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Kisaltmalar
AJCC: American Joint Committee on Cancer / Amerikan Kanser Komitesi
APC: Adenomatozis polipozis koli
BBA: Buyuk buayutme alani
BT: Bilgisayarl tomografi
CAP: Collage of American Pathologist
CDX2: Kaudal tip homeobox 2
CGH: Karsilagtirmali genomik hibridizasyon
CIMP: CpG ada metilatér fenotipi
CIMP-H: yiksek seviyede CpG ada metilasyonu
CIMP-L: Dusulk seviyede CpG ada metilasyonu
CIMP-0: CpG ada metilasyonu icermeme
CIN: Kromozomal instabilite
COX-2: Siklooksijenaz-2
CS: Cerrahi sinir
CSC: Kok hucre benzeri kanser hicreleri
DMA: Doku mikroarray
DSO: Diinya Saglik Orgutl
EGF: Epidermal Buylime Faktori

EGFR: Epidermal Blyume Faktor Reseptoru



EMVI: Ekstramural vaskuler invazyon

FAP: Familyal adenomatoz polipozis

FISH: Floresan in situ hibridizasyon

GS: Genel sagkalim

GLOBOCAN: Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence
HNPCC: Herediter nonpolipozis kolorektal kanser

HP: Hiperplastik polip

H&E: Hematoksilen & Eozin

IFN-a : Interferon alfa

IFN-y: Interferon gama

IHK: immiinohistokimya

IL-6: interlokin 6

IMVI: intramural vaskiiler invazyon

ITBCC: Uluslararasi tumor tomurcuklanmasi konsensus konferansi
KRAS: Kirsten-rat sarkom 2 viral onkogen homologu proto-onkogeni
KRK: Kolorektal karsinom

KT: Kemoterapi

LEF-1: Lenfoid enhancing faktor-1

LN: Lenf nodu

LOH: Heterozigosite kaybi

LVi: Lenfovaskiiler invazyon

MAPK: Mitojen aktivator protein kinaz

MDM 2: Murine Double Minute 2



mm: Milimetre

MMR: Mismatch tamir

MRG: Manyetik rezonans gortntileme

MSI: Mikrosatellite instabilite

MSI-H: Yiksek seviyede mikrosatellit instabilite
MSI-L: Dislk seviyede mikrosatellit instabilite
MSS: Mikrosatellit stabilite

mTOR: Mammalian target of rapamycin

MVHP: Mikrovezikller tip hiperplastik polip
NSAIi: Non-steroid antiinflamatuar ilac

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PDC: Poorly differentiated clusters / Az diferansiye kiimeler
PDGF: Trombositten Turetilen Buyime Faktori
PD-1: Programli 6lim reseptoru-1

PD-L1: Programli 6lim ligandi-1

PET-CT: Pozitron emisyon tomografisi

PNi: Perindral invazyon

PS: Progresyonsuz sagkalim

RUNXS: RUNX ailesi transkripsiyon faktor-3
RUNX3/SOCS1: RUNX ailesi transkripsiyon faktdr-3/sitokin sinyal stpresoru
RT: Radyoterapi

SMAD2: SMAD family member 2

SMAD4: SMAD family member 4



SOX: SRY-iligkili HMG-box

SSA: Sesil serrated adenom

SSA/P: Sesil serrated adenom/polip

STAT1: Sinyal donusturicu ve transkripsiyon 1 aktivatoru
TCF-1: T-cell faktor-1

TGF-B: Transforme edici bliylme faktori-beta

TIL: Tumoru infiltre eden lenfositler

TNM: Tamor-lenf nodu-metastaz

TSA: Traditional serrated adenom

TT: Tumor tomurcuklanmasi

5-FU: 5-Flourourasil



.GIRIS

Kolorektal kanserler (KRK) dinya genelinde en sik gorulen dérduncu
kanser olmasi ve kanser kaynakli dlumler siralamasinda Uguncul sirada yer
almasi nedeniyle dnemli bir saglik problemidir (1). Kolorektal kanserlerin
gelisimsel surecine molekuler karsinogenez agisindan bakildiginda %15-
20’sinde Mikrosatellit instabilite (MSI) yolaginin etkili oldugu goérilmektedir.
MSI, insan genomunda yaklasik yarim milyon civarinda bulunan mikrosatellit
tekrarlarla iligkilidir. Tekrarlayan yapilari nedeniyle, mikrosatellitier, DNA
replikasyonu sirasinda DNA polimeraz enzimi tarafindan hatasiz kodlanmasi
zor olan bu bolgelerde DNA dizisi kaymalari ile sonuglanan replikasyon
hatalarina egilimlidir. Replikasyon hatalari normal sartlarda, DNA
replikasyonu sirasinda kimyasal veya fiziksel hasar nedeniyle olusan
anormalliklerin taninmasi ve eksize edilmesinden sorumlu Mismatch Repair
(MMR) sistemi tarafindan tamir edilebilecek hatalardir (2). MSI, MMR
genlerindeki altta yatan bozukluga bagdl olarak geligir. MSI, esas olarak dort
ana MMR genlerinden birinin (MLH1, MSH2, MSH6 veya PMS2) mutasyonla
inaktivasyonundan kaynaklanir (3, 4). MSI kolon timoérleri, mikrosatellit stabil
(MSS) olanlardan farkli klinik ve patolojik 6zelliklere sahiptir ve kolon
adenokarsinomlarinda mikrosatellit instabilite iyi prognostik faktor olarak
tanimlanmigtir. Bu calismada MSI KRK’larda prognostik olabilecek faktorleri
arastirmak ve MSS timorler ile MSI timdrler arasindaki farklari daha iyi
tanimlayabilmek igin bazilar1 prognostik oldugu bilinen, bazilari ise kanser
onkogenezinde yeni arastirilmaya baglanmis CDX2, STAT1, BRAF ve SOX2
immunohistokimyasal belirtegleri incelenerek bu iki timoér grubunda

ekspresyon farklliklarini ve sagkalima etkilerini arastirmak amacglanmistir.



CDX2, intestinal kanal epitelinin gelisimini ve farklilasmasini diizenleyen,
KRK’da progresyonu ve yayilimayi inhibe eden bir timor supresordar (5).
CDX2 ekspresyonunun kaybi, koétu diferansiasyon, ileri hastalik evresi,
proksimal yerlesim ve mikrosatellit instabilite ile iliskilendirilmistir (6). Yakin
zamanda, genis bir kolorektal karsinom grubunda, CDX2 ekspresyon
kaybinin daha kisa genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim ile iligkili

oldugu gdsterilmistir (7, 8).

BRAF onkogeni, 7q34 kromozom kolunda bulunan Raf kinaz ailesinin bir
uyesidir ve mitojenle aktive olan protein kinaz sinyal yolaginda énemli bir
bilesendir. KRK’lI hastalarin yaklasik %10'unda BRAF mutasyonu bulunur ve
bu mutasyon hicresel proliferasyon ve tumor buyumesi ile sonuglanir (9).
BRAF p.V600E mutasyonu, MLH1 promoter hipermetilasyonu sonucu MSI
tumaor olusumuna yol acar ve bu yolakta daha fazla izlenir (10). BRAF
mutant kolon timorleri kadin cinsiyet, ileri yas, proksimal yerlesim, ileri TNM
evresi, diferansiasyon kaybi ve misindz histoloji ile iligkilendirilmigtir (11-13).
Bununla birlikte sonraki ¢calismalarda BRAF mutasyonunun MSI ve MSS

tumarlerde farkli prognostik etkiye sahip oldugu gorulmustur (14-16).

STAT’in (sinyal dénusturticu ve transkripsiyon 1 aktivatori) hicre
proliferasyonunu baskilayarak ve immun yaniti reglle ederek anti-onkojenik
rol oynadigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (17). Ancak IFN iligkili hiicre igi
sinyal yolaginda énemli bir transkripsiyon faktori olup pro-onkojenik bir
molekul olarak hareket edebilir. Ek olarak, tumor immun gozetimi Uzerinde
olumsuz etki yapabilir. STAT1, timor hicrelerinde T hicresi ve NK hcre
fonksiyonlarini inhibe eden PD-L1 ekspresyonunu indukler (18). STAT1 ve
PD-1/ PD-L1 ekspresyonu arasindaki pozitif korelasyona dayanarak,
STAT1'in MSI kolorektal kanserlerde pro-onkojenik bir rol oynamasi
mumkuandar (18). Bugtine kadar bildirilen kanserler icin STAT1'in prognostik

potansiyeli degisken ve hatta bazen tartigmali olmustur.

SOX2, 3926.3 — g27 kromozomunda yer alir ve cinsiyeti belirleyen Y
bdlgesi (SRY) benzeri kutu (SOX) gen ailesinin bir Gyesidir. SOX2 proteini,

transkripsiyonel bir faktor olarak, embriyonik kok hicrenin kendini yenilemesi



ve pluripotensinin korunmasinda onemli rol oynar. SOX2'nin ayrica
tumorijeniteye dahil oldugu bildirilmistir. Cok sayida ¢alisma, SOX2'nin
meme kanseri, over kanseri, akciger kanseri ve sindirim sistemi kanserleri
gibi gesitli timorlerle iligkili oldugunu gostermistir (19). Yakin zamanda,
SOX2'nin KRK’larda yuksek TNM evresi, lenf nodu metastazlar ve kétu
prognoz ile iligkili oldugu bildirilmigtir (20-23). Bununla birlikte, SOX2'nin agiri
ekspresyonunun, mTOR yolaginin inhibisyonu yoluyla KRK hucresi
proliferasyonunu baskiladigini gésteren raporlar da vardir (24). SOX2,
KRK’da olasi bir prognostik belirteg olabilir. Bununla birlikte bu konuda kesin

yargiya ulastiran yeterli galisma yoktur.

MSI kolorektal karsinogenezde 6nemli basamaklari kontrol eden,
prognostik ve tedavi iligkili 6zellikleri olan bu belirteglerin ekspresyonunu
degerlendirmek, bu tumor grubunu daha iyi tanimamizi ve MSI yolaktaki
molekuler suregleri daha iyi anlamamizi saglayacaktir. Aslinda bu
belirteclerin 6zellikleri MSS tumorlerde de yeterince aydinlatilabilmis degildir.
MSS ve MSI timérler arasindaki farki daha iyi anlamak, KRK hastalarinda
daha hizli tanisal yaklagimlar ve daha dogru tedavi protokolleri sonucunu
beraberinde getirecektir. Calismamizda dncelikle 2000-2018 yillari arasinda
hastanemizde kolon rezeksiyonu yapilan veya konsultasyon materyali
degerlendirilen kolorektal adenokarsinomu olgularinda,
immunohistokimyasal yontemlerle (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)
mikrosatellit instabil (MSI) timérler saptanacaktir. MSI ve MSS timérlerde
immunohistokimyasal olarak STAT1, BRAF, SOX2 ve CDX2 ekspresyonu
arastirilacak ve rutin histopatolojik parametreler (histolojik tip, grade v.b.)
yani sira klinikopatolojik parametreler de incelenerek aralarindaki iligkiler
degerlendirilecektir. Son olarak da tim ¢alisma grubu i¢inde, hastanemizde
tedavi alan ve duzenli izlemi yapilan olgular prognostik degerlendirme igin
elde edilen verileri ile ayri bir grup olarak ele alinip MSI ve MSS kolon

timorlerinin sagkalim analizleri yapilacaktir.



Calismamizin MSI kolorektal karsinogenez sureclerinin daha iyi
anlasiimasina ve elde edilen verilerin yeni tedavi yaklagimlar gelistirimesine

katkida bulunmasini umuyoruz.



Il. GENEL BIiLGILER

1. Epidemiyoloji

KRK, tim cinsiyetlerde 4., erkeklerde 3., kadinlarda ise 2. siklikta goralur.
Oliim orani agisindan toplamda 3. siradadir, erkeklerde akciger ve
prostattan sonra 3., kadinlarda ise meme, akciger ve serviksten sonra 4.
sirada gelir. Dinya ¢apinda tum kanser tanilarinin %10'unu olusturmakta
olup, insidansi giderek artmaktadir. 2020'de 1,9 milyondan fazla yeni olgu
tanimlanmigtir ve yaklasik 935.000 kanser 6limunden sorumliu oldugu
tahmin edilmektedir (1). 2035 yilina kadar rektum ve kolon kanserinden
toplam 6lum sayisinin sirasiyla %60 ve %71,5 oraninda artacagi tahmin
edilmektedir (25). Kiresel olarak, bolgesel KRK insidansi 10 kattan fazla
degismektedir. En ylUksek insidans oranlari Avustralya, Avrupa ve Kuzey
Amerika'da; en duslk oranlar ise Afrika ve Guiney-Orta Asya'dadir. Bu
cografi farkliliklar, genetik duyarlihdin yani sira beslenme ve gevresel

maruziyetlerdeki farkhliklara baglanmaktadir (26).

Tarkiye’de 2020 verilerine bakildiginda kolorektal kanser tim yas
gruplarinda %9,1’lik oranla 3. sirada yer almaktadir. insidansi 21.191 olarak
hesaplanmigtir. Turkiye’de kadinlarda meme ve tiroid kanseri ilk sirada yer
alirken 3. sirada ise KRK yer almaktadir. Erkeklerde ise ilk iki siradaki
akciger ve prostat kanserinden sonra kolorektal kanser yine 3. sirada
g6raltr. Tarkiye’'de kanser 6lumlerine bakildiginda KRK, erkeklerde ve

kadinlarda 4. sirada yer almaktadir (1).



2. Etiyoloji

Kolorektal kanser etiyolojisinde batili yasam tarzi dnemli yer tutar (27).
Belirlenmis risk faktorleri arasinda islenmis ve kirmizi et ve alkol tiketimi ile
obezite bulunmaktadir (27-29). Sigara icmenin KRK ile iligkisi tartismalidir
(30). Diyetsel lif ve sut Grunleri tuketimi, fiziksel aktivite, kadinlarda uzun
sureli NSAIl ve hormon replasman tedavisinin riski azalttig bilinmektedir (27,
31-33). Bu faktorlerin altinda yatan molekuler yolaklar, karmasik etkilesimler
nedeniyle yeterince anlasiilmamistir (34). Genetik yatkinlik, mutasyon tipine
bagl olarak énemli bir risk faktoridur. FAP'll hastalarda yasam boyu KRK
gelisme riski %100’dir. inflamatuar barsak hastali§i, belirlenmis bir diger risk
faktorudar. Nadir fakat iyi tanimlanmig risk faktorleri ise pelvik radyasyon,
kistik fibrozis, Ureterosigmoidostomi ve akromegalidir (35-38).

3. Kiinik

Yaygin semptomlar barsak aliskanliginda degisiklik, rektal kanama,
anemi ve karin agrisidir. Ancak tarama programlarinin artmasiyla birlikte
asemptomatik hasta sayisi da artis gostermistir. Bu hastalar kabul edilen
tarama stratejisine bagl olarak, gaitada gizli kan taramasi gibi ¢esitli tarama
testleri ile taranir. Stpheli bulunan hastalara uygulanan endoskopik
incelemelerle lezyon tespit edilir (39). Endoskopik degerlendirme, KRK ve
oncu lezyonlarin goéruntilenmesini saglar. Erken lezyonlarin terapétik olarak
cikarilmasi, snare polipektomi, endoskopik mukozal rezeksiyon veya
submukozal disseksiyon ile yapilabilir (40). Narrow band gérintileme ve
buyutme kromoendoskopi gibi gelismis teknikler ise bu lezyonlarin

endoskopik olarak saptanmasini ve degerlendirilmesini kolaylastirir (41).

Klinik gortntilemenin ana kullanimi KRK evrelemesi igindir. Cesitli
yardimci teknikler kullanilabilir; erken rektum kanserlerinde invazyon
derinligini belirlemek igin endorektal ultrasonografi uygulanmaktadir (42).

Daha ileri lezyonlar icin, 6zellikle timorin mezorektal fasya ile iliskisinin



belirlenmesinde MRG incelemesi 6nemlidir (43). Goruntuleme yontemleri
lenf nodu degerlendiriimesinmede anlamli yarar saglamamaktadir (44). Uzak
metastazlar belirlemek icin BT veya PET-CT kullanilabilir. Son zamanlarda
tumor yanitinin (yeniden evreleme, ypT) goruntuleme kullanilarak

degerlendiriimesi mumkuin hale gelmistir (45, 46).

4. Lokalizasyon

Pratikte, kolorektal karsinomlar lokasyona gore U¢ gruba ayrilir: sag veya
proksimal kolon karsinomlari (cekum, ¢ikan kolon ve transvers kolon), sol
kolon karsinomlari (splenik fleksuradan sigmoide kadar olan bolim) ve rektal
karsinomlar. Kolorektal kanserlerin gogu sol tarafli veya rektum yerlesimlidir.
Yiksek olasilikla artan endoskopi sikligina bagli, sol tarafli KRK
insidansinda kismi bir azalma olmustur. Gaitada gizli kan testi de dahil olmak

Uzere tarama yontemleri sol tarafli neoplaziler igin daha duyarlidir.

KRK'un molekiler yolaklari da lokalizasyona 6zgu 6zellikler gosterir ve
tedavi farkhliklari igerir. Ozellike rektal karsinomlarda neoadjuvan
radyoterapi veya radyokemoterapinin belirgin bir roli vardir. Sag kolon
kanserinin tedavisinde cerrahi komplikasyonlar daha sik goriimektedir (47).
Lokalizasyonun ayni zamanda metastatik KRK'larda prognostik dnemi
bulunmaktadir ve sistemik tedavi basarisi ile iliskilidir (48-50). MSI yolagi

daha ¢ok sag kolon yerlesimli timorlerde izlenmektedir (51).

5. Makroskopik Ozellikler

KRK’lar belirgin ekzofitik/ fungatif bicimde intraluminal baylime, endofitik
bicimde intramural buyime ya da kolorektal duvari gepegevre tutarak
annuler sekilde bliytume ile Iliminal daralma yapabilir. Ayrica nadiren diffliz
infiltratif gelisim gdstererek linitis plastika gérinimine sebep olabilir.
Ulserasyon sik gdzlenir. Proksimal kolon timorleri siklikla ekzofitik kitleler
olustururken, inen kolon tumoérleri endofitik veya annduler kitleler seklindedir.

Kesit yuzleri genellikle gri-beyaz renkte, solid nitelikte izlenmekle birlikte



nekroz gorulebilir. MUsinoz tumorlerde ise jelatindz gorunum mevcuttur.
Mikrosatellit instabil timaorler genellikle iyi sinirli olma egilimi gosterir ve bu

tumorlerin %20’si musinoz tiptedir (52).

5.1. Blyume paterni

iki tur blytme paterni klinik olarak 6nem tasir; infiltratif blyiime ve itici
sinirlarla blyiime (53). itici sinirlar, iyi prognoz ve erken evre ile iligkilidir
(54).

5.2. Perforasyon

KRK’da, tumor alanindan gecgerek peritona agilan perforasyonun, kotu
prognozu belirleyen en énemli faktorlerden biri oldugu bilinmektedir (55, 56).
Taméoral perforasyon tanimi, makroskopik olarak timdrden gegen ve serozal
dis ylzeye veya komsu organa agilan doku defektlerini kapsar. AJCC 8.
baskisinda yer alan evreleme sisteminde, bu timorler pT4a seklinde
evrelenir (57, 58). Tumoral perforasyon, biyolojik stregte gelisen doku
defektleri igin gecgerlidir. Fakat cerrahi islem sirasinda, barsak segmenti karin
boslugu icinde oldugu surecte iyatrojenik perforasyonun gelismesi de batin
ici yayilimin olabilecedi goz 6nune alinarak, pT4a olarak evrelenir. Kolon
segmenti karindan cikarildiktan sonra iyatrojenik perforasyonun
gerceklesmesi, pT evresini etkilemez. Bu nedenle, patoloji istem kagidinda,
cerrahin detayli bir sekilde sureci yansitmasi onemlidir. Yuzeyinde visseral
peritonu korunan peritiméral apse kavitesi, timor perforasyonu olarak kabul
edilmez ve pT3 olarak evrelenir. Distalde tikayici timoérin bulunmasi
nedeniyle, timdrden uzak bir alanda gelisen kolon perforasyonu timor
perforasyonundan farklidir. Bu durum pT4 olarak evrelemeye yol agmaz

ancak yUksek mortalite riski ile iligkili oldugundan raporda yer almahdir (59).



5.3. Mezokolik eksizyon seviyesi

Mezokolik eksizyonda uygulanan cerrahi iglemin kalitesinin, kolon
karsinomlu hastalarda prognozu etkiledigi retrospektif ve gézlemsel
randomize ¢alismalarda gosterilmistir. Mezokolik seviyede uygulanan
eksizyon siniri, yuksek sayida lenf nodu disseksiyonuna olanak saglar.
Yuksek vaskuler ligasyon uygulanan komplet mezokolik eksizyonlarda, lokal
nuks riskinin azaldigi ve sagkalim suresinin uzadigi belirlenmistir (60). Bu
nedenlerle rezeksiyon materyalinin agilmadan 6nce asagida tarif edildigi gibi
detayli incelenmesi ve degerlendirmenin en kotl alana gore yapilmasi
gereklidir (61).

Mezokolik Seviye: Dig yuzey duzgundur. Mezokolik fasyada capi ve
derinligi 5 mm’den az doku kaybi alanlari gorulebilir.

intramezokolik Seviye: Dis ylizeyde diizensizlikler bulunur. Mezokolik
fasyada c¢api ve derinligi 5 mm’den fazla ancak muskularis propriaya
ulagsmayan doku kaybi alanlari saptanir.

Muskularis Propria Seviyesi: Muskularis propriaya uzanan doku kaybi

alanlari vardir.

Rektum yerlesimli timdrlerde de benzer sekilde mezorektal eksizyon

seviyesi degerlendirilir.

5.4. invazyon seviyesinin peritona uzaklig

pT3 tumorler igin, invazyon derinliginin peritona uzakhgi prognostik 6nem
tasir. Olgiim, periton ylizeyinden, en derin invazyon seviyesine kadar yapilir.
Periton ile primer timdr arasindaki mesafenin 1 mm’den az olmasi, pT3

timorler arasinda kétu prognozla iliskilendirilmistir (62).

5.5. Cerrahi rezeksiyon sinirlari

Cerrahi rezeksiyon materyallerinde proksimal, distal, radyal (cevresel

veya lateral) ve vaskuler bag (mezo kékl) cerrahi sinirlarinin (CS)



degerlendirmesi, makroskopik ve mikroskobik incelemeye dayanir.

Proksimal ve distal cerrahi sinirlar ayirt edilmesi en kolay olanlardir. Bu
sinirlar nadiren pozitiftir, ancak tumor bu sinirlara yakinsa lokal nuks riski
artar (63). Radyal (¢evresel veya lateral) CS, tumdre en yakin alandaki
periton ile o6rtllu olmayan, visseral fasya ile 6rtlll olmasi beklenen,
adventisyel yumusak doku siniridir. Radyal CS, periton icermeyen KRK’larda
degerlendirilir. Radyal CS’ye tumor uzaklhigi <1 mm ise CS pozitif olarak
kabul edilir. Radyal CS pozitifligi, KRK’larda lokal ntks ve sagkalim ile iligkili
bulunmustur (64, 65).

6. Mikroskopik Ozellikler

KRK'larin buyuk kismi (%90) adenokarsinom morfolojisindedir. Mukozadan
baslayan neoplastik stre¢ muskularis mukozayi asarak submukoza
invazyonu olusturur. Cogu olgu adenokarsinom, NOS olarak tani alsa da,
spesifik klinik ve molekuler dzelliklerle birkag histopatolojik alt tip ayirt
edilebilir (66).

6.1. Histopatolojik subtipler

6.1.1. Miisin6z adenokarsinom

Lezyonun %50’sinden fazlasini ekstraselliler masin gdlcukleri olusturur.
Bu musin golcuklerinin iginde yuvalar, tabakalar halinde ya da tek tek
dusmus neoplastik epiltelyal hucreler izlenir. Tek tek dusmus hucreler tasli
yuzik morfolojisinde olabilir. %5 ile %20 arasinda degisen bir prevalans ile
en yaygin alt tiptir (67). Adenokarsinom, NOS ile karsilastirildiginda
prognostik bir fark yoktur, ancak metastatik lezyonlari sistemik tedaviye daha
zayif yanit verir (68, 69). Adenokarsinom, NOS ile karsilastirildiginda daha
yuksek oranda MSI timorlerdir. MSI varliginin bagimsiz prognostik degeri

yoktur (70, 71). Bu nedenle miusin6z timdrlerin derecelendirmesi, glandiler
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olusum ve epitelyal maturasyona dayali olmalidir. Musinoz alanlari <%50

olan karsinomlar, musin6z bilesene sahip KRK olarak kategorize edilir (66).

6.1.2. Tagh yuzuk hucreli karsinom

Tamor hicrelerinin %50'sinden fazlasi belirgin intrasitoplazmik masin
icerir. Tipik olarak cekirdek perifere itilir ve tagh ylzuk gorunuma alir. TUm
KRK’lar arasinda %1 oraninda gorulmekle birlikte, sag kolon yerlegimli
tumorlerde daha sik izlenir (72). Bu tumorler siklikla ileri evrelerde
saptanirlar ve benzer evredeki adenokarsinom NOS ve musin6z karsinom ile
karsilastirildiginda daha kotu gidislidir (73). Erken metastaz yapar ve
metastazlar KRK igin atipik lokalizasyonlarda izlenir (74). MSI insidansi
yuksektir ve Lynch sendromu ile guglu bir iligkisi bulunmaktadir (75).
TUmoran <%50'sinde tasli yuzuk hicreleri igeren karsinomlar, tash ytuzik

hicre bilesenine sahip olarak siniflandirilir (66).

6.1.3. Mediiller karsinom

Belirgin lenfositik ve nétrofilik infiltrasyonun esilik ettigi vezikuler
cekirdekli, belirgin nikleolll ve bol eozinofilik sitoplazmali neoplastik hlcre
tabakalari ile karakterizedir. Tek merkezli galismalar, prevalansini %4 olarak
tahmin etmektedir (76, 77). Histopatolojik ayrimi gui¢ oldugu icin kanser
kayitlarinda bu alt tipin eksik bildirildigi disunulmektedir (78). Mikrosatellit
instabilite ve BRAF mutasyonlari sik izlenir (76). iyi bir klinik gidisle iligkilidir
(77). CDX2 ve CK20 negatifligiyle anormal bir immunfenotip sergiler (79).

Noéroendokrin belirteclerle de boyanma gostermez (66).

6.1.4. Serrated adenokarsinom

Bu alt tip, glandtler serrasyonlara sahip olup serrated poliplerle morfolojik

benzerlikler gdsterir. Musin6z alanlar eslik edebilir. TiUmor hiicreleri dlsik
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nukleer/sitoplazmik orana sahiptir. Tum KRK’larin yaklasik %10-15'i serrated

adenokarsinom olarak siniflandirilir (80).

6.1.5. Mikropapiller adenokarsinom

Vaskduler kanallari andiran stromal bosluklar icindeki kligik tumaor hicre
kimeleri ile karakterizedir. Bu tani i¢in timorin en az %5'i bu morfolojide
olmalidir. Tek merkezli serilerde insidansi %5 ile %20 arasinda
degismektedir (81-83). Bu alt tipte lenf nodu metastazi riski yuksektir ve
lenfatik invazyon, ekstramural vaskuler invazyon (EMVI) ve perindral

invazyon gibi kotl prognostik faktorler siklhikla bulunur (66).

6.1.6. Adenom benzeri adenokarsinom

Daha once "vill6z adenokarsinom" ve "invaziv papiller adenokarsinom"
olarak tanimlanan bu alt tip, invaziv alanlarin en az %50'sinin vill6z yapilara
sahip adenom benzeri bir gérinime sahip oldugu invaziv bir adenokarsinom
olarak tanimlanir (84-86). Minimal desmoplastik reaksiyon gozlenir ve itici bir
blylme paterni vardir. insidansi %3 ile %9 arasinda degismektedir (82, 87).
Bu alt tipte kiiglk biyopsilerde invaziv bileseni tanimak zor olabilir. KRAS

mutasyon orani yuksektir ve iyi prognoz ile karakterizedir (87).

6.1.7. Adenoskuamoz karsinom

Bu nadir alt tipin insidansi <%0,1'dir (88, 89). Hem adenokarsinom hem
de skuamoz hicreli karsinom dzellikleri, gastrointestinal sistemin bagka

yerlerinde gorulen adenoskuamdz karsinomlara benzer (66).

6.1.8. Sarkomatoid komponenti olan karsinomlar

Kuguk bir KRK alt grubu indiferansiye morfolojide olup igsi hicreler veya

rabdoid 6zellikler gibi sarkomatoid yonlerle karakterizedir (90-92). Genel
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olarak bu hastalarin prognozlari kotudar (89). Tumorler tipik olarak buyuktur
ve bol miktarda intrasitoplazmik, eozinofilik rabdoid cisimleri olan rabdoid
hdcreler icerir. Siklikla miksoid matrikste diskoheziv tumor hicreleri gorulir.
Pleomorfik, dev veya igsi hucreler, glanduler farklilagsma alanlari bulunabilir.
SWI/SNF kromatin yeniden modelleme kompleksinin bir alt birimi olan
SMARCB1 (INI1) i¢in ndkleer immun boyanma kaybi karakteristiktir (90). Bu
tumorler, SMARCA4, SMARCAZ2 ve/veya SMARCB1 dahil olmak uzere
SWI/SNF protein ailesinin birgok uyesinin kaybi/koaktivasyonuna sahip gibi
gorunmekte olup bazilarinda ARID1A anormallikleri bulunmaktadir (66).

6.1.9. indiferansiye karsinom

Bu karsinomlar, epitelyal bir timor icin morfolojik, immuanohistokimyasal
ve molekiiler kanitlardan yoksundur. itici sinirlari ve sinsityal biyiime
paternine sahip olmamalari ile meduller karsinomlardan ayrilirlar. Ayrica
belirgin lenfoplazmasitik infiltrat icermezler ve nadiren mikrosatellit instabil
timorlerdir (66).

6.2. Derecelendirme

KRK igin bir dizi derecelendirme sistemi dnerilse de yaygin kabul edilen
bir standart derecelendirme sistemi yoktur. AJCC, TNM kilavuzunun 8.
baskisinda kolorektal kanser icin dort kademeli bir derecelendirme sisteminin

kullanimini belirlemistir (93):

e Derece 1: lyi diferansiye (>%95 bez olusturan timorler)

e Derece 2: Orta derecede diferansiye (%50-95 oraninda bez olugturan
timorler)

e Derece 3: Az diferansiye (<%50 bez olusturan timaoérler)

e Derece 4: indiferansiye tiimérler (bez olusturmayan veya misin
icermeyen, skuamo6z veya noéroendokrin farklilagsma gostermeyen

timorler)
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Onemli derecede gézlemciler arasi degiskenlige ragmen, histolojik
derecenin birgok ¢calismada 6nemli bir prognostik faktor oldugu gosterilmigtir
ve diferansiasyon kaybi ile kot klinik gidis arasinda guglu bir korelasyon
mevcuttur (94-97).

DSO’niin énerisi dogrultusunda, uygulama kolayligi ve prognozu
belirleme acisindan ustin oldugu 6ne surulerek, gunumuzde ikili
derecelendirme sisteminin (iyi farklilagsma ve kotu farklilagma) uygulanmasi
onerilmektedir. ikili sisteme gore, 3-4'li sistemde grade 1 ve grade 2
tumoarler iyi farkhlagsma, grade 3 ve 4 tumorler kotu farklilagma gosteren
tumorler olarak degerlendirilir. Derecelendirme, tumoérin en az farkhlasma
gosterdigi alan g6z dnune alinarak yapilmalidir. Derecelendirmede, timor
tomurcuklanmasi ve az diferansiye gruplar g6z 6nune alinmaz.
Adenokarsinom, NOS ve musin6z adenokarsinom derecelendirilir.
Adenokarsinom, NOS disindaki morfolojik alt tipler neoplastik hticrelerin bez
olusturmasini esas alan derecelendirme sistemine uygun olmamakla birlikte,
kendilerine 6zgun prognostik yansimalari vardir. Misin6z adenokarsinom
derecelendirmesi; tumadr hicrelerinin bez yapma yeteneklerine ve
maturasyon derecelerine dayanir. Tagh yluzuk komponenti olan misin6z
adenokarsinom, kot farklilasma olarak derecelendirilir. Mlsindz
adenokarsinom gibi bazi histolojik tumor tiplerinde, MMR durumunun klinik
davranisi etkileyen ana unsur oldugu dusunulmekle birlikte, bazi ¢alismalar

morfolojik derecelendirmenin daha etkin oldugunu gostermistir (66).

6.3. Lenfovaskuler invazyon

Lenfovaskuler invazyon, lenfatik-kapiller ve ventl seviyesindeki damarlar
icerisinde tUmadr hlcrelerinin varhgi seklinde tanimlanir. Yanlis pozitifliklere
neden olabilecek bigak bulagina, retraksiyon artefaktina ve stromal
fibroblastlara dikkat edilmelidir (98). Lenfovaskuler invazyon, kolorektal
adenokarsinomlarda 6nemli bir prognostik faktordur (99). Vaskuler yapilarla
iliskiyi degerlendirmede immunohistokimyasal ¢alismalar yardimci olabilir
(100).
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6.4. intramural ve ekstramural venéz invazyon

Venoz invazyon lokalizasyona gore alt siniflara ayrilabilir: barsak duvari
icinde, intramural vaskuler invazyon (IMVI) ve barsak duvarinin disinda,
ekstramural vaskuler invazyon (EMVI). IMVI'nin %4-40'lik bir insidansa sahip
oldug@u bildiriimekte olup kotu prognozla iligkilidir (101). EMVI insidansi
IMVI'den daha yuUksektir, ancak bu 6zelligin patoloji raporlarinda eksik
bildirildigi dustunulmektedir. EMVI'nin olumsuz prognostik etkisi IMVI'den
(102, 103) daha yuksektir. Elastin boyama veya immunohistokimya bazen

saptanmasini kolaylagtirmak igin kullanilir (66).

