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1-GIRIS VE AMAC

Kolorektal karsinomlar diinya genelinde en sik goriilen ti¢iincii kanser olmakla
birlikte dnemli bir mortalite ve morbidite sebebidir. Son yillarda kolorektal kanser
taramalarina yonelik yapilan kolonoskopi uygulamalari, digki ve kan tetkikleri erken
tan1 konan hasta sayisin1 arttirmis ve kolon kanserine bagli mortaliteyi diistirmeye
baslamistir. Kolorektal kanserler ileri evrelerde yakalandiginda oldukga kotii
prognoza ve yiiksek mortaliteye sahipken, erken evrelerde yakalandiginda minimal
morbidite ve mortaliteye sahiptir. Erken evrelerde yapilan uygun cerrahi girisim ile

yiiksek oranda kiiratif olarak tedavi edilebilir.

Kolorektal kanserlerin prognozunu ve dolayli olarak hasta mortalitesini klinik
olarak belirlemek amaciyla AJCC cesur davranarak bazi kriterler belirlemistir. Bu
kriterlerden en 6nemlisi kanserin evresidir. Diger 6nemli prognostik kriterler ise
serum CEA diizeyi, perindral invazyon, vaskiiler invazyon, lenf nodu tutulumu,
mikroskopik derece ve cerrahi sinirlarin durumudur. Yapilan ¢alismalarda birgok
immiinohistokimyasal belirte¢, prognozu belirlemek i¢in kullanilmistir ancak birkag

antikor haricinde anlamli sonug elde edilememistir.

Bu ¢alismada bagska tiimorlerde iyi ve kotii prognoz gostergesi olan ve
tiimorogenezde rolii olan bazi proteinlerin kolorektal kanserlerdeki ekspresyon
durumu ve belirlenmis 6nemli prognostik faktorlerle olan iliskisi
immiinohistokimyasal yontemlerle arastirildi. Kolorektal kanserlerde Wnt-3a,
MMP7, VEGF, B-katenin, vimentin ve Ki67 ekspresyon diizeyinin AJCC'nin

belirlemis oldugu prognostik faktorlerle olan iligkisi belirlendi.

Caligmanin amaci1 bu immiinohistokimyasal belirte¢lerin de prognostik bir
faktor olarak kullanilip kullanilamayacagini belirlemektir. Ayrica bu ¢calismadan
yararlanilarak ekspresyon diizeyi anlamli bir sekilde artan proteinlere kars1 hedefe
yonelik kemoterdpatikler de gelistirilerek tiimdr tedavisine yardimer yontemler

tiretilebilir.



2-GENEL BIiLGILER

2.1-KALIN BAGIRSAK EMBRiYOLOJISi

2.1.1-Sindirim Kanali Genel Embriyolojisi

Cekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonun sag 2/3'liik kism1 orta bagirsak, geri kalani
ise son bagirsaktan olusur. Son bagirsaktan olusan boliimler transvers kolonun sol
1/3'lik kismi, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve anal kanalin tist kismidir. Son
bagirsagin endodermal kismi mesane ve liretranin i¢ yiizlinli doseyen epiteli de
olusturur. Son bagirsagin terminal kism1 kloakanin posterior kismina girerek primitif
anorektal kanali, allantois ise anterior kismindan girerek primitif tirogenital siniisii
olusturur (Figiir 1-A). Kloaka endoderm ile doseli, ventral kismi ise yiizey ektodermi
ile ¢evrili bir kavitedir. Endoderm ve ektoderm arasinda kalan bosluk kloakal
membran1 olusturur (Figiirl). Urorektal septum denen bir mezoderm tabakasi
allantois ve son bagirsag birbirinden ayirir. Bu septum yolk kesesini kaplayan ve
allantoisi ¢evreleyen mezodermden koken alir (Figiir 1 ve 2). Embriyo gelistikce
tirorektal septumun ucu kloakal membrana yakinlagsmaya baslar (Figiir 1-B,C). 7.
haftanin sonunda kloakal membran yirtilarak ventral tarafta lirogenital siniis i¢in,
dorsal tarafta ise son bagirsak icin bir agiklik olusturur. Bu ikisinin arasinda
tirogenital septumun tepesi perineal cismi olusturur (Figiir 1-C). Anal kanalin iist
2/3"inii son bagirsagin endodermi, alt 1/3"linii ise proktodeumun g¢evresindeki
ektoderm olusturur (Figiir 1-B,C). Kloakanin ylizeyinde bulunan proktodeum adl
bolgenin ektodermi prolifere olup anal gukuru olusturmak iizere invajinasyon yapar.
Bunu takiben anal membran dejenere olarak anal kanalin {ist ve alt kisimlarinin
birbiri ile devamli hale gelmesini saglar. Anal kanalin kaudal kism1 ektodermden
gelistigi icin bu bolgenin kan dolagimi arteria pudentalis interna'nin arteria rectalis

inferior dallar1 ile saglanirken; kranial kism1 endodermden gelistigi i¢in bu bolgenin



kan dolagimi son bagirsagin kan dolagimindan sorumlu olan arteria mezenterica
inferior'un devami niteligindeki arteria rectalis superior ile saglanir. Anal kanalin
ektodermal ve endodermal kisimlari arasindaki bileskeye dentat (pectinate) ¢izgi

denir. Bu ¢izgide epitel, kolumnardan ¢ok katli yassi epitele gecis gosterir.

Primitif Urogenital Urogenital Mesane
Allantois Sinus \Jj Membran
Kloaka P )
Perinealﬁ
Cisim
Urorektal Anal
Septum Membran
Kloakal Membran gon Bagirsak Proktodeum Anorektal Kanal
A B C

Figiir 1: Gelisim evrelerini basariyla tamamlanmis embriyodaki kloakal bolge
gosterilmektedir. A) Son bagirsak kloakanin posterior kismina girerek ileriki
donemlerde anorektal kanali olusturacaktir. Allantois kloakanin anterior kismina
girerek ileriki donemlerde iirogenital siniisli olusturacaktir. Bu iki yapinin arasinda
kalarak bu yapilari saran mezoderm iirorektal septumu olusturur. Kloakanin ventral
kismin1 olusturan kloakal membran endoderm ve ektodermden olusmustur. B)
Embriyonun kraniokaudal katlanmas1 devam ettikge iirorektal septum da kloakal
membrana yakinlasir. C) Genital tiiberkiiliin uzamasiyla kloaka 6ne dogru ilerlemeye
baslar ve kloakal membranin yirtilmasina sebep olur. Yirtilan membran, son bagirsak
ve iirogenital siniis i¢in bir agiklik yaratir. Urorektal septumun ucu ise perineal cisimi
olusturur. (1)

2.1.2-Sindirim Kanal Olusumunun Molekiiler Diizenlenmesi

Sindirim kanalinin farkli boéliimlere 6zellesmesi lateral viicut kivrimlarinin bir araya
gelerek sindirim kanalini olusturdugu sirada olur (Figiir 2 ve 3). Organlarin
0zellesmesi bu kanalin maruz kaldigi retinoik asit yogunluk gradyani ile baslar. En

yiiksek retinoik asit diizeyi kolonda, en diisiik retinoik asit diizeyi ise farinkstedir. Bu



retinoik asit gradyani sindirim kanalinin farkli yerlerinde farkl transkripsiyon
faktorlerinin eksprese edilmesine sebep olur. Boylelikle SOX2, 6zofagus ve midenin;
PDX1, duodenumun; CDXC, ince bagirsagin; CDXA ise kolon ve rektumun
0zellesmesini saglar (Figiir 3-A). Bu baslangi¢ paterni endoderm ve sindirim
kanalina komsu viseral mezoderm arasindaki etkilesim ile stabilize edilir (Figiir 3-
B,C,D). Bu epitelyal-mezenkimal etkilesim sindirim kanali boyunca eksprese edilen
sonic hedgehog (SHH) proteinleri ile baslatilir. SHH ekspresyonu sindirim kanalinin
mide, duodenum, ince bagirsak vb. yapisini belirleyecek olan mezodermal faktorleri
arttirarak diizenler. Mesela orta bagirsagin kaudal kismi1 ve son bagirsagin
tamaminda olan SHH ekspresyonu mezodermde yuvalanmis bir HOX gen
ekspresyonunu saglar (Figiir 3-D). Mezoderm bu kod ile 6zellestikten sonra
endodermin, orta ve son bagirsagin, ince bagirsak, ¢gekum, kolon ve kloaka gibi farkli

elemanlar olusturmasini saglar (Figiir 3).

Son bagirsak

Endoderm 1 nivotik kavite

Ektoderm

Anjiyojenik A )
hicre kiimesi Perikardiyal

kavite

Orofarengeal

membran Kloakal membran

A B

Akciger
Kloakal membran 40 ey

Orofarengeal
membran

Karaciger
tomurcugu

Orta barsak

membran kalintisi

Vitellin kanal Allantois

(-
Yolk kesesi =~ \
c D =

Figiir 2: Sagital kesitlerde embriyonun farkli evrelerindeki sefalokaudal ve lateral
katlanmalarin endodermal bdlgenin pozisyonuna etkisi gdsterilmektedir. On
bagirsak, orta bagirsak ve son bagirsagin olusumuna dikkat ediniz. A) Presomit
embriyo B) 7 somitli embriyo C) 14 somitli embriyo D) 1 aylik embriyo. (1)



Farengeal bagirsak

Karaciger
Vitellin kanal

Allantois B csoxs
B POx»
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k) ® kalin

Figiir 3: Sekiller bagirsak olusumunun molekiiler diizenlenmesini gostermektedir.
A) Renklerle kodlanmig bolgeler o bolgenin 6zellesmesini baslatan genleri temsil
etmektedir. B-D) Cizimlerde orta ve son bagirsak dzellesmesinin ne kadar erken
oldugu ve nasil stabilize oldugu gosterilmektedir. Stabilizasyon, bagirsak endodermi
ve bunu saran viseral mezoderm arasindaki epitelyal-mezenkimal etkilesim ile
saglanmaktadir. Endodermal hiicreler stabilizasyon siirecini SHH eksprese ederek
baslatir ve buna yanit olarak bu bdlgenin mezoderminde yuvalanmis bir HOX geni
ekspresyonu baslar. Bu etkilesim sonrasinda tiim bagirsak bolgelerinin ayr1 ayri
Ozellesmesini saglayacak bir genetik kaskad olusur. (1)



2.2-KALIN BAGIRSAK ANATOMISi

Kalin bagirsak liimenli bir organdir, ortalama 150 cm uzunlugundadir ve terminal
ileum ile aniis arasinda uzanmaktadir (2). Ileum ve ¢ekumun birlestigi alanda
ileogekal valv ad1 verilen kolonik bagirsak igeriginin ince bagirsaga refliisiine engel
olan anatomik bir kapak bulunur. Kalin bagirsak anslariin goriiniimii ve yapisi ince
bagirsak anslarindan farklidir. Kalin bagirsak anslar1 daha genistir ve kalin

bagirsagin daha biiyiik bir boliimii sabittir.

Longitudinal kas liflerinin bir araya gelmesiyle kolon duvarinda ii¢ tane
“tenya” ismi verilen bantlart meydana getirir (tenya libera, tenya mezokolika, tenya
omentalis). Tenyalar bagirsak uzunlugundan ve sirkiiler kas tabakasindan daha kisa
oldugu i¢in kolon biiziilmiis goriinlimdedir ve haustra yapilar1 olusturmustur.

Haustralar bagirsagin i¢ yiiziinde birbirinden semilunar plikalar ile ayrilir (3).

Kalin bagirsagin dis yiiziinde periton ile ortiilii appendiks epiploika adinda yag
dokusu uzantilar1 bulunmaktadir (2). Kalin bagirsak, ¢cekum, ¢ikan kolon, transvers
kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektum olarak adlandirilan boliimlerden

olusmustur (Figiir 4) (4,5).
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Figiir 4: Kolon Anatomisi. (5)

2.2.1-Cekum

Kalin bagirsagin ilk pargasi olup sag iliak fossa yerlesimlidir. Ortalama olarak

uzunlugu 6 cm, genisligi 7,5 cm’dir. Cekum tamamen periton ile ortiiliidiir. Alt
kesimi inguinal ligamenti biraz geger, ¢ekum distalde ise ¢ikan kolon adini alarak
ilerler. Arka yiizii psoas major kas1 ve iliak kas ile komsu olup bu kaslardan kas
fasyasi ve periton ile ayrilmistir. Cekum dolu iken 6n yiizii karin 6n duvarinin i¢
yiizii ile bos iken ince bagirsak kivrimlari ile komsudur. Tenyalar ¢ekumun arka

yiiziiniin i¢ tarafinda appendiks vermiformisin girdigi yerden baslar.

(ekartorle gekilmis)



Cekum, kolonun cap1 en genis olan bolgesidir ve bu yiizden bu segmentteki
malign lezyonlar nadiren obstriiksiyon semptomlar1 olusturur ancak daha ¢ok

kanama ve anemiye bagli halsizlik ve kilo kayb1 semptomlar1 verir (2).

Cekum kolonun en genis ¢capli segmenti oldugu i¢in Laplace kanununa gore,

kolonda tikayict bir patoloji oldugunda kolonun en sik perfore oldugu bolgedir (4).

iliocekal valv (Bauchini kapag): Kalin ve ince bagirsagin birlesme yerinde
bulunur ve cekumun arka i¢ yiiziine ¢ikan kolon ile cekumun birlesme yerine agilir.
Bu valv ince bagirsagin mukoza, submukoza ve sirkiiler kas tabakasinin kalin
bagirsak i¢ine girmesiyle olusmustur. Longitudinal kas tabakasi ve seroza kalin
bagirsagm ayni tabakalar1 ile uzamim gosterir. Iliogekal valv hem ileal igerigin
¢ekuma hizli gegisini dnler, hemde kalin bagirsaga gegen icerigin tekrar ileuma

refliisiinii engeller (2).

Appendiks vermiformis: Cekumun arka i¢ duvarindan iliogekal valvin 2-3 cm
altindan, ti¢ tenyanin birlestigi yerden ¢ikan ince uzun bir boru veya solucan seklinde
ortalama uzunlugu 9 cm olan tubuler bir yapidir. Cocuklarda yetiskinlerden daha
uzundur. Appendiksin kanal kiigiik olup liimeni iliogekal valvin biraz asagisinda ve
arkasinda ¢ekuma agilir ve agildigi yerde yarim bir kapak vardir. Tabani spina iliaka
anterior superior ile umblikusu birlestiren ¢izginin tigte bir dis1 (Mc Burney noktasi)

hizasindadir (2).

2.2.2-Cikan Kolon

Cekumdan karacigerin sag lobu alt yiiziine kadar uzanmakta olup yaklasik 15-20 cm
uzunlugundadir. Bu diizeyde sola ve 6ne dogru kivrilarak hepatik fleksuray1

olusturur. On yiizii ve yan yiizii periton ile rtiilii olup arka yiizii ise gevsek bag



dokusu ile karin arka duvarina tutunur. On yiizii ileum kivrimlari, omentum majusun
sag kesimi ve batin 6n duvari ile komsudur. i¢te duodenum, ince bagirsaklar ve psoas
major kasi ile ve dista karin yan duvari ile komsudur. Arkada iliak kas, quadratus
lumborum kasi, transversus abdominalis kasinin aponerozu, sag bobregin alt dis

kismi ve sag iireter ile komsudur (4).

