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111. OZET

KOLOREKTAL KANSERLERDE Lnc-RNA CRNDE GEN iFADE
DUZEYLERININ ANALIiZi

Dr. Koray TOKLU
Uzmanlik Tezi, Genel Cerrahi Ana Bilim Dah
Tez Damsmam: Dr. Ogr. Uyesi Ersin BORAZAN
Mayis 2020, 52 Sayfa

Amac: Uzun kodlanmayan RNA (Lnc-RNA)’larin son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
ile kanser gelisminin ¢esitli asamalarinda etkisi bulunmustur. Lnc-RNA’larin DNA,
RNA ve proteinlerle etkileserek kromatin organizasyonu, trankripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi diizenlemelerde 6nemli diizenleyiciler oldugu kesfedilmistir.
Lnc-RNA’larin bozulmus gen ifadeleri; kanser baslamasi, ilerlemesi ve metastazda rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada kolorektal kanserde bir Lnc-RNA olan CRNDE geninin
ifade diizeylerinin analizi ve klinik degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Gere¢ ve yontem: Bu prospektif calisma icin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Yerel Etik Kurulundan 26.09.2018 tarihli 2018/204 karar ile onay alindi. Caligma
Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi (BAP) TF.UT.19.22 no’lu
destegiyle, Gaziantep Universitesi Genel Cerrahi Ana Bilim Dali'nda 2014-2016 yillar:
arasinda kolorektal adenokarsinom nedeniyle sag hemikolektomi, sol hemikolektomi,
rektum anterior rezeksiyon, low anterior rezekisyon, abdominoperineal rezeksiyon
yapilan 52 hastada gercgeklestirildi. Her hastanin tiimérlii ve bitisik tiimorsiiz dokusunda
Lnc-RNA CRNDE gen ifadeleri Real Time PCR ile degerlendirildi. Normalize edilen
ACt degerleri Wilcoxon testi ile karsilastirildi. 27" metodu ile gen ekspresyonlar
arasindaki katsay1 farki kiyaslandi.

Bulgular: Kolorektal kanser tanisiyla ameliyat edilen 52 hastanin ortalama yaslari
58,1+13,1 idi. Ortalama %80’ini evre 2-3 hastalar olusturmaktaydi. Real time PCR’da
timorli dokuda CRNDE ekspresyon seviyesi ACt degeri 7, 48+ 3, 21 bulundu. Bitisik
tiimorsiiz dokudaki CRNDE ACt degeri 5, 57+ 0, 95 bulundu. Tiimérlii dokuda CRNDE
ekspresyon diizeyleri timérsiiz dokuya gore(2*““! metodu ile) yaklasik 5 kat azaldig
tespit edildi. Bu ekspresyon farki hastaligin evresi arttikga yiikselmekteydi. Yalnizca
rektum kanserli hastalar degerlendirildiginde, tiimorlii dokuda gen ekspresyon
diizeyinin 8 kat azaldig1 goriildii.

Tartisma ve sonu¢: Bu c¢alisma kolorektal adenokarsinom dokularinda CRNDE gen
ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigini gostermistir. Aksine literatiirde yapilan
bircok ¢alismada kolorektal kanserde CRNDE ekspresyonunun yiikseldigi
belirtilmektedir, sonuglarin uyumsuz olmast CRNDE ekspresyonunda tanimlanmamis
baska gen sinyal yolaklarinin olabilecegini akla getirmektedir. Ayrica hasta gruplarinin
daha homojen seg¢ilip sayilarinin yeterli diizeyde c¢ogaltilarak ilgili yolaklarla birlikte
degerlendirilmesi ve hiicre kiiltiirleri ile desteklenmesi gerekmektedir. Heniiz tan1 ve
tedavide klinik olarak tek basina yeterli olmadigi goriisiindeyiz.

Anahtar kelimeler: Kolon, Rektum, Adenokarsinom, Lnc-RNA, CRNDE, Gen
ekspresyonu.



IV. ABSTRACT

ANALYSIS Lnc-RNA CRNDE GENE EXPRESSION LEVELS IN
COLORECTAL CANCER

Koray TOKLU M.D.
Specialist Thesis, General Surgery Department
Supervisor: Ersin BORAZAN M.D. Asst. Prof.
May 2020, 52 Pages

BACKGROUND: Long non-coding RNA (Lnc-RNA) has been found to be effective at
various stages of cancer development with recent studies. Lnc-RNAs have been
discovered to be important regulators in chromatin organization, transcriptional and
post-transcriptional arrangements by interacting with DNA, RNA and proteins. The
degraded gene expression of Lnc-RNAs is involved in cancer initiation, progression and
metastasis. The aim of this study is to analyze the expression levels of the CRNDE
gene, a Lnc-RNA in colorectal cancer, and to evaluate it clinically.

MATERIALS AND METHODS: For this prospective study, approval was received
from Gaziantep University Faculty of Medicine Local Ethics Committee with the
decision of 2018/204 dated 26.09.2018. The study was conducted with the support of
Gaziantep University Scientific Research Project (BAP) TF.UT.19.22. The study was
carried out in 52 patients who underwent right hemicolectomy, left hemicolectomy,
rectum anterior resection, low anterior resection, abdominoperineal resection in
Gaziantep University General Surgery Department between 2014-2016. Lnc-RNA
CRNDE gene expressions in each patient's tumor and adjacent non-tumor tissue were
evaluated by Real Time PCR. Normalized ACt values were compared with Wilcoxon
test. The coefficient difference between the gene expressions was compared with the 2°
A method.

RESULTS: The mean age of 52 patients operated on with colorectal cancer was 58, 1 +
13, 1. On average, 80% of patients were stage 2-3. In real time PCR, CRNDE
expression level ACt value in tumor tissue was found to be 7, 48 + 3, 21. CRNDE ACt
value in adjacent tumor-free tissue was 5, 57 = 0, 95. It was determined that the
expression levels of CRNDE in tumor tissue decreased approximately 5-fold compared
to adjacent tumor-free tissue (by 2"**“* method). This expression difference increased as
the stage of the disease increased. When only patients with rectal cancer were evaluated,
it was seen that the level of gene expression in tumor tissue decreased by 8 times.

DISCUSSION AND CONCLUSION: This study showed that CRNDE gene
expression was significantly reduced in colorectal adenocarcinoma tissues. In contrast,
many studies in the literature indicate that CRNDE expression is increased in colorectal
cancer. Inconsistent results suggest that there may be other gene signal pathways that
are not defined in CRNDE expression. In addition, the patient groups should be selected
more homogeneously and their numbers should be increased sufficiently to be evaluated
together with the relevant pathways and supported by cell cultures. We are of the
opinion that it is not clinically sufficient alone in diagnosis and treatment.

Key words: Colon, Rectum, Adenocarcinoma, Lnc-RNA, CRNDE, Gene expression
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser giinlimiizde baslica saglik problemi olup diinyanin 6nde gelen 6liim
nedenlerinden biri durumundadir. Kanserin molekiiler temeli gectigimiz on yillarda
genis capli arastirilmis olmasina ragmen, olusumunu ve kanser ilerlemesi hakkinda
bilgilerimiz hala yetersizdir. Kolorektal kanser (KRK) yaygin ve 6liimciil bir hastaliktir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 97220 kolon ve 43030 rektum kanseri
olmak iizere yaklagik 140250 yeni KRK vakalar1 oldugu tahmin edilmektedir (1). Her
yil yaklagik 50630 Amerikalinin kalin barsak kanserinden 6lmesi beklenmektedir. Her
ne kadar KRK mortalitesi 1990’dan bu yana kademeli olarak azalmakla birlikte (1), hala
erkeklerde ikinci ve kadinlarda ti¢lincii siklikta rastlanan kanserden 6liim nedenidir.
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2014 yili verilerine gore KRK hem kadinlarda hem
de erkeklerde tiglincii sirada yer almaktadir. Erkeklerde yiiz binde 22,8 ve kadinlarda ise
yiiz binde 13,8 sikliginda goriilmektedir (2). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Lnc-
RNA (uzun kodlanmayan RNA)’larin kanser gelisminde ¢esitli adimlarinda rol aldigi
ortaya ¢ikarilmistir. Lnc-RNA’lar, DNA, RNA, protein molekiilleri ve/veya
kombinasyonlar1 ile etkilesmektedir. LncRNA’lar, kromatin organizasyonu,
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel diizenlemede 6nemli bir diizenleyici olarak rol
almaktadir. Lnc-RNA’larin yanlis ifadeleri, kanser baslamas: ilerlemesi ve metastaza

neden olabilmektedir.

Bu prospektif ¢alismada, KRK ile se¢ilmis Lnc-RNA geni CRNDE arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi planlandi. CRNDE’nin tanisal belirteg olarak degerinin
olabilecegi hipotezi kurgulandi. KRK rezeksiyonu yapilan hastalarin tiimorli ve

timorstiz kolon dokularinda secgilmis CRNDE primerlerinin gen ifade diizeylerine

bakilmasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kolorektal Kanser Etiyolojisi

Kolon kanserleri kolon mukozasini etkileyen genetik ve cevresel faktorlere bagh
olarak gelismektedir (3). Erkeklerde KRK’nin goriilme sikligi kadinlara oranla biraz
daha fazladir, ancak kadinlarda mortalite oran1 daha yiiksektir. KRK’nin yerlesim
yerleri farkli kaynaklarda degisiklikler gostermektedir. Kolonda rektumdan daha siktir.
Goriilme yerleri ve sikliklar yaklasik olarak; sigmoid kolon %23, ¢ekum %12, ¢ikan
kolon %10, transvers kolon %15, inen kolon %5, rektumda ise %40 civar1 goriiliir.
KRK’da kolonda birden fazla senkron veya metakron tiimor odagi olabilir. Senkron
timorler; bir veya birden fazla odakta ayni anda goriilen tiimdrlerdir. Metakron
timorler; farkli zamanlarda birbiriyle iliskisiz primer odak olarak tespit edilen

timorlerdir (4).

2.1.1.Genetik Faktorler

Onkojenlerde, tamir genlerinde ve timdr supresor(baskilayici) genlerdeki
genetik degisimler normal hiicrenin neoplastik sekle doniisiimiine sebep olur. Kolon
kanserlerinde genelde ilk basamak APC (Adenomatous Polyposis Coli) gen defektidir.
Adenomatoz poliplerin yaklasik %80°i APC gen mutasyonlart igerir. K-ras
protoonkojen degisimi kolon kanserinde goriilen en 6nemli degisimdir. P53 geni kolon
kanserlerinde etkili olan supresér gendir. P53geni 17p kromozomunda yer alir, p53'teki
mutasyonlar kanser olusmasinda 6nemli bir faktoérdiir. DNA-fosfoprotein bilesimini
saglayarak DNA hasarlarin1 onarir. P53 geninin; hiicrenin canliliginin devaminda,
proliferasyonunda, farklilasmasinda ve apoptozisinde 6nemli rolii vardir (5). KRK
gelisiminde iki molekiiler yolagm rol aldigi tespit edilmistir. Bunlar kromozomal
instabilite  ve mikrosatellit instabilitedir. Kanserin molekiiler patogenezinin
aciklanmasinda protein kodlama yetenegine sahip olmayan, ancak protein kodlayan
genlerin ifadelerini negatif yonde diizenleyen miRNA (mikro RNA) molekiilleri tespit

edilmistir.



Hiicrede miRNA’nin bir¢ok biyolojik siirece katildigi goriilmistiir; hiicre
gelisimi, hiicre farklilagsmasi, proliferasyon ve apoptozis gibi siireglere katildigi
bildirilmistir.

