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1. GIRIS

Kolorektal karsinomlar, gelismis iilkeler basta olmak iizere, tiim diinyada
yaygin olarak rastlanan tiimorlerdir. En sik goriilen kanserler arasinda diinyada 3.
tilkemizde ise, 2006 yili Saghik Bakanligi verilerine gore, erkeklerde 4. |,
kadinlarda ise 2. sirada yeralmaktadir.

Kolorektal karsinogenezis konusunda son yillarda yapilan c¢aligmalar,
kanser gelisiminin temel mekanizmalarinda bircok noktanin aydinlanmasini
saglamistir. Ayrica tiimorlerdeki genetik degisikliklerin prognostik rolii oldugu
goriilmiistiir. En onemlisi de bu genetik degisikliklerle iliskili yeni terapotik
ajanlar giindeme gelmistir.

Bu calismada, baska kanser tiirlerinde de prognostik 6nemi tartigilan ve
hedefe yonelik tedaviye yon verecegi umut edilen {i¢ molekiiliin -Hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa (HIF-la), Kemokin reseptor CXCR4 (CXCR4) ve
Karbonik Anhidraz 9 (CA9) - kolorektal karsinomlardaki ekspresyonu ve
hastalarin klinik ozellikleri (yas, cinsiyet), tiimoriin yerlestigi barsak segmenti,
timor capi, timoriin makroskopik biiyiime paterni, histolojik tipi, timor grade’,
anjiolenfatik invazyon varligi, TNM evresi, takipte lokal niiks ve metastaz
gelisimi ve hastalarin sag kalimu ile iligkisi arastirilmistir.

Bu molekiilerden ikisinin -HIF-la ve CA9- baslica gorevi, timor
dokusundaki hipoksi ile miicadele etmek ve hipoksiye ragmen tiimor hiicrelerinin
canliligimi saglamaktir. CXCR4 ise, tiimor hiicrelerinin metastaz kapasitesini
belirlemektedir. Buna gore; her iic molekiiliin artan ekspresyonunun kotii

prognozu belirledigi diistiniilmektedir.



Bu molekiillerin patogenezdeki rolii kesinlestiginde, sadece prognostik bir
belirte¢ olarak kalmayacaklari, tedavi stratejilerine de katkida bulunacaklar1 umut

edilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Tiimor ve Hipoksi

Degisen glikoz metabolizmas1 ve hipoksiye hiicresel adaptasyon
kazanilmasi kanser biyolojisinin ve tedavisinin temelini olusturmaktadir (1).

Hipoksi, tiimorlerde sik rastlanan bir durumdur (2) . Ozellikle radyoterapi
duyarhiligim1 azaltmakla birlikte, kemoterapi etkinligini de olumsuz etkiler (2).
Ciinkii radyoterapi ve kemoterapinin DNA hasarlayict etkisi icin oksijen
gereklidir. Hipoksik hiicrelerin prolifere olmamay1 secmeleri, asil etkisi ¢ogalan
hiicreler iizerine olan kemoterapotiklerin etkisini kisitlayan bir diger faktordiir.
Ayrica hipoksik mikrogevre, tiimor hiicresinde metastaz kapasitesini arttirici
genleri indiikleyerek, tiimor hiicrelerinden direncli olanlarin  secgilmesine,
boylelikle agresif ve metastatik potansiyelin ortaya ¢ikmasina yol agar (3, 4).
Hipoksik hiicreyi hedef alan tedavi yontemleri yillardir ilgi ¢cekici olmakla birlikte,
hangi hastalarin bu tedaviden fayda gorecegi netlestirilemedigi i¢in klinik
caligmalar yavaslamistir.

Dokuya ulasan oksijen miktarinin, ihtiya¢ duyulandan az olmasi hipoksi
ile sonuclanir. Tiimor dokusunun anormal vaskiiler yapisi ve timor hiicrelerinin
yiiksek proliferatif aktivitesinin neden oldugu yiiksek metabolik aktivite
hipoksinin temel 2 nedenidir (5). Nekroz, hipoksinin histopatolojik yansimasidir
(6).

Tiimorde, akut ve kronik olmak iizere iki tip hipoksik hiicre izlenir:

Akut hipoksik hiicreler, vaskiiler yapilar komsulugunda bulunan ve

arteriollerin rastgele kasilip gevsemesi ile spontan reoksijenize olan hiicrelerdir.



Kronik hipoksik hiicreler ise, vaskiiler yapilardan uzakta yerlesenlerdir.

Kronik hipoksik hiicrelerde, DNA tamir enzimleri hasarlandig1 icin,
radyoterapi duyarliligindan sorumlu esas hiicreler, akut hipoksik tiimor hiicreleri
olmaktadir (7).

Tiimor oksijenizasyonunu saptamada temel olarak 3 yontemden
yararlanilmaktadir (8):

1) Endojen belirtecler

Hiicre hipoksiye maruz kaldiginda eksprese edilen proteinler, hipoksinin
endojen belirteclerini olusturmaktadir. Bu proteinlerin immiinhistokimyasal
olarak tesbiti, arsiv materyalinde de calisilabilen noninvaziv bir yontem olmasi
nedeniyle diger yontemlerden daha kolaydir. En sik kullanilan endojen belirtecler
HIF-1a, CA9 ve Glikoz tasiyici protein-1 (GLUT-1)’dir (4).

2) Nitroimidazol grubu iceren ilaglar

Bu ilaglar nitrojen grubu iceren imidazol tiirevleridir. Bu grubun en iyi
bilinen 6rnegi metranidazoldiir. Parazit ve anaeorobik bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde faydalidir. Bu grup ilaclar, hipoksik hiicreyi hedef alarak, intraseliiler
alanda birikirler. Immiinhistokimyasal olarak ya da PET ve SPECT gibi
gorlintiileme  yontemleri ile  tespitleri  sayesinde  hipoksik  hiicreler
saptanabilmektedir (7, 9).

3) Elektrotlar

Tiimore yerlestirilen elektrotlar ile oksijen seviyesinin direkt Ol¢iimii

hipoksi tespitinde kullanilan iiclincii yontemdir(7, 9).



Viicut, asit-baz dengeleyici mekanizmalarla ekstraseliiler pH’y1 (pH.)
7,4°te, intraseliler pH’y1 (pH;) da 7,2 de sabit tutar. Asidik pHj hiicre
fonksiyonunu, biiyiimesini ve boliinmesini etkiler, apopitozisi indiikler (10).

Asit iiretiminin temel kaynagi aerobik ve anaerobik solunumdur. Tiimor
hiicresinin normal hiicreden 6nemli bir farki, O, desteginin yetersiz olmasi
nedeniyle aerobik solunum yerine anaerobik solunumu tercih etmesidir.

1930’larda tiimorlerin normal dokudan ¢ok daha fazla laktik asit iirettigi
bulunmus ve uzun yillar diisiik pH; ve pH¢’ye sahip olduklar1 diisiiniilmiistiir (11).
Zamanla bu goriis degismistir. Gliniimiizde, cogu tiimorde pH;’nin normal dokuya
benzer sekilde 7,0 ile 7,4 arasinda tutuldugu, fakat pH¢ nin 6,9 ile 7,0 arasinda,
oldugu, bazen 6’ya kadar diisebildigi bilinmektedir (12). Invivo ve invitro
caligmalarda, ekstraseliiler asiditenin, ekstraseliiler matriks ve bazal membran
yikimim1  kolaylastirarak tiimor biiyiimesini, invazyonunu ve metastazini
kolaylastirdig1 gosterilmistir (13). Intraseliiler asidite ise, normal hiicre igin
oldugu gibi, tiimor hiicresi i¢in de yasami tehdit edicidir.

Normal hiicrede, glikoz glikoliz ile piriivik asite c¢evrilir ve
mitokondrilerde krebs siklusuna girer. A¢iga cikan CO, hiicre zarindan serbestge
ekstraseliiler alana gecer ya da karbonik anhidraz ile intraseliiler hidrasyona ugrar.
Sonrasinda olusan, bikarbonat (HCOs) ve H' hiicre disina tasmir. Hiicre ile
kapiller arasindaki mesafenin kisa olmasi sayesinde, difiizyon kapasitesi yliksektir.
Boylelikle pH. nin plazma pH’sina esit olmasi saglanir (14).

Tiimor hiicresinde ise, glikoliz sonrasinda, piriivik asit laktata doniistiiriiliir.

Laktat hiicre membran yerlesimli proteinlerle hiicre disina taginir. Hiicre i¢i asit



(H") yiikiinden kurtulmanin bir diger yolu H" iyonunun, bikarbonat (HCO3) ile
reaksiyona girerek (bikarbonat titrasyonu) CO;, olusturmasidir. CO, hiicre
membranindan pasif difiizyonla ekstraseliiler alana gecer ve hiicre zarinda
yerlesen CA9 enzimi sayesinde hidrasyona ugrar. Olusan karbonik asit
konjugatlarma ayriiginda, H* ve HCOs tekrar olusur. Tiimordeki yetersiz
perfiizyon nedeniyle, hiicre disindaki H* iyonlar1 difiizyonla uzaklastirilamaz,
ekstraseliiler alanda birikir ve asidik pH.'ye neden olur. Diisiik pH¢ nin asil
nedeninin sanilanin aksine, laktat degil, CO, oldugu sonucuna varilmistir (15).

Tiimor hiicresinde CO; iiretimine yol acan temel yol glikoliz ve sonrasinda
bikarbonat titrasyonu olmakla birlikte, buna niikleotid sentezini saglayan pentoz
fosfat sant1 (heksoz monofosfat yolu) da katkida bulunmaktadir. Timor
metabolizmasinda krebs dongiisiiniin yeri olduk¢a sinirli oldugu icin mitokondrial
CO, iiretimi goz ardi edilebilir. Normal hiicrenin ve tiimor hiicresinin solunum
profili Sekil 1°de karsilastirilarak sunulmustur (14).

Tiimor hiicresini glikolize yonelten temel etken hipoksidir. Her ne kadar
anjiogenez tiimoriin temel fenotipik ©zelliklerinden olsa da, vaskiiler yapinin
anormal olmasi nedeniyle hipoksinin 6niine gegilemez (16). Hipoksi, HIF-1a ile
baslayan bir sinyal zincirini tetikleyerek glikolizi diizenler (17). Tiimor hiicresinin
glikoliz kapasitesi, agresif biyolojik davranisi ile dogru orantilidir (13).

Kanser, karmasik genetik degisikliklerin bir sonucudur. Translokasyonlar,
gen amplifikasyonlari, mutasyonlar ve bazi genlerin susturulmasini iceren genetik
degisiklikler, onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor supresor genlerin inaktivasyonu

ile sonlanir (18). Hipoksik mikrogevre, tiimor hiicresinin genetik insitabilitesine



katkida bulunur ve yeni mutasyonlar kazanmasina yol acgar. Hipoksinin, ilac
direncinden sorumlu ABCBI1 ve antiapopitotik Bcl-2 geninin ekspresyonunu
arttirdig1 ve p53 tiimor supresor geninde kayiba yol agtigi gosterilmistir (18,19).
Hipoksinin genetik degisiklikleri nasil baslattiginin anlagilmasiyla,
kanserin temel sebebinin aydinlanacagi ve kanser tedavisinde koklii degisiklikler

olacagi diisiiniilmektedir (18).

(@) Normal hiicre (b) Kanser hiicresi

ﬁ '\ pH=7.2) pH 7.4 pH=7 2 pH,=6.9
Pirtrvil €o. 3 i
HCo, | [\O
! : N &
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e e e A
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Sekil 1. Normal hiicrenin ve tiimor hiicresinin solunum profili (GLUT: Glikoz

tasiyic1 protein, NHE: Na*- H* iyon degistirici, NBC: Na + ve Bikarbonat tasiyic1 protein,

MCT: Monokarboksilat tasiyici protein, CA: Karbonik Anhidraz)

2.2 HIF 1 Alfa
Hicbir timér anjiogenez olmaksizin 2 mm®’ten daha fazla biiyiiyemez.
Ciinkii tiimor merkezindeki oksijen yetersizligi, apopitoz ve nekrozla sonlanir (19).

Diisiik oksijen basinci, anjiogenezin ve angiogenezin anahtar molekiilii olan



vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinin (VEGF) temel uyaramidir. Basta
anjiogenez olmak iizere hipoksinin tiim sonuclar1 HIF-1’in kontrolii altindadir.

HIF-1, alfa ve beta (ARNT-aryl hydrocarbon receptor nucleer translocator)
alt birimlerinden olusan, heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. Her iki alt
birim Per-ARNT-Sim (PAS) ailesine aittir (20). Kompleksin hipoksiye yanittan
sorumlu temel birimi alfa subiinitesidir (21). HIF-1a, oksijen varliginda ubikiitin/
proteozom yolagi ile proteolizise ugramasina neden olan ODD (oxygen dependent
degradation) domainine sahiptir (20). Bu reaksiyonu bir tiimor supresor gen olan
von Hippel-Lindau (VHL) proteini indiikler. Proteoliz, VHL proteininin, HIF-
la’nin ODD bélgesindeki hidroksile prolinleri taniyan E3 iibikiitin ligaz enzimini
icermesi sayesinde gerceklesir (22).

Hipokside, hidroksilasyon bloke olur. Boylelikle, HIF-1a’nin
stabilizasyonu, niikleusa translokasyonu ve sonrasinda aktivasyonu séz konusu
olur (23). HIF-1a molekiiliiniin normoksik ve hipoksik durumlardaki farkli
fonksiyonu Sekil 2 ‘de sematize edilmistir (4).

HIF-1a bu siirecte, ARNT ile dimerize olur ve hedef genlerin promotor
bolgelerine baglanir. HIF-1a -ARNT aksi, VEGF, PGK1 ve LOX genlerinin de
icinde bulundugu bir grup genin aktivasyonundan sorumlu olup (Sekil 3A),
anjiogenez, glikoliz ve metastaz gibi malignite 6zelliklerinin sergilenmesinde rol
alir (24).

HIF-1a’nin etki gosterme yollarindan digeri ve malign progresyonda daha
etkin olani, HIF-1a-c-Myc aksidir (18). Burada HIF-1a, Sp1’e baglanmak igin c-

Myc ile yarisir. Ve ekspresyonlari icin c-Myc’e ihtiyag¢ duyan DNA tamir



genlerinin (MSH2, MSH6 ve NBS1) ekspresyonunun inhibisyonuna yol acar
(Sekil 3B) (25, 26). MSH2 ve MSH6, DNA replikasyon hatalarini, NBS1 ise
DNA kiriklarint diizeltmekle gorevli genlerdir (27, 28). MSH genlerinin
inhibisyonu artmis genomik (mikrosatellit) insitabiliteye neden olur (25, 26, 29).
Bu genlerin germline mutasyonlari, herediter nonpolipozis kolorektal kanserlerle

(HNPCC) iliskilidir.

Prolil
Hidroksilaz
Normoksi \

—> Degradasyon
Ubikiitin

\ Nitkleus

Hipoksiye yanit geni
{VEGF, GLUT1, CA 8, EPO) :

Hipoksi

Sekil 2. HIF-1a fonksiyonunun sematik gosterimi

(HRE:Hipoksiye yamt elemami, VHL: Von- Hippel-Lindau proteini, VEGF: Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii, GLUT 1: Glikoz tasiyic1 protein- 1, CA9: Karbonik Anhidraz 9,
EPO: Eritropoietin)

HIF-1o’nin  normoksik  durumlarda, nonhipoksik  proinflamatuar
stimuluslarla da uyarildigr bildirilmistir (30, 31). Bu durumda, gram negatif

bakterilerin duvarinda yer alan lipopolisakkarit (LPS) dikkati cekmektedir.



Kolondaki yiiksek gram negatif bakteri popiilasyonu goz oniine alindiginda, LPS,

normoksik durumlarda, HIF-1a’nin olas1 stimiilatorii olarak goriinmektedir (32).

A B
HIF-1 0i— ARNT aksi HIF -1 0= c-Myc aksi

EPO MSH2
PGK1 MSHE
VEGFA NBS1

Sekil 3. HIF-1 Alfa’nin etki gosterirken izledigi iki yol
(HRE: Hipoksiye yamit elemani)

Yiiksek HIF-la diizeylerine yol agcan nonhipoksik stimuluslar arasinda,
NO, IL-1B, TNF-a, insulin ve insulin benzeri biiylime faktorleri (IGF-1, IGF-2),
VHL, p53, PTEN ve diger timor supresér gen mutasyonlart ve Her2neu (c-erbB-2)
gibi onkogen aktivasyonlar1 da sayilabilir. (33, 34)

HIF-1a ekspresyonunun glioblastomda oldugu gibi vaskiiler yapilardan
uzak, perinekrotik hiicrelerde izlenmesi, ekspresyonunda fizyolojik (hipoksi)
nedenlerin rol oynadigim1 gostermektedir. Ancak hemanjioblastomda ve
oligodendrogliomlarda oldugu gibi, vaskiilerize, nekroz icermeyen tiimorlerde de
saptanmasi, altta nonfizyolojik nedenlerin -olasilikla onkojenik- de oldugunu akla

getirmektedir (1, 35)
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Bununla birlikte, HIF-1o’nin hipoksinin ne kadar iyi bir belirteci oldugu
da tartismalidir. Invitro caligmalarda, akciger hiicrelerinde, % 0,5 O, maruziyeti
ile yaratilan hipoksik ortamda, hipoksi baslangicindan sonra, HIF-la protein
seviyelerinin 4-6. saat aralifinda belirginlestigi gosterilmistir. Bu siire diger
hipoksi belirteclerine gore gecikmis bir yanittir. Ayrica yar1 Omriiniin kisa olmasi
saptanabilirligini zorlagtirmaktadir (36). Jewell ve ark. HeLA hiicrelerinde
hipoksinin 2. dakikasinda HIF-1a’nin indiiklendigini ve en yiiksek seviyesine 1.
saatte  ulastigim  bildirmektedir. Aymi calismada, HIF-la diizeyinin
reoksijenizasyonun 8. dakikasinda azalmaya basladigi ve 32. dakikada
saptanamaz diizeylere indigi gosterilmistir (37).

Calismalar birbiri ile ¢elisen sonuglar icermekle birlikte, her ikisi de, HIF-
la diizeylerinin dogru yorumlanmasi icin, molekiiliin ve tiimoriin dinamik
ozelliklerini yansitacak dogru o©rneklemenin sart oldugunu ve normoksik
durumlarda da HIF-1a pozitifligine rastlanabilecegini vurgulamaktadir.

