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V. OZET

KOLOREKTAL KANSERLi HASTALARDA KAN GUANIL SIKLAZ-C VE
SITOKERATIN 20 DUZEYLERININ HASTALIK EVRESIi, PROGNOSTIK
PARAMETRELER VE TEDAVIYE YANITLA iLiSKiSi

Dr. Muhammet Akif SAHIN
Uzmanlik Tezi, ig Hastaliklari Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Celalettin CAMCI

Temmuz-2009, 76 sayfa

Guanil Siklaz C (GC-C), sadece normal intestinal mukoza hucrelerinde,
primer ve metastatik kolorektal kanserlerde (KRK) eksprese edilir. Bu galisma,
KRK’li hastalarda kan GC-C ve sitokeratin 20 (CK20) mRNA duzeylerinin
hastaligin evresi, prognostik parametreler ve tedaviye vyanitla iligkisini

belirlemek amaciyla yapildi.

Calismaya, KRK tanili 49 hasta ile 41 saglikh kisi alindi. Plazma GC-
C ve CK20 mRNA seviyeleri RT-PCR yontemiyle olguldu.

Tum hastalarin ve kontrol grubunun ortalama GC-C ve CK20
degerleri arasinda iligski saptanmadi (p>0.05). Metastatiklerin baslangi¢ GC-
C ve CK20 degerleri kontrol grubuna goére yuksek saptandi (GC-C; p=0.00,
CK20; p=0.143). Kemoterapi sonrasi regresyon gozlenenlerde GC-C
duzeylerinde azalma (p=0,00), progresyon olanlarda artma (p=0.019)
saptandi. CK20; regrese olanlarda baslangi¢c degerine goére azalmadi
(p=0.062), ama progrese olanlarda artti (p=0.041). Hastalarin baslangi¢
GC-C ile CEA (p>0.05), CK20 ile CEA (p>0.05) ve CA19.9 (p>0.05)
degerleri arasinda korelasyon saptanmazken sadece GC-C ile CA19.9

(p=0.00) degeri birbiriyle koreleydi.
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Regresyon olanlarda GC-C ile CEA (p=0.00), GC-C ile CA19.9
(p=0.00), CK20 ile CEA (p=0.00), CK20 ile CA19.9 (p=0.00) degerleri
birlikte azalig, progresyon olanlarda ise GC-C ile CEA (p=0.00), GC-C ile
CA19.9 (p=0.012), CK20 ile CEA (p=0.00) ve CK20 ile CA19.9 (p=0.035)

degerleri birlikte artis saptandi.

Sonug olarak; KRK'de CEA, CA19.9 dlzeyleri ile CK20 mRNA, GC-
C mRNA’nin tespitinin erken evre hematojen yolla yayilarak progrese olan
lezyonlarin belirlenmesinde kullanilabilir. Boylece erken evre KRKIi
hastalarin nuks gelisecek olan alt grubu icin kir imkéani saglanabilecektir.
Metastatik hastalikta tedaviye yanitsiz hastalarin erken belirlenerek yluksek
tedavi maliyetlerinin azaltlmasi yani sira hastalara farkh tedavi
segeneklerinin daha erken uygulanmasi ile daha etkili tedavilerin uygun

zamanda yapllabilmesi mumkun olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Guanil Siklaz C, Sitokeratin 20, Progresyon,

Regresyon
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VIl. ABSTRACT

THE LEVEL OF GUANYL CYCLASE C AND CYTOKERATIN 20 IN
PERIPHERAL BLOOD OF COLORECTAL CANCER PATIENTS
ASSOCIATED WITH STAGE, PROGNOSTIC PARAMETERS AND REPLY TO
THERAPY

Dr. Muhammet Akif SAHIN
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Celalettin CAMCI
July-2009, 76 pages

Guanylyl cyclase C (GC-C) is expressed exclusively in normal intestinal
mucosal cells, and primary and metastatic colorectal cancers (CRC). This study
aims to determine the level of GC-C and Cytokeratin 20 (CK20) in peripheral
blood of CRC patients associated with stage, prognostic parameters and reply

to therapy.

In this study, we included 49 CRC patients and 41 healthy controls with
similar age and sex. Plasma GC-C and CK20 levels are measured by RT-PCR

method.

A correlation between GC-C and CK20 values of all patients and control
group could not be detected (p>0.05). Outset GC-C and CK20 values of the
metastatic patients were higher in relation to control group (GC-C; p=0.00,
CK20; p=0.143). After chemotherapy, a reduction in GC-C levels of the
ones who had regression (p=0.00), and an increasement were detected in
the ones who had progression (p=0.019). CK20 did not decrease in the
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regressed ones in relation to outset values (p=0.062), but it increased in

progressed ones (p=0.041).

There were no correlations between the values of outset GC-C and
CEA (p>0.05), CK20 and CEA (p>0.05), and CA19.9 (p>0.05), but the
values of GC-C and CA19.9 (p=0.00) were correlated. In regressed ones,
the values of GC-C and CEA (p=0.00), GC-C and CA19.9 (p=0.00), CK20
and CEA (p=0.00), CK20 and CA19.9 (p=0.00) showed a decrease, and in
progressed ones the values of GC-C and CEA (p=0.00), GC-C and CA19.9
(p=0.012), CK20 and CEA (p=0.00) ve CK20 and CA19.9 (p=0.035)

showed increasement.

As a result, in CRC CEA, CA19.9 levels and CK20 mRNA can be
used in detecting the lesions progressed by hematogenous way in early
phase. In this way, a cure possibility for subgroup of the patients with CRC,
which will be relapse, can be provided. In metastatic illnesses, reducing the
treatment costs by early determining of the patients not responding to the
treatment, as well as applying the treatments in convenient times by

employing different treatment options earlier will be possible.

Key Words: Guanylyl cyclase C, Cytokeratin 20, Progression, Regression
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1. GIRIS

Kolorektal kanserler (KRK) gastrointestinal sistemin (GiS) en sik goriilen
tumorleridir. Dinyada her yil ortalama 800.000 yeni KRK tanisi konulmaktadir
bu da tum kanserlerin yaklasik %10’u kadardir. KRK’lere bagl yillik mortalite ise
450.000 civari olarak tahmin edilmektedir (1).

T.C Saglik Bakanhgi Kanser Savas Daire Baskanhdrnin yaptigi
istatistiklere gore KRK, akciger kanseri, meme kanseri ve mide kanserini
takiben 4. sirada yer almaktadir. Saglik Bakanhginin verilerine gore ulkemizde
KRK goérulme sikhdi %6.2 dir. Hastalarin %59'u erkek, %41’i kadindir (E/K=
1.44). Erkeklerde akciger kanseri, mesane kanseri, mide kanseri ve larinks
kanserinden sonra 5. sirada yer alirken, kadinlarda over ve meme kanserini

takiben 3. sirada yer almaktadir (2).

KRK’lerin  klasik tedavisinde ana strateji lezyonun tamaminin
cikarilmasidir. Buna ragmen radikal rezeksiyon sonrasi rezidi mikrometastaz
odaklarinin sebep oldugu niksler olmaktadir. Klasik morfolojik tani yéntemleri
bu rezidu mikrometastazlari saptamada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle

genetik tani yontemleri gelistiriimektedir (3).

Tani anindaki kanserin evresi, sadece prognozu belirlemez ayni
zamanda adjuvan kemoterapi (KT) alacak hastalari segme konusunda da bize
rehberlik eder. Lenf nodu tutulumunun klinik 6nemine ragmen, bolgesel lenf
nodu mikrometastazlarini degerlendirebilecek sensitif ve spesifik teknikler

mevcut degildir.

Mikroskopik rezidlel hastaliklar ginimuzdeki histolojik yontemlerle tespit
edilemezler ve bu okult mikrometastazlar kanser hastalarindaki tedavi
basarisizliginin en onemli sebebidir (4). Sistemik dolasimdaki tumor
hicrelerinin (STH) ve tanimlanmasi hassas molekuler biyoloji bazli tekniklerin

gelisimini gerektirmistir (5,6).



Pek cok tumdrin buylk miktarlarda DNA'yl kana salmalarinin kesfi,
kandaki tumor hucresi kaynakli DNA'larin yapisal anormalliklerini tespit igin

polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kullanimina onculuk etmistir (7,8).

Guanil siklaz-C (GC-C); barsak mukoza hucrelerinin  firgamsi
kenarlarinda eksprese edilen, elektrolit ve sivi sekresyonuna aracilik eden bir

reseptordur (9-11).

GC-C sadece duedenumdan rektuma kadar olan barsak mukoza
hiacrelerinde  sentezlenmektedir, barsak disi  baska bir dokuda
sentezlenmemektedir (12-16). GC-C sekresyonu barsak mukoza hucrelerinin
malign transformasyona ugradigi dénemde de devam etmektedir. Malign
transformasyon sonrasi KRK’in primer bolgesinden ve metastaz bolgelerinden
GC-C sekresyonu devam etmektedir (17). Bununla birlikte GC-C GIiS disindan

koken alan timodrlerden sekrete ediimemektedir (12,14-18).

Sitokeratinler (CK) intrasitoplazmik iskeletin komponentlerindendir.
Molekul agirliklarina ve izoelektrik noktalarina gore siniflandirilmig 30’dan fazla
cesiti olan bir polipeptit ailesidir (19). CK’ler dokulara spesifik olarak dagilimistir.
Bundan dolayi immunohistokimyasal yontemlerle gesitli timorlerin orjin aldigi

dokulari saptamada kullaniimaktadirlar (20).

CK20 GIS epiteli icin en tipik olanidir. Yapilan bir calismada CK20 mRNA
ile lenf nodu metastazi arasinda bir iliski kurulmustur, bu da CK20

ekspresyonunun KRK’lerde dnemli derecede spesifik oldugunu gostermektedir
(3).
Bu calismada amacg, KRK’li hastalarda kan GC-C mRNA ve CK20 mRNA

dizeylerinin hastaligin evresi, prognostik parametreler ve uygulanan tedaviye

yanit ile iligkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolorektal Tiimorler
2.1.1. Epidemiyoloji

KRK’ler, gelismig ulkelerde akciger ve meme karsinomalarindan sonra en
sik 6lime neden olan malignite grubunu olusturmakta ve insidansi birgok Ulkede artig
gOstermektedir. KRK'de bes yillk yasam sansi tum hastalar igin ortalama %40
kadardir. Dunyada her yil ortalama 800.000 yeni KRK tanisi konulmaktadir bu da tim
kanserlerin yaklagik %10’u kadardir (1).

Yapilan otopsi ¢alismalarinda 50 yas ve Uzeri vakalarda;

e %0.5-2 oraninda invaziv KRK

e %1-1.6 oraninda in situ karsinom

e %7-10 oraninda 1 cm ve uzerindeki buyuklukte bir adenom

e % 25- 40 oraninda herhangi boyutta adenom bulunma sansi vardir (21-24).

Daha ¢ok ileri yas grubu olan bu kanser turt 50 yasindan sonra artmakta ve
60-70 yaglarinda en yuksek duzeye ulagmaktadir. Ortalama yas erkeklerde 63,
kadinlarda 62'dir. Rektal bdlgedeki tumorlerde kadin/erkek orani 2/1 iken daha
proksimalde yer alan tumdrlerde cinsiyet farki bulunmaz. Erkeklerde gorulme sikhigi
kadinlara gore biraz daha fazla iken kadinlarda mortalite orani daha yuksektir.
Ortalama olarak tim KRK'lerin %25’i ¢ekum ve g¢ikan kolonda, %25'i rektum,
sigmoidde ve inen kolonda, %10’u transvers kolonda, %8'’i ¢ikan kolonda, %12’si
cekumda yerlesim gosterir. Senkron kanser, birden fazla bélgede ayni anda malignite

bulunmasi durumu olup hastalarin yaklasik %2-5’inde goruldr.
2.1.2. Anatomi

Kalin barsak (Sekil 1); ileumun bitiminden anuse kadar uzanir ve ortalama 150
cm uzunlugu ile sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Kalin barsaklar periton iginde ve

retroperitoneal alanda karaciger, dalak, mide, duedonum, ince barsaklar, bobrekler,



Ureterler ve mesane gibi cok sayida organla komsuluk gdsterir. ince barsaklardan
farkli olarak longitudinal kas liflerinin yogunlasmasiyla olusan tenyalara (tenya libera,
tenya omentalis, tenya mezokolika), yag dokusundan olugsan yaprak seklinde periton
ile ortllU ‘appendices epiploica’lara ve sirkuler kas liflerinin olusturdugu fonksiyonel
ceplenmeler olan haustralara sahiptirler. Kalin barsak ince barsaktan daha genistir ve
ileum-cekum birlesme yerinde kalin barsak igeriginin ince barsaga gegcisini

engelleyen ileogekal valv olarak adlandirilan bir kapak bulunur.

Kalin barsak ¢gekum, g¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon

ve rektum olmak Uzere bolimlere ayrilmistir (Sekil 1).

TRANSVERS KOLON

> INEN
KOLON

CIKAN
KOLON
SIGMOID
KOLON
CEKUM
} REKTUM
Sekil-1:Kolon Anatomisi (Netter)
2.1.3. Etyoloji

2.1.3.1. Adenomlar



Kolon ve rektumun adenom veya adenomat6z polipi benign bir gelismedir.
Polipler pedikulli (sapli), sesil (diz) ya da yari sesil (kalkik) sekilde olabilir. Baskin
komponente gore tubuler adenom, tubulovilloz adenom ve Vvilloz adenom olarak
siniflandirilirlar. Genelde ¢ikarilan tim adenomatoz poliplerin %65-80’i tubuler, %10-
25'’i tubulovilléz ve sadece %5-10’u pur vill6z adenomdur. KRK hastalarinin gogunda,

benign adenomun kanser dnclili oldugu kabul edilmektedir (25).

Normal barsak mukozasindan adenom, adenomdan da kanser gelisme sureci
olduk¢ca degiskendir. Adenom-karsinom surecinde kolon mukozasi agamalardan
gecgerek sonugta invaziv kansere donusur. Bazi faktorler normal epiteli uyararak
bolinmekte olan farklilasmamis hucrelerin kriptlerden ayrilip villuslarin ylzeyine
gegmesine neden olur. Bu hucrelerin mukoza yuzeyinde surekli proliferasyonu
sonucu polip, diger deyisle adenom olusur. Poliferasyon strerken bez yapilari
giderek normal dokuya daha az benzerlik gosterirler ve zamanla bu duzensiz bluyume
muskularis mukozay! gegip submukozay! invaze ederek invaziv kanser haline gelir.
Ayni zamanda submukozay! invaze eden tUmor lenfatik yolla metastaz potansiyeli
kazanir (25,26).

Adenom-karsinom slrecine yonelik epidemiyolojik ve morfolojik pek ¢ok
calisma yapiimistir. Adenomlarin kansere donusme riski polipin ¢api, sayisl, histolojik
tipi ve atipi derecesi ile baglantilidir. Kolon kanserli hastalarda kolon adenomuna
daha sik rastlanmaktadir. Kanserli hastalarin %30’'unda senkron polip bulunmaktadir.
Buyuk poliplerde kuguk poliplere kiyasla daha sik kanser ya da agir displaziye
rastlanir. 2 cm Uzerindeki adenomlarin %601 villoz adenomdur. Villoz adenomlarda
kanser bulunma riski %40 iken; tubulovilléz adenomlarda %22, tubuler adenomlarda
ise %5°dir. 2 cm Uzerindeki villdz adenom, tubulovilléz adenom ve tubuler adenomda
kanser riski sirasiyla %53, %46 ve %35 dir (25-27). Polipektominin kanser insidansini

azalttigi gosterilmistir (25).
2.1.3.2. Genetik Faktorler

KRK’lerin yaklasik %10-15’inin familyal oldugu ve 200 kisiden birinin kalitimsal
KRK’e neden olan yuksek risk gen allelleri tagidigi sanilmaktadir. Ayrica sporadik

kanserlerin %15’inde ayni genlerin sorumlu olabilecegi dustunulmektedir (25).



KRK’lerin herediter dzellikleri bircok arastirmacinin dikkatini gekmistir. ilk kez
1913 yilinda Aldred S. Warthin, bazi ailelerde kanser sikliginin fazla oldugunu fark
etmistir. Son yillarda KRK'in genetigi hakkinda 6nemli ilerlemeler elde edilmistir.

Bu ilerlemelerin ¢odu Familyal Adenomatéz Polipozis (FAP) ve Herediter
Nonpolipoz Kolorektal Kanser (HNPCC) gibi ailesel KRK'ler Gzerinde vyapilan

calismalar sonucu olmustur (26).