Timorli dokuda mMIRNA  ekspresyonu ve buna bagli olarak serum
mMiRNAdiizeyinde belirgin farkliliklar gériilmiistiir. Karsinom gelisiminde miRNA’larin
rol oynadigi disiiniilmektedir. Bazilarinin timor siipresor gen gibi islevleri mevcutken,
bazi miRNA’lar onkogen gibi islev gormektedir. Bunlarin ifade diizeylerinin artmasi ya

da azalmas: KRK gelisiminde 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir (6).

2.1.2.Cevresel Faktorler

Gelismis iilkelerde KRK daha fazla goriiliirken, Afrika ve Asya’da daha az
gortliir. Yiksek 1sida pisirilen tiitsiilenmis etler, seker ve yag-kolesterol orani fazla,
yiiksek kalorili, lifli gida icermeyen beslenme sekli, karsinojen maddeler, alkol, sigara,
radyasyon maruziyeti, hazir gidalardaki katki maddeleri ve serbest oksijen radikallerinin
kanser olusumunda 6nemli etkileri vardir. Taze sebze-meyve, lifli gidalar, vitaminler
(A, C, E), kalsiyum, selenyum, beta karoten benzeri antioksidan maddelerin kolon
kanseri olusmasini onleyici rolleri vardir. Ayrica balik yagimin gaitada mutasyon yapan

maddelerin iiretimini azaltarak kanser olusumunu 6nleyici etkisi mevcuttur (5,7).

2.1.3.Kolorektal kansere egilimli Hastaliklar

A) Kolorektal polipler

B) Inflamatuar (iltihabi) bagirsak hastaliklar:

C) KRK agisindan yiiksek riskli gruplar

A) Kolorektal Polipler: Barsak limenine ¢ikinti yapan herhangi bir epitelyal lezyon
polip olarak tanimlanabilir. Polipler endoskopiyle tespit edilerek makroskopik olarak
tanimlar yapilabilmektedir. Kolorektal poliplerin ortaya ¢iktigi mukozayla baglantisi
olabilir, bunlara sapli veya pedikiillii polip denir. Polipler genis tabaniyla mukozaya
oturmus halde goriilebilir, bunlara da sesil veya sapsiz polip denir. Ancak poliplerin
histolojik ozellikleri daha Onemlidir. Poliplerde biiylime, iilserasyon goriliirse
kanserlesme acisindan dikkat edilmelidir. Polipler fazla sayida ve yaygin olarak

goriildiigiinde polipozis denir. Ancak tani histopatolojik incelemeyle kesinlestirilir (5,7).



B) inflamatuvar (iltihabi) Barsak Hastahklari: iltihabi barsak hastaliklari
crohn ve iilseratif kolit kolorektal mukozanin prekanseréz ve tiimoral lezyonlarinda
kripta tabaninda yer alan hiicrelerin asir1 proliferasyonuna neden olur. inflamatuar
barsak hastaligi zemininde displazi gosteren adenomatdz, hiperplazik, polipoid
lezyonlar goriiliir. Iltihabi barsak hastaliklarmin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Ozellikle iilseratif kolitli hastalarda displazinin yasla birlikte artmasiyla KRK riski
artmaktadir. Uzun yillar igerisinde mukozadaki yaygin iilserlerde, psodopolipoid
lezyonlarda, kripta ve yiizey epitelinde mukozal atrofinin goriilmeye baslamasiyla
birlikte, erken yassi adenom tipinde displazik hiicresel degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
Bu tip hastalarda ilk 10 yilda %35, ikinci 10 yilda %?20'ye ulasan kanserlesme riski

mevcuttur (7,8).

C) KRK agisindan yiiksek riskli gruplar
» Birinci derece akrabasinda (En az iki kiside) KRK hikayesi olanlar,
KRK hikayesi mevcut olanlar,
Meme, endometrium, over kanseri hikayesi olanlar,
Kolonda adenomato6z polip tespit edilenler,
FAP (Familyal adenomatozis polipozis) sendromlular,
[Itihabi barsak hastalikli kisiler,

Lynch I-11 sendromlular,

vV VvV VYV VY V V VY

Radyoterapi almus kisiler (7,8).

Genetik iliskisi oldugu bilinen kolon hastaliklar ve sendromlar asagida

siniflandirilmstir.

Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri Sendromlar1 (HNPCC)

Genetik olarak otozomal dominant gegisli, gen¢ yasta goriilen, genelde sag
kolonda kanserin olustugu hastaliklardir. Lynch I, Lynch II Sendromlar1 olarak
adlandirilmiglardir. Lynch I'de gen¢ hastalarda, sadece kolon ve rektumda kanserler

goriiliir bagka bolgelerde kanser goriilmez.



Lynch IT sendromunda Lynch I den farkli olarak kolon disinda; mide, pankreas, ince
bagirsak, jinekolojik, liriner sistem ve meme kanserleri birlikte goriilebilir. Bu hastalarin

yaklagik %20'sinde senkron, %25'inde metakron kanserler goriilebilir (5,7).

A) Familyal Adenomatoz Polipozis Sendromlari

Familyal polipozis koli (FAP)

Kanser gelisminde 5921 kromozomundaki APC isimli tiimor supresdr genin
mutasyonu sebep olur. Fap’li hastalarin géz muayenesinde retinal pigment epitelinin
kalinlagmasi yani konjenital hipertrofisi mevcuttur. Genetik olarak Otozomal dominant
gecisli bir hastaliktir. Genelde kolon ve rektumda c¢ok sayida polipoid olusum goriilse
de tlim gastrointestinal sistemi tutabilir. Adenomlar ortalama 10 yas civarinda ortaya

¢ikar ve adenokarsinom gelisme riski 30-40 yaslarinda %80 civardadir (5,6).

Gardner Sendromu

Genetik olarak otozomal dominant gegisli bir sendromdur. Adenomlar sadece
kolonda olusmaz; mide, duodenum ve ince barsakta da goriilebilir. Gastrointestinal
adenomatoz polipozisle birlikte bagka lezyonlar bulunur. Eslik eden lezyonlarin
bazilar1; epidermoid kist, fibrom, glioblastoma, hepatoblastoma, desmoid tiimor, tiroid
papiller karsinom, dis anomalileri, safra yollar1 kanserleri, pankreas kanseri, mandibula

ve kraniumda osteomdur (5,7).

Turcot Sendromu

Otozomal dominant genetik gecisli bir hastaliktir. Kolon yerlesimli
adenomatozis poliplerine, ndroepitelyal santral sinir sistemi tlimorleri; gliom ve

medullablastom eslik eder (5,7).

B) Hamartamato6z Polipozis Sendromlari
Peutz-Jeghers Sendromu

Gastrointestinal sistemde en c¢ok ince barsaklarda, daha az oranda mide,
duodenum ve kolonda olmak iizere ortalama 1-4 cm biiyiikliigiinde hamartamatoz
polipler goriiliir. Ayn1 zamanda dudaklar ve agiz mukozasinda kahverengi, mavi-siyah

melanin pigment lekeleri karekteristiktir.



Otozomal dominant gegisli olup, LKB1/STK11(19p13) gen mutasyonlar1 goriiliir.

Kanserlesme riski ortalama %2-3 civarindadir (5).

Familyal Juvenil Polipozis

En sik goriilen hamartomatéz polipozis sendromudur. Otozomal dominant
genetik gecislidir. SMAD4(18g21) mutasyonu mevuttur. Polipler genellikle kolon ve
rektumda goriiliir. Polipler ergenlik doneminde kaybolabilir. Hastalarin yaklasik
%70'inde tek polip, geri kalaninda 2-3 polip bulunabilir. Nadir olarak polip sayist
10'dan fazla oldugunda hastalik juvenil polipozis olarak degerlendirilir. Kanserlesme

riski mevcuttur(5).

C)Akkiz(Edinsel) Somatik Defektler: Sonradan kazanilan Kalitsal olmayan genetik

mutasyonlardir(8).

2.2.Klinik Bulgular

Karin agrisi, anorektal bolgede agri, digkilama aligkanlhiginda degisiklik, makatta
kanama, rektal akimti seklinde veya diskiyla karisik mukus goriilmesi, gaitanin
ozelliginde ve capinda degisiklik, tenesmus, kotii kokulu gaz yapma, obstriiksiyon,
konstipasyon, distansiyon, tiimér perforasyonu, perianal abse, perianal fistiil, kilo kayb,
halsizlik, igtahsizlik ve anemi goriilebilir. Fizik muayene esnasinda rektum tiimorlerinin

yaklagik 1/3'i tuse mesafesinde palpe edilebilir (7).

2.2.1. Tamsal Laboratuvar Tetkikleri

Giatada gizli kan (Guaiac), CEA, CRP, Prokalsitonin, CA 19-9, CA 50, CA 242,
TPA (Tissue polipeptit antijen) ve TPS (Tissue polipeptit spesifik antijen) KRK’da
kullanilabilen tetkiklerdir. Takiplerde genel olarak en fazla kullanilan CEA’dir.

Ameliyat oncesi CEA diizeyi bakilirsa tiimor rezeke edildikten sonraki diizeyi
takip acgisindan anlamli olabilir. Gaitada gizli kani1 arastiran testler, gizli gastrointestinal
sistem kanamalarinin taranmasinda yaygin olarak kullanilan, tanisal agidan degerli

testlerdir.



Guaiac testi gaitada gizli kani tarama amaclh gelistirilen yontemler iginde en
yaygin kullanilant olmakla birlikte bu testin hatali pozitif ve hatali negatif sonu¢ verme
oranlar1 da olduk¢a yiiksek bulunmustur. Bir¢ok sebze ve meyvede bulunan peroksidaz
enzimi tarama testlerinde interferans olusturmasi sebebiyle problem olusturmaktadir.
KRK hastalarinda tam kan tetkiki de 6nemlidir, hastalarin yaklasik %30-90’inda anemi
goriilmektedir.

Anemi siklig1 kanserin evresi ve siiresi yani sira uygulanan kemoterapi, cerrahi
ve radyoterapiye bagl olarak degismektedir. Anemili hastalarda halsizlik (%70-90) en
onemli sikayettir. Anemi nedeniyle fiziksel islevler yaninda emosyonel ve biligsel
islevler de etkilenmektedir. Anemi hem yasam kalitesini kotiilestirir, hem de mortalite
ve morbiditeyi arttirmaktadir. Lokal olarak tiimor kontroliinii zorlastirdigi gibi tiimoriin
hipoksik kalmasi nedeniyle anjiogenez uyarilmakta timoriin saldirganligi artmaktadir.
Radyoterapi ve kemoterapiye direng gelismektedir. Ancak bu tetkiklerin higbiri tek
basina tan1 koydurucu degildir. Anamnez, fizik muayene ve radyolojik goriintiillemeyle

de desteklenmesi gereklidir (7,8).

2.2.2. Radyolojik Tam

KRK yavas gelisim gosteren bir malignitedir. Baslangigta hastalarin bircogunda
benign adenom goriiliir. Prognoz agisindan 8-10 yil gibi uzun bir siire¢ Onem

tasimaktadir.