6.5. Perinoral invazyon

Tanimi geregdi timor hicreleri sinirin en az Ugte birini gevrelemeli ve U¢
katmandan (epineurium, perinurium ve endoneurium) herhangi birinde
bulunmalidir (104). KRK’larda gorulme sikligi %20 civarinda bildiriimektedir.
Rektumda, ileri evre tumorlerde ve diger risk faktorlerinin (6rn. vaskuiler ve
lenfatik invazyon) varliginda insidansi artar. Perindral invazyon, lokal ve

uzak nuks yani sira azalmis sagkalim ile iligkilidir (105).

6.6. Tiumor tomurcuklanmasi

Primer timoérin derin invazyon alaninda, izole ve/veya klguk gruplar
halinde, 4 veya daha az neoplastik hiicre, timoér tomurcuklanmasi (TT)
olarak tanimlanir (106). Tiumaorde epitelyal-mezenkimal déntdsimun
yansimasi olarak kabul edilir (107). Cok sayida ¢alisma, T1 timdrlerde
yuksek timor tomurcuklanmasinin, nodal tutulum icin 6nemli bir risk faktort
oldugunu 6ne surmustur (108-113). Benzer sekilde, Evre Il hastalarda
yuksek timor tomurcuklanmasinin prognozu olumsuz etkiledigi gdsterilmis
olup bu hastalari ytksek riskli kabul edip kemoterapi verilmesi gerektigi

savunulmaktadir (109, 111). Literatlrde tumoér tomurcuklanmasini
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degerlendirmek ve raporlamak igin farkli kriterler izlenmistir. 2016 yilinda
uluslararasi bir tumor tomurcuklanma konsensus konferansi (ITBCC), timor

tomurcuklanmasini degerlendirmek icin asagidaki kriterleri dnermistir (106):

1. Mikroskopun x20 buyutmesi altinda, rezeksiyon materyallerinde en
derin invazyonun izlendigi 10 alan, poliplerde tim kesi duzlemi taranir
ve en yogun TT izlenen odak (“hotspot” yaklagimi) saptanir.

2. Yangi gibi engelleyici faktorlerin oldugu durumlarda, tGmor
tomurcuklarini daha iyi degerlendirmek igin sitokeratin
immunohistokimya boyamasi yapilabilir, ancak skorlama H&E
kesitlerde yapiimalidir.

3. TT sayisini 0.785 mm?lik alanda, x20 blyttme ile, 20 mm lens alan
capinda verebilmek igin, mikroskopta kullanilan lens alan ¢apina bagl
normalizasyon faktoru kullanilarak TT sayisi hesaplanir (TUmor
tomurcuklanma sayisi / 0.785 mm? = timor tomurcuklanma sayisi

(x20 objektif) / normalizasyon faktora).

Secilen hotspot odakta H&E kesitlerde sayim yapilir ve 3 kategoride
derecelendirilir: duguk (0-4 tomurcuk), orta (5-9 tomurcuk) ve yuksek (10

veya daha fazla tomurcuk).

6.7. Az diferansiye kiimeler (“poorly differentiated clusters”; PDC)

TUmor ana kitlesinde veya derin invazyon alaninda, bez yapisi
olusturmayan kiguk gruplar halinde, 5 veya daha fazla neoplastik hicre
grubu olarak tanimlanir (114). Kétt prognostik faktordar (115). Tanimi
geregi, sadece tumorun invaziv alaninda degil, ayni zamanda tumor

stromasinda da bulunabilirler (116).

Mikroskop altinda x4’lik blyutme alaninda kesitler incelendikten sonra en
yuksek az diferansiye kime odagini iceren odaklar saptanir ve x20 blyutme
ile (ana ekseni 1 mm olan mikroskobik alan) sayilir. Hotspot odakta sirasiyla

<5, 5-9, = 10 az diferansiye gruplar sirasiyla dusuk, orta, ylksek olarak
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derecelendirilir (112). Az diferansiye kimeler KRAS ve BRAF mutasyonu ile

iligkili olup, EGFR tedavi yanitini 6ngérme agisindan etkindir (117, 118).

6.8. immiin yanit

KRK’lara kargi gelisen immun yanitin, biyolojik, molekuler ve klinik
yansimalari bulunmaktadir. Tiumér mikrogevresinde izlenen immun hucreler,
KRK’larin molekuler ve histopatolojik tipinden bagimsiz olarak yasam suresi
ile iligkilidir. intratimdral (timdr hiicreleri arasinda) ve peritimoral alanlarda
(tumdr stromasi icinde veya tumaorun invazyon gosteren alanlarinda) izlenen
lenfositik infiltrasyonla karakterize adaptif yanitin prognoz ile direkt
korelasyon gosterdigi ve tedavi agisindan yonlendirici oldugunu 6ne suren
¢ok sayida galisma mevcuttur. Ginumuzde, immun yaniti degerlendirmek
amagli, rutin kullanim agisindan standardize edilen bir uygulama olmasa da,
patoloji raporlarinda intratimoral lenfosit sayisi, dusik seviyede (<50/BBA)
ve yuksek seviyede (>50/BBA); peritumoral lenfosit sayisi, dusuk seviyede
(<200/BBA) ve yuksek seviyede (>200/BBA) olarak raporda belirtilebilir.

Crohn benzeri lenfoid reaksiyon timdrin derin invazyon alanlarinda
bulunan ve bir kismi folliklil merkezi igeren lenfoid follikullerdir. Cap,
yogunluk ve maturasyon derecelerine paralel olarak dusuk lokal nuks ve
uzak metastaz risk orani saptanmig; yasam suresini olumlu etkiledigi farkh
yayinlarda ortaya konmustur. MSI timérlerle iligkilidir, ancak prognoz
Uzerine olumlu etkisi MSI durumundan bagimsizdir (54). Gunumuzde, rutin
kullanim agisindan standardize edilen bir uygulama bulunmamasina karsin,

patoloji raporlarinda varhgi belirtilebilir.

6.9. Tedavi yaniti

Ameliyat dncesi uygulanan neoadjuvan kemoterapi ve radyoterapiye
tumorun regresyon yaniti degerlendirilmeli ve raporda belirtilmelidir. TUmor
regresyon degerlendirmesi, rezeksiyon materyalindeki primer tumaor

bolgesinde uygulanmaktadir ve genelde gozlemciler arasi uyumun iyi oldugu
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gOzlendigi icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Tedaviye yanit, reziduel canh
karsinom alanlarina kargilik fibrozis ya da fibroenflamasyon alanlarinin
miktari degerlendirilerek saptanir. Fibrozis, nekroz ve asellller masin
regresyon bulgularini olusturur. Tedavi yanitinin yiksek olmasi daha iyi
klinik seyir ile iligkili bulunmustur (119, 120). Tam patolojik yanit (Skor 0)
orneklerde canli timor hucresinin hi¢ saptanmamasi ve tum lezyonun yogun
fibrozis veya fibroenflamasyon igceren bir dokuya donusmesidir. Tam yanit
yorumu yapabilmek icin tumor yataginin timuayle orneklenmesi gereklidir.
Reziduel tumaor hucrelerinin gorulmesi kismi yanit olarak degerlendirilir.
Ayrica regresyon bulgulari gosteren lenf nodlarinin (LN) sayisi ve/veya
metastatik odaklardaki regresyon oranlari da degderlendirilmeli ve patoloiji
raporu iginde yer almalidir. Ryan ve ark.’nin 6nerdigi sistemin bir
modifikasyonu olan dortlu sistem neoadjuvan tedavi yanitini degerlendirme

amacli dnerilmektedir (121).

e Skor 0: Tam yanit (canl tumor hicresi yok)

e Skor 1: Tama yakin yanit (izole timor hicreleri ve/veya az sayida
canli tumaor hicre gruplari)

e Skor 2: Kismi yanit (regresyon bulgulari gosteren canli timor hicre
gruplarr)

e Skor 3: Zayif yanit/ Yanit yok (regresyon bulgularinin izienmedigi

yaygin karsinom)

7. Tumor Evrelemesi

TUumor evrelemesinde AJCC kanser evreleme kilavuzu tarafindan
yayinlanan TNM evreleme sistemi ve prognostik evre gruplari
kullaniimaktadir (93).

7.1. invazyon derinligi: Cerrahi rezeksiyon materyalinin makroskopik ve
mikroskobik degerlendirmesine dayanan tumor invazyon derinligi, KRK'larda

en belirleyici prognostik faktordur ve evrelemede pT'yi belirler.
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KRK’larda T evresi tablo 1'de detayli incelenmisgtir.

Tablo 1: KRK’larda T evresi

T kategorisi Tanimi

TX Primer tUmor degerlendirilemedi

T0 Primer tUmor saptanmadi

Tis in-situ karsinom Lamina propria invazyonu (intramukozal karsinom)

T1 Submukoza invazyonu

T2 Muskularis propria invazyonu

T3 Subseroza veya peritonsuz kolon segmentlerinde perikolik

veya perirektal doku invazyonu

T4 Diger organ veya yapllara direkt invazyon velveya visseral

periton perforasyonu

T4a Visseral periton perforasyonu

T4b Diger organ veya yaplilara direkt invazyon

7.2. Lenf nodlari: KRK’da, bdlgesel LN metastazi, adjuvan tedavi
uygulanmasi igin yonlendiricidir. Bolgesel olmayan LN metastazi, uzak
metastaz (pM1) olarak kabul edilir. Materyal Gzerinden ayiklanan LN sayisi;
kolon segmentinin uzunluguna, ¢ikarilan mezenter miktarina, hastanin

yasina ve neoadjuvan tedaviye baghdir.

N evresi tablo 2’de ayrintili bicimde gdsterilmistir.

Tablo 2: KRK’larda N evresi

N kategorisi Tanimi
NX Bolgesel LN degerlendirilemedi
NO Bolgesel LN metastazi saptanmadi
N1 1-3 bolgesel LN metastazi
Nia 1 bolgesel LN metastazi
N1b 2-3 boélgesel LN metastazi
Nic Subseroza veya peritonsuz perikolik/ perirektal fibroadipz

dokuda, LN metastazi olmaksizin timor depoziti

N2 4 veya daha fazla bolgesel LN metastazi
N2a 4-6 bolgesel LN metastazi
N2b 7 veya daha fazla bolgesel LN metastazi
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7.3. Uzak metastaz: Primer tumor rezeksiyon materyalinde (periton veya
omentum) veya ana materyalden ayri gonderilen drneklerde histolojik olarak
saptanan metastaz raporlanir ve UICC/AJCC 8. baskisinda yer alan
evreleme kriterleri dogrultusunda patoloji raporunda belirtilir. Patolog, yalniz
gonderilen materyallerde degerlendirme yapabilecedi igin, patoloji

raporlarinda pMO veya pMX kullanilmamalidir.

KRK’larda M evresi tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: KRK’larda M evresi

M kategorisi Tanimi
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
M1a Periton metastazi olmaksizin, bir organa sinirli (karaciger,

akciger, over, bolgesel olmayan LN) metastaz

M1b Birden fazla organ metastazi

Mic Periton metastazi (-/+ organ metastazi)

20



7.4. AJCC Prognostik Evre Gruplari

Tablo 4: KRK’larda prognostik evre gruplari

T evresi N evresi M evresi Klinik evre
Tis NO MO 0
T1,T2 NO MO I
T3,T4 NO MO Il
T3 NO MO A
T4a NO MO IIB
T4b NO MO lc
Herhangi bir T N1,N2 MO i
T1,T2 N1 MO A
T1 N2a MO

T1,T2 N2b MO B
T2,T3 N2a MO

T3,T4a N1 MO

T3,T4a N2b MO e
T4a N2a MO

T4b N1,N2 MO

Herhangi bir T Herhangi bir N M1 v
Herhangi bir T Herhangi bir N Mia IVA
Herhangi bir T Herhangi bir N M1b IVB
Herhangi bir T Herhangi bir N Mic IVC

Kolorektal karsinomlar icin CAP tarafindan olusturulan kilavuza goére
cerrahi iglemin turl, tumor lokalizasyonu, boyutu, timoér perforasyonu,
mezorektum butunlugu, histolojik tip, histolojik derece, tumor invazyon
derinligi, proksimal-distal-radial cerrahi sinirlar, tedavi etkisi (neoadjuvan
tedavi alan olgular igin), lenfovaskuler invazyon, perinéral invazyon, tumor
tomurcuklanmasi, invaziv karsinomun gelistigi adenom zemini varhigi, tumor
depoziti, lenf nodu varligi, sayisi ve metastaz durumu, AJCC kanser
evreleme kilavuzuna gore tumor evresi, non-neoplastik kolon mukozasinin
Ozellikleri prognostik faktorler olup, patoloji raporlarinda yer almalidir (93,
102).
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8. Kolorektal Karsinogenez

KRK’lar onkogenez agisindan tumorlerin yerlesim yerlerine gore proksimal
ve distal ya da sag ve sol kolon tumorleri olarak iki ana grupta
incelenmektedir. Sag ya da proksimal kolon; gekum, ¢ikan kolon, hepatik
fleksura, transvers kolon ve splenik fleksurayi; sol ya da distal kolon tanimi
ise inen kolon, sigmoid kolon ve rektumu kapsamaktadir. Ancak yerlesim
yerine bakilmaksizin sonugta KRK patogenezi heterojendir ve kompleks, ¢cok
basamakli molekuler yolaklari igermektedir. Bu molekuler mekanizma ve
yolaklar belli basli genetik ve epigenetik degisikliklerin varligi ya da
yokluguna gore gesitlilik gosterir (122). Bu yolaklarin baglicalari adenom
karsinom yolagi ve serrated yolak olup, sorumlu genetik mekanizmalarin da
en bilinenleri kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI) ve
CpG ada metilasyonudur (CIMP) (123). Mekanizma ve yolaklarin farkliliklari
kolorektal preklrsor lezyonlara yansimakta, bu lezyonlarin yerlesim yerleri,
invaziv kansere donusme yollari ve morfolojileri de gesitlilik gostermektedir
(122). Gunumuzde ¢oklu kolorektal neoplazi yolagi modeli kabul gérmektedir
(124). Bu modelde en iyi tanimlanmis olan suregler; kromozomal instabilite
ve mikrosatellit instabilite ile ilerleyen adenom karsinom yolagi ve CpG ada
metilasyonu ve mikrosatellit instabilite ile ilerleyen serrated neoplazi yolagidir
(125). Bu yolaklarin esas mekanizmalari farkl olmakla birlikte birbirlerinden
tamamen ayri degildir. Serrated yolak daha sik sag kolon timaérlerinde
etkilidir. Sag kolon tiimérleri molekiler olarak BRAF mutant, yliksek
seviyede CpG ada metilasyonu igceren (CIMP-H), MSI profile sahiptir, sol
kolon ve rektum timorleri ise KRAS mutant, disuk seviyede CpG ada
metilasyonu i¢ceren ya da CpG ada metilasyonu icermeyen (CIMP-L ya da
CIMP-0), MSS profil sergilerler (126).

8.1. Adenom-karsinom sekansi ve kromozomal instabilite (CIN) yolagi

Bu yolagin prekursor lezyonu konvansiyonel adenomdur. Konvansiyonel
adenomlar siklikla sol kolon ve rektum lokalizasyonunda olma egilimi

gosterirler. Displazinin siddetine gore dusuk ve yuksek dereceli olmak Uzere
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ikiye, villoz komponent oranina gore ise tubuler, tubulovilloz ve vill6z olmak
Uzere ug gruba ayrilirlar. Yiksek dereceli ve villoz adenomlar, duglk dereceli
ve tubuler adenomlara gore daha fazla kansere ilerleme egilimi
goOstermektedir (127, 128). Adenom karsinom sekansi sonucu gelisen
tumorlerde izlenen baslica mekanizma kromozomal instabilitedir (126).

CIN ilk olarak 1988 yilinda Vogelstein ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmigstir ve ¢cok basamakli adenom-karsinom sekansini ifade eder
(129). Sporadik kolorektal karsinomlarin yaklasik %70-80’inin gelisiminden
sorumludur (130). CIN, kromozomal materyalde kayip ya da artis; delesyon
ya da duplikasyon sonucu hicresel DNA igerigindeki degisiklikler ile
karakterizedir. Kolorektal karsinomlar bu kromozom sayi anormalliklerine ek
olarak kromozom kollarinda fokal kayip ve kazanimlar gibi somatik
hlcrelerde kromozom kopya sayisi anormallikleri de igerir (131). Bu
kromozomal dengesizlik hicrelerin karyotipinde degisiklikler ve sonrasinda
genlerde heterozigosite kaybi (LOH) ile sonuglanir (132).

CIN yolagi spesifik timor supresoér genler ve onkogenlerdeki mutasyonlar
sonucu olugur (133). Cok sayida mutasyon basamagi tanimlanmis olsa da,
mutasyonlarin birikimi ve gesitliligi farkhlik gosterir, cok az sayida timor tim
basamaklarda molekuler degisiklikler gosterir (134). Kromozomal instabil
timdrler hemen her zaman APC mutasyonu, %50 oraninda KRAS
mutasyonu, %70 oraninda TP53 mutasyonu ve %80 oraninda 18q allelik
kaybi gosterirler. Bazi timorler KRAS mutasyonu yerine BRAF mutasyonu
icerirler ve timorlerin %25’inde PIK3CA mutasyonu bildirilmigtir (135, 136).
Bu yolakta adenomdan timdre gelisim 10-15 yil zaman almaktadir (127).
CIN varligini géstermek icin sitometri, karyotip analizi, LOH analizi, floresan
in situ hibridizasyon (P) ve kargilastirmali genomik hibridizasyon (CGH)
yontemleri kullanilir (133).

APC (5q21): Erken adenom gelisiminde rol oynayan baglatici mutasyon Wnt
yolaginda bulunan adenomat6z polipozis koli (APC) genindeki mutasyondur
(137). Bu genin germline mutasyonu sonucu ailesel adenomat6z polipozis
koli sendromu (FAP) gelisir. Mutant olmayan APC proteini, -katenin ve
GSAK-3B kompleksini olusturarak ubiquitin-proteozom yolagi ile p-katenin
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degradasyonundan sorumludur (138). APC’nin inaktivasyonu sonucu hucre
sitoplazmasinda B-katenin birikir ve biriken B-katenin, T-cell faktér-1 (TCF-
1), lenfoid enhancing faktor-1 (LEF-1) ve guglu onkogenetik etkileri oldugu
bilinen c-myc transkripsiyon faktorlerini uyarir. Bu uyarim kolorektal
hicrelerde proliferasyon artisina sebep olur (139). APC ayni zamanda hucre
iskelet sistemi etkilesimlerinde yer almaktadir; htcre hicre adezyonu,
migrasyon, kromozomal ayrisma (genom stabilitesi) ve apopitozda direkt
etkili oldugu bilinmektedir (138, 140).

KRAS mutasyonu: Erken adenom gelisiminde yer alan ikinci 6nemli
mutasyon Kirsten-rat sarkom 2 viral onkogen homologu K-RAS proto-
onkogenindeki mutasyondur. K-Ras proteini mitojen aktiveli proten kinaz
(MAPK) kaskadinda yer alan GTPaz aktivitesine sahip bir proteindir. KRAS
mutasyonu KRK’larin %30-40’inda nokta mutasyonu seklinde izlenmektedir.
Bu mutasyonlar en sik kodon 12,13 ve 61’de meydana gelmektedir.
KRK’larda en sik kodon 12’de G12D mutasyonu meydana gelmektedir (137).
K-Ras proteinleri hicre ici sinyal iletiminde rol oynamakta olup hticre
proliferasyonu ve apopitozis i¢in 6nemlidir (141). KRAS mutasyonu
KRK’larda cetuximab ya da panitumumab tedavisine direncin énemli bir
gostergesidir. KRAS mutasyonun adenomlarda da sik goértlmesi erken
adenom gelisiminde rol oynadigini desteklemektedir. Adenomlarda boyut
artisi ile birlikte KRAS mutasyonu sikliginin artmasi ise bu mutasyonun
adenomlara blylume avantaji sagladigini gostermektedir (142).

18q kaybi: 18q allelik kaybi kolorektal karsinomlarin yaklasik %70’inde
bulunmaktadir (143). GiUnimuzde bu bélgede SMAD2 ve SMAD4 timor
supresor genlerinin yerlestigi bilinmektedir (144). Bu iki genin protein trtnleri
transforme edici buyime faktoéru-beta (TGF-) sinyalizasyon yolaginin hiicre
ici dizenleyicileridir. TGF-B bilindigi gibi ¢ok sayida hicrede hiicre
blytumesi, farklilagsma, matriks tretimi ve apopitoz gibi genis bir yelpazede
yer alan olaylarin diizenlenmesinde rol almaktadir (144). 18q kaybi genellikle
p53 kaybi ile birlikte izlenmektedir. Kombine kayip kolorektal karsinomlarin
yaklasik %65’inde gorulmektedir (145).

24



TP53 mutasyonu: 17p kromozomunun Uzerinde yer alan pS3 tumaor supresor
geninin mutasyonu kolorektal karsinogenezin geg evrelerinde yer alan bir
mutasyondur. Genom bekgisi olarak isimlendirilen p53, genom kararligi tizerinde
esas roli oynayan genlerden biridir. Normal hlcrelerde p53 proteini gok kisa
Omurladar, mutant p53 proteini ise MDM2-ubiquitin aracili proteolize dayanikli hale
gelmektedir (146). Bunun sonucu yikilamayan p53 patolojik incelemelerde
immunohistokimyasal olarak da saptanabilir hale gelmektedir. p53 mutasyonu ya
da 17p’nin allelik kaybi adenomlarda ortalama %4-26, yuksek dereceli displazili
adenomlarin %50’sinde ve adenokarsinomlarin %50-75’inde izlenmektedir. Bu
sonuglara dayanarak p53 mutasyonunun adenom karsinom gegisinde rol

oynamakta oldugu dusunulmektedir (147).

8.2. Mikrosatellit instabilite (MSI) yolag

Bu yolak mikrosatellitlerin kesfinden sonra ilk olarak 1993 yilinda Lynch
sendromu ile iligkili olarak bulunmus ve kolorektal karsinogenezde alternatif
bir yol oldugu disunulmastir. Lynch sendromunda germline mutasyonlarla
iligkili iken, sporadik olgularda somatik mutasyon veya MLH1 epigenetik
mutasyonu ile iligkilidir ve genellikle metilasyon yolagi ile birliktelik gdsterir
(135, 148). Herediter geciste genin bir allelinde germline mutasyon
gorulirken diger allelde somatik inaktivasyon gorulir. Sporadik olgularda ise

her iki allelde de somatik mutasyon gergeklesir (149).

Kolorektal karsinomlarin yaklasik %15’inden sorumlu yolaktir. Olgularin
%2-4 kadari Lynch sendromuna bagh gelisir (150). Mikrosatellitler genomda
¢ok sayida mononukleotid, dintukleotid veya diger nukleotid tekrarlari
seklinde bulunan, 1-6 bazlik kisa DNA dizileridir. Bu tekrarlar sirasinda
replikasyon hatalari olugursa Mismatch tamir (MMR) sistemi ile tamir edilir.
MMR sistemi, DNA replikasyonu sirasinda, DNA dizisinde gerceklesen
hasarlarin duzeltiimesinde gérev alan MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2
proteinlerinden olusan bir sistemdir. Bu dort protein DNA zincirindeki yanlis
eslesmeleri tespit eder ve zincirden ayirir. DNA polimeraz enzimi ile yeniden
DNA zincir sentezini ve DNA ligaz enzimi ile de yeni olusan zincirin

baglanmasini saglar. Mikrosatellit diziler, DNA polimerazin DNA sentezi
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sirasindaki hatalari sonucu mutasyon birikimine egilimlidir. DNA MMR
sistemi, DNA polimerazin hata okuma yeteneginde olusan hatalari
replikasyon sonrasi tamir edebilir (151). Ancak MMR sisteminde yer alan
proteinlerin insersiyon veya delesyonu sonucunda fonksiyon kaybina neden
olacak sekilde uzunluklarinda degisim meydana gelebilmektedir.
Mikrosatellitlerde gorulen bu insersiyon veya delesyon DNA’nin kodlanan
bdlgelerinde olustugunda gerceve kaymasi mutasyonu meydana gelir. MMR
sistemi baz-baz yanlis eslesmelerini ve insersiyonlari tanir ve hatali genetik
bilgi iceren DNA dizisini tamir eder (152). Bu hatalar tamir edilemezse
genom boyunca tekrarlayan mikrosatellitlerin sayisinda artis veya azalma
(“instabilite”) gorultr ve MSI gergeklesir. MSI genin kodlanan bdlgelerinde

gerceklestiginde onkogenik potansiyele sahiptir (152, 153).

Lynch sendromu: Herediter nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC) olarak
da adlandirilan, DNA MMR sisteminde yer alan 4 gendeki germline
mutasyon sonucu gelisen en sik gorulen ailesel kolorektal kanser
sendromudur. Otozomal dominant gegislidir (154). Lynch sendromu erken
baslangigl kolorektal ve endometrial kanserler ile karakterize olmakla
birlikte, gastrointestinal kanal, Uriner sistem, kadin genital sistem timorleri
de eslik edebilir. Bu hastalarda yasam boyu kolorektal kanser gelisim riski
kadinlarda %52,2, erkeklerde %68,7 olarak bulunmustur. Sporadik olgulara
gore daha erken yaslarda, sag kolon lokalizasyonunda, multipl timér
odaklari seklinde goérulme olasihigi yuksektir (155). Lynch sendromu
olgularini belirlemek, tani ve tedavi yonetimini planlamak amaciyla 2002
yilinda Revize Bethesda Rehberi yayinlanmistir (156). KRK hastalari ve
akrabalarinda prognoz, uygun tedavi ve risk degerlendirmesini belirlemek
icin MSI durumu degerlendiriimelidir (157). Lynch sendromunda en sik
MLH1, MSH2 germline mutasyonlari tanimlanmis olup, MSH6, PMS2 ve
MLH3 mutasyonu daha nadirdir (66, 158).

Mikrosatellit instabilitede klinikopatolojik bulgular: MSI timérler ileri yas,
kadin cinsiyet, erken evre ve sag kolon yerlesimi ile karakterizedir. Genellikle

kotu diferansiye timorlerdir. Ekspansif buyime paterni, misindz
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diferansiasyon, tasl yuzuk hicre diferansiasyonu, Crohn-benzeri lenfositik

reaksiyon ve meduller blyume paterni de sik gorulmektedir (51, 159).

Mikrosatellit instabilite varligini gdsteren test yontemleri: MSI varligi,
PCR yontemi, DNA sekanslama ve immunohistokimyasal olarak

gOsterilebilir.

a. PCR yontemi: Kisideki saglikli doku ve timoér dokusu arasinda degisen
mikrosatellit tekrar boyutlarinin farkina dayanmaktadir (160). 5
mononukleotid (BAT25, BAT26, NR-21, NR-24, MONO-27) ve 2
pentanukleotidden (PentaC ve PentaD) olusan bir panel geligtiriimistir (161).
PCR degerlendirme sonuglarina gore kolorektal kanserler MSI-H, MSI-L,
MSS olarak gruplandirilir. Tanimlanan 5 belirtegten 2’sinde veya daha genis
bir panel kullaniliyor ise >%30’unda instabilite varligi “MSI-H”, birinde

instabilite varhgr “MSI-L”, instabilite saptanmaz ise “MSS” olarak adlandirilir.

b. DNA sekanslama yontemi: DNA tamir enzimleri tarafindan kodlanan
genlerdeki mutasyonlari direkt gosteren tek yontemdir. Pahali ve zaman

gerektiren bir ydntem oldugu igin her olguda kullanimi zordur (162).

c. immunhistokimyasal yontem: 4 mikrosatellitte (MLH1, MSH2, MSH6 ve
PMS2) ekspresyon kaybi olup olmadigina bakilir. immunohistokimyasal
olarak MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2’nin nlkleer ekspresyonu tiimérde
MMR sistemininin saglam oldugunu géstermektedir. internal kontrol pozitif
iken (mononukleer hicreler ve stromal hiicreler) timaoral hiicrelerde kayip
MMR sisteminin hatali oldugunu gdsterir. internal kontrol ve timérin negatif
oldugu durumlarda ise islem tekrar edilmelidir. Mutant ya da metile olmus
MLH1; MLH1 ve PMS2’de nukleer ekspresyon kaybina, benzer sekilde
mutant MSH2; MSH2 ve MSH6’da nlkleer ekspresyon kaybina sebep
olmaktadir. Sadece MLH1'de meydana gelen ekspresyon kaybi Lynch
sendromu iligkili KRK’yI sporadik KRK’dan ayirt ettirmez. Bu ayrimda BRAF
mutasyon analizi ya da MLH1 hipermetilasyon testi yapilmasi gereklidir.
MSH2, MSH6’da ekspresyon kaybi ya da izole PMS2 ekspresyonu genellikle
Lynch sendromu iligkilidir. Bu durumda hedeflenmis germline mutasyon testi

uygulanmalidir (66).

27



Sporadik MSI-H timdorler ayni zamanda APC, BRAF ve nadiren KRAS
mutasyonu igerebilir. Lynch sendromu iligkili kanserler ise APC’ye alternatif
olarak CTNNB1 mutasyonu igerebilir, ancak BRAF mutasyonu gostermezler
(163). Bu sebeple MLH1 kaybi gosteren sporadik vakalari ayirt etmek igin
BRAF mutasyonu analizi faydali olabilir (126).

Mikrosatellit instabilitenin tedavideki rolii: MSI durumunun prognostik ve
prediktif rolu oldugu bilinmektedir. MSI kolorektal karsinomlarin
kisisellestiriimis adjuvan kemoterapi (KT), hedef tedavi ve immun kontrol
noktasi inhibitdr tedavisinden yarar gordugu bildiriimekle birlikte 5-
flourourasil (5-FU) tedavisinden fayda gérmedigini bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir (157). Evre Il ve Ill MSI kolorektal karsinomlarda 5-FU
tedavisinin etkisiz oldugu hatta KT’'ye bagl gorulebilecek yan etkiler
nedeniyle zarari olabilecegi 6ne surtlmusttr (164). Evre Ill MSI kolorektal
karsinomlarda |6kovorin ve 5-FU tedavisinin yerine, oksaliplatin
kullanilmasinin hastaliksiz sag kalimi arttirdigi bildirilmistir (165). MSI
kolorektal karsinom olgularinin topoizomeraz inhibitoru irinotekan
tedavisinden de yarar goérebilecedi 6ngortulmustir. MSI gésteren timarlerin
reklrrens agisindan daha disuk risk tasidigi bildirilmistir (166). Evre 11 MSI
tumorlerde cerrahi rezeksiyon sonrasi ek tedaviye gerek olmadigi, timor
perforasyonu ya da obstruksiyonu, adhezyon, etraf doku invazyonu gibi risk
faktorleri bulundugu takdirde, her olgu 6zelinde ayri ayri degerlendirilerek
karar verilmesi gerektigi ileri surtlmektedir (167). Onkolojik tedavi
arastirmalari immun kontrol inhibitérleri ve immunoterapi yoninde de hiz
kazanmistir. Metastatik ve direncli KRK olgularinda programli 6lim
reseptori-1 (PD-1) ilaci pembrolizumab tedavisinin kullanilabilecegi
sOylenmektedir. Programli 6lUm ligandi-1 (PD-L1) timor hiicrelerinden, PD-1
ise T lenfositlerden eksprese edilir. PD-1 ve PD-L1 birlesmesi sonucunda T
hucresi inaktive olur, boylece tumor hicreleri immun sistemden kagma
yetenegi gelistirirler (168). MSI timdrlerde mutasyon yukunun artmasiyla
orantili olarak neoantijenlerin immun sistemi tumore karsi uyarmasi ve anti
PD-1 yaniti artisi meydana gelir (169). 2015 yilinda anti PD-1 ilaci

pembrolizumab tedavisinin metastatik ve direncli MSI kolorektal
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karsinomlarda kullanilabilecegi bildiriimigtir (168). Monoterapi olarak
kullanilan PD-1/PD-L1 inhibitorleri, tamor boyutunu kagultir ve uzun sureli

etkiye sahiptir.