2.2.3-Transvers Kolon

Hepatik fleksuradan baglayarak ve asagiya dogru bir kavis yapip umblikal ve sol
hipokondriak bolgeyi ¢aprazlayip gecer. Dalagin alt ucu diizeyinde asagiya dogru
biikiilerek splenik fleksuray1 olugturur. Ortalama 30-60cm uzunlugundadir (2).

Transvers kolonun sag ucu duodenum ikinci parcasina ve pankreas basina
tutunur. Pankreas basindan splenik fleksuraya kadar tamamen peritonla ortiilii olup
transvers mezokolon ile karin arka duvarina tutunur. Transvers kolon iist yiizii
karaciger alt ylizii, safra kesesi, mide biiyiik kurvatur ve dalagin 6n kesimi ile
komsudur. Arkada duodenumun inen pargasi, pankreas basi, mezenterin iist bolimdi,
duodenojejunal fleksura ve ince bagirsak anslari ile komsuluk yapar. Onde karin 6n

duvari ve ince bagirsaklarla komsudur (3).

2.2.4-inen Kolon

Ortalama 25 cm uzunlugunda olup splenik fleksuradan baglayarak sol iliak fossaya
kadar uzanir. Sol bobregin dis kenar1 komsulugundan quadratus lumborum ve psoas

major kasi arasinda iliak krista diizeyine kadar iner. Iliak kas ile psoas major kast



oniinde ice ve asagiya kivrilarak kii¢iik pelvis giriminde sigmoid kolonda sonlanir

).

On ve yan yiizeyi periton ile ortiilii olup arka yiizeyi ¢ikan kolon gibi gevsek
bag dokusu ile karin arka duvarina yapisiktir. Arkada sol bobrek, iliak, psoas major
ve quadratus lumborum kaslari ile komsudur. Onde jejunal bagirsak anslari ve karin

on duvari ile komsuluk yapar (4).

2.2.5-Sigmoid Kolon

Sigmoid kolon mindr pelvis giriminde psoas major kasi i¢ kenarindan baslayarak bir
kivrim yapip tiglincii sakral vertebra hizasinda rektumla devam eder. Ortalama
uzunlugu 40 cm’dir. Sigmoid kolon peritonla tamamen saril1 olup sigmoid

mezokolon ad1 verilen uzunlugu degisebilen bir mezo ile karin arka duvarina tutunur

(3).

Sigmoid kolonun sekli ve pozisyonu mezokolonun biiytikliigline, uzunluguna,
kolon igerigine, mesane, rektum ve kadinda uterusun durumuna bagl olarak degisir.
Sigmoid kolonun asag1 kisimlarinda tenyalar incelmeye baslar ve rektuma komsu
kisminda tamamen kaybolur. Tenyalar1 olusturan lifler rektumu saran longitudinal

kas tabakasi ile uzanirlar (2).

2.2.6-Rektum

Sigmoid kolon 3. sakral vertebra diizeyi sigmoid mezokolon alt ucunda rektum ile

devam eder. Koksiks ve sakrumun konkavligina uygun bir egrilik gostererek asagiya
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dogru uzanir ve pelvik diafragmadan gecip anal kanal ile devam eder. Anorektal
kavsak koksiks ucunun 2-3 cm 6niinde ve biraz asagisinda yer alir. Rektum alt

ucundan itibaren anal kanal geriye ve asagiya dogru uzanim gosterir (2).

Rektum uzunlugu ortalama 12 cm’dir. Ust kism1 bos iken 4 cm ¢apinda olup alt
kism1 ise daha genistir ve ampulla adini alir. Sigmoid kolondan farkli olarak
rektumun haustralari, appendiks epiploikalari, tenyalar1 ve mezenteri yoktur.
Tenyalar sigmoid kolon ile rektum birlesme yerinin 5 cm tistlinde iki genis muskuler
bant yaparak biri rektumun 6niinde digeri arkasinda asagiya dogru uzanim gosterir.
Rektum iigte iki proksimal kesimi periton ile drtiiliidiir. On yiiziinii 6rten periton
mesaneye gegerek erkeklerde ekskavasyo rektovezikalis’i, kadinlarda uterusa
gecerek ekskavasyo rektouterina’y1 (Douglas ¢ikmazi) meydana getirir. Periton
sigmoid kolonda fibroz bag dokusu ile kas tabakasina sikica yapisik olup rektumda

ise genislemesini saglamak i¢in yag dokusu ile daha gevsek bir sekilde yapisiktir (3).

Rektumun alt pargasinda genellikle 3 adet, bazen de 4 adet olan transvers
plikalar vardir (Houtson kapaklar1). Diskinin rektuma gecisi defakasyon istegini

olusturur (2).

Rektumun arkasinda sakral vertebra alt ucu, koksiks, ganglion impar ve
stiperior rektal arter-ven dallari bulunur. Yan taraflarda piriformis kasi, sempatik
trunkus, lateral sakral arter-ven, koksiks ve levator ani kaslar1 bulunur. Rektum,
sakral agiklik boyunca fibroareolar doku ile sakruma tutunur. Bag dokusu i¢inde
sakral sinirler, pelvik splanknik sinirler, siiperior rektal arter-ven, lenfatikler ve yag
dokusu bulunur. On tarafta rektumun komsuluklar1 her iki cinsiyette farkli olup
erkekte listte mesanenin tabaninin {ist parcasi, vezikula seminalis ve ekskavasyo
rektovezikalis ile altta mesanenin tabaninin alt pargasi, vezikula seminalis, duktus
deferens, lireterin terminal ucu ve prostat ile komsudur. Kadinda tistte uterus,
vaginanin iist kismi1 ve ekskavasyo rektouterina ile altta vaginanin alt kismai ile

komsudur. Lateralde rektumun {ist pargasi pararektal fossa ile altta pelvik pleksus,
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koksigeus kasi, levator ani kasi ve siiperior rektal damarlarin dallari ile komsudur

(4).

2.2.7-Kolonun Arteriyel ve Venoz Dolasimi

Kalin bagirsagin ¢ekumdan splenik fleksuraya kadar olan segmenti superior
mezenterik arterin dallar tarafindan beslenir. Cekum ileogekal arterin ¢ekal dalindan,
Appendiks ramus appendisesden, ¢ikan kolon sag kolik arterden, transvers kolonun
tigte iki sag kesimi arteria kolika medianin dallarindan beslenir. Splenik fleksura ve
distalindeki kolon segmentleri inferior mezenterik arterin dallari tarafindan beslenir.
Splenik fleksura ve inen kolonu sol kolik arter, sigmoid kolonu sigmoid arter ve

rektumu da superior rektal arter besler.

Kolonun mezenterik kenarina paralel seyreden bir dizi arterin birleserek tek bir
arter olugturmasiyla Drummond’un marjinal arteri olusur ve kolonun 1-8 cm
uzaginda bulunabilir. Ayrica rektum ve anal kanali internal iliak arterin arteria
rektalis media dali, internal pudental arterin inferior rektal arter dali ve abdominal

aortanin bifurkasyosundan ¢ikan arteria sakralis media dali besler.

Kalin bagirsaklarin venleri superior ve inferior mezenterik venlere dokiiliir.
Rektumun ve anal kanalin ¢evresindeki ven pleksusundan ¢ikan dallarin bir kismi
inferior mezenterik vene superior rektal ven araciligiyla ve bir kismi da internal iliak

vene medial ve inferior rektal venler araciligiyla dokiiliirler (2-6).
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2.2.8-Kolonun Sinirsel inervasyonu

Transvers kolonun tigte iki sag kesimi, ¢ikan kolon, ¢cekum ve appendiks
sempatiklerini ¢oliak ve superior mezenterik pleksuslardan, parasempatiklerini ise
nervus vagustan alirlar. Anal kanalin tist kisimlari, rektum, sigmoid kolon, inen
kolon ve transvers kolonun iicte bir sol kesimi sempatiklerini sempatik trunkusun
lumbar kismindan ve superior hipogastrik pleksustan, parasempatiklerini ise pelvik
splanknik sinirlerden (nervi erigentes) inferior hipogastrik pleksus (pelvik pleksus)

vasitastyla alirlar (2).

2.2.9-Kolonun Lenfatik Sistemi

Kolon ve rektumun mukoza ve serozasi altinda yer alan lenfatik pleksusu vardir ve
mezokolon icerisinde bulunan lenf nodlarina drene olur. Mezenter igerisindeki lenf
nodlar1 ve lenfatikler o bagirsak segmentini besleyen damarlar boyunca yerlesimlidir.
Bu lenf nodlar epikolik, parakolik, ara ve ana lenf nodlar1 olarak dort grupta
toplanir. Epikolik lenf nodlar1 kolonun iizerinde, parakolik lenf nodlar1 marjinal
damar ile kolonun arasinda bulunurlar. Ara lenf nodlar1 kolik damarlar boyunca ve
ana lenf nodlari ise superior ve inferior mezenterik damarlar boyunca yerlesim

gosterirler.

Anal kanal ve rektum lenfatikleri o bolgeyi besleyen damarlar boyunca yer alir
ve asagl, yukari veya yana dogru drene olabilirler. Asagi dogru drenaj rektumun
arkas1 ve anal kanal etrafinda ki pleksustan iskiorektal yag dokusuna, inguinal lenf
nodlarina veya internal iliak lenf nodlaria olur. Yukar1 dogru drenaj inferior
mezenterik arter seyrince olurken, yana dogru drenaj ise arteria rektalis media

boyunca internal iliak lenf nodlarina ve dolayzsi ile pelvik duvara dogru olur (2,7).
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2.3-KALIN BAGIRSAK HiSTOLOJIiSi

2.3.1-Kolon

Kolon, tiim sindirim kanalinda oldugu gibi fibromuskiiler bir tiip seklindedir. Bu
tiipiin duvari i¢ten disa dogru su yapilardan olusur:
a) Mukoza
1-Déseyici Epitel
2-Lamina Propria
3-Muskularis Mukoza
b) Submukoza
c¢) Muskularis Eksterna
1-Longitiidinal Kas Tabakas1
2-Sirkiiler Kas Tabakasi

d) Seroza ve Adventisya

a) Mukoza

Kolon mukozasinda ¢ok sayida hilal seklinde katlantilar mevcuttur ve villiis yapisi
barindirmaz. Mukoza, birbirine yakin yerlesimli, ¢ok sayida tiibiiler bez veya kriptler

icerir. Mukozal yiizey ve bezler silindirik epitelin ile doselidir. Bu epitelin temel
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fonksiyonu bagirsak igerisindeki fazla suyu ve elektrolitleri absorbe etmektir. Birgok
silindirik hiicre miisin ve antikor (IgA) sentezler. Bu antikorlar patojenik
organizmalardan korunmayi saglar. Bir¢cok goblet hiicresi mevcuttur ve sayilari
kaudale gidildikg¢e artar. Bu hiicreler tarafindan salgilanan mukus lubrikan bir islev
gorerek yar1 katt maddelerin kolondan gegisini kolaylastirict bir iglev goriir. Kolonda
Paneth hiicreleri bulunmaz ancak bir miktar endokrin hiicre ve kok hiicre bulunabilir.
Lamina propriada bulunan soliter lenfatik follikiillerde M hiicreleri bulunur. M
hiicrelerinin kok hiicrelerden koken aldig1 ve antijene yonelik yanitta rol aldig
diistiniiliir. Bu hiicreler liminal yiizeyden aldiklar1 antijenleri dar olan
sitoplazmalarindan gegirerek pargali olan bazal zardan bag dokudaki lenfositlere

iletir ve IgA salgilanmasinda rol oynar.

a-1) Doseyici Epitel: Doseyici epitel anal kanalin distali haricinde kolon boyunca
silindirik epitelden olusmaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi bu epitel endodermal
kokenlidir. Anal kanalin distali ise ¢ok katli yassi epitel ile doselidir. Bu bolgeyi
doseyen epitel ise yiizey ektodermi kokenlidir.

a-2) Lamina Propria: Lamina propria glikozaminoglikan bir matriks igine
gomiilmiis kollajen ve retikiiler fiberlerden olusur. Bu katmanda fibroblastlar, kilcal
damarlar, lenf kanallar1 ve sinir yapilari izlenir. Yine bu bolgede belirgin lenfoid
agregatlar ve daginik halde bulunan lenfositler mevcuttur. Bu lenfoid dokunun bir
kism1 submukozaya da yayilir. Bu lenfoid agregatlar MALT (Mukosa Iliskili Lenfoid
Doku) veya GALT (Sindirim Kanali iliskili Lenfoid Doku) olarak isimlendirilir.

a-3) Muskularis Mukoza: Lamina propria ve submukozay1 birbirinden ayiran ince
bir diiz kas tabakasidir. Sirkiiler olarak liimeni ¢evreleyen bir i¢ tabakas1 ve
longitiidinal uzanan bir dis tabakas1 mevcuttur. Muskularis mukoza, mukozal
katlantilarin i¢ine uzanir ancak villiis yapilarinin (kolon digindaki bagirsak
segmentlerinde goriiliir) i¢ine uzanmaz. Muskularis mukoza kasilmalari bagirsak

iceriginin karigmasi i¢in dnemlidir.
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b) Submukoza

Mukozay1, muscularis eksternaya baglayan gevsek bag dokusudur. Submukozanin bu
gevsek yapist mukozanin, kas tabakasi lizerinde bir miktar hareket edebilmesine
imkan tanir. Submukoza igerisinden gok sayida kan damari, lenfatik ve sinir yapilari
gecer. Bu yapilarin kii¢iik dallar1 mukozaya gegis yapar. Submukoza genellikle yag
hiicreleri igerir. Ayrica bu bolgede miisifaj ismi verilen, PAS pozitif graniiller iceren

bazi hiicreler de bulunur. Bu hiicreler 6zellikle rektumda sayica fazladir.