Ultrasonografi (USG)

Kisa siirede yapilabilmesi, ucuz olmasi ve radyasyon riski tagimamasi nedeniyle
tercin edilir. Karin i¢i kitlelerin ve sivi koleksiyonlarmin degerlendirilmesinde,
karaciger metastazlarinin tespit edilmesinde ve rektum tiimorlerinin evrelendirilmesinde
kullanilmaktadir. Rektumda stenoz olmayan hastalarda endorektal USG ile yaklasik 15
cm’ ye kadar tiimoriin yayilim derinligi, perirektal bolgede lenf nodu tutulumu, etraf
dokular ve organlara invazyonun derecesi tespit edilebilmektedir. Rektum kanserinin
evrelendirilmesi agisindan MRG ve BT ile karsilastirilirsa; endorektal USG’nin hem
sensitivitesi hem de spesifitesi daha fazladir. Endoskopik olarak USG yapilarak;

mukoza, muskularis ve serozada tiimoriin penetrasyonu saptanabilir (7,9,10).



Bilgisayarh Tomografi (BT)

KRK hastalarinda iv, oral veya rektal yolla dilue iyotlu kontrast madde ile
opaklagtirilmasinin ardindan gergeklestirilen abdomino-pelvik bilgisayarli tomografik
inceleme, rutinde en sik kullanilan kesitsel radyolojik goriintiilemedir. Ameliyat 6ncesi
karin i¢i ve organlarin degerlendirilmesini miimkiin kilar. Karaciger, akciger, lenf
nodlari, overler, adrenal glandlar ve pelviste bulunan organlarin metastazlar tespit

edilebilmektedir. Niiks ya da rezidii karsinom arastirilmasi agisindan da yararhdir.

BT ve Anjiografinin beraber ¢ekildigi dinamik-trifazik BT'de karaciger
metastazlarinin tespit edilme orani %95 civara kadar c¢ikmaktadir. Barsak duvari

tabakalarindaki invazyon derinligini ayirt edememesi tek dezavantajidir (7,9,10).

Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG)

BT'ye gore yumusak dokularin daha iyi gosterilebilmesi ve c¢oklu planda
inceleme imkani1 vermesi avantajli yonleridir. Tl ve T2 agirlikli sekanslarla incelemeler
mevcuttur. Tl agirlikli goriintiilemede primer timor ile perirektal bolge ortaya
konulabilmektedir ve fibrotik dokuyla normal doku ayirt edilebilmektedir. MRG
ameliyat oncesi evrelendirmede ve karaciger metastazinin tespit edilmesinde BT ile
esdegerlidir. Ancak niikslerin tespiti yOniinden tomografiden daha {istiin bir

goriintiileme yontemidir (7,9,10).

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET)

Hastaya florodeoksiglukoz isimli isaretlenmis glukoz enjekte ederek doku
metabolizmasindaki farkliligi ortaya koyma prensibine dayanmaktadir. Kanserli
hiicrelerde metabolizmanin hizli olmasindan dolayr kanser hiicrelerinin bulundugu
bolgede aktivite ve tutulumu artmis sekilde goriilir. KRK hastalarinda metastatik
odaklarin arastirllmasinda, ozellikle pelvisteki niiks tiimor ile fibroz dokunun ayirt
edilmesinde kullanilir (8). PET ve BT ile kii¢iik niiksler veya lenf nodlarindaki tiiméral
odaklar gosterilebilmektedir. Helikal BT birgok planda ii¢ boyutlu goriintiileme

yapabilmesi ve artefaktlarin az goriilmesi ile farkli avantajlar saglamaktadir (12).



2.2.3.Endoskopik incelemeler

Endoskopik incelemeler 6ncesi iyi bir barsak temizligi yapilmasi gerekli ve
onemlidir.

Rektosigmoidoskopi: Linea dentatanin yaklasik 20-25 cm proksimalinde
bulunan lezyonlar1 goriintiileyebilir. 40 yas altindaki diisiik risk tasiyan bireylerin
taramasinda uygun bir yontemdir.

Fleksibl sigmoidoskop: 60 ¢cm uzunlugundadir. Splenik fleksuraya kadar olan
lezyonlarin tespitinde kullanilmaktadir. KRK’larin yaklagik 9%350’si bu bolgede
goriildiigiinden, cift kontrastli baryumlu grafiyle beraber yapilirsa kolonoskopiye
alternatif bir yontem olabilir.

Kolonoskopi:  Kolonun  tamamuni, rektumu ve terminal ileumu
degerlendirebilmek amaciyla mutlaka kolonoskopiyle inceleme yapilmalidir.
Kolonoskop standart olarak 160 cm uzunlugundadir, kolonoskopiyle yaklasik 1 cm’den
kiiglik polipler de tespit edilebilmektedir. Kolonoskopik incelemeyle; gastrointestinal
kanama, inflamatuar barsak hastaligi, sigmoid volvulus, kolon divertikiilii, kolonda
iskemi, , non-toksik megakolon, endometriozis, kolonda yabanci cisim, kolonik striktiir,
neoplazm ve sebebi anlagilamayan diyarenin tanisi konulabilmektedir. Ayrica kanama
kontrolii, biyopsi alinmasi, polip eksizyonu, ve striktiir dilatasyonu da
yapilabilmektedir. En 6nemli komplikasyonlar1 ise; perforasyon, kanama ve anestezik
madde (meperidin, midazolam) komplikasyanlaridir, bu komplikasyonlar siklik olarak
%0,2'den daha azdir. Radyolojik goriintiilemeyle teshis yontemlerine gore endoskopik
incelemenin en 6nemli tstiinliigi; biyopsi alabilme, taniy1 dogrulama ve gereginde ayni
anda tedavinin gerceklestirilmesidir (10,13).

2.2.4.Patoloji

KRK’da makroskopik bulgular:

a) Polipoid tip: Liimen i¢ine biiyiirler, gelismeleri yavas seyreder.

b) Ulseratif tip: Hizl1 gelisim goriiliir, bu yiizden prognozu kétii seyreder.

¢) Infiltratif tip: Bagirsagi anniiler (halka biciminde) sekilde sarar. Lenfatiklerin sirkiiler
dizilimleri anniiler biiyiimeye sebep olur.

d) Linitis plastika: Genis bir kolon segmentini tutar ve sinirlart belirsizdir. Bagirsak

duvarindaki biitiin tabakalar kalinlasir (5,8).
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KRK’da mikroskopik bulgular:

American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan Onerilmis olan
evrelendirme sisteminde KRK’nin differansiyasyon derecesi, histopatolojik evresini
belirtir ve prognoz agisindan 6énemi vardir.

Grade I: Iyi diferansiye (Low grade)

Grade I1: Orta derecede diferansiye (Intermediate grade)

Grade III: Kotii diferansiye (High grade)

Grade IV: Undiferansiye (High grade)

Iyi diferansiye tiimorler vakalarm yaklasik %10'unu olustururlar. Bol miktarda
biiyiik glandiiler yap1 igerirler. Glandlar yiiksek kolumnar epitelle doselidir, genelde
papiller komponent igerirler. Yapisal komplekslik ¢ok az goriiliir. Bol miktarda miisin
salgilarlar. Orta diferansiye tiimorlerde biraz yapisal komplekslik goriiliir. Nukleus orta
biiytikliiktedir ve polaritesini korumus haldedir. Orta diferansiye kolon karsinomlar1 bir
miktar glandiiler yapi ihtiva eder ve degisik miktarlarda miisin sekresyonu yapar. Kotii
diferansiye tiimorlerde yapisal komplekslik artmistir. Yogun periferal kromatin olusumu
ve polarite kayb1 gozlenir. Glandiiler yapi azalmistir ya da hi¢ yoktur. Miisin salgisi
azalmigtir ya da hi¢ yoktur. Kotii diferansiye tiimorler vakalarin yaklasik %10'unu
olusturmaktadir. KRK’da tiimor rezeke edildikten sonra ve cerrahi eksplorasyonda
anatomik inceleme yapilarak yayilma boyutu, metastaz varligi belirlendikten sonra
evreleme sistemi uygulanabilir. Evrelemedeki amag; sag kalimi tespit etmektir. KRK

kolon duvarinda muskularis mukoza invazyonuna gore iki gruba aynlir.

1-Erken Tip Kolorektal Karsinomlar: Endoskopik ve makroskopik olarak en
fazla 1 cm ¢apa ulasir. Polipoid ve yass1 olarak iki tiptir. Sadece mukoza i¢cinde mevcut

olup, muskularis mukozay1 asmayan tiiméorlerdir. Metastaz son derece nadir goriiliir (8).

2-Invaziv kolorektal karsinomlar: Kolon mukozasindaki kanser intramukozal
yiizeyden muskularis mukozay1 asip, submukozaya girdiginde invaziv hale gelmis olur.
Muskularis mukozada ve submukozada bol miktarda lenfatik kanallar oldugundan, bu
seviyedeki tiimorlerin metastaz riski yiiksektir. En fazla goriilen tipi adenokarsinom

olup, invaziv KRK’larin yaklasik %85 'ini olusturur (7).
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2.3. Evrelendirme

KRK’da ilk kez patolojik evrelendirmeyi Londra'da St. Mark's Hastanesi’nin
patologu Cuthbert E. Dukes 1932 yilinda yapmistir. Siniflandirma kanserin direkt
yayitlimi ve lenfatik tutulum iizerine dayanmaktadir. 1954 yilinda Astler-Coller
tarafindan tiimor derinliginin 6nemine dayanarak, Dukes Kklasifikasyonu modifiye
edilmistir. 1967 yilinda Turnbull, Dukes sistemine uzak metastazla ilgili olan D evresini

eklemistir.

Giintimiizde American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve Union

Internationale Contre Le Cancer (UICC) tarafindan olusturulan TNM evrelemesi
kullanilmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1: American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve Union Internationale Contre Le
Cancer (UICC) tarafindan yapilan TNM evrelemesi

TO Primer tlimore ait bulgu yok.

Tis Sadece mukozada sinirli. Karsinoma insitu.

T1 Tiimor submukozaya ulagmis.

T2 Tiimor muskularis propriay1 tutmus.

T3 Timor serozaya ulagsmis, perikolik yag dokusu invazyonu mevcut.
T4 Tiimor periton bosluguna veya organlara yayilim yapmius.

NO Lenf nodu tutulumu yok.

N1 Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan 1-3 adet metastaz.

N2 Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan en az 4 adet metastaz.
N3 Major arterlerin trasesinde pozitif lenf nodlari.

MO Bilinen uzak organ metastaz yok.

M1 Uzak organ metastazi var.

2.4. Kolorektal kanserin yayilma yollar1
a) Komsu dokulara direkt invazyon

b) Implantasyonla

¢) Lenfatik yolla yayilim

d) Hematojen yolla yayilim.
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KRK’larin genelde bagirsak duvarinda distale dogru invazyonu sinirhdir,
bagirsak duvarinin derinligine dogru invazyon yaparlar. Buna neden olan; lenfatik
dokularin anatomik olarak sirkiiler bigimde dizilim géstermesidir. Bu anatomik dizilim
nedeniyle tiimorlerin longitudinal intramural invazyonu sinirliyken, anniiler (halka gibi)
lezyonlarla bagirsagin etrafini sirkiiler bigimde sarmaya meyillidirler. Bagirsagin tim
katlarinin tiimérle tutulumunun ardindan, yakinindaki komsu organa direkt yayilim
yapabilirler. Ttimoral hiicreler deskuamasyonla bagirsak liimenine dokiilebilirler, ancak
bu dokiilen hiicrelerin mukoza invazyonu tespit edilememistir. Intraperitoneal
implantasyon ise peritoneal karsinomatozise sebep olur. Metaztaz en sik lenfatik
kanallar araciligiyla olur. Bagirsak duvarinda tam kat invazyonu olan hastalarda
yaklagik %50 oraninda lenf nodunda metastaz tespit edilmektedir. Hematojen yolla
kanser hiicrelerinin dolasim sistemine gegmesi sonucu en sik metastaz karacigere, ikinci
siklikta metastaz ise akcigere olmaktadir. Ameliyat esnasinda kan dolasimina yaklagik
%350 civarinda kanser hiicrelerinin gectigi tespit edildiginden, bagirsak rezeksiyonunun

'No-Touch' teknigiyle yapilmasi 6nerilmektedir (13).