8.3. CpG ada metilasyonu

CpG ada metilasyon fenotipi (CIMP) genlerin promoter bdlgelerinde
bulunan CpG dinukleotidlerinin yaygin hipermetilasyonu ile karakterizedir.
TP16 ve MLH1 gibi tumor supresor gen inaktivasyonunun temel
mekanizmasidir (170). insan genomunda metilasyon, CpG dintkleotid
yapisindaki sitozinin 5. karbonunda meydana gelir ve 5-metil sitozin insan
genomundaki sitozinlerin %4’ande mevcuttur. Normal hucrelerde promoterde
yerlesim gosteren, 6zellikle tekrarlayan DNA bolgelerinde bulunan CpG
adalari diger bolgelere gére metilasyona daha yatkindir. CpG ada
hipermetilasyonu sonucu aktif olarak eksprese edilen tumor supresor
genlerin ve tumor iliskili genlerin inaktivasyonu, hiicre proliferasyonunun
durdurulmasini ya da yaglanmayi ve apopitozisi engelleyerek
karsinogenezise sebep olur (170, 171). CpG ada metilasyonuna sebep
olabilecek ¢ok sayida genetik ve gevresel etken suglanmis olsa da promoter
bdlgelerindeki CpG adalarinin metilasyona egilimli olmasinin sebebi tam
olarak bilinememektedir. Promoter CpG ada hipermetilasyonu hemen her
tipte kanserde gorilmekle birlikte KRK’larda ¢ok sayida genin promoter
bdlgesinde saptanir ve bu durum “CpG ada metilatdr fenotipi” (CIMP) olarak
tanimlanir. CIMP kolorektal karsinomun yeni kesfedilen en énemli molekuler
mekanizmalarindan biridir ve CIMP karsinomlarin klinikopatolojik 6zellikleri
kendilerine 6zgudur (172) Bu timdrler siklikla kadinlarda, ileri yaglarda
gorullrler ve proksimal kolon yerlesimlidirler (135). Histolojik olarak bu
tumorler az diferansiye, misindz veya tasli ylzik hicre morfolojisindedir
(173).
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8.4. Serrated neoplazi yolagi, kolorektal kanserin alternatif yolu

DSO’niin son siniflamasinda kolorektal polipler; konvansiyonel
adenomlar ve serrated polipler olarak siniflandiriimaktadir. Serrated polipler
genel olarak kript epitelinde testere disi gérunimu ile karakterize olup
hiperplastik polipler (HP), sesil serrated adenom/polip (SSA/P) ve traditional
serrated adenom (TSA) olmak Uzere Ug¢ alt grupta incelenmektedir (66).
SSA/P, kolorektal karsinomlarin %15-30’unun gelisiminden sorumlu olan
serrated neoplazi yolaginin esas prekursorleridir (171, 174). TSA da siklikla
rektumda yerlesen premalign lezyonlardir ancak ¢ok nadir gorulmeleri
sebebiyle onkogenetik mekanizmalari net degildir (175). Cesitli caligmalarda
serrated yolakta mikrovezikuler tip HP (MVHP) / SSA/P / displazili SSA/P /
kolorektal karsinom sirasiyla tumor gelistigi belirtiimigtir (176).

Serrated neoplazi yolagi hipermetilasyon ve bunun sonucu gerceklesen
tumor supresor genlerin sessizlesmesi yani sira BRAF mutasyonu ile
karakterizedir (174). Serrated polipozis sendromlu hastalarda yapilan
genetik analizler serrated neoplazi yolaginin daha iyi anlagilmasina olanak
saglamistir. Bu yolakta meydana gelen onkogenezin karakteristik 6zelligi
tumor supresor genlerin promoter bolgelerinde yer alan CpG adalarinin
hipermetilasyonudur (CIMP) ve bu genlerin sessizlesmesi ile sonuglanir
(177). Yapilan calismalarda serrated poliplerde ortalama %20-26, proksimal
SSA/P’lerde ise %63 oraninda CIMP-high fenotip saptanmistir. Bu da
serrated polipler ile CIMP-high KRK’lar arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir.
Bu sebepten serrated neoplazi yolagina CIMP yolagi da denir (178). CIMP-
high timor gelisiminde MLH1’in hipermetilasyonu ve sessizlesmesi 6nemli
bir basamak olup, MMR sisteminin fonksiyon kaybina ve bunun sonucunda
MSI gelisimine yol acar (142). Her ne kadar MLH1 hipermetilasyonu kritik bir
basamak olsa da CIMP-high timarlerin yaklasik %8'’i mikrosatellit stabildir
(171). Yapilan galismalarda MSI ile birlikte olan CIMP+ karsinomlarin yash
hastalar, proksimal yerlesim, musindz histoloji, belirgin lenfoid infiltrasyon,
RUNXGB/SOCS1 promoter metilasyonu, BRAF mutasyonu ile birliktelik
gosterdigi, MSS ve CIMP+ tumorlerin ise daha erken yas, distal yerlesim ve

KRAS mutasyonu gdsterdigi gorilmektedir. Bu da sag kolon kaynakl
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CIMP+, MSI tumorlerin dnculunan SSA/P iken, sol kolon kaynakli CIMP+,
MSS tumorlerin 6nculinun TSA oldugunu desteklemektedir (179). BRAF
mutasyonu serrated neoplazi yolaginin bir baska énemli bilesenidir. BRAF,
MAPK kaskadinda rol oynar ve KRAS aktivitesi tarafindan kontrol edilir.
BRAF mutasyonu kontrolstz hicre proliferasyonuna sebep olur. Yapilan
calismalarda MVHPlerde %72, SSA/P’lerde %70-80, adenomlarda ise %1
oraninda BRAF mutasyonu goruldugu belirtilmigtir (176). Yine yapilan baska
¢alismalarda BRAF mutasyonu ile CIMP-high fenotip arasinda kuvvetli bir
korelasyon bulunmustur. Bu sonugclar da serrated poliplerden kaynakli,
CIMP-high, BRAF mutant kanserlere sebep olan serrated neoplazi yolaginin
varligini desteklemektedir (126).

KRK’lerde ¢ok basamakli molekuler yolaklarin varlidi, her biri gok cesitli
mutasyonlar iceren ¢ok sayida genin kolon kanseri gelisiminde yer almasi
sonucunu dogurmaktadir. Ginumuzde bu yolaklar igerisinde MSI yolagi,
6zgun klinikopatolojik bulgular icermesi ve MSI durumunun prognostik ve
prediktif roli nedeniyle KT ve immunoterapi ¢alismalarinin hedefi olmus ve
kolon kanseri tedavisinde basarili gelismeler saglanmistir. Planladigimiz
arastirmada kolon karsinogenezinde rol oynadidi gosterilmis olan bazi gen
mutasyonlari ve transkripsiyon faktort ekspresyonlarinin MSI kolon
tumorlerinde prognozu 6ngérmede etkinligi ve yeni tedavi protokolleri

gelistiriimesine katkisi olup olmayacagi tartisilacaktir.

9. BRAF

RAF gen ailesinde yer alan, 7. kromozomun uzun kolunda (7q34)
bulunan bir onkogendir. BRAF geni MAPK sinyal yolaginda gorev alan bir
serin/treonin kinaz aktivitesi olan proteini kodlamaktadir. Bu protein huicre
farklilagmasi ve proliferasyonunda rol alir. BRAF gen dizisinin 15.
ekzonunda yerlesmis 1796. nukleotidde Timin-Adenin transversiyonu
oldugunda, 600. pozisyonda bulunan valin yerine glutamik asit kodlanir. Bu
durumda V600E yanlis anlamli mutasyonu olusur (136). BRAF mutasyonu
tim kolorektal karsinomlarda %8 oraninda goérular. MSl ile birlikteligi sik

olup, bu timoérlerde %39 oraninda, MSS kolorektal karsinomlarda ise %4
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oraninda izlenmektedir (180). Bu durum BRAF p.V600E mutasyonunun
MLH1 promoter hipermetilasyonu sonucu MSI timér olusumuna yol
acgmasindan kaynaklanir (10). BRAF mutant kolon timorleri kadin cinsiyet,
ileri yas, proksimal yerlesim, ileri TNM evresi, diferansiasyon kaybi ve
musindz histoloji ile iligkilendirilmistir (11-13). Bununla birlikte sonraki
calismalarda BRAF mutasyonunun MSI ve MSS timorlerde farkli prognostik
etkiye sahip oldugu gorulmustir (14-16). BRAF mutasyonunun MSS
tumorlerde kotu prognostik faktor iken MSI timaorlerde erken evre ile iligkili
olup iyi prognoz gdstergesi oldugu ileri strulmektedir (9, 181-183). Bu
mutasyonun varhdi Lynch sendromunu dislamaktadir (157). BRAF molekuld,
EGFR sinyal yolaginda rol alir ve hiicresel proliferasyon, motilite ve
sagkalimda etkilidir. Bu gende olusan mutasyonda EGFR sinyal yolagi
surekli aktif olur, bu da kontrolsuz hucre sinyali ve proliferasyonuyla
sonuglanir. Dolayisiyla BRAF 600. kodonunda meydana gelen nokta

mutasyonu anti-EGFR immuUnoterapisini etkisiz kilar.

10. SOX2

SRY-iligkili HMG-box (SOX) ailesinin bir Gyesidir ve hiicre
farkhlasmasinin ve embriyonik gelisim sirasinda pluripotent kok htcrelerin
bakimi igin gerekli olan bir transkripsiyon faktoridir (184-190). Kok hicre
benzeri kanser hicreleri (CSC) ise, gelismis timdrijeniteye, sinirsiz kendini
yenileme kapasitesine ve kemorezistansa sahip kanser hucreleridir (191). Bir
dizi kanser modelinde yapilan preklinik calismalar, SOX2+ kanser
hicrelerinin karakteristik CSC 6zellikleri sergiledigini gostermistir (192-197).
SOX2+ kanser hucrelerinin, tedaviye direng kazandirdidi, immun tanimayi
Onleyebildigi ve metastatik nisler olusturabildigi gosterilmistir (193, 196).
Yakin zamanda, SOX2 ekspresyonunun kolorektal karsinomlarda lenf nodu
metastazi ve uzak metastaz ile iliskili olup, kétl prognostik faktér oldugu
bildirilmistir (20-23). SOX2, kolorektal kanserde olasi bir prognostik belirte¢

olabilir. Bununla birlikte bu konuda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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11. CDX2

Kaudal tip homeobox 2 (CDX2) intestinal kanal epiteline spesifik bir
transkripsiyon faktoriidir (198). intestinal kanal epitelinin gelisimini ve
farkllagmasini diizenler (199). Intestinal diferansiasyonun en sensitif ve
spesifik belirtecidir (198). Kolorektal kanserde ilerlemeyi ve yayilimi
engelleyen bir timér baskilayicidir (200-202). immiinohistokimyasal olarak
CDX2 analizi, primeri bilinmeyen intestinal epitel farklilagsmasini gostermek
icin kullanilir. KRK’l1 hastalarin bir kisminda ekspresyon kaybi izlenmektedir
ve bu kotd prognostik gostergedir (7, 203-209). Ayrica, CDX2
ekspresyonunun kaybinin, diferansiasyon kaybl, ileri evre hastalik, sag kolon

lokalizasyonu ve MSI ile baglantili oldugu bilinmektedir (6).

12. STAT1

STAT1'in kanser biyolojisinde ¢ok sayida rol oynadigi bildirilmistir. STAT1
(sinyal donustlricu ve transkripsiyon 1 aktivatora), IFN ile ilgili hicre igi
sinyallesme igin bir ana transkripsiyon faktortdir. STAT molekulleri,
sitoplazmada reseptorle iliskili kinazlar tarafindan fosforile edilir, homo- veya
heterodimerizasyona ugrayarak aktive olur ve ¢ekirdege giderek
translokasyona neden olur. Spesifik olarak STAT1, interferon alfa (IFN-a),
interferon gama (IFN-y), Epidermal Bliylime Faktorii (EGF), Trombositten
Tiretilen Biiylime Faktéri (PDGF) veya interldkin 6 (IL-6) gibi birkac ligand
tarafindan aktive edilebilir (210, 211). STAT1, kaspazlarin siklin bagiml
kinaz inhibitéri 1A’nin ve IFN duzenleyici faktér 1’in upregulasyonu yoluyla
veya BCL2 ailesinin down regulasyonu ile anti-onkojenik rol oynayabilir (210-
214). STAT1'in KRK baglangicinin erken asamalarinda, apopitoz ve hlicre
proliferasyonu gibi mekanizmalari kontrol etmenin yani sira immun yaniti
module ederek bir tumor baskilayici molekul olarak rol oynadigini gosteren
calismalar vardir (17). Ote yandan, STAT1 pro-onkojenik bir molekiil olarak
da hareket edebilir. Ornegin, bir laboratuvar galismasinda STAT1
overekspresyonu, myeloid derive supresor hucrelerin aktivasyonuna yol

acarak farelerde agresif timor gelisimine neden olmustur (215). Ek olarak,
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STAT1 tumor immun surveyansi Uzerinde olumsuz etki gosterebilir. TUmor
hacrelerinde PD-L1 ekspresyonunu indukleyerek T hlcresi ve NK hicre
fonksiyonlarini inhibe edebilir (216-218). Bir calismada MSI kolorektal
kanserlerde STAT1 ve PD-1/PD-L1 ekspresyonu arasinda saptanan pozitif
korelasyona dayanarak, STAT1'in MSI kolorektal kanserlerde pro-onkojenik
bir rol oynadigi savunulmaktadir (18). STAT1’in kolorektal karsinogenezde

rol oynadigi bilinmekle birlikte, prognostik degeri netlik kazanmamistir.

34



ll. GEREG VE YONTEM

1. Etik Kurul izni

2021-062 numaral projemiz, 09.06.2021 tarihli toplantida 20.478.486
karar no ile Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri

Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

2. Olgular

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali
arsivinde yer alan, 2000-2018 yillar1 arasinda kolon rezeksiyon materyalinde
ya da konsultasyon olarak génderilen rezeksiyon bloklarinda tani almis 603
kolorektal karsinom olgusu ile calismaya baslandi. Olgularin
hematoksilen&eozin (HE) boyali preparatlari ve parafin bloklari arsivden
cikarildiktan sonra tum preparatlar incelendi ve histopatolojik tani, derece ve

timor evresi yani sira histopatolojik prognostik verileri tekrar degerlendirildi.

incelenen 603 olgudan neoadjuvan tedavi almis ve tedaviye tam yanit
gostermis 6 olgu, FAP’li 3 olgu ve 1 mikst adenondroendokrin karsinom
olgusu galisma disi birakildi ve geriye kalan 593 olgu ¢alisma grubuna
alindi. Konsultasyon olgularindan bazilarinda rapordaki eksiklikler nedeniyle

bir kisim veriye ulasilamadi ancak bu olgular ¢alismadan diglanmadi.

Her olgu igin tim preparatlar incelendikten sonra lezyonu temsil eden, en
¢ok tumor dokusu igeren preparat ve parafin blok segcildi. Bu bloklardan doku

mikroarray yontemi kullanilarak ¢alisma bloklari hazirlandi.
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3. Doku Mikroarray Yontemi

Doku mikroarray (DMA) teknoloijisi ilk olarak 1998 yilinda tanimlanmig
olup diinyada birgok arastirmaci tarafindan benimsenen ve yuksek ornek
saylisina sahip histoloji-patoloji ¢alismalarinda kullanilan bir teknik olarak
yerini almistir (219). Doku mikroarray teknigi; formalin ile tespit edilmis ve
parafine géomulmus dokularda; ilgi duyulan lezyonlu boélgelerden alinan
orneklerin alici bir parafin bloga aktariimasi ve ¢ok sayida dokunun tek bir
kesitte temsil edilmesi olarak tanimlanir (220). Bu sayede, 20-150 arasi farkh
ornegi iceren alici blok kesitlerinin degerlendirilmesi ile ayni laboratuvar
kosullarinda, hizli, ekonomik ve es zamanli patolojik incelemeler
yapilabilmektedir (221). Doku mikroarray teknigi, 6zellikle rutin histopatolojik
inceleme sonrasinda, doku kesitlerinde DNA, mRNA veya proteinlerin in-situ
hibridizasyon ve immunohistokimyasal testlerle igsaretlenmesine ihtiyag
duyuldugunda tercih edilmektedir (220, 221). Bunun nedeni, doku
kesitlerinde uygulanan molekuler patoloji ve immunopatoloji tekniklerinin test
basina olan maliyetlerinin ve laboratuvar isguclu gereksinimlerinin ylksek
olmasidir (222).

Doku mikroarray kullaniminda manuel, yari otomatik ve tam otomatik
sistemlerden yararlaniimaktadir. Temel olarak parafin bloklara gémulmuis
olan dokulardan, farkli ¢aptaki igneler (0,6 mm, 1 mm, 2 mm, 3 mm) ile
alinan orneklerin dnceden dizayn edilen gukurlarin olusturuldugu alici
bloklara yerlestiriimesi ile ¢alisma blogu sekillenmektedir (223, 224). Alinan
ornekler, verici parafin bloktan alinan ve tim dokuyu igeren histolojik
kesitlerin HE ile boyanmasi, mikroskopta incelenmesi ve DMA igin

kullanilacak ilgili bélgenin isaretlenmesi ile belirlenmektedir (225).

Temelde, DMA ydnteminin yapilandiriimasi igin basitge, 1- Verici parafin
doku bloklari, 2- Doku punch aleti veya metal spacer aleti ve 3- Alici delikler

iceren parafin bloklar gereklidir (226-228).
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DMA teknigi ile;

1. Tek bir preparat Gzerinde bulunan ¢ok sayida doku orneginin
incelenmesini ve ¢ok sayida farkli belirtegin DNA ve protein duzeyinde

analizini saglayan multi-timor incelemeleri,

2. Ozellikle tanisal amagh veya terapdtik hedef olarak potansiyel yararlilig
arastirilan hedef gen icin kullanilan ve 6zellikle beyin, kalp, karaciger ve

kemik iligi gibi vital organlarin normal dokularinin ele alindigi ¢calismalar,

3. Ozel bir hastaligin ya da timérin farkl evrelerini iceren dokularin ele

alindi§1 progresyon ¢aligsmalari,

4. Klinik izlem bilgileri elde edilen timaorlerin 6rneklerinin birarada
degerlendirildigi, klinik verilerle DMA bulgularinin korele edildigi prognoz

calismalari,

5. Hucre dizileri veya ksenogreftler i¢in kullanilan, optimal hlcre dizisini

segmeye yarayan deneysel (eksperimental) ¢alismalar,

6. Frozen dokularin kullanildigi, RNA ve protein analizinde yararlanilan krio-

mikroarray c¢aligsmalari yapilabilir (227-231).

Doku mikroarray bloklarinin ve kesitlerinin hazirlanmasi:

1. Secgilen HE boyall preperatlar tzerinde mikroskop altinda uygun timor
alani isaretlendi. Ayni alan, preparata ait parafin blok Gzerinde de isaretlendi.
2. DMA yoOntemine gecis asamasinda, once mikroaarray yontemine uygun
bloklar elde etmek icin gereken 6zel parafin hazirlandi. Bu parafinin
hazirlanmasinda rutinde kullanilan normal parafin yani sira balmumuna
benzer (wax) (Merck® Urln no:1115449020) bir ¢esit parafin kullanildi. Bu iki
parafin, karisim orani wax/parafin=1/10 olacak sekilde karistiriip wax’in
erime noktasi olan 64°C’de eritildi.

3. DMA blogunu hazirlamak i¢gin DMA aletinin (3DHISTECH Manuel TMA
Kit) parcalan biraraya getirilerek uygun dizenek yapilandiriidi. DMA aleti
blokta 60 adet (6 satir, 10 stutun) 2 mm ¢apinda gukur yuva olusturmak igin
hazirlanan Ozel bir duzenektir. Bu duzenek hazirlandiktan sonra uzerine blok

olusturmak icin bu aletle uyumlu gerceve bicimli 6zel kaset yerlestirildi.
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4. Daha onceden hazirlanan, etivde saklanan erimis parafin tagsmayacak
Olclyle kaset yerlestirilen alet Uzerine dokuldld. Olusturulan blok, DMA aleti
ve kasetle birlikte 0°C de 1 dk donmasi icin buzdolabinin buzlugunda
bekletildi. Parafin donduktan sonra cihaz Uzerindeki vidalar sikistirilarak
blogun DMA aletinden ayrilmasi saglandi. Boylece uzerinde 60 adet bos
yuva bulunan bir blok elde edildi.

5. DMA icin kullanilacak o6rnegin alinacagi, tumor alani isaretlenmis
bloklardan DMA aletinin bir pargasi olan ve zimba benzeri bir gérev yapan
punch kaleminin butonuna basarak 2 mm’lik hedef dokular alindi. Her bir
doku DMA bloklari Uzerindeki gukurlara sirayla gomuldu. Bu islem sirasinda
kalemin butonuna basili olarak DMA bloduna girip kalemin ucu ¢ukura iyice
yerlestikten sonra butondan parmagimizi gekmek suretiyle doku yerlestirildi.

6. Calismamizda oncelikle 60 gukurun merkezinde bulunan 6x6’lik bir ekim
alani tercih edildi ve her bir blokta 36 doku olacak sekilde gomme islemi
yapildi. Bu sirada olguya ait protokol no, dokunun yerlestirildigi koordinatlar
belirtlecek sekilde sema ile kaydedildi. Yerlesim oryantasyonunu
kaybetmemek icin gdmmenin bagslangi¢c noktasina fazladan farkli bir doku
ornegi géomulda.

7. Daha kolay kesit alabilmek ve dokilme oranini minumuma indirmek igin
yluzeyini duzlemek amaciyla Uzerine lam konan blok, 1 dk etivde
bekletildikten sonra c¢ikarilip donmadan lamdan yavasga ayrildi. Kesilecek
yuzi yukarida kalacak sekilde (dokularin kayip seviye farki olusturmasina
engel olmak amaciyla) donmasi igin birka¢ saat buzlukta bekletildi.

8. Olasi hatalar1 engellemek icin bloktan keserken ve sudan preparat Uzerine
alirken isarete denk dusen baslangic alaninin sag Ust koseye denk
gelmesine 6zen gosterildi.

9. Her bir preparattan HE boyamak Uzere 1 kesit ve lizinli lama 15 kesit

alindi.
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4. Klinik ve izlem Bilgileri

Hastalara ait klinik 6zellikler, hastaligin klinik evresi, klinik gidisi (tani
aldig1 andan itibaren yasam suresi, son durumu vb.), tedavisi (kemoterapi
kag kur, ne sureyle aldigi, radyoterapi alip almadigi), nuks olup olmadig gibi
Klinik veriler galismanin klinisyen arastirmacisi tarafindan 6grenildi ve
prognostik analizler icin kaydedildi. Calismaya dahil edilen 593 olgudan
243’unde s6z konusu klinik izlem verilerine ulagilamazken kalan 353 olguda
bu bilgiler elde edilebildi ve prognostik dederlendirmeler sadece bu grupta

yaplilabildi.

5. Histopatolojik Degerlendirme

Kolon rezeksiyon materyallerine ait tim H&E boyali kesitler histopatolojik
tani, histolojik derece, lenfovaskuler invazyon, ven6z invazyon, perinoral
invazyon, tumor tomurcuklanmasi, az diferansiye kumeler, intratimoéral ve
peritimdral lenfositik yanit, crohn benzeri yangisal yanit, fokal misin6z
diferansiasyon, invazyon seviyesi, T3 timorler i¢in invazyon seviyesinin
visseral peritona uzakhgi, neoadjuvan tumér yaniti, timoér depoziti, lenf nodu
metastazi, TNM evresi, proksimal, distal ve radyal cerrahi sinirlarin durumu,
mezokolik ve mezorektal eksizyon seviyesi ve tumor perforasyonu agisindan

yeniden incelendi.

Histopatolojik tani ve histolojik derece DSO (2019), timér evresi AJICC
(8. Baski, 2017) kanser evreleme kilavuzu ve CAP (2021) kilavuzuna gore

degerlendirildi.

Histolojik derece: Histolojik derecelendirme derece 1 (iyi diferansiye) ve

derece 2 (az diferansiye) olarak yapildi.

Tumor tomurcuklanmasi: Mikroskopun x20’lik buyitmesinde tiumaorun en
derin 10 invazyon alani tarandi, segilen hotspot odakta H&E kesitlerde sayim
yapildi ve 3 kategoride derecelendirildi: disuk (0-4 tomurcuk), orta (5-9

tomurcuk) ve yuksek (10 veya daha fazla tomurcuk).
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Az diferansiye kiimeler: Mikroskop altinda x4’lUk buyUtme alaninda kesitler
incelendikten sonra en ylksek az diferansiye kime odagi saptandi ve x20’lik
blyutmede sirasiyla <5, 5-9, 2 10 PDC'ye sahip KRK’lar belirlendi.

intratiimdral lenfosit sayisi: 10 BBA tarandi ve lenfositlerin ortalamasi
alindi. DUguk seviyede (<50/BBA) ve ylksek seviyede (>50/BBA) olmak

Uzere 2 kategoride incelendi.

Peritumoral lenfosit sayisi: 10 BBA tarandi ve lenfositlerin ortalamasi
alindi. Dusuk seviyede (<200/BBA) ve yuksek seviyede (>200/BBA) olmak

Uzere 2 kategoride incelendi.

Crohn benzeri yangisal yanitin degerlendirilmesi: Tumorin barsak
duvarini invaze ettigi en derin alana ait tum dérneklerin kesitleri incelendi,
lenfoid folliklller var ya da yok seklinde degerlendirildi. Mukoza yerlegimli
olan lenfoid follikuller, lenf nodu gérinumunde olanlar, duzensiz sekilli

agregat formunda olanlar degerlendirme disi birakildi.

invazyon seviyesinin peritona uzakhigi: pT3 timérlerde 8lgiim, periton

yuzeyinden, en derin invazyon seviyesine kadar yapildi.

Mezokolik/mezorektal eksizyon seviyesi, tumor perforasyon durumu,
timor yerlesimi ve tumor boyutu: Makroskopi raporundaki dederlendirme

esas alindi.

Cerrahi sinirlar: Makroskopi raporu yani sira mikroskobik dl¢iimler de

yapildi.

Neoadjuvan tedavi yaniti: Skor 0: Tam yanit (canli timér hlcresi yok), Skor
1: Tama yakin yanit (izole timor hicreleri ve/veya az sayida canli timor
hlcre gruplar), Skor 2: Kismi yanit (regresyon bulgulari gésteren canli timor
hlcre gruplan), Skor 3: Zayif yanit / Yanit yok (regresyon bulgularinin

izlenmedigi yaygin karsinom) seklinde 4 kategoride degerlendirildi.
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6. immunohistokimyasal inceleme

DMA bloklarindan elde edilen 3,5 mikron kalinligindaki kesitler pozitif
yuklu elektrostatik lamlara (Isotherm Technical Laboratory Glass Materials)
alindi ve 58°C’lik etuvde 4 saat tutuldu ve ardindan barkodlari basilarak
calismaya hazir hale getirildi. Elde edilen tum kesitler tam otomatik
immunohistokimyasal boyama cihazina (BenchMark Ultra automated
IHC/ISH slide staining system, Ventana Medical Systems; BenchMark XT
automated IHC/ISH slide staining system, Ventana Medical Systems)
yerlestirildi. Immiinohistokimyasal boyamalar igin cihaz ile uyumlu Ultraview
Universal DAB Detection Kit (CDX2, SOX2, STAT1 igin), Optiview Universal
DAB Detection Kit (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, BRAF V600E igin) ve EZ
prep, LCS, SSC, Cell Condition 1 (CC1), Reaction Buffer Concentrate

solusyonlari ile Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi.

immiinohistokimyasal boyama icin konsantre veya predilue monoklonal,
rabbit, anti-human MLH1 (Klon M1, Ventana), konsantre veya predilue
monoklonal, rabbit, anti-human MSH2 (Klon G219-1129, Ventana),
konsantre veya predilue monoklonal, rabbit, anti-human MSH6 (Klon SP93,
Ventana), konsantre veya predilue monoklonal, rabbit, anti-human PMS2
(Klon A16-4, Ventana), konsantre veya predilue SOX2 (Klon EP103, Cell
Marque), monoklonal, rabbit, anti-human, konsantre veya predilue CDX2
(Klon EPR2764Y, Cell Marque), monoklonal, rabbit, anti-human, konsantre
veya predilue BRAF V600E (Klon VE1, Abcam) ve monoklonal, rekombinant,
konsantre veya predilue STAT1 (Klon EPR21057-141, Abcam) antikorlari
kullanildi. Cihazda boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar ilik deterjanli
su ile yikanip alkol serilerinden gegcirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden

gegirildi ve EntellanR (Merck and Co., Berlin) ile kapatildi.

7. immunohistokimyasal Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tim degerlendirmeler standart 151k mikroskobunda, iki calismaci (O.D. ve
S.A.) tarafindan yapildi. MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 i¢gin kontrol olarak
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normal kolon dokusu, SOX2 igin testis germ hucreli tumort, CDX2 igin
normal kolon mukozasi, BRAF V600E icin tiroid papiller karsinomu ve
STAT1 icin tonsil dokusu kullanildi.

MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 antikorlari: Tumor hucrelerinde DNA onarim
gen proteinlerinin retansiyonunu ya da kaybini degerlendirmek igin %10 cut-
off degeri kullanildi. MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 antikorlarinin hepsi ile
%10’nun uzerinde tumor hicresinde nukleer ekspresyon saptanmasi MSS
olarak degerlendirildi. TUmor hicrelerinde MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2
antikorlarindan en az biri ile nikleer ekspresyon kaybi saptanmasi
durumunda MSI olarak degerlendirildi. Normal kolon mukozasi, inflamatuar

hlcreler ve stromal hicreler pozitif internal kontrol olarak kabul edildi.

CDX2 antikoru: Timor hiicrelerinde degerlendirmek igin %10 cut-off degeri
kullanildi. Hi¢ nakleer boyanma olmamasi durumunda negatif, %10’un
altinda timor hicresinde nukleer boyanma zayif pozitif, %10’un Uzerinde

tumor hicresinde nukleer boyanma ise guglu pozitif olarak degerlendirildi.

SOX2 antikoru: Tumor hicrelerinde degerlendirmek igin %10 cut-off degeri
kullanildi. Hi¢ ndkleer boyanma olmamasi durumunda negatif, timaor
hicrelerinde %10’u asan herhangi bir oranda nukleer boyanma olmasi

durumunda pozitif olarak degerlendirildi.

BRAF V600E antikoru: Sitoplazmik boyanmalar esas alindi. TUumaor
hlcrelerinde reaksiyon saptanmamasi: 0, zayif derecede sitoplazmik
reaksiyon: 1, orta derecede sitoplazmik reaksiyon: 2, kuvvetli derecede

sitoplazmik reaksiyon: 3 olarak skorlandi.

STAT1 antikoru: Nukleer ve sitoplazmik boyanma ayri ayri degerlendirildi.
NUkleer ekspresyon var ya da yok seklinde skorlandi. Sitoplazmik ekpresyon

ise boyanma yogunluguna gore 4 kategoride skorlandi:

-Hig sitoplazmik boyanma olmamasi: Negatif, -Hafif boyanma: +1, -Orta

derecede boyanma: +2, -Gugli boyanma: +3
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STAT1 degerlendirmesinde standart kurallar olmadigi igin farkli

varyasyonlarda STAT?'i analizleri yapilmistir:

e STAT1 Niikleer: Nukleer boyanma varlgi ya da yoklugu

e STAT1-Sitoplazmik 1 (STAT1 — St1): Negatif / +1 / +2 ve +3 olarak
degerlendirildi.

e STAT1- Sitoplazmik 2 (STAT1 — St2): Negatif ve +1 / +2 ve +3
olarak degerlendirildi.

e STAT1-Sitoplazmik 3 (STAT1 - St3): Negatif, +1 ve +2 / +3 olarak
degerlendirildi.

e STAT1 (+/-): STAT1’de nlkleer ya da sitoplazmik farketmeksizin
herhangi bir boyanma olmasi pozitif, higbir boyanma olmamasi negatif

olarak degerlendirildi.

istatistiksel Degerlendirme:

Calisma sonucunda elde edilen tim veriler kisisel bilgisayarda SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 26. surimu ile incelendi.
Sagkalim analizleri i¢in Kaplan-Meyer yontemi, sag kalim egrilerinin
istatistiksel karsilastirmasi icin log-rank testi kulanildi. Sagkalim disindaki
parametrelerin korelasyonunun aragtiriimasinda Pearson ki-kare ve Fisher'in
Exact testleri kullanildi. Tum degerlendirmelerde istatistiksel anlamlilik siniri
p<0,05 olarak kabul edildi. p degeri 0,05 ile 0,10 arasinda ise sinirda

anlamlilik olarak degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

1. Olgularin Klinik, Histopatolojik ve immunohistokimyasal Bulgulari

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakuiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali
arsivinde yer alan, 2000-2018 yillar1 arasinda kolon rezeksiyon materyalinde
ya da konsultasyon olarak gonderilen rezeksiyon bloklarinda tani almis 603
kolorektal karsinom olgusu ile galismaya baglandi. Bu olgular icinde yeterli
doékimantasyonu saglanamayan olgular diglandiktan sonra 353’0
hastanemizde onkoloji kliniginde takipli olmak Uzere toplam 593 olgunun
verileri degerlendirildi. Tum olgularda MMR proteinlerinin ekspresyonu
immunohistokimyasal olarak incelendi ve ardindan BRAFV600E, SOX2,
STAT1 ve CDX2 immuUnohistokimyasal boyalari uygulandi. Prognostik

calismalar ise izlem verileri elde edilen 353 olguda yapildi.

Olgularin yas araligi 16 ile 88 arasinda degismekte olup, ortalama yas
62,65, ortanca yas 63’tu. Tumorlerin boyutu <1 mm ile 140 mm arasindaydi

ve ortalama 46,89 mm idi.

Olgularda yaklasik 1,5 kat erkek baskinligi bulunmaktaydi. Timdorlerin
blylk kismi sol kolon lokalizasyonlu olup siklikla rektum ve sigmoid

yerlesimliydi.