¢) Muskularis Eksterna

Anal kanalin en distal kismi1 hari¢ bu kas tabakasi diiz kas hiicrelerinden
olugmaktadir. Anal kanalin duvarina ¢ok yakin yerlesimli ¢izgili kas fiberleri
mevcuttur. Kas tabakasi tipik olarak sirkiiler bir i¢ tabaka ve longitiidinal bir dis
tabakadan olusur. Aslina bakilirsa bu iki tabaka da spiral olarak uzanan diiz kas
fasikiillerinden meydana gelir. Diiz kas fasikiilleri i¢ kisimda sikisik bir dizilim
gostererek sirkiiler bir yap1 olusturur; dis kisimda ise boylu boyunca uzanarak

longitiidinal tabakay1 olusturur.

c-1) Longitiidinal Kas Tabakasi: Kolona has bir yapiya sahiptir. Buradaki kas
fiberleri ti¢ farkli noktada bir araya gelerek Tenia Coli ismi verilen kalin ve belirgin
kas demetlerini olusturur. Tenyalar arasindaki bosluklarda yine ince bir longitiidinal
kas tabakas1t mevcuttur. Tenya yapilari, kolonun uzunlugundan daha kisa oldugu i¢in

kolon duvarinda keselesmis yapilar (haustra) olugsmasina neden olur.

c-2) Sirkiiler Kas Tabakasi: Lokal kalinlagmalar géstererek sfinkter ismi verilen ve
liimeni kapatarak bir vana sistemi gibi is goren yapilar olusturur. ileogekal bileskede

ve i¢ anal sfinkterde bu kalinlagmus sirkiiler kas yapilari izlenir.
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d) Seroza ve Adventisya

Kas tabakasinin ¢evresinde seroza bulunur. Bu tabaka yalnizca viseral peritondan
olusur ve rektum biiyiik bir kismi, inen ve ¢ikan kolonun arka ylizii hari¢ tiim kolonu
cevreler. Serozanin bulunmadigi alanlar1 yag ve bag dokusundan olusmus adventisya
cevreler. Adventisya ile ¢evrelenen bolgeler tamamen seroza ile ¢evrili bolgelere

gore hareketsizdir.

2.3.2-Appendiks Vermiformis

Appendiks vermiformisin histolojisi asagida bahsedilen 6zellikler haricinde genel
kolon histolojisi ile benzerdir.

1. Appendiks vermiformis sindirim kanalinin en dar bolgesidir.

2. Kript olusumu kolona gore daha azdir.

3. Longitiidinal kas tabakas1 her bolgesini esit kalinlikta sarar ve tenia coli yapilari

burada mevcut degildir.

4. Submukozada belirgin bir lenfoid doku mevcuttur. Hatta bu doku, submukozay1
boydan boya doldurabilir. Bu bolgedeki lenfoid doku dogum sirasinda mevcut
degildir. Zamanla ¢ogalir ve yaklasik 10 yasinda en belirgin haline ulasir. Bu

donemden sonra, yillar gectik¢e lenfoid doku yavas yavas azalir.
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2.3.3-Rektum
Rektumun histolojisi asagida bahsedilen 6zellikler haricinde genel kolon histolojisi
ile benzerdir.

1. Longitiidinal kas tabakas1 her bolgesini esit kalinlikta sarar ve tenia coli yapilari

burada mevcut degildir.

2. Viseral periton (seroza) rektumun st 1/3'liniin 6n ve yan yiiziini, orta 1/3'iniin de

On yiizlinli ¢evreler. Rektumun geri kalan bolgelerinde seroza yoktur.

2.3.4-Sinir Aglan

Sindirim kanal1 sinir agindan zengin bir bolgedir. Baslica sinir aglari sunlardir:

(a) Myenterik ag ( Auerbach) muscularis eksterna tabakasinin sirkiiler ve

longitiidinal kaslar1 arasinda seyreder.

(b) Submukozal ag (Meissner) submukoza i¢cinde, muscularis eksterna

tabakasinin sirkiiler kaslarina yakin seyreder.

(c) Muskularis mukoza ¢evresinde tigiincii bir sinir ag1 mevcuttur.

Bu aglar1 olusturan sinirler hem afferent hem de efferent 6zelliktedir. Efferent

sinirler diiz kaslar1 ve bezleri uyarir (8).
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KALIN BAGIRSAK LUMEN
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Figiir 5: Sekilde kolon duvari kesitinin ti¢ boyutlu bir semasi izlenmektedir. (8)
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2.4-KOLOREKTAL KARSINOMLAR

2.4.1-Klinik

Kolorektal karsinomlar sanayilesmis tilkelerde en sik goriilen ve kansere bagl
6limlerden en ¢ok sorumlu olan kanserlerden biridir ancak Asya ve Afrika'da
goriilme insidans1 bu kadar yiiksek degildir. Ornegin, kolorektal kanser giiniimiizde
kadin ve erkekler arasinda {igiincii en sik goriilen kanserdir (9). Kolorektal kanser
insidansinin cografi bolgeler arasinda ciddi farklar gdstermesinin en biiyiik
sebeplerinden birinin diyet olduguna inanilmaktadir; buna en belirgin 6rnek olarak
kolorektal kanser olusumu ile ciddi bir iliskisi olan yiiksek et tiiketimi (hayvansal
yaglar) gosterilebilir. Zirve insidans hayatin yedinci dekatinda goriiliir ve erkeklerde

daha fazladir. Sigmoid kolon ve rektum en ¢ok etkilenen segmentlerdir (10).

40 yasindan once kolorektal karsinom gelisen kisilerde genetik yatkinlik
mevcuttur. Bunlardan en sik goriileni Lynch (Herediter non-polip6z kolorektal
kanser-HNPCC) sendromudur. Bu sendrom otozomal dominant kalitim gésterir ve
DNA uyumsuzluk tamir genleri olan MLH1, MSH1, bazen de PMS2 veya MSH6
silinmesine bagli olarak gelisir (11). Sporadik kolorektal karsinomlarin yaklasik
%15'1 MLH1 diizenleyicisinin metilasyonuna bagli olarak uyumsuzluk tamiri
yetersizliginden kaynaklanir (genellikle kadinlarda goriiliir ve kadinlarda siktir) (12).
Uyumsuzluk tamir yetmezligi nedeniyle olusan kolorektal adenokarsinomlarda
belirgin yiiksek mikrosatellit instabilitesi (MSI-H) mevcuttur. PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) tabanli metotlarla mikrosatellit instabilitesi degerlendirilebilecegi gibi
immiinohistokimyasal yontemlerle de uyumsuzluk tamir proteinlerinin kaybi
taranabilir. Lynch sendromlu hastalar ortalama 50 yasinda kolon kanserine
yakalanirlar ve kanser ¢ekum, ¢ikan kolon ve transvers kolon yerlesimli olur. Multipl

primer tiimor varlig1 gérece daha siktir. Lynch sendromlu hastalar ayrica

20



endometrium, iireter, renal pelvis, ince bagirsak ve overler gibi viseral organ
kanserlerine yakalanma konusunda belirgin bir sekilde daha yiiksek riske sahiptirler
(13). Muir-Torre sendromu, sebase tiimorleri olan Lynch sendromlu hastalara verilen
isimdir (14). Turcot sendromu, beyin tiimorii ve kolon kanserinin birlikte gérildiigi
durumlara verilen isimdir; Lynch sendromu olan hastalarda astrositom veya
glioblastom goriilebilir. Lynch sendromlu hastalari taniyabilmek i¢in klinik ilkeler
belirlenmistir; revize edilmis Bethesda ilkeleri (Revised Bethesda Guideline) yaygin
olarak kullanilmaktadir ve klinik ve histolojik bir¢ok parametre igermektedir (15).
Giincel olarak elimizdeki bir tiimoriin yiiksek mikrosatellit instabilitesinin (MSI-H)
olup olmadigini tahmin edebilmek i¢in bir¢cok algoritma gelistirilmistir (¢esitli klinik
ve histolojik 6zellikler) ancak enstitiiler arasindaki pratik uygulamalar birbirinden
cok farkhidir (16-18). FAP (Ailesel Adenomat6z Polipozis), MUTYH iliskili
polipozis, serrated polipozis, herediter mikst polipozis sendromu, Peutz-Jeghers
sendromu, juvenil polipozis ve PTEN hamartoma sendromu (Cowden sendromu)
gibi kalitsal sendromlar da kolorektal karsinom riskini yiikseltir. Kronik inflamatuar
bagirsak hastaliklar1 da (Crohn hastalig1 ve tilseratif kolit), 6zellikle pankolitli
hastalarda, kolon kanseri riskini arttiran sebeplerdir (hastalik baslangicindan §-10

sene sonra).

Kolorektal kanseri olan hastalar, kanserin primer odagina gore farkl klinik
belirtiler gosterir. Hematokezya ve kabizlik rektosigmoid kanserler i¢in en sik klinik
bulgu iken anemi ve kilo kayb1 kolonun boydan boya her bdlgesinden koken alan
kanserler icin siktir. Baz1 hastalar ise obstriiksiyon veya perforasyon ile prezente

olabilirler (10).
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2.4.2-Makroskopik Goriiniim

Kolorektal karsinomlar ¢ok farklt makroskopik gériiniime sahip olabilirler, mesela
mantarlasan liimen i¢i kitleler; kenarlari eleve, ortasi iilsere tiimorler (Figiir 6); ve
dairesel striktiir yapan tiimorler (Figiir 7). Kesit yiizleri genellikle uniform, sik1 ve
beyaz renklidir. Kolorektal karsinomlarin yaklasik %10'u ise (miisindz
adenokarsinomlar) yumusak ve mukoid bir kesit yiiziine sahiptir. Viseral peritoneal
invazyonlar serdzal burusukluklar seklinde kendini gdsterebilir ve bu bolgeler

evreleme dogrulugu agisindan tam kat 6rneklenmelidir.

Figiir 6: Ortasi iilsere ve kenarlar1 kabarik goriinimde rektal adenokarsinom. (10)
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Figiir 7: Uzun siiredir iilseratif koliti olan hastada gelisen ve striktiir olusturmus
kolon adenokarsinomu. Proksimal ve distal mukoza atrofik goriiniimde. (10)

2.4.3-Histolojik Goriiniim

Adenokarsinomlar kolorektal karsinomlarin %90'indan fazlasini olusturur. Glandiiler
farklilagsma genellikle ¢ok rahat farkedilebilir. Kolorektal karsinomlar submukozay1
infiltre ettiklerinde metastatik potansiyel kazanirlar. Klasik adenokarsinomlar
desmoplastik bir stroma iginde diizensiz dagilimli tiibiiler yapilardan olusur ancak
intraliiminal kirli nekrozlarin goriildigii kompleks kribriform yapilar da yapabilir
(Figiir 8). Miisindz adenokarsinomlar kolon karsinomlarinin %10'unu olusturur ve
belirgin ekstraselliiler miisin gdlleri (tanimsal olarak tiimdr alaninin %50'sinden
fazlas1 olmali) ile karakterizedir (Figiir 9). Tash yliziik hiicreli karsinomlar ¢ekirdegi
kenara itmis, biiyiik vakuoller olusturan yogun hiicre i¢i miisin igeren diffiiz,
infiltratif kordlar, yuvalanmalar ve katmanlar seklinde goriiniir (Figiir 10). Baz1 tagh
yiiziik hiicreli adenokarsinomlarda neoplastik hiicreler miisin golleri i¢inde yiizer.
Yine ayni sekilde bir adenokarsinomu tasli yiiziik hiicreli olarak adlandirabilmek i¢in
tiimoriin %50'sinden fazlasinin taglh yiiziik gériiniimiinde olmas1 gerekir. Miisindz ve

tash yiizlik hiicreli komponentler timoriin %50'sini olusturmadigi durumlarda da
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prognostik &zelliklerinden dolay1 ve mikrosatellit instabiliteyi tahmin etmede
yardimci oldugu i¢in raporda belirtilmelidir. Mediiller karsinom, vezikiiler ¢ekirdek,
belirgin ¢ekirdek¢ik ve eozinofilik-amfofilik sitoplazmaya sahip biiytik epiteloid
hiicrelerin meydana getirdigi katmanlardan olusmus nadir bir adenokarsinom tipidir
(Figiir 11). Bazen bu tiimor igine infiltre olmus ¢ok sayida lenfosit izlenir (19). Diger
nadir varyantlar serrated adenokarsinom ve adenoskuamoz karsinomdur (20,21).

Kiigiik hiicreli karsinomlar ve biiytik hiicreli ndroendokrin karsinomlar ¢ok nadiren

kolorektal adenomdan veya bilindik adenokarsinomdan koken alir (22,23).

Figiir 8: 1
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ntraluminal kirli nekroz igeren diisiik dereceli (10)
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Figiir 9: Kolonun miisinéz adenokarsinomu. Tiimdr hiicre gruplari ekstraselliiler
miisin i¢inde ytizmektedir. (10)
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Figiir 10: Kol(;t‘lan tash yiik hiicreli adenokasinomu. Intrasitoplazmik miisin
nedeniyle hiicre ¢ekirdekleri perifere itilmis goriinimdedir. (10)
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Figiir 11: Kolonun mediiller adenokarsinomu vezikiiler kromatin ve belirgin
cekirdekeik igeren biiyiik ve farklilasmamis hiicre katmanlarindan olusmaktadir. (10)
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Tiimoriin erken yasta ortaya ¢ikmasi ve proksimal yerlesimli olmasinin
yanisira bazi histolojik bulgular da yiiksek mikrosatellit instabilitesi (MSI-H) ile
iligkilidir. Bu histolojik bulgulardan bazilar1 tiimoriin miisindz, tagh yiiziik veya
mediiller farklilagma gosteren komponent icermesi; timori infilte eden lenfosit
(Figiir 12) veya Crohn benzeri reaksiyon bulunmasi (Figiir 13); ekspansil timor
smirlari, kotii differensiyasyon varligt ve belirgin intratiimdral heterojenite sayilabilir
(12,16).
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Figiir 12: Timort belirgin bir sekilde infiltre eden lenfosit varligr mikrosatellit
instabilitesi olan tiimorlerin 6zelligidir. (10)
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Figiir 13: éfohn benze;ri ihﬁamatuar reaksiybn gézieneﬁ kolon adenokarsihomu.
Muskularis proprianin 6tesindeki lenfoid agregata dikkat ediniz. (10)

Geleneksel olarak kolorektal adenokarsinomlarin derecelendirmesi glandiiler
formasyonu iyi olan tiimor yiizdesi baz alinarak iyi differansiye (>%95), orta
derecede differansiye (%50-%95) veya kotii differansiye (<%50) seklinde yapilir
ancak pratik uygulamalarda birgok patolog daha "Gestalt¢1" bir uygulamaya
meyillidiriler ve vakalarin biiyiik bir kismini (yaklasik ticte ikisi) orta derecede
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differansiye olarak evrelerler. Iyi differansiye adenokarsinomlar tiibiiler adenomlara
cok benzer ve bu tip morfoloji en sik iilseratif kolit zemininde olusmus
adenokarsinomlarda goriiliir (24). Kotii differansiye adenokarsinomlar genis
alanlarda solid biliylime paterni, infiltratif yuvalar ve tekli hiicreler igermesinin
yanisira siklikla belirgin bir niikleer heterojenite de gosterirler. Glandiiler
differansiyasyon gostermeyen karsinomlar andifferansiye olarak siniflandirilirlar.
Gozlemciler aras1 derecelendirme farkini azaltabilmek i¢in bir¢ok ¢alisma grubu iki
siifl1 bir sisten 6nermislerdir: diisiik dereceli (iyi ve orta derecede differansiye) ve
yiiksek dereceli (kotii differansiye). Ancak bu siniflama sadece mikrosatellit
instabilitesi olmayan vakalarda prognostik faktor olarak kullanilabilir. Taglh yiiziik
hiicreli, miisindz ve mediiller adenokarsinomlar histolojik olarak yiiksek dereceli
olmasina ragmen bu varyantlar yiiksek mikrosatellit instabilitesi (MSI-H) olan
hastalarda sik goriiliir ve bu hastalar gorece daha iyi prognoza sahiptir, bundan dolayi

bu varyanlar diisiik dereceli olarak degerlendirilmelidir (25).