2.5. Tedavi

KRK’da cerrahi tedavideki asil amag; tiimor bulunan kolon segmentiyle beraber
bu segmentin lenfatik drenajini saglayan mezenterin rezeksiyonu, kanserin invaze
oldugu c¢evre organ ve yapilarin rezeksiyonu prensibine dayanmaktadir. Kolonun
lenfatik drenaji; bu bolgenin kanlanmasini saglayan arterlerle paralel seyrettiginden
rezeksiyon yapilacak bagirsagin uzunlugu o segmenti besleyen arterlere gore

ayarlanmaktadir (5).

Radikal Cerrahi Tedavi: Ana damarlar1 baglayarak, tiimorsiiz rezeksiyon sinirlari
olusturmak ve tliimdriin invaze ettigi ¢evre doku ve organlari g¢ikarmak hedeftir.
Ameliyat sirasinda kanser hiicrelerinin karin igine dokiilmesini ve yayilmasini minimum
diizeyde tutan yontemler kullanmak gereklidir. Bundan dolayr damar yapilarini, kolon
limenini proksimal ve distalden baglayarak (no-touch) tekniginin uygulanmasi
gereklidir. Glinlimiizde rezeksiyon agisindan tiimoriin distalinden ve proksimalinden 2

cm'lik saglam kisimin ¢ikarilmasi yeterli goriilmektedir.
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Palyatif Cerrahi Tedaviler: Tiimériin parsiyel rezeksiyonu, tiimor ¢ikarilamiyorsa by-
pass yapilmasi ya da rezeksiyon yapilmadan kalici stoma agilmasidir. Ameliyat
esnasinda yapilan eksplorasyonda karaciger, periton gibi uzak metastazlar mevcut olsa
da, obstriiksiyon ve kanama gibi komplikasyonlar1 6nlemek igin, eger miimkiinse

primer tiimoriin rezeksiyonu yapilmalidir (5,7).

Kolorektal kanserlerde modern cerrahi ilkeleri:

1. Ameliyat 6ncesinde bagirsak temizligi tam olarak yapilmalidir.

2. Ameliyatta ¢cevre dokular ve tiimoériin manuplasyonu minimal olmalidr.
3. Tiimorden bagirsak limeni igine dokiintii olmamasina dikkat edilmelidir.

4.Anastomoz yapilacak bagirsak segmentleri tam olarak serbestlestirilmelidir ve

anastomoz yapilacak uglar gerginlik olmadan kars1 karsiya getirilmelidir.

5.Hemostaz kontrol edilmeli ve anastomoz yapilacak uglarda kanlanma bozuklugu

olmamalidir.

6.Anastomoz sirkiiler stapler yardimiyla yapildiginda, sirkiiler staplerin ucunda kalan

iki bagirsak halkasinin tam dairesel oldugu kontrol edilmelidir (7).

Sag hemikolektomi: Cekum, ¢ikan kolon, hepatik fleksura, transvers kolonun sag tarafi
gibi sag kolon kanserlerinde uygulanir. Yaklagik 10-15 cm’lik ileum segmentiyle ile
birlikte transvers kolonun ortasina kadar olan kisim (¢ekum, g¢ikan kolon, hepatik
fleksura ve transvers kolonun yarisi) ¢ikarilarak, ileotransversostomi yapilir. Anastomoz
manuel ya da staplerle; ug-uca, ug-yan, yan-yana yapilir. Cerrahlarin birgogu ileokolik,
sag kolik ve orta kolik arterin sag dalin1 ameliyatin basinda, diseksiyona baslamadan
once baglamay1 tercih eder. Eger orta kolik arter siiperior mezenterik arterin ¢ikis
yerinden baglanirsa daha genis olarak transvers kolon segmentinin rezeksiyonu yapilir.

Bu sayede genisletilmis sag hemikolektomi yapilmis olur (5,7).

Sol hemikolektomi: Transvers kolonun sol tarafi, splenik fleksura, inen kolon, sigmoid
kolonun proksimalinde olan sol kolon kanserlerinde uygulanmaktadir. Sol kolonun

tamamen ¢ikarilmasinin ardindan kolo-kolostomi seklinde anastomoz yapilir.
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Inferior mezenterik arterin aorttan cikis yerinden baglanmasi sonucu, distal
transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve ist rektumun rezeksiyonu yapilabilir.

Buna da genisletilmis ya da radikal sol hemikolektomi denir (7).

Transvers kolektomi: Hepatik fleksuraya yakin tiimorlerde sag hemikolektomi, splenik
fleksuraya yakin tiimorlerde sol hemikolektomi yapilir. Transvers kolonun orta
kismindaki tiimorler ise transvers kolektomi, genisletilmis sag ya da sol
hemikolektomilerle tedavi edilirler. Transvers kolektomide orta kolik arter bolgesindeki
segmentin rezeksiyonu yapilir (6). Sigmoid kolon ve proksimal rektum tiimérlerinde;
inen kolon, sigmoid kolon, rektumun proksimali ¢ikartilir ve transvers kolonun sol

tarafiyla rektumun distali arasinda anastomoz yapilir.

Ozel durumlar: Obstriiksiyon, perforasyon, lokal olarak ilerlemis hastalik, tam
tikanma durumunda, bagirsak temizligi yapilmamis olmasi, ddem veya enfeksiyona
bagli proksimal ile distal bagirsak anslarinin liimen ¢aplarinin farkli oldugu durumlarda
Hartmann (ug¢ kolostomi) prosediirii uygulanmaktadir. Ameliyat esnasinda proksimal
kolon segmentinin temizlenmesinin ardindan primer rezeksiyon-anastomoz, subtotal
kolektomi ve ileosigmoid anastomoz veya total kolektomi ve ileorektal anastomoz
yapilabilir. Ancak yapilacak isleme ameliyat Oncesi karar vermek yerine ameliyat

esnasindaki bulgulara ve hastanin durumuna gore karar verimek daha dogrudur (7).

Anterior Rezeksiyon (Mayo ameliyati-Dixon ameliyat1): Rektosigmoid bolgede ve
rektumun proksimal 1/3 iist boliimiinde yer alan tiimorlerde bu ameliyat yapilmaktadir.
Anterior rezeksiyonda distal diseksiyonun simiri, bagirsak duvarinda tiimériin alt
simirinin yaklasik 3 cm 6tesine kadar, mezorektumda tiimoriin 5 cm altina kadar
stirdiiriilmesi yeterli olmaktadir. Bu ameliyatta anastomoz peritonu agmadan karin

icerisinde kalarak yapilabilmektedir (5,7).

Low Anterior Rezeksiyon (LAR): Rektumun 1/3 orta kismindaki timdr ile linea
dentata arasinda 4 cm’den daha fazla mesafesi olan hastalarda uygulanir. Sigmoid kolon
ve mezosu, tiimoriin 2 cm altina inecek sekilde diseksiyon yapilir. Rektum ve tiim
mezorektum rezeksiyonu yapilir. Anastomozda olusabilecek gerginligini azaltmak i¢in
splenik fleksura ve transvers kolonun sol yaris1 diseksiyonlarla serbest hale getirilir.
Kolorektal anastomoz sirkiiler stapler yardimiyla yapildiginda, stapler ucundan ¢ikarilan

halkalar kontrol edilir.
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Bu halkalarin tam dairesel olusu, bagirsak duvarindaki tiim katlari ihtiva etmest,
yapilan anastomozun giivenligi agisindan ¢ok énemlidir. Anastomozda gerginlik olmasi
halinde, anastomoz yapilan uglarin kanlanmasindan emin olunamadiginda, anal kanala
¢ok yakin distal bolgede anastomoz yapilmasi gibi durumlarda, hastaya anastomoz

koruyucu olarak loop ileostomi ya da kolostomi agilabilir (5,7).

Abdomino-Perineal Rezeksiyon (Miles ameliyati, APR): APR genelde timor alt
sinir1 ile linea dentata arasinda 4 cm'den daha az mesafe olan tiimorlerde, low anterior
rezeksiyonun miimkiin olmadigi hastalarda uygulanan bir tekniktir. Sigmoid kolonu ve
mezosunu, rektum ve mezorektumu, levator ani kasinin onemli bir boliimini, anal
sfinkterleri, aniis, anal kanal, g¢evredeki cilt ve cilt alt1 dokusunu, bu bolgedeki
lenfatiklerle birlikte biitiin halinde total olarak ¢ikarma islemidir. Inen kolon sol iliak
bolgeye kalici kolostomi olarak agizlastirilir. Anastomoz yapma imkani olmayan dar
pelviste, anal sfinkter disfonksiyonu, timoriin direkt anal sfinkteri invaze etmesi,
anorektal bolgede kotii diferansiye biiyiik timorler gibi durumlarda APR en uygun
tedavidir. Ameliyat esnasinda rektumun tamamen serbestlestirilmesiyle, timoriin alt
siirt genelde yukariya dogru yer degistirmekte ve baslangigta abdomino-perineal
rezeksiyon (APR) planlanan hastalarda low anterior rezeksiyon (LAR) yapilarak
sfinkterleri korumak ve kalici stoma agilmasini engellemek miimkiin olabilmektedir
(5,7).

Kolo-anal Anastomoz: Rektumun 1/3 alt kisminda tespit edilen tiimérlerin tedavisinde
kullanilan anastomoz tekniklerinden birisi kolo-anal anastomozdur. Bu teknikte; kitle
rezeksiyonun ardindan linea dentata lizerinde kalan anal kanal mukozas1 soyulur, kolon
asagl dogru cekilerek transanal yolla ve tek tek elle dikislerle linea dentataya siitiire
edilir. Siitiir yetersizligine bagli olarak yiiksek oranda anastomoz kacagi ve pelvik
sepsis ortaya ¢ikabilmektedir, bu nedenle anastomozun gecici bir stoma ile korunmasi
onerilmektedir. Ameliyat sonrasi digkilama problemleri gelismesi nedeniyle son yillarda
distal kolonda yaklasik 8-10 cm uzunlugunda J bigiminde bir cep (pos) olusturarak, pos
ile anal kanal arasinda anastomoz yapilmasi da tercih edilmektedir. J posun u¢ kisminda
kanlanmanin daha iyi olmasindan dolay, siitiir yetersizligine diiz anastomozlara gore

daha az oranda rastlanmaktadir (5,7).



16

Kemoradyoterapi

KRK’da primer tedavi sekli cerrahidir. Cerrahi tedavi uygulanmasina ragmen
hastalarin ¢ogu, karin i¢i niiks ve metastazlar nedeniyle hayatlarin1 kaybetmektedirler.
Bundan dolay1 gerek sistemik ve gerekse lokal etkilerinin olmasi nedeniyle kemoterapi
ve radyoterapi tedaviye dahil edilmistir. Kemoradyoterapi, neoadjuvan (ameliyat
Oncesi), adjuvan (ameliyat sonrasi) veya palyatif amagh sistemik ve intraperitoneal

olarak uygulanabilmektedir (5).