HIF-1a, 40’tan fazla geni regiile eder (38). Temel etkileri sekil 4’te
Ozetlenmistir. Hiicre icine glikoz girisini, glikoz tasiyici proteini ve hekzokinazi
indiikleyerek arttirir. Piruvati, piriivat dehidrogenaz kinazi ve laktat dehidrogenazi
indiikleyerek  -krebs  dongiisine girmek yerine- laktata  dOniistiiriir.
Monokarboksilat tasiyict proteinin indiiksiyonu ile laktatin hiicre disina
cikarilmasini saglar. Monokarboksilat tasiyici proteinler, laktat veya piriivat ile
birlikte H' iyonunu da hiicre disina tagiyarak, intraseliiler asit yiikiiniin
azaltilmasinda rol alirlar (14). CA9’un da gorevi intraseliiler asit yiikiini

azaltmakir.

11



Hipoksi

CA32

MCT

GLUT1

Sekil 4. Hipoksi ile tetiklenen hiicre ici sinyaller

(GLUT 1: Glikoz tasiyici protein 1, MCT: Monokarboksilat tasiyic1 protein, CA9: Karbonik
anhidraz 9, PDK: Piriivat dehidrogenaz kinaz, HK 1/ 2: Hekzokinaz 1 ve 2, LDH: Laktat
dehidrogenaz )

HIF-1a’nin indiikledikleri arasinda eritropoietin, transferrin, endotelinl,
indiiklenebilir nitrik oksid sentaz, hem oksijenaz, VEGF, CXCL12 olarak da
bilinen SDF-1 (stromal cell derived factor 1) ve IGF-2 proteinlerinin genleri de
bulunmaktadir. Boylelikle, vazodilatasyon, neovaskiilarizasyon ve metastaz
saglanir (39, 40) .

Basta CA9 olmak tiizere, HIF-1a kontroliindeki proteinlerin seviyelerinin,
diisilk oksijen konsantrasyonlari ile HIF-loa’dan daha 1yi korele olacagi
diisiiniilmektedir (41) Ancak VHL proteininin HIF-1a degradasyonunda rol
almas1 nedeniyle (sekil 1), VHL disfonksiyonu ile iliskili renal hiicreli
karsinomlarda HIF-la ve CA9 seviyelerinin hipoksiden bagimsiz artis1 da

bilinmektedir (42, 43).
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Ozetle, HIF-10 hiicrenin hipoksiye yanitin1 yoneten esas proteindir (44).
Hiicrenin diisiik oksijen seviyesine adaptasyonu i¢in gerekli genleri aktive eder,
glikolizi, eritropoezi ve anjiogenezi indiikler (45). Boylelikle tiimor hiicresi daha
cok O,’ye ulasabilir ya da diisilk O, seviyelerine metabolik adaptasyon gosterir.
(46). Sonugta yasam sansini arttirir.

Tiimor biyolojisinin anlasilmasi ve klinik yansimalarinin ortaya konmasi
tedavi gelisimi icin sarttir. Her ne kadar HIF-la’nin bircok kanser tiiriinde
ekpresyonu raporlansa da, kolorektal karsinomlar basta olmak iizere, klinik
Onemini yansitan c¢ok az sayida calisma bulunmaktadir (19). HIF-1o’nin
prognostik Onemini anlamak ve tedavideki hedef molekiil o6zelligini ortaya

koymak i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (1).

2.3 Kemokin Reseptor CXCR4

Meme kanseri hiicrelerinin sistematik olarak bazi organlar1 hedefledigini
gozlemesi, Paget’in ‘tohum ve toprak’ (seed and soil) teorisine yon vermistir. Bu
modele gore, kanser gelisimi i¢in uygun Ozelliklere sahip organlar, metastazda
tercih edilmektedir (47). Gegen bir yiizyilllik donem bu teorinin alternatiflerini de
beraberinde getirmistir.

Giiniimiizde tartisilan yeni metastaz mekanizmalari, kemokinlerin bu
konudaki roliinii giin 1s1gmma c¢ikarmistir.  Bu ‘haberlesme/ hedefe ulagma’
(signaling/ homing) mekanizmasi, yakin ya da uzak organlardaki kanser
hiicrelerini spesifik reseptorleri yolu ile etkileyen kemokinlerin, hedef organlardan

tiretimini ve salintmin1 6ngormektedir (48). Aslinda bu teori de ‘toprak ve tohum’
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teorisinin prensiplerini devam ettirmektedir. Sinyaller (kemokinler) yoluyla,
kanser hiicresinin spesifik gocii saglanmakta ve ‘uygun topraga’ implantasyonu
gerceklesmektedir.

Kemokinler, yaklasitk 50 tane diisiik molekiiler agirlikli kemotaktik
sitokini kapsayan bir ailedir. Bu sitokinler, 8-15 kDa agirlikli monomerik
proteinlerdir. Basta immiin sistem hiicrelerinin (T lenfositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler) kemotaksisi olmak {izere, embriyogenez, anjiogenez,
hematopoez, ateroskleroz, tiimor biiyiimesi, metastazi ve HIV enfeksiyonu gibi
bircok biyolojik olayda rol alirlar (49, 50).

Kemotaktik sitokinler, fonksiyonlarina ve ekspresyon paternlerine gore,
homeostatik ve inflamatuar kemokinler olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir:
(8) Homeostatik kemokinler, baz1 6zel dokularda yapisal olarak eksprese olan,
hematopoietik ve immiin sistemin homeostazinin saglanmasinda gorev alan
proteinlerdir. Inflamatuar kemokinler ise, ekspresyonlar1 lokal proinflamatuar
sitokinlerle siki bir sekilde kontrol altinda tutulan grubu olusturmaktadir.
Kemokinler, amino terminallerinde yer alan sistein aminoasidinin pozisyonuna
gore incelendiginde, 4 alt grup ortaya ¢ikmaktadir (51): CXC (alfa), CC (beta) ,
CX;C (sigma) ve C (gama) . Bu isimlendirmede X herhangi bir aminoasidi temsil
etmektedir.

CXC grubunda yer alan kemokinler, CXCL12 (SDF-1/ stromal cell-
derived factor-1) ve CXCLI13 (BCA-1/B cell attractinng kemokin-1) haricinde

inflamatuar kemokinler olup, bu ikisi homeostatik grupta yer almaktadir.
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CXC alt grubu, CXC domaininden Once, glutamik asit-l6sin-arginin
iicliisiinden olusan tripeptid dizisinin (ELR motifi) olup olmamasina gore, ELR"
ve ELR™ olarak iki alt gruba daha ayrilir. ELR'CXC kemokinler genellikle
anjiogenezi uyarirken, ELR"CXC kemokinler anjiogenezi inhibe etmektedir.

Anjiogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve tiimor biiyiimesi gibi bir¢cok
fizyolojik ve patolojik siire¢ icin gerekli biyolojik bir olaydir (52). Cok sayida
stimiilator ve inhbitor sinyalin (6r: integrinler, anjiopoietin, kemokinler, oksijen
sensorleri, biiyiime faktorleri, ekstraseliiller matriks proteinleri) etkisiyle
diizenlenir. Tiimor gelisimi igin, anjiogenik ve anjiostatik sinyaller arasindaki
dengenin anjiogenik faktorler lehine bozulmasi gerekir. Anjiogenezin timor
gelisiminin olmazsa olmaz sart1 oldugu uzun siiredir bilinmektedir. 1972’de ilk
kez Folkmann tarafindan antianjiojenik ajanlarin kanser tedavisinde
kullanilabilecegi fikri ortaya atilmistir (53).

Kemokinlerin biiyiik kismi, l6kositleri, CXCR ya da CCR olarak
isimlendirilen, G proteinleri ile iliskili transmembran reseptorlere baglanarak
aktive ederler (54). Yaklasik 20 kemokin reseptorii tanimlanmistir (55). Bu
siirecte kemokinler dimerizasyon/oligomerizasyon gosterirler veya bazik yapilari
sayesinde negatif yiiklii glikozaminoglikanlar ile biraraya gelirler. Boylece
reseptorlerine daha kolay baglanirlar (56). Kemokinin reseptoriine baglanmasi,
l6kositin, selektin ve integrinlerle interaksiyonunu ve transendotelyal
migrasyonunu saglar. Sonugta 16kosit inflamasyon alanina ulagir.

Tiimorlerin ' kemokin sistemlerini  kullandiklarina dair bilgi giderek

artmaktadir. Solid tiimorler, tiimor hiicrelerinin yani sira, endotel ve fibroblast
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gibi stromal hiicreler de igerirler. Bu hiicreler kemokin kaynagi olmalari
nedeniyle, 16kosit trafigini diizenleyici rol iistlenirler. Kemokinler, 16kositlerdeki
reseptorlerine baglanarak endotele yaklasmalarini, yapigsmalarim1i ve damar
duvarin1 asarak, kemokin iireten dokuya, yani tiimor dokusuna ulasmalarini
saglar. Sonucta, notrofiller, makrofajlar, T lenfositler ve dendritik hiicrelerle
karakterli inflamatuar infiltrat iceren tiimér dokusu olusur. Inflamatuar
hiicrelerden salinan matriks yikim enzimleri ve biiyiime faktorleri timor
progresyonunda rol alir. Kemokin-reseptor etkilesimleri, tiimore inflamatuar
hiicre gociinii saglamakla kalmaz, timor metastazinin gerceklesmesinde de esas
rolii tistlenir.

Kemokinlerin ve reseptorlerinin tiimordeki rolleri Sekil 5’te sematize

edilmistir (8).

TUMor gelsin
anjiogenez -

A——

lokosit
+ migrasyonu

CcxcL12

‘L°©*_— @®

® ®cxcra

-

primer timor timor hicrelerinin [
migrasyonu
& anjiantsk lem : CKCL4,4L1,8,10,11 (CXCR3) ) o
@ Anajenik kemokinier : CXCL1,2,3.5.6.7,8,12 (CACR1,2:4) metastaz
¥ Protoglikan @ Tomdr hiipresi 550F  Nétra) LR
M cror @ f & wanor doku dama doku

——=Sa—— Fibroblast @ Endotel hilcres: * Dendrink hiicre

Sekil 5. Kemokinlerin ve reseptorlerinin tiimordeki rolii

(GPCR: G protein coupled seven transmembrane receptors)
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Uzak organ metastazi, yasami tehdit eden, hasta sag kalimini kisitlayan bir
olaydir. Klinik olarak saptanabilir metastatik kitlelerin olusumu i¢in timor
hiicrelerinin olduk¢a kompleks bir seri basamagi asmasi gerekir. Metastaz
kaskadz;

-anjiogenez,

-primer odakta ekstraseliiler matriksin invazyonu,

-vaskiiler bazal membranin asilmasi,

-dolasima katilma,

-hedef organ damarlarina adhezyon ve ekstravazasyon basamaklarini
iceren karmasik bir siirectir. Hedef organda anjiogenezin de bu siirece katkisiyla
metastatik odaklar olusmaktadir (8, 57).

Metastazin ilk asamalari, 16kosit gociinii taklit etmektedir. in vitro
caligmalarda, farkli tiimor hiicrelerinin, farkli kemokin reseptorlerine sahip
oldugu, migrasyon, invazyon, proliferasyon ve canli kalmanin, 16kositlere benzer
sekilde, kemokin-reseptor etkilesimi ile gerceklestigi gosterilmistir (58-61). In
vivo calismalarda ise, tiimor hiicrelerinde, basta CXCR4 olmak {iizere bazi
kemokin reseptorlerinin yiiksek ekspresyonu izlenmis ve CXCR4 nétralizasyonu
ile metastaz formasyonunda anlamli azalma saptanmistir (62-65).

CXCR4, membran yerlesimli bir reseptordiir (66, 67). [k kez insan
immiinyetmezlik viriisiiniin (HIV), CD4" T lenfositleri enfekte etmesinde kofaktor
olarak gorev aldiginin anlasilmasiyla adi duyulmustur. Bu siirecte CXCR4’{in
gorevi viral membranin, konak membrani ile fiizyonunu saglamaktir. Bu nedenle

‘fusin’ olarak da isimlendirilmistir (68). Bu proteinin epitelyal tiimor hiicrelerinin
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yiizeyinde de siklikla ekprese oldugu 2000’1i yillarin basinda bir¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir (69-74).

Ligand1 olan CXCLI12/SDF-1 ise, ilk kez 1993 yilinda miirin kemik
iliginde  tanimlanmistir.  HIV ~ enfeksiyonunda ~CXCR4-CXCL12/SDF-1
etkilesiminin CD8" T hiicrelerin apopitozisine neden oldugu goriilmiistiir (75).
Oncelikle bu reseptor-ligand aksinin inflamasyon alanina lenfosit gociinii stimiile
ettigi bulunmustur. 2000’li yillara gelindiginde etkilerinin daha genis oldugu
anlasilmig, immiinolojinin bircok alaninda ve embriyogenez, kardiak ve noral
gelisim basta olmak {izere organogenez, kok hiicre motilitesi, hematopoez, yeni
damar olusumu gibi temel biyolojik siireclerde rolii oldugu goriilmiistiir (76).
Sonrasinda, hiicrenin yasamasinda, cogalmasinda, kemotaksisinde,
migrasyonunda ve adezyonunda gorev aldig1 ortaya konarak, tiimorogenezle de
iliskili oldugunu isaret eden bulgulara varilmistir (77-80). CXCR4-CXCL12/SDF-
1 reseptor-ligand etkilesimi meme, akciger, over, bobrek, prostat, pankreas
kanseri ve noroblastomun da aralarinda oldugu cesitli tiimorlerde calisilmistir (57,
62, 70, 81-85). Ancak ¢alismalarin biiyiik kismi in vitro ¢alismalar oldugu i¢in, bu
etkilesimin tiimorlerdeki patofizyolojik 6nemi heniiz aydinliga kavusmamistir
(86).

CXCR4 eksprese eden tiimor hiicreleri, CXCLI12/SDF-1’nin yiiksek
oranda eksprese edildigi dokulara -akciger, karaciger, lenf nodu ve kemik iligi-
metastaz yaparlar. Normal karaciger dokusunda yapilan immiinhistokimyasal
caligmalarda, CXCL12’nin subkapsiiler alanda, sinuzoidal vaskiiler yapilarin

duvarinda ve kupfer hiicrelerinde yaygin ekspresyonu saptanmistir. Kemokinin bu
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dagilim paterni, metastazin erken asamalarinda timor hiicreleri ile etkilesime
girmesine imkan verecek sekildedir (57).

Meme kanserinde ve glioblastomda, otokrin ya da parakrin yolla CXCR4
ve CXCL12/SDF-1"in koekspresyonu bildirilmistir, boylelikle tiimoriin yayilmasi
kolaylagsmaktadir (87-89).

CXCLI12/SDF-1’in tiimor hiicresinde otokrin ekspresyonunun immiin
sistemle olan iligkisi ile ilgili bilgiler heniiz sinirlidir. Ancak, etkileri farkli iki
varyant tanimlanmistir. Buna gore; SDF-1 alfa eksprese eden tiimor hiicreleri
kendilerini  sitotoksik immiin reaksiyondan koruyabilmektedir.  Ciinkii,
CXCL12/SDF-1 alfa, CD8" T hiicrelerin apopitozisini indiikler ve tiimor
yataginda Thl’den Th2’ye doniisiime neden olur. SDF-1 beta ise tiimor
rejeksiyonunu indiikler.

CXCR4-CXCL12/SDF-1 etkilesiminin ¢cok basamakli metastaz kaskadinin
hangi asamalarinda rol oynadigi konusunda literatirde farkli goriisler
sunulmustur. Akcigerin kiicik hiicreli karsinomunun, multipl myelomun ve
malign melanomun da aralarinda bulundugu bir grup tiimoérde, hiicrelerin
CXCL12 ile stimiilasyonunun, endotele adhezyon Kkapasitesini arttirdigi
gosterilmistir (65, 90, 91). Bunun yani sira, metastatik potansiyelin, sinuzoidlere
adhezyon kapasitesinden c¢ok, karacigerde ekstravazasyon yetenegi ile iliskili
oldugu da diisiiniilmektedir (92). Bu fikri destekleyen bir in vivo c¢alismada,
kolorektal karsinom hiicrelerinin CXCR4 blokajinin, tiimor hiicrelerinin karaciger
mikrovaskiiler yatagina tutunmasinda etkisiz oldugu ancak ekstravazasyonlarinda

belirgin azalmaya yol actigi gosterilmistir. Benzer sekilde, tiimor hiicrelerinin
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CXCL12/SDF-1 ile stimiilasyonu, migrasyonu ve ekstravazasyonu arttirirken,
adhezyonda etkili olmamaktadir (57).

In vivo calismalarda tiimor hiicrelerinin metastaz potansiyelinin, diisiik
oksijen konsantrasyonlar1 ile korele oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, HIF-
la’nin tiimor hiicrelerinde CXCR4’iin de aralarinda oldugu bir grup kemokin
reseptoriiniin  transkripsiyonunu indiiklemesidir (93-97). HIF-loa’min kontrolii
altinda olan VEGF ise, endotel hiicrelerinde CXCR4 ekspresyonunu stimiile
etmektedir (98). Bu goriisii destekler sekilde, pankreatik adenokarsinomlarda,
HIF-1a ve CXCR4’iin immiinhistokimyasal ekspresyonunun korele oldugu
goriilmiistiir (85).

CXCLI12/SDF-1’in  reseptorii ile etkilesiminin bloke edilmesinin,
metastatik potansiyelin inhibisyonuna ve tiimor hiicrelerinin immiinterapi i¢in
sensitizasyonuna yol acacagi diistiniilmektedir (99). Bu nedenle, CXCR4 reseptor
antagonistlerinin kanser tedavisinde onemli yer edinecegi tahmin edilmektedir.
(8). CXCR4 antagonistleri ile ilgili ¢calismalar heniiz Faz I / II klinik ¢alisma

asamasindadir (85).

2.4 Karbonik Anhidraz 9

Karbonik anhidraz bir transmembran proteindir. Bugiine kadar 13
izoformu tamimlanmistir. Bazi izoformlar1 sitoplazmada (6r: CAIl, 2, 3, 7),
bazilari ise (6r: CA4, 9, 12, 14, 15) hiicre membraninda yerlesir. CA9, en hizli H

iyon transferi yapan izoformdur. Niikleer lokalizasyonu da bildirilmistir. Ik kez
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1992 de HeLa hiicrelerinde saptanmistir (100). Molekiiler yapisi ilk kez 1994’te
Patorek ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konmustur (101).