Herediter KRK’ler; herediter polip6z kolorektal kanserler (HPCC) ve herediter
nonpolipdz kolorektal kanserler (HNPCC) olarak adlandirilirlar. HPCC; polipozis
zemininden gelisen KRK’lerdir. Sporadik vakalara oranla daha gen¢ yaslarda
gorulurler. Senkron ya da metakron KRK’ler seklinde gorulir. Polipozis zemininde
gelisen KRK’ler; FAP, Gardner (epidermal inklizyon kistleri, kemikte osteomalar ve
kolonik polipler), Turcot (kolonik polipler ve beyin tumdrleri) ve Herediter flat (yassi)
adenom sendromunda oldugu gibi otozomal dominant gegis gosteren sendromlarda
daha sik gorulmektedir (26,27).

2.1.3.2.1. Familyal Adenomatoz Polipozis (FAP): Kolonda 100’Un Uzerinde
adenomat6z polip bulunmasi ya da FAP ailesi bireylerinden birinde herhangi bir
sayida adenom saptanmasi ile tani konur. Sorumlu olan genetik defekt 5. kromozom
Uzerinde 21 lokusunda bulunmaktadir. Bu gen APC (adenomatdz polipozis geni)
olarak adlandirilir (25).

2.1.3.2.2. Herediter Nonpolip6z Kolorektal Kanserler (HNPCC); Polipozis
sendromlari ile iligkisiz olup Lynch sendromu olarak adlandirilirlar. Ozelligi otozomal
dominant bir kalitim modeli gdstermesi, KRK gelisme yasinin erken olmasi,
kanserlerin ¢odunlukla sag tarafta yerlesik olmasi, senkron ve metakron kanser
egiliminin bulunmasidir. Bunlar kolon disi1 tumorlerle birlikte olup olmamalarina gore 2

alt gruba ayrilir.

Lynch-I, kanser siklikla proksimal kolonda olup o aile iginde bodlgeye 6zgundur
ve o ailede olusacak tek tip tumordur. Otozomal dominant gegis gosterir, senkron ya

da metakron olabilir.

Lynch-Il, kolorektal, endometrial, gastrik, Ust Uriner traktls, over ve diger

kanser tipleri ile karakterizedir (25,26).



HNPCC tanisi i¢cin en genis kabul goren tanimlama ‘Amsterdam kriterleri’
olarak gecen ‘International Collaborative Group on Hereditary Non poliposis

Colorectal Carcinoma’ (ICG-HNPCC) esaslari su sekilde belirtilmigtir:

e En az U¢ akrabada histolojik olarak kanitlanmig KRK bulunmasi, bunlardan biri
digerlerinden biri ile birinci dereceden akraba olmasi
e KRK’lerin en az iki jenerasyonda bulunmasi
e Hastalardan en az birine 50 yasindan dnce KRK tanisinin konulmasi (25-27).
HNPCC hastalarindaki kanserler sporadik KRK’e gore daha sik az diferansiye
ve musindzdur. Tash yuzik tipi de bu tumdrlerde daha siktir. Bu siklikla koétu
prognozla birlikte gorulen bulgulara ragmen, HNPCC bulunan hastalarda prognoz

ayni patolojik evredeki sporadik KRK’lere gore daha iyidir (25).
2.1.3.3. Diyet, Endojen ve Eksojen Karsinojenler

Diyetin KRK olusumunda 6énemli bir etiyolojik faktor oldugu sanilmaktadir.
Obezite, 6zellikle abdominal obezite ve artmis vicut kitle indeksi, KRK riski ve
mortalitesinde artisla iligkilidir. Doymamis hayvansal yaglar, yuksek doymus bitkisel
yaglar iceren dusuk lifli ve yuksek kalorili beslenme kolonik mukozada kanser
gelisimini uyarabilen birtakim degisikliklere sebep olur. Kolon mukoza epitel
hdcrelerinin rejenerasyon direncinin ve mukus kalitesinin kaybina neden olur.
intraluminal mikroflora ve igerigi degisip, epitel hiicre membranlarinda yag asit
oraninin yukselmesine, lipid peroksidasyon radikallerinin artmasina yol agar. Ayrica
sitokinler, prostaglandinler, interldkinler, timoér nekroz faktér-alfa (TNF) ve nitrik oksit
gibi iltihabi mediyatorler mukoza epitel destruksiyonunun kalici hale gelmesine neden
olur. Bazi caligmalar diyetteki belli elementlerin neoplazik gelismeleri Onleyici
oldugunu gostermektedir. Selenyum, dithiothionlar, thioeterler, terpenler ve
karotenoidlerin kolon mukoza ylzeyindeki serbest oksijen radikallerini indirgeyerek

‘antikarsinojen’ etki gosterdikleri olasidir (25-27).

Halen arastirma asamasinda olan diger bazi potansiyel karsinojenler; safra
asitleri (kenodeoksikolik asit gibi), gida katki maddeleri, alkol ve iyonize edici

radyasyondur (25).

Safra asitinin barsakta artmasi ile KRK arasinda iligki oldugunu gosterdikten

sonra sekonder safra asiti artisina yol agcan kolesistektominin de etken olabilecegi



ileri sUrdlmustir. Servikal, uterin ya da prostatik tUmor nedeniyle radyoterapi alan

hastalarda, en sik rektal timorler gelisir (28).

2.1.3.4. Mesleki Faktorler

Tahta ve metal tozlari, plastik, gaz, organik ¢ézlculer, gcimento, cam elyafina
ve asbeste maruz kalan calisanlar arasinda diger solid tumorlerle birlikte KRK

gelisme riski artmigtir.
2.1.3.5. idiopatik inflamatuar Barsak Hastaliklari

inflamatuar barsak hastaligi, 6zellikle lilseratif kolitte pankoliti olan hastalarda
kanser insidansi 10 yildan sonra yilda %1’dir (25). Ulseratif kolit, nedeni tam olarak
aciklanamayan idiopatik kronik inflamatuar barsak hastaligidir. Aktif periyotlar
sirasinda alevlenen kriptit, kript abseleri ve ulserasyonun neden oldugu hizl
proliferasyon ve rejenerasyon, zamanla displazinin eklenmesi ile kalici hale gelir.
Kolonoskopik muayeneler sirasinda erken donemde displazinin saptanmasi zor
oldugundan kanserler siklikla ileri evrede yakalanir. Yaklasik %35’i Duke’s C ve D
timorlerdir (25-27). Crohn hastaligi olan hastalarda KRK riski 20 yilda yaklasik
%7’ dir (25).

2.1.3.6. Ureterosigmoidostomi, ileostomi ve Anastomozlar

Ureterosigmoidostomisi olan hastalarda, sigmoid kolonda KRK gelistigi
gosterilmistir. Bu bileskede, transisyonel hicreli karsinomlar, indiferansiye

karsinomlar, juvenil ve/veya adenomatoz polipler gelisebilir (27).
2.1.4. Kolorektal Tumor Tipleri
Kolorektal timorlerde histolojik tipler (WHO);

e Epitelyal tiimorler

-Adenom

> Tubuler
> Villoz

> Tubulovilloz



> Serrated

-intra-epitelyal neoplazi (displazi)

» Kronik inflamatuar hastalikla iligkili
» Dusuk dereceli glanduler intraepitelyal neoplazi
» Yuksek dereceli glanduler intraepitelyal neoplazi

-Karsinom

Adenokarsinom

Musin6z adenokarsinom
Tash yuzuk hucreli karsinom
Kaguk hucreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom

YV V. V V V V

Meduller karsinom
> indiferansiye karsinom

-Karsinoid (iyi diferansiye endokrin neoplazm)

» EC-hicre, serotonin ureten timor
» L-hucre, glukagon benzeri peptid ve PP/PYY Ureten tumor
» Digerleri

-Mikst karsinoid-adenokarsinom
-Digerleri

-Epitelyal digi Tumorler
-Lipom

-Leiomyom

-Gastrointestinal stromal timor
-Leiomyosarkom

-Anjiosarkom

-Malign melanom

-Digerleri

-Malign lenfoma
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Marjinal zon B-hucreli lenfoma
Mantle hicreli lenfoma
Diffuz buyuk B-hucreli lenfoma

Burkitt lenfoma

Y V. V V V

Digerleri

Sekonder tumorler
Polipler
-Hiperplastik (metaplastik)
-Peutz-Jeghers
-Juvenil
2.1.5. Adenom - Karsinom lligkisi

Kolorektal adenokarsinomlarin 6nceden varolan adenomlar veya displazi

alanlarindan gelistigine dair guglu deliller vardir (29).

e Adenom ve karsinomlarin barsaktaki dagilimlari benzerdir.

e Kolon karsinomunun yogunlukta oldugu sehirlerde adenom ve karsinomun
prevalans orani korelasyon gosterir.

e Adenomlu hastalarda karsinom sikligi artmigtir.

e Karsinom igceren kolonlarda adenomlar artmig sikliktadir.

e Hastanin artan yasiyla, atipi derecesinin ve invaziv kanser alanlarinin artmasi

e Laboratuar hayvanlarinda adenom ve karsinomun olusturulabilmesi

e Endoskopik olarak cikarilan adenomlar ile beklenen karsinom insidansinin
azaltiimasi

e Tum FAP’li hastalarda, adenomlu kolon ¢ikartiimadigdi strece kanser gelismesi

e Adenom alanlari diginda in-situ karsinomun yoklugu

e Adenom ve karsinom arasinda direk gegis alanlari bulunmasi

e Endoskopik olarak adenomu belirlenen hastalarda, tedavi kabul etmemeleri
sonucunda zamanla ayni boélgede invaziv karsinom gelismesi

e Adenomatoz ve karsinomat6z dokuda ayni kromozomal yapinin bulunmasi

e Adenom ve karsinomlarin enzim paternlerinin benzerligi

e Benign adenomlarin DNA igerigi normal kolon ve kanser arasindadir (29).
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Adenoma karsinoma seklinde olusan asamali kolorektal karsinogenez,

Vogelsteinn’in belirtigi gibi, Tablo 1°de gosterilmistir (30,31).

Tablo 1. Kolorektal karsinogenez asamalari (30,31).

Normal epitel

P Kromozom 5q uzerinde APC ve MCC

lokusunun kaybi veya mutasyonu
Hiperproliferatif epitel

l DNA metilasyon kaybi

A

Erken evredeki adenom

Kromozom 12p Uzerindeki ras geninin

A

Mutasyonu

Orta evredeki adenom

A

Kromozom 18q tzerindeki DCC geninin

kaybi

Geg evredeki adenom

Kromozom 17p Uzerindeki p53 genini
kaybi
KARSINOM
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2.1.6. Klinik Bulgular

KRK'in bulgu ve semptomlari farkli ve nonspesifiktir. En sik semptomlar, rektal
kanama, barsak aligkanliginda degdisme ve karin agrisidir. Semptomlarin dikkat
¢ekici olup olmamasi veya semptomlarin tlrd, timoran yeri ve boyutu ile iligkilidir.
KRK’ler yillarca asemptomatik de kalabilirler. Cekum ve sag kolondaki kanserler
genelde halsizlik, yorgunluk ve demir eksikligi anemisi ile kendilerini gosterirler. Sol
taraftaki lezyonlar ise, gizli kanama, barsak aligkanliklarinin degisimi ya da sol alt
kadranda kramp seklinde agri gibi sikayetlere neden olurlar. Postmenopozal bir kadin
ya da erigkin bir erkekte demir eksikligi anemisi olusursa KRK'den kugkulanilarak
gerekli tani aragtirmalari yapilmalidir (25,27,32,33).

Alt kadran agrisi daha dar olan sol kolon tumdrlerinde goérular. Agri kramp
tarzindadir, digkilamadan sonra hafifleyebilir. Bu hastalarda buylk olasilikla barsak
aliskanhginda degisme ve diskida parlak kirmizi kan gérular (25,32).

Kalin barsak kanserinin daha az siklikla rastlanan semptomlari kilo kaybi ve
atestir. Kilo kaybi hi¢ghbir zaman KRK'in tek belirtisi degildir.

Septisemi, nadir olmakla birlikte kalin barsak timoérinin herhangi bir
evresinde olusabilir; Streptokokus bovis bakteriyemisi KRK varliginin kuvvetli bir
gostergesidir (25).

KRK’li hastalarin 6nemli bir kismi kalin barsak obstriksiyonu ve
perforasyonunun akut semptomlari ile ortaya ¢ikabilir. Kolon perforasyonu 6zellikle
yagl hastalarda yuksek kanser olasiligini gosterir.

Hastalarin yaklasik %5’inde primer tUmor sessiz kalabilir ve hastalarda kemik
agrilan, sarilik, patolojik kiriklar, ndrolojik bulgular, tromboflebitler ve deri nodulleri
gibi metastaz bulgulari gorilebilir. Sigmoid kolon veya inen kolon ile mesane
arasinda kolovezikal fistll, transvers kolon timorlerinde mideye fistll (gastrokolik
fistll), rektum timorlerinde Uretra veya vajene fistll gelisimi gorulebilir (25,27,32,34).

2.1.7. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal Bulgular

Histokimyasal olarak KRK’lerin buyuk bir cogunlugu musin ile pozitif boyanirlar
(35). Immunhistokimyasal olarak ise degismez sekilde keratin reaktivitesi gdsterirler.

Genel olarak CK20 ile pozitif boyanirken CK7 ile reaktivite gdostermezler.

Bu durum KRK’lerin akciger ve over gibi diger adenokarsinomlardan ayriminda

oldukgca 6nemlidir. Benzer sekilde karsinoembriyojenik antijen (CEA) reaktivitesi de
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KRK’ler i¢in kuraldir. Adenokarsinomda CEA ile boyanma olmamasi kolonun primer
timérii_tanisindan uzaklastirir. immunhistokimyasal patern ile serum seviyeleri
arasinda iyi bir korelasyon vardir, ancak tumorun evre ve diferansiasyonu arasinda
iliski yoktur (34,35).

Tumorle iligkili glikoprotein (TAG-72); monoklonal antikor B 72.3 ile tanimlanir.
Bu antikor, invaziv KRK’lerin %100’Unde bulunmasinin yanisira hiperplastik ve
adenomatdz poliplerin buyuk bir gogunlugunda hatta normal mukozada da bulunur
(34-36).

Tamdrle iligkili bagka bir antijen olan LEA (Large external antigen) tumor

dokusunda ve KRK’li hastalarin serumlarinda gosterilmistir (35).

KRK’ler kan grubu izoantijen kaybi ve HLA-AB,C ekspresyonu gosterir. lyi

diferansiye tumorlerde daha guc¢lu immunreaktivite izlenir (34,35).

KRK’lerin buyuk ¢ogunlugu hCG ile reaktivite gosterir. Bu ozellik, musin6z ve
kotu diferansiye timorlerde daha belirgin gorular. PLAP (Plasental alkalen fosfataz)

%10 vakada pozitif bulunmusgtur (35).

Ultrastriktirel olarak KRK’lerin belirgin bir 6zelligi, mikroflament birikimlerinin
hicre membranina dik olarak yerlesmesi ve fircamsi kenarlara dogru girmesidir. Bu
Ozellik tanida yardimcidir fakat diagnostik degildir. Ayni zamanda mide, ince barsak,

safra kesesi ve pankreasin intestinal tip adenokarsinomlarinda da gorulur (34-37).
2.1.8. Molekuler Genetik

Kalin barsagin ailesel karsinomlarinin gesitli tiplerinin tanimlanmasiyla bu
tumorlerle iligkili bazi genetik degisiklikler de kesfedilmistir. Bunu, sporadik KRK’lerde
meydana gelen somatik mutasyonlarin gdsterilmesi takip etmistir. Bu genlerin en
onemlileri APC, mismatch tamir genleri, P53, k-ras ve DCC’dir (35,37).

Spesifik olarak, DNA mismatch tamir genlerinin kaybi sonucu mikrosatellit adi
verilen tekrarlayan kisa DNA dizileri, DNA replikasyonu sirasinda dengesizlesir ve bu
durum tekrarlayan dizilerde devam ederek mikrosatellit dengesizligi olusturur.