Neoadjuvan Kemoradyoterapi: Ozellikle rektum karsinomlarinda neoadjuvan
kemoradyoterapi uygulanmasiyla rezektabilitenin arttirilmasi, timor —evresinin
distriilmesi, etkili sistemik tedaviye erken baslanmasi ve anal sfinkterin korunmasi
saglanabilmektedir. Ancak bu tedavinin basarisi i¢in hasta se¢iminde endoskopik

ultrason (EUS) veya MRG ile preoperatif iyi bir evreleme yapilmasina baglidir (14).
Adjuvan Kemoradyoterapi: Giiniimiizde en ¢ok kullanilan kemoterapi modelleri;
5-Fluorourasil + Leucovorin (Folinik asit)
5-Fluorourasil + Levamizol

Radyoterapinin  kolon kanserinde adjuvan tedavideki yeri tartismahdir.
Radyoterapi uygulanan boélgede genis ince bagirsak segmentlerinin bulunmasi ve
toksisitesi, etkili bigimde uygulanmasini engellemektedir. Cevre dokulara invaze olan
ve perfore olan tiimorlerde yapildigi zaman bolgesel ve lokal niiksii azalttigi goriilmiis,
ancak sag kalimda anlamli degisiklik goriilmemistir. Rektum kanserini adjuvan
tedavisinde  5-Fluorourasilin  aynt zamanda radyo-duyarlastirict  oldugunun
kesfedilmesiyle, Kemoterapi ve radyoterapinin birlikte uygulanmas1 yoniinde biiyiik
avantaj saglamistir. Cerrahiyle kombine RT+ KT tedavide %33, sadece cerrahi yapilan

kontrol grubunda %55 oraninda niiks tespit edilmistir (5, 15-17).

2.6. Prognostik Faktorler

KRK’da timor muskularis propriayr tam olarak invaze etmemisse 5 yillik
sagkalim %95, muskularis propria tamamen invaze olmus ancak lenf nodu tutulumu
yoksa 5 yillik sagkalim %80, lenf nodu metastazi varsa 5 yillik sagkalim %20-40

civaridir. KRK’nin prognozu ¢ok sayida klinik ve patolojik parametreyle alakalidir.
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Bu parametreler 6nem sirasi gozetilmeden asagida belirtilmistir:
Cinsiyet: Prognoz kadinlarda erkeklere oranla daha iyidir.
Yas: Cok geng bireylerde ve yashilarda prognoz daha kotiidiir.

Lokal yayilim: Poliplerde insidental olarak tespit edilen fokal mikroskopik karsinomun
prognozu c¢ok iyidir. Mukoza ve submukozada simirli tiimérlerde prognoz iyidir.
Bagirsak duvarini asarak bolgesel lenf nodlarina metastaz yapmis tiimorlerde ise

prognoz kotiidiir.

Perforasyon: Bagirsak duvarinda tiimdriin asir1 penetrasyonu nedeniyle meydana gelen

perforasyon kotii prognozla iliskilidir.

Mikroskopik tip ve grade: Mikroskopik evre ve klinik seyir arasinda belirgin iliskinin
oldugu tespit edilmistir. Mikroskopik alt gruplarindan miisindz karsinom, signet ring
cell karsinom, small cell karsinom, diger adenokarsinom tiplerinden daha koti
prognozludur. Miisin iligkili antijenler olan Sialyl-Tn ve Sialyl Lewis antijeni

bulunduran KRK’nin ¢ok agresif klinik seyirlerinin oldugu goriilmiistiir.

Inflamatuvar reaksiyon: Bagirsak stromasinin eozinofiller ve S100 protein pozitif
dendritik hiicrelerle infiltrasyonu, Crohn hastaligina benzer peritiméral lenfositik

infiltrasyon iyi prognozla alakalidir.

Vaskiiler ve perinoral invazyon: Vaskiiler invazyon olustugunda 5 yillik yasam siiresi
belirgin olarak diismektedir. Perindral invazyon ilerlemis hastaligin isaretidir ve genel

olarak kotii bir prognostik bulgudur.

Lenf nodu invazyonu: Timér lenf nodlarina invaze oldugunda 5 yillik sagkalim orani
azalir. Lokalizasyon ve lenf nodu tutulumunun yayginligi da onemlidir. Timoriin
hemen komsulugunda tutulan lenf nodlar1 haricinde uzak lenf nodlarinda da metastaz
mevcutsa ¢ok nadir kiir saglanir. Apikal lenf nodu tutulumu kotii prognoz isaretidir.
Cok sayida lenf nodunda metastaz olmasi halinde klinik seyir kotidiir. Lenf nodu

tutulumu derecesi ve tiimoriin boyutlari arasinda korelasyon tespit edilmistir (12).

Kromozom 18qg'nun alellik kaybi: Bu karyotipik degisiklik KRK’da kotii bir
prognostik bulgudur.
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Tiimoér belirtecleri: KRK i¢in giiniimiizde bir¢ok tiimdr belirteci kullanilmaktadir.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlar; CEA, CA 50, CA 19-9, CA 242, TPS (tissue polipeptit
spesifik antijen), TPA (tissue polipeptit antijen)’dir. TPA ve TPS tiim6ér DNA'smin S
fazini, dolayisiyla tiimor hiicrelerinin proliferasyon hizimi gosterir. CEA, CA 19-9 ve
TPA primer timoriin tanisinda, niikslerin tespit edilmesinde, cerrahi ve adjuvan
tedaviye tiimoriin verdigi cevabin takibinde kullanilmaktadir. ilk ameliyat esnasinda
safra kesesi i¢inden alinan sivida yapilan CEA Olgiimlerinde yiiksek degerlerin
goriilmesi, gizli karaciger metastazlarinin tespit edilmesine yardimei olabilir. Ameliyat
sonrast kolonoskopiyle anastomoz kenarlarindan alinan biyopsilerde, human metallo
panstimulin (MPS-1) yiiksek diizeyde olmasi da kolon karsinomunun daha agresif
prognozunu gosterir. Adenamatoz polipi olan kisilerin kolon biyopsilerinde tirozinaz

artisinin karsinom gelisiminin erken belirtisi oldugu bildirilmistir (18,21).

Tiimor hiicrelerinin DNA indeksi: Flow sitometre yardimiyla timor hiicrelerinin
DNA indeksi gosterilebilmektedir. Erken evre kanser hiicreleri genelde diploid
niikleusludur ve andploid niikleuslu tiimorlere gore daha az metastaz yapmaktadirlar.
Ileri evrede tiimor hiicrelerinde andploid olma egilimi goriiliir. Bazi ¢calismalar; timdriin
DNA indeksinin, timdoriin klinik ve patolojik evresinden bagimsiz olarak prognostik

degerinin oldugu ortaya koymaktadir (22,23).

2.7.Kolorektal kanserlerde Niiks Nedenleri

KRK hastalariin  klinige ilk basvurularinda kanser vakalarinin ortalama
%70'inde uzak metastaz tespit edilmemektedir. Bu hastalara kiiratif tedavi amaciyla
radikal rezeksiyon uygulanabilmektedir. Fakat radikal rezeksiyon yapilmis hastalarin
%25-50 civarinda hastalik niiks etmektedir. Baslica niiks yerleri; onceki ameliyat
bolgesi, karaciger ve akcigerdir. Niiksiin ameliyat sonrasi neden meydana geldigi
konusunda ¢ok net bilgiler bulunmamaktadir. Genel olarak iki tiir sebepten ortaya
ciktig1 sOylenebilir (24).

A) Tiimoérle ilgili sebepler: Tiimdr histolojisinin kotii differansiye (high grade) olmast,
timorde artmis miisin yapimi, tiimoriin vendz ve lenfatik dokulara invazyon gostermesi,

timor hiicrelerinde anoploidi ve p53 gen mutasyonu olmasi baslica niiks nedenleridir.
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fleri evre tiimorlerde (6zellikle evre I1-1V), adezyon, obstriiksiyon ve perforasyon

mevcut olan tiimorlerde rekiirrens daha fazla goriilebilmektedir (8,24).

B) Teknik faktorler: Primer tiimoriin total rezeksiyonunun yapilamamasi en 6nemli
etkendir. Ozellikle rektum karsinomlarinda mezorektal eksizyon ve pelvik
lenfadenoktomi de yapilmalidir. No-touch teknigi ile tiimorlii kolon segmentinin her iki
ucundan naylon teyple sikilarak baglanmasi liimen igine olabilecek metastazlari
azalttigl, timorli kolon segmentini besleyen mezenterik damarlarin da erkenden
baglanmasiin venoz ve lenfatik metastazlar azalttigi tespit edilmistir. Radyoterapinin
ve kemoterapinin, neoadjuvan ve adjuvan tedavilerde etkin sekilde uygulanmasiyla
niiksleri azalttigi bildirilmektedir. Ameliyat oncesi kan transfiizyonu yapmanimn ve

splenektominin tiimoral hiicrelerin davranisini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir

(8, 13, 22-25).

2.8.Lnc-RNA’larin Klinik Onemi

[nsan genomunun yaklasik %75'inden fazlasi secici olarak kopyalandigi halde,
transkriptlerin  yalnizca kiiglik bir kismi1 son olarak protein firiinlerine
dontistiiriillmektedir (26). Protein kodlama yetenegine sahip olmayan transkriptlerin geri
kalan1 kodlamayan RNA (ncRNA) olarak isimlendirilmistir. Bu kodlamayan RNA'lar,
uzunluklarma gore iki ana gruba ayrilir. Kiigiikk kodlamayan RNA'lar (Small Non-
coding RNA: sncRNA), 200 niikleotidden daha kisadir ve biiyiikk oranda mikroRNA'lar
(miRNA) ve kii¢iik niikleolar RNA'lar1 (snRNA) kapsamaktadir. Uzun kodlamayan
RNA'lar (Long Non-coding RNA: Inc-RNA) ise; 200 niikleotidden daha uzun ve
kodlama yetenegi olmayan farkli RNA molekiillerini igeren bir gruptur. Yapilan son
caligmalarda, insan genomunda yaklasik 15,000 farkli Inc-RNA'nin oldugu tespit
edilmistir (27). Farkli fonksiyonlara sahip bu kodlamayan transkriptlerin sayist giderek
arttig1 igin, isimlendirilmeleri de zamanla degismistir. Baz1 kaynaklarda bu transkriptler
l[incRNA (uzun intergenik kodlamayan RNA)'lar olarak isimlendirilirken, bazi
kaynaklarda intergenik tanimi atlanarak basit¢e Inc-RNA (uzun kodlamayan RNA)'lar
olarak isimlendirilmistir (28). Lnc-RNA'lar protein kodlayamazlar. Ancak epigenetik,
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi asamalarda gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde gorevleri vardir (29). Kanser ve Lnc-RNA'lar arasindaki iliski,

gelisme ve hiicresel farklilagsmalar calismalar neticesinde ortaya ¢ikmistir (30).
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Insan genomunda kanser gelisimiyle alakali biyolojik siireclere katilan c¢ok
sayida Lnc-RNA kesfedilmistir. Bu sebeple, Lnc-RNA  diizensizliklerinin,
mutasyonlarin veya anormal ifadelerinin kanser gelisimine yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. Genom c¢apinda yapilan ¢alismalarda, ¢ok sayida tek niikleotid
polimorfizmin, intergenik veya intronik bolgelerde bulundugunu ve Lnc-RNA islevini
etkileyebilecegini ortaya ¢ikarmistir (31). Protein kodlayan genlere benzer sekilde, Linc-
RNA'lar da tiimor olusumunu etkileyen onkogenler ve timdr baskilayict genler gibi
fonksiyonlar1 olabilir. Belirli bir Lnc-RNA ile belirli bir kanser tiirii arasindaki iligskinin
arastirtlmasi1 amaciyla, kanserli hiicreler ve bitisik tiimorsiiz dokulardaki Lnc-RNA'nin
ifade diizeylerinin revers transkripsiyon-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-
PCR) yontemiyle karsilagtirilmasi gereklidir (32). Kanserle iliskisi iyi incelenmis bir
InNcRNA, HOX antisens intergenik RNA (HOTAIR)'dir. Meme kanseri hiicrelerinde
HOTAIR'in diizensizligi, gen ekspresyonunda PRC2'nin yeniden hedeflenmesine sebep
olur ve embriyonik fibroblastlara benzer yeni bir gen ifadesi kalib1 olusturulur (33). Bu
yonlendirme meme kanseri klinigine, kanser invazyonunun ve metastazin artmasiyla
etki eder (27). CCAT2 (Kolon-kanser Iliskili Transkript 2), KRK ifade diizeyi asiri
miktarda olan bir Inc-RNA’dir (34). CCAT2 meme kanserinde de ekspresyon diizeyi
artar ve koti prognozla iliskilidir (35, 36). Lnc-RNA'larin birgok kanserde onemli
rolleri vardir ve bu sebepten niiks ve klinik seyiri ongorebilmek amaciyla biyolojik
marker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Lnc-RNA’lar kanserin metastazinda
promotdr ve inhibitdr olarak gorev alabilmektedir. Asir1 diizeyde ifade edilen ve
metastazt tesvik eden Lnc-RNA'lar, tedavi amaciyla muhtemel hedefler olarak
goriilmektedir. Cesitli kanser tiirlerini anlamak, teshis etmek, prognozunu tahmin etmek
ve tedavi etmek ic¢in Lnc-RNA'larin gelecekte onemli ara bilesenler olabilecegi

ongoriilmektedir.