CA9, 466 aminoasitten olusur. C-terminali intraseliiler alanda, N-terminali
ise ekstraseliiler alanda yerlesir. Hidrofobik bir transmembran segmente sahiptir.
Hiicre disinda yerlesen katalitik bolgesi, izoformlar arasinda benzerlik gosterir ve
cinko baglayan histidin rezidiileri icerir (102-105).

CA9, hiicrenin artik asidik iriinlerini (Karbondioksit ve laktik asit)
konjugatlarina (Bikarbonat ve laktat) doniistiiriir. pH, iizerine etkisi hiicrenin asil
artik tirtiniintiyle iligkili olarak degisir. Bu iiriin CO; ise, CO;’nin ekstraseliiler
alanda hidrasyonuna neden olur ve bu reaksiyonun sonunda acifa ¢ikan H'
iyonlar1 nedeniyle pH.y1 azalir. H' iyonlarinin etkin bir sekilde
uzaklagtirilabilmesi icin CQO,, ekstraseliiler alanda hidrate edilmelidir. Aksi
durumda, sitoplazmada kisa devre olusur. Sekil 6’da bu reaksiyonun ayrintilar
gosterilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi, H iyonlart membran1 CO, formunda
agmaktadir.

Eger artik iiriin laktik asit ise, bu kez CA9, bikarbonat (HCO3") ile
titrasyonunu saglayarak, hiicre i¢i laktik asit yiikiinii azaltir ve pH.’y1 arttirir.
(106).

CA9‘un pH.ye etkisi degisken olsa da, her durumda hiicre ici asit
birikimini azaltic1 etkisi vardir.

Her ne kadar hiicrenin artik asidik urunleri farkli formlarda olabilse de,
hem normal hiicrede, hem de tiimor hiicresinde asit yiikiiniin esas nedeni CO,’ dir.

Dolayisiyla CA9’un asil etkisi pH.'y1 azaltmaktir. Tiimor dokusunda,
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azalan pH. tiimor biiyiimesini ve invazyonunu kolaylastirir. pH kontroliiniin basit
diffiizyonla saglanamadigi, perfiizyonu yetersiz dokularda (6r: timor dokusu),
pH. ile pH; paralel gider ve pH; da azalir, asidik pH; ise apopitozisi indiikler.

Tiimor hiicresinde CA9 diizeyinin yiiksekligi kotii prognostik bir belirteg
iken, tiimor hiicresinin asit-baz dengesini bozmay1 hedefleyen CA9 inhibitorleri
tiimor tedavisinde umut vericidir.

CA9’un normal dokularda diisiik, ozellikle hipoksik tiimor alanlarinda
yiiksek ekspresyonu bu enzimi bir tedavi hedefi haline getirmistir. Bu konudaki
ilk calismalar CA inhibisyonunun tiimor biiyiimesini yavaslattigini gosterse de,
CA9’un selektif inhibisyonunun, intraseliiler ve ekstraseliiller CA izoformlarinin
incelenmesine ihtiya¢c vardir. Boylelikle yalnmizca CA9 inhibisyonun terapotik
fayda i¢in yeterli olup olmayacagi ve diger izoformlarin blokaji ile bir sinerji
yakalanip yakalanamayacag anlasilacaktir (14).

pHe ‘nin arttirillmasim hedef alan tedaviler, asidik pH’da iyonize olan
kemoterapotiklerin iyonizasyonunu azaltip, intraseliiller ~ alana ulagmalarini
saglayarak tedavi etkinligini de arttiracaktir.

T lenfosit cevabini uyaran asilar ve CA9’u hedef alan radyoizotop isaretli
antikorlar diger giincel CA9 hedefleyici tedavi yontemleridir. CA9’u ya da pH
regiilasyonunu hedef alan yontemlerle fayda saglanabilmesi igin, tiimor
hiicrelerinin yiizde kag¢inda CA9 ekspresyonuna ihtiyag oldugu heniiz
bilinmemektedir. VHL mutasyonu nedeniyle HIF 1, HIF 2 upregiilasyonu ve buna
sekonder CA9 ekspresyonunda artis ile karakterli seffaf hiicreli renal hiicreli

karsinomlar CA9 hedefleyici tedavilerin olas1 adayidir.
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Sekil 6. Kanser hiicresinde yogun metabolik aktivite sonucu ortaya ¢ikan H*

yiikiiniin uzaklastirilmasinda CA9’un rolii (V: Vezikiil tipi H* ATPaz)

2.5 Kolorektal Karsinomlarda Tamimlanan Prognostik Parametreler

Kolorektal karsinomlarda, giiniimiizde en 6nemli ve bagimsiz prognostik
faktor cerrahi sonrasi yapilan tiimor-lenf nodu-metastaz (TNM) evrelemesidir
(107). Her ne kadar TNM sistemi hastalarin evrelenmesini ve spesifik tedaviler

icin secilmesini saglasa da, bu sisteme gore ayni evrede olan hastalarin farkli

klinik gidis gostermeleri, yeni prognostik biyolojik belirteglerin gerekliligini

gostermektedir.
AJCC/ UICC (American Joint Committee on Cancer/ Union International
Againtst Cancer) tarafindan 2002 yilinda yaymlanan 6. TNM edisyonuna ait,

TNM kategorileri Tablo 1°de, evreleme sistemi ise Tablo 2’de sunulmustur.
tanimlanan prognostik faktorler, klinik,

Kolorektal karsinomlarda
morfolojik, immiinhistokimyasal ve molekiiler olmak iizere 4 grupta siniflanabilir.
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Tablo 1. Kolorektal tiimorlerde TNM simiflamasi (*)

T Primer tiimor

TX | Primer timor degerlendirilememektedir.

TO | Primer tiimor bulgusu yok.

Tis |Karsinoma in situ: intraepitelyal timor ya da lamina propria invazyonu

T1 |Timor submukozaya invazedir.

T2 | Tiimor muskularis propriaya invazedir.

T3 | Tiimor muskularis propriayr asmis, subserozaya ya da periton ile ortiilii
olmayan perikolik ya da perirektal dokulara ulagmistir.

T4 | Timor diger organlari, kolorektumun diger segmentini invaze etmis ve/
veya perforasyona neden olmustur.

N Bolgesel lenf nodlar:

NX | Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir.

NO | Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur.

N1 | Bolgesel lenf nodlarinin 1-3’{inde metastaz mevcuttur.

N2 | Bolgesel lenf nodlarinin 4’iinde ya da 4’ten fazlasinda metastaz mevcuttur.

M Uzak metastaz

MX | Uzak metastaz degerlendirilememektedir.

MO | Uzak metastaz yoktur.

M1 | Uzak metastaz mevcuttur.

(*: Bu simiflama sadece karsinomlar icin gecerlidir.)

24



Tablo 2. Kolorektal tiimorlerde evreleme (*)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
T2 NO MO
Evre 1TIA T3 NO MO
1B T4 NO MO
Evre IITA T1, T2 N1 MO
1B T3, T4 N1 MO
mcC Herhangi bir T N2 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

(*: Bu simflama sadece karsinomlar icin gecerlidir.)

Bunlardan bir kismu tedavi plami icin kritikken, bir kisminin heniiz
tedavideki yeri net degildir. Prognostik faktorler asagida siralanmis, kotii
prognozla iliskili olanlar italik yazilmistir. (108),(109)

Klinik ozellikler:

- timoral kitlenin sesil, iilsere ya da polipoid olmasi

- obstriiksiyon varligi

- perforasyon varlig: (tiimoral alanin ya da tiimor proksimalinin)

- rezidii timor varhigi (Ozellikle rektal tiimorlerde radial cerrahi sinirin
durumu)

- yeterli lenf nodu diseksiyonu (en az 12 adet)

- cerrahi sinirlara 2-5 cm’den daha yakin rezeksiyon
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- dolasimdaki yiiksek tiimor hiicre sayist

Morfolojik ozellikler:

- yiiksek histolojik grade

- lenfatik, venoz ve perinoral invazyon varligi

- tiimoriin tomurcuklanarak biiyiimesi

- timor sinirinin konfigiirasyonu (infiltratif, iterek)

-mikrosatellit insitabiliteyi telkin eden ozellikler (mediiller karsinom
ozellikleri, miisindz/ tash yiiziik hiicre diferansiasyonu, intratiimoral ve
peritiimoral lenfositik cevap)

- invazyon paterni (ekspansil, infiltratif)

- satellit nodiillerin varlig

- azalan histolojik differansiasyon

(tash yiiziik hiicreli karsinom ve miisinoz adenokarsinom, adenoksuamoz
karsinom, kiiciik hiicreli karsinom, anaplastik karsinom)

- yiiksek mikrodamar yogunlugu

-tiimoral infiltrasyona kars1 gelisen lokal inflamatuar ve desmoplastik yanit

-dolasimdaki tiimor hiicre miktart (110)

Immunhistokimyasal ozellikler:

- DNA tamir genlerinin (MLH 1, MSH 2, MSH 6, PMS 2) kayb1

Molekiiler ozellikler:

- KRAS ve BRAF mutasyonu

- 18. kromozomda heterozigosite kaybit (LOH18q)
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- 17p, 1p, 5q, 8p kaybi, p53, siklin A’nin artmis, p27°’nin azalmis
ekspresyonu,

- matriks yikim enzimlerinin (katepsin, iirokinaz, doku plazminojen
aktivatorii, metalloproteinaz inhibitorii) ve apopitozisle ilgili genlerin ekspresyonu
(bcl2, bax, survivin) ve metabolik enzimlerin (GLUT 1, siklooksijenaz 2)
prognostik 6nemi bildirilmistir.(111, 112)

Timor c¢apmnin  prognostik Onemi diger tiimorlerin tersine kolon
karsinomlarinda minimaldir.

Mikrometastazlarin 6nemi tartismali olmakla birlike, metastatik lenf
nodlarinin mezenter cerrahi sinirina yakin ve tiimorden uzak olmasi koti
prognozla iligkili bulunmustur (113-115).

Tedavi yanmitin1 Ongormede, yukardaki parametrelerin yol gostericiligi
sinirlidir.  Ancak bazi molekiiler degisikliklerin prediktif faktor olabilecegi
distiniilmektedir. MSI-H tiimorlerin - 5-FU  bazli  kemoterapilere, KRAS
mutasyonu gosterenlerin EGFR blokorlerine direngli oldugu goriilmiistiir (116).

Tanimlanan faktorlerin ¢ok sayida ve birbiri ile iligkili olmasi, prognostik
ve prediktif degerleri konusundaki yorumu giiclestirmektedir. Giiniimiizde

anatomik evreleme klinik korelasyonun baslica dayanagini olusturmaktadir.

Bu calismanin amaci, bazi demografik ve klinik ©zellikleri bilinen
kolorektal karsinomlu bir grup hastaya ait rezeksiyon materyalinde
immiinhistokimya ¢alisarak, kolon karsinomlarinda da prognostik 6nemi tartisilan

3 belirtecin (HIF-1a, CXCR4, CA9) olas1 anlamlarin1 arastirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Hastalarin Secimi

Bu calismada, 1993-2010 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’nda tan1 alan ve Gazi Universitesi Medikal Onkoloji Anabilim
Dali’nda takibi olan, 186 kolorektal karsinom vakasi ele alinmustir.

Bu vakalara ait patoloji materyalinin tiimiinii kolon rezeksiyonlari
(sag/sol hemikolektomi, total kolektomi, segmental rezeksiyon, low anterior

rezeksiyon, abdominoperineal rezeksiyon) olusturmaktadir.

3.2 incelenen Parametreler

186 hastaya ait, yas, cinsiyet, timor yerlesim yeri, timoér capi,
makroskopik tiimor biiylime paterni, histolojik tipi ve grade’i, anjiolenfatik
invazyon varligi, T, N, M degerleri ve hastaligin evresi, tan1 anindaki ve takipteki
metastaz bilgisi, takipte lokal niiks gelisimi, ana basamaklar1 ile uygulanan tedavi,
klinik takip siiresi (genel sagkalim siiresi) ve hastalarin bu siire sonunda hayatta
olup olmadiklar1 bilgisine ulagilmistir. Doku mikroarray yontemi ile hazirlanan
timor bloklarinda immiinhistokimyasal olarak HIF-1a, CXCR4 ve CA9
belirtecleri calisilmig ve immiinhistokimyasal sonuglar ile, yukarda sayilan

parametreler arasi iligkisi incelenmistir.

3.3 Verilerin Toplanmasi

Hastalarin cinsiyeti, tan1 anindaki yasi, tiimoriin yerlestigi barsak segmenti,

tan1 aninda ve/veya takipte metastaz varligi, takipte lokal niiks gelisip gelismedigi,
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metastaz ve/veya lokal niiks gelismisse lokalizasyonu, hastalarin takip siiresi,
uygulanan tedavinin genel semasi ve takip siiresi sonunda hastalarin sagkalim
bilgisine Onkoloji Anabilim Dali’na ait verilerden ulagilmistir.

Buna gore, hastalarda metastaz ve/veya lokal niiks kararna klinik,
radyolojik ve /veya patolojik olarak varildigi, adjuvan tedavide oksaliplatin bazli,
evre 4 hastalarda ise bevasizumab kombinasyonlu irinotekan bazli kemoterapi
rejimi uygulandigr 6grenilmistir. Hastalardan 3’ii neoadjuvan, 22’si adjuvan RT
almastir.

Timoriin+- ¢capt ve  makroskopik  6zelligi  patoloji  raporlarindan
Ogrenilmistir. Tiimorlerin makroskopik biiyiime paterninin iilserevejetan, polipoid
ya da mukozadan deprese oldugu goriilmiistiir.

Rezeksiyon materyallerine ait hematoksilen-eozin boyali preperatlar tek
gozlemci tarafndan tekrar incelenmistir. Tiimoriin histolojik tipi, grade’i,
invazyon derinligi, anjiolenfatik invazyon varhi@i ve lenf nodlar
degerlendirilmistir. AJCC/UICC 2002 kriterlerine gore hastalifin evresi
belirlenmistir.

Tiimorlerin differansiasyon derecelerine Diinya Saglik Orgiitii’niin 2000
yillinda yaymladigi kriterler ile karar verilmistir. Buna gore, tiimoriin %95’ten
fazlasinda gland formasyonu goriiliiyorsa iyi diferansiye, %50-95’inde gland
formasyonu varsa orta derecede differansiye, %5-50’sinde gland formasyonu
varsa az differansiye adenokarsinom olarak degerlendirilmistir. Tumor
hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda intrasitoplazmik miisin mevcutsa tagh yiiziik

hiicreli karsinom, tiimoriin %50’den fazlasimi ekstraseliiler miisin olusturuyorsa
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miisindz adenokarsinom tanis1 verilmistir. Iyi diferansiye adenokarsinomlar grade
1, orta derecede differansiye adenokarsinomlar grade 2, az diferansiye ve miisindz
adenokarsinomlar ve tasl yiiziik hiicreli karsinomlar grade 3 tiimorlerdir.
Anjiolenfatik invazyon varligina karar verilirken, oncelikle hematoksilen
eozin boyali preperatlar degerlendirilmis, invazyon yoniinden siipheli olgularda
ise D2 40 ve CD31 immiinhistokimyalar1 uygulanarak bu olgular yeniden

degerlendirilmistir.

3.4 Mikroarray Bloklarimin Hazirlanmasi

Vakalarin kolon duvarina ait, HE boyali timor preperatlari incelenerek, en
az tesbit artefakti, nekroz ve en cok tiimor dokusu igceren parafin blogu secilmistir.
Miisinoz tiimorlerde, en cok tiimor hiicresi iceren, miisin golciiklerinden daha
fakir bloklar tercih edilmistir.

Bu bloklar (verici bloklar) kalinliklarina gore kabaca gruplandirilarak, alici
bloklara gomiilen dokularin birbirine benzer kalinlikta olmasimma ve teknik
hatalarinin azaltilmasina calisilmistir. Her vakanin verici blogundan mikroarray
cihazi ile (Veridiam VTA-100 tissue arrayer) 1 mm c¢apli igne kullanilarak 4 kor
alinmistir. Alict bloklarda, satir ve siitiinlar seklinde, 1 mm ¢apli delikler acilmas,
referans bir delige plasenta dokusu, diger deliklere tiimor dokular1 gomiilerek, her
birinde ortalama 8-12 vaka iceren toplam 18 adet mikroarray blogu hazirlanmistir.
Satir ve siitunlarda hangi vakanin bulundugunu gosteren haritalar hazirlanarak,

vakalarin karismas1 onlenmistir.
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3.5 iImmiinhistokimyasal Yontem

9%10’luk formaldehit ile tesbit edilen dokulara ait 18 adet mikroarray
blogundan 4 mikrometre kalinlifindaki kesitler polilizinli lamlara alinmistir. HIF-
la, CXCR4 ve CA9 ekspresyonunu belirlemek igin, streptavidin-biyotin {i¢lii
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak, teknik personel tarafindan,
manuel boyama yapilmistir. HIF-1a(Santa Cruz, monoclonal mouse, HIF-1067)
antikoru 1/ 50, CXCR4 antikoru la (ABCAM, polyclonal goat) 1/50 ve CA9
(Santa Cruz, polyclonal rabbit, H-120) antikoru 1/100 oraninda PBS ile diliie
edilmistir. Biyotinlenmis baglayic1 (sekonder) antikorun, streptavidin-biyotin
kompleksinin ve kromojen olarak kullanilan 3,3’-diaminobenzidinin (DAB) ticari
olarak kullanima hazir kitleri kullanilmustir.

Pozitif kontrol olarak, HIF-1a i¢in torsiyone testis dokusu, CA9 icin seffaf
hiicreli renal hiicreli karsinom ve CXCR4 i¢in hepatoseliiller karsinom
kullanilmustir.

Uygulanan immiinhistokimyasal boyama prosediiriiniin basamaklari
asagida siralanmistir.

1. Polilizinli lamlara alinan 4 mikrometrelik kesitler 56°C’lik etiivde

gece boyunca deparafinize edilmistir.

2. Kesitler ksilolde 30 dakika bekletilmistir.

3. Her birinde 5’er dakika bekletilerek sirasiyla %100, %95 ve %90 ‘lik

alkolden gecirilerek dokularin hidrasyonu saglanmistir.