Calismaya dahil edilen olgularin klinikopatolojik 6zellikleri tablo 5’te

verilmistir.
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Tablo 5: Olgularin klinikopatolojik 6zellikleri

Klinikopatolojik 6zellikler En diisiik — en yiiksek (Ort. + SD)
Yas 16-88 (62,65+12,252)
Tuamor boyutu (mm) <1-140 (46,89 + 20,423)
Cinsiyet n (%)

Kadin 241 (40,6)

Erkek 352 (59,4)
Tumor lokalizasyonu n (%)
Sag kolon 167 (28,2)

ileogekal valv 1(0,2)

Cekum 60 (10,1)

Cikan kolon 74 (12,5)

Hepatik fleksura 7(1,2)

Transvers kolon 26 (4,4)
Sol kolon 405 (68,3)

Splenik fleksura 7(1,2)

inen kolon 61 (10,3)

Sigmoid kolon 149 (25,1)

Rektosigmoid 2 (0,3)

Rektum 176 (29,7)

Anal kanal 7 (1,2

Olgularin yaklasik 5’te birinde makroskopi piyesinde tiumoér disinda
adenomato6z polip, %6,9'unda timdre bagl perforasyon izlendi. Olgularin
cogunlugu 5 cm’den klguktl. Distal ya da proksimal cerrahi sinir pozitifligi
gosteren olgular %1,9, radyal cerrahi sinir pozitifligi ise %17,5 oraninda

goruldu.

Olgulara ait makroskopik 6zellikler tablo 6’da gosterilmigtir.
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Tablo 6: Olgularin makroskopik 6zellikleri

Makroskopik 6zellikler Var Yok

n (%) n (%)
Adenomatdéz polip 114 (19,2) 479 (80,8)
TUmor perforasyonu 41 (6,9) 551 (93,1)
Tuamor boyutu < 50 mm 250 mm

314 (56,3) 244 (43,7)
Cerrahi sinirlar Pozitif Negatif
Proksimal-Distal CS 11 (1,9) 581 (98,1)
Radyal CS 33 (17,5) 156 (82,5)

Olgularin gogunlugu adenokarsinom, NOS morfolojisindeydi. Histolojik

subtiplerden medduller karsinom morfolojisinde tumor saptanmadi.

Noroendokrin karsinom ve mikst néroendokrin-néroendokrin digi neoplazi
(MINEN) olgulari galisma digi birakildi. Olgularin biyiik kismi iyi diferansiye
timorler olup yalnizca adenokarsinom, NOS ve muisin6z adenokarsinomlar
derecelendirildi. Diger histopatoljik parametreler arasinda fokal musin6z
diferansiasyon, lenfovaskuler, ven6z ve perindral invazyon, tumdér depoziti,
timore karsi immun yanit (peritimoral ve intratimdral lenfositik yanit ve
crohn benzeri yangisal yanit), timér tomurcuklanmasi ve az diferansiye

kimeler degerlendirildi.

Olgulara ait bu histopatolojik 6zellikler tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7: Olgularin histopatolojik 6zellikleri

Histopatolojik tip n (%)
Adenokarsinom, NOS 522 (88)
Mdisinéz 35 (5,9)
Adenom benzeri 17 (2,9)
Serrated 12 (2)
Mikropapiller 2(0,3)
Tasli ylzik hicreli 5(0,8)
Histolojik derece n (%)
lyi diferansiye 492 (83)
Az diferansiye 66 (11,1)
Diger 6zellikler Var Yok

n (%) n (%)
Fokal misinoz dif. 124 (20,9) 434 (73,2)
Lenfovaskiler invazyon 412 (69,5) 181 (30,5)
Venobz invazyon 62 (10,5) 531 (89,5)
Perindral invazyon 217 (36,6) 376 (63,4)
TUmor depoziti 54 (9,1) 536 (90,4)
Lenf nodu metastazi 240 (40,5) 351 (59,2)
Crohn benzeri yanit 375 (63,2) 218 (36,8)

Yok Diisuk Yiiksek
Diger ozellikler

n (%) n (%) n (%)
intratiiméral lenfositik yanit 109 (18,4) | 398 (67,1) 86 (14,5)
Peritimaral lenfositik yanit 3 (0,5) 258 (43,5) 332 (56)
TUmor tomurcuklanmasi 147 (24,8) | 168 (28,3) 278 (46,9)
Az diferansiye kimeler 155 (26,1) | 180 (30,4) 258 (43,5)

Olgularin buyuk kismi T3 evresinde bulunmaktaydi. Yaklasik yarisinda
lenf nodu metastazi saptanmadi. Klinik bilgisine ulasilan olgularin (353 olgu)
ise cogunda uzak metastaz yoktu ve buyuk kismi tani aninda evre 2 ya da

evre 3 hastalik evresindeydiler.
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Olgulara ait TNM ve klinik evre detayli olarak tablo 8’'de incelenmistir.

Tablo 8: Olgularin TNM ve klinik evreleri

T evresi n (%)

T 15 (2,5)
T2 44 (7,4)
T3 329 (55,5)
T4a 177 (29,8)
T4b 28 (4,7)

N evresi n (%)

NO 271 (45,7)
Nia 77 (13)
N1b 80 (13,5)
Nic 21 (3,5)
N2a 83 (14)
N2b 59 (9,9)

M evresi n (%)
Uzak metastaz var 58 (16,4)
Uzak metastaz yok 295 (83,6)
Klinik evre n (%)
Evre 1 13 (3,7)
Evre 2 140 (39,7)
Evre 3 142 (40,2)
Evre 4 58 (16,4)

Olgularin immunhistokimyasal belirtegle boyanma oranlari tablo 9'da

gOsterilmistir.
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Tablo 9: Olgularin immunohistokimyasal boyanma oranlari

Skor n (%)

Zayif 43 (7,3)
CDX2 Guglu 541 (91,2)

Negatif 9(1,5)

Negatif 544 (91,7)

Arti 1 23 (3,9)
BRAF

Artl 2 19 (3,2)

Arti 3 7(1,2)

Negatif 561 (94,6)
SOX2

Pozitif 32 (5,4)

Negatif 370 (62,4)
STAT1 (Niikleer)

Pozitif 222 (37,4)

Negatif 350 (59)
STAT1 (Sitoplazmik-1) +1 160 (27)

+2, +3 82 (13,8)

Negatif ve +1 511 (86,2)
STAT1 (Sitoplazmik-2)

+2, +3 82 (13,8)

. . Negatif 350 (59)

STAT1 (Sitoplazmik-3)

+1, +2, +3 243 (41)

Negatif 323 (54,5)
STAT1 (+/-)

Pozitif 269 (45,4)

2. MSI ve MSS Olgularin Klinikopatolojik ve Histopatolojik Ozellikleri
593 olgunun 113’0 (%19,1) MSI gbsterirken, 480’i (%80,9) MSS olarak
belirlendi. En sik (%60) MLH1 ve PMS2 ekspresyon kaybi saptandi. %10,6
oraninda MSH2 ve MSH6 kaybi, %7,7 oraninda izole PMS2 kaybi ve %3,6
oraninda izole MSH6 kaybi izlendi. %18,1 oraninda olgu ise beklenmeyen,

siradigi ekspresyon kaybi gostermekteydi.

Olgularin mikrosatellit instabilite durumu ve ekspresyon kaybi patern

dagihimlar tablo 10°’da gosterilmigtir.

Tablo 10: MSI ve MSS grubun orani ve MSI olgularin ekspresyon paterni

Mikrosatellit instabilite durumu

n (%)

MSS (Mikrosatellit stabil)

480 (80,9)

MSI (Mikrosatellit instabil)

113 (19,1)
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MSI tiimorlerde ekspresyon kaybi paternleri

Klasik formlar n (%)
MLH1(-) ve PMS2(-) 68 (60)
MSH2(-) ve MSH6(-) 12 (10,6)
PMS2(-) 9(7,7)
MSH6(-) 4 (3,6)

Siradigi formlar n (%)
410 (-) 8(7,2)
MLH1(-) 5 (4,6)
MSH2(-) 2(1,8)

MLH1(-), PMS2(-) ve MSH2(-) 2(1,8)

PMS2(-) ve MSH2(-) 1(0,9)
MLH1(-), PMS2(-) ve MSH6(-) 1(0,9)
MSH2(-), MSH6(-) ve PMS2(-) 1(0,9)

MSS ve MSI olgularin yaslari ve cinsiyet dagilimlari arasinda anlamli fark
yoktu. MSI tumorler anlamli olarak MSS tumoérlerden boyut olarak daha
blyuktli ve MSS timorlerin aksine ¢ogu sag kolon yerlesimli olup bu

yerlesim farki anlamli saptandi.

Her iki olgu grubunun klinikopatolojik 6zelliklerinin kargilastirmasi tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11: MSS ve MSI gruplarin klinikopatolojik 6zellikleri

MSS MSI o]
Yas Ort. 62,98, + SD 11,872 | Ort. 61,25, + SD 13,728 0,183
Timor boyutu Ort. 44,33, £ SD 18,336 | Ort. 57,32 + SD 25,363 <0,001
n (%) n (%)
o Kadin | 193 (39,8) 48 (40,5)
Cinsiyet 0,659
Erkek | 287 (59,8) 5 (57,5)
. Sag 110 (23,7) 57 (52,8)
Yerlesim <0,001
Sol 354 (76,3) 1 (47,2)

Eslik eden adenomat6z polip varligi, tumor perforasyonu, proksimal/distal

cerrahi sinirlar ve radyal cerrahi sinir pozitifligi agisindan MSI ve MSS
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tumorler arasinda anlamli fark yoktu. TUmor boyutu 50 mm kesme deger

alindiginda, MSI timorler anlamli olarak daha buyuk saptandi.
Olgulara ait karsilastirmali makroskopik 6zellikler tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12: MSS ve MSI gruplarin makroskopik 6zellikleri

Makroskopik 6zellikler MSS n (%) MSI n (%) p
. Var 94 (19,6) 20 (17,7)
Adenomatoz polip 0,647
Yok 386 (80,4) 93 (82,3)
Var 33 (6,9) 8 (7,1)
Tumor perforasyonu 0,943
Yok 446 (93,1) 105 (92,9)
Lo <50 mm 274 (60,4) 40 (38,5)
Tamor boyutu <0,001
250 mm 180 (39,6) 64 (61,5)
Pozitif 9(1,9) 2(1,8)
Proksimal/Distal CS 1,000
Negatif 470 (98,1) 111 (98,2)
Pozitif 29 (16,6) 4 (28,6)
Radyal CS 0,273
Negatif 146 (83,4) 10 (71,4)

Her iki grubun ¢ogunlugunu adenokarsinom, NOS morfolojisindeki
tumorler olusturmaktaydi. MUsin6z adenokarsinom orani MSI grupta belirgin

fazlaydi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli saptandi.

Musin6z morfolojinin, KRK’larda timdrdeki orani ne olursa olsun kendine
0zgu prognostik 6zellikler tasidigini bildiren yayinlar mevcuttur. Bu nedenle
olgularimiz musin6z ve non-musinoz olarak da ayrilarak incelenmistir.
Musindz morfolojinin MSI durumu, immun belirteclerle iligkisi ve prognostik
degeri de arastirilmistir. MSI grupta adenom benzeri adenokarsinom ve tagli

yuzuk hicreli karsinom morfolojisinde timor izlenmemistir.

Olgulara ait histopatolojik tiplerin detayli incelemesi tablo 13’te

gOsterilmistir.
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Tablo 13: MSS ve MSI gruplarin histopatolojik subtipleri

Histopatolojik subtip MSS n (%) MSI n (%) p
Adenokarsinom, NOS 424 (88,3) 98 (86,7)

Mdisin6éz adenokarsinom 22 (4,6) 13 (11,5)

Adenom benzeri adenokarsinom 17 (3,5) 0 (0) 0,011
Serrated adenokarsinom 11 (2,3) 1(0,9)

Mikropapiller karsinom 1(0,2) 1(0,9)

Tasli ylzik hicreli karsinom 5(1) 0 (0)

Histopatolojik tip MSS n (%) MSI n (%) ¢]
Mdisin6z adenokarsinom 22 (4,6) 13 (11,5) 0,005
Non-misin6z karsinom 458 (95,4) 100 (88,5)

Her iki grup, timarlerin histopatolojik 6zelliklerine gore ayrintili olarak
incelendi. MSI timdrler, MSS tumorlere gore anlamli olarak daha az
diferansiye saptandi. Musin varliginin prognoz Gzerindeki etkisini
degerlendirmek igin musin6z adenokarsinom kriterini karsilamayan fakat
ekstrasellller misin komponenti olan olgular da fokal misin6z
diferansiasyon gosteren olgular olarak siniflandirildi. Fokal misinéz
diferansiasyon varliginda MSI olgularda lenfovaskuler invazyon orani daha
dusuktd ve bu istatistiksel anlamlilik gésterdi (p=0,010). Mlsinéz ve non-
musindz timorlere baktigimizda da her iki grupta misin6z diferansiasyon
varhgi ile lenfovaskuler invazyon orani disus gostermekteydi, ancak
higbirisinde sonug¢ anlamli degildi (MSI, MSS; sirasiyla p=0,208, p=0,535).
Perinoral invazyon, MSS timdrlerde anlamli olarak daha sik izlendi. Lenf
nodu metastazi MSI olgularda daha az siklikla izlenmekle birlikte sinirda
anlamli sonug elde edildi. Diger histopatolojik parametreler ile iki grup

arasinda anlamli fark gorulmedi.

Histopatolojik 6zelliklerin karsilastiriilmasi ayrintili olarak tablo 14’te

gOsterilmistir.
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Tablo 14: MSS ve MSI olgularin mikroskopik 6zellikleri

Histopatolojik 6zellikler MSS n (%) MSI n (%) p
yi 411 (91,9) 81 (73)

Histolojik derece <0,001
Az 36 (8,1) 30 (27)
Var 97 (21,2) 27 (27)

Fokal misindz diferansi. 0,205
Yok 361 (78,8) 73 (73)

i Var 334 (69,6) 78 (69)

LVI 0,908
Yok 146 (30,4) 35 (31)
Var 55 (11,5) (6,2)

Vendz invazyon 0,1
Yok 425 (88,5) 106 (93,8)

, Var 185 (38,5) 32 (28,3)

PNI 0,042
Yok 295 (61,5) 81 (71,7)
Var 46 (9,6) 8(7,1)

TUmor depoziti 0,395
Yok 431 (90,4) 105 (92,9)
Var 202 (42,3) 38 (33,6)

LN metastazi 0,093
Yok 276 (57,7) 5 (66,4)
Var 298 (62,1) 77 (68,1)

Crohn benzeri yanit 0,229
Yok 182 (37,9) 6 (31,9)
Yok 88 (18,3) 1(18,6)

intratiiméral lenfositik yanit Disuk 327 (68,1) 71 (62,8) 0,370
Yiksek 65 (13,5) 1(18,6)
Yok 2(0,4) 1(0,9)

Peritimoral lenfositik yanit Dusuk 215 (44,8) 43 (38,1) 0,369
Yuksek 263 (54,8) 69 (61,1)
Dustuik 120 (25) 27 (23,9)

TUmor tomurcuklanmasi Orta 135 (28,1) 33 (29,2) 0,959
Yiksek 225 (46,9) 53 (46,9)
Dustuik 128 (26,7) 27 (23,9)

Az diferansiye kimeler Orta 149 (31) 31 (27,4) 0,468
Yuksek 203 (42,3) 55 (48,7)

LVi: Lenfovaskiiler invazyon, PNI: Perinéral invazyon, LN: Lenf nodu

MSS timaorler anlamli olarak daha erken invazyon seviyelerinde (T1, T2)
saptandi. iki grup arasinda N evresi agisindan anlaml fark

bulunmamaktaydi.
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Gruplarin karsilastirmali Tve N evreleri tablo 15°te ayrintili olarak

incelenmigtir.

Tablo 15: MSS ve MSI olgularin invazyon derinlikleri ve lenf nodu evreleri

MSS n (%) MSI n (%) o]
invazyon seviyesi (T evresi)
T1 13 (2,7) 2(1,8)
T2 42 (8,8) 2(1,8)
T3 257 (53,5) 72 (63,7) 0,005
T4a 150 (31,3) 27 (23,9)
T4b 18 (3,8) 10 (8,8)
N evresi
NO 212 (44,4) 59 (52,2)
N1a 64 (13,4) 13 (11,5)
N1b 64 (13,4) 16 (14,2)
Nic 17 (3,6) 4 (3,5) 0616
N2a 72 (15,1) 11 (9,7)
N2b 49 (10,3) 10 (8,8)

MSS ve MSI olgular temel histopatolojik prognostik parametre olan

invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi kriter alinarak diger histopatolojik

bulgular agisindan karsilastiridi.

invazyon seviyesi ile timér diferansiasyonu arasinda genel grupta, MSI|

ve MSS gruplarda anlamli iligki saptanmadi (sirasiyla p=0,751, p=0,292,

p=0,751).

invazyon seviyesi ve timor tomurcuklanmasi arasinda, genel grupta ve

MSS olgularda anlamli, MSI olgularda sinirda anlamli iliski saptandi. Daha

yuksek tumor tomucuklanma oranina sahip tiumorler derin invazyon

seviyelerine ulagmaktaydi.

Genel grupta ve MSS olgularda derin invazyon seviyelerinde az

diferansiye kiimeler anlamli olarak daha ylksek oranda saptanirken, MSI

timarlerde anlamli bir iligki saptanmadi.
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invazyon seviyesi ve lenf nodu metastazi oranina bakildiginda, tim
gruplarda daha derin invazyon seviyelerinde lenf nodu metastaz orani artis
gosterdi. Genel grupta ve MSS olgularda bu fark anlamli iken, MSI olgularda

anlamli degildi.

invazyon derinlii ile timér tomurcuklanmasi, az diferansiye kiimeler ve

lenf nodu metastazi tablo 16’da detayli olarak incelenmistir.

Tablo 16: invazyon derinligi ile TT, PDC ve LN metastaz ligkisi

G invazyon Tiimér tomurcuklanmasi
ru
P derinligi Dusuk n (%) Orta n (%) Yiiksek n (%) P
Erken evre |24 (43,6) 20 (36,4) 11 (20)
MSS . <0,001
lleri evre 96 (22,6) 115 (27,1) 214 (50,4)
Erken evre 0(0) 2 (50) 2 (50)
MSI ) 0,085
lleri evre 26 (23,9) 30 (27,5) 53 (48,6)
Erken evre 25 (42,4) 23 (39) 11 (18,6)
Genel - <0,001
lleri evre 122 (22,8) 145 (27,2) 267 (50)
Az diferansiye kiime
Dusiik n (%) Orta n (%) Yuksek n (%) P
Erken evre |25 (45,5) 19 (34,5) 11 (20)
MSS . <0,001
lleri evre 103 (24,2) 130 (30,6) 192 (45,2)
Erken evre 0(0) 2 (50) 2 (50)
MSI - 0,414
lleri evre 27 (24,8) 29 (26,6) 53 (48,6)
Erkenevre |25 (42,4) 21 (35,6) 13 (22)
Genel . 0,001
lleri evre 130 (24,3) 159 (29,8) 245 (45,9)
LN metastazi
Yok n (%) Var n (%) P
Erken evre 44 (81,5) 10 (18,5)
MSS ileri <0,001
lleri evre 232 (54,7) 192 (45,3)
Erken evre 3 (75) 1(25)
MSI Ty 0,710
lleri evre 72 (68.1) 37 (33.9)
Erken evre 47 (81) 11 (19)
Genel TP <0,001
lleri evre 304 (57) 229 (43)

Erken evre: Tis, T1, T2, lleri evre: T3, T4A, T4B
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Diferansiasyon azaldiginda her G¢ grupta anlamli olarak daha yuksek lenf
nodu metastaz oranlari izlendi.

Lenf nodu metastazi ve az diferansiye kimeler kargilastirildiginda tim
gruplarda anlamli iliski saptandi ve U¢ grupta da az diferansiye kiime
sayisinin artisiyla artmis lenf nodu metastazi izlendi.

TUmor tomurcuklanmasi da tum gruplarda lenf nodu metastazi ile anlamli
iligkili bulundu. Yuksek tomurcuklanma seviyelerinde lenf nodu metastaz
orani da yuksek olarak izlendi.

Lenfovaskuler invazyon varligi tum gruplarda anlamli olarak lenf nodu
metastazi ile iligkili bulundu. Vendz invazyon varhdinda genel grupta ve MSS
olgularda lenf nodu metastaz oranlari anlamli olarak artarken, MSI grupta
anlamli olmasa da daha az lenf nodu metastazi bulunmaktaydi.

Peritimdral lenfosit yanit artisi ile lenf nodu metastaz oranlari tim
gruplarda ters orantili olmasina kargin yalnizca genel grupta sinirda anlamli
sonug elde edildi. Lenf nodu metastazi ile intratimoral lenfositik yanit ve
Crohn benzeri yanit arasinda (¢ grupta da anlamli iligski saptanmadi.

Non-musin6z ve musindz tumoérleri ayirdigimizda masindz timorlerde
lenf nodu metastazi orani her G¢ grupta yukselmekle birlikte, yalnizca MSS
grupta anlamli, genel grupta sinirda anlamli iliski bulunmaktaydi. Her Gg¢
grupta da fokal misin6z diferansiasyon varliginda lenf nodu metastazi orani
artmakla birlikte anlamli degildi.

Lenf nodu metastazi ile histopatolojik 6zelliklerin iliskisi tablo 17°de

gOsterilmistir.
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Tablo 17: LN metastazi ile histopatolojik 6zelliklerin iligkisi

Histopatolojik

LN metastazi

Soalli Gru Skor
ozellik P Yokn (%)  |Varn (%) P
yi 244 (59,5) 166 (40,5)
MSS 0,006
Az 13 (36,1) 23 (63,9)
Histolojik iyi 59 (72,8) 22 (27,2) 0.051
diferansiasyon MSI Az 16 (53,3) 14 (46,7) J
yi 303 (61,7) 188 (38,3)
Genel 0,006
Az 29 (43,9) 37 (56,1)
Dustik 6 (68,3) 40 (31,7)
MSS Orta 7 (65,1) 52 (34,9) <0,001
Yiiksek 3 (45,8) 110 (54,2)
Dusuk 88,9 3(11,1
Az diferansiye o ( ) ( )
kiimeler MSI Orta 0 (64,5) 1 (35,5) 0,013
Yiiksek 1 (56,4) 24 (43,6)
Diisiik 110 (71,9) 3 (28,1)
Genel |Orta 117 (65) 63 (35) <0,001
Yiiksek 124 (48,1) 134 (51,9)
Diislik 89 (74,8) 30 (25,2)
MSS Orta 79 (58,5) 56 (41,5) <0,001
Yiksek 108 (48,2) 116 (51,8)
. Diislik 19 (70,4) 8 (29,6)
Tumor
tomurcuklanmasi | MSI Orta 27 (81,8) 6 (18,2) 0,031
Yiiksek 29 (54,7) 24 (45,3)
Diislik 108 (74) 38 (26)
Genel |Orta 106 (63,1) 62 (36,9) <0,001
Yiiksek 137 (49,5) 140 (50,5)
Var 173 (52) 160 (48)
MSS <0,001
Yok 103 (71) 42 (29)
; Var 46 (59 32 (41
LVI MSI (59) @) 0,013
Yok 29 (82,9) 6(17,1)
Var 219 (53,3) 192 (46,7)
Genel <0,001
Yok 132 (73,3) 48 (26,7)
Var 22 (40,7) 32 (59,3)
MSS 0,007
Venéz invazyon Yok 254 (59,9) 170 (40,1)
Var 6 (85,7) 1(14,3)
MSI 0,263
Yok 69 (65,1) 37 (34,9)
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Var

28 (45,9)

33 (54,1)

Genel 0,023
Yok 323 (60,9) 207 (39,1)
Yok 0 (0) 2 (100)
MSS Duslk 119 (55,6) 95 (44,4) 0,162
Yiksek 157 (59,9) 105 (40,1)
e Yok 0 (0) 1 (100)
Peritiimoral
lenfositik yanit MSI Duslk 28 (65,1) 15 (34,9) 0,350
Yiksek 47 (68,1) 22 (31,9)
Yok 0 (0) 3 (100)
Genel Dustik 147 (57,2) 110 (42,8) 0,061
Yiksek 204 (61,6) 127 (38,4)
Non-
. 268 (58,8) 188 (41,2)
MSS musin6z 0,038
Misin6z |8 (36,4) 14 (63,6)
Nong 67 (67) 33 (33)
Morfoloji MSI miisindz 0,759
Misin6z |8 (61,5) 5 (38,5)
Non-
F 335 (60,3) 221 (39,7)
Genel musin6z 0,089
Misinéz |16 (45,7) 19 (54,3)
Var 51 (53,1) 45 (46,9)
MSS 0,206
Yok 217 (60,3) 143 (39,7)
ticinéz di Var 18 (66,7 9 (33,3
Fokal miisin6z dif. MSI ( ) ( ) 0,966
Yok 49 (67,1) 24 (32,9)
Var 69 (56,1) 54 (43,9)
Genel 0,286
Yok 266 (61,4) 167 (38,6)

3. MSI ve MSS Olgularin immunohistokimyasal Ozellikleri

MSS tiimérler ile MSI tiimérler, uygulanan dért iHK’sal belirte¢ agisindan

karsilastirildi. MSS timorler, MSI timérlere kiyasla CDX2 ile anlamli olarak

daha fazla oranda boyandi. MSI olgularda BRAF anlamli olarak daha ylksek

oranda ekspresyon gosterdi. SOX2, STAT1 nukleer boyanma, herhangi bir

STAT1 boyanmasi ve STAT1 sitoplazmik-3 boyanmasi ile gruplar arasinda

anlamli fark gorilmedi. STAT1 sitoplazmik-1 ve STAT1 sitoplazmik-2

boyanmalari ise MSI grupta anlamli olarak daha yuksekti.
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immiin belirtecler ile gruplarin karsilagtirimasi tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18: MSS ve MSI olgularin immiin belirteglerle boyanma oranlari

immiin belirteg MSS n (%) MSI n (%) p
Negatif 2 (0,4) 7 (6,2)

CDX2 Zayif 23 (4,8) 20 (17,7) <0,001
Gligli 455 (94,8) 86 (76,1)
Negatif 449 (93,5) 95 (84,1)
+1 21 (4,4) 2 (1,8)

BRAF <0,001
+2 8 (1,7) 11(9,7)
+3 2(0,4) 5 (4,4)
Negatif 456 (95) 105 (92,9)

SOX2 0,379
Pozitif 24 (5) 8 (7,1)

STAT1 Negatif 303 (63,1) 67 (59,3) 0,445

Nikleer Pozitif 177 (36,9) 46 (40,7) ’
Negatif 282 (58,8) 68 (60,2)

STAT1

Sitoplazmik-1 | ! 140 (29,2) 21 (18,6) 0,009
+2, 43 58 (12,1) 24 (21,2)

STAT1 Negatif, +1 422 (87,9) 89 (78,8) 0011

Sitoplazmik-2 | 5> .3 58 (12,1) 24 (21,2) ’

STAT1 Negatif 282 (58,8) 68 (60,2) 0781

Sitoplazmik-3 | .1 2 .3 198 (41,3) 45 (39,8) ’
Negatif 260 (54,2) 63 (56,3)

STAT1 (+/-) — 0,761
Pozitif 220 (45,8) 49 (43,8)

3.1 immiin belirtegler ile makroskopik 6zelliklerin iliskisi

Cinsiyet ile higbir imman belirte¢ arasinda anlamli iliski saptanmadi

(p>0,05).

TUméorlerin yerlesim yerleri acisindan degerlendirildiginde; CDX2 sol

yuksek bulundu.
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saptanmadi. STAT1’de ise nukleer ya da sitoplazmik herhangi bir

kolon tumorlerinde, BRAF ise sag kolon timorlerinde anlamli olarak daha

fazla eksprese edilmekteydi. SOX2 ile lokalizasyon arasinda anlamli bir iligki

komponentteki boyanma sag kolon lokalizasyonlu tumorlerde anlamli olarak




Yerlesim ile immun berlirteclerin iligkisi tablo 19°da detayli olarak

incelenmigtir.

Tablo 19: Yerlesim ile immiin belirteglerin iligkisi

IHK Skor Yerlesim n (%) p
Negatif 5(1,2)
Zayif (+) Sol 20 (4,9)
Glcli (+ 380 (93,8
CDX2 ) 53,9 0,001
Negatif 4 (2,4)
Zayif (+) Sag 22 (13,2)
Gugli (+) 141 (84,4)
Negatif 382(94,3)
+1 17 (4,2)
Sol
+2 6 (1 55)
+3 0(0)
BRAF <0,001
Negatif 141 (84,4)
+1 6 (3,6)
Sag
+2 13 (7,8)
+3 7(4,2)
Negatif 385 (95,1)
Sol
Pozitif 20 (4,9)
SOX2 . 0,428
Negatif 156 (93,4)
— Sag
Pozitif 11 (6,6)
Negatif 274 (67,7)
— Sol
STAT1 Pozitif 131 (32,3) 0.001
s < ’
Niikleer Negatif Sad 84 (50,3)
a
Pozitif 9 83 (49,7)
Negatif 255 (63)
+1 Sol 101 (24,9)
Sitoplazmik-1 Negatif 84 (50,3) ’
+2, +3 32 (19,2)
Negatif ve +1 Sol 356 (87,9)
0
Sitoplazmik-2 | Negatitve+1 | 135 (80,8) ’
a
12, +3 ° 32(19.2)
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Negatif Sof 235 (63)
0
STAT1 +1, +2, +3 150 (37)
. . 0,005
Sitoplazmik-3 Negatif Sad 84 (50,3)
a
1,42, 43 ’ 83 (49,7)
Negatif 238 (58,8)
Sol
Pozitif 167 (41,2)
STAT1 (+/-) 0,002
Negatif Sad 75 (44,9)
a
Pozitif ? 92 (55,1)

Tumor boyutu ile CDX2 ekspresyonu arasinda sinirda anlamlilik gésteren

arasinda anlamli iligki saptanmadi.

anlamli olarak artmaktaydi. Diger immun belirtegler ile tumor boyutu

ters korelasyon bulunmaktaydi. BRAF ekspresyonu ise tumor boyutu arttikga

TUmor boyut ile immun belirteglerin iligkisi tablo 20’de gdsterilmistir.

Tablo 20: Boyut ile immiin belirteglerin iligkisi

iHK Skor Boyut n (%) P
Negatif 3(1)
Zayif (+) gSgimm 17 (5.4)
Gucli (+) 294 (93,6)
Ciope Negatif 5(2) 0,099
Zayif (+) 250 mm 23 (9,4)
Gucli (+) 216 (88,5)
Negatif 294 (93,6)
+1 13 (4,1)
> <50 mm 4 (1.3)
+3 3(1)
BRAF Negatif 217 (88,9) 0,014
+1 8 (3,3)
" 250 mm 15 (6.1)
+3 4 (1,6)
Negatif 300 (95,5)
SOX2 Poziti <50 mm 14 (4,5) 0.141
Negatif 50 mm 226 (92,6) ’
Pozitif " 18 (7,4)
Negatif 194 (61,8)
STAT1 Pozitif <50 mm 120 (38,2) 0.824
Niikleer Negatif 550 mm 153 (62,7) ’
Pozitif = 91 (37.,3)
Negatif 187 (59,6)
+1 <50 mm 86 (27.,4)
STAT1 +2, +3 41 (13,1) 0.634
Sitoplazmik-1 Negatif 145 (59,4) ’
+1 250 mm 61 (25)
+2, +3 38 (15,6)
STAT1 Negatif ve +1 <50 mm 273 (86,9) 0,398
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Sitoplazmik-2 +2, +3 41 (13,1)
N2egagf ve +1 >50 mm 226( 1(246,;1)
+2, + ,
Negatif 187 (59,6)
STAT1 +1,+2,+3 <50 mm 127 (40,4) 0.976
Sitoplazmik-3 Negatif 250 mm 145 (59,4) ’
+1,+2, +3 = 99 (40,6)
Negatif 167 (53,2)
— <50 mm
SRR CAC
g_ : 250 mm
Pozitif 105 (43)

STAT1 sitoplazmik-2 boyanmasinda ylksek ekspresyon oranlariyla
materyalde non-neoplastik kolon mukozasindaki adenomatd6z polip varligi
arasinda anlamli ters iligki bulundu (0,041). Diger belirtecler ile adenomat6z
polip varligi, proksimal/distal ya da radyal cerrahi sinir pozitifligi arasinda

anlamli iligki yoktu (p>0,05).

3.2. immiin belirtegler ile histopatolojik 6zelliklerin iligkisi

TUumor hicrelerinde diferansiasyon azaldikga CDX2'de ekspresyon kaybi
da anlamli olarak azaldi. BRAF da ise tumor diferansiasyonu ile boyanma
orani arasinda ters bir iligki vardi; diferansiasyon arttikga boyanma oranlari
anlamli olarak dusmekteydi. SOX2 iyi diferansiye timadrlerde anlamli olarak
daha az ekprese edildi. STAT1’de de nukleer ya da sitoplazmik herhangi bir
komponentteki boyanma diferansiasyon arttikga anlamli olarak azalma

gOsterdi.

