspresyonun ileri T evresindeki
olgularda daha fazla oldugu ayrica CD24 ekspresyonunun diferansiasyon derecesi, CD44
ekspresyonunun ise timor boyutu ile korele oldugu belirlenmistir. Genel sagkalimin ise her
Uc belirteg ile de istatistiksel anlaml iliskisi bulunmadigi gosterilmistir [139].

Bir baska arastirmada Jao ve arkadaslar1 tarafindan, 157 kolon adenokarsinomlu ve 76
neoadjuvan tedavi alan rektal adenokarsinomlu hastada CD133 ekpresyonu incelenmistir.
Ekspresyon apikal velveya endoliminal ylzey, sitoplazma ve limen olmak Uzere 3 farkli
lokazisyonda saptanmustir. Sitoplazmik CD133 ekspresyon dizeyi ile tUmorin lokal



rekurrensi ve kolorektal karsinomlu hastalarin sagkalim arasinda anlamli  korelasyon
saptanmustir [164].

Benzer hir calismada Coco ve arkadaslari tarafindan 137 KRK’li hastada CD133
immunhistokimyasal incelemesi gerceklestirmis ve yiksek ekspresyon bulunan hastalarda
hem rekirrensin hem de hastaliga bagli1 6limtn daha sik oldugu sonucuna ulasilmstir [76].
Diger calismalardan farkli olarak, Kojima ve arkadaslar: tarafindan yapilan calismada, 189
KRK’Il1 hastada CD133 IHK’sal incelemesinde 29 (%15,3) hastada pozitiflik saptanmustir.
Pozitiflik oram hem yizeyde hem de invazyon alamnda ayr1 ayri1 degerlendirilmis ancak
farklilik gordlmemistir. CD133+ hastalarda klinik seyirin daha kott oldugu gordlmis ancak
CD133 ekspresyonunun sagkalim ve rekirrens igin bagimsiz bir prognostik faktor olmadigi
sonucuna varilmistir [71].

Ren ve arkadaslari, galisma sonuglari arasindaki bu farkliliklarin olasi nedenleri olarak
arastrma dizayni, kullamilan yontemler, ticari kitlerin farkliligi ve arastirmacilarin sonuclari
degerlendirme yontemleri arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Ayrica
CD133" olan KKH’lerinin varligi nedeniyle, tek bir belirteg yerine kombine belirteg
kullanlmasinin gerekliligi vurgulamistir [163].

Tarfimizca yapilan bu calismada da, Uzerinde hala yogun olarak calisilmakta olan KKH
belirteglerinin kombine olarak kullanimi uygun bulunmus ve literatlr taramalar1 sonrasinda
CD133 ve Lgr5 belirteclerinin kullanimina karar verilmistir. Prognostik etkinliklerinin
arastirildigi calismalara bakildiginda Lgr5 tzerinde daha sinirli sayida galisma yapildigr ve
Lgr5 ekspresyonu ile kolon kanseri progresyonu arasinda yakin iliski bulundugunu gosteren
az sayidaki calisma dadikkati cekmistir.

Bu caligmalardan biri Uchida ve arkadaslarimin trafindan yapilmis olup ileri evre KRK'l1
olgularda artmis Lgr5 dizeyleri ile lenf nodu metastaz: arasinda korelasyon saptamstir[ 165].
Benzer sonuclara sahip bir baska calisma ise, Yamanoi ve arkadaslar1 tarafindan gastrik
kanserli hastalarda tizerinde gerceklestirilmistir [166].

Hsu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska calismada, 296 KRK’I1 olguda artmis Lgr5
ekspresyonu ile ileri AJCC evresi, T evresi, N evres, uzak metastaz arasinda anlaml:
korelasyon saptanmustir. Yiksek Lgr5 ekspresyon diizeylerinin kisa hastaliksiz sagkalim ve
kisa kanser-spesifik sagkalim ile anlamli ilgkili oldugu gosterilmistir. Ayrica uygulanan 5-FU
tedavisine disuk Lgr5 dizeyine sahip grupta yuksek gruba gore daha iyi yanit elde edilmistir
[167].
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Chen ve arkadaslar1 tarafindan 7 farkli calismamn yer aldigr 1833 hastay: iceren bir meta-
analizde, yuksek Lgr5 dizeylerinin kotl prognozla ilskili oldugu gosterilmistir [168].

Yakin zaman o6nce yapilan ve diger calismalara gore farkli sonuglar bildirilen bir baska
calismada pT4 evresindeki 42 KRK’l1 hastada, primer kanser dokusu, normal mukoza,
metastatik lenf nodu ve uzak metastaz bulunan dokuda imminhistokimyasal yontemlerle
Lgr5, HER2, VEGF ve Ki-67 ekspresyonu incelenmistir. Lgr5 asiri-ekspresyonu hem pozitif
lenf nodlari hem de uzak metastaz bdlgesinde primer timor bdlgesinde gére daha sik
bulunmustur. Ek olarak invaziv kenardaki ya da koagillasyon nekrozu cevresindeki rezidi
kanser hicrelerinin timorin merkezinde yer alan hticrelerden daha guclil Lgr5 ekspresyonu
gogerdigi saptanmustir. Sonug olarak Lgr5 ve HER2 ekpresyonunun prognozla anlamili
iliskisi bulunmamustir [169].

Tarafimizca yuritilen bu galismada; korele sonuclar elde edilmeyen bu iki belirteg ile genel
sagkalim, niks ve metastaz gelisimi arasinda istatistiksel anlamlt iliski saptanmamustir.
Hesaplanmig 6zniteliklerden entropi ve karmasiklik ortalamalarimn CD133 alt gruplari
arasinda anlaml: farkliliga sahip oldugu ancak degerlerin skorla paralel olarak degismedigi
gorulmistur. Lgr5 alt gruplarinda oran ve entropi 6znitelik ortalamalar: arasinda anlamli fark
bulunmus ancak benzer bir sekilde degerlerin skorla paralel olarak degismedigi saptanmustir.

Bu calismada; morfometrik analizlerin kalitatif sistemlerle karsilastirildiginda, cok sayida
doku bileseninin, timorin genelini daha iyi yansitabilecek sekilde daha genis alanlarda, ¢ok
daha hassas ve dogru ol¢ilebilmesine olanak sagladigi gorulmustdr.

Bu c¢alismanin 6zglin bulgusu timdrlerde entropi, karmasiklik 6zniteliklerinin tammlanmasi
ve kolon timéri invaziv kenarindaki timor/stroma iliskili entropinin hesaplanabilir bir
bagimsiz prognostik Oznitelik olarak tammlanmasichir. Onceki calismalarda  kantitatif
degerlendirmeye dayanmayan stroma artisimin prognostik énemli olma verisi, bu ¢alismada
kullanilan kantitatif yontemle anlamli bulunmamustir, aksine tumdr oramnin yiuksek olmasi
kota prognozla iligkili bulunmustur. Kok hticre belirtegleri olarak kabul edilen LGRS ve
CD133 de prognostik ya da hesaplanabilir 6znitelikler olarak bu seride anlaml:

bulunmamuglardir.
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