4. Cesme suyu ile yikanmistir.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Endojen peroksidazi bloke etmek icin %3’liikk hidrojen peroksitte 10
dakika siire ile oda sicakliginda bekletilmistir.

Distile sudan gecirilmistir.

Antjen retrival i¢in, HIF-1a, Sitrat buffer (pH 6.0), CA9, EDTA buffer
(pH 9.0) ve CXCR4 ise Tris-EDTA buffer (pH 9.0) icinde, mikrodalga
firinda yiiksek sicaklikta, 20 dakika bekletilmistir.

Sogumasi i¢in 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Kesitler fosfat buffer saline pH 7.6 (PBS) ile 5 dakika yitkanmustir.
Protein bloklama icin non-immiin protein bloklama serumunda 10
dakika tutulmus, ardindan kurulanmustir.

Primer antikorlar lam iizerindeki doku kesitlerini kapatacak sekilde
damlatilmistir. HIF-10 ve CXCR4 buzdolabinda (+40C) bir gece, CA9
oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir.

Lamlar PBS ile 5 dakika yikanmistir.

Baglayic1 (sekonder) antikor (Multi-species ultra streptavidin
detection system-HRP, Zymed, Massachusetts, USA) ile oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.

Lamlar PBS ile 5 dakika yikanmistir.

Stretavidin-biyotin kompleksi (Zymed) uygulanarak 20 dakika
bekletilmistir.

Lamlar PBS ile 5 dakika yikanmistir.

Renk vererek goriintiilemeyi saglamak icin kromojen (DAB, Lab-

Vision, Neomarkers, USA) damlatilarak 5 dakika inkiibe edilmistir.
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18. Cesme suyunda yikanmistir.
19. Harri’s Hematoksilen ile 10 saniye zit boyama yapilmustir.

20. Lamlar ¢esme suyu ile yikanmus, sirasiyla 2 dakika alkolde ve 2

dakika ksilolde tutulmustur.

21. Entellan kullanilarak kapatilmistir.

Immiinhistokimyasal boyama sonrasinda, mikroarray korunda yeterli
tiimor dokusunun olmadigi (normal kolon mukozasi, serozal yag doku, muskuler
tabakadan ibaret)  goriillen olgularda, verici bloklara doniilerek yeniden
mikroarray blogu hazirlanmistir. Bu bloklardan ve teknik nedenlerle boyanmanin
suboptimal oldugu vakalardan yeni kesitler hazirlanarak immiinhistokimyasal

caligmalar tekrarlanmustir.

3.6 Iimmiinhistokimyasal Belirteclerin Degerlendirilmesi

Immiinhistokimya preperatlari, vakalarin klinik 6zellikleri bilinmeden, tek
gozlemci tarafindan degerlendirilmistir.

3.5.1 HIF-1o:

Pozitif  kontrol olarak kullanilan torsiyone testis dokusunda
spermatogenetik seri elemanlarinda niikleer pozitiflik izlenmistir.

HIF-1a ekpsresyonu goriilen olgularin biiyiik kisminda niikleer, bir
kisminda da sitoplazmik pozitiflik izlenmis, yalnizca niikleer pozitiflikler anlamli
kabul edilmis ve skorlanmustir.

Niikleer immiinreaktivite degerlendirilirken, boyanmanin siddeti ve

yayginlig kullanilmistir. Buna gore, yayginlik; niikleer boyanma yoksa: 0, timor
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hiicrelerinin %30’undan azinda ise: 1, %30-60’1 arasinda ise: 2, %60’1indan
fazlasinda ise: 3 olarak skorlanmistir. Siddet ise; zayifsa 1, orta siddette ise 2,
pozitif kontrol kadar kuvvetli ise 3 olarak degerlendirilmistir.

3.5.2 CXCR4:

Pozitif kontrol olarak kullanilan iyi differansiye hepatoseliiler karsinom
olgusunda sitoplazmik ve membranoz pozitiflik goriilmiistiir.

CXCR4 ekpsresyonu goriilen olgularda ise yalnizca sitoplazmik pozitiflik
izlenmis olup, boyanmanin yayginlig1 ve siddeti ayr1 ayr1 skorlanmistir. Yayginlik,
pozitif tiimor hiicrelerinin yiizdesine gore O ile 3 arasinda derecelenmistir. Buna
gore; hic boyanma yok ise: 0, hiicrelerin %30’undan az1 pozitifse: 1, %30- 60 ‘1
pozitifse: 2, %60’tan fazlas1 pozitifse: 3 skoru verilmistir. Boyanma siddeti ise 0
ile 3 arasinda derecelendirilmistir.

3.5.3 Karbonik Anhidraz 9:

CA9 ile olgularin biiyiik kisminda sitoplazmik boyanma izlenmistir.
Ancak yalnizca membranéz boyanma anlamli kabul edilerek ayrintilart
degerlendirilmistir. Boyanma yiizdesi degerlendirilirken; tiimor hiicrelerinde
boyanma yoksa: 0, %30’undan azi boyanmissa: 1, %30-60’1 boyanmissa: 2,
%60°dan  fazlas1 boyanmigsa: 3 skoru verilmistir. Boyanma siddeti
degerlendirilirken, pozitif kontrol kabul edilen seffaf hiicreli renal hiicreli
karsinom esas alinmistir (117). Bu siddetteki boyanmalar gii¢lii kabul edilerek, 3
skoru verilmistir. Orta siddetteki boyanmalar 2, zayif boyanmalar ise 1 skorunu

almastir.
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Her 3 belirte¢ degerlendirilirken, boyanma siddetinin vakalarda genelde
homojen oldugu goriilmekle birlikte, farkli siddette boyanma alanlar1 igeren
olgularda tiimor dokusunun %50’den fazlasinda izlenen siddet esas alinmistir.
Yayginlik ve siddet skorlar1 carpilarak final skorlar elde edilmistir. Final skorlari,

0-3 ise zayif, 4-6 ise orta, 7-9 ise kuvvetli kabul edilmistir.

3.7 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programinda yapilmistir.
Tanimlayici istatistikler sunulurken, yas icin ortalama + standart sapma, timor
cap1, takip siiresi ve immiinhistokimyasal belirte¢lerin final skorlar1 igin
minimum-maksimum ve ortanca degerleri, siniflanabilir degiskenler icin de vaka
sayilar1 ve ylizdeleri (%) verilmis, belirteclere ait boyanma yayginligi, siddeti ve
final skorlar1 olgu sayilariyla birlikte ifade edilmistir.

Gruplar arasinda belirte¢lerin boyanma yayginligi, siddeti ve final skorlar
yoniinden farkin onemliligi bagimsiz grup sayisi iki oldugunda Mann Whitney U
testi ile, ikiden fazla oldugunda ise Kruskal Wallis testiyle degerlendirilmistir.
Gruplar arasinda boyanma final skoru siiflarinin dagilimi Pearson’un Ki-Kare
testiyle karsilastirilmastir.

Belirteclerin birbiriyle ve yas, timor capi, tiimor grade’i, T, N, M
kategorileri ve evre ile aralarinda anlamli korelasyon olup olmadigr Sperman’in

Korelasyon testiyle aragtirtlmistir.
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Cinsiyet, timor yerlesim yeri, tiimoriin makroskopik biiyiime paterni gibi
degiskenler siniflanabilir degisken oldugu icin bu verileri degerlendirirken
varyans analizi ve sira sayilar testleri yapilmistir.

p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Yayginlik, siddet, final skor degerlerinin tiimii ordinal (siralanabilir) veri
oldugu i¢in tanimlayici istatistik olarak ortalama yerine ortanca (median), standart
sapma yerine, minimum ve maksimum degerler kullanilmistir. Bu caligmada
ortanca degerleri, karsilastirilan gruplarda hemen hemen ayni oldugundan,

immiinhistokimyasal belirteclerin sonuglari olgu sayilari ile birlikte sunulmustur.

3.8 Etik Kurul Onay1
Bu calisma icin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurulu’ndan 24 Haziran 2009 tarihinde, 391 karar numarali etik kurul onay1

alinmastir.
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4. BULGULAR
4.1 Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Bu calismada ele alinan 186 hastaya ait demografik ve klinik 6zellikler
Tablo 3-7’de sunulmustur.

Hastalarin ortalama yasinin 56,7 (25-87) oldugu , %53,8’ini erkeklerin,
%46,2’s1n1 kadinlarin olusturdugu goriilmiistiir.

Tiimoriin rektum ve rektosigmoid bolgeden ¢ok (%31,7) kolonda yerlestigi
(%68,3), segmentlere gore incelendiginde ise, en sik rektum ve rektosigmoid
bolgeyi (%31,7), en nadir cekumu (%3,2) tuttugu goriilmiistiir.

Tablo 3. Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri yoniinden dagilimi -1

Degiskenler n=186
Yas 56,7+12,6
Yas Gruplan

>50 yas 133 (%71,5)
<50 yas 53 (%28.5)
Cinsiyet

Erkek 100 (%53,8)
Kadin 86 (%46,2)
Lokalizasyon

Rektum ve rektosigmoid bolge * 59 (%31,7)
Sigmoid kolon 46 (%24,7)
Inen kolon 20 (%10,8)
Transvers kolon 11 (%5,9)
Cikan kolon 44 (%23,7)
Cekum 6 (%3,2)

(*): Tiimoriin inferior simir1 anal kenara 16 cm’den daha yakinsa rektal yerlesimlidir.
Rektum ve sigmoid kolon gecisinde, tenia colilerin dentat ¢izginin 12-15 cm proksimalinde
fiizyonu goriiliir. Bu bulgu rekrum ve sigmoid kolon ayrimimnda yol gostericidir. Eger
rektum ve sigmoid kolon ayrimi yapilamiyorsa tiimor lokalizasyonu rektosigmoid olarak
nitelendirilir.
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Timor ¢apr 0,3 cm ve 13,5 cm arasinda degismekte olup, ortalama timor
capinin 5 cm oldugu goriilmiistiir.

Makroskopik tiimor biiyiime paterni, iilserevejetan, deprese ve polipoid
olarak siniflandirilmistir. Makroskopik biiyiime paterninin siklikla iilserevejetan
oldugu (%60,3), polipoid tiimorlerin olduk¢a nadir goriildiigi (%7,6) dikkati
cekmistir.

Vakalarda siklik sirasiyla, adenokarsinom (%82,8), miisindz karsinom
(%12,9) ve tash yiiziikk hiicreli karsinom (%4,3) olmak {iizere 3 histolojik tip

izlenmistir. Bu histolojik tiplere ait 6rnekler Resim 1’de sunulmustur.
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Resim 1. Histolojik tiplerin 6rnekleri

(A: Tyi differansiye adenokarsinom, B: Orta derecede differansiye adenokarsinom,
C: Az differansiye adenokarsinom, D: Tash yiiziik hiicreli karsinom, E: Miisinoz

adenokarsinom HEX200)
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En sik grade 2 (%40,3) timorlere rastlanmustir.
Anjiolenfatik invazyon izlenen (85/184) ve izlenmeyen (99/184) vakalarin
yaklasik ayn1 sayida oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4. Olgularin klinik 6zellikleri yoniinden dagilimi -2

Degiskenler n=186
Tiimor biiyiime paterni

Ulserevejetan 111 (%59,7)
Deprese 59 (%31,7)
Polipoid 14 (%17,5)
Tiimor capi 5(0,3-13,5)
Histolojik Tip

Adenokarsinom 154 (%82,8)
Miisinoz karsinom 24 (%12,9)
Tagh yiiziik hiicreli karsinom 8 (%4,3)
Grade

1 63 (%33,9)
2 75 (%40,3)
3 48 (%25,8)
Anjiolenfatik invazyon

Pozitif 99 (%53,2)
Negatif 87 (%46,8)

Patolojik tiimor evrelerine bakildiginda, pT3 tiimorlerin vakalarin biiyiik
kismint (%64) olusturdugu goriilmiistiir. pT1 evresinde yalmizca 1 (%0,5), pT2
evresinde ise 7 (%3,8) olgu saptanmistir. Resim 2’de her bir pT evresine ait olgu

fotograflar1 sematik karsiliklari ile birlikte sunulmustur.
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Resim 2. Kolon adenokarsinomlarinda T kategorileri

(A: T1, submukoza invazyonu; B: T2, muskularis propria invazyonu; C: T3, subseroza

invazyonu, D: T4, Tiimor visseral peritona/serozaya ulaspus, HEX125)
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Lenf nodu metastazi izlenen olgu sayis1 (%58,6), izlenmeyenlerden daha
yiiksek (%41,4) bulunmustur. N evresi 1 (58/186) ve 2 (51/186) olan hasta
sayisinin yaklasik oldugu goriilmiistiir.

Vakalarin cogunda (%72,6) tam1 anminda uzak organ metastazina
rastlanmamustir.

Hastalar, 6. AJCC/UICC TNM sistemine gore evrelendiginde vakalarin
evre Ill‘'te yogunlastigr dikkati ¢cekmistir. Vakalarin T, N ve M kategorileri ve
evrelerine gore dagilimi Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo S. Olgularin klinik 6zellikleri yoniinden dagilimi -3

Degiskenler n=186
T

“17 1 (%0,5)
“Q” 7 (%3,8)
“3” 119 (%64,0)
“4” 59 (%31,7)
N

“0” 77 (%41.,4)
“1” 58 (%31,2)
“ 51 (%27,4)
M

“0” 135 (%72,6)
“1” 51 (%27,4)
Evre

I 5 (%2,6)
A 48 (%25,8)
1B 9 (%4.8)
1A 1 (%0,5)
I11B 35 (%18,8)
Ic 37 (%19,9)
v 51 (%27,4)

Hasta takip siireleri 2 ila 109 ay arasinda de8ismekte olup, ortanca deger

23 ay bulunmustur. Hastalarin klinik takibinde radyolojik ve/veya histopatolojik
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inceleme ile ortaya konan uzak organ metastazina % 25,8, lokal niikse ise % 7
oraninda rastlanmustir.
Hastalarin %29’ unun malignite nedeniyle hayatini1 kaybettigi goriilmiistiir.

Tablo 6. Olgularin klinik 6zellikleri yoniinden dagilimi -4

Degiskenler n=186

Takip  siiresi* ortanca  degeri 23 (2-109)

(minimum-maksimum)

Takipte metastaz gelisimi 48 (%?25,8)

Takipte lokal niiks gelisimi 13 (%7,0)

Eksitus 54 (%29,0)
(*): ay

Tan1 anindaki uzak organ metastazlarimin karacigerde (%78,4),
takiptekilerin ise karaciger dis1 solid organlarda (%60,4) yogunlastig1 goriilmiistiir
(Tablo 7).

Tablo 7. Olgularin klinik 6zellikleri yoniinden dagilimi -5

Degiskenler

Tam aninda metastaz yeri n=51
Karaciger (izole ya da karaciger dis1 uzak organla* birlikte) 40 (%78,4)
Izole karaciger dis1 uzak organ ** 11 (%21,5)
Takipte metastaz yeri n=48
Karaciger (izole ya da karaciger dis1 uzak organla®** birlikte) 19 (%39,5)
[zole karaciger dig1 uzak organ *#%#% 29 (%60,4)

(*): periton, akciger

(**): periton, kemik, over,

(***%): periton, kemik

(*¥**%): periton, akciger, kemik, adrenal, pankreas

Evre IV hastalarin (51/186) takibinde, 4 hastada yeni metastatik odaklarin

gelistigi goriilmiistiir.
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4.2 immiinhistokimyasal Bulgular

Her bir immiinhistokimyasal belirtecin yayginlik, siddet ve final skorlar

yoniinden dagilimi Tablo 8-10’da sunulmustur.

Final skorlara bakildiginda HIF-1a ekspresyonunun siklikla zayif (ortanca

deger: 3), niikleer, CXCR4 ekpresyonunun zayif sitoplazmik (ortanca deger:3)

oldugu goriilmiistir. CA9’un membrandz ekspresyonuna olgularin ancak

%15,6’sinda rastlanmustir.

Tablo 8. Olgularin HIF-1a yayginlik, siddet ve final skorlar1 yoniinden dagilimi

Degiskenler n=186
HIF-1a yayginlik skoru

“0” 11 (%5.,9)
“1” 20 (%10,8)
“2” 28 (%15,1)
“3” 127 (%68,3)
HIF-1a siddet skoru

“0” 11 (%5.,9)
“1” 81 (%43,5)
“ 75 (%40,3)
“3” 19 (%10,2)
HIF-10. final skoru ortanca degeri 3(0-9)
(minimum-maksimum)

HIF-10 final skoru

0-3 95 (%51,1)
4-6 73 (%39,2)
7-9 18 (%9,7)

Her bir belirtec icin, degisen siddet skorlarina ait olgu fotograflar1 pozitif

kontrollerle birlikte Resim 3-5" de sunulmustur.
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JROA ey |

Resim 3. Farkl siddetlerde niikleer HIF-1a ekpresyonu
(A: pozitif kontrol, B: skor 3, C: skor 2, D: skor 1, DABx400)

Tablo 9. CXCR4 yayginlik, siddet ve final skorlar1 yoniinden olgularin dagilimi

Degiskenler n=186
CXCR4 yayginlik skoru

“0” 21 (%11,3)
“1” 27 (%14,5)
“2” 26 (%14,0)
“3” 112 (%60,2)
CXCR4 siddet skoru

“0” 21 (%11,3)
“1” 60 (%32,3)
“2” 67 (%36,0)
“3” 38 (%20,4)
CXCR4 final skoru ortanca degeri 3(0-9)
(minimum-maksimum)

CXCR4 final skoru

0-3 94 (%50,5)
4-6 60 (%32,3)
7-9 32 (%17,2)
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o w3

o

Resim 4. Farkli siddetlerde sitoplazmik CXCR4 ekspresyonu

e 28

(A: pozitif kontrol, B: skor 3, C: skor 2, D: skor 1, DABx400)

Tablo 10. CA9 Yayginlik, Siddet ve Final Skorlar1 Yoniinden Olgularin Dagilimi

Degiskenler n=186
CA9 yayginlik skoru

“0” 157 (%84,4)
“1” 11 (%5,9)
“2” 8 (%4,3)
“3” 10 (%5.4)
CA9 siddet skoru

“0” 157 (%84.4)
“1” 10 (%5.4)
“2” 8 (%4,3)
“3” 11 (%5,9)
CA9 final skoru ortanca degeri 0 (0-9)

(minimum-maksimum )
CA9 final skoru

0-3

4-6

7-9

173 (%93,0)
10 (%5.4)
3(%1,6)
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Resim 5. Farkli siddetlerde membranoz CA9 ekpresyonu

(A

skor 1,

tif kontrol, DABx200 , B: skor 3, DABX400, C: skor 2, DABX400, D

pozi

DABx400)
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4.3 immiinhistokimyasal Sonuclarin Prognostik Ozellikler ile iliskisi

Bilinen her bir prognostik veri ile her bir immiinhistokimyasal belirtecin
yayginlik, siddet ve final skorlar1 arasindaki iligki arastirilmastir.