Bu ¢alismada 16. kromozomda bulunan Lnc-RNA CRNDE geninin KRK’da gen

ifade diizeyinin arastirilmasi, klinik kullanima katkis1 degerlendirildi.



3.GEREC VE YONTEM

Bu prospektif c¢alisma icin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik
Kurulundan 26.09.2018 tarihli 2018/204 karar ile onay alindi. Caligma protokoli
olusturularak Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi (BAP) birimine
bagvuruldu. TF.UT.19.22 no’lu BAP projesi 22.04.2019 tarihinde kabul edildi. Bu
calisma Nisan 2019 — Mayis 2020 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Genel Cerrahi A.D. ve Tibbi Biyoloji A.D. Genetik Laboratuvari’nda
gerceklestirildi.

3.1.Kolorektal Kanserli Hastalarin Biyopsi Orneklerinin Toplanmasi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi kliniginde 2014-2016
tarihleri arasinda kolorektal adenokarsinom tanisi ile abdominoperineal rezeksiyon,
rektum anterior rezeksiyon, low anterior rezeksiyon, sag hemikolektomi, sol
hemikolektomi, segmenter kolon rezeksiyonu ameliyatlar1 yapilan hastalarin patoloji
laboratuvarindaki parafin blok spesimenlerinden, her hastanin timorlii ve tlimorsiiz
kolon dokularindan 6rnekler (n:52) alindi. Calismaya dahil edilen hastalar ayrica yas,

cinsiyet, KRK evresi bakimindan degerlendirildi.

3.2. Kolorektal Kanserli Hastalarin Biyopsi Orneklerinden Total RNA eldesi

RNA izolasyonu icin RNeasy FFPE Kiti (Qiagen 73504) kullanarak kitin
protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir.

Kitin ¢alisma protokolii su sekildedir:

1) Ornegin bulundugu parafin dokudaki fazla kisimlar skalpel ile kesildi.

2) Doku kesitleri 5-20 pm kalinliginda kesildi.

3) Bolmeleri 2 ml olan mikrosantrifiij tiiptine koyuldu ve kapagi kapatildi.

4) 160 pul Deparafinizasyon Solusyonu eklendi. 10 saniye santrifiijlendi
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5) 56 °C’de 3 dakika inkiibe edildi, daha sonra oda sicakliginda sogumasi beklendi.

6) 150 ul Tampon PKD ¢6zeltisi ekleyip vortekslendi.

7) 11,000 x g (10,000 rpm)’de 1 dakika santrifiijlendi.

8) Renksiz faza 10 ul proteinase K ¢ozeltisi eklendi ve pipetlendi.

9) 56 °C de 15 dk inkiibe edildi, daha sonra 80°C de 15 dk inkiibe edildi.

10) Alt kistmdaki renksiz fazi yeni 2 ml mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi.

11) Karisimi buzda 3 dakika inkiibe ettikten sonra 20,000 x g (13,500 rpm) de 15
dakika santrifiijlendi.

12) Siipernatant yeni tiipe aktarildi.

13) Uzerine 10 ul DNase I stok soliisyonu ve ornek hacmi kadar DNase Booster
tampon ¢ozeltisi eklendi (yaklasik 16 pl ). Kisa bir siire santrifiijlendi.

14) Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

15) 320 ul tampon RBC ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi.

16) 720 pl Ethanol (%100) eklendi ve pipetlendi.

17) 2 ml toplama tiipii igine yerlestirilmis RNeasy MinElute spin kolon i¢ine 6rnegin
700 ul’sini transfer edildi. Kapak kapatildi ve >8000 x g (=10,000 rpm) de 15 saniye
santrifiijlendi. Siiziintii uzaklastirildi.

18) 17. Adim tiip 6rnek kolondan geginceye kadar tekrarlandi.

19) Kolona 500 pl tampon RPE eklendi ve >8000 x g (>10,000 rpm) de 15 saniye
santrifiijlendi. Siiziintii uzaklastirildi.

20) Kolona 500 pl tampon RPE eklendi ve >8000 x g (=10,000 rpm) de 2 dakika
santrifiijlendi. Siiziintii uzaklastirildi.

21) Yeni 2 ml koleksiyon tiipiine RNeasy MinElute spin kolonu yerlestirildi. Spin
kolonun kapag: agildi, maksimum devirde 5 dakika santrifiijlendi. Koleksiyon tiipi
stizlintii ile birlikte uzaklastirildi.

22) Yeni 1,5 ml koleksiyon tiipiine RNeasy MinElute spin kolonu yerlestirildi. Spin
kolon membranina 14-30 pl RNase-freewater eklendi. RNA ayirimi igin kapak
kapatildi ve maksimum hizda 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipiindeki birikinti total

RNA’y1 igermekteydi.
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3.3. mRNA Orneklerinden gRT-PCR Yontemi ile cDNA Elde edilmesi

Elde edilen RNA o6rnekleri sSmART First Strand cDNASynthesis kiti (EURxcat.
no. E0804) random hexamer primer (1 uL) secenegi kullanarak 10 pL RNA; 20uL
reaksiyon hacminde yapilmustir.

c¢DNA sentezinde kullanilan protokol su sekildedir:

1- 5 x cDNA buffer1 oda sicakligina koyulup, eritilmistir ve hafifce vortekslenmistir.
Gozle goriilen beyaz ¢okelti dagilacak ve temiz buffer kullanima hazir hale getirilmistir.

2- RNase-free tiiplerde, bilesenleri asagidaki gibi birlestirilmistir;

Tablo 2: RNase-free tiiplerin bilesenleri

BILESENLER MIKTAR
RNA (10 ng-5 pg) 10 pl
* primer 1 ul
10 mM dNTP Mix 1wl
RNase-free Water to 12.5 pn

3-Hafif¢e kanistirilip, santrifiijlenmistir ve 65 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir,

sonrasinda buzda sogutulmustur.

4- Reaksiyon tiipline diger bilesenler eklenmistir.

Tablo 3: Reaksiyon tiipiiniin bilesenleri

BIiLESENLER MIKTAR
5 x cDNA Buffer 4 ul
DTT0.1M 2 ul
RNase Inhibitor 50 U/ul 0.5 ul
smART (200 U/pl) 1 ul
Total volume 20
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5- Ornekler onceden isitilmis uygun sicakliktaki termal déngiileyici icine transfer
edilmistir. Sirayla su sekilde inkiibe edilmistir: RNA’dan ¢cDNA eldesinde revers
transkripsiyon i¢in termal dongiileyici ayarlar1 10 dakikada 25°C’de, 60 dakikada
50°C’de, 5 dakikada 80°C’de ayarlandi.

3.4. gPCR analizleri

Calismada CRNDE Lnc-RNA hedef gen bolgesi ile birlikte GAPDH geni House
keeping geni (referans) olarak kullanilmigtir. CRNDE, GAPDH primerleri NCBI veri
tabaninda yer alan gen arayiizii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

kullanilarak tasarlandi.

Tablo 4: Primer dizileri

CRNDE-F GGCGGAGGAGAGGTGTTAAG
CRNDE-R ACCAGCCTTGGGATGAATTT
GAPDH-F CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC
GAPDH-R GACCAAATCCGTTGACTCCG

Real time PCR analizlerinde kullanilan reaksiyon karisimin igerigi ve dongii

programu alttaki gibidir.

Tablo 5: Es zamanli PCR reaksiyon karigiminin igerikleri

Reagent Stok Con. | Final Con. | Volume (ul)

5x  HOT FIREPol® 5X 1X 5
EvaGreen® qPCR Mix
Plus (Solis BioDyne, Cat
No: 08-24-00001)

Primer-F 10 uM 0,3 uM 0,6
Primer-R 10 uM 0,3uM 0,6
PCR grade water 10,8

cDNA Template 3



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Tablo 6: Es zamanli PCR prosediirii

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 15 dk. 1
95 15 sn.
40
60 60sn.

3.5. Gen ifade diizeylerinin istatistiksel analizi

Tanimlayic istatistik olarak sayisal degiskenler i¢in ortalama + standart sapma,
medyan (%25-%75) degerleri, kategorik degiskenler i¢in ise sayr ve % degerleri
verilmistir. CRNDE ve GAPDH ekspresyon diizeyleri qRT-PCR sonuglarinda Ct degeri
olarak kaydedildi. PCR tarafindan sayisal Ct degeri olarak Olgiilebilen tlimorli ve
normal doku verileri, referans gen ile kiyaslanip ACt degerleri saptandi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu i¢in Shaphiro-wilk testi yapildi. Normal dagilima uygun
olmadig1 goriilen ACt diizeylerinin karsilagtirllmasinda Wilcoxon testi kullanildi.
[statistiksel analizler i¢in SPSS Windows versiyon 24.0 paket programi kullanildi ve
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Timorli ve tlimorsiiz dokularin ACt degerleri 2728 formiilii (Sekil 1)
kullanilarak kiyaslandi. Bu deger ile ilgili genin tiimorli kolon dokusundaki ifade
diizeyinin, kontrol (normal doku) baz alinarak kiyaslanmasini saglar ve katsay1 bilgisi

vermektedir.

Z-MCt == 2-[0mek ACt(Gen-Referans) -Kontrol ACt (Gen-Referans)]

Sekil 1; 2744 Formiilii



4. BULGULAR

Bu calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalinda KRK tanisi ile ameliyat edilen 52 hasta dahil edildi. KRK tanili 52 hastanin
%48,1’1 kolon ca, %51,9’u rektum ca tanist mevcuttu. TNM Evreleme sistemine gore
%11,5’1 evre 1, %46,2°si evre 2, %36,5’1 evre 3, %5,8’1 evre 4 idi. Cinsiyet dagilimi
acisindan %51,9’u erkek %48,1°1 kadindi. KRK tanili hastalarin yas ortalamasi 58 (25-
87) idi. Hastalar histopatolojik degerlendirildiginde ¢ogunlugunu (%92,3)
adenokarsinomlar olusturmakta idi (Tablo 7).

