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OZET

Kolorektal Kanserlerde miR520a-3p/b/d-3p/e Ve miR302a/b Ekspresyon Profilinin

Cikarilmasi

GIRIS VE AMAC: Kolorektal kanserler tiim diinyada 3. en sik goriilen
kanserlerdir. Kanserden oliimlerde 4. siradadir. Tiirkiye’de 2008 yili verilerine gore
kadinlarda 3. en sik (insidans 13,5/100000), erkeklerde 4. en sik (insidans 20,8/100000)
goriilen kanserlerdir. Otofaji, selliiler organel ve proteinlerin  yikimmi gerceklestiren
homeostatik bir progestir. LC3 (microtubule-associated proteinl light chain 3), hiicrede
otofaji aktive oldugunda otofagozom iizerinde goriilen ve otofaji aktivitesini gdsteren bir
proteindir. MikroRNA’lar (miRNA) kiiciik, protein kodlamayan 20-25 niikleotidli
RNA’lardir. Niikleotid dizinlerinin tamamlayicist mRNA’lara baglanip transkripsiyon sonrasi
gen ekspresyonunun diizenlerler. miR520a-3p, miR520b, miR520d, miR520e, miR02-a,
miR302-b otofaji yolagindaki c¢esitli genlerle de iligkili olabilecek miRNA’lardir. Bu
calismada kolon kanserinde LC3C ekspresyonunu ve prognostik faktorlerle iliskisini ve
otofaji yolagin1 kontrol eden genlerle (ULK1/2, UVRAG, ATG7) iliskili olabilecek
miRNA’larin ~ (miR520a-3p, miR520b, miR520d-3p, miR520e, miR302-a, miR302-b)

ekspresyonlar1 ve bunun prognostik klinikopatolojik parametrelerle iliskisini degerlendirdik.

GEREC VE YONTEM: Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Patoloji boliimii arsivinden Agustos 2009-Ocak 2014 tarihleri arasinda kolorektal
karsinom nedeni ile kolektomi uygulanmis lokal ileri evre (T3-T4) 50 olgu secildi.
Prognostik klinikopatolojik ~6zellikler belirlendi. Immiinohistokimyasal olarak LC3C
ekspresyonu degerlendirildi. LC3C ekspresyonu ile prognostik klinikopatolojik veriler
arasindaki iligki ki-kare analizi ile, bagimsiz parametreler Kaplan-Meier cox-regresyon
analizi ile karsilastirildi. Olgulara ait tiimorlii ve tiimdrsiiz dokularin miRNA ekspresyon
analizi Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) RT-PCR cihazi kullanilarak yapildi.
Istatiksel islemler SPSS 17.0 programu ile yapildi.



BULGULAR: Kolorektal karsinomda %52 (26/50) oraninda yiiksek LC3C
ekspresyonu tespit edildi. LC3C ile tiimor capi, histolojik grade ve tiimor yerlesim yeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmistir. Tiimorlii kolon dokularinda, tiimorsiiz
kolon dokularina oranla miRNAS520b (mean FC=-1,7+0,30 SEM) , miRNA520d-3p (mean
FC=-1,46+0,33 SEM) ve miRNAS520e (mean FC=-0,66+0,29 SEM)’de anlamli ekspresyon
kayb1 izlendi. Ancak miRNA ekspresyon seviyeleri ile LC3C ekspresyonu, cinsiyet, yas,
histolojik grade, TNM evre, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, lenf nodu metastazi

ve sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmadi.

SONUC: Calismamizin sonucuna gore kolorektal kanser tanist ve hedefe ydnelik
tedavi ajanlarmin gelistirilmesi acisindan miRNA520e, miRNAS520d-3p, miRNAS520b
ekspresyonunda azalmanin gosterilmesi faydali olabilir. Kolorektal kanserlerde, otofaji
aktivitesi ve miRNA520e ,miRNA520d-3p, miRNA520b ekspresyonunda azalma arasindaki
iliskinin daha iyi anlagilmas: icin, ULK-1/2, UVRAG, ATG-7 gen ekspresyon profilinin

cikarilmasi yararli olacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Kolorektal karsinom, otofaji, LC3C, miRNA, miR520a-3p,
miR520b, miR520d-3p, miR520e, miR302a, miR302b

ABSTRACT

INTRODUCTION: Colorectal cancer is the third most common cancer in the world. It is
the fourth in deaths due to cancer. In Turkey, it is the third most common cancer in women
(incidence 13,5/100000) and fourth in men (incidence 20,8/100000) according to 2008 data.
Autophagy is a cellular self-digestion pathway involved in proteins and organelles degraded
through delivery to lysosomes for promoting cell survival, development and homeostasis.
LC3 (microtubule-associated proteinl light chain 3) is a protein seen on the autophagosome
when the autophagy activated. It shows the aotophagic activity of cells
immunohistochemically. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs approximately
20-25 nucleotides in length. They regulate the post-transcriptional gene expression by

binding to target complementary mRNA genes. mir-520a-3p, mir-520d-3p, mir520-b, mir-



520-e, mir-302-a, mir-302-b, and may be associated with autophagy pathway genes. In this
study, we investigated the relationship between autophagy activity and prognostic factors in
colon cancer. Also the expression of miRNAs (mir-520a-3p, mir520-d-3p, mir520-b, mir-
520-e, mir-302-a, mir-302-b) associated with the genes controlling autophagy pathway in

colon cancer and its relationship with clinicopathologic parameters were evaluated.