Hastalar 50 yas ve iistii ve 50 yas alti olarak gruplandirilarak, her 3
belirtecle iligkisi arastinlmis, ancak istatistiksel olarak anlamh iliski
bulunmamustir (Tablo 11).

Tablo 11. Yas gruplar1 ve immiinhistokimyasal sonuclarin iligkisi

Degiskenler <50 Yas (n=53) >50 Yas (n=133) p-degeri
HIF-10 yayginhk 6/4/9/34 5/16/19/93 0,375
skoru

0/1/2/3

HIF-10 siddet skoru 6/24/19/4 5/57/56/15 0,106
0/1/2/3

HIF-10 final skoru 3(0-9) 4 (0-9) 0,197
HIF-10 final skoru 30/20/3 65/53/15 0,423
0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 5/7/10/31 16/20/16/81 0,986
skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 5/17/18/13 16/43/49/25 0,482
0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,537
CXCR4 final skoru 25/17/11 69/43/21 0,701
0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 43/2/3/5 114/9/5/5 0,357
0/1/2/3

CA9 siddet skoru 43/1/2/17 114/9/6/4 0,306
0/1/2/3

CA9 final skoru 0(0-9) 0 (0-9) 0,295
CA9 final skoru 46/5/2 127/5/1 0,121
0-3/4-6/7-9
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Her 3 belirtecin cinsiyetle iligkisi arastirildiginda, 2 grup arasinda dzellikle
HIF-1o’nin final skoru agisindan anlamli farklilik saptanmis (p<0,05) , erkeklerde
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 12).

Tablo 12. Cinsiyet ve immiinhistokimyasal sonuglarin iligkisi

Degiskenler Kadin (n=86) Erkek (n=100) p-degeri
HIF-1a yayginlik skoru 5/13/16/52 6/7/12/75 0,044 *
0/1/2/3

HIF-1a siddet skoru 5/45/29/7 6/36/46/12 0,050
0/1/2/3

HIF-10 final skoru 3 (0-9) 6 (0-9) 0,013 *
HIF-10 final skoru 52/28/6 43/45/12 0,055
0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 12/14/12/48 9/13/14/64 0,196
skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 12/28/29/17 9/32/38/21 0,415
0/1/2/3

CXCR4 final skoru 3(0-9) 4 (0-9) 0,188
CXCR4 final skoru 48/23/15 46/37/17 0,302
0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 71/9/4/2 86/2/4/8 0,703
0/1/2/3

CA9 siddet skoru 71/7/2/6 86/3/6/5 0,560
0/1/2/3

CAD9 final skoru 0 (0-6) 0 (0-9) 0,697
CA9 final skoru 83/3/0 90/7/3 0,081
0-3/4-6/7-9

(¥): Istatistiksel olarak anlamh p degerleri
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Immiinhistokimya sonuglari ile tiimoér lokalizasyonu arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir iliski bulunmamustir (Tablo 13).

Tablo 13. Tiimor lokalizasyonu ve immiinhistokimyasal sonuclarin iligkisi

Degiskenler Rektum ve Kolon p-degeri
Rektosigmoid (n=59) (n=127)

HIF-10 yayginhk 2/6/8/43 9/14/20/84 0,324

skoru

0/1/2/3

HIF-1a siddet skoru 2/25/26/6 9/56/49/13 0,451

0/1/2/3

HIF-1a final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,482

HIF-10 final skoru 29/25/5 66/48/13 0,816

0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 9/7/8/35 12/20/18/77 0,707

skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 9/17/23/10 12/43/44/28 0,496

0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,740

CXCR4 final skoru 29/22/8 65/38/24 0,502

0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 52/1/3/3 105/10/5/7 0,395

0/1/2/3

CA9 siddet skoru 52/2/1/4 105/8/717 0,383

0/1/2/3

CAD9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-9) 0,416

CA9 final skoru 54/4/1 119/6/2 0,849

0-3/4-6/7-9
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Olgular, timo6r ¢apinin 5 cm’yi asip asmamasina gore 2 gruba ayrilarak
immiinhistokimyasal bulgularla iligskisi arastirildiginda, HIF-lo ve CXCR4
yayginliginin, CXCR4 siddet ve final skorlarinin 2 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkli oldugu (p<0,05), timor c¢apr arttikca bu belirteclerin

ekpresyonunun azaldigi goriilmiistiir (Tablo 14).

Tablo 14. Tiimor ¢ap1 ve immiinhistokimyasal sonuglar arasindaki korelasyon

katsayilar1 ve 6nemlilik diizeyleri

Tiimor Cap

r p
CA9 YAYGINLIK -0,055 0,458
CA9 SIDDET 0,063 0,396
CA9 FINAL -0,058 0,436
CXCR4 YAYGINLIK -0,154 0,036%
CXCR4 SIDDET 0,142 0,053 *
CXCR4 FINAL -0,162  0,028*
HIF 1 YAYGINLIK  -0,188 0,010%
HIF 1 SIDDET 0,089 0,227
HIF 1 FINAL 0,129 0,081

(¥): Istatistiksel olarak anlamh p degerleri

Tiimorler, makroskopik biiylime paterni iilserevejetan ve deprese olanlar
ile polipoid olanlar seklinde iki gruba ayrilarak, immiinhistokimya sonuglar ile
iliskisi degerlendirilmis, iilserevejetan ve deprese grubunda CA9 yayginlik, siddet
ve final skorlar1 polipoid olanlardan istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) yiiksek

bulunmustur (Tablo 15) .
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Tablo 15. Tiimoriin makroskopik biiyiime paterni ve immiinhistokimyasal

sonuglarin iligkisi

Degiskenler Ulserevejetan Polipoid p-degeri
/Deprese (n=14)
(n=170)
HIF-1a yayginlik skoru 11/18/26/115 0/2/2/10 0,709
0/1/2/3
HIF-1a siddet skoru 11/74/71/14 0/7/4/3 0,507
0/1/2/3
HIF-10 final skoru 3(0-9) 4,5 (1-9) 0,501
HIF-10 final skoru 88/69/13 7/4/3 0,192
0-3/4-6/7-9
CXCR4 yayginhik skoru  17/27/24/102 2/0/2/10 0,442
0/1/2/3
CXCR4 siddet skoru 17/54/63/36 2/6/4/2 0,285
0/1/2/3
CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,836
CXCR4 final skoru 84/56/30 8/4/2 0,854
0-3/4-6/7-9
CA9 yayginlik skoru 146/9/6/9 9/2/2/1 0,040 *
0/1/2/3
CA9 siddet skoru 146/8/7/9 9/2/1/2 0,035 *
0/1/2/3
CA9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-6) 0,039 *
CA9 final skoru 159/8/3 12/2/0 0,346
0-3/4-6/7-9

(*): Istatistiksel olarak anlamh p degerleri
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Vakalar histolojik gradelerine gore, grade 1 ve 2 olanlar ile 3 olanlar
seklinde 2 gruba ayrilarak incelendiginde, CXCR4 yayginlik ve final skorlarinin
grade 1 ve 2 olanlarda, 3 olanlardan daha yiiksek oldugu (p<0,05) bulunmustur
(Tablo 16).

Tablo 16. Tiimoriin histolojik grade’i ve immiinhistokimyasal sonuglar arasi iligki

Degiskenler Grade 1 ve2 (n=138) Grade 3 (n=48) p-degeri
HIF-10 yayginhk skoru 6/13/20/99 57718128 0,059
0/1/2/3

HIF-1a siddet skoru 6/60/58/14 5/21/17/5 0,360
0/1/2/3

HIF-1a final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,194
HIF-10 final skoru 68/56/14 27/17/4 0,704
0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 13/19/15/91 8/8/11/21 0,013%*
skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 13/43/51/31 8/17/16/7 0,095
0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,030%*
CXCR4 final skoru 65/47/26 29/13/6 0,270
0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 116/9/6/7 41/2/2/3 0,869
0/1/2/3

CA9 siddet skoru 116/7/7/8 41/3/1/3 0,817
0/1/2/3

CAD9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-9) 0,844

(¥): Istatistiksel olarak anlamh p degerleri
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Anjiolenfatik invazyon varlig1 ile immiinhistokimyasal belirtecler arasinda

iliskisi saptanmamuistir (Tablo 17).

Tablo 17. Anjiolenfatik invazyon ve immiinhistokimyasal sonuclar arasr iligki

Degiskenler Negatif (n=87) Pozitif (n=99) p-degeri
HIF-1a yayginlik skoru 7/11/9/58 4/9/18/68 0,655
0/1/2/3

HIF-10 siddet skoru 7/34/32/12 4/46/43/6 0,620
0/1/2/3

HIF-10 final skoru 3(0-9) 3(0-9) 0,836
HIF-1a final skoru 44/29/12 50/44/5 0,070
0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginlik skoru 7/13/15/50 13/14/11/61 0,974
0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 7/33/27/18 13/27/39/20 0,818
0/1/2/3

CXCR4 final skoru 3(0-9) 4 (0-9) 0,549
CXCR4 final skoru 47/26/12 46/33/20 0,409
0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 72/4/3/6 83/7/5/4 0,951
0/1/2/3

CA9 siddet skoru 72/6/2/5 83/4/6/8 0,828
0/1/2/3

CA9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-9) 0,880
CA9 final skoru 80/3/2 91/7/1 0,443
0-3/4-6/7-9
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T kategorileri 1-2 ve 3-4 olarak gruplandiginda immiinhistokimyasal
bulgular acisindan gruplar arasi fark bulunmamustr (Tablo 18).

Tablo 18. T kategorisi ve immiinhistokimyasal sonuglar arasi iliski

Degiskenler Evre I-11 Evre III-1V p-degeri
(n=8) (n=178)

HIF-1o yayginhk 0/0/0/8 11/20/28/119 0,054

skoru

0/1/2/3

HIF-1a siddet skoru 0/6/2/0 11/75/73/19 0,200

0/1/2/3

HIF-1a final skoru 3(3-6) 3,5 (0-9) 0,841

HIF-1a final skoru 6/2/0 89/71/18 0,143

0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 1/3/0/4 20/24/26/108 0,401

skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 1/2/2/3 20/58/65/35 0,488

0/1/2/3

CXCR4 final skoru 3(0-9) 3,5 (0-9) 0,793

CXCR4 final skoru 5/1/72 89/59/30 0,741

0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 8/0/0/0 149/11/8/10 0,217

0/1/2/3

CA9 siddet skoru 8/0/0/0 149/10/8/11 0,217

0/1/2/3

CAD9 final skoru 0 (0-0) 0 (0-9) 0,217

CAJ9 final skoru 8/0/0 165/10/3 0,429

0-3/4-6/7-9
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Lenf nodu metastazi varlig1 ile immiinhistokimyasal bulgular aras1 iliski
bulunmamustir (Tablo 19).

Tablo 19. N kategorisi ve ve immiinhistokimyasal sonuclar arasi iliski

Degiskenler NO (n=77) N1 ve N2 (n=109) p-degeri
HIF-10 yaygimmhk 5/7/13/52 6/13/15/75 0,916
skoru

0/1/2/3

HIF-10 siddet skoru 5/32/31/9 6/49/44/10 0,725
0/1/2/3

HIF-10 final skoru 3(0-9) 3(0-9) 0,755
HIF-10 final skoru 39/29/9 56/44/9 0,763
0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 11/9/11/46 10/18/15/66 0,792
skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 11/23/28/15 10/37/39/23 0,640
0/1/2/3

CXCR4 final skoru 3(0-9) 3(0-9) 0,777
CXCR4 final skoru 39/28/10 55/32/22 0,636
0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 65/3/3/6 92/8/5/4 0,892
0/1/2/3

CA9 siddet skoru 65/5/2/5 92/5/6/6 0,986
0/1/2/3

CA9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-9) 0,937
CAJ9 final skoru 71/4/12 102/6/1 0,700
0-3/4-6/7-9
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Tan1 aninda metastaz varligr ve immiinhistokimyasal sonuclar arasi iliski
bulunmamustir (Tablo 20).

Tablo 20. Tam1 aninda metastaz varligt ve immiinhistokimyasal sonuclar arasi

iligki

Degiskenler Metastaz Yok Metastaz Var p-degeri
(n=135) (n=51)

HIF-1a yayginlik skoru 9/17/19/90 2/3/9/37 0,319

0/1/2/3

HIF-10 siddet skoru 9/60/55/11 2/21/20/8 0,245

0/1/2/3

HIF-1a final skoru 3(0-9) 6 (0-6) 0,228

HIF-10 final skoru 71/54/10 24/19/8 0,289

0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginlik skoru 17/21/20/77 4/6/6/35 0,143

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 17/39/56/23 4/21/11/15 0,667

0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,386

CXCR4 final skoru 66/51/18 28/9/14 0,817

0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 117/5/7/6 40/6/1/4 0,195

0/1/2/3

CA9 siddet skoru 117/8/4/6 40/2/4/5 0,137

0/1/2/3

CA9 final skoru 0(0-9) 0 (0-9) 0,170

CA9 final skoru 126/7/2 47/3/1 0,777

0-3/4-6/7-9
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Vakalar erken ( Evre I ve II) ve ileri evre (Evre III ve IV) olarak

gruplandirildiginda, immiinhistokimya sonuclar ile iligkisi goriilmemistir (Tablo

21).

Tablo 21. Hastalik evresinin ve immiinhistokimyasal sonuglarin iliskisi

Degiskenler Erken Evre Tleri Evre p-degeri
(n=62) (n=124)

HIF-1a yayginlik skoru 5/6/10/41 6/14/18/86 0,623

0/1/2/3

HIF-10 siddet skoru 52612417 6/55/51/12 0,861

0/1/2/3

HIF-1a final skoru 3 (0-9) 3,5(0-9) 0,803

HIF-1a final skoru 33/22/7 62/51/11 0,715

0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginlik skoru 9/7/10/36 12/20/16/76 0,646

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 9/17/25/11 12/43/42/27 0,750

0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 3(0-9) 0,820

CXCR4 final skoru 30/25/7 64/35/25 0,146

0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 53/2/2/5 104/9/6/5 0,885

0/1/2/3

CA9 siddet skoru 53/5/1/3 104/5/7/8 0,704

0/1/2/3

CAJ final skoru 0(0-9) 0(0-9) 0,796

CA9 final skoru 58/2/2 115/8/1 0,323

0-3/4-6/7-9




Tanm ya da takibinde karaciger metastazi gelisen ve gelismeyen vakalar

arasinda immiinhistokimyasal bulgular yoniinden farklilik saptanmamistir (Tablo

22).

Tablo 22. Tam

ya da takipte uzak organ metastazi

immiinhistokimyasal Sonuglarin ligkisi

durumunun ve

Degiskenler Metastaz KC KC Dis1 p-degeri
Yok Metastaz1* Metastaz

(n=90) (n=59) (n=37)
HIF-1a yayginhk 6/11/16/57 3/5/7/44 2/4/5/26 0,373
skoru
0/1/2/3
HIF-1a siddet 6/36/40/8 3/26/23/7 2/19/12/4 0,778
skoru
0/1/2/3
HIF-10 final 4 (0-9) 3(0-9) 3(0-9) 0,814
skoru
HIF-10 final 43/40/7 30/22/7 22/11/4 0,573
skoru
0-3/4-6/7-9
CXCR4 10/13/14/53 5/6/5/41 6/6/7/18 0,157
yayginhik skoru
0/1/2/3
CXCR4 siddet 10/26/37/17 5/23/16/15 6/11/14/6 0,750
skoru
0/1/2/3
CXCR4 final 4 (0-9) 3(0-9) 3(0-9) 0,467
skoru
CXCR4 final 43/33/14 31/14/14 20/13/4 0,317
skoru
0-3/4-6/7-9
CA9 yayginhk 80/5/3/2 44/5/416 33/1/1/2 0,137
skoru
0/1/2/3
CA9 siddet skoru 80/6/2/2 44/4/4/7 33/0/2/2 0,073
0/1/2/3
CAJ9 final skoru 0 (0-6) 0 (0-9) 0 (0-9) 0,094
CA9 final skoru 87/3/0 52/5/2 34/2/1 0,200

0-3/4-6/7-9

(*): izole karaciger metastazi ya da karaciger dis1 uzak organla birlikte
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Takipte lokal niiks gelisimi ile immiinhistokimyasal bulgular arasinda

iliskisi saptanmamuistir (Tablo 23).

Tablo 23. Takipte lokal niiks gelisiminin ve immiinhistokimyasal sonuglarin

iliskisi

Degiskenler Lokal Niiks Yok Lokal Niiks Var p-degeri
(n=173) (n=13)

HIF-10 yayginhk 10/18/25/120 172/3/7 0,273

skoru

0/1/2/3

HIF-1a siddet skoru 10/75/71/17 1/6/4/2 0,892

0/1/2/3

HIF-1a final skoru 3(0-9) 3(0-9) 0,633

HIF-10 final skoru 88/68/17 7/5/1 0,961

0-3/4-6/7-9

CXCR4 yayginhk 19/23/25/106 2/4/1/6 0,205

skoru

0/1/2/3

CXCR4 siddet skoru 19/54/63/37 2/6/4/1 0,150

0/1/2/3

CXCR4 final skoru 4 (0-9) 2 (0-9) 0,061

CXCR4 final skoru 85/57/31 9/3/1 0,335

0-3/4-6/7-9

CA9 yayginlik skoru 146/10/8/9 11/1/0/1 0,986

0/1/2/3

CA9 siddet skoru 146/9/8/10 11/1/0/1 0,980

0/1/2/3

CAD9 final skoru 0 (0-9) 0 (0-9) 0,990

CA9 final skoru 161/10/2 12/0/1 0,198

0-3/4-6/7-9
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Immiinhistokimya sonuglarindan higbiri ile (siddet, yayginlik ve final
skorlar1) genel sag kalim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmamustir. Her 3 belirte¢ icin final skorlar ile elde edilen, Kaplan Meier

egrileri Sekil 7-9 ‘da sunulmustur.
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Sekil 8. CXCR4 final skoruna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrileri
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Genel Sagkalim Orani
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Sekil 9. CA 9 final skoruna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrileri

Her 3 belirtecin tiimorogenezde birbiri ile iligkili yollarda gorev aldiginin

tartisilmas1 nedeniyle, ekspresyonlari arasi iligki arastirilmis, istatistiksel olarak

anlaml bir iligki saptanmamistir (Tablo 24).