2.4.4-Prognostik Belirtegler

Kolorektal adenokarsinomlarda en 6nemli prognostik faktor tiimoriin evresidir.
Cerrahi patologlar i¢in belirlenmesi en kritik olan bulgular viseral peritonel invazyon
(serozal) ve lenf nodu metastazi olup olmadigidir. Bundan dolay1 makroskopik
olarak anormal goriinen serozanin dikkatlice 6rneklenmesi gerekir. Tiimdr hiicreleri
peritonel yiizeye ¢ikip, mezotelyal hiperplazisi ve inflamatuar reaksiyon
olusturmussa tiimor evre T4a olarak siniflandirilmalidir. Birgok ¢alisma az miktarda
lenf nodu incelemesinin (muhtemelen metastatik lenf nodlar1 es ge¢ildigi ve
evreleme var olandan daha diisiik raporlandig1 i¢in) daha kotii prognoza sebep
oldugunu gostermektedir. Tiim segmental kolektomi materyallerinde en az 12 adet
lenf nodu diseke edilmesi onerilmektedir (26). Neoadjuvan kemoterapi sonrasi rektal
rezeksiyon materyallerinde yeterince lenf nodu bulunamayabilir, boyle vakalarda

perirektal yagli dokunun genis¢e 6rneklenmesi gerekir.
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Kotil prognozun diger histolojik belirtegleri ise ekstramural vendz invazyon,
lenfovaskiiler invazyon, infiltratif timor sinirlari, invazif bolgedeki tlimor
tomurcuklanmasi ve perindral invazyondur (27). Iyi prognoz gostergesi olan
histolojik 6zellikler ise timorii infilte eden lenfositler, timdr ¢evresinde lenfoid
cevap ve Crohn benzeri lenfoid reaksiyon varligidir. Daha 6nce de belirtildigi gibi bu
ozellikler daha ziyade mikrosatellit instabilitesi olan ve bdylelikle iyi prognozla

seyreden mikrosatellit instabiliteye bagh tiimorlerde goriiliir (28).

AJCC'nin (American Joint Committee on Cancer) yaptig1 kolorektal kanser
calisma grubu konferansinda prognostik kriterlerin pratik kullanimdaki degeri

acisindan cesur bir siniflama yapilmistir.
Kategori 1: Literatiir tarafindan iyi desteklenmis, hasta yonetiminde genellikle
kullanilan ve TNM evrelemesini gelistirmede 6nemi belirgin olanlar.

Kategori 2A: Biyolojik ve/veya klinik olarak genisce ¢alisilmais, terapi i¢in

prognostik degere sahip, patoloji raporunda belirtilmesi yeterli olanlar.

Kategori 2B: lyi ¢alisiimis ancak Kategori 1 ve Kategori 2A'ya

yerlestirilemeyenler.
Kategori 3: Kategori 1 ve 2'ye girebilecek kadar desteklenemeyenler.
Kategori 4: Calisilmis ancak herhangi bir prognostik degere sahip olmayanlar.
Kategori 1 i¢inde serum CEA diizeyinin 5.0ng/ml iizerinde olmasi, lenf nodu

invazyonu ve evreleme bulunmaktadir. Kategori 2A icinde vaskiiler invazyon,

perindral invazyon, cerrahi sinirlar ve mikroskopik derece bulunmaktadir (29).
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2.4.5-immiinohistokimya ve Molekiiler Patoloji

Konvansiyonel (mikrosatellit stabil) kolorektal adenokarsinomlar CEA eksprese
ederler ve genellikle CK20, CDX-2 ve STAB2 transkripsiyon faktorleri kuvvetli
pozitiftir (30,31) ancak TTF-1, PAX8 ve WT-1 negatiftir. CK7 tiimérlerin ¢ok kiigiik
bir oraninda (%5-10) fokal pozitiftir. Bircok vakada gii¢lii p53 immiinreaktivitesi
goriiliir, bununla birlikte niikleer B-katenin boyanmasi mevcuttur. Ozellikle ileri evre
karsinomlarda olmak {izere, tiimorlerin yaklasik %20'sinde SMAD4 (DPC4) protein
ekspresyonu kayb1 mevcuttur. Yiiksek mikrosatellit instabilitesinin oldugu kolorektal
adenokarsinomlarda CK20 ekspresyonu daha az yaygindir ve hatta %20'sinde CK20
ekspresyonu tamamiyle yoktur (32). Bu tip timdrlerde CDX-2 ekspresyonu da
azalmistir (33). Mediiller karsinomlar genellikle ¢ok sinirlt CK20 ve CDX-2
ekspresyonu gosterirler ve hatta bazen tamamen negatiflerdir; bu tip vakalarda taniy1

destekleyebilmek i¢in uyumsuzluk tamir eksikligi taramasi yapilmalidir (34,35).

Lynch sendromuna ve sporadik yiiksek mikrosatellit instabilitesine (MSI-H)
bagli kolorektal karsinomlarda MLH1,MSH1, PMS2 ve MSH6 i¢in
immiinohistokimyasal tarama testi yapilirken MLH1 ve PMS2nin; MSHI ve
MSH6'nin heterodimer olduklart unutulmamalidir (36). Sporadik yiiksek
mikrosatellit instabilitesine (MSI-H) bagli kanserler hem MLH1 ve PMS2
ekspresyon kaybi gosterir. Lynch sendromuna bagli kanserler MLH1 veya PMS2
mutasyonu gosterdikleri gibi bu iki proteinde ekspresyon kaybi da gosterirler. Yine
ayni sekilde MSH1 veya MSH6 mutasyonu olanlarda bu iki proteinin ekspresyon
kayb1 izlenir. Neoadjuvan kemoterapi alan rektal adenokarsinomlarda MSH6
ekspresyonu zayiflar veya kaybolur, bu durum da tanisal bir tuzak olusturur (12).
Bazi nadir tiimorler tek protein kaybi gosterirler ve bu durum nerdeyse her zaman

Lynch sendromu i¢in tanisaldir.

MLH1/PMS2 kayb1 olan tiimdrlerin ¢cogu sporadik yiliksek mikrosatellit
instabiliteye (MSI-H) sahiptir ¢iinkii bu tiimérlerin ¢ogu BRAF mutant sesil serrated

poliplerden gelisir. Bu tiimdrlerin sporadik dogasini gosterebilmek icin BRAF
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V600E mutasyonunun belirlenmesi faydali olabilir (37). Eger BRAF vahsi tip ise
MLHI1 6nciiliiniin hipometilasyon testi yapilarak sporadik yiiksek mikrosatellit
instabiliteye (MSI-H) bagl tiimérler, Lynch sendromuna bagli timorlerden
ayrilabilir ancak bu tahlil pek sik kullanilmamaktadir. Spesifik mutasyonun
belirlenmesi ailenin diger iiyelerinin taranabilmesine yardimci olur ki bu Lynch
sendromuna bagl tiimorlerin gézetiminde ciddi bir 6neme sahiptir. Daha dnce de
belirtildigi gibi yliksek mikrosatellit instabiliteye (MSI-H) bagh karsinomlar,
mikrosatellit stabil karsinomlara gore daha iyi prognozludur. Mikrosatellit instabilite
durumu evre I1I veya uzak organ metastazi olan hastalarda ileri terapiyi belirleyebilir
clinkii yliksek mikrosatellit instabiliteye sahip timdrler geleneksel 5-florourasil

(5FU) temelli kemoterapiye koétii cevap verir (38).

KRAS mutasyonlar1 kolorektal karsinomlarin %40-50'sinde, BRAF
mutasyonlar1 ise %5-10'unda goriiliir; bu proteinler epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR) sinyal yolaginda bulunurlar (39,40). EGFR hedefleyen
kemoterdpatik ajan (6rnegin cetuximab monoklonal antikoru) kullanilmadan 6nce
KRAS genotiplemesi rutin olarak yapilir ¢linkii KRAS mutasyonu olan tiimdrler bu
tedaviye direnclidirler (39,41). Bazi merkezlerde KRAS vahsi tip timorlerde BRAF
degerlendirmesi de yapilmaktadir ¢linkii BRAF mutasyonu olan tiimorler de

cetuximab tedavisine kotli yanit verirler (42).
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2.5-WNT SINYAL YOLAGI

Cok hiicreli canlilarin doku ve organ gelisimi, ¢ok sayida sinyal yolaginin
birbirleriyle iliski kurarak, pozisyonel bilginin ve hiicre 6zellesmesinin uyarilmasi ile
kontrol edilir. TGF-beta (Transforming Growth Faktor-beta), FGF (Fibroblast
Growth Factor), Hedgehog ve Notch proteinleri gibi salgilanan faktorlerin yanisira
Whnt (Wingless-Type MMTV Integration Site Family) biiyiime faktorleri de bu islem
sirasinda ¢cok onemli bir sekilde yer alir. Giinlimiizde farkl: tiirlerde yaklasik 100
cesit Wnt geni bulunmustur. Insanlarda ise birbirleriyle %27-%83 arasinda aminoasit
sekans benzerligi ve 23-24 adet korunmus sistein rezidiisii bulunduran 19 ¢esit Wnt
geni tanimlanmustir. Gelisme sirasinda Wnt'lerin hiicrelerin kaderini belirlemede,
proliferasyonlarinda, migrasyonlarinda, kutuplagsmalarinda ve 6liimlerinde ¢esitli
rolleri vardir. Eriskinlerde ise homeostaz iizerinde etkileri vardir ve Wnt yolaginin

diizensiz ¢alismasi ¢esitli kanserlerin olusumudan sorumludur (43,44).

Whnt ligandlari hiicra zarinda 7 defa kivrilmis transmembran reseptor ailesi olan
Frizzled reseptorlerine (Insan genomunda 11 gesiti vardir) ve yeni bulunmus LRP5
ve LRP6 (Lipoprotein Receptor-related Protein-5/6) koreseptorleri ile sinyal saglar.
Yapisal olarak Frizzled reseptorlerinin ekstraselliiler Wnt baglayici birimi, yedi adet
dongiisel transmembran proteini ve Intraselliiler C-terminal kuyrugu vardir. Wnt
reseptOrlerinin ikincil yapisi ise tahminen GPCRIeri (G-Protein Coupled Receptors)
icermektedir bu da Frizzled reseptorlerinin GPRC ailesinin bir iiyesi olarak
nitelendirilmesini saglayabilir. Wnt sinyalleri birbirinden ayr1 en az ii¢ hiicre igi
yolakla iletilir, bunlar klasik Wnt/ B-katenin, Klasik olmayan Wnt/Kalsiyum ve
Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) yolaklaridir. Wnt/ B-katenin yolag: birincil olarak
gelisim sirasindaki hiicre kaderini belirlerken, Wnt/PCP yolagi major olarak
sitoskeletal organizasyonu saglar. Wnt/Kalsiyum yolaginin ise biyolojik fonksiyonu
belirgin degildir (45).

Whnt/ B-katenin yolagi evrimsel siiregte en iyi korunmus ve en iyi anlasilmig

olan yolaktir. Wnt/ B-katenin yolagi Wntl1, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a ve Wnt8 ile aktive
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olur ve hiicre transformasyonunda rol alir. Wnt sinyal yoklugunda B-katenin
CK1Alpha (Casein Kinase-1- Alpha), GSK3Beta (Glycogen Synthase Kinase-3-
Beta), AXIN (Axis Inhibitor) ve APC (Adenomatous Polyposis Coli) proteinlerini
igeren sitoplazmik bir kompleks ile birlesiktir. Bu durum B-kateninin
fosforilasyonunu ve Beta-TRCP (Beta-Transducin Repeat-Containing Protein) ile
etkilesimini arttirarak f-kateninin ubiquinasyonunu ve proteozomlar ile yikilmasini
saglar (43). Wnt sinyali oldugunda ise Frizzled reseptdriine baglanarak Dsh
(Dishevelled) proteininin aktivasyonuna yol agar. Memelilerde tiim organlarda
Dishevelled ailesinden olan Dsh1, Dsh2, Dsh3 proteinleri bulunur. Bu aile iiyelerinin
ti¢ adet ¢cok iyi muhafaza edilmis bolgesi vardir: N ucundaki DIX (Dsh ve AXIN),
santralde PDZ (Postsynaptic Density-95, Discs-large ve Zonula occludens-1), C
ucundaki DEP (Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin domain). Aktive olan Dishevelled
proteini GSK3-Beta'nin fosforilasyonuna neden olarak GSK3-Beta'y1 inhibe eder,
boylece sitoplazmada diizenli olarak biriken B-kateninlerin fosforilasyona ugrayarak
yikilmasi engellenir ve sitoplazmadaki -katenin diizayi artar ve bu p-kateninler
nukleusa gider. Wnt sinyali ile sitoplazmada artmis olan f-katenin LEF (Lymphoid-
Enhancing Factor)/TCF (T-Cell Factor)'lere baglanarak birgok hedef genin
aktivasyonunu saglayan bir transkripsiyon makinesini baslatir. Transkripsiyon
aktivasyonu B-kateninin CREB (cCAMP Response Element Binding Protein),
SWI/SNF (SWiltch/Sucrose Non-Fermentable) kromatin remodelling kompleksi ve
Pyg ve BRG1'e bagli Bcl9 ile etkilesimiyle olur. Chibby ise -kateninin C-terminal
bolgesi ile direkt etkileserek B-katenine bagli transkripsiyonel aktivasyonu, LEF1 ile
yarigmal1 inhibisyona girerek gergeklestirir (46,47,48).

[-katenin/TCF transkripsiyonel regiilasyonunun hedefi olan bir¢ok gen
tanimlanmistir. Bunlar MMP7 (Matrix Metalloproteinase-7), UPAR (Urokinase-type
Plasminogen Activator Receptor), CD44, c-Myc, c-Jun, FRAL (Fos-Related Antigen-
1), CcnD1 (Cyclin-D1), PPAR-Delta (Peroxisome Proliferative Activated Receptor-
Delta), TCF1 (Transcription Factor-1), Fibronectin , Slug , Gastrin, Cox2
(Cyclooxygenase-2) ve Laminin5'in Gamma2 zinciridir. Buna ek olarak TCF/LEF ve

B-katenin kompleksleri hiicresel remodelling islemlerini diizenlemek igin bagka
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yolaklar ile aktive olmus faktorler ile isbirligi yapabilir. CcnD1 ve c-Myc'i de igeren
bir¢ok gen, hiicre bliylimesinde, proliferasyonunda ve differansiasyonunda hayati
gorevler almaktadir ve bunlar kolon kanserinde uygunsuz bir sekilde aktive edilirler.
[B-katenin uyarisiyla artan c-Myc geni, p53 sentezini ve buna baglh olarak p21, WAF1
ve p130/RB2'yi arttirarak biiylimenin durdurulmasina neden olabilir. 3-katenin'in bir
diger hedefi ise hiicre gociinde rol oynayan Vimentin'dir. Vimentin, insan
memesindeki tiimor hiicrelerinde B-katenin/TCF transaktivasyon yolagimnin direkt
hedefidir. Wnt sinyalleri Kaspase inhibitorleri, Survivin gibi antiapoptotik proteinleri
upregiile ederek apoptozu engelleyebilir ve VEGF upregiilasyonu yaparak
anjiogenezi arttirabilir. Matrilysin/MMP7 ve MMP26 gibi ekstraselliiler matriksi
yikabilen bir¢ok proteaz ve CD44 ve NRCAM (Neuronal Cell Adhesion Molecule)
gibi hiicre adezyon molekiilleri tiimdr hiicrelerinin invazyonuna ve metastazina
neden olabilen potansiyel Wnt hedefleridir. Klasik Wnt sinyal yolagt NRSF/REST
(Neuron-Restrictive Silencer Factor/RE1-Silencing Transcription factor) ve ENC1
(Ectodermal-Neural Cortex) genlerini ve boylelikle progenitor hiicreleri kontrol eder.
Artmis ekspresyonu kolorektal timorogeneziste rol oynayan Claudin-1 de B-katenin
TCF/LEF sinyal yolaginda yer alir. Wnt hedef genlerinin biiyiik bir kism1 Wnt sinyal

iletim sisteminin bilesenlerini kodlar.