MATERIAL AND METOD: 50 patients who underwent colectomy for local advanced
stage (T3 and T4) colorectal carcinoma between August 2009 and February 2014, were
selected. Prognostic clinicopathological features were evaluated. Immunohistochemical
testing were performed to evaluating LC3C expression status. Chi-square analyses were used
to test associations between parameters. The Kaplan-Meier, and Cox regression analyses
were used to test associations and independent predictor status of LC3C and prognostic
clinicopathological factors. miRNA expression profiling was detected using Real Time PCR
(Corbett Research Model: RG-600, Australia). Statistical analyses were performed with SPSS

17.0 software.

FINDINGS: High expression of LC3C was observed in 52% (26/50) of colorectal cancers.
There was statistically significant relation between high LC3C expresion with tumor size,
histological grade and tumor site. Expression levels of miRNA520b (mean FC=-1,7+0,30
SEM), miRNA520d-3p (mean FC=-1,46+0,33 SEM) and miRNAS520e (mean FC=-
0,66+0,29 SEM) were significantly downregulated in tumoral colorectal tissues when
compared to non-tumoral colorectal tissues. We did not find a significant relation between
downregulated expressions of miRNA520e, miRNA520d-3p, miRNA520b and various
clinicopathological parameters (Age, tumor size, tumor site, histological grade, TNM stage,

lymphovascular invasion, perineural invasion, LC3C expression).

CONCLUSION: In our study, we found downregulated expressions of miRNA520e,
miRNAS520d-3p and miRNAS520b in colorectal carcinomas. This findigs may be usefull for
diagnosis and molecular targeted cancer therapies of colorectal carcinomas. Evaluation of the

ULK-1/2, UVRAG and ATG-7 gene expressions will be usefull for understanding of



relations between autophagy activity and miRNAS520e, miRNA520d-3p, miRNA520b

downregulated expression, in colorectal carcinoma.

KEYWORDS: Colorectal Carcinoma, autophagy, LC3C, miRNA, miR520a-3p, miR520b,
miR520d-3p, miR520e, miR302a, miR302b
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1.GIRIS VE AMAC
KRK tiim diinyada 3. en sik goriilen kanserlerdir. 2008 yili verilerine gore diinya
genelinde 1.24 milyon kisi KRK tanis1i almistir ve tiim kanserlerin yaklasik %10’unu
olusturmaktadir. KRK, kanserden 6liimlerde diinya genelinde 4. siradadir ve yaklasik 610,000
Olimden sorumludur. Tiirkiye’de 2008 yili verilerine gore kadinlarda 3. en sik (insidans
13,5/100000), erkeklerde 4. en sik (insidans 20,8/100000) goriilen kanserlerdir. Erken teshis
edildiginde sagkalim yliksektir. 5 yillik sagkalim erken evrelerde %90’a yaklagmaktadir.

Ancak ileri evre ve metastatik olgularda prognoz kotiidiir.

Otofaji kendi kendini yeme olarak bilinen hiicresel bir sindirim mekanizmasidir.
Otofaji, hiicrenin sag kalimini, biiylimesini ve homeostasisini saglamak i¢in hiicre igerisindeki
proteinleri veya zarar gérmiis organelleri ¢ift zarli bir kesecik igerisine alarak lizozoma tagsir
ve sindirimini saglar. Otofaji kesintiye ugradiginda tlimorigenez desteklenir ve hizlanir.
Otofaji yolagi aktive olduktan sonra otofagozomlarin olusmasinda ve lizozoma fiizyon
asamalarinda bir¢ok otofajik gen rol almaktadir. Bu genlerden bazilar1 ise anahtar role
sahiptir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda otofajinin norolojik hastaliklar, karaciger
hastaliklari, kalp hastaliklari, ve kanser gibi patolojilerde rol aldigi gosterilmistir. LC3
(microtubule-associated proteinl light chain 3) otofagozom olusumunda anahtar role sahiptir.

Immunohistokimyasal olarak gdsterilmesi otofaji aktivitesini gostermektedir.

miRNA’lar (miRNA) kiiclik, protein kodlamayan 20-25 niikleotidli RNA’lardir.
Protein kodlamayan bu RNA molekiilleri, kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicist olan
hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya mRNA yikimi ile transkripsiyon
sonrast gen ekspresyonunun diizenlenmesini gerceklestirirler. miRNA’lar bircok hastalikta
oldugu gibi kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde gorev almaktadir. miRNA’lar hiicre 6liim

sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde de alternatif role sahiptir.