Mikrosatellit dengesizlik, hatali DNA mismatch tamirinin molekuler isaretidir.
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Mikrosatellit dizilerinin gogu genlerin kodlama yapmayan bdlgeleri Gzerinde
bulunduklarindan bu genlerde meydana gelen mutasyonlar zararsizdir (Sekil 2).
Bununla birlikte, bazi mikrosatellit dizileri, hiicre buylimesinin regulasyonu ile iligkili
genlerin kodlama yapan bdlgelerinde yer alirlar. Bu genler arasinda tip || TGF-beta
reseptori ve BAX'da vardir. TGF-beta sinyalizasyonu kolon epitel hucrelerinde
buyumeyi engeller. BAX geni ise apopitoza neden olur. Mismatch tamir genlerinin
kaybi, bu genlerde ve diger buyume regulasyonu yapan genlerde mutasyonlarin
birikmesine ve_KRK’lerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Mismatch tamir defektinden
kaynaklanan tumdrlerde, proksimal kolon yerlesimi, muisinoz histoloji ve lenfosit
infiltrasyonu gibi bazi morfolojik 6zellikler de tespit edilmistir. Bu timorler genel
olarak, ayni evredeki APC/Beta-cathenin yolundan kaynaklanan tumorlerden daha iyi
prognoza sahiptirler (35,37,38). KRK'lerin patogenezinde 6nemli rol oynayan diger bir
grup molekul E-kaderin ve katenindir. Beta-katenin APC proteini ile iligkilidir ve
adenom karsinom surecinin tum evrelerinde regulasyonu bozulmustur. E-kaderin ve

alfa-katenin ekspresyonu lokal invazyon ve metastaz ile korelasyon goésterir (34,35).

P53 mutasyonu molekuler tekniklerle KRK’lerin dnemli bir kisminda tespit
edilmis olup; bu anormal gen ile kodlanan ve immunhistokimyasal tekniklerle ortaya

konan proteinlerin asiri dretimi p53 mutasyonu ile korele bulunmustur (35,37,38).

Ras onkojen mutasyonlari, KRK'lerin az bir kisminda 6zellikle de metastatik
grupta goralur. Bu genin ekspresyonu immunhistokimyasal olarak gosterilebilir. C-

myc onkojen ekspresyonu artigi ise vakalarin %90’inda goralir (37).

Normal Aberran Kript Odag Adenom Adenom zemininde invaziv Karsinom Lenf nodiilii metastaz
kanserlesme
5q21 (APC) KRAS DCC ps3 Nm23
Beta-catenin 18q LOH 17P LOH E-cadherin
SMAD 2 CD44
SMAD 4 MMPs
TIMPs

PROLIFERASYON iNHIBiSYONUNUN KAYBI

Sekil 2. Adenom—Karsinom gelisim slreci
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KRK’lerin artmis proliferasyon aktivitesi Ki-67 ve PCNA boyalari, AQNOR
sayimi ve basit mitotik sayim ile S fazinin tespitine dayali olarak oélgulebilir. Bu tur
sayimlar mikroskopik olarak tespit edilen grade ile ¢cok korele degildir ancak kendine

ait prognostik onem tasir (35,37,38).
2.1.9. Tumor Yayilimi ve Metastaz

Tum KRK’ler ¢gevre dokulara direkt olarak invazyon ile ya da lenfatikler ve kan
damarlari ile metastaz yaparak yayilirlar. Metastatik yayihm en sik bdlgesel lenf
digumleri ve karacigerde gorulur. Lenf dUgumU metastazi, az diferansiye alanlar
iceren ve yuksek infiltratif baylme paterni gdsteren timorlerde daha siktir. Lenf
bezinde tutulum varsa, lenf bezinin yakinindaki dokularin incelenmesi gerekir. Bu,
tumorun lenf dUgumU kapsulinl asarak gevre venlere invazyonunu tespit agisindan
onemlidir (34,35,39).

Lenf digumuandn mikrometastazi; kademeli hematoksilen eosin kesitler,
immunhistokimyasal olarak CK ve diger markerlerin boyanmasi, CK19/20 igin ya da
mutant K-ras geni icin PCR teknigiyle tespit edilebilir (34,35). Karaciger metastazi
kan damari invazyonunun yaygin bir gostergesidir (35).

Yapilan caligmalar gostermistir ki; KRK’li hastalarda GC-C mRNA,
histopatolojik tanidan bagimsiz olarak lenf duagumlerindeki mikrometastaziarin
degerlendiriimesini saglayabilmektedir. Burada asil 6nemli olan ise RT-PCR
yontemiyle, lenf nodunda GC-C mRNA saptanmasi KRK’lerin mortalitesini direkt

olarak etkilediginin gosterilmig olmasidir (40,41).

Diger sik gorilen metastaz bdlgeleri; periton, akciger ve overlerdir. Over
metastazinin insidansi, KRK’in rezeksiyonu sirasinda postmenopozal kadinlarda
bilateral ooferektomi yapmayi gerektirecek kadar yuksektir. Daha nadir metastaz

bdlgeleri santral sinir sistemi, kemik, testis, uterus ve oral kavitedir (34-36,38,39).

2.1.10. Evreleme

KRK’lerde evreleme sistemi ancak timor rezeke edildikten ve cerrahi
eksplorasyonla anatomik inceleme sonrasi yayilma boyutu belirlendikten sonra

uygulanabilir. Tani anindaki kanserin evresi, sadece prognozu belirlemez ayni
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zamanda adjuvan KT alacak hastalari segme konusunda da bize rehberlik eder.

Evrelemenin diger bir amaci ise yagam suresini ongormektir.

KRK’ler ilk kez Cuthbert Dukes tarafindan 1929’da bir evreleme sistemiyle
degerlendiriimis olup bu sistemin modifiye sekli geligtiriimigtir. Bu sistem orijinal
olarak rektal kanser igin tanimlanmis daha sonra tim kolon icin kullaniimis ve genis
kullanim alani bulmustur. Bu sistem prognozla ilgili olup survi ile lokal timor derinligi,
yayllimi ve nodal metastaz arasinda iligki kurmaktadir. KRK'lerin tedavilerinin
dizenlenmesi ve prognozlarinin belirlenmesi amaciyla histoloji, makroskopi, uzak ve
yakin metastaz kriterleri dikkate alinarak birtakim evrelendirmeler yapiimigtir.
Bunlarin en onemlileri Dukes, Astler-Coller ve American Joint Committee’nin TNM

siniflamasidir (Tablo 2).

2.1.10.1. Astler-Coller siniflandirmasi: Duke’s siniflamasinin modifikasyonu
ile yapiimigtir.

A =>Mukozada sinirli timor

B1=>Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriaya kadar tumor tutulumu

B2=>Lenf nodu metastazi olmadan barsak duvarini agan timor tutulumu

C1=>Barsak duvarini asmamis tumor ile beraber lenf nodu metastazi

C2->Barsak duvarini asmis tumor ile beraber lenf nodu metastazi

D =>Uzak organ metastazi

2.1.10.2. TNM Siniflandirmasi:

Primer Tumor (T):

Tx=>» Primer tumar bilinmeyen

TO0=> Primer tumor olmayan

Tis=>In situ karsinoma

T1=>» TUmor mukoza ve submukozadadir.

T2=>» Tumor muskularis propriadadir.

T3=>» Tumor tum barsak duvarini tutmustur.

T4=>» Tumor serozayi asip ¢evre dokulari tutmustur.
Bolgesel Lenf Nodu (N):

Nx=>» Lenf nodu bilinmeyen
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NO=>» Lenf nodu metastazi olmayan

N1-=> Perikolik veya perirektal 1-4 lenf nodu metastazi

N2-> Perikolik veya perirektal 5 ve daha fazla lenf nodu metastazi
N3=> Ana arter kokunde lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M):

Mx=>» Uzak metastazi bilinmeyen

MO0-> Uzak metastazi olmayan

M1=> Uzak metastazi olan

Tablo 2. TNM evreleme ve diger evreleme sistemlerinin karsilastiriimasi ve sagkalim ile
iligkisi

TNM TNM kriteri Dukes Astler-Coller | °Ylllik sag

evrelemesi kalim
oranlari

Evre 0 Tis, NO, MO A A %100
T1, NO, MO A B1 %90
Evre 1 T2, NO, MO A B1 %80
T3, NO, MO B B2 %45
Evre 2 T4, NO, MO B B2 %55

Herhangi bir T

Evre 3 N1-3, MO C C1/C2 %40

Herhangir bir T
Evre 4 Herhangi bir N D D > %5

M1
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2.1.11. Tani

2.1.11.1. Fizik Muayene: Dikkatli bir fizik muayenenin KRK tanisinda dnemi
blylktir. Batin muayenesinde palpabl kitle tespit edilebilir. inguinal bélgede
lenfadenomegali olup olmadigi kontrol edilmelidir. Ayrica tim hastalara mutlaka
rektal tuse yapilmalidir. KRK'lerin %60’inin rektosigmoid bolgede yerlegim gosterdigi

dusundlirse, rektal muayenenin dnemi daha iyi anlagiimaktadir.

2.1.11.2. Baryumlu Kolon Grafisi: KRK tanisinda en sik kullanilan tani
yontemlerinden biridir. Cift kontrast kolon grafisi daha dogru sonuglar verir. Baryumlu
grafi gekilmeden 6nce barsak temizligi ¢ok iyi yapiimalidir. Yine de bazi lezyonlar

atlanabilir. Hatali degerlendirmeler %15 oraninda gorulebilir.

2.1.11.3. Rektosigmoidoskopi: KRK’lerinin yaklasik %55-60"1 rektosigmoid
bolgede lokalizedir. Bu nedenle rektosigmoidoskopinin tanida 6nemi buyuktur.
Fleksibl sigmoidoskop ile 60 cm'lik kolon kismi incelenebilir. Ayrica lezyondan biyopsi

alma imkani da saglar.

2.1.11.4. Kolonoskopi: Kolonun fiberoptik endoskop ile incelenmesi butin
kolonun goruntlilenmesine imkan veren ¢ok onemli bir tetkiktir. Lezyondan biyopsi
almanin yani sira kolonun baska bir yerinde patoloji olup olmadiginin tespit
edilmesine imkan verir. Ayrica radyolojik olarak supheli lezyonlarin kesin tanisinda da

onemli bir yer tutar.

Hastaligin evresinin belirlenmesi igin diger tetkiklerden yararlanilir. Karaciger
ve abdominal lenf nodu tutulumunu belirlemek amaciyla batin ultrasonografisi ve
bilgisayarli tomografi, Ureter ve bobrek invazyonunu belirlemek igin IVP ¢ekilmelidir.
Akciger ve kemik metastazlarini arastirmak icin akciger grafisi ve kemik sintigrafisi

tetkikleri yapilmalidir.

2.1.11.5. Laboratuar: CEA ilk kez 1965’'de kolon kanserli dokularda ve insan
fetus barsaginda tespit edilmistir. KRK’li hastalarin %97’sinde yuksek bulunmustur.
Uzun sure sigara icenlerde, inflamatuar barsak hastaliklarinda, meme ve prostat
kanserlerinde de CEA seviyeleri yukselebilir. CEA'nin KRK’lerin erken tanisinda yeri

yoktur. Ancak hastalarin izlenmesinde faydalidir.
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Ameliyat sonrasinda giderek yukselen CEA seviyesi nuks veya metastaz
acisindan anlamlidir. Ayrica prognostik bir degeri vardir. Artmis CEA seviyelerinin

yuksek rekurrens oranini gosterdigi bildirilmektedir (35-37).

CA 19.9 da KRK’lerde timor belirleyici olarak kullaniimaktadir. Ancak CEA’e

ustinltgu kanitlanamamistir.
2.1.12. Tedavi

KRK’lerin tedavisinde tumorun yerlegsimine ve evrelemeye gore cerrahi, KT ve
radyoterapi uygulanir. Tedavideki altin standart cerrahidir. Cerrahi esnasinda
metastaz saptanirsa, kanama ve obstruksiyon gibi komplikasyonlari énlemek igin

palyatif amacla primer timorin rezeksiyonu yapllir.

KRK’lerde patolojik evreye bagl olarak ylksek lokal rekirrens ve uzak
metastaz yapma potansiyeli nedeni ile adjuvan tedavi gerekli olmustur. KRK'lerde
tumorun davranig sekli ve niks bolgesi tumoran ilk yerlesim yerine gore degisiklik
gOstermektedir. Peritoneal katlantinin Uzerinde batin igi boslukta yer alan kolonda
tedavi basarisizligi lokal timor yatagindan ziyade tim karini kapsar. Peritoneal
katlanti altinda kalan rektum kanserlerinde ise lokal nuks insidansi daha yuksek
olmaktadir. Farkli klinik davranis gostermeleri nedeni ile primer cerrahi sonrasi kolon

ve rektum kanserlerine adjuvan yaklasim farkli olmaktadir.
2.1.12.1. Rektum Kanserlerinde Adjuvan Tedavi

Tek basina kuratif cerrahi sonrasi karsilagilan lokal-bolgesel basarisizlik ve
buna bagli olarak azalan genel ve hastaliksiz sag kalim oranlari nedeniyle rektum
kanseri tedavisinde radyoterapi 6nemli bir yere sahiptir ve halen glncelligini

korumaktadir.

Rektum kanserlerinde radyoterapi lokal-bolgesel nuksleri engellemek igin
postoperatif olarak, buyuk timorleri cerrahi rezeksiyona uygun hale getirmek ve
rezektabl olgularda tumor hacmini azaltarak organ koruyucu cerrahiyi mumkudn
kilmak igin preoperatif (neoadjuvan), lokal ileri evre veya medikal inoperabl olgularda
primer (definitif) olarak, metastatik timorlerde de lokal semptomlara yénelik olarak

palyatif amaglarla uygulanmaktadir.
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Tam cerrahi rezeksiyon sonrasi yuksek oranda lokal veya sistemik basarisizlik
ve dusuk sag kalim orani beklenen hastalar adjuvan tedavi icin adaydir. Rektal duvar
boyunca primer timorin uzanimi ve lenf nodlari tutulumu veya her ikisinin bir arada
olmasi bolgesel ve sistemik basarisizlik icin ylksek risk faktéradar. Muskularis
propria ve perikolik yag dokusu invazyonu olan, komsu yapilarda ve lenf nodlarinda
tutulum bulunan, cerrahi sinirt salim olmayan veya yetersiz bulunan olgularda

postoperatif radyoterapi endikasyonu vardir.
2.1.12.2. Kolon Kanserlerinde Adjuvan Tedavi

Kolon kanserlerinde patolojik evre ve lokal basarisizligin tam rezeksiyon
sonrasi sag kalim Uzerinde etkili parametrelerdir. Lokal-bdlgesel basarisizlik riski
hastaligin lokal yayginligina yani tumoérun patolojik evresine baghdir. Barsak duvarini
asmamis erken evre tumorlerde cerrahi rezeksiyon yeterli olup, adjuvan tedavilere
gereksinim yoktur. Modifiye Astler-Coller B3 ve C3 evresindeki hastalar, acil

operasyona alinan vakalar, perfore vakalar adjuvan KT almalidir.
2.1.13. Prognoz

Codu genis serilerde KRK’lerin, klratif rezeksiyondan sonra 5 yillik sag kalim
orani %40-60 arasindadir. Rekurrenslerin %71’ ilk iki yilda, %91’i bes yilda meydana
gelir (35-37).

KRK’lerde kliniko-patolojik prognostik faktorler sunlardir:

21.13.1. Yas: Cok gen¢ ve ¢ok yash hastalarda gorulen tumorler kotu
prognozla iligkilidir. Genglerdeki kotl prognoz, tanidaki gecikme, zeminde ulseratif
kolit varligi, tash ylzuk hlcreli ve musinoz karsinomlarin daha sik goértlmesi ile
iliskilidir (34-36,39,42).

2.1.13.2. Cinsiyet: Yapilan calismalarda prognoz, kadinlarda erkeklerden

biraz daha iyi oldugu saptanmigtir (32-36).

2.1.13.3. Serum CEA diizeyi: 5.0 ng/mlden yliksek serum CEA seviyelerinin,
tiumorun evresinden bagimsiz olarak prognoz uzerine kotu etkisi oldugu gosterilmistir

(35-37).
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2.1.13.4. Tumor lokalizasyonu: Prognoz Uzerine etkisi tartismalidir. Yapilan
bir caligmada, sol kolon karsinomlarinin daha iyi prognozlu oldugu, sigmoid kolon ve

rektumda olanlarin ise kotu seyirli oldugu gosterilmistir.

Baska bir caligmada ise tumor lokalizasyonunun prognostik dneminin minimal

oldugu sonucu elde edilmistir (34-36).

2.1.13.5. Birden fazla timor odagi varhigi: KRK'ler multifokal olabilirler.
Sekron ya da metakron malignitesi olan hastalarin sag kalim orani, soliter KRK’li

hastalarinki ile benzerdir (35).