Tablo 24. Markerlerin boyanma yayginlik, siddet ve final skorlarimin birbirleri

arasindaki korelasyon katsayilart ve 6nemlilik diizeyleri

CA9-CXCR4 CA9-HIF1 HIF1-CXCR4
r p r p r p
YAYGINLIK  -0,027 0,711 -0,066 0,374 -0,038 0,607
SIDDET -0,030 0,687 0,003 0,968 -0,023 0,755
FINAL -0,040 0,584 -0,019 0,798 -0,020 0,790
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5. TARTISMA

Kolorektal karsinomlar, en sik goriilen kanserler arasinda diinyada 3.
tilkemizde ise, 2006 yili Saglik Bakanligi verilerine gore, erkeklerde 4. |,
kadinlarda ise 2. sirada yeralmaktadir. Hem erkekler hem de kadinlar icin, halen
yiiksek mortalite ve morbidite nedenidir (118). Avrupa birliginde yillik kolorektal
karsinom insidanst ve mortalitesi sirasiyla 58/100.000 ve 30/100.000 olarak
bildirilmektedir (119) . Erken tani, klinik prognostik parametrelerin iyi
anlasilmas1 ve kemoterapi veya radyoterapi ile kombine edilen cerrahi tedavi
yontemleri sayesinde tedavi etkinligi artmistir. Florourasil ile kombine
oksaliplatin, 16kovorin (folinik asit) ve irinotekan kullanimi son zamanlarda
uygulanan etkin tedavi yotemlerindendir (120). Hedefe yonelik tedaviler arasinda
one ¢ikan cetuximab ve panitumumab ise epitelial biiylime faktor reseptoriine
(EGFR) kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlardir.Bu ajanlar ileri evre
kolorektal karsinomlu hastalarda kullanim icin sirasiyla 2004 ve 2006 yillarinda
FDA onay1 almiglardir ve iilkemizde de bazi hastalara uygulanabilmektedir. Bu
ilacin kullanilabilmesi icin kolon karsinomlu hastalarin tiimérlerinde K-ras
onkogeninin dogal halde (wild tip) bulunmasi gerekmektedir. Eger tiimordeki bu
onkogen mutant ise, EGFR blokorii antikorlarin etkili olmas1 beklenmemektedir.

Gelisen tedavi yontemlerine ragmen gastrointestinal sistem kanserlerinde,
ideal tedavi yonteminin se¢ilmesi halen 6nemli bir sorundur. Her ne kadar bir
miktar bagar1 saglanabildiyse de, hastanin prognozunu, tedaviye cevabini,
tedavinin toksisitesini ve hastalik rekiirrensini 0ngormek icin daha gecerli

belirteclere ihtiyac vardir. Boylelikle, kemoterapiye cevap verme ihtimali daha
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yiiksek hastalar secilebilecek, hastaya ve tiimore spesifik molekiilleri hedefleyen
tedavi yontemleri uygulanabilecektir (121). Nitekim cetuximab gibi hedefe
yonelik tedavi protokollerinin, Oniimiizdeki yillarda tiimor genetigindeki
calismalarin 15181inda daha da gelisecegi agiktir.

Kolorektal karsinomlarda her ne kadar erken evre hastalarda 5 yillik yasam
%90’ a yaklagsa da, sag kalimin uzak metastaz ve lokal niiks varliginda dramatik
disiisi (% 19) dikkati cekmektedir. Kolorektal karsinomlarin uzak organ
metastazlarinda karaciger one ¢ikmakta ve mortalitenin baglica nedeni olmaktadir
(47, 48, 122). Kolorektal karsinomlarda ileri evre hastaligin ve mortalitenin sik
rastlanan diger bir nedeni de peritoneal metastazlardir. Li ve arkadaslar
kolorektal karsinoma ait hiicre serileri ile yaptiklar1 fare deneylerinde, peritoneal
ve intradermal timoér modelleri olusturarak mikroskopik tiimor odaklarinda
hipoksiyi arastirmiglardir. 1 mm’den kiiciik tiimorlerin vaskiiler desteginin ve
perfiizyonunun c¢ok diisiik oldugunu bulmuslardir. Dolayisiyla 1 mm’den kiigiik
tiimorler ve asit igcinde serbest olarak yiizen tiimor hiicreleri, hipoksik timor
odaklaridir. 1-4 mm ¢apa ulasan tiimorlerde, vaskiiler yap1 gelismekte ve hipoksik
alan kalmamaktadir. 4 mm’yi gecen tiimorlerde ise, nekroz odaklar1 ile
karakterize tipik hipoksi bulgular1 izlenmistir (123, 124).

Kanser biyokimyasinin ilgi ¢ekici bir arastirma konusu oldugu 1950’li
yillardan sonra, hipoksi-tiimorogenez iliskisi ortaya atilmistir. Hipoksinin
immiinhistokimyasal olarak tesbitine yonelik calismalar ise son 10 yilda giindeme
gelmis ve ozellikle son 5 yilda hiz kazanmistir(125). Boylelikle hipoksi gostergesi

olabilecegi diisliniillen immiinhistokimyasal belirtecler de,  malignitelerde
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prognostik Onemi tartisilan parametreler arasinda yerini almistir. Bunlardan
giindemde olan ikisi HIF-1a ve CA9’dur.

Tedavi yontemlerindeki gelismelerle birlikte, kemoterapotiklerin yalniz
basina ya da radyoterapi ile birlikte lokorejyonel uygulamalar1 giindeme gelmistir
(124). Tiimordeki hipoksi paterninin anlagilmast ve hipoksi derecesinin
azaltilmasi, kolorektal tiimorlerin pimer odaklar1 yani sira, peritoneal metastazlari
icin de denenen tedavi yontemlerinin efikasitesini arttiracaktir (123).

Kolorektal karsinomlarda molekiiler yontemlerle tanimlanan prognostik
genetik degisiklikler olmasina ragmen, bunlarin rutin kullanima girememesi ve
immiinhistokimyanin  nisbeten ucuz bir yontem olusu, prognostik
immiinhistokimyasal belirtecler aramayi ilgi ¢ekici kilmaktadir. Ancak, kolorektal
karsinomlarda heniiz immunhistokimyasal olarak gecerli, TNM evrelemesine ve
diger morfolojik oOzelliklere iistiinliigii olan prognostik ve prediktif belirteg
sunulmamistir. Giindemde olan immiinhistokimyasal belirteclerin baslicalari,
kolorektal tiimorogenezde rol alan sinyal yollarinin proteinleri (WNT sinyal
yolagi: B-katenin, APC, E-kaderin; TGF-B yolagi: TGF-B, SMAD proteinleri;
RAS-MAP kinaz yolagi: RKIP, RHAMM) hiicre dongiisii durdurucular (p53, p27,
p21), apopitozis ( Bcl-2, Bax) ya da proliferasyon (Ki-67) gostergeleridir (126).
Bu proteinlerin prognostik degeri heniiz tedaviye yon verecek kadar aydinliga
kavugsmamistir, ancak p21, p53 ekpsresyonundaki artis ve p27 ekpsresyon
kaybinin kotii prognostik faktorler oldugu diisiiniilmektedir. VEGF ve EGFR
tedavi yansimalari da olan diger umut verici belirteclerdir. Ancak gozlemciler

arast skorlama farkliliklar, uyum sorunu, arastirma metodlarindaki farkliliklar ve
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yetersiz Orneklem biiyiikliigli gibi sorunlar nedeniyle immiinhistokimya
sonuglarinda celigkili sonuglara varilmaktadir. Doku mikroarray bloklar1 ile
caligmanin bu celigkili sonuglarin Oniine gecmede katkisinin  olacagi
diisiiniilmektedir. Doku mikroarray yontemi ile skorlanacak tiimor alaninin kiigiik
olmas1 gozlemciler arasi farki azaltmaktadir. Bu yontemin bir diger avantaji ayni
ornekte ¢ok sayida belirtec calisilabilmesi ve iligkilerinin ortaya konabilmesidir
(126).

HIF-1a ile ilgili calismalar 1990’larin sonlarinda giindeme gelmistir.
Normal dokuda ve bir¢cok kanser tiiriinde (6r: prostat, mide, oral kavite, serviks
uteri, endometrium) immiinhistokimyasal olarak tesbitine dayali cok sayida
calisma mevcuttur (1, 127-132).

Zhong ve arkadaslari 19 farkli malignite ve 21 farkli nonneoplastik
dokudan olusan 353 vakalik bir calisma yapmislardir. Ancak serideki kolon
adenokarsinomlu olgu sayist 22, nonneoplastik kolon 6rnegi sayisi ise 24 ile
sinirlidir. HIF-1o’nin normal dokularda cogu zaman negatif oldugu goriilmiistiir.
Kondrositler, adrenal korteks, bobregin distal tiibiil epiteli, pankreasin asiner
hiicreleri, testis seminifer tiibiilleri nadiren fokal HIF-1a ekspresyonu gosteren
nontiimoral dokulardir. Adrenal kortekste, fetal karacigerde, bobrek distal tiip
epitelinde, dalak ve tonsildeki B hiicrelerindeki zayif HIF-1a pozitifligine, bu
hiicrelerdeki yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksinin de eslik ettigi raporlanmistir.
Incelenen 19 malign timor tipinden 13’iinde (kolon, meme, pankreas, mide,
prostat adenokarsinomlari, akcigerin kiiciik hiicreli karsinomu ve adenokarsinomu,

over karsinomu, glial tiimorler, renal hiicreli karsinom, mezotelyoma, malign
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melanom ve malign fibréz histiyositom) normal doku ile karsilastirildiginda
artmis HIF-1a ekspresyonu saptanmustir (1, 40, 133, 134). Bu durum p53
ekspresyon oranlar1 ile de korele bulunmustur. Meme ve uterusun benign
tiimorlerinde (fibroadenom ve leiomyom) HIF-1a negatifken, meme, kolon ve
prostatin preneoplastik lezyonlarinda (komedo tipte intraduktal karsinom,
prostatik intraepitelyal neoplazi ve adenomat6z polip) ekspresyonu saptanmistir.
Ozetle, normal dokudan, premalign lezyona ve karsinoma giden siirecte artan
HIF-1a ekspresyonu goriilmiistiir. HIF-1a’nin tiimorogenezdeki roliine isaret eden
bu bulgulara ek olarak, boyanma paterni (6zellikle tiimoriin periferinde ya da
neovaskiilarizasyon gosteren alanlarinda yogunlasan boyanma) ve metastazlarda
primer tiimore gore daha yiiksek pozitifligi nedeniyle kanser progresyonunda da
rolii oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonucu, beyin tiimorlerinin derecesi ile HIF-
la ekspresyonun paralellik gostermesi de desteklemektedir (1).

Talk ve arkadaslar1 ise 5 adet kolon adeokarsinom olgusunun da
bulundugu farkli malign tiimorleri iceren 57 vakayi incelemislerdir.

Tablo 25. Literatiirde bildirilen HIF-1a pozitiflik yiizdeleri

HIF-1o pozitif tiimorler
Tiimor tipi
Zhong ve ark Talks ve ark
Prostat Adenokarsinomu %82 %40
Kolon Adenokarsinomu %100 %80
Meme Adenokarsinomu %29 %83
Yiiksek dereceli glial timor %40
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Zhong ve Talk’in serilerinde bildirilen malignitelerin bir kismina ait HIF-
la ekpresyon sikligi Tablo 25°te sunulmustur. Her iki seride de HIF-1o’nin
dominant intraseliiler lokalizasyonunun niikleus oldugu ve boyanmanin
perinekrotik alanlarda ve tiimoriin invaziv sinirlarinda yogunlastigi goriilmiistiir.
HIF-1o’nin prognostik oneminin arastirildigi 13 calismayr derleyen Vordermark
ve arkadaslar1 (4), calismalarin 9’unda (35, 135-142) yiiksek HIF-1a diizeyleri ile
birlikte, tedaviye baslangi¢ yanitinin, genel sagkalimin ve hastaliksiz sagkalimin
azaldigimi gormiislerdir. HIF-1o’nin kotii prognostik faktor oldugunu soyleyen bu
9 calismada, ele alinan vakalarin ¢ogunu kemoterapi ile birlikte ya da tek basina
radyoterapi verilen bag-boyun tiimorleri olusturmaktadir. Artan HIF-1a diizeyleri
ile genel sagkalimin da arttigin1 soyleyen 2 calismada ise, primer tedavi yontemi
olarak cerrahi uygulanan bag-boyun tiimorleri ve akcigerin kiiciik hiicreli disi
karsinomu ele alinmistir (134, 143). Bu durum HIF-1o’nin kétii prognozdan ¢ok,
radyoterapi direncinin bir gostergesi oldugunu akla getirmektedir. Diger yandan
primer tedavi yonteminin cerrahi oldugu serviks kanserli bir grup hastada HIF-1a
yine kotii prognozla iligkili bulunmustur (136). Bu celiskili sonuglar, HIF-1a’nin
serviks kanserinde endojen hipoksi belirteci olarak giivenilirliginin bas boyun
kanserleri kadar net olmamasi ile agiklanmistir (144).

Degisen caligmalarda HIF-1a, oligodendrogliomlar, serviks uteri invaziv
karsinomlar1, overin ylizey epitel kokenli timorleri ve meme karsinomlarinda
kotii prognostik bir faktor olarak bildirilmistir. Meme karsinomlu, lenf nodu
metastazi  olmayan hastalarda ©6nemli bir prognostik belirtec oldugu

savunulmustur (145).
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HIF-1ao’nin kolon adenokarsinomlarinin oncii lezyonlar1 olan adenomatoz
polipler ve serrated poliplerde, karsinogenezin erken basamaklarinda eksprese
oldugu ve invaziv basamaga gelindiginde maksimum diizeye ulastigini saptayan
immiinhistokimyasal caligmalarin yani sira, net bir iliskiyi ortaya koyamayan
yayinlar da vardir.

Kolorektal karsinogenezde, oncii lezyonlarin degisen morfolojisine gore 2
temel yol tanimlanmistir. Bunlar, adenom-karsinom sekansi (konvansiyonel yol)
ve serrated yoldur (6). Tiimorlerin %70-80’inde gecerli geleneksel yol (adenom-
karsinom sekansi), sirasiyla K-RAS, APC ve p53 genlerinin mutasyonunu
icermektedir (146).

Sugai ve arkadaglar1 adenomlarda displazi derecesi artttkca p53 gen
mutasyonlarinin da arttifin1  gostermistir  (29). Aym  basamakta HIF-1a
ekspresyonunda da artis bildirilmektedir (6). Kolorektal karsinomlarin %15’inde
gecerli serrated yolda ise, BRAF mutasyonu ve MLH-1 replikasyon tamir
kompleksinin metilasyonla inaktivasyonu ve mikrosatellit insitabilite rol alir. Bu
yolun Oncii lezyonlar1 olan hiperplastik poliplerde BRAF mutasyonu %2, MLH-1
metilasyonu %36 iken, bu oranlar sesil serrated adenomlarda sirasiyla % 75 ve
%70’tir (147). BRAF mutasyonu ile artan HIF-1a ekspresyonu ilk kez melanom
hiicrelerinde ortaya konmustur (148). MLH-1 ve HIF-la arasindaki iligki ise
heniiz netlestirilememistir. Ancak mevcut bulgular, HIF-1a ekspresyonunun,
konvansiyonel ve serrated yollarin her ikisinde de, genetik insitabilite ile korele

olarak arttigin1 gostermektedir (6).
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Simiantonaki ve arkadaslar1 (6) normal kolon mukozasi, prekiirsor
lezyonlar ve karsinomlardaki HIF-1a ekspresyon profilini belirleyerek
karsinogenezdeki roliinii anlamay1 amagladiklar1 bir ¢alismada, klasik ve serrated
adenomlar ile normal mukozayi, metastatik karsinomlar ile nonmetastatik vakalar1
karsilagtirmislardir. Normal kolon mukozasi, diisiik dereceli displazi gosteren
adenomatdz polipler ve hiperplastik polipler HIF-1o ile negatifken, yliksek
dereceli displazi gosteren adenomatdz poliplerin (%50) ve sesil serrated
adenomlarin (%54) bir kisminda HIF-1a’nin niikleer ve sitoplazmik ekspresyonu
izlenmistir. Ele alinan evre III, orta derecede differansiye 92 kolon
adenonokarsinom vakasinin tiimiinde degisen yogunluklarda niikleer ve eslik eden
sitoplazmik boyanma goriilmiistiir. Niikleer boyanma siddetinin vakalarin
cogunda (%47) giiclii oldugu raporlanmistir.

Greijer ve arkadaslar1 ise, normal kolon mukozasinda da pozitiflik
izlenmis ve normal mukoza (%100), adenomlar (%87) ve karsinomlar (%78)
arasinda HIF-lo  ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak  farklilik
bildirmemislerdir (149). Ancak boyanma paterninde farklilik raporlamislardir.
Normal mukozada ve adenomlarda yiizey epitel hiicrelerinde, karsinomlarda ise
nekroz komsulugunda niikleer pozitiflik goriilmiistiir. Normal mukozada izlenen
yiizeyel boyanmanin, kolon liimenindeki anaerobik cevrenin yiizey epitelinde
yarattig1 rolatif hipoksiye sekonder olabilecegi yorumu yapilmistir.