Giincel ¢alismalar 4 sinyal yolaginin Wnt inhibisyonuna yol ag¢tigin
gostermistir: FRP (Frizzled-Related Protein), Cer (Cerberus), WIF1 (Wnt-Inhibitory
Factor-1) ve Dkk1 (Dickkopf-1). Cerberus ve WIF1,Wnt ile direkt fiziksel etkilesime
girerek inhibisyon saglar. FRP ise Wnt sinyal yolagini hem Wnt hem de Frizzled
reseptoriiyle fiziksel olarak etkilesime girerek inhibe eder. Wnt sinyal yolagi ayrica
multigen ailesinin bir iiyesi olan Dkk1 (Dickkopf-related protein 1) tarafindan inhibe
edilir. Dkk1'in LRP5/6'ya (Low-density lipoprotein Receptor-related Protein 5/6)
baglanip bu proteini antagonize ederek Wnt sinyal yolagini inhibe ettigi
gosterilmistir. Transmembran proteinleri olan Kremen-1 ve Kremen-2, DkK1 ile
fonksiyonel is birligi yaparak Wnt sinyalini bloke eden yiiksek afiniteli Dkk1
reseptorleridir. Kremen 2, Dkk1 ve LRP6 ile {iglii kompleks olusturarak LRP6'y1

hiicre zarindan uzaklastiran hizl bir endositoz baslatir. B-katenin yikiminda rol alan
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Beta-TRCP ve Ubikitin Konjuge edici enzim UbC4/5E2'nin artmis ekspresyonu da

Whnt sinyalizasyonunda negatif bir geri besleme mekanizmasi gibi davranabilir

(48,49,50).

Klasik olmayan Whnt sinyal yolagi ayn1 zamanda atipik Wnt-Frizzled sinyal
yolagi olarak adlandirilir ve Wnt/Kalsiyum ve Wnt/PCP olmak iizere iki adet
intraselliiler sinyal yolagini igerir. Wnt/Kalsiyum yolaginda Wnt proteini temel
olarak Wntl, Wnt5a ve Wntl11'dir. Bunlar hiicre yiizeyinde bulunan Frizzled
transmembran reseptorlerine baglanirlar ve sonugta Fosfolipaz-C aktivasyonuna
neden olacak heterodimerik G-protein uyarisini da igeren birgok hiicresel olay1
baslatirlar. Fosfolipaz-C intraselliiler kalsiyum iyonunun artmasina, cGMP diizeyinin
azalmasina, Kalsiyum-Kalmodulin kinaz ve Protein Kinaz-C aktivasyonuna neden
olur. Bu olaylar NFAT niikleer faktoriiniin ve CREB gibi diger transkripsiyon
faktorlerinin uyarilmasina neden olabilir. Bundan dolayr Wnt/kalsiyum yolaginin G-
protein bagimli bir sinyal yolagi oldugu daha muhtemeldir (45,51). Wnt/PCP
yolaginda ise Dsh aktivasyonu sonras1 Rho/Rac kii¢lik GTPaz ve JNK (Jun N-
terminal Kinase) aktive olarak sitoskeletal organizasyon ve gen ekspresyonu
saglanir. Wnt/PCP yolaginda Wnt proteinleri hiicre yiizeyindeki Frizzled
transmembran reseptorlerine baglanir. Bunu takiben Dsh araciligi ile Rho/Rac kiiciik
GTPaz ve JNK (Jun N-terminal Kinaz) aktive olarak sitoskeletal organizasyonun
diizenlenmesi ve gen ekspresyonunu saglarlar. Dsh, Daam1 araciligi ile yolak
efektorleri olan Rho ve ROCK'a (Rho Associated Kinase) baglidir. Rac direkt olarak
Dsh ile aktive olur ve o da sirayla MAP3K (Mitogen Activated Protein Kinase
Kinase Kinase) ve MAP2K (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase) proteinleri
aracilifi ile JNK'yi aktive eder. Wnt hedef genlerinden olan Nkd (Naked) iirlinliniin
Dsh'a baglanip -katenin'i bloke ederek Wnt antagonisti gibi davrandigi
belirlenmistir ancak bu iiriinler JNK yolagini aktive etmektedir (45,52,53).

Wnt-Frizzled sinyal yolag1 sinir sistemi gelisiminde dnemli bir role sahiptir.
Daha belirgin bir sekilde anlatmak gerekirse noral progenitor hiicrelerin ve noral

plagin gelisiminde, noral tiipiin anterior-posterior uzaniminda gorev alir. Sonug
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olarak Wnt-Frizzled sinyal yolagi beynin ve spinal kordun gelisimini ve ¢ok sayida
duyu ve motor néronun uzanimini saglar. Wnt-Frizzled yolaginin disfonksiyonu
Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklara sebep olabilir. Wnt-Frizzled yolagini
sekillendiren ve kontrol eden kritik elementlerin tanimlanmasi ve hedeflenmesi, bu

yolagin biyolojik potansiyelinin daha iyi anlasilmas1 kanser, norodejeneratif ve

vaskiiler hastaliklarin tedavisinde yeni se¢eneklerin ortaya ¢ikmasini saglayabilir (56,
55).

Wnt Uyanisi (-) Wnt Uyarisi (+)

I

CEKIRDEK CEKIRDEK % Transkripsiyon
—_—

Figiir 14: Sekilde klasik yolakta Wnt protein uyarisi olan ve olmayan durumda
transmembran reseptorleri ve sitoplazmik pB-katenin proteinlerinin kaderi
gosterilmektedir. (56)
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(a) Klasik Beta-Katenin (b) Klasik Olmayan (¢) Klasik Olmayan
Yolagi Kalsiyum Yolag PCP Yolag
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Figiir 15: Sekilde klasik yolagin ve klasik olmayan yolaklarin kullandiklari
proteinler, bu yolaklarin farki ve kesistikleri noktalar gosterilmektedir. (57)
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2.6-IMMUNOHISTOKIMYASAL BELIRTECLER

2.6.1-Wnt-3

Whnt gen ailesi frizzled reseptorlerine baglanarak onkogenezi uyaran, embriyogenez
sirasinda hiicre kaderini ve embriyonun modellesmesini diizenleyerek gelisimi
saglayan bir sinyal molekiilii ailesidir. Wnt ailesi biyolojik aktivitelerine gore iki
gruba ayrilir. Bir grup sitoplazmik B-katenin diizeyini sabitlerken, diger grup hiicre
i¢i kalsiyum salinimini uyararak G proteini bagimli iki kinaz olan CamK2 ve PKC'yi
aktive eder. Wnt-3 beyincigin gelisiminde etkili olurken eriskinde sadece Purkinje
hiicre tabakasinda bulunur. Wnt-3 kas afferentlerinin terminal dallarin1 kontrol eden

retrograd bir sinyaldir.

Insan Wnt-3 proteini, fare Wnt-3 proteini ile %98 homolog iken insan Wnt-3a
proteini ile %84 homologdur. Wnt-3 geni Wnt-15 geni ile birlikte 17921.32

kromozom lokasyonunda kiimelenir ve koken alir.

Wnt-3 (Y-15), insan kaynakli Wnt-3"iin internal kisminin peptid
haritalandirilmasi ile gelistirilmis ve buna kars1 afinitesi olan saflastirilmis bir kegi
poliklonal antikorudur. Molekiil agirligi 65kDa'dir (kiloDalton). Genetik lokusu
insanlarda Wnt-3 i¢in 17q21.32, Wnt-3a i¢in 1g42.13'tiir; farelerde ise Wnt-3 i¢in
11E1, Wnt-3a i¢in 11B1.3'tiir. Pozitif kontrol i¢in fare testisi kullanilabilir. Wnt-3
(Y15) fare, rat ve insan kaynakli dokularda Wnt-3 ve Wnt-3a'y1 belirlemek igin
tavsiye edilir. Tavsiye edilen diliisyon miktarlar1 Western Blot i¢in 1:200-1:1000,
immiinfloresan uygulama igin 1:50-1:1500, parafine gdmiilmiis dokular dahil olmak
{izere immiinohistokimyasal uygulama i¢in 1:50-1:500 ve solid faz ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) igin 1:30-1:3000'dir.
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Wnt-3 ayn1 zamanda at, kdpek, okiiz, domuz ve kus gibi farkli cinslerde de
Wnt-3 ve Wnt-3a belirlenmesi i¢in kullanilabilir (59).

2.6.2-MMP7

Matriks metalloproteazlari kollajen, fibronektin, gelatin, laminin ve
peptidoglikanlarin da dahil oldugu ekstraselliiler matriks elemanlarinin yikimindan
sorumlu peptidaz enzim ailesidir. MMP genleri forbol esterleri, lipopolisakkaritler
veya stafilokokal enterotoksin B ile aktive olur. MMP katalizi kalsiyum ve ¢inkoya
ihtiya¢ duyar. MMP7, kazein, fibronektin, tip I, III, IV ve V gelatini yikar. MMP7
mRNA's1 farelerin 6zellikle epitelyal hiicrelerinde eksprese edilir ve bu ekspresyon
sadece spesifik organlarda izlenmektedir. Bu durum MMP7'nin matriks yikimi ve
yeniden bi¢imlendirilmesinin yani sira bu organlarin 6zellesmis fonksiyonlarinda da

gorev aldigini diisiindiirmektedir.

MMP7 (L-17), insan kaynakli MMP7'nin internal kisminin peptid
haritalandirilmasi ile gelistirilmis ve buna kars1 afinitesi olan saflastirilmis bir kegi
poliklonal antikorudur. Pro-MMP7'nin molekiil agirlig1 30 kDa iken aktif MMP7 20
kDa'dir. Insandaki genetik lokusu 11¢22.2 kromozomudur. Pozitif kontrol olarak
HeLa (human epithelial carcinoma cell line) tam hiicre lizat1 kullanilabilir. insan
kaynaklit MMP7 belirlenirken tavsiye edilen diliisyon miktarlar1 Western Blot i¢in
1:100-1:1000, immiinfloresan ¢alisma i¢in 1:50-1:500, parafine gomiilii dokular
dahil olmak iizere immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in 1:50-1:500 ve solid faz
ELISA igin 1:30-1:3000'dir.

MMP7 ayn1 zamanda MMP7-siRNA, MMP7-shRNA Plazmid ve MMP7-
shRNA Lentiviral Partikiillerinin kontrol antikoru olarak da kullanilabilir (60).
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2.6.3-p-Katenin

Kateninler (a, B ve y) yaygin olarak eksprese edilen, hiicresel baglanti bolgelerinde
E-kaderinler ile iligkili sitoplazmik proteinlerdir. B-katenin ayrica N-kaderine
baglanir ve APC ile immiinopresipitat olusturur. Kaderin/katenin kompleksleri hiicre
iskeletine a-aktin ve a-kateninin direkt iliskisi ile baglanir. Artmis tirozin

fosforilasyonu katenin-kaderin komplekslerini yikarak hiicresel adezyona etki eder.

B-katenin (RB-9035), tavsan antiserumundan saflastirilmis bir antikordur.
Hiicredeki lokasyonu sitoplazma ve hiicre zaridir. Antikorun molekiiler agirligi 92
kDa'dir ve epitopu C-terminalidir. Formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis
dokularda ¢ok ise yarar. Reaktif oldugu dokular insan ve fare dokularidir. Tavsiye
edilen diliisyon miktar1 formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda
1:250-1:500'diir. Optimal diliisyon, yapilacak ise gore arastirmaci tarafindan
belirlenir. Pozitif kontrol olarak meme kanseri ve MCF-7 hiicre dizisi kullanilabilir
(61).

2.6.4-VEGF

VEGF anjiyogenezde rol alan, tiimor ilerlemesini ve metastazini destekleyen,
homodimerik, disiilfit baglari ile bagh bir glikoproteindir. Vaskiiler endotel i¢in
giiclii bir mitojenik ajan olmakla birlikte vaskiiler gecirgenlik artisina da sebep olur.
VEGF'nin 4 izoformu vardir. Bunlardan VEGF165 ve VEGF121 kii¢iik proteinler
olup hiicre disina salgilanabilir ve diffiizyon ile hiicre disina ¢ikabilir; VEGF189 ve
VEGF206 daha biiyiik proteinlerdir ve hiicre i¢cinde kalirlar.

VEGF (MS-1467), rekombinan VEGF189 proteinine kars iiretilmis ve fare
serumundan saflastirilmis antikordur. Molekdl agirligi 19-22 kDa'dir. IgG1 izotipi
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bir antikordur ve hafif zinciri «'dir. Bu antikor VEGF121, VEGF165 ve VEGF189'u
tanir. Epitopu belli degildir ve insan dokulari ile reaksiyon verir. Hiicre
sitoplazmasinda, hiicre ylizeyinde ve ekstraselliiler matrikste bulunmaktadir. Tavsiye
edilen diliisyon miktar1 formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda
1:100-1:200'diir. Optimal diliisyon, yapilacak ise gore arastirmaci tarafindan
belirlenir. Pozitif kontrol olarak anjiyosarkom ve VEGF165 rekombinan proteini
kullanilabilir (62).

2.6.5-Vimentin

Vimentin mezenkimal hiicrelerdeki temel orta biiyiikliikteki filaman proteinidir ve

bundan dolay1 andiferansiye neoplazilerin ayirici tanisinda degerlidir.

Vimentin (SP20), tavsan serumundan saflastirilarak elde edilmis IgG tipi bir
antikordur. Epitopu belli degildir. Molekiil agirligi 57-60kDa'dir. Formalinle fikse
edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda ¢ok ise yarar. insan vimentin proteini ile
reaktiftir. Hiicresel lokasyonu sitoplazmadir. Tavsiye edilen diliisyon miktari
formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda 1:200-1:400'diir. Optimal
diliisyon, yapilacak ise gore arastirmaci tarafindan belirlenir. Pozitif kontrol olarak

sarkom ve melanom kullanilabilir (63).