21.13.6. Lokal yayilim: Polipte insidental olarak yakalanmis fokal
mikroskopik karsinomda, tUumor genelde mukoza ve submukozaya sinirli oldugundan
prognoz ¢ok iyidir. Tumor, serozaya yayildiginda ve bolgesel lenf bezlerini tuttugunda

prognoz kotulesir (34-36,39).

2.1.13.7. Tumor boyutu: Tumor boyutu ile prognoz arasinda korelasyon
olmasina ragmen, bunun guvenilir prognostik faktor olmasini engelleyecek kadar ¢ok
istisnasi vardir. Tumor boyutu ve lenf nodu metastazi iliskisi de benzer sekilde zayiftir
(35,37).

2.1.13.8. Obstruksiyon: Dukes’a gore evrelenen bazi serilerde obstruksiyon,

bagimsiz kotu prognostik faktor olarak bulunmustur (35).

2.1.13.9. Perforasyon: Barsak duvarinda yaygin tUmor invazyonu sonucu

olusan perforasyon prognozu kotulestirmektedir (35).

2.1.13.10. Tumor sinirlant ve inflamatuar reaksiyon: Ekspansif sinirli ve
tumor ile komsu doku arasinda inflamatuar yanit olusturan tumorler daha iyi
prognozludur. Bazi tUmoérler barsak duvari iginde lateral olarak yayildigi igin,
proksimal-distal ya da lateral sinirlarda tUmor kalmamasina 6zen gosterilmelidir. Bu
durumda buyuk olasilikla lokal niks gelisir. Rektal karsinomlarda barsak duvari
boyunca lokal yayilim, kanitlanmis prognostik gostergedir. Total mezorektal
rezeksiyon sonrasi tumar, radial cerrahi sinira 2 cm’den yakinsa lokal niks olasihgi
artar (35,36).

Belirgin peritimoral lenfosit ilfiltrasyonu ve Crohn’a benzer sekilde muskuler

tabaka ya da perikolik dokuda lenfoid agregat varligi iyi prognozla iligkilendirilmistir.
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Tumor stromasinin eosinofiller ve S-100 protein eksprese eden dentritik

hicreler ile infiltrasyonu da iyi prognoz gostergesidir (35,36).

2.1.13.11. Vaskiler invazyon: Vaskuler invazyon varliginda, bes yillik sag
kalim suresi belirgin azalma gosterir. Bu ekstramural damarlarda oldugu zaman,
barsak duvarinda lokalize olanlardan daha onemli prognostik bulgudur. Lenfatik
invazyon, kan damari invazyonundan daha az onem tagimakla birlikte ileri evre

hastalarda yaygin olarak bulunmasi durumunda prognozu kétulestirir (34-37,39).

2.1.13.12. Perinoral invazyon: Perinoral invazyon genellikle ilerlemis
hastaliga isaret eder ve diger kotu prognostik bulgularla birlikte olma egilimindedir
(34-36).

2.1.13.13. Mikroskopik tumor tipi: TUmorun prognozu ile histopatolojik tipi ve
diferansiasyon derecesi arasinda kuvvetli bir iligki vardir. Musinoz karsinom, tasli
yuzuk hucreli karsinom ve anaplastik karsinom klasik adenokarsinomlara gore kotu

prognozludur (35).

2.1.13.14. Asiner morfoloji: Mikroasiner blyume paterni, bagimsiz bir

prognostik faktér olmamakla birlikte kotl prognozla iliskili bulunmustur (35).

2.1.13.15. Noroendokrin hiicre varlhigi: Adenokarsinomlarda endokrin hicre

varhginin prognoz yonunden olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir (35-37).

2.1.13.16. Musin ile iligkili antijenler: Musin ile iligkili olan sialyl-Tn ve sialyl-
Lewis(x) antijenlerini eksprese eden karsinomlar daha agresif klinik seyir gosterirler
(35).

2.1.13.17. Hucre proliferasyonu: Huicre siklusunun S-fazinda oJlguimus
yuksek proliferatif aktivitenin kotl prognozla iligkili oldugunu gdsteren calismalar

mevcuttur (35).

2.1.13.18. Lenf nodu tutulumu: Tumor lenf digumlerine yayildiginda bes
yillik sag kalim orani belirgin bir dists gosterir. Tutulan lenf bezi sayisinin fazla
olmasi, bunlarin tUmoér apikalinde ve mezenter damar koklerinde olmasi ve

perikapsuler yayihm bulunmasi koétu prognoz gostergesidir.
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Pozitif lenf nodu sayisi 6'dan fazla ise bes yillik sag kalim orani %10’dan daha
azdir. immunhistokimyasal ya da molekiiler tekniklerle tespit edilen mikrometastazlar
da kotu prognozla iligkilendiriimekle birlikte bu konu halen tartismalidir. Parakortikal
immunublastlar ve/veya sinus histiyositlerinde artma seklinde hudcresel immunite
bulgulari izlenen lenf dugimiu olan KRK'li hastalarin sag kalimi, bu degisiklikleri

icermeyenlere gore daha uzundur (35-37,39,43).

2.1.13.19. Evre: KRK’lerde prognozu belirlemede en &énemli bulgu, lokal
yayllima, lenf nodu tutulumuna ve uzak metastaz olup olmadigina dayanan
evrelemedir (35-37,39,43).

2.1.13.20. Anjiogenez: Neovaskularizasyon, tumor buyumesinde kritik bir rol
oynar. Mikrodamar dizeyinin yuksekligi kotu prognostik faktor olarak yorumlanmigtir.
KRK’lerde birbirinden bagimsiz ¢alismalarda anjiogenezin, nuks gelisimini 6ngoérdugu

ve sag kalimda azalma ile iligkili oldugu sonucuna varilmigtir (35-37,43).
2.2. Serbest Tiimor Hiicrelerinin Kanserdeki Onemi

Hematolojik malignensilerin tedavisinde, periferal kanda minimal rezidiel
hastaligin (MRD) saptanmasi bizlere ¢ok buylk acgilimlar kazandirmigtir (44). Solid
tumorler konusunda ise kanda STH’lerinin varhginin metastatik yayihm igin gerekli
(45,46) fakat yeterli olmadigi konusunda tartismalar halen sirmektedir (47). Periferik
kandaki STH'leri ilk olarak 19. yy'da T.R. Asworth tanimlamis ve S. Paget ¢cogalabilir
secici metastatik timoér hicrelerinin hedef organlara yerlesmesi olarak ifade edilen
“seed and soil” hipotezini ortaya atmistir. Bu hipotez, solid timorlerin farkli molekuler
yapl ve metastatik potansiyellere sahip genetik olarak heterojen alt hicre
populasyonlarindan olustuguna isaret eden bir model olarak halen gecerliligini
korumaktadir (48,49).

Mikroskopik rezidiel hastalik gunimuizdeki histolojik yontemlerle tespit
edilemezler ve bu okult mikrometastazlar kanser hastalarindaki tedavi
basarisizliginin en onemli sebebidir (4). STH'lerin malign dogasi tumore O6zgu
kromozomal farkhliklar (50) ile diger genetik degisikliklerin tanimlanmasiyla (51,52)
ve ayrica in vitro ortamda kanser hlicresine benzer sekilde davranmalarinin tespiti ile
ortaya konmustur (53). GUnumuz verilerine gére malign hicreler kemik iligi (47,54-

58) ve lenf nodlarina (568-61) yerlesmekte, Mocellin'in 6nerdigi ismiyle solid timaorlerin
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‘lokemik faz1” (46) olarak nitelendirilebilecek sekilde periferik kan dolasimina
katilabilmektedir (50,53,62-65). Bu teoriye gore karsinomlu hastalarin periferik
kanlarinda STH tespiti klinik (66,67), prognostik (68-75) ve teropotik agidan (76-80)
potansiyel bir 6neme haizdir. Bu da gosteriyor ki bu hicreleri tespit edebilecek yeterli
sensitivite ve spesifiteye sahip metodlarin gelistiriimesi gerekmektedir. Sistemik
dolasimdaki STH’lerinin pek c¢ogunun yok edilmesi (5,6) ve periferik kandaki
miktarlarinin ¢ok dusik olmasi nedeniyle hassas molekuler biyoloji bazl tekniklerin
gelisimini gerektirmigtir. Genel kabule gore STH'er dolagimda konvansiyonel
metodlarla tespit edilemeyecek derecede klguk sayilarda bulunmaktadirlar. STHler,
yaklasik 1x 10> periferik kan mononiikleer hiicresinde 1 tane timér hiicresi olacak

sekilde saptanabilmektedirler.

Pek cok timérin buyudk miktarlarda DNA'yl kana salmalarinin kesfi, kandaki
tumor hucresi kaynakli DNA'larin yapisal anormalliklerini tespit icin PCR kullanimina
onculuk etmistir (7,8). Alternatif olarak, reverse transcription PCR (RT-PCR) tumor
doku-spesifik gen ekspresyonlarini tespit icin kullaniimigtir. RT-PCR, diger tanimlama
metodlariyla iligkili olarak ortaya c¢ikan sensitivite azligi probleminin Ustesinden
gelebilir ancak epitelyal-spesifik mRNA segimi zordur. Bu alandaki caligmalar
¢ogunlukla meme kanseri ile yapiimistir ve KRK’le ilgili sadece birkag ¢alisma vardir
(81-91). Yakin zamandaki Zieglschmid ve arkadaslarinin yapmis oldugu derlemede
belirttigi gibi (92), epitelyal-spesifik mMRNA belirtecglerini saptamaya yoénelik
metodlarinin bu noktada guvenilir olmadigi ve ek galismalara ihtiya¢ oldugu sonucu
cikmigtir.

2.3. Guanil Siklaz-C Tanimi Ve Kanserle iliskisi

GC-C; barsak mukoza hucrelerinin fircamsi kenarlarinda eksprese edilen ve
elektrolit ve sivi sekresyonuna aracilik eden bir reseptordur (9-11). GC-C sadece
duedenumdan rektuma kadar olan barsak mukoza hucrelerinde sentezlenmektedir.
Barsak digi baska bir dokuda sentezlenmektedir (12-16). GC-C sekresyonu barsak
mukoza hucrelerinin  malign transformasyona ugradiji dénemde de devam
etmektedir. GiS disindan bir yerden kdken alan timérlerden sekrete ediimemektedir
(12,14-18).

Malign transformasyon sonrasi KRK'in primer bdlgesinden ve yeri fark

etmeksizin metastaz bdlgelerinden GC-C sekresyonu devam etmektedir (17). Diger
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yandan 2000’li yillarin basinda tanimlanan hucre proliferasyonu dizenleyici rolleriyle
birlikte bakteriyel enterotoksinler, GC-C bazli kalsiyum bagdimli bir sinyal yolu
araciligiyla kolon karsinomu hucrelerini baskiladigr saptanmigitr. Endojen GC-C
ligandlari, guanilin ve droguanilin normal barsakta bu yolu aktive edip, kript-villus
ekseni boyunca enterositlerin proliferasyondan diferansiyasyona gegcisini sagliyor
olabilir (93) Ek olarak, bu goézlemler, Enterotoksijenik Escherichia Coli'nin endemik
oldugu cografi bolgelerde gorilen KRK direncine olasi mekanistik bir yaklagim

sunabilir.

Istya dayanikh enterotoksinler, bakteriler tarafindan salinan normal intestinal
fizyolojiyi dlzenleyen mekanizmalari bozan molekiler taklidin bir 6rnegidir. Isiya
dayanikli enterotoksinler guanilin ve uroguanilini igeren genis bir peptid ailesinin
uyeleridir. GC-C agonistleri endojen olarak memeli barsaginda uretilir (94-97).
Sekans homolojisini paylasan bu peptidler zincir ici disulfid badlariyla sabitlenmis
tersiyer yapidadirlar ve (pato) fizyolojik etkilerini GC-C'ye baglanip cGMP salinimini
uyararak gostermektedirler. Mide, duedonum ve jejunumda yuUksek oranda
sentezlenen uroguanilin, asidik pH'da guanilinden 100 kat daha potenttir (98,99).
Karsit olarak ileum ve kolonda daha sik olan guanilin pH 8.0 civarinda uroguanilinden
4 kat daha gugcludur (98,99).

Guanilin'e benzer peptidler ve GC-C her ne kadar intestinal sistemde sivi ve
elektrolit dengesi Uzerinde duzenleyici bir etki gosterse de bu reseptorin normal
intestinal fizyolojideki kesin rolu belirsizligini korumaktadir. GC-C genis bir filogenetik
ekspresyon sergiler ve bu durum korunumu dizenleyen evrimsel bir baskinin
varhgini dastundurmektedir. Barsakta GC-C, kript-villus ekseni boyunca ekspresse
edilir ve en yogun olarak enterositlerin proliferasyondan diferansiyasyona gectigi
villus'un orta kismindan eksprese edilmesi GC-C'nin bu gegiste duzenleyici bir rol
oynadidini dusundirmektedir (100,101). Ayrica GC-C ekspresyonu, KRK varligindaki
guanilinin azalmasi durumunda da yuksek oranda korunmustur. Ek olarak oral
uroguanilin, kolon kanseri fare modellerinde polip formasyonunu azaltmaktadir.
Birlikte ele alindiginda, bu go6zlemler, GC-C ve enterosit proliferasyonunun

dizenlenmesi arasinda bir iliski oldugunu dustndirmektedir.

KRK’in epidemiyolojisinde cesitli faktorler gosteriimesine ragmen (102,103),
barsaktaki endojen GC-C ligandlarin ekspresyonunun azalmasini takiben epitelyal

hicrelerin neoplastik transformasyonu ile karakterize bu antiproliferatif yolun varhgi
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anlamhdir (104-106). Ayrica KRK’lerce GC-C'nin kendisinin ve akisin devamini
saglayacak efektorlerinin korunumu, bu sinyal kaskadinin tekrar saglanmasi ve timoér
supresor fenotipin devami agisindan terapdtik bir hedef olusturur. Bununla birlikte
GC-C ligandlarinin veya kalsiyum gibi efektorlerin oral olarak verilmesi intestinal
neoplazmin 6nlenmesi ve/veya KRK metastazlarinin tedavisi i¢in bir yaklasim sunar
(107-110) (Sekil 3).
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Sekil 3. intestinal sekresyonun regiilasyon mekanizmasi

Primer tumérden koken alan ve uzak metastazlara yol acgtigi disunulen

STH’leri, hastalarin prognozunda énemli rol oynamaktadir.
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Sonug olarak bunlarin saptanmasi; evrelemede, prognozun belirlenmesinde

ve tedavinin planlanmasinda dnemli rol oynamaktadir.

STH'leri uzak metastazlari olusturmada ve hastaligin tekrarlamasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Bu nedenle dolagsimdaki STH’lerini saptamak hem prognozun
belirlenmesinde hem de cerrahi sonrasi adjuvan tedavinin planlanmasinda énemli rol
oynamaktadir. Dolagsimdaki STH’lerini saptamak igin bircok teknik uygulanmistir.
Bunlar immiino-histokimyasal teknikler, ELISA, filow sitometri ve RT-PCR gibi

yontemleri kapsamaktadir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar gostermistir ki kandaki STH’lerini saptamada
RT-PCR yontemi diger alisilagelmis sitolojik ya da immunohistokimyasal yontemlere

gore daha duyarh bulunmustur (111,112).

RT-PCR yontemiyle periferik kanda saptanan GC-C mRNA, hastaligin
progresyonunu erken donemde saptanmasinda ve prognozun belirlenmesinde
histokimyasal ve immulnohistokimyasal yodntemlere gbére daha fazla vyarar

saglamaktadir (113).

Yapilan tim bu cgalismalar gostermistir ki; KRK’li hastalarda GC-C mRNA,
histopatolojik tanidan bagimsiz olarak lenf dugumlerindeki mikrometastazlarin
degerlendiriimesini saglayabilmektedir. Burada asil 6nemli olan ise RT-PCR
yontemiyle, lenf nodunda GC-C mRNA saptanmasi KRK’lerin mortalitesini direkt

olarak etkilediginin gosterilmig olmasidir (47,114).

RT-PCR ile kanda GC-C mRNA analizi, daha 6nce gosterilmis olan lenf
nodlarindaki mikrometastazlarin saptanmasinda sensitivite ve spesifitesi sayesinde,

belki de hastaligin evrelemesindeki yaniima oranlarini azaltabilir (115).