Diferansiasyon ile immun belirteclerin iliskisi tablo 21’de gosterilmistir.
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Tablo 21: Diferansiasyon ile immiin belirte¢lerin iligkisi

IHK Skor Diferansiasyon n (%) p
Negatif 5(1)
Zayif (+) Iyi 32 (6,5)
Gucla (+ 455 (92,5
CDX2 ol (*) ( ) 0,033
Negatif 3 (4,5)
Zayif (+) Az 7 (10,6)
Giiglii (+) 56 (84,8)
Negatif 457 (92,9)
+1 _ 20 (4,1)
lyi
+2 11 (2,2)
+3 4(0,8)
BRAF Negatif 54 (81,8) <0,001
+1 2(3
y 3)
+2 7 (10,6)
+3 3 (4,5)
Negatif y 471 (95,7)
|
Pozitif / 21 (4,3)
SOX2 : 0,002
Negatif 56 (84,8)
Az
Pozitif 10 (15,2)
Negatif i 316 (64,2)
|
STAT1 Pozitif Y 176 (35,8)
Niik] _ 0,001
ukieer Negatif A 28 (42,4)
Z
Pozitif 38 (57,6)
Negatif 299 (60,8)
+1 iyi 137 (27,8)
+2, +3 56 (11,4
RN : SAEL <0,001
itoplazmik-1 | Negatif 28 (42,4)
+1 Az 13 (19,7)
+2, +3 25 (37,9)
Negatif ve +1 ivi 436 (88,6)
|
STAT1 +2, +3 Y 56 (11,4)
. . <0,001
Sitoplazmik-2 | Negatif ve +1 A 41 (62,1)
Z
2,43 25 (37,9)
Negatif ivi 299 (60,8)
STAT1 yi
Sitoplazmik-3 +1, +2, +3 193 (39,2) 0,004
Negatif Az 28 (42,4)
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+1, 42, +3 38 (57,6)
Negatif ivi 216 (43,9)
i
Pozitif Y 276 (56,1)
STAT1 (+/-) . 0,005
Negatif 25 (37,9)
Az
Pozitif 41 (62,1)

BRAF ekspresyonu miusindz adenokarsinomlarda artis gosterme
egiliminde olsa da istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilemedi. Diger

immun belirtegler ile musindz morfoloji arasinda iligski saptanmadi.
Musindz morfoloji ile immun belirtecglerin iligkisi tablo 22’de gosterilmistir.

Fokal musin6z diferansiasyon varlidi ile de immun belirtecler arasinda

anlamh bir iliski saptanmadi (p>0,05).

Tablo 22: Miisin6z morfoloji ile immiin belirtecglerin iligkisi

; Miisin6z/ o
IHK Skor non-miisin6z tm n (%) P
Negatif 8 (1,4)
Zayif (+) Non-misinéz 39 (7)
Gugla (+) 511 (91,6)
CDX2 . 0,482
Negatif 1(2,9)
Zayif (+) Miisinéz 4 (11,4)
Gugl (+) 30 (85,7)
Negatif 515 (92,3)
+1 21 (3,8)
) Non-musin6z 16 (2,9)
+3 6 (1,1)
BRAF Negatif 29 (82.9) 0,181
+1 2(5,7)
Musin6z
+2 3(8,6)
+3 1(2,9)
Negatif i 528 (94,6)
— Non-musin6z
Pozitif 30 (5,4)
SOX2 . 0,713
Negatif 33 (94,3)
— Musin6z
Pozitif 2(5,7)
Negatif 348 (62,4)
STAT1 Niikleer — Non-musin6z 0,954
Pozitif 210 (37,6)
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Negatif 22 (62,9)
P Musindz
Pozitif 13 (37.1)
Negatif 329 (59)
+1 Non-miisin6z 153 (27,4)
STAT1 +2, +3 76 (13,6)
Sitoplazmik-1 Negatif 21 (60) 0,758
+1 Misindz 8 (22,9)
+2, +3 6(17,1)
Negatif ve +1 482 (86,4)
Non-msindz
STAT1 +2, +3 76 (13,6)
Sitoplazmik-2 Negatif ve +1 29 (82.8) 0,611
Musindz
+2, +3 6(7.2)
Negatif 329 (59)
Non-misindz
STAT1 +1,+2, +3 229 (41)
Sitoplazmik-3 Negatif 21 (60) 0,903
Musin6z
+1, 42, +3 14 (40)
Negatif 303 (54,3)
= Non-misindz
Pozitif 255 (45,7)
STAT1 (+/-) _ 0,743
Negatif 20 (57.1)
™ Musin6z
Pozitif 15 (42,9)

LVi ve vendz invazyon ile higbir immiin belirte¢ arasinda anlamii bir iligki
gbzlenmedi.

PNi agisindan bakildiginda, CDX2 ekspresyon orani azaldik¢a PNi
oraninin anlamli olarak arttig1 saptandi (0,018). Diger belirtecler ile PN
arasinda anlamli iliski saptanmadi (p>0,05).

intratiimoral lenfosit sayisindaki artis ile STAT-1’de olusan herhangi bir
boyanma ve STAT1-St.-3 boyanmasi anlamli olarak artig géstermekteydi
(sirasiyla p= 0,008, p=0,002). STAT-1’in varyasyon boyanmalari ile birlikte
incelendiginde, bu anlamlligin daha ¢ok sitoplazmik boyanma giddetindeki
artistan kaynaklandigi goraldu.

Peritimaoral lenfosit sayisindaki artis ile CDX2 disindaki tum belirteglerde
anlamli bir iligki saptandi. Ancak bu anlamliligi daha iyi yorumlayabilmek igin

peritumoral lenfositler yok ve dusuk / yiksek olacak sekilde iki gruba

65



ayrildiginda sadece SOX2 pozitifligi ile sinirda anlamli, STAT1 sitoplazmik

varyasyon boyanmalari ile anlamli peritimoral lenfosit artisi goruldu.

Peritimdral lenfosit orani ve immun belirteglerin iligkisi tablo 23’te

gOsterilmistir.

Crohn benzeri yanit ile immun belirtegler arasinda anlamli bir iligki

saptanmadi (p>0,05).

Tablo 23: Peritiimoral lenfosit orani ile immiin belirteglerin iligkisi

iHK Skor Peritiimoral lenfosit n (%) p
orani
Negatif 241 (92,3)
+1 - 9 (3,4)
D Yok ve dislk 9 (3.4)
+3 2(0,8)
BRAF Negatif 303 (91,3) 0,800
+1 i 14 (4,2)
D Yiksek 10 (3)
+3 51,5
Negatit Yok ve diisiik 252 (96,6)
Pozitif 9(3.4)
SOX2 " 0,063
Negatif Yiiksek 309 (93,1)
Pozitif 23 (6,9)
Negatif 168 (64,4)
+1 Yok ve dislk 66 (25,3)
STAT1 +2, +3 27 (10,3) 0.031
Sitoplazmik-1 Negatif 182 (54,8) ’
+1 Yiiksek 95 (28,6)
+2, +3 55 (16,6)
Negatif ve +1 - 234 (89,7)
STAT1 +2, +3 Yok ve dlstk 27 (10,3) 0.029
Sitoplazmik-2 Negatif ve +1 Yiiksek 277 (83,4) ’
+2, +3 55 (16,6)
Negatif . 168 (64,4)
STAT1 +1,+2,+3 | 'okve disuk 93 (35.6) 0010
Sitoplazmik-3 Negatif Yiiksek 182 (54,8) ’
+1,+2, +3 150 (45,2)
Pogil | Yok ve dsik 109 (418)
STAT1 (+/-) . . 0,102
Negatif Yiiksek 171 (51,5)
Pozitif 161 (48,5)

BRAF ile az diferansiye kiimeler arasinda anlamli bir iliski saptanmasina
ragmen BRAF’In yapilan kombinasyonlarinda bu iliski anlamlandirilamadi
(p>0,05). Az diferansiye kiimeler ile diger belirtecler arasinda anlamli bir iligki

yoktu.
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TT derecesi ile sadece STAT1 nikleer, STAT1-St.-3 ve STAT1 (+/-)
boyanmasi arasinda anlamli bir iligski oldugu goruldu. STAT1 nukleer,
STAT1-St.-8 ve STAT1 (+/-) boyanmasi TT derecesi arttikga artmaktaydi.

TUmor tomurcuklanmasi ile imman belirteglerin iliskisi tablo 24’te

detaylandiriimistir.

Tablo 24: Timér tomurcuklanmasi ile immiin belirteglerin iligkisi

; Tumor

IHK Skor tomurcuklanmasi n (%) P
Negatif o 210 (66,7)

STAT1 Pozitif Digtk ve orta 105 (33.3) 0.022

Niikleer Negatif Yiiksek 160 (42,4) ’
Pozitif 118 (57,6)
Negatif . 199 (63,2)

STAT{ +1, +2, +3 | Dustkve orta 116 (36.8) 0,026

Sitoplazmik-3 Negatif Yiiksek 151 (54,3) ’
+1, 42, +3 127 (45,7)

- N Posg | Distk ve orta 29060 o
Negatif Yilksek 137 (49,3) ’
Pozitif 141 (50,7)

immiin belirtecler ile timér depoziti arasinda anlamli iliski saptanmadi.
CDX2 ve STAT1 sitoplazmik-2 boyanmasi ile LN metastazinda sinirda

anlamlilik gosteren ters korelasyon saptandi.

invazyon seviyesini T1, T2 (Erken evre) ve T3, T4a, T4b (ileri evre)
seklinde iki gruba ayirdigimizda BRAF’in dortli skorlamasiyla yapilan
degerlendirmeyle invazyon seviyesi arasinda anlamli bir iligki saptandi
(p<0,05). Ancak bu iligkiyi daha iyi yorumlayabilmek i¢in yapilan
varyasyonlarda (negatif / +1,+2,+3; negatif, +1 / +2,+3; negatif, +1, +2 / +3)
ise anlamli bir sonug elde edilemedi (sirasiyla p=0,315, p=1,00, p=0,148).
STAT1-St.-1 ve STAT1-St-2 anlamli olarak erken invazyon seviyelerinde,
STAT1-St-3 ise sinirda anlamli olarak erken invazyon seviyelerinde daha
¢ok boyandi. Diger belirteglerle invazyon seviyesi arasinda anlamli iligki
saptanmadi.

invazyon seviyesi ile immiin belirteclerin iligkisi tablo 25'te gosterilmistir.
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Tablo 25: invazyon seviyesi ile immiin belirteglerin iligkisi

IHK Skor invazyon seviyesi n (%) p
Negatif (0)
Zayif (+) Erken evre 3 (5,1)
Gugli (+ 56 (94,9
DX lii (+) (94.9) 0.469
Negatif 9(1,7)
Zayif (+) ileri evre 40 (7,5)
Gugli (+) 485 (90,8)
Negatif 52 (88,1)
+1 5(8,5)
2 Erken evre 0(0)
+3 2(3,4)
BRAY Negatif 492 (92,1) 0,037
+1 ) 18 (3,4)
lleri evre
+2 19 (3,6)
+3 5(0,9)
Negatif 57 (96,6)
Erken evre
Pozitif 2(3,4)
SOX2 . 0,760
Negatif . 504 (94,4)
lleri evre
Pozitif 30 (5,6)
Negatif 34 (57,6)
— Erken evre 25 (42.4)
oziti )
STAT! _ 0,426
ukleer Negatif . 336 (62,9)
lleri evre
Pozitif 198 (37,1)
Negatif 28 (47,5)
+1 Erken evre 15 (25,4)
2, +3 16 (27,1
STAT1 +2, + (27,1) 0,007
Sitoplazmik-1 | Negatif 322 (60,3)
+1 ileri evre 146 (27,3)
+2, +3 66 (12,4)
N1egat|f ve 43 (72,9)
+ Erken evre
STAT1 +2, +3 16 (27,1) 0.002
Sitoplazmik-2 N1egat|f ve . 468 (87,6)
+ lleri evre
+2, +3 66 (12,4)
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Negatif 28 (47.5)
Erken evre
STAT1 +1, +2, +3 31 (5275) 0.057
Sitoplazmik-3 Negatif o 322 (60,3)
lleri evre
+1,42, 43 212 (39,7)
Negatif 28 (47,5)
Erken evre
Pozitif 31 (52,5)
STATH1 (+/-) - 0,254
Negatif . 295 (55,2)
lleri evre
Pozitif 239 (44,8)

4. MSI ve MSS Olgularin Prognostik Ozellikleri

Klinik izlem ve prognoz verilerine ulagilabilen 353 hastanin ¢ogu klinik

evre 3 hastasiydi. 58 hastada tani aninda uzak metastaz bulunmakta olup

53 hastada sonradan uzak metastaz olusmustu. Takip suresi 0 ile 184 ay

arasinda degismekteydi. 283 hasta KT almisti. 197 hasta son takiplerinde

sag iken, 156 hasta ex olmustu. Takipli gruptaki 294 hastanin timértu MSS,

59 hastanin timortu MSI nitelikteydi.

MSI grupta uzak metastaz sikligi anlamli olarak daha duguktu. Klinik evre

ile iki grup arasinda anlamli fark gértlmedi.

Her iki grubun uzak metastaz ve klinik evre oranlari tablo 26’da ayrintil

olarak gdsterilmistir.

Tablo 26: MSS ve MSI olgularin M ve klinik evreleri

MSS n (%) MSI n (%) o]
Uzak metastaz
MO 239 (81,3) 56 (94,9) 0,01
M1 55 (18,7) 3(5,1)
Klinik evre
Frken evre (Evre 1, evre 2) 125 (42,5) 28 (47,5) 0.485
lleri evre (Evre 3, evre 4) 169 (57,5) 31 (52,

Her iki tUmor grubunda da tani anindan sonra uzak metastaz oranina

bakilinca gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktaydi.

Tanidan sonra meydana gelen uzak metastaz oranlari tablo 27°de

verilmistir.

69



Tablo 27: MSS ve MSI olgularin tanidan sonra uzak metastaz oranlari

MSS n (%) MSI n (%) p
Var 44 (15) 9 (15,3)
0,955
Yok 250 (85) 50 (84,7)

Genel sagkalim (GS) ve progresyonsuz sagkalim (PS) MSI grupta, MSS
gruptan daha yuksek saptanmasina karsin istatistiksel anlamlilik tagiyan bir
fark elde edilmedi.

Hastalarin sagkalim bilgileri tablo 18’de detaylandiriimistir.

Tablo 28: Tum gruplarin genel ve progresyonsuz sagkalimlari

o GS PS
n (%) (Ort. ay) P (Ort. ay) P
Genel | 353 94,710 93,894
MSS 294 (83) 91,6 91,8
0,113 0,199
MSI 59 (17) 104,6 101,2

4.1 Sagkalim ile klinikopatolojik 6zelliklerin iligkisi

Yas! 50 kesme deger olarak ayirdigimizda, genel ve MSI grupta 50 yas
altinda GS (Grafik 1) ve PS anlamli olarak daha yuksekti. MSS grupta 50
yas altinda GS sinirda anlamli artarken, PS artis gosterse de anlamli sonug
elde edilmedi.

Her ¢ grubu ele aldigimizda cinsiyet ve lokalizasyonun (sad/sol kolon)
GS ya da PS’yi anlamli olarak etkilemedigi goraldi.

Olgularin klinikopatolojik 6zelliklerinin sagkalima etkisi tablo 29'da

verilmistir.
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Tablo 29: Klinikopatolojik 6zelliklerin sagkalima etkisi

.. R GS PS
Klinikopatolojik 6zellikler n (%) (Ort.ay) p (Ort.ay) p
55 (16 118,4 115,2
Genel | Yas =50 (16) 0,004 0,012
>50 298 (84) 86,6 85,9
<50 15 (25) 140,8 135,4
MSI Yas 0,020 0,049
>50 44 (75) 86,3 82,1
<50 40 (13,6) 106,5 105,4
MSS Yas 0,062 0,116
>50 254 (86,4) | 86,5 85,8
Kadin | 141 (40) 89,6 88,5
Genel | Cinsiyet 0,487 0,562
Erkek | 212 (60) 95,5 94,9
Kadin | 25 (42) 81,1 78,6
MSI Cinsiyet 0,158 0,262
Erkek | 34 (58) 113,4 108,7
- Kadin | 116 (39,5) | 88,9 88,2
MSS Cinsiyet 0,924 0,853
Erkek | 178 (60,5) | 90,4 90,6
Sol 242 (71) 90,1 88,5
Genel | Yerlesim 0,819 0,785
Sag 100 (29) 95,7 93,5
Sol 29 (52) 91,9 81,2
MSI Yerlesim 0,273 0,241
Sag 27 (48) 111,2 108,7
Sol 213 (75) 89,6 89,1
MSS Yerlesim 0,533 0,631
Sag 73 (25) 89,5 88,5
Survival Functions
MSI = instabil
10 T Yas
8 150 ve alty
§ S —I150 sta

08 =
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00
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0 50,0 1000 150,0 2000

aralikay

560 ve alti-censored
{—50 Usti-censarad

Grafik 1: MSI olgularda yas ile genel sagkalim iligkisini gosteren Kaplan-Meier egrisi

71




4.2 Sagkalim ile makroskopik 6zelliklerin iligkisi

Tamor perforasyonu genel grupta ve MSI timérlerde genel (Grafik 2 ) ve
progresyonsuz sagkalimi anlamli olarak azaltmaktaydi. MSS timdrlerde ise
GS Uzerinde sinirda anlamlilik gosterdi.

Proksimal/distal u¢ cerrahi sinirlarda timor devamliligi genel grupta ve
MSS grupta prognozu anlamli olarak kotu etkilerken, MSI grupta bdyle bir
olgu olmadigindan istatistik yapilamadi. Radyal cerrahi sinirda timor
devamliligi genel grupta ve MSS grupta prognozu anlamli olarak kotu

etkilerken, MSI grupta anlamli fark izlienmedi.

Eslik eden adenomatoz polip varligi ya da tumor boyutunun, higbir grupta

anlamli prognostik degeri saptanmadi.
Makroskopik 6zelliklerin prognostik etkileri tablo 30’da verilmigtir.

Tablo 30: Makroskopik 6zelliklerin sagkalima etkisi

Makroskopik o GS PS
ozellikler Skor n (%) (Ort. ay) " (Ort. ay) P
Var 69 (19,5) 75,9 73,2
Genel 0,901 0,889
Yok 284 (80,5) | 94,6 93,6
. Var 11 (18,6) 95,6 95,6
Polip MSI 0,469 0,364
Yok 48 (81,4) 102,1 97,6
Var 58 (19,7) 69,3 66,2
MSS 0,590 0,534
Yok 236 (80,3) | 92,3 92,4
Var 25 (7,1) 54,4 50,1
Genel 0,014 0,016
Yok 327 (92,9) | 96,4 95,7
- Var 4 (6,7 31,5 18,6
perfo- | g 6.7) 0,013 <0,001
rasyon Yok 55 (93,3) 108,6 105,9
Var 21 (5) 56,5 54,4
MSS 0,086 0,131
Yok 272 (95) 92,8 93
<50 mm | 187 (58) 94,1 94,6
Genel 0,310 0,215
=50 mm 133 (62) 89,4 87,1
<50 mm | 20 (39) 110,4 106,7
Boyut MSI 0,637 0,726
=250 mm | 31 (61) 94,1 88,5
<50 mm | 167 (62) 84,2 84,1
MSS 0,233 0,164
250 mm 102 (38) 86,2 84,5
Prok./ Pozitif 346 (97,3) |9 9
Distal Genel <0,001 <0,001
cS Negatif 6(1,7) 96,1 95,1
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Pozitif 59 (100) - R - -
MSI
Negatif | 0 (0) 104,6 101,2
Pozitif 287 (98) 9 9
MSS <0,001 <0,001
Negatif | 6 (2) 93,3 93,3
Pozitif 19 (17) 56,3 54,2
Genel 0,002 0,005
Negatif | 93 (83) 95,7 95,7
Pozitif 2 (28,5) 35,5 35,5
nadval 1 s _ 0,515 0,515
Negatif 5(71,5) 104,6 104,6
Pozitif 17 (16) 53,4 51,1
MSS 0,003 0,007
Negatif | 88 (84) 93,1 93,9
Survival Functions
MSI = instabil
10 ES Perforasyon
'l_! _,_“;aol'k
{— var-censored
og t— yok-censored
™
Z 08
5
(7]
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02
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Grafik 2: MSI olgularda tiimor perforasyonu ile genel sagkalim iligkisini gosteren Kaplan-
Meier egrisi

73




4.2 Sagkalim ile histopatolojik 6zelliklerin iligkisi

Tamorler non-musindz ve musindz olarak gruplandiginda Ug grupta da
non-musindz timorler daha uzun GS ve PS gostermelerine kargin yalnizca
MSS olgularda GS’de anlamli, PS’de ise sinirli anlamli sonug elde edildi.

Tumor diferansiasyonu arttikga genel grupta ve MSS olgularda anlamli
olarak sagkalim artmasina kargin, MSI grupta sagkalimda anlamli degisiklik
izlenmedi.

TUumor morfolojisi ve diferansiasyonunun sagkalima etkisi tablo 31’'de
ayrintili gosterilmistir.

Tablo 31: Timér morfolojisi ve diferansiasyonun sagkalima etkisi
GS PS

Histopatolojik 6zellikler n (%) (Ort. ay) P (Ort. ay) p
Non- 4 330 (93) | 95,7 94,9
Genel | Musinoz 0,158 0,241
Misinsz | 23 (7) 68,2 66,9
Non-
on- 49 (83 106,1 101,4
forfo | msi | misinoz v 0,651 0,872
J Misinéz | 10 (7) 83,3 83,3
Non-
S 281 (95,5) | 93,1 93,3
Mss | Mmusinoz G 0,047 0,075
Misindz | 13 (4,5) 47,7 44,7
iyi 292 (88) | 91,4 89,1
Genel 0,048 0,042
Az 41 (12) 73,8 69,4
_ iyi 40 (68) 109,6 98,2
Dif. | MSI 0,290 0,268
Az 19 (32) 91,1 86,4
iyi 252(92) | 88,3 87,1
MSS 0,003 0,007
Az 22 (8) 45,6 41,9

LVi, vendz invazyon, PNIi, timér depoziti ve LN metastazi varligi genel
grupta ve MSS timorlerde anlamli olarak prognozu kot etkilemekle birlikte
MSI timaérlerde anlamli bir sonug bulunmadi.

Peritimdral lenfositik yanit artisi ile MSS grupta sagkalim anlamli olarak
artarken, genel grupta ve MSI timoérlerde anlamlilik saptanmadi. Peritimoéral
lenfosit yok + dusuk / yuksek olarak iki kategoride incelendiginde, yuksek
peritimdral lenfosit varliginda genel grupta ve MSS olgularda GS anlamli

artis gosterirken (Grafik.3), MSI olgularda anlamli iligki saptanmadi (sirasiyla
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p<0,001, =p=0,001, p=0,183). intratiimoral lenfositik yanit ve Crohn benzeri
yangisal yanit ile herhangi bir grupta prognostik olarak anlamli iligki
gOrilmedi

TUamor tomurcuklanmasi genel grupta ve MSS tumorlerde sagkalimi
anlamli olarak azaltmakta olup MSI timaérlerde anlamli degildi.

Az diferansiye kimeler MSS grupta GS’yi anlamli, PS’yi sinirda anlamli
dusurdu. Diger gruplarda anlamli farklilik izlenmedi.

Fokal musindz diferansiasyon ile herhangi bir grupta prognostik olarak
anlamli iligki gorulmedi.

Histopatolojik parametrelerin prognoza etkisi tablo 32’'de

detaylandiriimistir.

Tablo 32: Histopatolojik 6zelliklerin sagkalima etkisi

Histopatolojik o GS PS
szellikler Ol n() | oray) | P | (ortay | P
Var 75 (22,7) 87,6 86,5
Genel 0,735 0,972
Yok 255 (77,3) 97,1 96,4
Fokal Var 14 (28,5) 96,3 96,4
miisinéz | MSI 0,957 0,732
dif. Yok 35 (71,5) 105,4 96,7
Var 61 (21,7) 80,8 78,6
MSS 0,686 0,796
Yok 220 (78,3) 96,7 97,5
Var 242 (68,5) 82,9 79,5
Genel <0,001 <0,001
Yok 111 (31,5) 113,2 114,5
) Var 42 (71) 101,5 96,3
Lvi MSI 0,534 0,615
Yok 17 (29) 102,7 97,6
Var 200 (68) 76,7 74,8
MSS <0,001 <0,001
Yok 94 (32) 113,9 115,4
Var 31 (8,7) 49,2 45
Genel <0,001 <0,001
Yok 322 (91,3) 97,8 97,2
. Var 1(1,6 31 31
Venoz | s (.6) 0,103 0,239
inv. Yok 58 (98,4) 105,9 102,5
Var 30 (10) 49,8 45,7
MSS 0,001 0,001
Yok 264 (90) 94,7 95,2
Var 146 (41) 69,3 65,9
Genel <0,001 <0,001
oni Yok 207 (59) 108,7 108,6
Var 17 (29) 82,4 81,4
MSI 0,221 0,411
Yok 42 (81) 112,6 110,1
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Var 129 (44) 69,4 65,6
MSS <0,001 <0,001
Yok 165 (56) 105,6 106,6
Var 31 (8,8) 48,2 45,7
Genel 0,001 0,001
Yok | 319(91,2) 97,5 97,1
s Var 4 (6,8 35,5 31,3
Tumor | g (6.8 0,877 0,793
depoziti Yok 55 (93,2) 104,9 101,7
Var 27 (9,3) 45,5 43,2
MSS 0,001 0,001
Yok | 264 (90,7) 94,9 95,4
Var 139 (39,6) 65,5 62,4
Genel <0,001 <0,001
Yok | 212 (60,4) 115,4 115,2
Var 21 (35,6 85,1 84,5
LN met. | MSI (356) 0,284 0,470
Yok 38 (64,4) 112,7 109,5
Var 118 (40,4) 62,1 58,4
MSS <0,001 <0,001
Yok 174 (59,6) 116,2 115,3
Var 229 (65) 92,9 90,8
Genel 0,291 0,312
Yok 124 (35) 96,7 95,3
Crohn Var 43 (73) 109,8 105,8
benzeri MSI 0,214 0,280
yanit Yok 16 (27) 67,7 63,7
Var 186 (63) 85,8 84,9
MSS 0,606 0,584
Yok 108 (37) 95,8 94,7
Yok 91 (25,8) 81,8 79,6
Genel | Diisik | 235 (66,5) 97 0,094 94,9 0,080
Yiksek | 27 (7,7) 88,2 86,5
. Yok 15 (25,4) 87,3 82,6
Intratm.
lenfosit | MSI | Diisik 36 (61) 103,4 0,536 93,1 0,481
yamit Yiksek | 8 (13,6) 95,5 93,7
Yok 76 (25,9) 76,1 73,1
MSS | Dusik | 199 (67,7) 98,5 0,240 98,7 0,160
Yikksek | 19 (6,4) 82,3 80,7
Yok 1(0,3) 0,000 0,000
Genel | Distk | 167 (47,3) 755 | <0,001 72,6 | <0,001
Yiiksek | 185 (52,4) 110,1 108,4
Peritm. Yok 0 (0) - -
lenfosit
yaniti MSI | Disik | 25 (42,4) 86,4 0,183 82,4 0,275
Yiiksek | 34 (57,6) 114,2 106,3
Yok 1(0,4) 0,000 0,000
MSS <0,001 <0,001
Dusik | 142 (48,2) 72,6 70,01
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Yiksek | 151 (51,4) 107,8 109,4
Dustk | 115(32,6) 106,1 106,1
Genel Orta 74 (21) 95 0,050 93,3 0,178
Yiksek | 164 (46,4) 84,3 83,2
Dusuk 20 (33,9) 91,6 75,5
TT MSI Orta 13 (22) 95,1 0,562 93,2 0,289
Yiksek | 26 (44,1) 110,6 109,5
Dusuk 95 (32,3) 109,3 109,7
MSS Orta 61 (20,7) 90,2 0,008 90,2 0,033
Yiksek | 138 (47) 78 76,9
Disiik | 110 (31,2) 97,4 94,6
Genel Orta 90 (25,5) 91,1 0,119 91,8 0,271
Yiksek | 153 (43,3) 92,6 90,1
Dusuk 23 (39) 100,6 86,6
PDC MSI Orta 11 (18,6) 75,4 0,375 75,3 0,406
Yuksek 25 (42,4) 114,8 113,1
Dustk 87 (29,6) 96,6 95,1
MSS Orta 79 (26,9) 89,6 0,024 92,1 0,065
Yiksek | 128 (43,5) 88,8 86,1
Survival Functions
MSI = stabil
10| Peritimérallenfyanit
N S
L I yok ve digiik-censared
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Grafik 3: MSS olgularda peritimoral lenfosit yaniti ile genel sagkalim iligkisini gosteren

Kaplan-Meier egrisi
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4.3 Sagkalim ile TNM evresi ve klinik izlem bulgularinin iligkisi

Genel grupta ve MSS olgularda T evresi arttikga daha dusuk GS ve PS
izlendi. MSI grupta anlamli iliski saptanmadi. Ug grupta da N evresi arttik¢a
ve tani aninda uzak metastaz varliginda sagkalim anlamli olarak dustu.
Klinik evre arttikca genel grupta ve MSS tumorlerde GS ve PS anlamli olarak
azaldi. MSI olgularda ise GS’de sinirda anlamlilik saptandi.

Olgularin TNM evresi ve klinik evrelerinin sagkalima etkisi tablo 33’te
incelenmigtir.

Tablo 33: TNM evresi ve klinik evrenin sagkalima etkisi

. . GS PS
T evresi n (%) (Ort.ay) p (Ort.ay) p
T1 8 (2,3) 108,4 108,4
T2 16 (4,5) 96,2 88,8
Genel | T3 183 (51,8) | 101,2 <0,001 [100 <0,001
T4a 125 (35,4) | 77,1 74,7
T4b 21 (5,9) 41,2 38,8
T1 1(1,7)
T2 -
MSI  [T3 33 (55.9) 0,747 0,879
T4a 20 (33,9)
T4b 5 (8,5)
T1 7 (2,4) 96,1 96,1
T2 16 (5,4) 96,2 88,8
MSS | T3 150 (5,1) | 98,5 <0,001 | 99,6 <0,001
T4a 105 (35,7) | 75,1 72,1
T4b 16 (5,4) 28,9 25,7
N evresi
NO 160 (45) 123,509 124,839
N1a 49 (14) 82,044 83,239
N1b 52 (15) 86,043 81,479
<0,001 <0,001
Genel | N1c 15 (4) 69,514 69,130
N2a 46 (13) 63,936 58,036
N2b 29 (8) 30,254 28,004
NO 27 (46)
N1a 6(10,2)
N1b 11 (18,6)
MSI 0,037 0,060
N1c 2 (3,4)
N2a 9 (15,2)
N2b 4 (6,8)
NO 133 (45,5) | 124,411 124,253
MSS <0,001 <0,001
N1a 43 (14,7) | 81,353 82,322
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N1b 41 (14) 85,543 81,800
Nic 13 (4,4) 66,143 65,601
N2a 37 (12,7) 55,464 47,901
N2b 25 (8,6) 28,829 26,189

M evresi
Var 58 (16,5) 245 221

Genel <0,001 <0,001
Yok 295 (83,5) 109,9 108,6
Var 3(2) 15 15

MSI <0,001 <0,001
Yok 56 (98) 109,4 106
Var 55 (18,8) 25,1 22,5

MSS <0,001 <0,001
Yok 239 (81,2) 109,4 108,6

Klinik Evre
Erken 153 (43,4) 131,5 133,4

Genel — <0,001 <0,001
lleri 200 (56,6) 67,2 63,9
Erken 28 (47,5) 121,6 119,3

MSI - 0,058 0,111
lleri 31 (52,5) 81,4 79,2
Erken 125 (42,5) 135,5 135,6

MSS - <0,001 <0,001
lleri 169 (57,5) 64,2 60,8

Tanidan sonra meydana gelen metastazlarda genel grupta ve MSS
grupta GS anlamli olarak azalmaktaydi. MSI grupta PS anlamli azalirken,

GS azalsa da anlamli iliski saptanmadi.

Takipli olan 353 olgudan 283’G KT almigti. KT genel grupta GS'’yi anlamli,
PS’yi sinirda anlamli arttirmaktaydi. MSI grupta KT GS'’yi sinirda anlamli
attirdi (Grafik 4), PS’1 da arttirmakla birlikte anlamli sonug elde edilmedi.

MSS grupta ise KT ile sagkalim arasinda anlamli iligki saptanmadi.

Tanidan sonra uzak metastaz varligi ile KT tedavisinin sagkalim

Uzerindeki etkileri tablo 34’te detaylandiriimistir.
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Tablo 34: Uzak metastaz ve KT’nin sagkalima etkisi

Tanidan sonra olusan uzak GS PS
metastaz n (%) (Ort. ay) P (Ort. ay) P
Var 53 (17,7) | 59,4 30,8
Genel <0,001 <0,001
Yok 300 (82,3) | 103,7 104,8
Var 9(15,2) | 93,4 55,6
MSI 0,399 0,013
Yok 50 (84,8) | 110,9 110,9
Var 44 (15) 49,6 23,7
MSS <0,001 <0,001
Yok 250 (85) 100,2 101,8
. GS PS
Kemoterapi n (%) (Ort. ay) p (Ort. ay) p
Var 283 (80) 92,7 90,5
Genel 0,038 0,090
Yok 70 (20) 84,4 84,2
Var 47 (79,6) 113,7 111,2
MSI 0,078 0,173
Yok 12 (20,4) | 74,1 741
Var 236 (80) | 84,8 83,5
MSS 0,118 0,195
Yok 58 (20) 86,6 86,4
Survival Functions
MSI = instabil
10 - Kemoterapi
1, T I lyar
1 —f_‘yok
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Grafik 4: MSI olgularda KT ile genel sagkalim iligkisini gésteren Kaplan-Meier egrisi
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Prognostik verileri olan rektum yerlesimli 44 olgu neoadjuvan tedavi
alirken 61 olgu almamisti. Neoadjuvan tedavi alanlar anlamli olarak daha
uzun genel ve progresyonsuz sagkalima sahip bulundu. Tedavi alan 44
olguda tedavi yanitinin genel ve progresyonsuz sagkalimla anlamli iligkisi
saptanmadi.

Neoadjuvan tedavinin sagkalima etkisi tablo 35’te gdsterilmigtir.