2.6.6-Ki67

Ki67 prolifere olan hiicrelerde eksprese edilen niikleer bir non-histon proteinidir.
Ki67, GO fazinda negatif iken hiicrenin 6zellikle ge¢ G1, S, M ve G2 fazlarinda

eksprese edilir.
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Ki67 (SP6), tavsan serumundan saflastirtimis IgG tipinde bir antikordur.
Epitopu C-terminalidir. Formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda
cok ise yarar. Insan dokusunda reaktiftir. Hiicresel lokasyonu ¢ekirdektir. Tavsiye
edilen diliisyon miktar1 formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularda
1:200'diir. Optimal diliisyon, yapilacak ise gore arastirmaci tarafindan belirlenir.

Pozitif kontrol olarak dalak, tonsil veya meme kanserleri kullanilabilir (64).
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3-GEREC VE YONTEM

3.1-CALISMA GRUBUNUN TANIMLANMASI

Bu ¢alisma kapsamina 01.01.2012-01.01.2015 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik incelemesi
yapilmig ve kolorektal adenokarsinom tanisi almis 130 adet radikal rezeksiyon

olgusu dahil edildi. Her bir hastaya ait tek bir tiimor blogu segildi.

9 hastaya ait tiimor parafin bloklarinin arsivde olmamasi nedeniyle (dis
merkeze inceleme igin gonderilen) bu olgular ¢alismadan diglanarak toplam 121

olguya ait 121 tiimor parafin blogu ¢alismaya dahil edildi.

Rezeksiyon materyallerinin arastirma i¢in gerekli demografik verileri

hastalarin patoloji raporlarindan derlendi.

3.2-HISTOMORFOLOJIK DEGERLENDIRME

Olgulara ait hematoksilen eozin boyal1 arsiv preperatlar tekrardan degerlendirildi ve
bu degerlendirme igerisinde tiimdr tipi, derecesi, lenfovaskiiler invazyon, perindral
invazyon, lenf nodu tutulumu degerlendirildi, patolojik evreleme yapildi. Yiiksek
mikroskopik derece, lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon, lenf nodu tutulumu
ve evre II-1V koti prognoz faktorleri olarak alindi. Tiimére ait en iyi durumdaki ve
en uygun blok secildi; daha sonra segilen hematoksilen-eozin preperatina ait parafin

bloklar arsivden taranarak toplandi.
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3.3-IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM

Immiinohistokimyasal inceleme %10’luk formalin soliisyonunda fikse edilmis olan

dokularin parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerde yapilmis olup her tiimor igin tek

bir blok secildi. Her bir antikor i¢in immiinohistokimyasal uygulama tiim olgulara

tek seansta yapildi ve pozitif kontroller ile birlikte galisildi. Streptavidin-biotin-

peroksidaz saptama yontemiyle gergeklestirilen immiinohistokimyasal ¢alismada

kullanilan primer antikorlar ve yapilan uygulamalar Tablo 1’de 6zetlenmektedir.

Tablo 1. Immiinohistokimyasal Uygulama Prosediirii

PRIMER TiP; DILUSYON | INKUBASYON | ANTIJEN FIRMA
ANTIKOR | KLON SURESI ACIGA
CIKARMA
Whnt-3a Y-15 1:200 30 DAKIKA 20 DAKIKA Santa Cruz
sc-5212
MMP7 L-17 1:200 30 DAKIKA 20 DAKIKA | Santa Cruz
Sc-26674
B-Katenin RB-9035 | 1:300 30 DAKIKA 20 DAKIKA | Thermo
Scientific
rb-9035-p0
VEGF VG1 1:200 30 DAKIKA 20 DAKIKA | Thermo
Scientific
ms-1467-p0
Vimentin SP20 1:200 30 DAKIKA 20 DAKIKA | Thermo
Scientific
rm-9120-s0
Ki67 SP6 1:200 30 DAKIKA 20 DAKIKA | Thermo
Scientific
rm-9106-s1

Adhezivli (Surgipath, Snowcoat X-tra, USA) lamlara hazirlanan 4-6 pm

kalinligindaki parafin kesitler 80° C’lik etiivde bir saat bekletildikten sonra, Leica

Bondmax immiinohistokimya otomatik cihazi ile asagidaki islemler uygulandi:
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1. Iki kez yikama soliisyonundan gegirildi (0 dakika).
2. AR soliisyonu - 0 dakika

3. AR soliisyonu - 0 dakika

4. AR soliisyonu - 20 dakika (100° C).

5. AR soliisyonu - 12 dakika

6. Yikama soliisyonu - 0 dakika (35° C)
7. Yikama soliisyonu - 0 dakika (35° C)
8. Yikama soliisyonu - 0 dakika (35° C).
9. Yikama soliisyonu - 3 dakika

10. Perokside blok - 10 dakika

11. Yikama soliisyonu - 0 dakika

12. Yikama soliisyonu - 0 dakika

13. Yikama soliisyonu - 0 dakika

14. Primer antikor - 15 dakika

15. Yikama soliisyonu - 0 dakika

16. Yikama soliisyonu - 0 dakika

17. Yikama soliisyonu - 0 dakika

18. Postprimer - 7 dakika

19. Yikama soliisyonu - 2 dakika

20. Yikama soliisyonu - 2 dakika
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Yikama soliisyonu - 2 dakika
Polimer - 7 dakika

Yikama soliisyonu - 2 dakika
Yikama soliisyonu - 2 dakika

Distile su - 2 dakika

Mikst diaminobenzidin - 0 dakika

Mikst diaminobenzidin - 7 dakika

Distile su - 0 dakika

Distile su - 0 dakika

Distile su - 0 dakika
Hematoksilen - 5 dakika
Distile su - 0 dakika

Yikama soliisyonu - 0 dakika

Distile su - 0 dakika
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3.4-iIMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIiRME

Whnt-3, MMP7, B-Katenin, VEGF, Vimentin ve Ki67 antikorlarinin her birinin ayr1
ayr1 boyanma &zellikleri degerlendirildi. Immiinohistokimyasal yonteme gore
hazirlanan 6rnekler binokiiler mikroskopta x4, x10, x20 ve x40°1ik objektiflerle

incelendi.

Whnt-3 degerlendirilirken Lisha Qi, Baocun Sun ve ark. (65) yaptigi
calismadaki skorlama 6rnek alindi. Sitoplazma i¢inde kahverengi graniillerin
goriilmesiyle boyanin immiinoreaktif oldugu kabul edildi. Wnt-3 boyanma
yogunlugu 0-2 arasinda derecelendirildi (boyanma goriilmediginde 0, zayif
immiinoreaktivite goriildiiglinde 1, gii¢lii immiinoreaktivite goriildiiglinde 2 puan
verildi). Immiinoreaktivite yiizdesi 0-3 arasinda degerlendirildi (pozitif boyanma
olmadiginda 0, < %25 hiicre pozitif oldugunda 1, %25 - %50 hiicre pozitif
oldugunda 2, > %50 hiicre pozitif oldugunda 3 puan verildi). Bu iki skor ¢arpilarak
bilesik bir Wnt-3 ekspresyon skoru elde edildi. Wnt-3 ekspresyonu negatif (skor =
0), zay1f pozitif (skor = 1,2,3), giiglii pozitif (skor = 4,6) olarak siniflandi. Kesit
tizerinde 10 farkli alan rastgele segilerek incelendi ve bu alanlarin ortalamasi alindi.
Vakalarin higbirinde (3 farkli merkezde, birden fazla defa denenmesine ragmen)
Whnt-3 boyanmasi izlenmedi ve bu yiizden istatistiksel olarak degerlendirilebilecek

anlaml bir veri elde edilemedi.
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MMP7 degerlendirilirken Anna Pryczynicz, Mariusz Gryko ve ark. (66) yaptig
caligmadaki skorlama 6rnek alindi. Boyama yogunlugu semikantitatif olarak
degerlendirildi. Immiinoreaktivitenin belirgin olarak goriildiigii biiyiitme garpanina
gore vakalar skorlandi. Toplamda x40 biiyiitmede goriilebilen immiinoreaktivite
giiclii (3 puan), x100 biiylitmede goriilebilen immiinoreaktivite orta (2 puan), x200
biiylitmede goriilebilen immiinoreaktivite zayif (1 puan), x200 biiylitmede

immiinoreaktivite gorillemeyen vakalar negatif olarak skorlandi. Kesit iizerinde 10

farkli alan rastgele secilerek incelendi ve bu alanlarin ortalamasi alindi (Figiir 17).

Figiir 17: Sekilde MMP7'nin tiimor hiicre sitoplazmasini zayif ve kuvvetli boyadigi

alanlar izlenmektedir (20x10).

L.
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B-Katenin degerlendirilirken Darwish H, Trejo IE, Shapira | ve ark. (67)
yaptig1 calismadaki skorlama 6rnek alindi. Bir kii¢iik biiyiitme alaninda timor
hiicrelerinin %10'undan fazlas1 ¢ekirdek boyanmasi gosterdiginde immiinoreaktivite
pozitif sayildi. Ornek alinan calismada vakalar sadece boyanma kuvveti agisindan,
boyanma olmayan vakalar negatif (skor = 0), komsu nonneoplastik epitel ile benzer
boyanma gosteren vakalar zayif (skor = 1), orta derece yogunlukta boyanma gdsteren
vakalar (skor = 2) ve gii¢lii boyanan vakalar (skor = 3) olacak sekilde
smiflandirilmisti. Sonrasinda ise 0 ve 1 puan alanlar negatif, 2 ve 3 puan alanlar
pozitif olarak degerlendirilmisti. Bizim ¢alismamizda ise negatif ve zayif boyananlar
direkt negatif kabul edildi; orta derecede ve siddetli boyanan vakalar ise direkt
pozitif kabul edilerek bu hiicrelerin toplam tlimor hiicrelerine orani yiizde cinsinden

hesaplandi. Kesit iizerinde 10 farkli alan rastgele segilerek incelendi ve bu alanlarin

ortalamasi alind1 (Figiir 18).

Figiir 18: Sol taraftaki tiimoral glandlarda ve sag taraftaki normal kolon
mukozasinda membran boyanmasi izlenmektedir. Iki bolge arasinda ise niikleer -
katenin ekspresyonu izlenen tiiméoral glandlar izlenmektedir. (10x10).
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VEGF degerlendirilirken Liang ve ark. (68) yaptig1 calismadaki skorlama
ornek alindi. VEGF skorlanirken sitoplazmik ve/veya membran spesifik boyanmalar
pozitif kabul edilerek boyanan tiiméral ve stromal hiicrelerin tiim hiicrelere orani
yiizde cinsinden hesaplandi. Liang ve ark. yaptig1 ¢alismada VEGF boyanma durumu
4 dereceye ayrilmisti. Hiicrelerinin < %5'i boyandiginda negatif, %5 - %25 arasinda
boyandiginda (+1), %26 - %50 arasinda boyandiginda (+2), > %50 boyandiginda
(+3) olarak degerlendirilmis ve sonrasinda (+2)'den az boyananlar diisiik reaktif, geri
kalanlar da yiiksek reaktif olarak siniflandirilmisti. Bizim ¢aligmamizda ise tiim
vakalar i¢in yiizdeler ayr1 ayr1 hesaplanarak kaydedildi ve istatistiksel hesaplamalar
buna gore yapildi. Ikincil ve iigiinciil gruplama kullanilmadi. Kesit iizerinde 10 farkli

alan rastgele secilerek incelendi ve bu alanlarin ortalamasi alindi (Figiir 19).
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Figiir 19: Ortada VEGF ile gug:lu s1toplazm1k ve membranoz boyanma gosteren sag
ve sol tarafta ise zayif boyanma gosteren tiimoral glandlar izlenmektedir (20x10).
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Vimentin degerlendirilirken tiimor stromasindaki hiicrelerin sitoplazmasi
incelendi. Ngan CY ve ark. (69) yaptig1 ¢aligma 6rnek alinarak sitoplazmasi iginde
kahverenkli graniiller izlenen bag dokusu hiicreleri immiinoreaktif kabul edilerek bu
hiicrelerin o alandaki tiim bag dokusu hiicrelerine orani yiizde cinsinden hesaplandi.
Kesit lizerinde 10 farkli alan rastgele secilerek incelendi ve bu alanlarin ortalamasi

alind1 (Figiir 20).

e a° _‘v RAwM 7 t 4 ;
Figiir 20: Sekilde tiimdr stromasinda yogun vimentin boyanmasi izlenmektedir
(10x10).
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Ki67 proliferasyon indeksi degerlendirilirken tiimor hiicrelerinin ¢ekirdegi
incelendi. Fluge @ ve ark. (70) yaptig1 ¢alisma 6rnek alinarak ¢ekirdegi yogun bir
sekilde boyanan hiicreler pozitif kabul edildi ve bu hiicrelerin tiim tiimor hiicrelerine
orani yiizde cinsinden hesaplandi. Kesit {izerinde 10 farkli alan rastgele segilerek

incelendi ve bu alanlarin ortalamasi alind1 (Figiir 21).

Figiir 21: Sekilde yiiksek Ki67 proliferasyon indeksine sahip tiimoral bezler
izlenmektedir (10x10).
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3.5-iISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Elde edilen veriler tanimlayici istatistikler (aritmetik ortalama, ortanca, standart
sapma, ylizde dagilimlar) ile degerlendirildi. Gruplar arasi ortalama karsilastirilirken
oncelikle normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri
ile degerlendirildi. iki bagimsiz grubun ortalamas: Mann Whitney U testi, ikiden
fazla bagimsiz grubun ortalamasi Kruskall-Wallis testi kullanilarak karsilagtirildu.
Kategorik verilerin gruplar aras1 yiizde dagilimlar1 Ki-Kare testi ile, birden fazla
stirekli verinin korelasyonu Spearmen testi ile degerlendirildi. Verilerin analizinde

SPSS v18 programi kullanildi ve p<0,05 diizeyi anlamli kabul edildi.
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4- BULGULAR

Calismamizdaki 121 hastanin 66's1 (%54,5) erkek, 55" (%45,5) kadind1.
Hastalarin yas ortalamasi 62,3'tli (Tablo 2).

Calismaya dahil edilen 121 kolorektal adenokarsinom vakasinin 119'u (%98,3)
diistik dereceli iken 2'si (%]1,7) yliksek dereceli olarak izlendi (Tablo 2).

Vakalarin 93"inde (%76,9) lenfovaskiiler invazyon izlenmezken 28'inde

(%23,1) lenfovaskiiler invazyon izlendi (Tablo 2).

Vakalarin 105'inde (%86,8) perinoral invazyon izlenmezken 16'sinda (%13,2)

perindral invazyon izlendi (Tablo 2).

Vakalarin 7'si (%35,8) evre I, 62's1 (%51,2) evre 11, 35'1 (%28,9) evre 111, 17's1
(%14,1) evre 4 olarak izlendi (Tablo 2).