Benzer sekilde, periferik kandaki GC-C mRNA ekspresyonunu saptayarak
KRK nedeniyle opere olan hastalarda rekurrensleri 6nceden tahmin edebiliriz (115).
Periferik kandan elde edilen GC-C mRNA‘nin ekstraintestinal dokulara metastaz

yapmis KRK’lerin saptanmasinda kullaniimasi énerilmistir (116).
2.4. Sitokeratin 20 Tanimi ve Kanserle iliskisi

CK’ler; intrasitoplazmik iskeletin kompenentlerindendir. Molekul agirliklarina ve
izoelektrik noktalarina gore siniflandiriis 30'dan fazla g¢esidi olan bir polipeptit

ailesidir (19). CK’ler iki gruba ayrilirlar:
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Tip | CK’ler asidik proteinlerden olusur ve CK9'dan CK23’e kadar olan CK’leri
icerirler. Tip Il CK’ler alkalidirler ve CK1’den CK8e kadar olan CK'ler bu gruba
girerler (117).

Tam CKler, 1A, 1B, 2A ve 2B gibi dort helikal segmentten meydana gelen
benzer molekdulleri igerirler. Ayrica, ligand segmentleri adi verilen L1, L2 ve L12 gibi
kisa non-helikal segmentlerle ayrilirlar. Temel CK’lerde helikal ve degisken
segmentler arasinda H1 ve H2 gibi varolan segmentler bulunurken ekstremitede, V1
ve V2 gibi degisken segmentler bulunmaktadir (117-119).

CK’lerin hepsi dokulara spesifik olarak dagiimistir. Bu sebepten dolayi
immunohistokimyasal yontemlerle gesitli tumorlerin koken aldigi dokulari saptamada

yararhdirlar (20).

CK6 ve CK16 epidermiste, hiperproliferasyon goérilen durumlarda (sedef
hastaligi veya epiteliyal tUmor) eksprese edilmektedirler, bu yuzden hiperproliferatif
CK olarak da adlandirilirlar. Epidermis, interferon gamma, epiteliyal bluyime faktori
(EGF) ve tumor nekroz faktort (TNF) gibi sitokinler tarafindan ultraviyole radyasyonu
ile uyarildiginda CK6’nin deneysel induksiyonu gosterilmigtir. Daha sonra ise CK19
da induklenmekte ve CK ekspresyonunun dinamik durumu ortaya konmaktadir
(120,121).

Patolojik olarak lenf nodu metastazi saptanmayan vakalarda
immunohistokimyasal yontemlerle ayni lenf nodlarinda mikrometstazlar gosterilebilir.
Bu durum kanserin reklrensi ve prognozuyla direk iligkilidir (122). Asil zor olan
karacigerdeki mikrometastazlari gostermektir. STH’lerinin kanda dolastigi KRK’li
hastalarda karacigerinde i¢inde bulundugu uzak organ metastazlari yuksek siklikta
gorulmektedir. Bu da dolagsimdaki STH’lerinin tespitinin kanserin rekurenslerine

yardimci olacaginin isaretidir (20).

CK20 gastrik ve bagirsak epitelyumunda, Urothelyumda ve merkel
hicrelerinde eksprese edilen tip | keratindir. CK20 olgun enterositlerin ve goblet
hdcrelerinin major hucresel proteinidir ve 6zellikle gastrik ve barsak mukozasinda
eksprese edilirler. Ayni zamanda kolon, mide, pankreas adenokarsinomlarinda
eksprese edilirler ve musinéz over tumodrlerinde, transizyonel hicre ve merkel
hicrelerinde bulunurlar. Skuamoéz hicre karsinomlarinda, gogus, akciger ve
endometriyumun adenokarsinomlarinda, musin0z olmayan over tumorlerinde ve

kiguk hicre karsinomlarinda bulunmazlar.
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CK20 ekspresyonu diferansiyasyonla iligkilidir ve superfisiyal veya
intermediate hucrelerde sinirhidir. Mesane kanser hucrelerinde bu restriksiyon
kaybolur ve CK20 ekspresyonu her katmanda gorulebilir (123). CK20
immunositolojisi “transisyonel hicreli karsinom”un 6Ozellikle evre T1, grade 2 ve 3
tumorleri ortaya ¢ikarmada standart sitolojiden daha hassastir. Non-invaziv papiller
transisyonel hucreli karsinom da CK20 ekspresyonunun dagihmi incelenmis ve timor
rekirensini dnceden haber verdigi bulunmustur. idrar dérnekleri alinan mesane
kanserli olgularda CK20 mRNA’'nin, normal duroteliyal doku veya normal idrar
orneklerine gore dikkate deger bir sekilde yUksek dlzeylerde eksprese edildigi
gOsterilmistir (124).

Malign tumorlerin koken aldigi hicre ve doku tipini saptamada CK ailesi
Ozellikle CK7 ve CK20 onemli yer tutmaktadir. Mesela CK7 primer akciger
adenokarsinomunda %97-100, primer kolon adenokarsinomunda %5-7 oraninda
eksprese edilmektedir. Tam tersi olarak CK20 primer akciger adenokarsinomunda
%7-10 oraninda, primer kolon adenokarsinomunda %92-100 oraninda eksprese
edildigi rapor edilmigtir (125-127).



3. GEREG VE YONTEM
3.1. Calismanin tanimi
Bu kesitsel klinik calismada KRK'li hastalarda periferik kanda GC-C ve
CK-20 mRNA duzeyleri ile hastalik evresi, prognostik parametreler ve tedaviye
yanit arasinda iligki olup olmadigini arastirdik. Bu g¢alisma Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu 07/08/2008 tarih ve 08-2008/150
sayl numarali onayl alinarak yapildi. Tum hastalar c¢alisma hakkinda

bilgilendirildi ve yazih olurlari alindi.

3.2. Hastalarin se¢imi

Calismaya Agustos 2008 ile Aralik 2008 tarihleri arasinda histopatolojik
olarak KRK tanisi alan ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Sahinbey
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Onkoloji Poliklinigine basvuran 49
hasta alindi. Ayni yas ve cinsiyet dagihmina sahip saglikh 41 kisi kontrol grubu

olarak secildi.

3.2.1. Calismaya dahil edilme kriterleri
v' Erken evre ve metastatik KRK tanisi almis hastalar
ECOG PS 0-2 arasinda olanlar

v' Kemoterapi almasi icin gerekli laboratuar ve fizik muayenesi uygun

<

degerlendirilmis olanlar
v' Beklenen yasam siresi 1 yil ve lizerinde olanlar

v' Calismaya katilmak Gizere gonilli olur vermis olanlar

3.2.2. Calisma dig1 birakilma kriterleri

Beklenen yagsam suresi 6 ay veya daha kisa olanlar

Merkezi sinir sistemi metastazi saptananlar

Kemoterapi suresince tedaviye uyum saglama problemi olacagi dusunulenler
ECOG PS 34 olan hastalar

S X X
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Hastalarin tim muayeneleri poliklinikte ayni doktor tarafindan yapildi. Ek
sikayetleri sorgulandi. Poliklinik sartlarinda fizik muayeneleri yapildi.

3.3. RNA izolasyonu

Kan orneklerinden RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Ornekler hiicre sayisi
1x10° hiicreye ayarlanarak PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi) ile 200 pL'ye
sulandirildi. Uzerine 400 L lysis/binding tampon (4.5 M guanidine-HCI, 50 mM
tris-HCI, triton X-100, pH 6.6) eklenerek 15 saniye vortekslendi. Karisim
polipropilen filtreli tUplere aktarildi ve 15 saniye 8000xg hizda santrifuj edilerek
filtreden gegen kisim atildi. 90 yL DNase tamponu (1M NaCl, 20 mM tris-HCI,
10 mM MnCI2, pH7,0) ve 10 uL DNase | (10 KU) karigsimi hazirlanarak filtre
Uzerine dokulup 15 dakika oda isisinda bekletildi.

Filtre Gzerine 500 pL birinci yikama ¢oézeltisi (5 M guadin hidroklorid, 20
mM Tris-HCI, pH 6.6) eklenerek 15 saniye 8000xg hizda santriflij edilerek
filtreden gecen kisim atildi. Filtre Gzerine 500 pL ikinci yikama ¢ozeltisi (20 mM
NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7.5) eklenerek 15 saniye 8000xg hizda santrifdj
edilerek filtreden gegen kisim atildi. Filtre Gzerine yine 200 pL ikinci yikama
cozeltisi eklenerek 2 dakika 13000xg hizda santrifij edilerek filtreden gecen
kisim atildi. Filtre yeni bir toplama tupune gegirilerek Uzerine 100 uL steril gift
distile su eklenerek 8000xg hizda santriftj edilip filtreden gegen kisim toplandi.
Elde edilen RNA UV spektrofotometre ile dlguldu.

3.4. Reverse Transkriptaz PCR Yontemi ile cDNA eldesi

RNA orneklerden cDNA sentezi First Strand cDNA sentez (AMV) Kiti
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Reaksiyon igin 2
ML 10x reaksiyon tamponu (100 mM Tris, 500 mM KCI, pH 8.3), 4 uL MgCI2 (25
mM), 2 uL deoksinukleotid karigimi (dATP, dCTP, dTTP, dGTP, her birinden 10
mM), 2 uL random primer (0.02 A260 Unite/pyL), 1uL RNase inhibitor (50
unite/pL), 0.8 uL AMV reverse transkriptaz, 1 yL érnek RNA, 7,7 uL distile su
karisimi hazirlandi. Karisim techne PCR cihazina koyularak 25°C’de 10 dakika,
42°C’de 60 dakika, 99°C’de 5 dakika ve 4°C’de 5 dakika bekletildi. Elde edilen
cDNA -80°C’de calisma yapilancaya kadar saklandi.
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3.5. PCR Asamasi

Goreceli gen sayiminda, c¢aligilacak her ornek igin iki farkli karigim
hazirlanir. Karisimlardan ilki “house keeping” gen adi verilen ifadesi sabit gen
primerlerini igerirken, ikincisi ifadesi dlgllecek gene ait primerleri icerir. Yani tim
ornekler hem incelenecek genle hem de ‘housekeeping gen’le cogaltim yapilr.
Bu ikinci 6rnek i¢ kontrol olarak da adlandiriimaktadir. PCR sonunda arastirilan
genin degeri, i¢ kontrol genin dederine oranlanarak olgulur ve dizenlenir. PCR
sonucu elde edilen urunlerin gercek PCR urini olup olmadigi “erime egrisi”
yontemi ile kontrol edilmelidir. Erime 1sisi (Tm), bir ¢odalma uUrinu genin
%50’sinin denature oldugu sicaklik degeridir ve bu deger genin dizisine ve
%GC oranina bagl olarak faklilik gosterir. Erime egrisi yontemi de bu dzellikten
yararlanarak, PCR sonunda elde edilen ¢ogalma egrilerinin gen Grdnd mu
yoksa primer dimer ya da ortam kirliligine bagh bir egri olup olmadigini belirler.

3.6. Primer ve Problarin Tasarimi

Hedef genlerin ifade tayini icin Tablo 3’'de verilen primer ve problar
tasarlandi. Primer ve problarin tasarimi igin  www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl web sayfasi kullanildi. Buradan elde edilen diziler
Pubmed NCBI nukleotid dizileri ile karsilastirilarak dogruluklari tespit edildi.
Primerler IDT (Integrated DNA Technologies, Belgika) firmasina sentezlettirildi.
Calismada Universal Probe Library (UPL) problari kullanildi (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya). UPL problari 8-9 nuikleotidlik kisa dizileri

olarak, kilitli nukleotid (Locked Nucleic Acid; LNA) teknolojisi kullaniimigtir.

Tablo 3. House keeping gen ve hedef genlerin primer dizileri ve problari

Gen Primer Dizisi UPL Probe | NCBI nukleotid
no
HPRT 1 5'- tgaccttgatttattttgcatacc-3' NM_000194.1
5'-cgagcaagacgttcagtcct-3' Probe 23
GGC 5'-gcattggagttcactctggtc-3' NM_004963.2
Probe 67

5'aaatagacaataacgaggcatcttg-3'
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3.7. Real-Time PCR Tepkimesi

Real time PCR tepkimesi icin 14 uL distile su, 0,2 yL UPL probe (10 yM),
0.4 yL forward primer (10 uM), 0.4 pL reverse primer (10 uM), 4 uL Lightcyler
Tagman master (faststart Tag DNA polimeraz, tampon, MgCI2, dNTP karisimi),
1 uL ornek cDNA karisimi hazirlandi. Hazirlanan karisim kapiller tiplere
aktarildi. Kapiller tipler LightCycler® 2.0 real time PCR cihazina yerlestirildi.
95°C’de 10 dakika denaturasyon yapildi. Daha sonra 45 dongu amplifikasyon
icin 95°C 10 s denaturasyon, 60°C 30 s anealing, 72°C 1 s extansiyon yapildi.
Son asamada bir déngu 40°C 30 s tutulup PCR sonlandirildi.

3.8. CK20 gen ifadesi tayini

3.8.1. Human PBGD ( porphobilinogen deaminase)

Elde edilen cDNA'larin housekeeping gen (porphobilinogen deaminase)
dizeylerini belirlemek igin Light Cycler (ROCHE) kullanilarak RT (Real-Time) -
PCR vyapildi. 1 Human PBGD (porphobilinogen deaminase)(ROCHE) Kkiti
kullanildi. 10 pyL’lik PCR karigsimi igin; 6 yL H20, 2 pyL primer set, 2 uL Fast
Start DNA Master Sybr Green | (premixed) (10 uL Fast start enzyme ve 64 uL
Fast Start Reaction mix) kullanildi. Light Cycler kapillere 10 yL’lik PCR karisimi
ve 10 pL cDNA ilave edildi. Light Cycler kapiller 750 rpm'de 5 sn. spin yapildi.
Light Cycler kapiller, Light Cycler rotoruna yerlestirildi. 95°C'de 10 dakika
denaturasyon sonrasinda 35 dongu amplifikasyon i¢in denaturasyon (95°C 10
sn), anealing (68°C 10 sn), ekstansiyon (72°C 16 sn) yapildi.

3.8.2. Human Cytokeratin 20(CK20)

Human CK20 (ROCHE) kiti kullanildi. 10 pL’lik PCR karigimi igin; 6 pL
H20, 2 pL primer set, 2 pyL Fast Start DNA Master Sybr Green | (premixed) (10
ML Fast start enzyme ve 64 pL Fast Start Reaction mix) kullanildi. Standart
Light Cycler kapillere 10 pyL’lik PCR karisimi, 1:10, 1:100, 1:1000 oranlarinda
dilusyon serilerinden 10 pL eklendi. Negatif kontrol Light Cycler kapillere, 10
ML'lik PCR karigimi ve 10 yL H20 ilave edildi. Hasta grubu Light Cycler
kapillere 10 pL’lik PCR karisimi ve 10 uL cDNA ilave edildi. Light Cycler kapiller
750 rpm’de 5sn. spin yapildi.
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Light Cycler kapiller, Light Cycler rotoruna yerlestirildi. 95°C de 10 dakika
denaturasyon sonrasinda 45 dongu amplifikasyon icin denaturasyon (95°C 10
sn), anealing (68°C 10 sn), ekstansiyon (72°C 16 sn) yapildi.

3.9. CEA ve CA19.9 tespiti

Hastalarin periferik kanlarindan Immulite 2000 cihazi kemiluminesens
yontemi ile CEA ve CA19.9 tespiti yapildi.

3.10. istatistiksel analizler

Verilerin kaydi ve istatistiksel analizlerde SPSS 13.0 programi kullanildi.
Sonuglarda surekli sayisal degiskenler icin ortalamazstandart deviasyon (SD)
verildi. Karakter degiskenler icin degiskenlerin yiizdesi verildi. istatistiksel
analizde parametrik test icin uygun olmayan sartlarda non-parametrik testler
kullanildi. iki bagimsiz grup arasindaki kargilagtirmalar, sayisal degiskenlerde
Wilcoxon Signed Ranks Testi ve Mann-Whitney U-testi ile yapildi. Gerekli
yerlerde Pearson’s korelasyon testi kullanildi. Degerlendirmelerde anlamlilik

duzeyi olarak p<0.05 kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismaya, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim
Dali Tibbi Onkoloji Bilim Dali’'nda takip edilen 27’si rektum kanseri ve 22’si ise
kolon kanseri tanisi olan toplam 49 hasta alindi. Kontrol grubunda ise 18’i kadin
23’0 erkek olmak Uzere toplamda 41 tane daha 6nceden bilinen kronik bir
hastaligi olmayan ve ailesinde bilinen bir kanser oykusu bulunmayan gonulluler

alindi.