Tablo 35: Neoadjuvan tedavinin sagkalima etkisi

Neoadjuvan GS
tedavi n (%) (Ort.ay) P PS (Ort.ay) P
Var 44 (42) 106,800 104,674
0,012 0,014

Yok 61 (58) 76,553 74,134

GS
Yanit skoru n (%) (Ort.ay) p PS (Ort.ay) p
Skor 1 8 (14,8) 101,750 100,143
Skor 2 23 (42,6) 88,605 0,484 85,343 0,576
Skor 3 23 (42,6) 105,890 103,846

4.4 Sagkalim ile immun belirteglerin iligkisi

Calismada ele alinmig olan immun belirteglerin uzak metastaz olusumu
ile iligkilerini inceledigimizde;

STAT1’de herhangi bir pozitiflik saptanmasi1 durumunda tani aninda uzak
metastaz bulunma olasiligi sinirda anlamli olarak daha az saptandi. Diger
belirtecler ile tani aninda uzak metastaz olmasi ya da tani sonrasinda uzak
metastaz bulunmasi arasinda anlamli iligki yoktu.

Tani aninda ve sonrasinda olusan uzak metastazlarla immun belirteclerin

iligkisi tablo 36’da verilmistir.
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Tablo 36: Tani aninda ve sonrasinda olusan uzak metastazlarla immin
belirteglerin iligkisi

Tani aninda Sonradan
IHK Skor Durum uzak met. p uzak met. p
n (%) n (%)
Negati Var 1(.7) 2 (3.8)
Zayif (+) 5 (8.6) 1(1.9)
Gliclii (+) 52 (89,7) 50 (94.3)
CDX2  Negatit Yok 5(1.7) 0.410 =41 3) 0,241
Zayif (+) 13 (4.4) 17 (5.7)
Giiclii (+) 277 (93.9) 279 (93)
Negatif Var 56 (96.,6) 46 (86,8)
Artr 1 0 (0) 4 (7,5)
Arti 2 1(1,7) 3 (5.7)
Arti 3 1(1.7) 0(0)
BRAF  Negati Yok 272922 | %20 282 (94) 0,180
Arti 1 13 (4.4) 9 (3)
Arti 2 9 (3.1) 7(2.3)
Arti 3 1(0.3) 2(0.7)
Negaif Var 56 (96.6) 48 (90,6)
Pozitif 2 (3.4) 5 (9,4)
SOX2  Negati Yok 278 (94.2) 0.750 g5 (053 | 0181
Pozitif 17 (5.8) 14 (4.7)
Negatif Var 41 (70.7) 34 (64,2)
STAT1 | Pozitif 17 (29.3) 19 (35,9)
Niikleer | Negatif Yok 187 61,7) | *'9% 189 (63) 0,873
Pozitif 113 (38.3) 111 (37)
Negatif Var 39 (67,2) 35 (66)
+ 10 (17.2) 13 (24,5)
STAT1 | 42,43 9 (15,5) 5 (9.4)
St-1 | Negaif Yok 179.60,7) | %%%7 183 (61) 0,639
1 78 (26,4) 75 (25)
12,43 38 (12.9) 42 (14)
Negatif ve | Var 49 (84.5) 48 (90,6)
+1
STAT1 | +2,43 9 (15.,5) 5 (9.4)
St-2 | Negatifve | Yok 257 87.1) | 2289 258 (86) 0,367
+1
12,43 38 (12.9) 42 (14)
Negatif Var 39 (67.2) 35 (66)
STAT1 | +1,+2, 43 19 (32.8) 18 (34)
St-3 | Negaif Yok 179.60,7) | %%% 183 (61) 0,487
+1, 42,43 116 (39.3) 117 (39)
Negatif Var 38 (65,5) 29 (54,7)
STAT1 | Pozitif 20 (34.5) 24 (45.3)
(+) [ Negati Yok 156 52.9) | %77 [165 (55) 0,970
Pozitif 144 (47.1) 135 (45)
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STAT1-sitoplazmik 3 boyanmasi erken evre timdrlerde sinirda anlamli
olarak daha fazlaydi. Diger belirtecler ile klinik evre arasinda anlamli iligki
saptanmadi.

Neoadjuvan tedavi yaniti ile immun belirtegler arasinda anlamli iligki
saptanmadi.

Klinik evre ile immuUn belirteglerin iligkisi tablo 37°de gosterilmigtir.

Tablo 37: Klinik evre ile immiin belirteglerin iligkisi

IHK Skor Klinik evre n (%) p
Negatif 1(0,7)
Zayif (+) Erken evre (1,2) 7(4.,6)
Gacld (+) 145 (94.8)
. Negatif 5(2,5) 0.376
Zayif (+) ileri evre (3,4) 11 (5,5)
Gucla (+) 184 (92)
Negatif 145 (94,8)
+1 6 (3,9)
) Erken evre (1,2) 1(0,7)
+3 1(0,7)
BRAF  "Negatif 183 (91,5) 0,195
o lleri evre (3,4) 9 (4.5)
+3 1(0,5)
Negatif 146 (95,4)
Pozitt Erken evre (1,2) 7 4.6)
SOX2 I 'Negati _ 188 (94) 0,557
Poziti lleri evre (3,4) 12 (6)
Negatif 91 (59,5)
Pozitit Erkenevre (1.2)  55740,5)
STAT1 0208
Niikleer | Negatif _ 132 (66) ’
Poziti lleri evre (3,4) 68 (34)
Negatif 86 (56,2)
+1 Erken evre (1,2) 45 (29,4)
STAT1 +2, +3 22 (14,4) 0.153
St-1 [ Negatf 132 (66) ’
+1 ileri evre (3,4) 43 (21,5)
+2, +3 25 (12,5)
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Negatif ve +1 131 (85,6)

STAT1 12,43 Erken evre (1,2) 25 (14.4)

St.-2 Negatif ve +1 | 175 (87.5) 0,007
1243 lleri evre (3,4) 25 (12.5)
Negatif 86 (56,2)

STATT .42 43 Erken evre (1,2) 67 (43.8)

St-3 | Negatf _ 132 (66) 0.001
142,43 lleri evre (3,4) 68 (34)
Negatif 77 (50,3)

sTAT | PO Erken evre (1,2) 76 (49,7) .

(+/-) Negatif _ 117 (58,5) ’
Pozit lleri evre (3,4) 83 (41,5)

Calismada ele alinmig olan immun belirtecglerin prognostik etkisini
inceledigimizde;

Genel grupta ve MSI grupta CDX2 boyanmasi ile anlamli bir veri elde
edilmedi. MSS grupta ise CDX2’nin boyanma orani ve giddetiyle orantili
olarak genel ve progresyonsuz sagkalimin arttig1 saptandi (Grafik 5).

BRAF ile boyanma orani ve siddeti arttikga sagkalim disme egiliminde
olsa da higbir grupta anlamli farkhlik saptanmadi.

SOX2 negatif olgularda l¢ grupta da sagkalimin ytksek oldugu izlense
de anlamli iligki saptanmadi.

STAT1 nukleer pozitifligi ile genel grupta GS ile anlamli (Grafik 6), PS ile
sinirda anlamli sagkalim oranlari izlendi. MSS grupta da STAT1 nlkleer
pozitifligi sagkalim ile orantili olup, sinirda anlamli bulundu. MSI grupta ise
anlamli bir iliski saptanmadi. STAT1 sitoplazmik-1 ve sitoplazmik-2
boyanmalari higbir grupta sagkalim ile anlamli bir iligki géstermedi. STAT1
sitoplazmik-3 ise sadece genel grupta sinirda anlamli bir iligski gosterdi.
STAT1’de herhangi bir pozitiflik durumunda genel grupta sagkalim anlamli,
MSS grupta sinirda anlamli olarak artma goéstermekteydi. MSI grupta
prognostik bir anlamlilik gostermedi.

Olgularin immun belirteglerle boyanma durumunun sagkalima etkisi tablo

38’de detayl olarak verilmistir.
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Tablo 38:

immiin belirteglerin sagkalima etkisi

- . GS PS
IHK Grup Skor n (%) (Ort. ay) p (Ort. ay) p
Giiglii (+) | 329 (93,2) | 94,1 93,1
Genel | Zayif (+) | 18 (5) 93,8 0,152 | 92,6 0,142
Negatif | 6 (1,8) 41,2 34,8
Giiglii (+) | 45(76,2) | 100,5 90,3
CDX2 | MSI Zayif (+) | 10 (17) 127,5 0,224 | 127,5 0,329
Negatif | 4 (6,8) 52,7 52,7
Giiglii (+) | 284 (96,6) | 93,4 93,7
MSS | zayif (+) | 8(2,7) 27,1 0,003 | 24,3 0,002
Negatif 2(0,7) 28,5 13
Negatif | 328 (93) 97,9 99,5
+1 13 (3,6) 88,5 78,2
Genel 0,709 0,417
+2 10 (2,8) 67,7 63,4
+3 2 (0,6) 45 45
Negatif | 52 (88,1) | 103,2 101,8
+1 1(1,7) 150 126
BRAF | MSI 0,836 0,840
+2 6 (10,1) 79,6 75,5
+3 r - -
Negatif | 276 (93,9) | 95,7 97,7
+1 12 (4) 81,3 74,2
MSS 0,427 0,218
+2 4(1,3) 37 29
+3 2 (0,6) 45 45
Pozitif 19 (5,4) 83,8 81,2
Genel 0,526 0,546
Negatif | 334 (94,6) | 95,9 95,4
Pozitif 6 (10,2) 72,8 71,2
SOX2 | MSI _ 0,790 0,916
Negatif | 53(89,8) | 105,1 101,3
Pozitif 13 (4,4) 79,8 75,6
MSS 0,502 0,424
Negatif | 281 (95,6) | 93,2 93,8
Pozitif 130 (36,9) | 105,1 103,6
Genel 0,049 0,053
Negatif | 223 (73,1) | 86,1 84,6
Pozitif 26 (44 108,9 106,5
STAT1 | /g i 0,591 0,520
Nikleer Negatif | 33 (56) 99,9 88,1
Pozitif 104 (35,3) | 100,9 100,3
MSS 0,070 0,087
Negatif | 190 (64,7) | 82,1 82,3
Negatif | 218 (61,8) | 86,1 85,2
STATH Genel 9 ( ) 0,147 0,175
St.-1 +1 88 (25) 103,1 100, 1
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+2, +3 47 (13,3) | 102,9 101,4
Negatif | 34 (57,6) | 89,9 84,7
MSI | +1 11.(186) | 124,1 0,473 | 104,4 0,607
42,43 | 14(237) | 1175 1125
Negatif | 184 (62,6) | 83,5 83,7
MSS | +1 77(26,2) |1009 | 0,263 | 99,5 0,281
42,43 |33(112) | 745 70,6
Negatt | 306 (86,7) | 92,9 92,1
Genel |Vve+ 0,586 0,706
+2, +3 47 (13,3) | 102,9 101,4
Negatif
45(76,2) | 997 90,3
gtTg“ Msl | ve+ (76) 0,680 0,753
: 12,43 | 14(238) | 1175 1125
Neg"f'f 261 (88,8) | 92,1 92,1
Mss | ve+ 0,910 0,096
12,43 |33(112) | 745 70,6
Negatif | 218 (61,8) | 861 85,2
Genel [,1 ;2 0,056 0,075
0 | 135(382) | 1033 100,9
STATT Negatif | 34 (57,6) | 89,9 84,7
as | (MSl [T s 0,246 0,353
: ' 25 (42,4) | 120,6 110,3
Negatif | 184 (62,6) | 83,5 83,7
MSS 37 13 0,131 0,152
TP | 110374) | 969 96,3
Pozitif | 159 (45) | 102,3 100, 1
Genel 0,025 0,034
Negatif | 194 (55) | 85,2 85,1
Pozitif | 29 (49 113,2 105,7
STATL | i _ 49) 0,311 0,394
(+/) Negatif | 30 (51) 90,3 85,6
Pozitift | 130 (44,2) | 98,3 98,1
MSS _ 0,051 0,060
Negatif | 164 (56,8) | 81,4 81,5
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Grafik 5: MSS olgularda CDX2 ekspresyonu ile genel sagkalim iligkisini gosteren
Kaplan-Meier egrisi
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Grafik 6: Genel grupta STAT1 niikleer ekspresyonu ile genel sagkalim iligkisini
gosteren Kaplan-Meier egrisi
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Resim 1. PMS2 pozitif KRK olgusu (x40)

Resim 2. internal kontrolii olan MLH1 negatif KRK
olgusu (x40)
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Resim 3. CDX2 giiglu pozitif KRK olgusu (x100)

Resim 4. CDX2 zayif pozitif KRK olgusu (x100)

89



Resim 5. CDX2 negatif KRK olgusu (x100)

Resim 6. BRAF +3 pozitif KRK olgusu (x100)
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Resim 7. BRAF +2 pozitif KRK olgusu (x100)

Resim 8. BRAF +1 pozitif KRK olgusu (x100)
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sitoplazmik +2 boyanan KRK

if

nukleer pozitif, sitoplazmik +3 boyanan KRK

Resim 9. STAT1

nukleer poz

Resim 10. STATT;
olgusu (x100)
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Resim 11. STAT1; niikleer pozitif, sitoplazmik +1 boyanan KRK
olgusu (x100)

Resim 12. STAT1; niikleer pozitif, sitoplazmik negatif KRK
olgusu (x100)
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Resim 13. STAT1; nuikleer negatif, sitoplazmik +1 boyanan
KRK olgusu (x100)

Resim 14. SOX2 pozitif KRK olgusu (x100)
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Resim 15. SOX2 negatif KRK olgusu (x100)

Resim 16. Mikroarray blogundan elde edilmis H&E kesitte
ardisik iki KRK olgusu

95




V.TARTISMA

Kolorektal karsinogenezde mikrosatellit instabilite yolagi, kromozomal
instabilite yolagindan sonra tanimlanmis ve hakkinda ¢ok ¢alisma
yapilmakla birlikte halen daha yeni bulgularin elde edildigi bir calisma
alanidir. Bu karsinogenez yolaklari, klinik yansimalari farkli olan timoérler
olustururlar. MSS yani kromozomal instabil olgular, MSI olgulara gore belirli
kemoterapi ajanlarina daha iyi yanit verirken, immunoterapiye kotu yanit
verirler. MSI olgular ise daha iyi prognozla iliskili olup farkl klinik ve patolojik
Ozelliklere sahiptir. Bu yolaklari daha iyi tanimlamak, farkli klinik sturece
sahip bu iki tumdér grubunda prognostik olabilecek immun belirtecleri
arastirmak, hem tedavi yaklasimini yonlendirmeye, hem de patogenezi daha
iyi anlamlandirmaya yardimci olacaktir. Bu fikirlerle yola ¢ikarak
calismamizda, MSI ve MSS tumédrler genis bir klinikopatolojik ve
histopatolojik parametre grubuyla incelenmis ve karsilastirilmig, prognostik
anlami olabilecek CDX2, BRAF ve kanserlerde daha yeni yeni ¢alisiimaya
baslanmig SOX2 ve STAT1 protein ekspresyonlarinin bu timérlerde

sagkalim ve diger histopatolojik parametrelerle iliskisi degerlendirilmistir.

KRK’lar siklikla 65-74 yaslar arasinda gortlmekte olup, ortalama
gorulme yagsi 67°dir (232). Calismamizda yer alan olgularin ortalama yasi
62,65 olup, literatlr ortalama yasina gore daha dusuk bulunmustur. Ancak
Vuik ve ark. tarafindan yapilan bir calismada son 25 yil igerisinde 50 yas
altindaki populasyonda kolorektal kanser insidansinda artis goruldugu tespit
edilmigtir (233). Goldstein ve ark. 55 adet MSI-H olguyu ele aldiklar bir
¢alismada olgularin yas ortalamasini 67 olarak saptamislardir (234). Yapilan
diger calismalarda tani aninda hasta yasi agisindan MSI ve MSS olgu

gruplari arasinda fark olmadigdi gdsterilmistir (235, 236). Bizim ¢alismamizda
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da MSI olgularin yas ortalamasi 61,25, MSS olgularin 62,98 olup aralarinda
anlamli fark bulunmamistir. Mikrosatellit instabil sporadik kolorektal kanser
patogenezinden sorumlu DNA metilasyonu yasla iligkili bir fenomendir ve bu
nedenle MSI sporadik kolorektal kanserler yaslilarda daha sik izlenir.
Caligmalar, MLH1 geninde ekspresyon kaybinin geng olgular arasinda
oldukg¢a nadir oldugunu gdstermektedir. Bu agidan Lynch sendromu ile
sporadik MSI KRK ayriminda tani yagi 6énemli bir 6zelliktir (237).
Calismamiza dahil olgularin Lynch sendromu agisindan taranip taranmadigi
konusunda hasta kayitlardan bilgi edinilememistir. Ayrica Lynch sendromu
ile ilgili tani kriterleri ve tarama yontemleri son yillarda kesinlik kazandigi i¢in
olgularimizin bir grubunun bu agidan hi¢ arastirilmamis olmasi mumkundur.
Bu durum geng yas olgularimizdan birkaginin Lynch sendromu olabilecegini
dUsundurur ki bu da yas ortamamizi biraz dastirmus olabilir. McKay ve ark.
ileri yasin KRK prognozunda olumsuz bir faktor oldugunu bildirmiglerdir
(238). Yine bir meta analizde MSI olgularda ileri yasin kotu klinik gidise sahip
oldug@u bildiriimektedir (239). Calismamizda MSI grupta gen¢ hastalarda
genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim anlamli olarak daha yuksek
bulunmustur. MSS grupta ise genclerde genel sagkalim suresi sinirda
anlamlilik gostermektedir. Yasin KRK’larda genel olarak sagkalimi kotu
etkiledigi bilinmesine karsin MS| ve MSS olgularda, ayri ayri yasin prognoza

etkisi agisindan daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

KRK’lar, gogunlukla distal kolon ve rektum yerlesimli olmaktadir (66). MSI
tumorler ise sag kolonda daha sik saptanir, bu oran Turkiye’de yapilmig bir
calismada sag kolonda %82,1, sol kolonda ise %17,9 olarak bildirilmistir
(240). Kang ve ark. ise ¢alismalarinda MSI timoérlerin %68 oraninda
proksimal kolon yerlesimli oldugunu gdstermislerdir (241). Calismamizda
tim olgularin %68,3’U sol kolon yerlesimli, MSI timaérlerin %52,8’i sag kolon,
%47,2’si sol kolon; MSS timorlerin ise %23,7’si sag kolon, %76,3’l sol kolon
yerlesimli olup, MSI timérler anlamli olarak daha siklikla sag kolon yerlesimli
bulunmustur. Yerlesim yeri ile ilgili bulgularimiz MSI timérlerin proksimal
yerlesimli olduklarini gostermis olup, literatur ile uyumlu izlenmigtir. Petrelli

ve ark. bir meta-analiz galismasinda sol kolon yerlesimli KRK hastalarinin
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daha uzun sagkalima sahip oldugunu saptamislardir (242). Bizim
calismamizda MSI olgularda sag kolon yerlesimi sagkalimi anlamli olmasa
da arttirmaktaydi. MSS olgularda ise yerlesim ile sagkalim arasinda iligki
saptamadik. MSI ve MSS olgularda tumor lokalizasyonunun sagkalima etkisi

konusunda kesinlige ulasmak i¢in daha ¢ok verinin incelenmesi gereklidir.

Literatirde MSI'in, kadin cinsiyet ve sag kolon yerlesimi gibi klinik
parametrelerle iligkili oldugu bildiriimektedir (243-245). Batur ve ark. 145 olgu
Uzerinden yaptiklar bir gaismada MSI saptanan olgularin daha sik sag
kolonda yerlesim gosterdiklerini, MSI ve kadin cinsiyet arasinda anlamli iligki
bulundugunu gostermislerdir (240). Lin ve ark. da MSI tumorlerin 6zellikle
sag kolonda yerlesim gosterdigi, ancak MSI ve MSS gruplar arasinda yas ve
cinsiyet agisindan anlamli fark olmadigini saptamislardir (246). KRK'da
erkek cinsiyet, sagkalimda kotu prognostik etkiye sahiptir (247). White ve
ark. KRK’da erkek olmanin koétu klinik gidigle iligkili olmasini, erkeklerin daha
fazla ekzojen ve endojen risk faktériine maruz kalmasina baglamaktadirlar
(248). Ancak bizim calismamizda MSI olgularin %40,5’i, MSS olgularin ise
%39,8'’ini kadinlar olusturmakta olup cinsiyet ile mikrosatellit instabilite
durumu agisindan anlamli iligki saptanmamigstir. Calismamizda erkek
olgularda hem MSS grupta, hem de MSI grupta anlamli olmasa da daha
uzun sagkalim sureleri gozlemlenmigtir. Bu durumun sosyokulturel

sebeplerden kaynakli olabilecegi dugunulmusgtur.

MSI; MMR genlerinin “germline” mutasyonu ile karakterize Lynch
sendromuna sahip bireylerin buyuk kisminda, sporadik kolorektal kanserlerin
ise %15’inde izlenmektedir (249). Ancak literatlirde yapilan ¢aligsmalara
bakildiginda, tim KRK’lar icinde MSI timé&rlerin orani gesitli degiskenler ve
sinirlamalar nedeniyle %9-28 gibi genis bir aralikta goérulmektedir (250, 251).
Calismamizda %19,1 olarak saptadigimiz MSI oranimiz, literattrde bildirilen

oranlarla benzerlik gostermektedir.

Liang ve ark. ¢alismalarinda MSI timdrlerin ortalama ¢apini 60 mm, MSS
timorlerin ise 45 mm bulmuslar, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugunu saptamiglardir (252). MSI timoérlerin ¢apinin daha buyuk oldugunu
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saptayan diger yayinlar yani sira KRK’larda tumor boyutunun lenf nodu
metastazi ve ileri T evre ile iligkili oldugunu ve sagkalimi olumsuz etkiledigini
bildiren yayinlar da bulunmaktadir (253, 254). Calismamizda MSI timorlerin
ortalama boyutu 57,32 mm, MSS tumorlerin ise 44,33 mm olup, aradaki fark
istatiksel olarak anlamlidir. Sonuglarimiz literattrde bildirildigi gibi MSI
tumorlerin daha buyuk boyutta oldugunu dogrular niteliktedir. Calismamizda
tum olgulari ele aldigimiz genel grupta ve MSI grupta boyut arttik¢ca
sagkalim anlamli olmasa da dusmekte iken, MSS grupta boyut ile sagkalim
arasinda iligki saptanmamigtir. Bu iki tUmor grubu arasinda timaor boyutunun

prognostik etki farkini agiklayabilmek i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

Tumor perforasyonu MSS KRK’larda iyi bilinen kot prognostik
faktorlerden biridir. 2015 yilinda yalnizca MSI KRK’lar Gzerinde yapilan bir
calismada barsak obstruksiyonunun koétu prognozla iligkili bulundugu
saptanmistir (255). Calismamizda MSI olgularimiz MSS olgularimizdan
daha az olmasina ragmen MSI olgularda timor perforasyonunun sagkalimi
anlamli, MSS olgularda ise sinirda anlamli olarak dusurdigu saptanmistir.
Bu sonuca dayanarak MSI timoérlerde tumor perforasyonunun prognostik
etkisinin MSS timorlere kiyasla daha fazla oldugu belirlenmigtir. MSI
tumorler daha derin invazyon yaptiklar ve tumor perforasyonu durumunda
karin icine yayilma olasiliklarinin daha fazla olmasi nedeniyle bu sonucun
ortaya ¢ikmis olabilecegi dustnulmustir. Ancak literatirde MSI timaorlerde
tumor perforasyonunun prognostik degerini arastiran ¢ok az ¢alisma
bulundugu igin ulastigimiz sonuclarin yeni galismalarla desteklenmesi

gereklidir.

Xiao ve ark. calismalarinda MSI timorlerin MSS timdrlere kiyasla daha
kotu diferansiye oldugunu gdstermislerdir. Yine bu ¢alismalarinda MSI kot
diferansiye timorlerin, MSS kot diferansiye timaorlere goére daha sik sag
kolon yerlesimli ve daha buyuk boyutlu oldugunu, daha az siklikta lenf nodu
metastazi yaptigini belirtmiglerdir (251). MSI timorlerin daha kétu
diferansiye oldugunu gdsteren yayinlar cok sayida olmakla birlikte az sayida
yayinda da kot diferansiye timorler ile MSI iliskisi saptanamamistir (241,

252, 256). Rosty ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada koétu diferansiasyonun
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yalnizca MSS tumorlerde sagkalima olumsuz yonde etki ettigi goruimugtur.
Bu sonucu MSI'in prognoza olumlu etkisinin, kotu diferansiasyonun olumsuz
etkisinden daha guglu olmasina baglamiglardir. Bu nedenle kotu diferansiye
tumorlerde MSI durumunun g6z énande bulundurulmasinin dnemini
vurgulamiglardir (257). Calismamizda MSI gruptaki timorler %73 oraninda
iyi, %27 oraninda az diferansiye, MSS gruptaki tumorler %91,9 oraninda iyi,
%8,1 oraninda az diferansiye olup, MSI timdrler anlamli olarak daha az
diferansiye izlenmistir. Timor diferansiasyonu arttikga genel grupta ve MSS
olgularda anlamli olarak sagkalim artmasina karsin, MSI grupta sagkalimda
anlamli degisiklik izlenmemistir. Bulgularimiz MS| durumunun prognoz
uzerinde diferansiasyondan daha etkili oldugu yonundeki literatir bilgilerini

destekler nitelikte goérinmektedir.

MSI kolorektal kanserler, az diferansiye olma egilimi yani sira diger
tumorlere gore daha sik misindz komponent ve tasli yuzuk hicre
komponenti igerirler (258, 259). Benatti ve ark.’nin ¢alismasinda MSI
tumorler ile sag kolon yerlesimi, ekspansif bluyime, kétu diferansiasyon,
musindz diferansiasyon, ve erken evre arasinda anlamli iliski saptanmistir
(164). Bizim ¢alismamizda da MSI tumorlerin %11,5’i, MSS tumdrlerin
%4,6’s1 musin6z adenokarsinom morfolojisinde olup, MSI timdrler anlamli
olarak daha fazla musin6z adenokarsinom morfolojisi sergilemekteydiler.
Olgularimizda fokal misindz diferansiasyon ise MSI timdrlerde bir miktar
fazla saptanmakla birlikte iki grup arasinda anlamli fark izlenmemistir.
Bulgularimiz literatlr verileriyle uyumlu gérinmektedir. MSI timérlerde
musindz morfolojinin Gnemi anlasildigi icin literatirde KRK’lari misindz ve
non-misindz adenokarsinomlar olarak ayiran ve musin6z morfolojinin
prognostik etkisini arastiran ¢alismalar bulunmaktadir. Bunlardan Park ve
ark.’nin yaptigi 6475 olgudan olusan calismada, musindz morfolojinin geng
hasta yasi, bayuk timér boyutu, sag lokalizasyon ve MSI ile iliskili oldugu
saptanmis ve 5 yillik genel sagkalimi anlamli olarak azalttigi goralmustur
(260). MUsin6z morfolojinin etkisini arastirmak icin biz de ¢alismamizdaki
timorleri non-misindz ve musindz olarak gruplandirdigimizda, MSI ve MSS

grupta non-misindz timorlerin daha uzun GS ve PS gosterdikleri izienmis
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fakat yalnizca MSS olgularda GS’de anlamli, PS’'de ise sinirda anlamli
sonug elde edilmistir. Bize gore MSI grupta istatistiksel anlamlilik elde
edilemeyisinin en dnemli nedeni musindz adenokarsinom histolojisine sahip
MSI olgu sayimizin az olmasidir. Bulgularimiz farkli yayinlarda tartisiimig
olan musindz morfolojinin olumsuz prognostik 6zellikleri ile ilgili verileri
destekler niteliktedir. Calismamizda fokal musin6z diferansiasyonun ise her
iki grupta da sagkalimi bir miktar azaltmakla birlikte, anlamli olarak

degistirmedigi saptanmigtir.

LVi potansiyel prognostik bir belirleyici olup lenf nodu metastazi ile iligkili
bir parametredir (261). Lim ve ark. 2417 kolorektal kanser olgusunu
inceledikleri calismalarinda %25,2 oraninda LVi saptamislardir ve LVi
varliginin ileri yas, ileri T ve N evresi, uzak metastaz varligi ile iligkili oldugu
sonucuna varmig, 5 yillik genel ve hastaliksiz sagkalim agisindan bagimsiz
kotu bir prognostik faktor oldugunu gostermiglerdir (99). Ancak literattirde
PNi ve LVIi agisindan mikrosatellit instabilite durumu tartismalidir. MSI
g6steren timdrlerin genel olarak PNi ve LVi gibi kétli prognostik
parametrelerden bagimsiz iyi prognozla iligkili oldugu bilinmektedir. Bizim
calismamizda LVi agisindan iki grup arasinda anlamli fark saptanmamistir.
Calismamizda LVi varliginda MSS olgularda genel ve progresyonsuz
sagkalim anlamli olarak azalmakla birlikte MSI olgularda anlamli fark

saptanmamigtir.

PNi da agresif timér fenotipi ile iliskili olup kétii prognoza isaret eder
(262). Parc ve ark. tarafindan yapilan bir galismada 142 olgunun %17’sinde
MSI saptanmis, MSI ve MSS gruplar arasinda yas, LVi, PNi ve venéz
invazyon agisindan anlamli fark olmadidi gérulmustar (245). Ancak Wright
ve ark. 458 KRK olgusunu inceledikleri calismalarinda MSS olgularda LVi ve
PNi oraninin istatistiksel anlamli olarak daha fazla oldugunu gdstermislerdir
(263). Knijn ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise PNi %18.2 oraninda
saptanmis olup; artmis lokal rekurrens ve azalmis 5 yillik sagkalim ile iligkili
oldugu tespit edilmistir (105). Bizim ¢alismamizda perindral invazyon MSS
tiimorlerde anlamli olarak daha sik izlenmistir ve MSS tiimérlerde PNi

oraninin artmasiyla genel ve progresyonsuz sagkalimin anlamli olarak
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distligu saptanmistir. Ayrica PNI varliginda, MSI timérlerde de sagkalim
azalmakla birlikte anlamli sonug elde edilmemistir. Hem LVi hem PNi
agisindan MSI grupta anlamli sonuglara ulasilamamasinda, MSI olgu

sayimizin nispeten dusuk olmasinin rol oynadigini digunuyoruz.

Lokal imman anti-timdr savunma mekanizmalari, tumor mikrogevresinin
olusumu ve organizasyonunda belirleyici konumda olup, bu alandaki
yangisal hicrelerin bilesimi ve orani immuan yanitin kalitesini etkilemektedir
(264). Klintrup ve ark. ¢alismalarinda MSI olgularin %72.7’sinde, MSS
olgularin ise %50’sinde TIL varhgini saptamislar, yuksek TIL varhiginin 5
yillik sagkalima olumlu etkisi oldugunu gostermiglerdir (265). 281 kolorektal
karsinomu igceren bagka bir calismada da intratimaéral TIL varliginin
diferansiasyon, TNM evresi ve MSI ile belirgin sekilde iligkili oldugu
saptanmigtir (266). Tumorin derin invazyon alaninda TIL varligi metastaza
karsi ilk savunma mekanizmasidir. TIL varliginda lenfovaskuler invazyon,
perindral invazyon ve metastazin da daha nadir géruldugu ve hastaliksiz
sagkalimin daha uzun oldugu bildirilmistir. Bu nedenle TIL varliginin KRK
progresyonununda énemli oldugu dustntlmektedir. MSI KRK’da TIL
varliginin yuksek oranda goérulmesi nedeni ile MSI tumorler daha erken evre
ve daha iyi prognoz ile iligkilendirilmigtir (264). KRK’lar Gzerinde yapilan
calismalarda timora infiltre eden lenfositler yani sira Crohn benzeri yangisal
yanitin da MSI timoérlerde daha sik izlendigi bulunmustur (267, 268). Ogino
ve ark. tumore kargi gelisen immun yanitin ileri yas, proksimal yerlegim,
daha az lenf nodu metastazi, yluksek timor evresi, MSI ve BRAF mutasyonu
ile iligkili oldugunu saptamislardir (269). Buckowitz ve ark. MSI varliginda
Crohn benzeri yangisal yanitin daha ytksek oranda goéruldiginu ve bu
tiumorlerin daha nadir olarak uzak metastaz yaptiklarini tespit etmiglerdir
(270). intratimoral ve peritiméral lenfosit KRK’larda sagkalimi arttirdigini
bildiren baska yayinlar da bulunmaktadir (271). Calismamizda da immun
anti-timaor yaniti olarak intratiméral lenfosit, peritimoral lenfosit, Crohn
benzeri lenfositik reaksiyon incelenmistir. MSI timorlerde Crohn benzeri
yangisal yanit bir miktar fazla bulunsa da her tG¢ parametreyle MSI arasinda

anlamli bir iligki izienmemistir. Ayrica ¢calismamizda peritimdral lenfosit artisi
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ile MSS grupta sagkalimin anlamli olarak arttigi saptanmistir. Son olarak,
intratimaral lenfositik yanit ve Crohn benzeri yangisal yanit ile MSI ya da
MSS grupta sagkalim arasinda anlamli iligki bulunmamistir. Tiumore kargi
imman yanitin varligi, degerlendiriimesi gereken bir parametre olarak kabul
edilmekle birlikte prognoza etkisi tartismali sonuglar icermektedir. Bu konuda
lenfositlerin daha spesifiye edilerek, lokalizasyon ve sayim alanini da
standardize ederek caligilmasi gerektigini, Crohn benzeri yangisal yanitin da

daha belirgin kriterler esliginde degerlendiriimesi gerektigini disuniyoruz.