Bizim c¢alismamizda da olgularin %94,1 inde HIF-la ekspresyonu
goriilmiistir. Bu oran kolon adenokarsinomlarindaki pozitifligi %100 veya

%100’e yakin olarak raporlayan yukardaki caligmalar ile benzerdir. Ancak
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vakalarimizda diger calismalardan farkli olarak, niikleer ekspresyon siddetinin
siklikla (%51,1) zayif oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki ¢alismalarda HIF-1a
ekspresyonu degerlendirilirken genellikle boyanmanin yayginligina gore skorlama
yapilmig, az sayida calismada boyanma siddeti de skorlamada kullanilmistir.
Bunlardan biri olan Greijer ve arkadaslarinin ¢alismasinda, ele alinan 23 kolon
adenokarsinom vakasinin %61 ‘inde, Simiantonaki ve arkadaslarinin ¢caligsmasinda
ise incelenen 92 kolon adenokarsinom vakasinin %47 ‘sinde niikleer
ekspresyonun siddetli oldugu raporlanmistir. Bizim ¢alismamizla celisen siddet
skorlarinin, doku mikroarray bloklarimizi hazirlarken nekrozdan ve tiimor-normal
doku smirindan uzak tiimor alanlarini segmemiz oldugu diistiniilmiistiir.
HIF-1o’nin  tiimor invazyonunda rol alan genlerin ekspresyonunu
diizenledigi in vivo c¢alismalarda goOsterilmis olsa da, Simiantonaki’nin
caligmasinda, tiimoriin yiizeyel kismi ile derin invaziv bolgesi arasinda da
immiinreaktivite farki goriilmemistir. Ayrica tiimorlerde, homojen sitoplazmik
boyanmaya karsilik, niikleer boyanmanin heterojen oldugu, ancak rastgele
olmadig1 goriilmiistiir. Niikleer pozitiflikler nekroz ve peritiimoral inflamasyon
alanlarinda yogunlagmaktadir. Bu boyanma paterni HIF-1 o’nin inaktif formunun
sitoplazmada sentezi, sonrasinda niikleusa translokasyonu ve diisiik oksijen ve
yiiksek inflamatuar sitokin seviyeleriyle aktivasyonunun gostergesidir(150).
Calismamiz doku mikroarray bloklar1 ile planlandigl icin tiimordeki
dagilim paterni incelenememistir. Ancak olgularin bir kisminda zayif sitoplazmik
pozitiflik izlenmekle birlikte, HIF-1a’nin bir transkripsyon faktorii olmasi ve

tiimorogenezde rol alan aktif formunun niikleusta lokalize olmasi nedeniyle
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yalnizca niikleer boyanmalar onemsenmistir. HIF-1a tiimorlerde genelde niikleer
boyanma gostermekle birlikte, kolon, meme, pankreas ve prostat
adenokarsinomlarinda sitoplazmik pozitiflik de bildirilmistir (133).

HIF-1a ile ilgili arastirmalarin c¢ofu karsinogenezis temelli olup,
prognostik onemini bildiren klinik ¢alismalar az sayidadir. Bunlardan biri Cao ve
arkadaslarinin ¢alismasidir(19). Bu calismada 71 kolorektal karsinom olgusu
incelenmis, vakalarin %54.9’unda niikleer ve sitoplazmik boyanma goriilmiistiir.
Boyanmanin nekroz c¢evresinde yogunlastigini ve normal mukozada ozellikle
boyanma olmadigim bildirmislerdir. Bu c¢alismada, HIF-1a ekpresyonu ile yas,
cinsiyet, timoriin capi, histolojik grade’i ve infiltrasyon derinligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi, ancak evre III ve IV’te, karaciger ve
lenf nodu metastazlarinda HIF-la ekpresyonunda anlamh artis oldugu
belirtilmistir. Evrelere gore degisen HIF-la ekpresyon oranlari, 6zofagusun
skuamoz hiicreli karsinomunun ve rektal adenokarsinomlarin da icinde oldugu
bagka tiimorlerde de bildirilmistir (151-153). Hastalarin 5 yillik sag kalimina
bakildiginda, HIF-1a pozitif olgularin (%46), negatiflere gore (%75) daha kotii
prognozlu oldugu goriilmiistiir. Cok degiskenli analizde HIF-1a ekspresyonunda
artisin bagimsiz bir prognostik faktor oldugu sonucuna varilmistir. Ancak kesin
yorumlar i¢in 6rnek sayisinin artirilmasi gerektigine dikkat ¢ekilmistir.

Prognostik iligskiyi arastiran bir baska klinik ¢alisma Simiantonaki ve
arkadaslarinin caligmasi olup, bu ¢alismada da lenf nodu metastazi ve hematojen
metastaz yapan vakalar ile non-metastatikler arasinda HIF-la ekspresyonu

acisindan anlamli fark ortaya konamamaistir.
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Joshimura (154) ve Wincewicz (155) isimli arastirmacilar da metastaz ile
HIF-1a ekpresyonu arasinda iliskili bulmamuastir. Ancak bu konuda farkli goriisler
de mevcuttur. Dukes evre C veya D vakalarda artmig HIF-1a pozitifligi saptayan
caligmalar da bildirilmektedir (156). Bazi calismalarda HIF-1a ekspresyonu, lenf
nodu metastazi ile iliskili bulunurken, bazilarinda lenfojen degil, hematojen
metastazlarla (6r: karaciger) iliskili oldugu goriisiine varilmistir (157),(158).

Bizim calismamizda da, literatiirdeki aragtirmalarin ¢ogunda oldugu gibi,
HIF-1a ekpresyonu sonuglar ile yas, tiimoriin yerlestigi barsak segmenti ve
makroskopik biiylime paterni arasinda iliski bulunmamustir.

Timoriin - histolojik tipi  O6nemli bir prognostik faktordiir. Hatta
adenokarsinom tipleri arasinda tash yiiziik hiicreli karsinom tanisinin evreden
bagimsiz prognostik faktdr oldugu bildirilmistir(159). Ancak c¢alismamizda
histolojik tip ve HIF-1a ekspresyonu arasinda iliski bulunmamustir.

Artan timor grade’i prognozu kotii etkileyen bir diger giiclii prognostik
faktordiir. Geleneksel olarak 4 basamakli (iyi diferansiye:1, orta derecede
diferansiye:2, az diferansiye:3, andiferansiye: 4) derecelendirme sistemi kullanilsa
da, bu sistemle gozlemciler arast uyumun diisiik olmasi ve prognostik
farkliliklarin 2’li sistemin sonuglari ile korele olmasi nedeniyle son Diinya Saglik
Orgiitii simiflamasinda 4 basamagin, ikiserli birlestirilerek diisiik ve yiiksek
grade’li timorler olmak iizere 2 simif yapilmasit Onerilmistir (160). Bizim
calismamizda da olgular iyi-orta differansiye (diisiik grade’li) ve az diferansiye

(yliksek grade’li) olarak 2 sinifa ayrilarak incelenmis, Cao ve arkadaslan ile
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benzer sekilde HIF-la ekspresyonu acgisindan bu iki grup arasinda farklilik
bulunmamustir.

Giiniimiizde o6zellikle ekstramural vendz invazyonun ve lenfatik
invazyonun sagkalimi etkileyen bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu sonucuna
varilmigken, intramural vendz invazyonun onemi daha belirsizdir(161). Ancak
calismamizda bu gii¢lii prognostik faktor ile HIF-1o ekspresyonu arasinda iligki
saptanmamistir.

Bizim c¢alismamizda da, Cao, Simiantonaki, Joshimura ve Wincewicz
isimli arastirmacilarin ¢alismalar ile benzer sekilde, T, N, M kategorileri ile HIF-
la ekspresyonu arasinda iligki bulunmamistir. Cao’nun tersine prognostik altin
standart parametre olan evre ile de iliski goriilmemistir. Takipte metastaz, lokal
niiks gelisimi ve hastalarin genel sagkalimi ile HIF-1a ekspresyonu arasinda da
korelasyon bulunmamuistir.

Ancak Cao ve arkadaslarinin aksine bizim calismamizda cinsiyet ve HIF-
la ekpresyonu arasinda iliski bulunmustur. AJCC 2000 yilinda kolorektal
kanserlerde calisilan ¢ok cesitli prognostik faktorii kullanimi kolay, pratik degeri
olan bir smiflamada toparlamaya calismistir (162). Fakat cinsiyetin prognostik
degeri bu siniflamada gruplanamamistir ve 6nemi sinirlidir. Bununla birlikte
hastaligin kadinlarda daha iyi seyrettigi bidirilmistir (163). Calismamizda,
erkeklerde HIF-la ekpresyonu kadinlardan istatistiksel olarak anlamli yiiksek
cikmistir.

Calismamizda, capt 5 cm’yi asan tiimorlerde HIF-1a ekspresyonunun 5

cm’den kiiciik tiimorlerden diisiik oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
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oldugu bulunmustur. Bununla birlikte tiimor cap1 kolorektal karsinomlarda diger
malignitelerden daha az onemli ve giivenilirligi sinirli bir prognostik faktor
oldugu da bilinmektedir (164).

HIF-1a’nin kolorektal karsinomlardaki prognostik onemi tartigmalidir.
Bazi caligmalarda, ekspresyonu agresif klinik gidis ve metastaz gelisimi ile korele
bulunurken (154), bazilarinda, calismamizda da oldugu gibi tiimor progresyonu
ile direkt iligkisi saptanmamistir (1, 154-158, 165-167).

Kisaca, bizim ¢alismamizda HIF-1a ile iliskili bulunan cinsiyet ve timor
cap1 parametrelerinin giiclii prognostik faktér olmamasi nedeniyle, her ne kadar
literatiirdeki bazi caligmalarda HIF-1a ekspresyonunun, evre ve sag kalim gibi
onemli prognostik parametreler ile iligkisi raporlansa da, sonucumuz, bu konunun
genis serilerde ¢aligilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

CA9 ‘un tiimor patogenezindeki rolii 1990’11 yillarin baginda HIF-1a ile
iliskisinin bulunmasi ile anlasilmistir (43).

HIF-1a ve CA9 ekspresyon paterninin farkli oldugunu saptayan birbaska
calisma, Russell ve arkadaslarinin, farelere enjekte ettikleri kolon adenokarsinom
hiicrelerinde, CA9 ve HIF-loo boyanma paternini arastirdiklar1 c¢alismadir.
Oksijenizasyonu karbojen (%95 oraninda O, ve %5 oraminda CO, iceren gaz
karigimi1) ve hidralazin ile manipiile ederek, tiimorde varolan dinamik hipoksik
siire¢ icin model olusturduklarinda, iki belirtecin boyanma paterninde farkliliklar
saptamislardir. CA9’un gecmise ait, HIF-1o’nin ise yakin zamana ait hipoksik

durumu yansitan, reoksijenizasyonu saptayabilen degerli endojen belirtecler
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oldugu sonucuna varmislardir (7). Bizim caligmamizda da HIF-la ve CA9
ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmamustir.

Buna kars1, Koukourakis ve arkadaslari ise, bag boyun bolgesinin skuamoz
hiicreli karsinomlarini ele almis ve CA9 ekspresyonunun diger hipoksi belirtegleri
ile korele oldugunu ve artan HIF-la, CA9 ve GLUT-1 diizeylerinin tedavi
direncini telkin ettigini bildirmislerdir (168).

Jankovic ve arkadagslar1 servikal kanserlerle ilgili ¢alismalarinda,
pimonidazol (bir nitroimidazol) ve CA9 seviyeleri arasinda Kkorelasyon
saptamislar, ancak HIF-1o’nin bu ikisiyle iligkisini zayif bulmuslardir. Bu durumu,
HIF-1o’n1n oksijen varliginda hizla parcalanan bir protein olmasina karsi, CA9’un
uzun yarlt omre sahip olmasiyla aciklamislardir. CA9, HIF-1o’nin hedef geni
olmakla birlikte, boyanma paterni HIF-1 a ile birebir 6rtiismemektedir (169).

Greijer ve arkadaglarimin calismasinda, CA9 ile normal mukozada
kriptlerin biiyilk kisminda (%70) pozitiflik goriilmiis olup, boyanmanin kript
bazalindeki proliferatif kompartmanda yogunlastig1 dikkati ¢cekmistir. Bu durum,
normal kolon mukozasinda, CA9’un HIF-la‘dan bagimsiz regiilasyonunu akla
getirmistir. Aymi arastirmacilar, adenomlarda ylizey epitelini de iceren diffiiz
boyanma, adenokarsinomlarda ise, HIF-1a’ya benzer sekilde perinekrotik bolgede
boyanma saptamiglardir (149).

Ivanov ve arkadaslarinin, CA9’un normal dokulardaki ve tiimorlerdeki
ekspresyonunu arastiran bir calismasinda normal safra duktus ve safra kesesi
epitelinde, mide mukozasinda, intestinal kript epitelinde, koroid pleksusta yiiksek

oranda pozitif oldugu, bobrek, beyin ve prostatta ise negatif oldugu bulunmustur.
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Tiimorlerdeki pozitifligi, sadece membrandz ya da membrandz ve sitoplazmik
boyanma seklinde izlenmistir. Bu arastiricilarin ele aldigi tiimorler ve CA9
pozitiflik ylizdeleri Tablo 26’da sunulmustur. Bu ¢alismada, ele alinan kolon
adenokarsinom olgu sayis1 bildirilmemis, ancak vakalarin tamaminda membranéz
(sitoplazmik boyanma eslik edebilir/etmeyebilir) CA9 pozitifligi raporlanmistir.
Bizim calismamizda sadece membrandz ekspresyon Onemsenmis ve olgularin
ancak %15,6’sinda degisen derecelerde CA9 pozitifligi gozlenmistir (170). Bu
durumun nedeninin immiinhistokimyasal teknik farkliliklar1 olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Tablo 26. Baz1 Tiimorlerde CA9 pozitiflik yiizdesi

CA9 pozitif tiimorler
Tiimor tipi

Prostat Adenokarsinomu %0
Kolon Adenokarsinomu %100
Meme Adenokarsinomu %26
Yiiksek dereceli glial timor %100

Diisiik dereceli glial tiimor %0
Serviks Karsinomu %99
Bas boyun karsinomlar1 %89

Monoklonal antikorlar kullanilarak, CA9’un tiimoér davranisi ve prognozu
ile iligkisini saptamaya yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Prognostik iliskiyi
ortaya koyan yayinlar yam sira, prognozla iliski saptamayanlar da vardir. Ornegin

meme karsinomlarim1 elen alan arastiricilardan, Chia ve arkadaslari, CA9
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pozitifligini Ostrojen reseptor negatifligi ile, Generali ve arkadaslar1 ise epirubisin
rezistanst ile iligki bularak, CA9 ekspresyonunun giiclii ve bagimsiz bir
prognostik faktor oldugunu rapor etmislerdir (171, 172).

Loncaster ve arkadaslar1i serviks karsinomlarinda, Giatromanolaki ve
arkadaslar1 ise kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda CA9’un genel
sagkalima etkisini arastirmis ve kotii prognostik faktor oldugunu sdylemislerdir
(173-175). Buna karsilik, Kaanders ve arkadaslar1 bag boyun tiimorlerinde, Hui ve
arkadaslar1 ise nazofarengeal karsinomlarda CA9 ekspresyonu ile prognoz
arasinda iliski saptamamislardir ((138),(176)

Jua ve arkadaslari, hiperplastik polip, adenomatdz polip ve karsinom
vakalarindan olusan toplam 69 vakalik kolorektal neoplazi vakasinda, CA9 ve Ki-
67 pozitifliginin korele oldugunu goézlemislerdir. Hiperplastik poliplerde CA9
pozitifliginin kriptlerde, adenomat6z poliplerde yiizeyde, karsinom olgularinda ise
diffiiz oldugunu bildirmislerdir. CA9’un kolorektal karsinogenezde rol alan bir
molekiil olabilecegini diistinmiislerdir (177).

Niemela ve arkadaslar1 ise, farkli genetik degisiklikleri tasiyan kolon
adenokarsinomlarinda CA9 ekspresyon profilinde farklilik olup olmadigini
arastirmiglardir. Mikrosatellit stabil, instabil ve HNPCC’den olusan 3 grup
arasinda CA9 pozitifligini karsilastirdiklarinda, HNPCC grubunda digerlerinden
yiiksek bulmuslardir. Arastiricilar toplam 113 kolorektal karsinom vakasinmi ele
almiglar, CA9 ekspresyonu ile Dukes evresi ve tiimoriin grade’i arasinda iligki

bulmamislardir(178).
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Buna karsi, Korkeila ve arkadaslarimin caligmasinda, 166 rektal
adenokarsinom vakasi ele alinmis, tek degiskenli sag kalim analizinde, CA9
ekspresyon siddetinin hastaliksiz sag kalimi ongérmede onemli bir parametre
oldugu ortaya konmustur. Tiimoérde CA9 boyanma siddeti zayifsa /negatifse
bunun daha uzun hastaliksiz sagkalimi ve genel sagkalimi predikte ettigi sonucuna
varilmistir (117). Hong ve arkadaslar1 ise, 31 kolorektal karsinom vakasini ele
almis ve Korkeila ile benzer sonuclara varmislardir (179).

Calismamizda, Korkeila ve Hong’un aksine, istatistiksel olarak anlaml
bulunan tek parametre, prognostik degeri sinirli olan tiimér makroskopik paterni
ve CA9 ekspresyonu arasi iliskidir. Buna gore iilserevejetean ve deprese
timorlerde CA9 ekspresyonu, polipoid olanlardan daha yiiksektir. Bizim
calismamizda, Niemela ve arkadaslar ile benzer sekilde, CA9 ekspresyonu ile yas,
cinsiyet, timor lokalizasyonu, tiimor capi, histolojik tip, grade, anjiolenfatik
invazyon varligi, T, N, M katergorileri, evre, takipte lokal niiks gelisimi ve genel
sagkalim arasinda iliski saptanmamuistir.

CXCR4 ‘iin 1980’11 yillarda HIV ile birlikte adinin duyulmasi, zamanla
bircok epitelyal tiimor hiicresi yiizeyinde eksprese olusunun fark edilmesi ve
kemokinlerin daha iyi anlasilmasi ile tiimorogenezdeki roliinii irdeleyen
caligmalar 6ne ¢ikmustir.

Farkli kanserlerde, farkli uzak organlarin metastatik hedef olmalari, kanser
gelisiminin ilk agamalarinda diizenlenen spesifik kemokin reseptorleri ile iliskili

bulunmustur (180).
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Kolorektal karsinomlar, kemokin reseptor ekspresyonunun klinik iligkisini
degerlendirmek icin uygun bir modeldir. Ciinkii yeni kemoterapotik yaklagimlara
ragmen diinyada kansere baglh oliimler arasinda 3. sirada yer almaktadir (12) ve
neden oldugu oliimlerin biiyiik kismi karaciger metastazindan kaynaklanmaktadir.
Her ne kadar venoz drenaj paterni, karaciger metastazi gelisiminde bir mekanik
etki olustursa da bu siirecte kemokinlerin rolii olduguna dair kanmtlar giderek
artmaktadir. Karacigerde saptanan yiiksek CXCL12/ SDF-1 diizeyleri, bu ligandin
reseptoriinii tasiyan tiimor hiicreleri icin (CXCR4" tiimor hiicreleri) metastaz
hedefi olabilecegini akla getirmektedir (62).