Caligmaya alinan hastalarin yaslari 31 ile 78 arasinda olup, ortalama yas
53.65+12.17 yil olarak saptandi. Kontrol grubunda ise en kuglk yas 37, en
biylk yas 80 olmak Uzere ortalama yas 52.27+10.63’idi. Calismaya alinan
hastalarin 15’i kadin, 34’0 erkekti. Hastalarin hastalik tipine, evresine ve
cinsiyete gore dagihmi Tablo 4‘de gorulmektedir. Hasta grubunun tedavi dncesi
GC-C mRNA kopya sayisi ortalamasi 3.508+17.702’idi. Kontrol grubundaki 41
kisi GC-C mRNA degeri sifir olarak saptandi (Tablo 5,6,7, Sekil 4).

49 hastanin KT oncesi CK20 mRNA kopya sayisi ortalamasi
3.508+17.702, kontrol grubundaki 41 vakanin 7’sinde CK20 mRNA degeri sifirin
uzerindeydi ve kontrol grubunun CK20 mRNA ortalamasi 5.499+12.279 idi.

Tablo 4. Hasta ve kontrol gruplarinin sosyodemografik 6zeliklerine gére dagihmi

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Sayi 49 41
Yas (yil) 53.65+12.17 52.27+10.63
Cinsiyet (K/E) 15/ 34 18 /24
GCC mRNA 3.508+17.702 0.000
(kopya sayi ort.)
CK 20 mRNA 3.183+14.698 5.499+12.279
(Kopya sayisi)
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Tablo 5. Tium hastalarin KT 6ncesi ve sonrasi GC-C mRNA, CK20 mRNA, CEA, CA19.9
degerleri ve sosyodemografik 6zellikleri

Hasta no | Evre | Cevap | GC-C 0 | GC-C 3 | CK20-0 | CK20-3 | CEA-0 CEA-1 | CA19.9-0 | CA19.941
1 4 R 4.51 0.00 0.00 0.00 5094.00 460.00 582.00 159.00
2 4 R 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 11.50 8.00 13.90
3 3 R 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 3.29 4.00 7.70
4 4 R 0.00 0.00 0.00 0.00 56.00 3.00 67.00 12.00
5 3 R 2.26 0.00 1.85 0.00 1.00 2.00 5.00 0.00
6 2 R 0.20 0.00 2.38 0.00 2.00 3.00 0.00 0.00
7 4 R 0.00 0.00 0.00 0.00 7.00 5.00 14.00 9.00
8 3 R 0.00 0.00 0.00 0.00 3.00 2.00 5.00 8.00
9 4 R 0.12 0.24 0.00 0.55 2870.00 30.00 0.00 0.00
10 4 R 123.97 | 0.39 0.78 0.00 8.00 28.00 384.00 296.00
11 4 R 0.64 0.00 1.85 0.00 21.00 9.00 0.00 22.00
12 2 R 1.78 0.25 0.00 0.00 11.00 2.00 240.00 6.00
13 3 R 3.61 0.00 0.00 0.00 18.00 1.00 54.00 24.00
14 2 R 5.48 0.00 25.70 0.00 3.00 4.00 10.00 10.00
15 3 R 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 3.00 14.00 57.00
16 2 R 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 2.00 11.00 0.00
17 4 R 0.00 0.00 0.00 0.00 4.00 22.00 0.00 55.00
18 4 R 0.07 0.00 100.00 0.00 3.00 2.00 3.00 18.00
19 2 R 0.06 0.00 0.00 0.00 6.00 2.00 18.00 11.00
20 2 R 0.57 0.00 2.56 0.00 3.00 3.00 18.00 0.00
21 2 R 0.12 0.00 0.00 0.00 5.00 3.00 0.00 7.00
22 4 R 13.30 0.00 0.00 7.86 28.00 17.00 6.00 0.00
23 2 R 1.23 0.00 0.00 0.00 3.00 3.00 0.00 0.00
24 3 R 1.05 0.00 0.00 0.00 5.00 4.00 0.00 3.00
25 4 R 0.33 0.00 0.31 0.00 22.00 131.00 65.00 38.00
26 4 R 0.52 0.00 0.00 0.00 2.00 2.00 0.00 0.00
27 3 R 2.50 0.71 0.52 0.00 9.00 2.60 22.00 23.00
28 3 R 0.08 0.10 0.00 0.00 3.00 31.00 0.00 9.00
29 3 R 0.00 0.00 0.00 0.00 5.00 5.00 0.00 0.00
30 2 R 1.28 0.00 0.00 0.00 34.00 30.70 25.00 22.60
31 4 P 0.00 0.64 0.00 1.85 13.00 21.00 9.00 0.00
32 2 P 0.00 0.10 0.00 1.20 85.00 171.00 87.00 3587.00
33 4 P 0.00 0.09 0.00 12.20 3.00 157.00 12.00 360.00
34 4 P 0.00 0.91 13.03 0.00 460.00 363.00 159.00 173.00
35 2 P 1.23 0.42 0,01 0.00 7.00 9.00 22.00 15.00
36 3 P 0.00 0.28 0.00 0.03 2.00 3.00 7.00 8.00
37 4 P 0.14 0.14 1.69 3.54 3.00 6.00 15.00 26.00
38 2 P 0.00 1.50 0.00 4.27 4.00 1.00 0.00 0.00
39 4 P 0.62 0.00 0.00 5.44 4.00 42.00 52.00 511.00
40 2 P 0.00 4.45 0.00 0.00 4.00 6.00 8.00 0.00
1 4 P 0.00 0.00 0.00 12.10 6.00 27.00 12.00 0.00
42 2 P 0.00 1.10 0.00 0.00 1.00 1.00 0.00 9.00
43 4 P 0.00 0.02 0.00 0.00 40.00 47.00 7.00 40.00
44 4 P 1.09 2.90 0.47 1.56 99.00 111.00 0.00 0.00
45 4 P 2.90 1.98 1.56 1.67 834.00 1754.00 0.00 17.00
46 1 P 0.00 0.07 0.00 100.00 2.00 3.00 6.00 6.00
47 2 P 0.00 0.53 0.00 0.26 4.00 2.00 17.00 0.00
48 4 P 0.06 1.75 3.26 0.00 1.00 4.00 8.00 3.00
49 4 P 2.16 9.34 0.00 0.00 15.00 97.00 0.00 0.00

P: Progresyon, R: Regresyon, GC-C 0: KT éncesi GC-C, GC-C 3: 3. KT sonrasi GC-C, CK20-0:
KT 6ncesi CK20, CK20-3: 3. KT sonrasi CK20, CEA-0: KT 6ncesi CEA, CEA-1: 3. KT sonrasi
CEA, CA19.9-0: KT 6ncesi CA19.9, CA19.9-2: 3. KT sonrasi CA19.9




Tablo 6. Kontrol grubundaki vakalarin GC-C ve CK20 mRNA degerleri

Kontrol No GC-C CK20
1 0.00 0.00
2 0.00 0.00
3 0.00 0.00
4 0.00 0.00
5 0.00 0.00
6 0.00 0.00
7 0.00 0.00
8 0.00 0.00
9 0.00 0.00
10 0.00 32.77
11 0.00 0.00
12 0.00 0.00
13 0.00 0.00
14 0.00 0.00
15 0.00 32.77
16 0.00 0.00
17 0.00 29.63
18 0.00 0.00
19 0.00 32.05
20 0.00 0.00
21 0.00 0.00
22 0.00 0.00
23 0.00 33.09
24 0.00 0.00
25 0.00 32.68
26 0.00 32.48
27 0.00 0.00
28 0.00 0.00
29 0.00 0.00
30 0.00 0.00
31 0.00 0.00
32 0.00 0.00
33 0.00 0.00
34 0.00 0.00
35 0.00 0.00
36 0.00 0.00
37 0.00 0.00
38 0.00 0.00
39 0.00 0.00
40 0.00 0.00
41 0.00 0.00

37

Calismaya dahil edilen hastalarin TNM evreleme sistemine gore

dagiliminda evre 1'de sadece 1 hasta, evre 2'de 16 hasta, evre 3'te 9 hasta ve

evre 4’te ise 23 hasta bulunmaktadir.
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Tablo 7. Calismaya alinan hastalarin TNM siniflamasina gore evreleri ve hastalik

tipine gore dagilimi.

Kolon Kanseri Rektum Kanseri Toplam
N % N % N %
Cinsiyet
Kadin 5 22.7 10 37 15 30.6
Erkek 17 77.3 17 63 | 34 69.4
TNM Evresi
1 0 0 1 3.7 1 2.1
2 6 27.2 | 10 371 16 32.6
3 5 228 | 4 14.8 9 18.4
4 11 50.0 | 12 44 4 | 23 46.9
Toplam 22 100.0 | 27 100.0 | 49 100.0

Calismaya katilan hastalarin yasa ve hastalik tipine gére dagihmi

incelendiginde beklenen oranlara yakin degerle saptandi.

12

10

8
6
44
2
0

30-39 Yas 40-49 Yas 50-59 Yas 60-69 Yas

B Rektum CA
O Kolon CA

>70 Yas

Sekil 4. Hastalarin tumor yerlesim yeri ve yasa gore dagilimi.
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Calismaya katilan hastalarin TNM evrelemesine gore dagilimi Sekil 5'de

gorulmektedir.

14
12
10 -
8 B B Rektum CA
6 B O Kolon CA
4 |
: N i
ol Ml . .

TNM 1 TNM 2 TNM 3 TNM 4

Sekil 5. Calismaya katilan hastalarin TNM evreleme sistemine gére dagilimi

Calismaya katilan 27 rektum kanserli hastanin tedavi sonrasi 12’sinde
progresyon, kalan 15’inde ise regresyon saptandi. Yine g¢alismaya katilan 22
kolon kanserli hastada tedavi sonrasinda 7’sinde progresyon saptanirken,

15’inde regresyon saptandi. Bu bulgular Sekil 6’da 6zetlenmisgtir.

16

14+

12+

10
8- B Progresyon
6+ O Regresyon
4_/
2_/
0

Kolon CA Rektum CA

Sekil 6. Hastalik tipine gore Klinik gidisatin gosterildigi sema

KRK’li tum hastalara uygulanan tedavilerin topluca dagiliminin
gosterildigi tablo asagidadir (Tablo 8). Calismamiza erken evre hastalardan
sadece yuksek riskli olanlar alindigi i¢in tablodan da goruldugu gibi bu gruptaki

hastalara KT uygulanmisgtir.
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Tablo 8. Tum hastalara uygulanan KT’lerin evrelere gore dagilimi.

Tedavi Sekli Evre-1 Evre-2 Evre-3 Evre-4
Folfox 0 3 5 3
Folfox+Bevacizumab(B) 0 0 0 4
Folfiri 0 1 1 0
Folfiri + B 0 0 0 4
KRT 0 12 3 2
Campto + irinotekan 0 0 0 1
Mitomycin + UFT + FA 0 0 0 2
Xelox 1 0 0 4
Xelox + B 0 0 0 1
UFT +B 0 0 0 1
Xeloda 0 0 0 1

Hastalara uygulanan tedavilerle kismi veya tam cevap saglanan yani
regresyon elde edilen 30 hastadaki KT oncesi periferik kandaki GC-C mRNA
degeri ile 3. kur KT sonrasi periferik kandan elde edilen GC-C mRNA degeri

arasinda istatiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptanmistir (p=0.000).

CK20 mRNA icin ayni parametrelere bakildiginda 49 hastanin tedavi
sonrasinda regresyon saglanan 30’'unda KT o6ncesi ve 3. kur KT sonrasi alinan
periferik kanlarindaki CK20 mRNA degerlerinde ise istatiksel olarak anlamli bir

iliski saptanmadi (p=0.062).

Tedavi ile regresyon saglanan 30 hastanin 3. kir KT sonrasi periferik
kanlarindan elde edilen GC-C mRNA ve CEA degerleri arasindaki korelasyona
bakildiginda her iki parametre arasinda istatiksel olarak anlamh bir iligki
saptanmistir (p=0.000). Yine ayni hasta grubunda 3. kir sonrasi periferik
kandaki GC-C mRNA ile CA19.9 degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli
korelasyon bulunmustur (p=0.000). Tedavi ile regresyon saglanan 30 hastanin
3. kur KT sonrasi periferik kanlarindan elde edilen CK20 mRNA ile CEA
degerleri arasinda (p= 0.000) ve CK20 mRNA ile CA19.9 degerleri arasinda da
korelasyon saptanmistir (p= 0.000) (Tablo 9).
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Tablo 9. Calismamizda regresyon saglanan hastalarin GC-C, CK20, CEA ve CA19.9

degerlerinin toplu istatistiksel analizi.

Wilcoxon Signed Ranks

- Testi
X+ SE p degeri
GCC-0 = GCC-3 5.456+22.541 = 0.563+0.154 (p=0.000)
CK20-0 & CK20-3 | 4.531+18.629 = 0.280+1.435 (p=0.062)
GCC-3-> CEA-1 0.563+0.154 =» 27.569+85.240 (p=0.000)
GCC-3=> CA19.9-1 | 0.563+0.154 =» 27.040+59.319 (p=0.000)
CK20-3=» CEA-1 | 0.280+1.435 =» 27.569+85.240 (p=0.000)
CK20-32> CA19.9-1 | 0.280+1.435 =» 27.040+59.319 (p= 0.000)

Tedavi sonrasinda progresyon saptanan toplam 19 hastada ise KT

oncesi ve takip eden 3. kir KT'den sonra alinan periferik kanlarindaki GC-C

MRNA degerleri icin yapilan istatiksel gcalismada artis yonunde anlaml bir iligki

saptandi (p= 0.019). Tedavi sonrasi progresyon olan 19 hastaninda KT Oncesi

ve 3. kur KT sonrasi alinan kanlarindaki CK20 mRNA degerlerinde de benzer

sekilde artis yonunde istatiksel olarak anlaml bir iliski elde edildi (p=0.041).

Tedavi sonrasi progrese olan bu 19 hastanin 3. kur KT sonrasi elde

edilen GC-C mRNA ve CEA degerleri arasinda pozitif yonde bir iligki

saptanmigtir (p= 0.000). Yine tedavi sonrasi progresyon gosteren hastalarin 3.
kir KT sonrasi elde edilen GC-C mRNA ve CA19.9 degerleri icin yapilan

istatiksel calismada da anlamli pozitif korelasyon gézlendi (p= 0.012) (Tablo

10).
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Tedavi sonrasi progresyon olan 19 hastada 3. kur KT'den sonra elde
edilen CK20 mRNA ile CEA degerleri arasinda (p=0.000) ve CK20 mRNA ile
CA 19.9 degerleri arasinda anlamli bir korelasyon bulundu (p= 0.035).

Tablo 10. Calismada tedavi sonrasi progresyon olan hastalarin GC-C, CK20, CEA ve

CA19.9 degerlerinin toplu istatistiksel analizi.

_ Wilcoxon Signed Ranks
X+ SE Testi
p degeri
GCC-0 = GCC-3 0.431+0.838 = 1.380+2.254 (p=0.019)
CK20-0 =& CK20-3 1.053+3.026 = 7.581+22.695 (p=0.041)
GCC-3 CEA-1 1.380+2.254>148.684+399.249 (p=0.000)
GCC-3=> CA19.9-1 | 1.380+2.254->250.263+819.898 (p=0.012)
CK20-3=» CEA-1 | 7.581+22.695>148.684+399.249 (p=0.000)
CK20-3-» CA19.9-1 | 7.581+22.695-»250.263+819.898 (p=0.035)

Caligmaya katilan 49 hastanin 23 tanesi TNM siniflamasina gére evre 4
olarak saptandi. Bu 23 hastanin ilk KT oncesi alinan GC-C mRNA degerleri 41
kontrol grubundan elde edilen GC-C mRNA degerlerinden anlamh yuksek
bulundu (p=0.000). KT 6ncesi CK20 mRNA degerleriyle kontrol grubundan elde
edilen CK20 mRNA degerleri arasinda ise anlamh bir iligki saptanmadi
(p=0.143) (Tablo 11).
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Tablo 11. Evre-4 KRK’li hastalarin tedavi dncesi GC-C ve CK20 degerlerinin kontrol

grubuyla istatistiksel analizi.

_ Mann-Whitney Testi
X+ SE p degeri
Evre-4 GCC-0 = Kontrol 6.540+25.758 =>» 0.00 (p = 0.000)
GCC
Evre-4 CK20-0=>Kontrol | 5.435+20.816 = 5.499+12.279 (p = 0.143)
CK20

Tedaviye ragmen progresyon olan 19 hastanin TNM siniflamasina goére
dagihmi su sekilde idi: evre 1’de 1 hasta, evre 2’de 6 hasta, evre 3'te 1 hasta
ve Evre 4’te 11 hasta vardi. Progrese olan bu 19 hastanin baslangic GC-C
MRNA degerlerinden sadece 6’sinda yuksek deder saptanmis ve bu 6 hastanin
5'i 4. evrede iken sadece 1 hasta 2. evrede idi. Baslangicta evre 2 olarak
degerlendirilen bu hastada KT sonrasi yapilan tetkiklerde daha 6nceden var

olmayan karaciger metastazi gelistigi saptanmistir.