TT, literatirde yuksek tumor derecesi, ileri TNM evresi, lenfovaskuler
invazyon varligi gibi agresif klinikopatolojik parametreler ile iligkili olarak
raporlanmaktadir (272-276). Van Wyk ve ark. calismalarinda KRK’larda,
tumaor tomurcuklanmasinin TNM evresi, serozal tutulum, vendz invazyon ile
iligkili oldugunu ve hem MSS, hem de MSI olgularda kanser spesifik
sagkalimi azalttigini belirtmektedirler (277). Literatirde TT’nin MSS
timorlerde daha sik izlendigi bildirilmistir (274, 276). Graham ve ark. da TT
ile MSS timorler arasinda pozitif korelasyon oldugunu saptamis ve TT nin
ileri patolojik evre ve kansere bagl artmis 6lim orani ile anlamli derecede
iliskili oldugunu goéstermiglerdir (112). Ayrica farkh ¢alismalarda TT orani
MSI timdrlerde MSS timdrlerdekine gore anlamli derecede daha dugsuk
saptanmigtir (278). Bizim ¢alismamizda ise MSI ve MSS timoérleri TT
acisindan karsilastirdigimizda anlamli farklilik gésteren bir sonug elde
edilmemistir. Ancak TT’nin MSS timoérlerde genel ve progresyonsuz
sagkalimi anlamli olarak azaltirken, MSI timérlerde sagkalim ile anlamli bir
iliski gostermedigi saptanmistir. Bu bulgulara dayanarak TT’nin MSI ve MSS
timaorlerde farkli prognostik etkileri olabilecedi dusinulmustir. Ote yandan
literatlrde bu konuda ¢ok ¢aligma bulunmakla birlikte, daha tutarli,
kiyaslanabilir sonuclar elde edilebilmesi igin timor tomurcuklanma
derecesinin degerlendiriimesinde daha standardize edilmis yontemler
bulunmasi ve gozlemciler arasi uyumsuzlugun azaltiimasi gerektigini de

vurgulamak isteriz.

KRK derecelendirmesinde kabul goren yontem bez yapilarinin varligina

gore yapilan derecelendirmedir (279). Ancak bu yontemin objektif
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degerlendirmedeki zorluklar ve tedavi agisindan yetersiz prognostik degeri
sebebiyle her zaman uygun olmayabilecegi dusunulmektedir. Ueno ve ark.
2012 yilinda, KRK’lar igin yeni bir derecelendirme sistemi olarak PDC’leri
One surmusler ve bu antitenin tumaorun biyolojik davranisini daha iyi
yansitabilecedini iddia etmislerdir (116). Calismalarda PDC’lerin derece
dagihimi, dahil edilen olgularin evresine bagli olarak oldukc¢a degisken
saptanmistir (116, 280-285). Calismamizda olgularin %24,8’'inde dusuk,
%28,3’Unde orta, %46,3’unde yuksek seviyede PDC saptanmistir. Bonetti ve
ark. calismalarinda PDC oraninin artmasinin PNi ve LVi ile LN metastaz
oranini arttirdigini, daha kisa GS ve PS ile iligkili oldugunu ileri surmustar
(286). PDC’lerin, KRK olgularinda ileri timor derecesi, ileri T, N, M evreleri,
LVi, EMVIi ve PNi gibi agresif klinikopatolojik dzellikler ile birliktelik gosterdigi
bildirilmistir (282-285, 287, 288). Lee ve ark. ise evre || KRK olgularini
inceledikleri galismalarinda yuksek riski ifade eden parametrelerle PDC’ler
arasinda iligkili saptamislardir (281). Kazama ve ark. PDC’lerden zengin MSI
ve MSS olgulari karsilastirmiglar ve PDC derecesinin MSS olgularda
prognozu daha kotu etkiledigini saptamiglardir (289). Ancak literatirde MSI
KRK’larda yuksek derecede PDC'lerin 5 yillik hastaliksiz sagkalimi olumsuz
etkiledigini belirten yayinlar da vardir (282). Calismamizda MSI olgularda
PDC orani daha yuksek izlenmekle birlikte iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemistir. PDC orani arttikga MSS olgularda
GS’de anlamli, PS’de sinirda anlamli azalma saptanmigtir. Literatlirde
PDC’lerin MSI olgularda yeterince ¢alisiilmadigi ve bu konuda net bir gorus
birligi olmadidi1 gériimektedir. Bununla birlikte bulgularimiz, PDC’leri
degerlendirirken MSI durumunu géz ardi etmemek gerektigini

dusundurmektedir.

Perikolik/perirektal yag dokuda bulunan timér nodulleri, rezidi lenf
noduna ait herhangi bir histolojik bulgu icermiyorsa tumor depoziti
(peritimoral depozit veya satellit nodl) olarak adlandiriimaktadir ve bu
durumun koétu prognozla iligkili oldugu bilinmektedir. Bolgesel lenf nodu
metastazi yoklugunda tumor depozitlerinin varligi N1c olarak kategorize

edilmektedir (93). Timdr depozitlerinin varli§i veya sayisi ile IMVi, EMVI,
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PNI, LVi ve LN metastazlari arasinda guiglii korelasyon oldugu gosterilmistir
(290). Zang ve ark. calismalarinda, KRK’larda, MSI olgularin tumér depoziti
yoksa daha iyi prognozlu oldugunu, ancak tumaor depoziti varsa MSS
olgulardan farkli bir prognoz gostermedigini saptamiglardir. MSI durumunun
tumor depoziti olmayan KRK olgularinin prognozunda bir rol
oynayabilecegdini 6ne surmasglerdir (291). Bazi galismalar, timor
depozitlerinin sayisi ve ¢apinin hastalarin sagkalimi ile yiksek oranda iligkili
oldugunu 6ne surmektedir (292). Bilindigi gibi hastalarin genel ve hastaliksiz
sagkalim oranlari hastaligin evresi ile yakin iligki icindedir. Lenf nodu
metastazina iliskin kanitlarin yoklugunda, timor depoziti varligi, olgunun
evre lll olarak siniflandiriimasiyla sonuglanir ve bu da adjuvan tedavi
endikasyonunu gundeme getirir. Belt ve ark. 870 KRK hastasini igeren
calismalarinda hastalik nuksu riskinin ylksek olmasi nedeniyle, boyut ve
sekli ne olursa olsun izole tumor depoziti olan ancak lenf nodu metastazi
olmayan hastalarda, adjuvan kemoterapi distiniimesi gerektigini
bildirmislerdir (293). Harrison ve ark. gekum ve ¢ikan kolon adenokarsinomlu
hastalarda tUmor depoziti varliginin sagkalimda bagimsiz bir prognostik
faktor oldugunu bildirmiglerdir (294). Tumor depoziti insidansi rektumda
%4,5 ile %45 arasinda, kolonda ise %17,6 ile %25,5 arasinda genis bir
skalada degismektedir (295, 296). Calismamizda tim olgularda tumoér
depoziti insidansi %9,1 olup MSS timoérlerde %9,6, MSI timdrlerde ise
%7,1’i oraninda tumdr depoziti saptanmigtir ve MSI ve MSS olgular arasinda
anlamli fark bulunmamaktadir. Timor depoziti MSS timoérlerde anlamli
olarak GS ve PS’de azalma ile birliktelik gostermistir. MSI timdrlerde de
prognozu kotu etkilemekle birlikte istatistiksel anlamlilik saptanmamistir.
Evre Il hastaligin adjuvan tedavi gerektirmesi, tumor depozitlerinin 6nemini

vurgulamaktadir.

Literatirde MSS ve MSI gruplar arasinda lenf nodu metastazinin
istatistiksel olarak anlamli farkhlik gostermedigini belirten yayinlar
bulunmakla birlikte Xiao ve ark. ¢alismalarinda MSI timdrlerde lenf nodu
metastazinin anlamli olarak daha az oldugunu saptamiglardir (240, 241,

251). Xiao ve ark. bu durumu, TIL ve Crohn benzeri yangisal yanit sonucu
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gelisen immun yanitin lenf nodu metastazini engellemesi ile aciklamiglardir.
Ayni galismada MSS-koétu diferansiye olgular, MSI-kotu diferansiye olgulara
gOre daha kotu sagkalim egrilerine sahiptir. Bu sonucu MSI olgularda lenf
nodu metastazinin daha az gorulmesi ve daha az agresif seyir ile
aciklamislardir (251). Seppala ve ark. ¢calismasinda MSI olgularda diseke
edilen lenf nodu sayisi daha fazla bulunmus olup bu sonucu MSI timdorlerde
artmig lenfositik yanit nedeniyle lenf nodlarinin daha belirgin hale gelmesi ile
aciklamislardir (297). Calismamizda lenf nodu metastazi MSI olgularda daha
az siklikla izlenmekle birlikte sinirda anlamli bir sonug elde edilmigtir. Lenf
nodu evresi agisindan ise iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmamistir.
Ancak iki grupta da lenf nodu evresi arttikga GS ve PS anlamli olarak
dismustir. Bulgularimiz literatlrde gorilen lenf nodu metastazi ve ileri N

evresinin prognoza koétu etkisini destekler niteliktedir.

Yapilan calismalarda MSI tumdrlerin daha erken klinik evre, daha ileri
patolojik evre, sag kolon lokalizasyonu ve kotu diferansiasyon ile iligkili
oldugu saptanmistir (241). MSI tUmdrlerde histopatolojik bulgulardan
bagimsiz olarak lokal ve uzak metastaz daha az géruldugu icin evre Il ve IV
olgu sayisi daha azdir, ancak ayni evrede olan timorlerde bile MSI saptanan
olgular daha iyi prognoz gostermektedir (164, 298). Bizim ¢alismamizda
MSS timorler anlamli olarak daha erken invazyon seviyesinde (T1, T2)
olmakla birlikte tan1 aninda uzak metastaz MSI timdrlerde anlamli olarak
daha azdir. Calismamizda iki grupta da tani aninda uzak metastaz
varhginda GS ve PS anlamli olarak dismektedir. Klinik evre arttikca MSS
timorlerde GS ve PS anlamli olarak azalmaktadir. MSI olgularda ise

yalnizca GS’de sinirda anlamli azalma saptanmistir.

Bilindigi gibi KRK’larda genel kabul géren en 6nemli histopatolojik
prognostik parametreler invazyon derinligi ve lenf nodu metastazidir.
Calismamizda da bu parametreler ile diger histopatolojik 6zelliklerin iligkisi
ayrica incelenmigtir. Literatirde timor invazyon derinligi ile kotu
diferansiasyon arasinda pozitif iliskili saptayan yayinlar bulunmakla birlikte
calismamizda invazyon seviyesi ile timor diferansiasyonu arasinda higbir

grupta anlamli iligki saptanmamistir (299). invazyon seviyesi ve TT arasinda
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MSS olgularda anlamli, MSI olgularda sinirda anlamli iliski saptanmis olup,
daha derin invazyon seviyelerinde daha yuksek TT oranlari bulunmustur.
Graham ve ark. da yaptiklari arastirmada yuksek TT oranina sahip
tumorlerin daha derin invazyon gosterdiklerini saptamiglardir (112).
Calismamizda MSS olgularda tomurcuklanmaya benzer sekilde derin
invazyon seviyelerinde anlamli olarak daha ylksek oranda PDC izlenmistir.
MSI timorlerde ise PDC’lerle anlamli bir iliski saptanmamistir. Jurescu ve
ark. da bizim calismamiza benzer sekilde timoér tomurcuklanmasi ve az
diferansiye kimeler ile invazyon derinligi arasinda pozitif korelasyon
bulmuslardir (300).

LN metastazi orani ile derin invazyon seviyesi, kotu diferansiasyon,
vaskuler invazyon, TT ve PDC arasinda pozitif korelasyon saptayan
yayinlarla uyumlu olarak ¢alismamizda her iki gupta daha derin invazyon
seviyelerinde daha fazla LN metastaz oranlari saptanmistir (301-303).
statistiksel olarak MSS olgularda bu fark anlamli iken, MSI olgularda
anlamlilik tasiyan duzeyde degildir. Calismamizda kotu diferansiye
tumorlerde her iki grupta da anlamli olarak yuksek LN metastazi
g6zlenmistir. Yiksek PDC varliginda ve TT oranlarinda iki grupta da LN
metastazi orani anlamli olarak artis gostermistir. LVi varliginda her iki grupta
LN metastaz oranlari anlamli olarak ylksek saptanmistir. Vendz invazyon
varliginda MSS olgularda LN metastaz oranlari anlamli daha yluksek
bulunurken, MSI grupta anlamli bir iligki izlenmemistir. Peritimdral lenfosit
yanit artigi ile LN metastaz oranlari tum gruplarda ters orantili olmasina
karsin yalnizca tum olgulari igeren genel grupta sinirda anlamli sonug elde
edilmistir. LN metastazi ile crohn benzeri yanit ve intratimoéral lenfositik yanit
arasinda da higbir grupta anlamli iliski saptanmamistir. Histopatolojik
parametreler ile iligkili bulgularimiz literatar ile uyumlu géranmekle birlikte
immuUn yanit ile LN metastazi arasindaki iligkileri agiklayacak daha fazla

arastirmaya gereksinim oldugu gorulmektedir.

Calismamizda fokal musin6z diferansiasyon varliginda her iki grupta da
LVi orani diisik olup, yalnizca MSI olgularda anlamli bir iliski saptanmustir.

Musin6z ve non-musindz tumdrlere bakildiginda da her iki grupta musin6z
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diferansiasyon varligi ile LVi oraninda diigme gérilmektedir, ancak
hicbirinde sonu¢ anlamli saptanmamigtir. Misindz timorlerde LN metastazi
orani her iki grupta yukselmekle birlikte, yalnizca MSS grupta anlamli iligki
bulunmustur. Iki grupta da fokal misindz diferansiasyon varliginda ise LN
metastazi orani artmakla birlikte anlamli saptanmamistir. Sonug olarak
musin6z morfoloji ile LN metastaz orani korele olmakla birlikte bu timérierde
LVI tam tersine azalma gostermektedir. Bu nedenle misindz morfolojinin
lenfovaskuler faktor disinda, baska sekillerde LN metastaziyla iligkili
olabilecegi sonucuna varilmistir. Miisindz diferansiasyon ile LVi ve LN

metastazi iligkisi arastirma gerektiren diger konulardan birisidir.

Sagkalim ozellikleri agisindan bakildiginda, genis KRK serilerinde, MSI
olgularda lokal ve sistemik nuksun istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az
ortaya ¢iktigi gérulmektedir (304). MSI timorlerin yangisal yaniti daha fazla
uyarmalari nedeniyle timadre karsi olusan lenfositik yanit sonucu timarin
erken evrede sinirlandigi ve uzak metastazin engelledigi dusunulmektedir
(270). Bizim ¢alismamizda sistemik nuks agisindan MSI ve MSS gruplar
arasinda anlamli fark saptanmamistir. Ancak ¢alismamizda Kaplan-Meier
survi analiz hesaplamalari sonucunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber MSI olgularin GS ve PS oranlari MSS olgulara gore ylksek
saptanmistir. Sistemik nikste ve sagkalimda anlamli fark olugsmama

sebebinin MSI olgu sayimizin nispeten azligi oldugunu digtniyoruz.

Gastrointestinal kanal maligniteleri igin ayirici tanida dnemli bir belirteg
olan CDX2 intestinal gelisim ve onkogenezde ana dizenleyici transkripsiyon
faktorlerinden biri olup ekspresyonu intestinal epitele ylksek oranda
spesifiktir (7). CDX2 ekspresyonunun kaybi, kétu diferansiasyon, ileri
hastalik evresi, proksimal yerlesim, vaskuler invazyon ve mikrosatellit
instabilite ile iligkilendirilmistir (6, 7). Literatirde yakin zamanda yapilan
calismalarda, CDX2 ekspresyon kaybinin daha kisa GS ve PS ile iligkili
oldugu gosterilmigtir (7, 8). Piero ve ark.’nin ¢alismasinda boyanma kaybi
tumorin genelinde varsa kayip olarak kabul edilmis ve 434 CDX2 pozitif
tumor ile 32 negatif timaor karsilastinimistir. Bu iki grup arasinda 5 yillik

sagkalimda anlamli fark izlenmis olup, negatif timdrlerin sagkalim orani
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%45, pozitif timorlerin %72 olarak saptanmigtir (7). Olsen ve ark.’nin
calismasinda dusuk CDX2 ekspresyonu MSI, sag kolon yerlesimi, kotu
diferansiasyon ile iligkili bulunmus fakat klinik evre ve rekurrens ile iligkili
bulunmamistir (305). Neumann ve ark. CDX2 kaybi ile sagkalimin azaldigini,
CDX2 ekspresyon kaybinin MSI timorlerde MSS timérlere kiyasla anlamli
olarak daha fazla oranda oldugunu saptamislardir (206). Literatirde kotu
prognostik faktorlerle CDX2 kaybi iligkisi degiskenlik gostermektedir. Bu
durum CDX2’nin prognoza etkisinin diger faktorlerden bagimsiz oldugunu
dusundurmektedir. Literatirde tumor hicrelerinde CDX2’nin iyi ve orta
diferansiye tumodrlerde daha yogun boyandigi ve az diferansiye timorlerde
boyanma siddetinin azaldigi belirtiimektedir (306). Bizim ¢alismamizda hi¢
nukleer boyanma olmamasi durumunda negatif, %10’un altinda tumaor
hlcresinde nukleer boyanma zayif pozitif, %10’'un Gzerinde tiumor
hlcresinde nukleer boyanma ise gicli pozitif kabul edilmis olup, CDX2, 9
olguda (%1,5) tamamen negatif, 43 olguda (%7,3) zayif pozitif, 541 olguda
(%91,2) ise guglu pozitif izlenmistir. Calismamizda MSS tumdrler, MSI
tumorlere kiyasla CDX2 ile anlamli olarak daha fazla oranda boyanmistir.
Ayrica CDX2 kaybi goérulen ve zayif boyanma gosteren olgularimiz anlamli
olarak sag kolon lokalizasyonlu olup, anlamli olarak daha koétu
diferansiasyon gostermektedir. Ancak CDX2'nin prognostik belirte¢ olarak
klinik kullanimi halen tartismalidir. Prognoz iligkisini arastiran bir galismada
CDX2 ekspresyon kaybi; proksimal yerlesim, infiltratif patern, ileri evre, kotu
diferansiasyon, tumor ici lenfosit infiltrasyonu, luminal serrasyon, masin
uretimi, artmig CK7 ekspresyonu, azalmig CK20 ekspresyonu, CIMP, MSI ve
BRAF mutasyonuyla ayrica GS ve PS’de azalma ile iligkili olarak
saptanmistir. Ayni calismada CDX2 ekspresyon kaybi 6zellikle evre IV
KRK’larda bagimsiz prognostik belirte¢ olarak kabul edilmistir (307). Daha
yakin tarihli bir calismada CDX2 kaybinin yalnizca MSS grupta sagkalimi
olumsuz etkiledigi saptanmistir (308). Calismamizda MSS olgularda CDX2
ekspresyon kaybiyla birlikte GS ve PS’nin anlamli olarak azaldigi
saptanmistir. MSI grupta CDX2 boyanmasi ile sagkalim arasinda anlamili bir

veri elde edilememistir. Calismamizda klinik evre, T evresi, sistemik nuiks,
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LVI, vendz invazyon, TIL, Crohn benzeri yangisal yanit, timér depoziti
varligi, fokal musin6z diferansiasyon, TT, PDC ile CDX2 ekspresyonu
arasinda anlamli iliski saptanmamigtir. Ancak CDX2 ekspresyon kaybi ile LN
metastaz orani sinirda anlaml, PNi ise anlamli olarak artmis bulunmustur.
Sonug olarak ¢calismamizda CDX2 ekpresyon kaybi, MSI varligiyla 6neml
dlclide korele olup, yiksek tiimér derecesi, sag kolon lokalizasyonu ve PN
varligi ile iligkilidir, MSS tumorlerde kotu prognoz gostergesi iken, MSI
tumorlerde prognoz ile iligkili bulunmamistir. Ancak yukarida ifade edildigi
gibi s6z konusu galismalarda CDX2 ekspresyonunu degerlendirmek igin
farkh kriterler kullanilmigtir. CDX2 ekspresyon kaybi 6numuzdeki suregte
prognostik degerlendirme amaciyla kullanima girecekse cut off degerinin

belirlenmesi ve standardizasyon igin ¢ok sayida ¢alisma gereklidir.

KRK’larda, MSI olgularda Lynch sendromunu dislamasi, prognoz ve
tedaviye yon vermesi nedeniyle BRAF mutasyonu degerlendiriimesi
Onerilmektedir (246). Literatirde BRAF mutasyonunun, MSI timoérlerin %41-
53'Unde, MSS tumorlerin %5'inde bulundugu bildiriimekte olup, MSI
tumdrlerde anlamli olarak yuksek saptanmaktadir (181-183, 246). BRAF
mutant kolon timorleri kadin cinsiyet, ileri yas, proksimal yerlesim, ileri TNM
evresi, kot diferansiasyon ve musindz histoloji ile iliskilendirilmigtir (11-13).
Bununla birlikte BRAF mutasyonunun MSI ve MSS timorlerde farkh
prognostik etkiye sahip oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (14-16).
BRAF mutasyonunun MSS timdrlerde kot prognostik faktér, MSI
tiumorlerde ise erken evre ile iligkili olup iyi prognoz gostergesi oldugui ileri
surdlmektedir (9). Salem ve ark. MSI varligini sag kolonda %22,3, sol
kolonda %7,8 oraninda, BRAF mutasyonunu sag kolonda %25, sol kolonda
%10,2 oraninda saptamig, MSI ve BRAF mutasyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki bulmuslardir (309). Seppala ve ark. galismalarinda BRAF
mutasyonu varhiginin kéti prognoz ile iliskilendiriimesine ragmen MSI/BRAF
mutant olanlarin hastaliksiz sagkaliminin daha uzun oldugunu
saptamislardir. Bu durumu MSI’'nin prognoz tzerindeki olumlu etkisi ile
aciklamislardir. MSS timoérlerde ise BRAF mutasyonu gosteren olgularin

daha kotu prognozlu oldugunu saptamisglar, ve bunu da BRAF
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mutasyonunun koétl prognostik etkisi ile agiklamiglardir (297). MSI ve BRAF
durumuna gore adjuvan tedavi segeneginin guindeme gelmesi 6nemli bir
durumdur. Seppala ve ark. ¢calismalarinda Evre I-1ll olan MSI/BRAF mutant
olgular i¢in adjuvan tedaviye ihtiya¢ olmadigini, fakat MSS/BRAF mutant
olgularda Evre I-1l olsalar bile artan mortalite riskinden dolayi agresif adjuvan
tedavi gerektigini vurgulamiglardir. Yine bagka bir calismada metastatik KRK
olgularinda MSI ve BRAF mutasyonunun sagkalim uzerine olumsuz etkisi
oldugu vurgulanmis, genel olarak iyi prognostik etkisi oldugu arastirmalarda
gosterilen MSI’nin olumsuz prognoz gostermesini, BRAF mutasyonu ile
iliskisine ve secilen hastalarin metastaz gosteren ileri evre olgulardan
olusmasina baglamiglardir (310). Lochhead ve ark. MSI ve BRAF mutasyon
varhgi ile sagkalimi inceledikleri calismalarinda 5 yillik sagkalimi MSS/BRAF
mutant olan grupta %46, MSS/BRAF wild tip olan grupta %65, MSI/BRAF
mutant olan grupta %73, MSI/BRAF wild tip olan grupta %79 oraninda
bulmustur. Bu calismada BRAF mutasyon varligi mortaliteyi arttirirken, MSI
varliginin azalttig1 sonucuna varilmistir (183). Bu ¢alismalarda BRAF
mutasyonu immunohistokimyasal ve molekuler yontem ile ¢alisiimis olup,
immunohistokimyasal yontem %93 duyarlhlik, %96 6zgulluk ile molekuler
yontem ile korele bulunmustur (311). Bizim ¢alismamizda da maliyet ve
zamandan tasarruf amaci ile BRAF mutasyon analizi igin
immunohistokimyasal yontemi kullaniimistir. Klinik galismalarda Evre 1l ve
MSI timdrlerde 5-FU tedavisinin etkisiz oldugu, hatta kemoterapiye bagli
gorulebilecek yan etkiler de eklenecegi i¢in zarari olabilecedi ileri
surdlmektedir (164). Evre lll KRK'larda MSI varliginda I6kovorin ve 5-FU
tedavisi yerine, oksaliplatin kullaniimasi hastaliksiz sagkalimi arttirmaktadir
(165). MSI KRK’larda onkolojik tedaviler imman kontrol inhibitorleri ve
immunoterapi yonunde ilerlemektedir. FDA tarafindan 2015 yilinda anti PD-1
ilaci pembrolizumab tedavisinin metastatik ve direncli MSI KRK’larda
kullanilabilecegi bildirilmigtir (168). PD-1/PD-L1 inhibitorleri, monoterapi
olarak kullanildiginda tumor boyutunu kugulterek, uzun sureli etki ve daha az
toksisite saglar. MSI varliginda, artan mutasyon iligkili neoantijenler immun

sistemi timdre karsi uyararak anti-PD-1 yanitini arttirirlar (169). MSI
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tumorlerde TIL varhigi, MSS tiumorlere oranla daha yuksektir. TUmor
cevresinde olusan immun gevreye ragmen MS| KRK'larda tumor hicreleri,
PD-1 gibi kansere 6zgu inhibitor kontrol noktalari nedeniyle tamamen elimine
edilemezler. Bu aktif mikrogevre immun inhibitdr sinyalleri ile dengelenir. Bu
nedenle MSI KRK’lar immunoterapi i¢in adaydir. Pembrolizumab tedavisi
uygulanan MSI ve MSS KRK olgularinda, MSI olanlarin imman yanit ve
hastaliksiz sagkalim suresi daha uzun bulunmustur (168). KRK’larda PD-L1
ekspresyonu kotu diferansiasyon, MSI varligi, BRAF mutasyonu ve TIL
varligi ile iligkilidir (312). PD-1 ekspresyonu gosteren TIL varligi, MSI
KRK’larda iyi prognoz ile iligkili iken, timdrde PD-L1 ekspresyonu ise kisa
sagkalim suresi ve kotu prognoz ile iligkilendirilmigstir (313). Bizim
calismamizda da benzer sekilde MSI varlidi ile BRAF mutasyonu arasinda
anlamli iligki belirlenmistir. TUm olgularimizin %8,3’'iGnde BRAF ekspresyonu
saptanirken, MSI olgularimizda %15,9, MSS olgularimizda ise %6,5
oraninda BRAF ekspresyonu saptanmistir. BRAF ekspresyonu, sag kolon
tumorlerinde anlamli olarak daha fazla bulunmustur. Ayrica BRAF
ekspresyon artigl ile birlikte dnemli prognostik histopatolojik parametreler
olan artmis tumor boyutu ve diferansiasyon kaybi saptanmigtir. Ancak TIL,
Crohn benzeri yangisal yanit, fokal musindz diferansiasyon ve kadin cinsiyet
ile iliski saptanmamistir. BRAF ekspresyonu misin6z adenokarsinomlarda
artis gdsterme egiliminde olsa da anlamli sonug elde edilememis, LVi, PN,
vendz invazyonla iliski saptanmamistir. Calismamizda erken T evrelerinde
BRAF ekspresyonunun daha fazla oldugu, ileri klinik evrelerde BRAF
ekspresyonunun artma egiliminde oldugu saptanmakla birlikte, sonuclar
istatistiksel olarak anlamli degildir. LN metastazi ile BRAF arasinda anlamli
bir iliski gdzlemlenmemistir. MSS grupta BRAF ekspresyonu arttikga GS ve
PS azalmigtir ancak sonuglar anlamli degildir. MSI olgularda ise sagkalim ile
BRAF ekspresyonu arasinda bir iligki elde edilememistir. Elde ettigimiz
sonuglara gére KRK’larda MSI varligi yani sira BRAF mutasyonunun da
degerlendiriimesi, prognoz ve tedavi yanitini dngérmede ve etkin tedavi
yonetimi sec¢iminde yardimci olacaktir. Tedavi algoritmalarinin molekuler

yolaklar onculigunde duzenlenmesi, tedavi basarisini arttiracagi igin
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molekuler karsinogenez mekanizmalarinin iyi tanimlanmasi ve taninmasi

gerekmektedir.

SOX2, kanser hlcrelerinin gogalmasi, invazyon, go¢ ve metastazinda,
tumor hicre ve kok hicre statusinin devaminda, hicresel programlama,
apopitoz ve kemodireng gelisimi gibi pek ¢ok karsinogenez asamasinda yer
almaktadir (194). Son arastirmalar, kiglk bir timor hicresi alt grubunun,
kok hucrelerle iligkili 6zelliklere sahip oldugunu ortaya ¢ikarmis ve bu
nedenle bu hlcre grubuna kanser kok hicreleri (CSC'ler) denmistir. Kanser
kok hacreleri kendilerini yenileme kapasitesine ve ¢ok yonlu diferansiasyon
yetenegine sahiptir, bu nedenle hem tiumaor bayimesine hem de yeni timaral
klonlarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (314-316). Lundberg ve ark. SOX2
eksprese eden kanser hucrelerinin kanser kok hucresi 6zellikleri
sergilediklerini saptamislar, ayrica SOX2 ekspresyonu yuksek olan
tiumorlerde CDX2 ekspresyonu kaybinin oldugunu belirterek SOX2’nin
olumsuz klinik etkisine CDX2 ekspresyon kaybinin destek olabilecegini 6ne
surmuslerdir (317). Miller ve ark. 6zellikle timor merkezindeki yiksek SOX2
ekspresyonunun, kansere 6zgu sagkalimi azaltan bagimsiz bir faktér oldugu
belirtirken, baska bir calismada SOX2 ekspresyonu ile prognoz arasinda bir
iliski bulunamistir (318, 319). Bir calismada tim KRK’larin %11'inde SOX2
ekspresyonu saptanmistir. Bu galismada SOX2 ekspresyonu ile
BRAFVG600E mutasyonu arasinda pozitif iliskili bulunmugtur. SOX2
ekspresyonunun kismen BRAF sinyali tarafindan dizenlendigi ve KRK’larda
metastazla iligkili olabilecegi ve kotu prognozu gosterdigi one surualmustur
(20). Zhang ve ark. 2077 olgudan olusan meta-analizde SOX2
ekspresynonunun KRK’larda lenf nodu metastazi, uzak metastaz, kotu
diferansiasyon, ileri evre hastalik ile iliskili olup, kéti prognostik oldugunu
saptamiglardir (19). Zheng ve ark.’nin galismasinda, SOX2 ekspresyonunu
kotu klinik gidis ve ¢oklu ilaca direng genlerinin aktivasyonu ile onemli 6lgude
korele bulmustur. Ayrica SOX2'nin hicre goégu, istila ve koloni olusumuna yol
acan Rho-ROCK sinyalinin aktivasyonuna sebep oldugunu saptamislardir
(21). Liu ve ark. ise SOX2 ekspresyonunun, mTOR yolaginin inhibisyonu

yoluyla kolorektal kanser hicresi proliferasyonunu baskiladigini
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savunmustur (24). Onceki bir calismada SOX’nin KRK’larda hiicresi
proliferasyonunu indukledigi gosterilmig, aradaki bu farkin reaksiyon
sicakligi, suresi ya da kullanilan yontemlerden kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir (24). SOX2, hicrede EGFR gibi pek ¢ok sinyal yolagini
etkilemekte ya da PI3K/Akt gibi sagkalim yolaklarindan etkilenmektedir.
Boylece katki yaptigi KRK gibi gesitli kanserlerin prognozunda bir belirte¢
olabilecegi gibi tedavilerinde de molekuler hedef potansiyeli tagimaktadir
(194). Calismalarda ayrica SOX2 proteini varliginda T lenfosit yanitinin daha
gUclU oldugu ve kok hucre benzeri tedaviyle olgularin immunoterapi igin
aday olabilecegi belirtiimektedir (320). Literattrde sinirli sayida ¢alismada
SOX2 pozitifligi ile CD8+ TIL oraninda artig birlikteligi gosterilmistir (321).
Calismamizda tum olgularin %5,4’4nde, MSS olgularin %5’inde, MSI
olgularin ise %7,1'inde SOX2 ekspresyonu saptanmistir. SOX2 ekspresyonu
gosteren tumorlerimiz anlamli olarak daha kotu diferansiasyon
goOstermiglerdir. SOX2 ekspresyon varliginda peritimoral lenfosit oraninda
sinirda anlamli artig gorilmustir. MSS ve MSI olgularda SOX2 ekspresyonu
GS ve PS'yi azaltmakla birlikte anlamli sonug elde edilmemistir. SOX2
ekpresyonu ile LN metastazi ve uzak metastaz sikligi artmis olsa da anlamli
sonug¢ saptanmamistir. SOX2 ileri klinik evre ve ileri T evrelerinde daha sik
eksprese olmakla birlikte anlamli sonu¢ bulunmamistir. Bu sonuclara
dayanarak calismamizda SOX2 ekspresyonunun diger klinikopatolojik ve
histopatolojik parametreler ile arasinda anlamli bir iligki olmadidi sdylenebilir.
Ancak verilerimiz literatirde SOX2’nin kétl timor diferansiasyonu sebebiyle
kotu prognostik bir belirte¢ oldugunu belirten galismalari destekler
niteliktedir. Ayrica calismamizda yuksek TIL ile iligkili bulunan SOX2'nin
immunoterapi igin potansiyel ongortcu ve tedavi adayi oldugu saptanmistir.
SOX2 ekspresyonunun KRK’larda prognoza etkisi ve klinikopatolojik

parametrelerle iliskisini aydinlatmak icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

STAT1'in kanser biyolojisinde ¢ok sayida ve cesitli rolleri vardir. STAT1,
IFN ile ilgili hiicre i¢i sinyallesme igin bir ana transkripsiyon faktérudir (18).
Gogunlukla tumdr supresor olsa da bazi kanser tirlerinde pro-onkogen

olarak gorev aldigi bilinmektedir (322). Dolayisiyla STAT1'in kanserler igin

114



prognostik potansiyeli bugine kadar bildirildigi gibi degisken ve hatta bazen
tartigsmali olmustur. STAT 1'in timor baskilayici rold, olasilikla bagisiklik
sistemindeki iglevi ile iligkilidir. Immun sistem hiicreleri, STAT1
aktivasyonuna yol agan IFN salgilar ve IFN ile uyarilan STAT1, CD8+ T
hacrelerini aktive eden kemokinleri aktive edebilir (323). Ayrica, bir
transkripsiyon faktort olarak STAT1, hicre dongust ile ilgili ve apopitoz ile
ilgili genlerin ve 6lum reseptoru genlerinin ve bunlarin ligandlarinin
transkripsiyonunu indukler (324). STAT1, hepatoselller karsinom ve
KRK’larda 6lum reseptdru Fas'in ve bunlarin ligandi FasL'nin ekspresyonunu
indukler (325, 326). Ek olarak, STAT1'in anjiyogenezi inhibe ettidi
bildiriimektedir (327). STAT1 ekspresyonunun iyi prognozla korelasyonu,
KRK’lar igin farkli calismalarda gosterilmistir (328-331). Benzer sekilde
0zofagus kanseri, pankreas kanseri, hepatoselller karsinom ve yumusak
doku sarkomlari dahil olmak Gzere bir¢gok kanser igin de iyi prognoz
gostergesi oldugu rapor edilmistir (332-335). Meme kanserlerinde ise STAT1
ekspresyonu igin hem iyi hem koétu prognoz ile iliskili korelasyonlar
bildirilmistir (336-338). Gordziel ve ark. 414 olguluk ¢alismalarinda STAT1’in
KRK’larda GS'yi arttirdigini 6ne surmuslerdir (330). Shang ve ark.’nin yaptigi
calismada KRK’lerde STAT1 ve buna bagimli T lenfosit aktivasyonu
engellendiginde immunoterapi cevabinin olmadigini, bu nedenle immun
kontrol noktasi blokaj tedavisinin faydali oldugunu saptamiglardir (341).
Tanaka ve ark. ise STAT1’in prognostik etkilerini incedikleri calismalarinda
olgularin %9'unun yiuksek duzeyde STAT1 sitoplazmik ekspresyonu
sergilerken, cogunlugunun duguk duzeylerde sitoplazmik ekspresyon
gosterdigini ve olgularin %15'inde de STAT1'in pozitif nukleer ekspresyon
gOsterdigini saptamislardir. Ayrica STAT1’in MSI olgularda belirgin olarak
daha fazla ekprese edildigini bildirmiglerdir. Calismalarinda STAT1
ekspresyonunun, kétu timor farklilagsmasi, sag taraf yerlesimi ve MSl ile
pozitif iligkili oldugunu bulmuslardir. Sitoplazmik veya nukleer STAT1
ekspresyonunun seviyesi ile LVi veya PNi arasinda iliski saptamamuslardir.
Bu calismada erken evre KRK’larda STAT1'in ylksek sitoplazmik

ekspresyonunun, hem GS hem de PS surelerini olumsuz etkiledigini
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saptamis olup bu nedenle, STAT1 ekspresyonunun, erken evrelerde
neoadjuvan tedavi agisindan potansiyel bir risk belirleyici prognostik faktor
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. STAT1 nukleer ifadesini ise

sagkalimla iligkili bulmamisglardir (18).