Vakalarin 73"tinde (%60,3) lenf nodu tutulumu izlenmezken 48'inde (%39,7)
lenf nodu tutulumu izlendi (Tablo 2).
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Tablo 2. Verilerin Tanimlayici Ozellikleri

N %
Cinsiyet
Erkek 66 54,5
Kadin 55 455
Mikroskopik
Derece
Diistik Dereceli 119 98,3
Yiiksek Dereceli 2 1,7
Lenfovaskiiler
Invazyon
Yok 93 76,9
Var 28 23,1
Perinoral
Invazyon
Yok 105 86,8
Var 16 13,2
Evre
| 7 5.8
1 62 51,2
Il 35 28,9
v 17 14,1
Lenf Nodu
Tutulumu
Yok 73 60,3
Var 48 39,7

Vakalarin higbirinde (3 farkli merkezde birden fazla defa denenmesine
ragmen) Wnt-3 boyanmasi izlenmedi ve bu ylizden istatistiksel olarak

degerlendirilebilecek anlamli bir veri elde edilemedi.
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Yapilan degerlendirmede tiimdrlerin mikroskopik derecesi ile
immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma 6zellikleri)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 3).

Vakalarin sadece 2'si (%]1,7) yiiksek dereceli oldugundan ve bu iki vaka
MMP7 skorlamasinda istatistiksel agidan yeterli veriyi saglamadigi i¢in "p" degeri

hesaplanamadi (Tablo 3).

Tablo 3. Mikroskopik Derece ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Mikroskopik Derece
Diisiik Dereceli Yiiksek Dereceli p
N ORT=SS N | ORT+SS
B-Katenin 119 | 17,34+20,99 2 | 22,5+31,82 0,975
Ki67 119 | 46,01+18,92 2 | 57,5+17,68 0,363
Vimentin 119 | 57,14+20.,5 2 | 72,5+10,61 0,273
VEGF 119 | 35,14+33,03 2 | 32,83 0,134
N % N | % p
MMP7 |1 60 50,4 1 (50,0
2 39 32,8 1 |50,0
3 20 16,8 010
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Yapilan degerlendirmede tiimdrlerin lenfovaskiiler invazyon durumu ile

immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma 6zellikleri)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 4).

Tablo 4. Lenfovaskiiler invazyon ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Lenfovaskiiler Invazyon

Hayir Evet p
N ORT=SS N ORT=SS
B-Katenin 93 17,82421.95 28 16,11417,89 0,890
Ki67 03 45.97+17,99 28 46,96421,96 0,836
Vimentin 03 58,6420,55 28 53.39419,91 0,199
VEGF 93 3943681 28 332943188 0,613
N % N % p
51 548 10 357
MMP7 26 28.0 14 50,0 0,089
16 17.2 4 143

Yapilan degerlendirmede tiimorlerin perinoral invazyon durumu ile

immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma 6zellikleri)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 5).
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Tablo 5. Peringral Invazyon ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilagtiriimasi

Perinéral Invazyon
Hayir Evet p
N ORTHSS N | ORT#SS
p-Katenin 105 | 18,21+£21,81 16 | 12,25+14,32 0,513
Ki67 105 | 46+18,88 16 | 47,5+19,49 0,793
Vimentin 105 | 57,14+20,44 16 | 59,06+21,07 0,669
VEGF 105 | 34,28+32,73 16 | 36,81+35,82 0,871
N % N | % p
MMP7 |1 53 50,5 8 |50,0 0,403
2 33 31,4 7 |438
3 19 18,1 1 163

Yapilan degerlendirmede lenf nodu tutulumu olan hastalarda niikleer B-katenin
ekspresyonu ortalama 20,67+22,00 olarak saptanirken, lenf nodu tutulumu olmayan
hastalarda 12,48+18,6 olarak saptandi. Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,024) (Tablo 6).

Lenf nodu tutulumu olan hastalarda sitoplazmik ve membran6z VEGF
immiinoreaktivitesi ortalama 38,52+32,36 olarak saptanirken, lenf nodu tutulumu
olmayan hastalarda 28,67+33,44 olarak saptandi. Aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,039) (Tablo 6).

Lenf nodu tutulum durumu ile diger immiinohistokimyasal belirteglerin
reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma 6zellikleri) arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski saptanmadi (Tablo 6).
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Tablo 6. Lenf Nodu Tutulumu ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Lenf Nodu Tutulumu
Yok Var p
N | ORT=SS N | ORT=SS
B-Katenin 73 | 12,48+18,6 48 | 20,6722 0,024
Ki67 73 | 46,16£18,85 48 | 46,25+19,14 0,911
Vimentin 73 | 58,7+20,8 48 | 55,42+19,94 0,318
VEGF 73 | 28,67+33,44 48 | 38,52+£32.36 0,039
N | % N | % p
MMP7 |1 36 | 49,3 25 | 52,0 0,116
2 21 | 28,8 19 | 39,5
3 16 | 21,9 4 |85

Yapilan degerlendirmede tiimor evresi < 2 olan hastalarda sitoplazmik ve
membrandz VEGF immiinoreaktivitesi ortalama 28,94+34,00 olarak saptanirken,
timor evresi > 3 hastalarda 38,91+31,82 olarak saptandi. Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,030) (Tablo 7).

Tiimdr evresi ile diger immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve
paterni (boyanma 6zellikleri) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmadi ancak tiimér evresi < 2 olan ve evresi > 3 hastalarin niikleer B-katenin
ekspresyon diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da "p"
degerinin (0,062) olmasi ve bu gruplarin ortalamalar1 arasinda gézlenen fark, vaka

sayisinin arttiritlmasiyla istatistiksel anlamliligin yakalanabilecegini diislindiirdii

(Tablo 7).
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Tablo 7. Tiimér Evresi ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Evre
<2 >3 p
N | ORT+SS N | ORTZSS
B-Katenin 69 | 12,69+17,93 52 | 20,99+22,55 0,062
Ki67 69 | 46,01+£19,19 52 | 46,44+18,66 0,821
Vimentin 69 | 58,7+21,26 52 | 55,67+19,38 0,336
VEGF 69 | 28,9434 .00 52 | 38,91+31,82 0,030
N | % N | % p
MMP7 |1 36 | 52,2 25 | 48,1 0,228
2 19 | 275 21 | 40,4
3 14 | 20,3 6 |115

Yapilan degerlendirmede tiimdrlerin sahip oldugu toplam kotii prognoz faktor

sayis1 ile immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma

Ozellikleri) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 8).

Tablo 8. Toplam Kétii Prognoz Faktérii ile Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Kotii Prognoz Faktorleri
<2 >3 p
N | ORT+SS N | ORT+SS
p-Katenin 95 | 18,554+22,18 2 | 13,31£15,78 0,585
6
Ki67 95 | 45,58+18,82 2 | 48,46+19,33 0,480
6
Vimentin 95 | 57,32+21,03 2 | 57,69+18,51 0,984
6
VEGF 95 | 35,37432,32 2 | 31,85+£35,97 0,394
6
N | % N | % p
MMP7 49 | 80,3 1 197 0,183
2
28 | 70,0 1 ]300
2
18 | 90,0 2 10,0
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Yapilan ¢alismada tiimdrdeki toplam kotii prognoz faktort ile
immiinohistokimyasal belirteglerin reaksiyon siddeti ve paterni (boyanma 6zellikleri)
arasinda yapilan korelasyon analizinde istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmadi (Tablo 9).

Immiinohistokimyasal belirteglerin birbirleriyle olan korelasyonlar
degerlendirildiginde ise tlimor hiicrelerinin niikleer Ki67 proliferasyon indeksi ve
stromal hiicrelerdeki vimentin ekspresyon diizeyi arasinda diistik diizeyli (p=0,001,

r=-0,294) ters bir korelasyon varligi saptandi (Tablo 9).

Tiimor hiicrelerindeki niikleer B-katenin ekspresyon diizeyi ve VEGF
immiinoreaktivitesi arasinda diisiik diizeyli (p=0,001, r=0,294) dogrusal bir
korelasyon varligi saptandi (Tablo 9).

Diger immiinohistokimyasal belirtecler arasinda istatiksel olarak anlamli bir

korelasyon saptanmadi (Tablo 9).

Tablo 9. Boyanma Ozellikleri ve Kétii Prognoz Faktorlerinin Korelasyon Analizi

B-Katenin | Ki67 | Vimentin | VEGF | Toplam Risk
B-Katenin R 1,000
P —
Ki67 Rl 0,122 |1,000
P| 0,183 _
Vimentin Rl -0,002 |-0,294| 1,000
P| 0,981 |[0,001 _
VEGE Rl 0,299 |-0,047| 0,024 | 1,000
P| 0,001 |[0,610| 0,796 _
Kétii Prognoz Faktorleri Rl -0,149 |-0,003| -0,097 |-0,127 1,000
P| 0104 |[0,972| 0,292 | 0,165 _
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5- TARTISMA

Kolorektal karsinomlarin yaklasik %10'a iyi diferansiye, %70'i orta derecede
diferansiye, %20'si kotii diferansiye olarak tani alir. Ikili sistem kullanildiginda da bu
timorlerin %80 diistik dereceli, %20'si yiiksek dereceli olarak tani alir (71). Bizim
calismamizda ise vakalarin sadece %]1,7'si yiiksek dereceli olarak tani almisti. Bu
durum bazi1 bulgularimizin istatistiksel olarak anlamsiz veya literatiir ile uyumsuz
olmasina sebep olabilir. Genel bilgilerimize gore tiimor i¢indeki gland formasyonu
> %95 oldugunda tiimor iyi diferansiye, %50-95 oldugunda tiimor orta derecede
diferansiye, < %50 oldugunda tiimor kotii diferansiye olarak degerlendirilir (10, 29,
71) ancak cerrahi patologlarin biiyiik bir kism1 "Gestaltg1" bir egilimde oldugu i¢in
vakalarin biiylik bir kismi orta derecede diferansiye olarak degerlendirilmektedir
(10). Purdie C. A. ve Piris J.'nin (72) yaptiklar1 ¢alismada, mikroskopik
derecelendirme yapilirken tiimoriin tamaminin gland formasyonunu degerlendirmek
yerine tiimordeki en kotii diferansiye alanin gland formasyonunu degerlendirmenin
hasta prognozu agisindan daha yerinde olacagini bildirmislerdir. Ayrica mikroskopik
derecenin sadece klasik adenokarsinomlarda prognostik 6nem arz ettigini ve
mikrosatellit instabilite gdsteren vakalarda yiiksek dereceli adenokarsinomlarin bile
daha iyi prognozlu oldugu bilinmektedir (71). Calismamizda yiiksek dereceli
tiimorlerin oranca diisiik ¢cikmasinin sebebi tiimoriin tamamini degerlendirmemiz

veya davranigsal egilimlerimiz olabilir.

Calismamizda 121 kolorektal adenokarsinom vakasinin %23,1'inde
lenfovaskiiler invazyon izlendi. Lim SB, Yu CS, Jang SJ ve ark. (73) 2417 kolorektal
adenokarsinom vakasi {izerinde yaptiklari ¢alismada vakalarin %25,2'sinde
lenfovaskiiler invazyon saptamiglardir. Johannes Betge ve ark. (74) retrospektif
olarak sectikleri 381 kolorektal adenokarsinom vakasinin %33'iinde lenfatik,
%23'linde ise vaskiiler invazyon saptamiglardir. Bu ¢alismalardaki lenfovaskiiler
invazyon oranlari ile bizim vakalarimizda izledigimiz lenfovaskiiler invazyon

oranlar1 benzerlik gostermektedir.
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Calismaya dahil ettigimiz 121 vakanin ilk ve ikinci bakisinda vakalarin
%13,2'sinde perinoral invazyon izlendi. Catherine Liebig, Gustavo Ayala ve ark. (75)
269 vaka tlizerinde yaptiklari ¢alismada ilk bakida vakalarin %0,5'inden daha azinda
perindral invazyon saptamislardir ancak daha sonra bu vakalari retrospektif olarak
tekrar incelediklerinde vakalarin aslinda %22'sinde perindral invazyon oldugunu fark
etmiglerdir. Yine benzer bir sekilde Moo Jun Baek, Hyung Wook Lee ve ark. (76)
148 vaka tlizerinde yaptiklari1 ¢alismada ilk bakida vakalarin %10'undan daha azinda
perindral invazyon saptamislardir ancak daha sonra bu vakalar retrospektif olarak
tekrar incelediklerinde vakalarin aslinda %20,9'unda perindral invazyon oldugunu
fark etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da ilk bakida perinéral invazyon varligini
saptayabildigimiz vaka oran1 bu iki ¢alismaya gore daha yiiksektir ancak ikinci

bakida literatiirden farkli olarak ikinci bakida fark bulunamamustir.

Calismamizda tiimordeki niikleer B-katenin ekspresyon oraninin mikroskopik
derece, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, timor evresi ve kotii prognostik
faktorler ile iliskili olmadig1 ancak lenf nodu tutulumu ile istatistiksel olarak anlamli
bir iliskisinin oldugu izlendi. M Kobayashi, Y Ajioka ve ark. (77) yaptiklar
calismada da bizim bulgularimizla benzer bir sekilde niikleer -katenin
ekspresyonunun tiimoriin mikroskopik derecesi ile iligki olmadigini saptamiglardir.
Yine benzer bir sekilde Guilherme Muniz Bourroul ve ark. (78) yaptiklar1 ¢alismada
kolorektal karsinomlarda p-katenin boyanmasinin klinik ve patolojik ozellikler ile
iligkisinin olmadigini saptamiglardir. A. Stanczak ve ark. (79) niikleer $-katenin
ekspresyonunun bagimsiz bir kotii prognoz faktorii oldugunu belirttikleri ¢aligmada
bizim bulgularimizin aksine genel (membrandz, sitoplazmik ve niikleer) B-katenin
boyanmasinin lenf nodu tutulumu ile iligkili olmadigini belirtmislerdir. Wu ve ark.
(80) ise artmis niikleer B-katenin ekspresyonunun lenf nodu metastazi pozitifligi ve
kotl prognoz ile iliskili oldugunu saptamistir. Kamposioras ve ark. (81) yaptiklari
calismada membrandz B-katenin kaybinin 3'ten fazla perikolik lenf nodu tutulumu
(N2) ile iliskili oldugunu saptamistir. Membranoz B-katenin kaybi, niikleer f-katenin
ekspresyonu ile iligkili oldugu igin (77,78) bu bulgunun bizim bulgularimiz ve Wu ve
ark. bulgulari ile benzerlik tasidig: diisiiniilebilir. Yine Kamposioras ve ark. (81)
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yaptiklar1 ¢caligmada B-katenin ekspresyon diizeyinin perindral invazyon ve

lenfovaskiiler invazyon ile iligkisinin bulunmadig belirtilmistir (81).