Tablo 7: Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri

n=52
Ortalama+SS Median (Min-maks)

Yas 58,1£13,1 58 (25-87)

n Yiizde (%)

Cinsiyet K/E 25/27 48,1/51,9
Tam Kolon Ca 25 48,1
Rektum Ca 27 51,9
T 1 2 3,8
2 7 13,5
3 39 75,0
4 4 7,7
N 0 30 57,7
1 7 135
2 14 26,9
3 1 1,9
M 0 49 94,2
1 3 5,8
Evreleme Evre 1 6 115
Evre 2 24 46,2
Evre 3 19 36,5
Evre 4 3 5,8

SS: Standart sapma  Ca: Adenokarsinom K: Kadin E: Erkek T:Timor N: Lenf nodu M: Metastaz

n: Hasta Sayisi
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4.1. Timorlii ve bitisik tiimorsiiz kolon dokusunda CRNDE ACt diizeylerinin

karsilastirilmasi

Timorli dokuda CRNDE ACt diizeyleri ile bitisik tiimorsiiz dokudaki CRNDE
ACt diizeyleri arasinda anlamli bir degisiklik bulunmamustir (Tablo 8, Sekil 2).

Tablo 8: Tumorlii ve bitisik tiimorsiiz dokudaki CRNDE ACt ekspresyon diizeyleri

Normal doku Tumorli doku
Median Median
Mean+SD (%25-%75) Mean+SD (%25-%75) P
ACt CRNDE 5,57+ 0,95 5,84 (457-6,3) |7,48+3,21] 7,92 (4,28-10,25) |0,144
P< 0,05
12—
|
w8
[ ]
=
o
[ ]
[
[ &) o m—
=1 g—
4_
2_

MNormal daoku

T
Tumarld doku

Sekil 2: Tiimorlii ve bitisik tiimorsiiz dokudaki ACt CRNDE ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi.
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RNDE ve referans genin (GAPDH) erken-ge¢ dénem eksponansiyel amplifikasyon
diizeyleri grafikte gorilmektedir (Sekil 3-4). Referans gen amplifikasyon diizeyleri ile
CRNDE amplifikasyon seviyeleri ¢alismanin degerlendirilmesi i¢in uygun oldugunu

gostermektedir.

. Amplification Plot (Rn vs. Cycle)
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Sekil 3: Gen Amplifikasyonlari
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Sekil 4: CRNDE geni ile GAPDH geni qRT-PCR’de dongiiye gore amplifikasyon seviyeleri
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4.2. Timorlii ve bitisik timorsiiz kolon dokusunda CRNDE gen ekspresyon

diizeylerinin paact metoduyla karsilastirilmasi:

Tim  Kkolorektal hastalarda timorlii  bolgenin - dokusunda CRNDE
ekspresyonunda, bitisik timdrsiiz bolgenin dokusundaki CRNDE ekspresyonuna gore

5,06 kat azalma gorilmiistir.

Yalnizca rektum kanserli hastalar degerlendirildiginde tiimorli bolgenin
dokusundaki CRNDE ekspresyonunda, bitisik tiimorsiiz bolgenin dokusundaki CRNDE

ekspresyonuna gore yaklasik 8 kat azalma goriilmiistiir.

Evre I-1l kolon ve rektum kanserli hastalarda tiimorlii bolgenin dokusundaki
CRNDE ckspresyonunda, bitisik tiimorsiiz  bolgenin  dokusundaki CRNDE

ekspresyonuna gore yaklasik 4,7 kat azalma goriilmiistiir.

Evre 111-1V kolon ve rektum kanserli hastalarda tiimorlii bolgenin dokusundaki
CRNDE ckspresyonunda, bitisik timorsiiz  bolgenin  dokusundaki CRNDE

ekspresyonuna gore yaklagik 5,9 kat azalma goriilmiistiir.

Yasa gore kiyaslamalar yapildiginda, 55 yas altt KRK hastalarinda tiimorlii
bolgenin dokusundaki CRNDE ekspresyonu, bitisik timorsiiz bolge dokusundaki
CRNDE ekspresyonuna gore yaklasik 4,9 kat azalma goriilmiistiir.



5.TARTISMA

T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumunun 2014 yili istatistik verilerine
gore KRK, akciger ve meme kanserinden sonra iigiincii sirada yer almaktadir. KRK
etiyolojisinde bir¢ok etkenin rolii mevcuttur. KRK hastalarinin az bir kisminda genetik
gecis tespit edilmistir. Kanserlerin ¢ogunun baslama ve ilerlemesinde ortalama on yillik
bir siire¢ goriiliir. Bu donem hastalik ortaya ¢ikmadan 6nlemek ve tedavi etmek ic¢in
yeterli bir siirectir. Yapilan giincel calismalarda Lnc-RNA’larin kanser olusumuyla
iligkileri arastirilmigtir ve bu arastirmalarin sonucunda Lnc-RNA’larin kolorektal
kanserlerin ortaya c¢ikmasi ve ilerlemesi agisindan sebeplerden biri olabilece§i 6ne
siirlilmiistiir.

KRK’l1 80 hastanin tlimorli ve timorsiiz dokularmin karsilastirildigr bir
calismada, CRNDE geninin artmis ifade diizeylerinde EZH2 molekiiliine baglanarak,
DUSP5 (dual specificity phosphatase 5) ve CDKN1A genlerinin epigenetik olarak
ifadelerini susturdugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda KRK hiicrelerinde apopitozisi
engelleyerek, proliferasyona ve timor biiylimesine sebep oldugu goriilmistiir. Bu
calisma CRNDE’nin KRK’da muhtemel bir terapétik hedef oldugunu desteklemektedir
(37).

Shandong Universitesi Qilu Hastanesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali'nda
Temmuz 2007 - Ekim 2009 tarihleri arasinda radikal rezeksiyon uygulanan 142 KRK
hastasinin ayni spesimende tiimorlii ve tiimorsiiz dokularinda Lnc-RNA CRNDE-h
geninin ekspresyonunun kolorektal tiimorlii numunelerde biiyiik 6l¢lide artmis oldugu
gosterildi. Dikkat ¢ekici bir sekilde CRNDE-h'nin eslestirilmis bitisik kanserli olmayan
dokulara (27**“* yontemi) kiyasla KRK’li dokularda kuvvetle ifade edildigini ve
sonuglarin ¢cogunun iki kattan fazla artis gosterdigini bulmuslardir. Hatta birkag KRK 1
ornekte, CRNDE-h ekspresyonunda 50 katindan fazla artis tespit etmislerdir (38).

Yu ve arkadaslari(39), KRK’da CRNDE geninin seviyelerinin artmasiyla
TCF7L2 (transcription factor7-like2) ile yarismali bicimde mikro RNA 217 ‘yi

baglayarak proliferasyon, progresyon ve invazyonu arttirdigi ortaya cikarilmistir.
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Han ve arkadaslar1(40) da koloraktal kanserli 64 adet doku ve hiicre hattinda
CRNDE ve miR-181a-5p ekspresyon seviyelerini qRT-PCR yontemiyle incelemislerdir.

CRNDE ve miR-181a-5p'nin  KRK hiicrelerinin  proliferasyonu ve
kemorezistansi iizerine etkisini incelemek i¢in fonksiyon kazanci, fonksiyon kaybi
analizleri yapmiglardir. KRK doku orneklerinde CRNDE ekspresyon diizeylerinin
artmis oldugu bulunmustur. miR-181a-5p, CRNDE'nin inhibitér hedefi olarak
belirlenmistir. KRK hiicre hatlarinda hem CRNDE yikimi hem de miR-181a-5p asiri
ekspresyonunun, hiicre proliferasyonunun inhibe olmasmna ve kemoresistansin
azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. Wnt / B-katenin sinyallemesinin hem
CRNDE yikimi hem de miR-181a-5p asir1 ekspresyonu tarafindan inhibe edildigini
belirlenmistir. Sonu¢ olarak CRNDE'nin miR-181a-5p ekspresyon seviyelerini ve Wnt /
B-katenin sinyallesmesinin aktivitesini modiile ederek, KRK’nin ilerlemesini ve
kemorezistansini diizenleyebildigini gostermistir.

Bir ¢alisma CRC’de tan1 ve prognozu i¢in yeni bir serum bazli biyobelirte¢
olarak eksozomal CRNDE-h’yi incelemislerdir. Lnc-RNA'lar dahil olmak {izere
RNA'larin tiimor kanseri hiicrelerinden eksozomlar yoluyla kan, idrar, siit ve tikiiriik
gibi viicut sivilaria salgilandigimi gostermislerdir. Bu calismada serumda saptanabilen
RNA'nin eksozomlarda konsantre edildigini ve eksozomlarin saflastiriimasinin
dolasimdaki RNA amplifikasyon testinin hassasiyetini artirabilecegini agiklamiglardir.
Dolasimdaki eksozomlar, diizenleyici RNA molekiilleri tasir ve uzun mesafeli hiicre-
hiicre iletisiminde rol oynar. 468 hastada KRK i¢in eksozomal CRNDE-h'nin tanisal ve
prognostik degeri ¢alisilmistir. Eksozomal CRNDE-h'nin KRK hastalarinin serumunda
saptanabilir ve stabil oldugunu ve tiimor hiicrelerinden tiiretildigini gostermistir.
CRNDE-h'nin eksozomda saptanmasi, KRK tanisi ve prognozu i¢in invaziv olmayan
serum bazli bir tiimor belirteci olarak kullanilmasina 1s1k tutmustur. Ayrica eksozomal
CRNDE-h diizeylerinin pozitif uzak metastaz ve pozitif lenf nodu metastaz1 da dahil
olmak tizere kotlii klinik sonug¢ faktorleri ile anlamli derecede iliskili oldugunu
gostermiglerdir.  Ortaya ¢ikan  kanitlar  spesifik  eksozomal Lnc-RNA'larin
ekspresyonunun kanserin klinikopatolojik 6zellikleri ile iliskili oldugunu ve dolayisiyla
anlamli biyobelirtecler olarak iglev gorebildigini gostermistir. Bu gézlemlerin 15181inda
eksozomal CRNDE-h saptanmasinin, KRK tanis1 ve prognozu i¢in invaziv olmayan bir

yol saglayabilecegini varsaymislardir (41).
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Serum belirteci olarak KRK’de eksozomal CRNDE-p ve microRNA-217'nin
tanisal potansiyelini arastiran bir ¢alismada, KRK ksenograft farelerinden ve KRK
hastalarindan alinan serumda salgilanan eksozomlarda yliksek CRNDE-p ve diisiik
miR-217 seviyeleri tespit ettiler. Tersine, kemoterapi sonrasi serum ekzomomlarinda
kemoterapi oncesi hasta drneklerine gére daha diisik CRNDE-p ve daha yiiksek miR-
217 seviyeleri gézlemlediler. Yiiksek CRNDE-p ve diisiik miR-217 serum eksozom
diizeyleri ileri klinik evreler (III / IV), tiimor siiflamas1 (T3 / T4) ve lenf nodu veya
uzak metastaz ile iligkili oldugunu tespit ettiler. Bu nedenle serum eksozomal CRNDE-
p ve miR-217 diizeylerinin birlikte degerlendirilmesinin KRK hastalar1 i¢in tanisal ve
prognostik potansiyeli oldugunu géstermislerdir (42).