Calismaya katilan tim hastalarin 1. KT dncesi ve 3. KT sonrasi periferik
kanlarindan CEA ve CA 19.9 degerleri tespit edildi. Buna goére tim hastalarin ilk
tani sirasindaki GC-C mRNA ile CEA degerleri arasinda anlamli korelasyon
saptanamazken (p=0.946); GC-C mRNA ile CA19.9 arasinda kuvvetli iligki
saptandi (p= 0.000).

Hasta grubunda CK20 mRNA ile CEA ve CA19.9 arasindaki iligki
incelendiginde; CK20 mRNA ile CEA (p= 0.784) ve CA19.9 (p= 0.764) degerleri

arasinda iligki yoktu.

Tum hastalarin tedavi dncesi GC-C mRNA, CK20 mRNA, degerleriyle
CEA ve CA19.9 degerlerinin karsilastiriilmasi tablo 12’de topluca goésterilmistir.
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Tablo 12. Tim hastalarin ilk kiir KT dncesi GC-C, CK20, CEA ve CA19.9 degerlerinin

istatistiksel analizi.

Pearson Correlations

X+ SE (p degeri)

GCC-0=> CEA-0 3.507+17.702=>»200.795+830.959 (p= 0.946)
GCC-0-> CA19.9-0 3.507+17.702=>40.426+103.627 (p= 0.000)
CK20-0->» CEA-0 3.183+14.698=>200.795+830.959 (p= 0.784)

CK20-0>» CA19.9-0

3.183+14.698-240.426+103.627

(p= 0.764)




5. TARTISMA

Epidemiyolojik calismalara gore, KRK'lerde son yillardaki gelismelere
ragmen 5 yillik yasam sureleri, hastaligin yuksek metastatik potansiyeli
nedeniyle oldukga dusuktur (%40-50)(128). TUmOr evresi en dnemli prognostik
gOsterge olmasina ragmen, evre 1 hastalar da kaybedilmektedir. Bu gergek,
primer solid tumorden metastatik hucrelerin yayiliminin hastaligin ¢ok erken

donemlerinde bagladigini dusundurmektedir (129-131).

Tani anindaki kanserin evresi, sadece prognozu belirlemez ayni
zamanda adjuvan KT alacak hastalari segme konusunda da bize rehberlik eder.
Lenf nodu tutulumunun klinik &nemine ragmen, bdlgesel lenf nodu
mikrometastazlarini degerlendirebilecek sensitif ve spesifik teknikler mevcut
degildir.

STH'lerin malign dogasi tumodre 6zgu kromozomal farkliliklar (50) ile
diger genetik degisikliklerin tanimlanmasiyla (51,52) ve ayrica in vitro ortamda
kanser hucresine benzer sekilde davranmalarinin tespiti ile ortaya konmustur
(63). CEA (132), Lenfatik Homing Reseptor CD44 (133), cesitli CK’ler (134) ve
GC-C’ninde (41) icinde oldugu cesitli mRNA’lar periferik kandaki STH’lerini

saptamak igin potansiyel belirleyiciler olarak degerlendirilmigtir.

RT-PCR yontemini kullanarak CK20 mRNA saptanmasi KRKli
hastalarda lenf nodlarindaki sessiz  mikrometastazlari  saptamada
kullaniimaktadir (134-136). Fakat CK20 mRNA’'nin kolay kontaminasyonu ve
saglikli bireylerin kanlarinda da mRNA transkripsiyonu olmasi bu yontemin
dezavantajlanidir. CK20 mRNA ekspresyonu pek cok KRK ve metastaz
olgusunda tespit edilmis (137), onceleri kisith kullanima sahipken (138) RT-
PCR'la tespiti KRK hastalarinda okilt metastazlarin tanimlanmasi igin

kullanilagelmistir (135,136,139). Fakat Litle ve arkadaslarinin c¢alismasinda
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CK20 mRNA transkripsiyonu (139) ve protein ekspresyonunun saglikli
kontrollerin kaninda da tanimlanmasi, mikrometastatik huicrelerin tespitinde

kullanimini sorgulatir hale gelmigtir (140).

Bizim ¢calismamizda da 41 saglikh kontrol grubunun 7’sinde CK20 mRNA
pozitif olarak saptandi. CEA mRNA’da KRK’li hastalarin kanlarindaki STH’lerini
saptamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Mori ve arkadaslari (141) ve
Yamaguchi ve arkadaslari (142) KRK dokusundan drene olan kanda PCR
yontemi ile CEA mRNA pozitifliginin kot prognozla iligkili  oldugunu
saptamiglardir. Bununla birlikte timoérin erken evresinde ¢odu zaman CEA
ekspresyonunun olmamasi ve diger malign ve malign olmayan birgok durumda
da eksprese olmasi, dolagsimdaki STH’lerinin saptanmasinda CEA’ni

kullanilabilecek bir belirte¢ olmaktan uzaklastirmaktadir.

Literatirde simdiye kadar genel olarak kanda veya lenf nodlarinda GC-C
ve CK20 mRNA'nin tespitinin tani sirasindaki yeri ve tedavi se¢imi ve bunlarin
dizeyine gore prognoz tayinleri ve bunlarin saglikh kontrol gruplariyla
kargilastiriimasi ilgili ¢calismalar yapilmistir. Wei-Shone Chen ve arkadaslari
(143) ; KRK tanili hastalarda laparoskopi sirasinda dolagimdaki STH’lerinin
miktarindaki dinamik degdisimlerini ve bu STH’lerin miktarindaki degisimlerin
klinige yansimalarini kandaki GC-C mRNA duzeylerini RT-PCR ile dlgmek
suretiyle arastirmiglar ve hastalarin laparoskopi Oncesi ve laparoskopi
esnasinda alinan kanlardaki GC-C mRNA dulzeylerinde anlamli bir degisiklik
saptanmazken; post-operatif alinan yiksek GC-C mRNA seviyesi olanlarda sifir

veya dusuk olanlara gore prognozun daha kotu oldugunu gézlemlemigler.

Waldman ve arkadaslarinin (41) yapmis oldugu retrospektif bir analizde
ise reklrren hastalik gelismis ve histopatolojiyle nodu tutulumu yok olarak
belirlenmis tim hastalarin lenf nodlarinda GC-C mRNA‘nin pozitif oldugunu
bulmuslarken CEA bu hastalarin sadece birinin lenf nodunda pozitif olarak tespit
edilmistir. Yine ayni galismada metastatik KRK’li hastalarin timér dokularinin
timunde GC-C mRNA pozitif bulunurken CEA ekspresyonu bakildiginda tiumaor
dokularinin %30’'undan daha azinda CEA varlid1 saptanmistir. Bu bilgiler GC-C
MRNA'nin KRK hucrelerinden CEA’ya gore daha sik ve daha fazla eksprese
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edildigi onermesini desteklemektedir.

Tracy ve arkadaslarinin (144) calismasinda ise 24 tane evre 4 KRK
tanisi almig hasta ile 24 tane saglikl kontrol grubu alinmig, hasta grubunun
hepsinin kaninda GC-C mRNA vyuksek saptanmis. Bu beklenen bir sonug
olmakla beraber ilging olan 24 kisilik saglikh kontrol grubunun hepsinin periferik
kanlarinda da GC-C mRNA’nin pozitif saptanmasidir. Bunun Gzerine Tracy ve
arkadaslari GC-C mRNA pozitif olan kontrol grubunun kanlarini plazma, beyaz
kure, eritrosit, trombosit ve mononukleer hucreler diye alt gruplara ayirip tekrar
incelediklerinde sadece CD 34(+) hucrelerde GC-C mRNA pozitif oldugunu
gOstermiglerdir. Bu ¢alismanin aksine bizim ¢alismamizdaki 41 saglikh kontrol
grubunun higbirinde GC-C mRNA igin pozitif bir deger saptanmamigtir. Ayrica
Tracy ve arkadaslarinin ¢calismasinda 24 tane evre 4 KRK hastasinin kaninda
GC-C mRNA pozitif saptanirken bizim galismamizda 49 hastanin 23 tanesi evre
4’td ve bunlarin 14 tanesinin ilk kir KT dncesi alinan kanlarinda GC-C mRNA

yuksek bulundu.

Birbe Ruth ve arkadaslarinin (145) galismasinda ise, histopatoloji ile
tespit edilememis tumor iceren 24 lenf nodunda GC-C mRNA’nin immuno-
histokimyasal tespiti ile kanser metastazinin varhgi gosterilmistir. Bu yUksek
sensitivite ve spesifite, GC-C mRNA’nin immunohistokimyasal tespitinin, KRK’li
hastalarin evrelemesinde kullanilabilecek yararl bir teknik oldugu gortusunu

desteklemektedir.

Solmi ve arkadaslarinin (146) calismasinda ise; 2 tane KRK tanisi almis
(biri evre 2 digeri evre 4) hasta ile 4 tane saglikh kontrol grubundan hem kan
hem de kolon mukoza Ornegi alinmig, kolon 0ornegi ile kan Orneginin
kargilastinldi§i, kanser ve normal durum gozetilerek cesitli tiplerde
kargilastirmalar yapilmig ve yapilan analiz neticesinde kolon hicrelerinde kan

hicrelerine kiyasla asiri eksprese edilen tek sabit bir gen bulanamamistir.

Lenfatik mikrometastazlarin prognoz Uzerine etkisi halen tam olarak
aciklanabilmis degildir (147). Bazi c¢alismalar, mikrometastazlarin sonuglar
uzerine kotu etkisi oldugunu gosterse de bazi calismalarda ise boyle bir

korelasyon gosterilememigtir (148-172).
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Bu calismalarin ¢gogunda orneklem boyutunun kuguk olmasi ve standart
tekniklerin kullanilmamasi; mikrometastazlarin géz ardi edilmesi ve genel
epitelyal antijenler nedeniyle (evreleme bunlara gore yapildigi igin) yalanci
pozitif bir evrelemenin yapilmis olmasi ihtimalini akla getirmektedir. Evre 2
KRK’li hastalarda adjuvan KT'nin kullanilmasini destekleyen randomize
calismalardan elde edilmis kanitlar yoktur. Ancak evre 3 vakalarda KT’nin
belirgin etkisinin gorulmesi, ylksek riskli evre 2 hastalar igin de KT'nin gézden

gegirilmesini desteklemektedir (173).

American Joint Committee on Cancer (AJCC)’in yapmis oldugu calisma
evre 2 (NO) KRK'li hastalarda lenf nodu mikrometastazlarin prognostik etkisini
inceleyen ilk metaanalizdir. RT-PCR gibi molekuler teknikler kullanilarak yapilan
ust evrelemelerde hastalarin %37’sine NO yerine NO (mol+) tanisi konmus ve
bu durum hastalarin %18.7’sinde yasam suresini 3 yil etkilemistir. Molekuler
olarak mikrometastazlar tespit edilen (RT-PCR +) hastalarda 3 yillik yasam
orani %78 iken, molekuler olarak mikrometastaz tespit edilmeyen hastalarda 3
yillk yasam orani ise %97 bulunmustur (P<0.001). Seri kesitleme ve
immunohistokimyasal boyama gibi histolojik teknikler sonucu NO hastalarin
%32’sinin N1 veya NO(i+) oldugu anlasilmigtir. immiinohistokimyasal boyama
ile tanimlanan mikrometastazlarin hastaliksiz yasam suresi ve toplam yasam
suresi Uzerine kotu etkileri oldugu gosterilse de bu, istatiksel olarak anlamli

bulunmamistir.

lddings ve arkadaglarinin (147) metaanalizinde ise 15 yil boyunca
yapilan birgok c¢alismada, rutin histolojik degerlendirme ile nodal tutulum
saptanamayan KRK’li hastalarda (NO), lenfatik mikrometastazlarin prevelansi ve
prognostik  degeri  incelenmistir. TUm  c¢alismalarda, lenf nodlari,
immunhistokimya ve seri kesitleme vel/lveya RT-PCR ile incelenerek
evrelendirilmistir. Daha dnce lenf nodu NO olarak evrelenen vakalarin molekuler
tekniklerle tekrar evrelenmesi sonucu relaps igin daha yuksek risk bulunan bir
alt grubun oldugunu goéstermistir. RT-PCR ile tespit edilen mikrometastazlarin,

toplam yasam suresinde klinik ve istatiksel olarak anlamli bir fark oldugunu
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gOsterilse  de  immunohistolojik  boyama  metoduyla tespit edilen

mikrometastazlarda bdyle anlamh bir fark bulunmamistir.

Bu bulgular sasirticidir. Eger lenfatik mikrometastazlar, prognozu
etkileyen biyolojik olarak 6nemli bir gosterge ise, o zaman hem
immunhistokimyasal hem de molekuler teknikler, ylksek riskli NO hastalari
tanimlanabilmeye imkani tanir olmalidir. Sinirli nodal &rnekleme, bu
metaanalizde immunohistokimyasal metodla tespit edilen mikrometastazlarin,

yasam sureleri Uzerine anlamh bir etkisinin olmamasini agiklayabilir.

Ozetle lddings ve arkadaslarinin (147) yapmis oldugu bu metaanaliz,
KRK’de mikrometastazlarin klinik anlami oldugunu desteklemektedir. RT-PCR
ile mikrometastaz olduguna dair kanit elde edilen hastalarda yasam oranlari,
molekuler mikrometastazi olmayanlara kiyasla belirgin olarak daha dusuktur
(p<0.001).

Carrithers ve arkadaslarinin (17); sadece evre 3 ve evre 4 hastalarda
GC-C mRNA transkripsiyonunun tespit edildigini bildiren g¢alismanin aksine
Bustin ve arkadaslarinin galismasinda (174) pre-op kan drneklerinde hastalik
evresiyle GC-C mRNA kopya sayisi arasinda bir korelasyon gdsterilemedi.
Bizim calismamizda ise 41 kontrol grubundan higbirinde GC-C mRNA pozitifligi
saptanmazken, 49 hastadan ise 28’inde (23 evre 4 hastanin 14’Unde, 26 erken
evre hastanin 14’inde) GC-C mRNA yuksek bulundu.

Bustin ve arkadaslarinin (174) yaptigi ¢calismada KRK hastalarinin peri-
operatif kan 6rneklerinde hastalik evresiyle CK19 ve CK20 mRNA ekspresyonu
arasinda bir korelasyon saptanmamistir. Bizim ¢alismamizda da CK20 igin
benzer sonug elde edilmis hastalik evresi ile CK20 ekspresyonu arasinda iligki

saptanmamistir.

Su ana kadar anlatigimiz GC-C mRNA ve CK20 mRNA icin yapilan
literatir calismalarinin hepsi ya KRK’li hastalarin lenf nodlariyla yapiimis ya da
tani amacli veya tani sirasindaki degerlerine gore prognoz tahminine yonelikti.
Bizim calismamizda ki amacimiz ise KRK’li hastalarda kan GC-C ve CK20
MRNA duzeyinin hastaligin evresi, prognostik parametreleri ve uygulanan

tedaviye yanit ile iligkisini incelemektir.
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Calismamizda tum evredeki hasta grubunun tedavi 6ncesi GC-C mRNA
duzeyleri ile kontrol grubunun GC-C mRNA dlzeyleri arasinda istatiksel olarak
anlamh bir iliski saptanmamistir (p=0.208). Kontrol grubundaki tim hastalarda
GC-C mRNA degerinin 0 olmasina ragmen bu sonucun elde edilmesinin 2
sebebi var. Birincisi hasta grubundaki GC-C mRNA degerine ait standart
sapmanin ¢ok yuksek bulunmasi (Standart sapmasi:17.703), ikinci sebep ise
hasta grubunun yarisina yakin kisminin erken evre olmasidir. Hasta grubu
icinden sadece evre 4 olanlarin tani sirasindaki GC-C mRNA degerleri ile
kontrol grubu GC-C mRNA degerleri arasinda yuksek bir fark saptanmigtir
(p=0.000). Bu sonug ise GC-C’nin metastatik hastalarda kanda saptanabilirligi
ile aciklanabilir.