Non-neoplastik dokularin tersine, tiimorlerde siklikla artmis CXCR4
ekspresyonuna rastlanmaktadir. Son 5 yilda gastrointestinal sistem tiimorleri basta
olmak {izere bircok tiimorde (meme, beyin, kiiciik hiicreli dis akciger
karsinomlar1), CXCR4#4’iin tiimor hiicre migrasyonunu, invazyonunu ve yeni
damar olusumunu stimiile ederek tiimor yayilimimi kolaylastirdigi bulunmustur.
Bir¢cok tiimorde, artmis CXCR4 ekspresyonu ile hematojen ve lenfojen metastaz
varliginin korele oldugu ve sagkalimin kisaldigr goriilmiistiir(74, 181, 182).
CXCR4 ekspresyon diizeyindeki artisin, timor rekiirrensini ve kotii prognostik
gidisi ongormede prediktif degeri olacag: diisiiniilmektedir (9).

In vitro calismalarda bu reseptoriin aktivasyonu proliferasyon, migrasyon
ve invazyonla iligkili bulunmustur. Bu 6zellikler, CXCR4 blokaji ile kolaylikla
kontrol altina alinabilmistir (183). In vivo calismalarda, AMD3100 isimli CXCR4

inhibitorii ile glioblastomda tiimoér regresyonu goriilmiistiir. Diger bir antagonist
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olan T22 ile, murinde, malign melanomun akciger metastazinin geriledigi
saptanmistir

Calismalarin biiyilk kismini in vitro ¢alismalar ve hayvan modelleri
olusturmaktadir, klinik iliskiyi ortaya koyan calisma sayisit oldukca azdir (73).
Bunlardan birinde 6zofagus kanserlerinde, CXCR4 eksprese eden tiimorlerde sag
kalim 20 ay bulunurken, CXCR4 negatiflerde 76 ay bulunmustur (184). Cok
degiskenli analizde, CXCR4 ekspresyonunun sag kalimi belirlemede giiclii bir
bagimsiz degisken oldugu saptanmistir.

Yapilan immiinhistokimyasal caligmalarda CXCR4’{in degisik ekspresyon
paternleri ile karsilasilmig ve bu paternlerin prognostik ©Onemi iizerinde
durulmustur. CXCR4 membran yerlesimli bir reseptor oldugu halde, mide kanseri
hiicre Kkiiltiirlerinde yapilan akim sitometrik analizde ve immiinhistokimyasal
caligmada, ekspresyonunun daha c¢ok sitoplazmik oldugu goriilmiistiir. Bu
durumun sebebinin, noroblastomda da adi gecen, membran CXCR4 ekspresyon
insitabilitesi olabilecegi one siiriilmiistiir (84). Diger olasiliklar arasinda, otokrin
SDF-1 sekresyonunun CXCR4 endositozuna ve ubikiitin iliskili degradasyona yol
acmast ya da CXCR4’iin endoplazmik retikulumda kalarak hiicre yiizeyine
ulasamamas1 sayillmaktadir (185). Marechal ve arkadaslar1 pankreatik
adenokarsinomlarda, Burger ve arkadaslar1 ise kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinomlarinda sitoplazmik pozitifligin on planda olmasin1 ve az sayida vakada
eslik eden membrandz boyanmanin goriillmesini, CXCR4’iin membrandan

sitoplazmaya translokasyonu ile aciklamislardir (85, 90).
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Yoshitake ve arkadaslar1 ise kolorektal karsinomlarda karsilastiklar
boyanmayi, tiimordeki dominant morfolojiye gore, niikleer ve sitomembrandz
(sitoplazmik ve membranéz boyanma birlikte) olmak iizere 2 farkli patern
seklinde saptamiglardir (86). Niikleer patern hepatoseliller karsinom,
nazofarengeal karsinom , meme ve akciger karsinomunda da bildirilmistir (186-
189). CXCR4’iin transmembran bir protein olmasi, immiinhistokimyasal olarak
membrandz ve sitoplazmik pozitifligin anlamli, niikleer boyanmanin ise
nonspesifik olacagl sonucuna vardirsa da, kolorektal kanser hiicre serilerinde,
western blot yontemi ile CXCR4’iin membranoz fraksiyonuna eslik eden, niikleer
bir fraksiyonunun da oldugu gosterilmistir (86). Ayni arastirmada, niikleer ve
sitomembrandz patern gosteren vakalar karsilastirildiginda, niikleer pozitiflikle
birlikle, tiimor diferansiasyon derecesinin azaldigi, tiimor evresinin ve lenf nodu
metastazinin arttig1 goriilmiistiir.

Mide kanserlerinde, CXCR4 pozitifligi peritoneal karsinomatozis gelisimi
ve malign asit olusumu ile iligkili bulunmustur. Asit sivisinda yiliksek CXCL12
diizeylerine rastlanmistir  (190). Bir bagka c¢alismada, 221 vakada
immiinhistokimyasal olarak CXCR4 c¢alisilmus, diisiik ve yiiksek CXCR4 eksprese
eden grup arasinda, yas, cinsiyet, timor grade’i, lenfatik ve venoz invazyon ya da
timor c¢ap1 yoniinden fark bulunmamistir. Ancak yiiksek CXCR4 ekspresyon
oranlarinin, ileri evre hastalik, lenf nodu metastazi ve tiimor derinligi ile korele
oldugu saptanmustir (185). Yinede de CXCR4’iin mide kanserinde klinik

bulgularla korele olup olmadig tartigmalidir (191, 192).
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Hepatoseliiler karsinomlu hastalarda ise yiiksek CXCR4 diizeylerinin,
lokal ileri evre hastalik, metastaz ve kotii prognozla korele oldugu bildirilmistir
(193).

Marechal ve arkadaglarinin pankreas adenokarsinomlarin1 ele alan
caligmalarinda, RO rezeksiyon yapilan, 70 hasta incelenmis ve CXCR4’iin
immiinhistokimyasal ekspresyonunun, tiimoriin Ki-67 proliferasyon indeksi, lenf
nodu ve karaciger metastazi ile iliskili oldugu bulunmus ve genel sagkalim i¢in
bagimsiz negatif prognostik faktor oldugu saptanmistir (85). Bu bulgular
CXCR#4’iin tiimor hiicresinin yasamasin1 ve ¢cogalmasimi indiikledigi sonucuna
varan in vivo ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir (69, 194, 195). Belki de
gelecekte, biiyiilk prospektif calismalarla, CXCR4 ekspresyonundaki artigin,
hastalarin adjuvan kemoterapi icin sec¢ilmeleri konusunda klinisyene yol
gosterecek bir veri oldugu sonucuna varilacaktir (85).

Kolorektal karsinomlarda artmis CXCR4 ekspresyonu, ileri evre (evre III/
IV) hastalik, lenf nodu metastazi ve hematojen metastazla iligkili bulunmustur.
Tiimoriin metastatik hedefleri arasinda karaciger one ¢ikmaktadir (74, 177, 196).

Kim ve arkadaglari, 100 kolorektal tiimor ve 39 karaciger metastazi
tizerinde ¢aligsmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu ve immiinhistokimya ile yapilan
calismada, AJCC evre I/Il hastalarda siddetli CXCR4 ekspresyonunun metastaz
riskini arttirdig1 saptanmistir. Vakalarin tiimiinde degisen siddetlerde membranoz
boyanmanin da eslik edebildigi sitoplazmik pozitiflik gbzlemislerdir (13,73).

Yoshitake ve arkadaslari, kolorektal karsinomlu toplam 60 hastaya ait

cerrahi rezeksiyon ya da endoskopik biyopsi materyalini ele alarak, SDF-1 Alfa
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ve CXCR4’iin metastazdaki roliinii incelemistir (86). Bu amagla, tiimoriin invaziv
sinirlarinda  ve metastatik lenf nodlarinda, immiinhistokimyasal olarak bu
belirteclerin ekspresyonunu degerlendirmistir. Vakalarin tiimiinde CXCR4
ekspresyonu izlemisler, niikleer ya da sitomembranoz olmak iizere 2 farkli patern
tanimlamiglardir. Her iki antikorun yiiksek ekspresyon siddeti, ileri tiimor evresi,
lenfatik/ vendz invazyon, lenf nodu metastazi ve kotii prognozla iligkili
bulunmustur. Ancak cok degiskenli analizde, CXCR4 ve SDF-1 Alfa
ekspresyonunun prognostik 6nemi olmadigi, bagimsiz tek prognostik faktoriin
evre oldugu bildirilmistir.

Calismamizda, literatiirle benzer sekilde olgularin biiyiik kisminda (%89,3)
farkli siddetlerde CXCR4 pozitifligi izlenmis olup, Kim ve arkadaslari ile benzer
sekilde bu boyanmanin sitoplazmik oldugu goriilmiistiir. Niikleer ya da
membrandz pozitiflik izlenmemistir. Ancak bu calismalarin aksine, bizim
calismamizda, CXCR4 ekspresyonunun kolorektal karsinomlarda kétii prognoz ile
iliskili olmadig goriilmiistiir.

Sonug olarak, calismamizda ele alinan molekiiller, kolorektal karsinomlar
da dahil, malignitelerdeki prognostik degeri ¢eliskili olan, heniiz tedavi planindaki
rolii bilinmeyen molekiillerdir. Her ne kadar hipoksi malignitelerin olmazsa olmaz
bir komponenti ve agresif klinik gidisin gostergesi olsa da, HIF-1a ve CA9’un
immiinhistokimyasal olarak tesbitinin tiimordeki dinamik hipoksik siireci dogru
temsil edip edemedigi de Onemli bir tartisma konusudur. CXCR4 ile birlikte,
karsinogenez ve tiimor progresyonunda sorumlu olan bu molekiillerin gercek

rollerini anlamak bu siireclerin kompleks molekiiler ve genetik degisikliklerin
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sonucu olmasi nedeniyle zorlagsmaktadir. Diger yandan, tiimorogenezde rol alsalar
bile, prognozun birbiri ile korelasyon gosteren ¢ok faktorlii bir etkilesimin sonucu
olusu, bu molekiillerin prognostik degerlerini anlamay1 zolastiran Onemli bir
nedendir. Gelecekte, prognostik énemleri netlesememis bircok parametreden biri
olabilecekleri gibi, hastaya ve tiimore spesifik, hedefe yonelik tedaviye yon veren
birer molekiil de olabilirler, bu durum ancak genis serilerle yapilan, cok merkezli

prospektif calismalarla netlesecektir.
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6. SONUCLAR

1. 186 kolorektal karsinom vakasinin % 94’iinde niikleer HIF-1a ekspresyonu
goriilmiistiir.

2. Az sayida vakada niiklerr HIF-1a ekspresyonuna eslik eden zayif sitoplazmik
boyanma goriilmiistiir.

3. HIF-1a ekspresyonu ile yas, timoriin yerlestigi barsak segmenti, tiimoriin
makroskopik biiyiime paterni, grade’i, anjiolenfatik invazyon varligi, T, N, M
kategorileri, evre, tan1 ya da takipte karaciger metastazi gelisimi, lokal niiks
gelisimi ve hastalarin genel sag kalimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmamustir.

4 HIF-1a ekspresyonu ile cinsiyet ve tiimor capi arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmistir (p<0,05). Buna gore; erkek hastalarda ve cap1 5 cm’den
kiiciik timorlerde daha yiiksek ekspresyonu goriilmiistiir.

5.186 kolorektal karsinom vakasinin %89 ‘unda sitoplazmik CXCR4 ekspresyonu
izlenmistir. Membranoz ya da niikleer boyanma goriilmemistir.

6. CXCR4 ekspresyonu ile yas, cinsiyet, tiimoriin yerlestigi barsak segmenti,
tiimoriin makroskopik biiyiime paterni, anjiolenfatik invazyon varligi, T, N, M
kategorileri, evre, tan1 ya da takipte karaciger metastazi gelisimi, lokal niiks
gelisimi, hastalarin genel sag kalimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir.

7. CXCR4 ekspresyonu ile tiimor capr ve grade’i arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmistir (p<0,05). Buna gore; ¢ap1 5 cm’den kiigiik tiimorlerde

ve grade 1-2 tiimorlerde daha yiiksek ekspresyonu goriilmiistiir.
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8. CA9 ekspresyonunun sitoplazmik ve/veya membrandz oldugu goriilmiistiir.

9. Sitoplazmik boyanma eslik etsin ya da etmesin, membrandz ekspresyon 186
kolorektal karsinom vakasinin %15,6’sinda saptanmistir

10. CA9 ekspresyonu ile yas, cinsiyet, tiimoriin yerlestigi barsak segmenti, grade’i,
anjiolenfatik invazyon varligi, T, N, M kategorileri, evre, tan1 ya da takipte
karaciger metastaz1 gelisimi, takipte lokal niiks gelisimi ve hastalarin genel sag
kalim1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamustir.

11. CA9 ekspresyonu ile tiimoriin makroskopik biiylime paterni arasinda
istatistiksel olarak anlaml iligki goriilmiistiir. Buna gore; iilserevejetan ve deprese
biiylime paterni gosteren tiimorlerde polipoid olanlardan daha yiiksek ekspresyonu
goriilmiistiir.

12. HIF-1a, CA9 ve CXCR4 ekspresyonu arasinda korelasyon saptanmamuistir.
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OZET
KOLOREKTAL KARSINOMLARDA HIF-1 ALFA, CXCR4 VE CA9
IMMUNHISTOKIMYASAL BELIRTECLERININ PROGNOSTIK ONEMi

Kolorektal karsinomlar, diinyada ve iilkemizde sik goriilen, her iki cins
icin de yiiksek mortalite ve morbidite nedeni olan tiimorlerdir.

Giiniimiizde altin standart prognostik parametre TNM evrelemesidir.
Ancak aynm evredeki hastalarin farkli klinik gidis gostermeleri yeni prognostik
parametreler arastirmay1 gerekli kilmaktadir.

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
tan1 alan ve Onkoloji Anabilim Dali’nda takipli, 186 kolorektal karsinoma ait
rezeksiyon materyali incelenmistir. Amacimiz, bu tumorlerde,
immiinhistokimyasal olarak HIF-1a, CXCR4 ve CA9 ekspresyonlarini belirlemek,
bu ekspresyonlarin hastalarin klinik 6zellikleri (yas, cinsiyet), tiimoriin yerlestigi
barsak segmenti, tiimor ¢api, tiimoriin makroskopik biiyiime paterni, histolojik tipi,
timor grade’i, anjiolenfatik invazyon varli§i, TNM evresi, karaciger metastazi,
takipte lokal niiks gelisimi ve hastalarin sag kalimi ile iligkilerini inceleyerek,
prognostik 6nemlerini aragtirmaktir.

Vakalarin %94’iinde niikleer HIF-1a ekspresyonu, %89’ unda sitoplazmik
CXCR4 cekspresyonu ve %15,6’sinda ise membrandz CA9 ekspresyonu
goriilmiistiir. Her 3 belirtecin immiinhistokimyasal ekspresyonu ile T, N, M
kategorileri, anjiolenfatik invazyon, evre ve sag kalim gibi major prognostik
parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamistir. CXCR4

ekspresyonunun grade 1-2 tiimorlerde, grade 3 tiimorlerden daha yiiksek oldugu
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bulunmus (p<0,05), HIF-1a ve CA9 ekspresyonu ile tiimor grade’i arasinda iliski
bulunmamustir.

Sonug olarak, bu ii¢ belirtecin prognostik 6neminin sinirli oldugu ve rol
aldiklar1 biyokimyasal basamaklarin ©ngordiigiiniin aksine kotii prognostik
belirte¢ olmadiklar1 goriilmiistiir.

Literatiirdeki celigkili sonuclarin aydinlanmasi ve bu belirteglerin
tedavideki rollerinin belirlenebilmesi i¢in, standardize teknik yontemlerin
kullanilacag1 genis serilerde yapilacak arastirmalara ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal adenokarsinomlarda prognostik belirtecler, HIF-1a,

CXCR4, CA9
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SUMMARY

PROGNOSTIC ROLE OF HIF-1 ALPHA, CA9 AND CXCR4
IMMUNOHISTOCHEMICAL  EXPRESSION IN COLORECTAL
CARCINOMAS

Colorectal carcinoma is common in our country and worldwide. It is still a
cause of high mortality and morbidity for both genders.

For now, TNM staging is the gold standart prognostic parameter for
colorectal carcinoma. However, remarks about different clinical behaviour of
patients at the same stage necessitate to search for new prognostic parameters.

One hundred and eighty six colorectal carcinoma cases, diagnosed at the
Pathology Department of Gazi University Medical School and clinically followed
by the Oncology Department, were included in this study. Our aim was to analyse
the immunohistochemical expression of HIF-1a, CXCR4 and CA9 in resection
materials and find their relation with patients’ clinic features (age, gender),
tumour localization, tumour dimension, macroscopic growth pattern, histologic
type, grade, angiolymphatic invasion, TNM stage, liver metastasis, local
recurrence and overall survival. This way we planned to determine the prognostic
significance of these immunohistochemical markers.

Ninety-four percent of the operative samples showed nuclear positivity
with HIF-1a. Eighty-nine percent of cases showed cytoplasmic CXCR4
expression. CA9 membranous expression was seen in fifteen percent of the cases.
Immunhistochemical expression of none of these markers were related to major

prognostic parameters as angiolymphatic invasion, T, N, M categories, stage and
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overall survival. CXCR4 expresion was significantly higher in grade 1-2 tumours
compared with grade 3. But we did not find any correlation between the grade
and CA9 and HIF-1a expression.

This study showed that, prognostic significance of these three markers is
very limited in colorectal carcinomas. Although they appear to be poor prognostic
factors based on their role in the biochemical pathways of carcinogenesis, we did
not find any evidence for this.

In conclusion, to clarify the conflicting results in the literature, and to
determine the role of these markers for treatment, there must be larger prospective
studies with standardized technical methods.
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