Graham ve arkadaslari(43), 454 doku oOrneginde qRT-PCR deneyleri ile
kolorektal adenomlarin ve adenokarsinomlarin %90'1nda yiiksek CRNDE ekspresyonu
gosterdigini tespit ettiler. CRNDE-h ekspresyon seviyeleri, normal dokuya karsi
adenom igcin %95 duyarlilik ve %96 ozgiilliik gostermistir. Plazmada CRNDE-h
seviyelerini 6lgen bir qRT-PCR deneyi, 15 KRK hastasinin 13'linde (%87) pozitif,
ancak 15 saglikli bireyin sadece 1'inde (%7) pozitif bulunmustur. Bireysel CRNDE
transkriptlerinin, doku ve plazma biyobelirtecleri olarak umut verdikleri ve potansiyel
olarak kolorektal adenomlar ve kanserler i¢in yliksek hassasiyet ve 6zgiilliik sergiledigi
sonucuna varmiglardir.

Gao ve arkadaslari(44) Lnc-RNA CRNDE'nin agir1 ekspresyonunun, KRK
hiicrelerinin gb¢linli ve yayilma giliciinii arttirdigini, ayrica CRNDEmin KRK
hiicrelerine oksaliplatine karsi kemorezistans kazandirdigin1 buldular.

KRK disinda da CRNDE {izerine calismalar mevcuttur. Bir ¢alisma insan
hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicre dizileri ve dokularinda, Lnc-RNA CRNDE'nin
ekspresyon seviyeleri Olglilmiistir. CRNDE'min in vitro olarak HCC hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve istilasini destekledigini gostermislerdir. insan HCC
hiicre ¢izgileri ve dokularinda CRNDE'nin ekspresyon seviyesinin arttigini tespit
etmislerdir. Bu da HCC teshisi i¢in ideal bir biyobelirte¢ gorevi gorebilecegini isaret
etmistir (45).
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Mide kanserinde CRNDE ekspresyonunun klinik 6nemini ve fonksiyonel
mekanizmalarin1 arastiran bir c¢alismada, mide kanseri Orneklerinde ve hiicre

cizgilerinde QRT-PCR ile degerlendirilmistir.

CRNDE ekspresyonunun mide kanser dokularinda ve hiicrelerinde, normal
gastrik doku ve hiicre cizgileri ile karsilastirildiginda daha yiikksek oldugunu
gozlemlenmistir. CRNDE'nin yiiksek ekspresyonu invazyon derinligi, TNM evresi ve
lenf nodu metastazi ile korele oldugunu, ayrica yiiksek CRNDE ekspresyonunun daha
kisa genel sagkalimu ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir. Cok degiskenli analizlerde
yiilksek CRNDE ekspresyonunun kotii prognozun anlamli bir bagimsiz ongoriiciisii
oldugunu dogrulamiglardir. In vitro analizlerde CRNDE'nin pargalanmasinin hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve mide kanser hiicrelerinin istilasini inhibe ettigini
gostertermislerdir (46).

Serviks kanserinde CRNDE ekspresyonunun klinik 6neminin arastirtldigi bir
calisgmada, CRNDE servikal kanser hiicresi biiylimesini arttirmak igin p53 upregulated
modulator of apoptosis (PUMA) bagmin gerekli oldugunu dogrulamislardir. CRNDE
asir1 ekspresyonunun ise serviks kanseri hiicre biiylimesini énemli 6l¢iide arttirdigini
tespit etmislerdir. qRT-PCR ve western blot analizi, CRNDE yikimmin PUMA
ekspresyonunu belirgin sekilde arttirdigini bunun sonucunda serviks kanseri hiicre
proliferasyonunu azalttigini, CRNDE ekspresyonunda artisin PUMA ekspresyonu
azaltarak serviks kanseri hiicre proliferasyonunu arttirdigini tespit etmislerdir (47).

Liang ve arkadaglar1 (48) yapmis olduklari metaanalizde, CRNDE’nin solid
timorlerde potansiyel bir prognostik biyobelirte¢ olup olmadigini arastirmislardir.
Arastirmaya 1570 hasta, 13 c¢alisma dahil edilmis. Toplanan sonuglar CRNDE asir1
ekspresyonunun kotii prognoz ile anlamli derecede iliskili oldugunu ve kanserli hastalar
icin bagimsiz bir prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gosterilmistir.
CRNDE'in lenf nodu metastazi ve ileri evre hastalik ile iligkili oldugunu gdsterilmis,
CRNDE ile cinsiyet, tiimor boyutu ve farklilasma arasinda bir iliski saptanmamaistir.
CRNDE ekspresyonunun kanser hastalarinda genel sagkalim i¢in bagimsiz bir faktor
olabilecegini tespit etmislerdir. Dolayisiyla kanser hastalar1 ic¢in potansiyel bir

prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6ne siirtilmiistir.
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Ellis ve arkadaslari(49) c¢esitli kanser tiirlerinde CRNDE ekpresyonunu
aragtirmiglardir. Losemilerde ve bazi solid tiimorlerde, degistirilmis CRNDE
ekspresyonunun farkli alt siniflarin 6zelligi oldugu ve farkhi klinik sonuglarla iliskili
olabilecegini agiklamislardir. CRNDE ¢ogu akut miyeloid l6semide orta derecede
yukar regiile edilir.

CRNDE transkriptleri, hepatoseliiler karsinomda (HCC) ekspresyonu en yiiksek
olan (kanserli olmayan dokuya gore 21 kat), yliksek JNK1 aktivitesi ile iligkili HCC alt
kiimesinde daha biiylik bir artis (35 kat) olanlardir. Prostat kanserinde CRNDE
ekspresyonu hafifce yiikselirken, yukari regiilasyon kotli prognozu olan bir alt prostat
kanseri grubuyla iligkilidir ve metastazlarin yaklasik iicte biri yiiksek seviyelerde
CRNDE eksprese eder. CRNDE ekspresyonu genellikle kanserlerde yiikselirken, bazi
durumlarda normal kontrol dokusundan daha diisiiktiir. Ornegin bobregin berrak
hiicreli karsinomlarinin ve bdbregin tip I papiller tiimorlerinin aksine, kromofob hiicreli
timorlerinde ve onkositomlarinda CRNDE'min 6nemli dl¢iide(ortalama 6 kat) disiik
ekspresyon gostermistir. Serdz over karsinomu igin ekspresyon 6nemli 6lgiide(ortalama
32 kat) azalmustir.

Shao ve arkadaslar1(50) on bes tedavi edilmemis ve patolojik olarak dogrulanmig
primer renal hiicreli karsinom (RCC) tiimor ornegi iizerinde Lnc-RNA CRNDE’ nin
ekspresyon diizeyini ¢alismislardir. CRNDE'nin RCC hiicre hatlarinda Wnt / -katenin
sinyalini aktive ettigini gosterdiler. Birlikte ele alindiginda, mevcut ¢aligmada, Lnc-
RNA CRNDEin RCC malign dokularinda yiiksek oranda eksprese edildigini ve artmis
CRNDE'nin Wnt / B-katenin sinyalini aktive ederek RCC hiicre proliferasyonunu giiclii
bir sekilde destekledigini buldular. Lnc-RNA CRNDE'nin RCC malign dokularinda
yiikksek oranda eksprese edildigini ve RCC hiicrelerinde CRNDE'nin ekspresyon
paterninin daha proliferatif bir fenotip elde ettigini buldular.

Bazi Lnc-RNA'larin ¢esitli akciger hastaliklarinda karmasik roller oynadigini,
kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda (KHDAK) Lnc-RNA CRNDE islevlerinin
biiyiikk o6l¢iide bilinmedigini ortaya konulmustur (51). Bu c¢alismada, KHDAK
progresyonunda CRNDE'nin roliinii  ve mekanizmasin1  arastirdilar. KHDAK
hastalarinda ve hiicrelerinde CRNDE'nin mRNA seviyesi qRT-PCR ile tespit edildi.
CRNDE susturma veya asir1 ekspresyonunun KHDAK hiicre proliferasyonu ve

biiyiimesi tizerindeki etkisi sirastyla MTT ve akis sitometrisi ile degerlendirildi.
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Ayrica anormal CRNDE ekspresyonunun siklinler ve PI3K / AKT yolu
tizerindeki etkisi arastirildi. CRNDE'min KHDAK hiicre proliferasyonunu ve hem in
vitro hem de in vivo biiyiimeyi destekledigi gosterildi. Ayrica CRNDE, GO / G1
asamasindan S asamasina hiicre dongiisii gecisini diizenledi. Ayrica, CRNDE'nin

KHDAK hiicre hatlarinda PI3K / AKT sinyalini aktive ettigini gosterildi.

Sonug¢ olarak, CRNDE KHDAK malign dokularinda yiiksek oranda eksprese
edildi ve yiikksek CRNDE, PI3K / AKT sinyalini aktive ederek KHDAK hiicre
proliferasyonunu ve biiylimesini kuvvetle destekledi. Sonu¢lar KHDAK tedavisi i¢in
yeni bir potansiyel terapotik hedef olarak CRNDE kullanimina 151k tuttu.

Bu c¢alisma kolorektal adenokarsinom dokularinda CRNDE gen ekspresyonunun
anlamli diizeyde azaldigin1 gostermistir. Aksine literatiirde yapilan bir¢ok c¢aligmada
KRK’da CRNDE ekspresyonunun yiikseldigi belirtilmektedir, sonuglarin uyumsuz
olmasi CRNDE ekspresyonunda tanimlanmamis bagka gen sinyal yolaklarinin
olabilecegini akla getirmektedir.

Hasta gruplarinin daha homojen secilip sayilarinin yeterli diizeyde gogaltilarak
ilgili yolaklarla birlikte degerlendirilmesi ve hiicre kiiltiirleri ile desteklenmesi
gerekmektedir. Heniiz tan1 ve tedavide klinik olarak tek basma yeterli olmadigi
gorlsiindeyiz.

Ayrica KRK olusumunda patofizyolojide rol oynayan diger etkenlerin (diyet,
ailesel faktorler, Alkol kullanimi, sigara aligkanligi gibi) caligmaya dahil edilmemesi,
sonucu etkilemektedir. Daha anlamli sonuglar elde edebilmek i¢in tiim risk faktdrlerinin

beraber degerlendirildigi detayl calismalar gerekmektedir.



6.SONUC VE ONERILER

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda Lnc-RNA’larin kanserli dokularda ifade
diizeyinin arttif1 tespit edilmistir. Bizim calismamizda KRK hastalarinin tiimorlii
dokulariyla bitisik normal dokular arasinda Lnc-RNA CRNDE ekspresyonu arasindaki
iliskiyi arastirarak kolonda kitlesel degisiklik meydana gelmeden genetik analizler ile

erken tani konulabilmesini hedefledik.

Calismamizda tiimorlii dokularda ve bitisik normal dokularda CRNDE
ekspresyon diizeyleri karsilastirilmigtir, istatistiksel olarak CRNDE geni ekspresyon
seviyesinde ACt degerlerinin kiyaslamasinda anlamli fark goriilmemistir. 24!
degerlerine gore kiyaslamalar yapildiginda ise kolon ve rektum kanserli hastalarda
CRNDE geni ekspresyonunda yaklasik 5 kat azalma goriilmiistiir. Bulgularimiz
CRNDE geni ekspresyonun azalmasinin KRK’da erken tanida kullanilabilecek bir

biyobelirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu nedenle; diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kolon kanserlerinde de gen
ekspresyon calismalarinin sayisinin ve ¢alisilan populasyon sayisinin artirilmasi ve Lnc-

RNA gen ailesinin polimorfizm ¢alismalariyla desteklenmesi Onerilmektedir.
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