Biz de ¢alismamizda STAT1 immun belirteci gorece yeni ve tartismali bir
belirte¢ oldugundan ve degerlendirmesinde ortak bir fikir birligi hentz
olusmadigindan farkli boyanma paternlerini gézénune alarak degerlendirdik.
Calismamizda STAT1 sitoplazmik-1 ve STAT1 sitoplazmik-2 boyanmalari
MSI grupta, MSS gruba gore anlamli olarak daha yuksek izlenirken, STAT1
nukleer boyanmasi, herhangi bir lokalizasyondaki STAT1 pozitifligi ve
STAT1 sitoplazmik-3 boyanmasi ile iki grup arasinda anlamli fark
saptanmamistir. STAT1’in nUkleer ve sitoplazmik ekspresyonu, ya da
herhangi bir lokalizasyondaki pozitifligi kotu diferansiasyon ve sag taraf
yerlesimi ile iligkili bulunmustur. STAT 1’de herhangi bir pozitiflik durumunda
tani aninda uzak metastaz saptanma olasiligi, STAT1 sitoplazmik-2
pozitifliginde ise LN metastazi olasiligi sinirda anlamli olarak daha az
saptanmistir. STAT1-St.-1 ve STAT1-St-2 anlamli olarak, STAT1-St-3 ise
sinirda anlamli olarak erken invazyon seviyelerinde yuksek saptanmiglardir.
Calismamizda ayrica STAT1 nlkleer, STAT1-St.-3 ve STAT1 (+/-)
pozitifliginin yiksek TT ile iligkili oldugu gorilmustir. Daha énceki
calismalarda saptanmamis olan bu bulgunun STAT1’in bazi ¢alismalardaki
kotu prognostik etkisine acgiklik getiren bir 6zellik oldugunu dusunuyoruz.
Elde ettigimiz verilerle KRK’larin prognozunu éngérmede TT ve STAT1
iliskisinin gelecekteki prognostik ¢aligmalarda incelenmeye deger bir konu

oldugu sonucuna vardik.

Ozellikle MSI KRK’larda STAT1 ekspresyonu ile PD-L1 veya PD-1
ekspresyonu arasinda bir korelasyon olup olmadigini inceleyen ¢aligsmalar
STAT1 ve PD-L1’in ve PD-1’'in mRNA seviyeleri arasinda, énemli bir pozitif
korelasyon ortaya ¢ikarmigtir (18, 342, 343). Bizim ¢alismamizda da STAT-
1’de sitoplazmik agirlikli olmak Uzere boyanma oranlarinin intratimoral
lenfosit sayisindaki artis ile korele oldugu saptanmistir. Ayni durum

peritumoral lenfosit orani igin de gegerlidir. Bu sonuglar STAT?1’in
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immunoterapi tedavisi segiminde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini
dugundurmektedir. Ayrica calismamizda ayri ayri degerlendirdigimiz
STATT’in sitoplazmik ve nukleer ekspresyonlari farkli anlamlar da
tasimaktadir: Nukleer pozitifligin 6zellikle yuksek sagkalim, kotu
diferansiasyon ve sag kolon yerlesimi ile iligkili oldugu, sitoplazmik
boyanmanin ise MSI, kotu diferansiasyon, artmig TIL ve erken invazyon
seviyeleri ile iligkili oldugu goéralmastur. Bu nedenle STAT1’in hicresel
komponentlerdeki ekspresyon farkinin vurgulanmasi gerektigi sonucuna
varilmistir. Herhangi bir komponentteki STAT1 pozitifligi, izlem grubundaki

KRK’larda GS ile anlamli, PS ile sinirda anlamli olarak saptanmistir.

Sonug olarak STAT1’in MSI, yuksek TIL oranlari, erken invazyon seviyesi
ve azalmis metastaz oranlari gibi iyi prognostik faktorler yani sira TT ve
diferansiasyon kaybi gibi kdtu prognostik faktorlerle iliskili oldugu
gorulmektedir. Ancak literatirde STAT1’in ekspresyon farkliliklarinin
g6zonune alindigi ve belirlenmis olan standart kurallarla yapilmis ¢calismalar
¢ok azdir. Calismamizda da saptandigi gibi STAT1’in nukleer ve sitoplazmik
ekspresyonlarinin farkli mekanizmalarla farkl sonuglara yol agmasi ylksek
bir olasiliktir. Ayrica literattrde bildirildigi gibi STAT1, farkh timdrlerde farkl
etkiler olugturuyor gibi gérinmektedir. STAT1’in kanser gelisiminde ¢ok
sayida rol oynadigi su goturmez bir gergcek olmakla birlikte, bu karmagik

iliskinin aydinlatilabilmesi igin ¢ok daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, KRK’larda bugline kadar yapiimis
olan c¢alismalar ile birlikte degerlendirildiginde; MSI varliginin, timérlerin
davranigini, klinik seyrini, tedaviyi, prognozu ve hasta sagkalimini
ongormede buyuk onem tasidigi gorulmektedir. Bu nedenle gunumuzde
KRK’larda MSI’'nin saptanmasi zorunluluk haline gelmistir. MSI
saptanmasinda kullanilabilecek yontemler tezin daha 6nceki kisimlarinda
tanimlanmistir. Chen ve ark. ¢alismalarinda MSI'1 saptamak igin kullanilan
IHK ve PCR ydntemlerini karsilastirmislardir. Bu calismada hata payinin ¢ok
diisiik olmasi sebebiyle IHK olarak MMR protein kaybi yoksa PCR
incelemesine gerek olmadigini savunmuslardir (344). Amira ve ark. PCR

yonteminin ayni hastadan tUmaorla ve normal doku ornegi gerektirmesi ve
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baz fiksatiflere uyumsuz olmasi nedeniyle, DNA sekanslama yonteminin ise
daha uzun zaman gerektirmesi ve maliyetli olmasi nedeniyle IHK
incelemenin tercih edilebilecegini ifade etmislerdir (162). Biz de hem bu
sebeplerden hem de daha ucuz ve daha kolay uygulanabilir olmasi

acisindan galismamizda IHK yéntemi uyguladik.

MSI'in IHK olarak saptanmasinda kullanilan MMR proteinleri hiicrede
heterodimer kompleksler halinde bulunmaktadir. MLH1 PMS2 ile ve MSH2
MSH6 ile birlikte iglev gorr. ilgili gendeki mutasyon sonucu MLH1’de
ekspresyon kaybi olursa PMS2'de, MSH2'de ekspresyon kaybi olursa
MSHG6’da da ekspresyon kaybi beklenir, ancak tersi zorunlu degildir.
Literatiirde IHK yéntemle MMR proteinlerinde ekspresyon kaybini inceleyen
calismalarin bayuk boluminde MSI KRK’larda en sik MLH1 ve PMS2’nin
birlikte kaybi gorulmektedir. Siklik olarak ikinci sirada MSH2 ve MSH6’nin
birlikte kaybi, ardindan tek basina MSH6 ve tek basina PMS2 kaybi
gelmektedir. Dort antikorun da ekspresyon kaybi %1,4 oraninda
gorulmektedir (345). Bizim calismamizda da en az bir protein ile ekspresyon
kaybi gosteren gruptaki 113 olgunun 168’inde (%60) MLH1 ve PMS2 birlikte
kaybi, en sik patern olarak tespit edilmistir. Diger olgulara baktigimizda ikinci
sirada 12 olgu (%10,6) ile MSH2 ile MSH6’nIn birlikte kaybi, ardindan 9 olgu
(%7,7) ile tek basina PMS2 kaybi ve 4 olgu (%3,6) ile tek bagina MSH6
kaybi gorilmus olup patern analizimiz literatr ile uyumludur. Calismamizda
dort antikorun da negatif oldugu 8 olgu (%7,2) mevcuttur. En sik gorulen
paternler bunlar olsa da nadir olarak, beklenmedik sekilde anormal
ekspresyon kaybi paterni gézlenen g¢aligsmalar da mevcuttur (345-347). MSI
KRK’larda hangi proteinde ekspresyon kaybi oldugu klinik nem
tasimaktadir. MLH1 ve PMS2 kaybi, hem sporadik hem Lynch sendromlu
hastalarda gorulmekte iken, izole PMS2 kaybi, MSH2 ve MSH6 kayiplari
daha siklikla Lynch sendromunda karsimiza ¢ikar. MLH1 ve/veya MLH1 ve
PMS2 kaybinda metilasyon analizine bagvurulurken, diger paternlerde direkt
germline mutasyon analizi istenir. Ayrica anormal, siradigi patern olarak
kabul edilen olgularin da farkli prognostik 6zelliklere sahip olabilecegi

distnulmektedir (348). Calismamizda da nadir anormal paternler saptanmis
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olup, bu gruplarin da kendi aralarinda degerlendirildikleri galismalar hiz

kazanmalidir.

Son olarak galismamizda kullanmayi tercih ettigimiz doku mikroarray
yontemini ele alirsak dncelikle bircok avantaji oldugunu belirtmek gerekir.
Cok sayida doku 6rnegini az sayida preperat Uzerinde, daha kisa zamanda,
daha ekonomik olarak degderlendirmeyi saglar. Boylelikle arastirilacak olan
yeni bir belirleyici, cok fazla miktarda doku orneginde, ayni anda, tek bir
uygulamada, hizli bir sekilde ¢alisilabilir. Pahali antikorlarin kiiguk dokularda
kullanilmasi ve tek bir preperatta uygulanabilmesi maliyeti dusurar. Ayrica bu
yontem, nadir gorulen ve kisith olan doku drneklerinden en Ust dizeyde
yararlanabilmeyi saglar. Doku drneklerinde dis etken gesitliligini ortadan
kaldirihp doku érneklerinin ayni kosullarda boyanmasina olanak verdiginden
daha guvenilir veriler saglar. Orijinal doku 6rneginin (kor biopsinin alindigi
parafin blok) korunmasini saglar (230, 231, 349, 350). Ancak her inceleme
yonteminde oldugu gibi bu yontemde de dezavantajlar bulunmaktadir. En
onemli kisithlik doku érneklerinin kiiglik boyutlarda olmasidir. Bu nedenle
heterojen timorlerdeki fokal degisiklikler degerlendirilemez. Bunu
engellemek amaciyla her olgudan en az 1 mm genisliginde 2 kor almak ya
da 0.6 mm genisliginde 3 kor 6rnek almak énerilmektedir. Doku kisitlihgini
gidermede kullanilacak diger bir yontem ise ¢alismaya dahil edilen olgu
sayisini artirmaktir. Yine de hedeflenen alan, dokuda kuguk odaklar
halindeyse (6rnegin timdre eslik eden lenfoid hlcreler, timoér stromasi, lenf
nodunda metastatik timor odagi gibi) kor biopsinin alimi sirasinda bu
odaklara denk gelmeme riski vardir. Birgok dokunun tek bir preperat
Uzerinde olmasi uygulama surecindeki herhangi bir hatadan tium dokularin
etkilenmesi anlamina gelir. Dokulme, katlanma, karsilasilan diger
problemlerdir (229-231, 349, 350).

Calismamizin igerdigi olgu sayisi kadar incelenen imman belirteglerin de
¢ok sayida olmasi nedeniyle, arastirma yontemi olarak DMA yoéntemi tercih
edilmigtir. Bu suregte, calismada kullanilacak olan doku mikroarray blogunun
hazirlanmasi sirasinda parafin sorunlarindan kaynaklanan blok kirilmasi ve

blogu elde etmek igin tek bir duzenek bulunmasi nedeniyle ¢ok sayida iglem
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tekrari gerekmistir. Tumor heterojenitesi gozetilerek tum olgulardan iki ya da
Ug kor drnek alinmistir. Bir mikroarray bloguna 36 adet doku gomulmesine
ragmen, kesit islemi sirasinda bu dokular farkli seviyede kaldigi i¢in tek bir
preparatta 36 adet doku nadiren goralmustar. Bu ylizden eksik kalan
olgularda islem tekrari gerekmistir. Ayrica kesit sirasinda bazi timor
dokularinin daha sert, bazilarinin daha yumusak olmasi nedeniyle kesitlerde
katlanma sorunu yasanmistir. Yaklasik 22 yillik olgu grubuyla ¢alisildigi icin
bazi bloklar kesit almaya uygun olmadigindan bu bloklar ¢ozulup doku tekrar
bloklandiktan sonra doku mikroarray ¢alisiimistir. TUmor hicrelerinin sinirli
alanlarda izlendigi olgularda (neoadjuvan tedavi goérmus, musindz
morfolojide, bazi T1 olgularda) timadr alanina denk gelebilmek igin birkag
defa geriye déniip 6rnekleme yapilmistir. immiin ¢alismalar sirasinda
meydana gelen aksakliklarda preparattaki olgularin higbiri
degerlendirilememis olup, timor miktarinin az oldugu orneklerde doku kaybi
riski yasanmistir. Sonug olarak DMA, bir¢cok olguyu ayni anda, pek ¢ok
immun belirtecle, zaman kazandirarak ekonomik olarak ¢alisma avantaj
saglamakla birlikte kendine 6zgl uygulama zorluklari olan, 6zenli ve titiz

calisma gerektiren bir yontemdir.
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VIL.SONUG VE ONERILER

Calismamizda MSI ve MSS tumédrler gesitli klinikopatolojik ve
histopatolojik parametrelerle ve immun belirtegle karsilastiriimis, bu
parametrelerin ve immun belirteglerin prognoza etkisi ve immun belirtecglerin

diger parametrelerle iligkisi arastiriimistir.

MSI olgularimizin orani %19,1 olup, MSI; Sag kolon yerlesimi, artmis
tumor boyutu, kotu diferansiasyon, musin6z morfoloji, ileri invazyon
seviyeleri, azalmis uzak metastaz sikligi ile iligkili bulunmus, bu olgularda
BRAF ve STAT1 sitoplazmik pozitifligi anlamli olarak daha yuksek
saptanmistir. MSS olgular ise artmis perinoral invazyon ve lenf nodu
metastazi ile yilkksek CDX2 ekspresyonu ile iligkili gérilmistir. iki olgu
grubunda yas ve cinsiyet dagilimi, eslik eden adenomatoz polip varhgi,
tumor perforasyonu, cerrahi sinir pozitifligi, fokal musindz diferansiasyon,
LVi, vendz invazyon, tiimér depoziti, Crohn benzeri yanit, TIL, TT, PDC, N
evresi, SOX2 ve nikleer STAT1 ekspresyonu arasinda anlamli fark

izlenmemisgtir.

Calismamizda tiumér perforasyonunun MSI olgularda, prognozu daha
olumsuz etkiledigi saptanmigtir. MSI timérler daha derin invazyon yaptiklari
ve timor perforasyonu durumunda karin igine yayilma olasiliklarinin daha
fazla olmasi nedeniyle bu sonucun ortaya ¢cikmis olabilece@i dusunulmustir.
CGalismamizda timor diferansiasyonunun artmasiyla yalnizca MSS olgularda
sagkalim artmistir. Bulgularimiz MSI durumunun prognoz tzerinde
diferansiasyondan daha etkili oldugu yénundeki literatur bilgilerini destekler
niteliktedir. Misindz morfoloji, LVi ve PNI yalnizca MSS olgularda kétii
prognozla iligkili bulunmustir. Bize gére MSI grupta istatistiksel anlamlilik

elde edilemeyiginin en dnemli nedeni bu grup hasta sayimizin nispeten
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duguk olmasidir. Caligmamizda anti tumor immun yanitinin gostergelerinden
yalnizca peritimoral lenfosit artisinda ve MSS grupta, sagkalimin arttigi
saptanmistir. TUmadre kargi immun yanitin prognoza etkisi tartismali sonuglar
icermekte olup bu konuda lenfositlerin daha spesifiye edilerek, lokalizasyon
ve sayim alaninin standardize edilerek, Crohn benzeri yangisal yanitin da
daha belirgin kriterler egliginde degerlendiriimesi gerektigini dustnuyoruz.
Calismamizda yuksek TT'nin ve PDC’nin MSS tumorlerde sagkalimi
azalttigi, MSI timorlerde sagkalim tizerinde etkisi olmadidi saptanmisg, bu
bulgulara dayanarak bu antitelerin MSI ve MSS tumdrlerde farkli prognostik
etkileri olabilecegi ve bunlari degerlendirirken MSI| durumunun goz ardi
edilmemesi gerektigi dusunulmuagtur. Tumor depoziti MSS tumoérlerde
sagkalimda azalma ile birliktelik gostermistir. Bu bulgumuz timor
depozitlerinin evreyi degistirebilmesi sebebiyle KRK’larda dikkatle
incelenmesi gereken prognostik bir antite oldugu seklindeki literattr bilgisini
destekler niteliktedir. MSI olgularin sagkalim oranlari MSS olgulara gore
yuksek saptanmakla birlikte istatistiksel anlamlilik izlenmemistir. MSI olgu

sayimizin nispeten az olmasinin bu sonuca yol actigini dusunuyoruz.

Calismamizda KRK’larda en édnemli histopatolojik prognostik
parametrelerden olan invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi ile diger
histopatolojik dzelliklerin iligkisi incelenmigtir. Her iki grupta da daha derin
invazyon seviyelerinde,daha yuksek TT, yalnizca MSS olgularda daha
yuksek PDC seviyeleri ve LN metastaz izlenmistir. Her iki grupta da
diferansiasyon kaybi, yiiksek TT, PDC oranlari ve LVi artmis LN metastazi
ile iligkili bulunmustur. Misinéz morfoloji ile LN metastaz orani korele
olmakla birlikte, bu timédrlerde tam tersi LVi’'nin azalma egiliminde oldugu
gOrilmustar. Bu nedenle misin6z morfolojinin lenfovaskdler faktér disinda,

baska sekillerde LN metastaziyla iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

CDX2; MSS, sol kolon yerlesimi, azalmis timdr boyutu, iyi
diferansiasyon, azalmis PNi ve LN metastazi ile iligkili bulunmustur. MSS
grupta CDX2 boyanma orani ve siddetiyle orantili olarak sagkalimin arttigi

gorulmustar. Ancak CDX2 ekspresyonunu degerlendirmek icin rutin

122



kullanimda cut off de@erinin belirlenmesi ve standardizasyon icin ¢ok sayida

calismanin gerekli oldugu sonucuna variimistir.

BRAF; MSI, sag kolon yerlesimi, artmig timdér boyutu ve koti
diferansiasyon ile iligkili saptanmistir. MSS grupta BRAF ekspresyonu
artisinda prognozun olumsuz etkilendigi izlenmistir. MSI olgularda Lynch
sendromunun dislanmasi yani sira prognoz ve tedavi yanitini éngérmede ve
etkin tedavi yonetimi segiminde yardimci olacagi icin BRAF mutasyonunun

KRK’larda arastirilmasi gerektigi dusunulmustar.

SOX2 ekspresyou koétu diferansiasyon ile iligkili bulunmustur. Ayrica
pozitifliginde peritimdral lenfosit oraninin artis gosterdigi gorulmuastar, bu da
SOX2 ekpresyonunun, immiinoterapi tedavisinin basarisini 6ngérmede rol
oynayabilecegdini dusundurmustur. SOX2 pozitifliginde her iki grupta
sagkalimin koétu etkilendigi goralmastur. Verilerimiz literatlrde belirtildigi gibi
SOX2'nin kot prognostik bir belirte¢ oldugunu desteklemekle birlikte SOX2
ekspresyonunun KRK’larda prognoza etkisi ve klinikopatolojik parametrelerle
iliskisini aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim duyuldugu

belirlenmistir.

. STAT1 nukleer pozitifliginin artmis sagkalim, kétu diferansiasyon ve sag
kolon yerlesimi ile iliskili oldugu, sitoplazmik boyanmanin MSI, kéta
diferansiasyon, artmig TIL ve erken invazyon seviyeleri ile iligkili oldugu
bulunmustur. STAT1’in hicrede farkli kompartmanlardaki ekspresyonu farkl
mekanizmalari harekete geciriyor gibi goériinmektedir. STAT1 ayrica azalmig
uzak metastaz ve azalmis lenf nodu metastazi ile iliskili bulunmustur.
Calismamizda farkli bir bulgu olarak ylksek TT seviyeleri ile STAT1
korelasyonu saptanmistir. STAT1’in literatirde prognostik 6zelligi oldukca
tartismalidir. Yiksek TT ve kotu diferansiasyonun kétl prognostik 6zelligine,
artmis TIL ve MSI siklidi ile azalmis metastaz oraninin ise iyi prognostik
dzelligine sebep olabilecedi diistiniilmiis, artmis TIL seviyeleri ile birliktelik
gOsterdigi icin immunoterapi tedavisinin basarisini dGngérmede iyi bir belirteg

olabilecegi saptanmistir.
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VILOZET

Amagc: MSI KRK'lar MSS timorlerden farkl klinik ve patolojik 6zellikler
sergilemekle birlikte, olumlu klinik gidis ile iligkilendirilmektedir. Bu iki tumor
grubu arasindaki histopatolojik ve prognostik belirteg farkliliklarini ortaya
koymak, bu antiteleri daha iyi tanimamiza olanak saglayarak klinik yaklagimi
iyilestirir. Calismamizda, anabilim dalimizda tani alan MSI ve MSS kolon
tumorleri klinik ve histopatolojik olarak incelenerek bu timdrler arasindaki
ayrimi ortaya koymak, prognostik anlami olabilecegini distndugumuz
CDX2, BRAF, SOX2 ve STAT1 ekspresyonlarinin histopatolojik parametreler

ve prognoza etkilerini saptamak hedeflenmigtir.

Gereg ve yontemler: 2000-2018 yillari arasinda hastanemizde rezeksiyon
materyali bulunan 593 kolorektal adenokarsinom olgusu doku mikroarray
yontemi ile incelenmistir. immuinohistokimyasal yéntemlerle MSI ve MSS
timorler saptanmistir. Her iki tumor grubunda histopatolojik ve klinik
parametreler incelenmig, CDX2, BRAF, SOX2 ve STAT1 immun belirtecleri
degerlendiriimig, gruplar arasindaki farkliliklar belirlenmigstir. Ardindan bu
verilerin prognoz bilgilerine sahip oldugumuz 353 hasta Uzerinden sagkalima

etkileri arastiniimistir.

Bulgular: MSI olgularin %19,1’inde saptanmistir. MSI timoérler, artmig timor
boyutu, diferansiasyon kaybi, sagd kolon yerlesimi ve musindz morfoloji ile
iligkili iken, MSS tumoérler artmis perindral invazyon ve uzak metastaz yani
sira erken invazyon seviyeleri ile iligkili bulunmustur. Olgular temel
histopatolojik prognostik parametreler olan invazyon derinligi ve lenf nodu
metastazi kriter alinarak diger histopatolojik bulgular esliginde

karsilastirimistir. MSS olgularda, derin invazyon seviyesi, yuksek TT, PDC
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ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur. diferansiasyon kaybi, yuksek
TT, PDC ve LVi diizeylerinde iki grupta da lenf nodu metastaz oranlari artis
g6stermistir. Immiin belirtecler ile elimizdeki bulgular arasindaki iliskiye
baktigimizda, BRAF ekspresyonu; MSI, sag kolon yerlesimi, artmis tumor
boyutu ve koétu diferansiasyon, CDX2 ekspresyonu; MSS, sol kolon
yerlesimi, iyi diferansiasyon ve azalmig PNi, SOX2 ekspresyonu; kotii
diferansiasyon ve artmis TiL, STAT1 ekspresyonu; MSI, sag kolon yerlegimi,
k6tu diferansiasyon, erken invazyon seviyeleri, artmis TiL ve yiiksek TT ile
iligkili bulunmustur. MSI olgularda sagkalim daha yuksek izlenmesine kargin
iki grup arasinda anlamli fark elde edilmemistir. ileri yas, cerrahi sinir
pozitifligi, timdr perforasyonu, miisindz morfoloji, diferansiasyon kaybi, LVi,
vendz invazyon, PN, timér depoziti, LN metastazi, TT, PDC, ileri TNM
evresi azalmis sagkalim ile, ylksek peritumoral lenfosit seviyeleri artmig
sagkalim ile iligkili bulunmugtur. MSS grupta yliksek CDX2 ve STAT1

nukleer ekspresyonu artmis sagkalim ile iligkili bulunmustur.

Sonug¢: Calismamizda farkli mekanizmalarla gelisen ve farkli klinik
yansimalari olan MSI ve MSS tumérler arasindaki farkhliklar ortaya
konmustur. MSI tiumérler daha buylUk boyutlu ve kotu diferansiye, daha sik
musindz morfolojide olmalarina karsin daha iyi prognostik ézelliklere sahip
bulunmustur. ileri yas, cerrahi sinir pozitifligi, timdr perforasyonu, miisindz
morfoloji, diferansiasyon kaybi, LVi, venéz invazyon, PNI, timér depoziti, LN
metastazi, TT, PDC, ileri TNM evresi kot prognostik faktor olarak
saptanmistir. CDX2 ekspresyonu MSS olgularda iyi prognozla iliskili
saptanmis ancak prognostik bir belirte¢ olarak kullanilacaksa ekspresyonunu
degerlendirmede standardizasyon saglanmasi gerektigi dusunulmustar.
Prognoz ve tedavi yanitini 6ngoérmede ve etkin tedavi yonetimi segciminde
yardimci olacagi icin KRK’larda BRAF mutasyonunun arastiriimasi gerektigi
sonucuna varilmistir. SOX2 ekspresyonu TiL artisi ile iligkili saptanmis olup,
immunoterapi tedavisinin bagarisini 6ngormede berlirte¢ olarak
kullanilabileceg@i disunulmus ve prognoza etkisi ve klinikopatolojik
parametrelerle iliskisini agiga cikarmak i¢in daha fazla ¢calismaya gereksinim

duyuldugu saptanmigtir. STAT 1’in prognostik bir belirte¢ oldugunu
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saptamakla birlikte, STAT1 ile ilgili immunohistokimyasal ¢aligmalarin
arttinlmasi ve degerlendirmenin standardize edilmesi gerektigi dugunulmaus,
farkl yolaklarla prognoz tzerinde farklh etkiler ortaya koydugu saptanmistir.
Ayrica artmig TiL oranlari ile imminoterapi tedavisini yonlendirebilecegi

bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Mikrosatellit instabil kolorektal karsinom, CDX2, SOX2,
BRAF, STAT1
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VIILABSTRACT

THE PROGNOSTIC IMPORTANCE OF CDX2, SOX2, STAT1 AND BRAF
V600E EXPRESSION IN MICROSATELLITE INSTABLE COLORECTAL
CARCINOMA CASES

Aim: Although MSI CRCs exhibit different clinical and pathological features
from MSS tumors, they are associated with a favorable clinical course.
Revealing the histopathological and prognostic marker differences between
these two tumor groups improves the clinical approach by enabling us to
better recognize these entities. In our study, it was aimed to examine MSI
and MSS colon tumors diagnosed in our department clinically and
histopathologically, to distinguish between these tumors and to determine
the effects of CDX2, BRAF, SOX2 and STAT1 expressions on
histopathological parameters and prognosis, which we think may have a

pognostic significance.

Material and methods: Between 2000 and 2018, 593 colorectal
adenocarcinoma cases with resection material in our hospital were
examined by tissue microarray method. MSI and MSS tumors were detected
by immunohistochemical methods. Histopathological and clinical parameters
were examined in both tumor groups, CDX2, BRAF, SOX2 and STAT1
immune markers were evaluated, and differences between groups were
determined. Then, the effects of these data on survival were investigated on

353 patients for whom we have prognostic information.

Results: MSI was detected in 19.1% of the cases. MSI tumors were
associated with increased tumor size, loss of differentiation, right colonic
location and mucinous morphology, whereas MSS tumors were associated
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with increased perineural invasion and distant metastasis as well as early
levels of invasion. The cases were compared in the presence of other
histopathological findings, based on the main histopathological prognostic
parameters, the depth of invasion and lymph node metastasis. In MSS
cases, deep invasion level was associated with high TT, PDC, and lymph
node metastasis. Lymph node metastasis rates increased in both groups
with loss of differentiation, high TT, PDC and LVI levels. When we look at the
relationship between immune markers and our findings, BRAF expression
was associated with; MSI, right colon localization, increased tumor size and
poor differentiation, CDX2 expression was associated with; MSS, left colonic
location, good differentiation and decreased PNI; SOX2 expression was
associated with poor differentiation and increased TIL, and STAT1
expression was associated with; MSI right colonic location, poor
differentiation, early invasion levels, increased TIL, and high TT. Although
survival was higher in MSI cases, no significant difference was found
between the two groups. Advanced age, surgical margin positivity, tumor
perforation, mucinous morphology, loss of differentiation, LVI, venous
invasion, PNI, tumor deposit, LN metastasis, TT, PDC, advanced TNM stage
were associated with decreased survival, and high peritumoral lymphocyte
levels were associated with increased survival. High nuclear expression of

CDX2 and STAT1 was associated with increased survival in the MSS group.

Conclusion: In our study, differences between MSI and CNS tumors, which
develop with different mechanisms and have different clinical reflections,
were revealed. MSI tumors were found to be larger in size and poorly
differentiated, with more frequent mucinous morphology, but with better
prognostic features. Advanced age, positive surgical margins, tumor
perforation, mucinous morphology, loss of differentiation, LVI, venous
invasion, PNI, tumor deposit, LN metastasis, TT, PDC, advanced TNM stage
were found to be poor prognostic factors. CDX2 expression was found to be
associated with good prognosis in MSS cases, but if it is to be used as a
prognostic marker, it was thought that standardization should be provided in
evaluating its expression. It was concluded that BRAF mutation should be

128



investigated in CRCs as it will help in predicting prognosis and treatment
response and in choosing effective treatment management. SOX2
expression was found to be associated with increased TIL, and it was
thought that it could be used as a marker to predict the success of
immunotherapy treatment, and it was determined that more studies are
needed to reveal its effect on prognosis and its relationship with
clinicopathological parameters. Although it was determined that STAT1 is a
prognostic marker, it was thought that immunohistochemical studies on
STAT1 should be increased and the evaluation should be standardized, and
it was found that it had different effects on prognosis with different pathways.
It has also been found that it can guide immunotherapy treatment with

increased TIL rates.

Key words: Microsatellite instable colorectal carcinoma, CDX2, SOX2,
BRAF, STAT1
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