Calismamizda tum hasta grubunun tedavi dncesi CK20 mRNA degerleri
ile kontrol grubunun CK20 mRNA degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (p=0.425). Bununda iki sebebi bulunmaktadir. Birincisi GC-
C’de oldugu gibi standart sapma ¢ok yuksek bulundu (Standart sapmasi:
14.698). Ikinci sebep ise kontrol grubundaki yiksek CK20 mRNA diizeyleridir.
Hatirlanacagi Uzere Bustin ve arkadaslarinin ¢alismasinda da (174) operasyon
oncesi kan orneklerindeki CK20 mRNA duzeyleri, ile saglkh kontrollerdeki
dizeyler ile kargilastirildiginda anlamli bir fark gorulmemigti. Yine bizim
calismamizda evre 4 KRK’li hastalarin tedavi dncesi CK20 mRNA duzeyleri ile
kontrol grubunun CK20 mRNA dlzeyleri arasinda ise yine istatiksel olarak

anlaml bir fark saptanmadi (p=0.143).

Calismamizdaki tum KRK’li hastalarin tedavi oncesi GC-C mRNA degeri
ile ayni hastalarin tedavi oncesi CEA degerleri arasinda anlamli bir iligki
saptanmamistir (p=0.946). Bunun sebebi olarak hasta grubumuzdaki GC-C
MRNA’nin metastatik olmayan olgularda kanda eksprese olmamasindan
kaynaklanabilir. Tum hastalarin tedavi oncesi GC-C mRNA degerleri ile ayni
hastalarin tedavi 6ncesi CA 19.9 degderleri arasinda istatiksel olarak kuvvetli
anlaml bir iligki saptanmistir (p=0.000). Literatirde buna benzer bir ¢calismaya
rastlaniimamistir. Yine tim hastalarin tedavi éncesi CK20 mRNA degerleri ile
CEA degerleri ve CK20 mRNA degerleri ile CA 19.9 degerleri karsilastiriimis ve

aralarinda anlamli bir iliski saptanmamistir (sirasiyla; p=0.784, p=0.764).
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Literatirde buna benzer bir sonuca rastlaniimamistir.

Calismamizin hipotezini analizlerde hastalari bu bélimde tedavilerden
alinan cevaplara gore regresyon saglanan ve progresyon olanlar diye iki gruba
ayirdik. Tedavi ile regresyon saglanan 30 hastanin tedavi dncesi GC-C mRNA
degerleri ile 3. kir KT'den sonra alinan GC-C mRNA degerleri arasinda
istatiksel olarak kuvvetli negatif korelasyon saptandi (p=0.000). Literatiirde buna

benzer bir bulgu yoktur.

Tedavi ile progrese olan 19 KRK’li hastanin tedavi dncesi GC-C mRNA
degerleri ile 3. kir KT’den ortalama 1 hafta sonra alinan GC-C mRNA degerleri
arasinda pozitif korelasyon saptandi (p=0.019). Yine literatirde buna benzer bir

sonuca rastlanmamistir.

GC-C igin yaptigimiz bu c¢alismayl CK20 iginde yaptik. Tedavi sonrasi
regresyon saglanan hastalarin tedavi 6ncesi CK20 mRNA degerleri ile 3. kir KT
sonrasi elde edilen CK20 mRNA degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmazken (p=0.062), tedavi sonrasi progrese olan hastalarin tedavi
oncesi CK20 mRNA degerleri ile 3. kur KT sonrasindaki CK20 mRNA degerleri
arasinda anlamh bir iligki saptanmistir (p=0.041). Literatirde benzer bir
calismaya rastlanmamistir. KRK’li hastalarin tedavi oncesi CK20 mRNA
degerleri ile tedavi boyunca saptanacak CK20 mRNA degerleri arasindaki
degisimlerle Kklinik regresyon Ongorilemez ama progresyonu saptamada

yardimci olabilir.

Tumor belirteclerinin @ KRK tani sirasinda kombinasyonlar halinde
kullanimi ile ilgili daha 6nceden yapilmis c¢alismalar vardir. Bunlarin ortak
sonucu CEA, CK20 ve CK19 mRNA’lari, PCR yontemi kullaniimak suretiyle
basariyla kullanilabilir (135,175-177). Bizde ¢alismamizda Real Time RT-PCR
yontemini kullandik. Real Time RT-PCR; PCR’In yuksek etkinligini, DNA
probunun spesifitesi ve spektral analizin yuksek sensitivitesiyle isabetli
kantifikasyonunu birlestiren bir kantitatif nukleotid tayin teknigidir. Dong ve
arkadaslarinin g¢alismasindaki (178) ilging bir bulgu KRK’li hastalarda kanda,
CEA, CK20 ve CK19 mRNA ekspresyonunun erken evrelerde relatif olarak

daha yuksek bulunmasidir. Bizim ¢alismamizda ise bu ¢aligmanin tam aksine
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TNM evresi arttikgca CK20 mRNA ve CEA dizeyi yukselmigtir.

Ayni durum GC-C mRNA icin de gegerlidir. Dong ve arkadaslarinin
calismasindaki (178) saptamada belirtildigi gibi tUmor belirteglerinin  birlikte
degerlendiriimesi, dusluk pozitiflik orani probleminin ¢bézimune katkida
bulanabilir. Tek bir timar belirleyici yerine 2 veya 3 belirliyeciye birlikte bakmak

ile en yuksek pozitiflik oranina ulasiimistir (Tablo 13).

Tablo 13. Dong ve arkadaslarinin calismasina gdore tUmor belirleyicilerin
kombinasyonu ile vaka saptama oranlari

n Markirlarin kombinasyonu p degeri

saptama oranlari
CEA+CK19 42 22 (52.4%) p<0.05
CEA+CK20 42 21 (50.0%) p<0.05
CK19+CK20 42 23 (54.8%) p>0.05
CEA+CK19+CK20 42 25 (59.5%) p<0.05

Yine Dong ve arkadaslari (178) calismalarinda CEA, CK20 ve CK19
mRNA’larinin spesifitesinin, konvansiyonel RT-PCR’a kiyasla daha anlamli
derecede yuksek oldugunu tespit edilmis (178). Bu sonuglar, ayni belirleyicilerin
RT-PCR ile tespit edildikleri 6nceki ¢alismalarla uyumludur. Real-time PCR’in
yuksek spesifitesine karsin pozitif tespit orani, konvansiyonel RT-PCR’a kiyasla

dusuk bulunmustur.

Degisik calismalarda 5 yillik takibi olan KRK’li hastalarin retrospektif
analizlerinde hastalardaki operasyon oOncesi yuksek CEA, CK20 ve CK19
MRNA duzeylerinin, daha dusuk 5 yillik yasam oranlariyla iligkili iken,
operasyon oncesi dusuk degerlerin daha iyi yagsam oranlarina sahip olduklari
bildirilmistir (179,181,182).

Calismamizdaki hasta gruplarinda CEA ve CA19.9 degerlerine de
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bakildi. Tedavi sonrasi regresyon saglanan hastalarin 3. kir KT sonrasi GC-C
MmRNA degerleri ile CEA ve CA19.9 degerleri arasinda kuvvetli bir iligki
saptanmigtir (sirasiyla; p=0.000, p=0.000). Literaturde buna benzer bir
c¢alismaya rastlaniimamigtir. Tedavi sonrasi regrese olan hastalar igin GC-C
MmRNA ve CEA degerlerinde birlikte disus gdzlenmistir. Yine tedavi ile
regresyon saglanan hastalarin 3. kir KT sonrasi periferik kanlarindan elde
edilen CK20 mRNA ve CEA degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmustur (p=0.000). Literatirde buna benzer bir c¢alisma yoktur Bu
sonuglara dayanarak KT alan KRK tanili hastalarda tedavi sirasinda ve
bitimindeki GC-C ve CK20 mRNA ile CEA degerlerinde disus saptanirsa
hastanin tedaviye iyi cevap verecegini 6ngorebiliriz.

Tedavi sonrasi progrese olan hastalarin 3. kir KT sonrasi GC-C mRNA
ve CEA degerleri ile CK20 mRNA ve CEA degerleri arasinda lUglinde de artis
yonunde anlamli bir iliski saptanmistir (sirasiyla; p=0.000, p=0.000). Literaturde
buna benzer bir galismaya rastlaniimamigtir. Yine benzer sekilde KT alan KRK
tanili hastalarda tedavi boyunca GC-C ve CK20 mRNA ile CEA degerlerinde

artis saptanirsa hastaligin prognozunun kétu olacagini tahmin edebiliriz.

Calismamizda tedavi sonrasi regresyon saglanan hastalarin 3. kur
KT’lerinden sonra elde edilen CK20 mRNA ve CEA degerleri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p=0.000). Literatirde buna benzer bir
calismaya rastlanilmamistir. Tedavi sonrasi regrese olan hastalar icin CK20
MRNA ve CEA degerlerinde bir disus elde edilmistir. Bu sonuca istinaden KT
alan KRK tanili hastalarda tedavi sirasinda ve bitimindeki CK20 mRNA ve CEA
degerlerinde tani sirasindaki alinan degerlere gore dusus saptanirsa hastanin

tedaviye iyi cevap verecegini tahmin edebiliriz.

Benzer sekilde tedaviye ragmen progrese olan hasta grubunda ise 3. kur
KT sonrasi periferik kanlarindan elde edilen GC-C mRNA ve CA19.9 degerleri

arasinda anlamli iligki vardi (p=0.012).

3. kiir KT sonrasi elde edilen CK20 mRNA ve CA19.9 degerleri arasinda
hem regresyon gozlenen hastalarda (negatif korelasyon, p=0.000) hem de

progresyon gozlenen hastalarda istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmigtir
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(pozitif korelasyon, p=0.035).

Tedavi sonrasi progrese olan hastalarda tedavi sirasindaki ve
sonrasindaki CK20 mRNA ve CA19.9 degerlerinde artis saptanmistir.

Literatirde benzer calismalar bulunmamaktadir.

Dong ve arkadaslarinin c¢alismasi (178), hastaligin sadece tani
asamasinda yapilmis olmasindan dolayl bizim calismadan farkli olmakla
beraber tumor belirleyiciler tek tek kullanimina kiyasla ikili veya uglu
kombinasyonlarinin kullanimi ile niks edecek hastalari erken dénemde
ongormeye, rutin histopatolojik yontemlerle saptanamayan mikrometastazlarin
saptanmasi ile evrelemenin daha dogru yapilmasina ve buna bagli olarak daha

uygun tedavi yaklagimlari sayesinde kuratif tedaviye olanak saglayabilir.

Tumor belirteglerinin  birlikte degerlendiriimesi, duslk pozitifik oran
probleminin ¢dzimune katkida bulanabilir. Tek bir belirte¢ yerine 2 veya 3

belirtece bakilarak en yiksek pozitiflik oranina ulasilabilir.

(1) KRK'de tumor belirleyicilerin birlikte analizi ile metastaz ve/veya
rekdrrens gelisecek hastalarin ongoérilmesi ve terapodtik sonuglari izlemeye
yardimci olur. Serumda CEA, CA19.9, CK20 mRNA ve GC-C mRNA

dizeylerindeki degisiklikler; metastaz/rekirrensi veya progresyonu yansitir.

(2) KRK'de yuksek riskli hastalarin belilenmesinde erken belirleyici
olarak kullanilabilir. Dukes A veya B hastalarinda kanda artmig CEA, CA19.9,
CK20 mRNA ve GC-C mRNA ekspresyonu, hastalik progresyonu veya relaps
yonunden yuksek risk faktori olarak degerlendiriimelidir ve bu nedenle bu
hastalara adjuvan KT vermek ve yakindan izlemek gerekir. Bu konu ile ilgili

klinik galismalarin yapiimasi gereklidir.

Sonug olarak KRK’li hastalar da periferik kanda CEA, CA19.9, CK20
MRNA ve GC-C mRNA'nin kantitatif RT-PCR ile tespitinin, erken evre
hematojen yayillan ve daha sonra metastaz veya reklrrense donusebilen
lezyonlarin belirlenmesinde kullanilabilir. Bu sayede hala klinik 6nemini
yitirmemis olan erken evre KRK'li hastalarin niks gelisecek olan alt grubu igin
kur imkani saglanabilecektir.

Ayrica metastatik KRK’li hastalarda kullanimlari sayesinde tedaviden
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fayda gérmeyen hasta grubunun daha erken belirlenerek ylksek olan tedavi
maliyetlerinin azaltilmasi yani sira hastalara farkh tedavi seceneklerinin daha
erken uygulanmasi ile daha etkili tedavilerin uygun zamanda yapilabilmesi
mumkun olabilecektir.

Yukaridaki tezimizin gecerliligini ortaya koyacak daha genis hasta

grubunun incelendigi caligmalara ihtiyag vardir.



6. SONUGLAR VE ONERILER

. KRK’li hastalarda tani sirasinda periferik kandan elde edilen GC-C
dizeyi kontrol grubuna goére yuksek saptandi fakat standart sapmasi
yuksek oldugu icin istatiksel olarak anlamh bulunmadi (SS=17.702,
p=0.208).

. Hastalarda tani anindaki CK20 mRNA duzeyi ile kontrol grubu arasinda
fark saptanmadi (p=0.425).

. Metastatik hastalardaki GC-C mRNA duizeyi kontrol grubuna goére ylksek
bulundu (p=0.000).

. Metastatik hastalardaki CK20 mRNA dizeyi kontrol grubu
ortalamasindan farkl degildi (p=0.143).

. TUum hastalarin KT dncesi CA19.9 ile CK20 mRNA arasinda (p=0.764) ve
CEA ile CK20 mRNA ve GC-C mRNA arasinda (sirasiyla p=0.784,
p=0.946) arasinda anlamli iligki gozlenmezken sadece GC-C mRNA ile
CA19.9 arasinda korelasyon saptandi (p=0.000).

. Tedavi ile regresyon saglanan hastalarda KT sonrasindaki GC-C mRNA
duzeylerinde tedavi Oncesi degerlere gore belirgin dusus saptandi
(p=0.000).

. Tedavi ile regrese olan hastalarda KT oncesi ve sonrasinda periferik
kandan elde edilen CK20 mRNA dlzeyleri arasinda korelasyon yoktu
(p=0.062).

. Tedavi ile regrese olan hastalarda GC-C mRNA ile CEA ve CA19.9
dizeylerinde birlikte dusus saptandi (sirasiyla; p=0.000, p=0.000).

. Tedavi ile regrese olan hastalardaki KT sonrasi CK20 mRNA ile CEA ve
CA19.9 duzeylerinde birlikte azalma saptandi (sirasiyla; p=0.000,
p=0.000).

10.Tedavi sonrasinda progrese olan hastalarda KT sonrasindaki GC-C

MRNA ve CK20 mRNA dizeyleri tedavi dncesi degerlerine gore belirgin

yuksek saptandi (sirasiyla; p=0.019, p=0.041).
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11.Tedavi sonrasi progrese olan hastalarda GC-C mRNA ile CEA ve
CA19.9 dlzeylerinde tedavi oncesi degerlere gobre birlikte bir artis
saptandi (sirasiyla; p=0.000, p=0.012).

12.Tedavi sonrasi progrese olan hastalarin periferik kanlarindan elde edilen
CK20 mRNA ile CEA ve CA19.9 dlzeylerinde belirgin bir artis saptandi
(sirasiyla; p=0.000, p=0.035).

13.Progrese olan 19 hastadan sadece 6’sinin baslangic GC-C duzeyi
yuksekti. Bunlardan besi metastatik iken sadece biri Evre 2’idi. Bu erken
evre olan hastada ise KT sonrasi baglangi¢cta olmayan karaciger
metastazi saptandi.

14.GC-C mRNA, CK20 mRNA, CEA ile CA19.9 ekspresyon duzeylerinin
tespiti tedaviye yaniti belirlemede guvenilir birer parametre olarak
kullanilabilirler.

15.Ayrica evre 2 hastalarda tedavi edilmesi gereken alt grubun
belirlenmesinde de bu parametrelerin kullanilabilirligi aragtiriimalidir.

16.Metastatik hastalarda GC-C mRNA, CK20 mRNA, CEA ile CA19.9
kullanimlari sayesinde tedaviden fayda gérmeyen hasta grubunun daha
erken belirlenerek yuksek olan tedavi maliyetlerinin azaltiimasi yani sira
hastalara farkli tedavi seceneklerinin daha erken uygulanmasi ile daha
etkili tedavilerin uygun zamanda yapilabilmesi mumkuin olabilecektir.

17.Tezimizin gegerliligini ortaya koyacak daha genis hasta grubunun

incelendigi ¢calismalara ihtiyag vardir.
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