Calismamizda VEGF ekspresyon diizeyinin mikroskopik derece, lenfovaskiiler
invazyon, perindral invazyon ve kotii prognoz faktorleri ile iliskili olmadig1 ancak
lenf nodu tutulumu ve tiimdr evresi ile istatistiksel olarak anlamli bir iliskisinin
oldugu izlendi. S. Zong ve ark. (82) 27 galismayi birlestirerek yaptiklart meta
analizde, 22 ¢alismanin (3212 hasta) VEGF'deki ekspresyon artiginin lenf nodu
tutulumu ile iligkili oldugunu saptamislardir. Yine ayn1 meta analizde VEGF
ekspresyonu yiiksek olan tiimorlerde metastazin daha sik goriildigi; evre 111 ve IV
olan tiimérlerde, evre I ve II olan tiimorlere gére VEGF ekspresyon artiginin da
anlamli derecede yiiksek oldugu belirtilmistir. Lee M. Ellis ve ark. (83) yaptigi
calismada VEGF boyanma yogunlugu yiiksek olan vakalarda timor
vaskiilarizasyonunun arttigin1 ve bunun da hastada metastaz olma olasiligini
arttirdigin1 saptamigtir. Bunun yani sira VEGF ekspresyon diizeyi ile metastazin
direkt olarak iligkili oldugu ayn1 ¢calismada belirtilmistir. Lee M Ellis ve ark.
yaptiklar1 bu ¢alismada spesifik tirozin kinaz VEGF reseptor blokdrlerinin metastazi
inhibe ettigini de saptamistir. Bu bulgular bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz VEGF
ekspresyonunun lenf nodu tutulumu ve tiimor evresi ile iliskisi hakkindaki bulgulari
direkt ve indirekt olarak destekler niteliktedir. S. Zong ve ark. (82) yaptiklari meta
analizde mikroskopik derecesi yiiksek olan tiimoérlerin VEGF ekspresyonunun artmis
oldugunu ve vaskiiler invazyonun da anlamli bir sekilde siklastigini belirtmistir.
VEGF ekspresyon artisinin bagimsiz bir kotii prognoz faktorii oldugu da yine aym
makalede belirtilmistir. Bu bulgular ise calismamizdaki bu konu ile ilgili bulgular

desteklememektedir.

Tiimdrlerdeki MMP7 ekspresyon diizeyi ile mikroskopik derece, perindral
invazyon, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu tutulumu, tiimér evresi ve kotii prognoz
faktorleri arasinda anlamli bir iligki saptanamadi. Wu ve ark. (80) yaptiklari
calismada MMP7 ekspresyon artiginin lenf nodu tutulumu ve uzak metastaz ile

iligkili oldugunu belirtmistir. Xingwu Zhu ve ark. (84) ¢alismasinin sonuglart da Wu
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ve ark. yaptig1 ¢alisma ile benzer sonuglar vermistir. Selja Koskensalo ve ark. (85)
yaptiklar1 ¢alismada MMP7 ekspresyonu ve mikroskopik derece arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligski oldugunu saptamistir. Andrea Polistena ve ark. (86)
yaptiklar1 ¢alismada kolorektal adenomlarindaki MMP7 ekspresyon diizeyinin evre |
ve II kolorektal adenokarsinomlarindan daha diisiik oldugu belirtilmistir. Yine ayn1
calismada evre I ve II kolorektal karsinomlarindaki MMP7 ekspresyonunun evre I11
ve IV hastalara gore daha diisiik oldugu belirtilmistir yani tiimor evresi ilerledikce
MMP7 ekspresyonunun da arttigi saptanmistir. MMP7 ekspresyon diizeyinin
perindral invazyon ve lenfovaskiiler invazyon durumu ile ilgili bulgularimiz
yanliglayacak veya destekleyecek herhangi bir yayin literatiir taramasinda

bulunamamustir.

Calismamizda stromal vimentin ekspresyon diizeyi ile mikroskopik derece,
perindral invazyon, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu tutulumu, tiimdr evresi ve
kotii prognoz faktorleri arasinda anlamli bir iligki saptanamadi. CY Ngan ve ark.
(69). yaptiklari galismada tiimor stromasindaki vimentin ekspresyon diizeyinin
mikroskopik derece, lenf nodu tutulumu ve lenfovaskiiler invazyon ile anlamli bir
iliskisinin olmadigini belirtmistir. Y.Toiyama ve ark. (87) da benzer bir sekilde
stromal vimentin ekspresyon diizeyinin tliimdriin mikroskopik derecesi ile iliskisinin
olmadigini belirtmislerdir. Bu bulgular bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgulari
desteklemektedir ancak Y.Toiyama ve ark. yaptig1 yine ayni ¢alismada vimentin
ekspresyon diizeyi yiiksek olan vakalarda serozal invazyon, lenf nodu tutulumu,
vendz invazyon ve lenfatik invazyonun daha fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgular

ise bizim ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgular1 desteklememektedir.

Vakalarimizda Ki67 proliferasyon indeksi ile mikroskopik derece, perindral
invazyon, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu tutulumu, tiimoér evresi ve kotii prognoz
faktorleri arasinda anlamli bir iligki saptanamadi. N Melling ve ark. (88) yaptiklari
calismada Ki67 proliferasyon indeksinin mikroskopik derece ile iliskisi olmadigini
belirtmistir. @ Fluge ve ark. (70) yaptiklari calismada yine benzer bir sekilde Ki67

proliferasyon indeksinin mikroskopik derece ile iliskisi olmadigini ve buna ek olarak
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timor evresi ile de iligkisi olmadigini belirtmistir. Bu bulgular bizim bulgularimizi
destekler niteliktedir. Bunun yaninda N Melling ve ark. (88) yine ayni ¢caligmada
artmis Ki67 proliferasyon indeksinin azalmis lenf nodu tutulumu ve diistik timor
evresi ile iliskili oldugunu saptamistir. Ki67 proliferasyon indeksinin bagimsiz bir iyi
prognoz gostergesi oldugunu belirtmistir. CTF Oshima, K Iriya, NM Forones (89) ise
yaptiklar1 ¢aligmada artmig Ki67 proliferasyon indeksinin kolorektal karsinomlarda
kotii prognoz ile iliskili oldugunu ancak tiimor evresi ile iligkili olmadigin
belirtmislerdir. Bu ¢alismalarda Ki67 proliferasyon indeksinin mikroskopik derece
ile iliskisinin olmadigt; lenf nodu tutulumu, tiimor evresi ve kotii prognoz faktorleri
konusunda farkli ¢aligmalarda farkli bulgularin saptandigi; perindral invazyon ve
lenfovaskiiler invazyon hakkinda arastirma yapilmadigi goriilmektedir (70, 87, 89).
Ki67 proliferasyon indeksinin perindral invazyon ve lenfovaskiiler invazyon durumu
ile ilgili bulgularimiz1 yanlislayacak veya destekleyecek herhangi bir yayin literatiir

taramasinda bulunamamuistir.

Boyanma o6zellikleri ve kotii prognoz faktorlerinin korelasyonu
degerlendirildiginde Ki67 proliferasyon indeksi ile stromal vimentin ekspresyonu
arasinda ters bir korelasyon izlenirken, VEGF ekspresyonu ve niikleer $-katenin
ekspresyonu arasinda dogrusal bir korelasyon izlenmistir. Literatiir taramasinda bu
bulgular destekleyecek bir caligma bulunamamistir ancak Wu ve ark. (78) yaptiklari
caligmada B-katenin ve MMP7 ekspresyonlar1 arasinda dogrusal bir korelasyon
saptamigtir. N Melling ve ark (88) ise yaptiklar1 ¢alismada Ki67 proliferasyon
indeksi ve niikleer B-katenin ekspresyonu arasinda dogrusal bir korelasyon
izlediklerini belirtmistir. Bu bulgular bizim ¢alismamizdaki bulgular ile uyumlu
degildir ancak ¢aligmalar aras1 immiinohistokimyasal uygulamalar, degerlendirme
yontemleri ve vakalarin dagilimi farkliliklar arz ettigi i¢in bulgular birbirleri ile

uyumlu olmamus olabilir.
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6-SONUCLAR

1- 121 vaka i¢eren ¢alismamizda mikroskopik derecesi yiiksek olan vakalarin

orani, literatiirde belirtilen oranlara gore ¢ok diisiiktii.

2-Calismamizda lenfovaskiiler invazyon saptanan vakalarin orani ile literatiirde

belirtilen oranlar birbirleri ile uyumluydu.

3-Literatiirde, ilk bakida fark edilip raporlanan perindral invazyon oraninin ¢ok
diisiik oldugu ve ayni1 vakalar retrospektif olarak 6zellikle perinéral invazyon
acisindan degerlendirildiginde bu oranlarin dramatik olarak yiikseldigi belirtilmistir.
Calismamizda ilk bakida raporlanan perindral invazyon orani literatiire gore 2-10 kat
kadar daha yliksektir. Perinoral invazyonun koétii bir prognostik faktér oldugu bilinip
vakalar buna dikkat edilerek incelendiginde patoloji raporlarinin dogrulugu

artmaktadir.

4-Niikleer B-katenin ekspresyon diizeyi yiiksek olan kolorektal adenokarsinom
vakalarinda, niikleer B-katenin ekspresyon diizeyi diisiik olan vakalara gore lenf nodu
tutulumu anlaml bir sekilde artmaktadir. Literatiirdeki ¢alismalar da bu sonucu

desteklemektedir.

5- VEGEF ekspresyon diizeyi yiiksek olan kolorektal adenokarsinom
vakalarinda, VEGF ekspresyon diizeyi diisiik olan vakalara gore lenf nodu tutulumu
ve tiimoriin patolojik evresi anlamli bir sekilde artmaktadir. Literatiirdeki ¢alismalar

da bu sonuglar1 desteklemektedir.

6-Tiimordeki MMP?7 ekspresyon diizeyinin mikroskopik derece, lenfovaskiiler
invazyon, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu ve tiimor evresi ile iligkisi yoktur.
Literatiirde MMP7 ekspresyon diizeyinin tiimoriin mikroskopik derecesi ve evresi ile

iligkili oldugunu saptayan ¢alismalar mevcuttur.
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7-Timor stromasindaki vimentin ekspresyon diizeyinin mikroskopik derece,
lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu ve timor evresi ile
iliskisi yoktur. Literatiirde vimentin ekspresyon diizeyinin lenf nodu tutulumu,
lenfovaskiiler invazyon ve serozal invazyon ile iliskili oldugunu saptayan ¢alismalar

mevcuttur.

8- Ttimordeki Ki67 proliferasyon indeksinin mikroskopik derece, lenfovaskiiler
invazyon, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu ve timér evresi ile iliskisi yoktur.
Literatiirde Ki67 proliferasyon indeksinin yiiksek olmasinin iyi bir prognostik faktor
oldugunu iddia eden galismalar oldugu gibi, bu durumun kétii bir prognostik faktor

oldugunu iddia eden farkli galigmalar mevcuttur.

9-Tiimordeki niikleer B-katenin ekspresyon diizeyi ile VEGF ekspresyon
diizeyi arasinda dogrusal bir korelasyon mevcuttur. Bu iki proteinin ekspresyon
diizeyi arttik¢a lenf nodu tutulum pozitifligi de artmaktadir. Bulgular dogrultusunda

bu proteinlerin ekspresyonunun birbiri ile iligkili oldugu diisiiniilebilir.
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7-OZET

Wt yolaklar1 hiicre boéliinmesi, hiicre gogii, hiicre farklilasmasi ve hiicre
Oliimiinde rol alan genis bir transmembran reseptor ailesi ve hiicre i¢i sinyalizasyon
sistemidir. Bu yolaktaki bozukluklarin karsinogenezde ve kanser prognozunda
Oonemli bir paya sahip oldugu diistiniilmektedir. Kolorektal karsinomlar sanayilesmis
ilkelerde en sik goriilen ve kansere bagl 6liimlerden en ¢ok sorumlu olan

kanserlerden biridir.

Bu sinyal sistemi elemanlarinin kolorektal adenokarsinomlarin prognozuna
etkisi ortaya konabilirse bu proteinlere 6zgii kemoteropatikler gelistirilebilecek ve bu
yolaktaki proteinlerin ekspresyon diizeyi kolorektal adenokarsinomlarinda

prognostik faktorlerden biri olabilecektir.

Bu ¢alismada Wnt3, B-Katenin, MMP7, VEGF, Vimentin ve Ki67
ekspresyonlarinin kolorektal adenokarsinomlarda evre ve diger prognostik faktorlerle
olan iliskisinin arastirilmasi amaglandi. Calismamiz igin 1 Ocak 2012 ile 1 Ocak
2015 tarihleri arasinda merkezimizde kolorektal adenokarsinom sebebiyle opere
edilmis 121 vakanin tiimor bloklar1 kullanildi. Bu vakalardaki Wnt3, 3-Katenin,
MMP7, VEGF, Vimentin ve Ki67 ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in
immiinohistokimyasal yontemler uygulandi. Vakalar mikroskop altinda

degerlendirildi.

Elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu, bagimsiz gruplarin
ortalamasi, kategorik verilerin gruplar arasi ylizde dagilimlari, birden fazla siirekli

verinin korelasyonu SPSS v18 kullanilarak hesaplandi.

Tiimordeki artmis niikleer B-katenin ve VEGF ekspresyon diizeyinin lenf nodu
tutulumunu arttirdig1 izlendi. Buna ek olarak artmis VEGF ekspresyonunun timor

evresini yiikselttigi saptandi. Tiimoéral MMP7 ekspresyonunun, Ki67 proliferasyon
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indeksinin ve stromal vimentin ekspresyonunun mikroskopik derece, lenfovaskiiler
invazyon, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu ve tiimor evresi ile iligkisi
olmadigi goriildi. Timordeki niikleer B-katenin ekspresyonu ve VEGF

ekspresyonunun birbirleri ile korele oldugu izlendi.
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8-SUMMARY

Whnt pathway is a large transmembrane receptor family and an intracellular
signaling system which takes role in cell proliferation, migration, differentiation and
death. Studies suggest that disorders in this pathway takes a significant part in
carsinogenesis and cancer prognosis. Colorectal carcinomas are one of the most
common cancers in industrialized countries and one of the most responsible for

cancer-related deaths.

If the effect of this signaling system on colorectal adenocarcinoma prognosis is
revealed, protein specific new chemotherapeutic agents can be developed and this

pathway can become one of the prognostic factors in colorectal adenocarcinoma.

In this study, it was aimed to investigate the relationship between Wnt3, -
catenin, MMP7, VEGF, Vimentin and Ki67 expressions in colorectal
adenocarcinomas with stage and other prognostic factors. Tumor blocks of 121 cases,
who underwent surgery because of colorectal adenocarcinoma between January 1,
2012 and January 1, 2015 at our center, were selected for our study.
Immunohistochemical methods were used to determine the expression levels of
Wnt3, B-catenin, MMP7, VEGF, Vimentin and Ki67 in these cases. The cases were

evaluated under a microscope.

The normal distribution of the obtained data, mean value of the independent
groups, the percent distribution of categorical data among the groups, the correlation

of multiple continuous data were calculated using SPSS v18.

It was observed that increased levels of nuclear -catenin and VEGF

expression in the tumor, enhance lymph node involvement. In addition, it was found
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that increased expression of VEGF enhances tumor progression. Tumoral MMP7
expression, Ki67 proliferation index, and stromal vimentin expression were not
associated with microscopic grade, lymphovascular invasion, perineural invasion,
lymph node involvement, and tumor progression. Nuclear 3-catenin and VEGF

expression levels in the tumour were observed to correlate with each other.
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