“mir-520a-3p, mir-520b, mir-520d-3p, mir-520e, mir-302-a, mir-302-b” otofa;ji
yolagindaki cesitli genlerle de iliskili olabilecek miRNAlardir. miRNA’lar hiicre zarindan
gecebilmektedirler. Bu sayede kan ve viicut sivilarindan izolasyonlart miimkiindiir. Bu
nedenlerle miRNA’lar kanser teshisi ve hedefe yonelik tedavi icin alternatif olanaklar

sunmaktadir.



Kolon kanserinde otofaji aktivitesini ve prognostik faktorlerle iliskisini arastirdik. Bu
tezde kolon kanserinde, otofaji yolagin1 kontrol eden genlerle (ULK1/2, UVRAG, ATG7)
iligkili olan miRNAlarin (mir520-a-3p, mir-520b, mir-520d-3p, mir-520e, mir-302-a, mir-
302-b)  ekspresyonunu ve bunun prognostik klinikopatolojik parametrelerle iliskisini

degerlendirdik.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.KOLON

2.1.1 KOLON EMBRIYOLOJiSi

Vitellus kesesi ile iligkili bulunan basit endoderm diski yani primitif bagirsak, erken
diferansiyasyona ugrayarak on bagirsak, orta bagirsak ve arka bagirsak olmak {izere ii¢ kisma
ayrilir. Orta bagirsaktan ¢ekum, apendiks, ¢ikan kolon, 2/3 proksimal transvers kolon gelisir.
Arka bagirsaktan 1/3 distal transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve anal kanal
geligir. Zamanla proksimal kolon mezosu batin sol yaninda rezorbe olur ve fikse bir duruma
gecer. Transvers kolonla sigmoid kolon mezolar1 kalir. Bdylece en uzun mezoya transvers ile
sigmoid kolonda rastlanir. Klinikte pratik olarak ilk yariya sag kolon, ikinci yariya sol kolon

denmektedir (;).

2.1.2. KOLON ANATOMISIi

[leumun son kismindan aniise kadar uzanmir ve 1.5m uzunlugundadir. Cekumda en
biiyiik capa sahiptir. Rektuma dogru gittikce kiiciiliir. ince bagirsaktan, haustra koli denilen
bogumlarla, dis kistmda appendices epiploica denilen yag kesecikleri ile ve longitudinal kas

liflerinin bir araya toplanmast ile olusan tenialar ile ayrilmaktadir ().

Kalinbagirsak sag iliak bolgeden baglar, sag lumbar ve hipokondriyak bolgeler
boyunca karacigerin alt yiiziine kadar yiikselir. Fleksura koli dekstra denilen biikliimle sola
kivrilir. Epigastrik ve umblikal bolgeleri ¢aprazlayip sol hipokondriyak bolgeye gelir. Burada
fleksura koli sinistra ile asag1 dogru kivrilir. Sol lumbar ve sol iliak bolgelerden gegerek
pelvis bosluguna ulasir. Sol iliak bolgede fleksura sigmoiday1 yapar. Buradan pelvis arka

duvar1 boyunca inerek aniise ulagir (Sekil 1) ).

CEKUM: Kalin barsagin kese seklindeki baslangic kismidir. Boyu 6.5cm, genisligi
7.5cm’dir. Genis bir liimene sahip olmasi ve duvarinin ince olmasi nedeni ile intestinal

obstriiksiyonlarda kolonun en sik perfore olan kismidir ().

APENDIKS: 5-10mm c¢apmnda tiip sekilli uzantidir. Cekum tepesinden baslar.

Ortalama 8cm uzunlugundadir ().



CIKAN KOLON: Cekumdan, karaciger sag lobunun alt yiiziine, fleksura kolika

dekstraya kadar uzanir. On ve yan yiizleri peritonla kaplidir, 15-20cm uzunlugundadir (1, 2).

TRANSVERS KOLON: En uzun ve en hareketli kismidir. Fleksura kolika
dekstradan dalagin alt ucundaki fleksura kolika sinistraya kadar uzanir. Tamamen periton

icindedir. Yaklasik 50cm’dir ().

INEN KOLON: Sol bobrek dis yiizii boyunca asag1 dogru iner. Bobregin alt ucunda
biraz i¢e donerek, psoas ile quadratus lumborum arasindaki agida seyreder. Crista iliaca’dan
sonra iliak kolon adm alir. On ve yan yiizleri periton ile ortiiliidiir ;). Ortalama 25 cm

uzunlugunda olup, kolonun en kalin kas tabakasina sahip boliimiidiir o) .

SIGMOID KOLON: S secklinde kivrilmistir. 40cm uzunlugundadir. Pelvis
boslugundadir. Apertura pelvisis superior hizasinda baslar. 3. sakral vertebranin 6n yiiziinde,

rektum ile sonlanir. Cap1 2.5cm’dir ve kolonun en dar yeridir ().

REKTUM: Sakrum egikligini takip ederek kivrimli sekilde agagi iner ve anal kanalda
sonlanir. Proksimal 2/3 kisimin 6n ve yan yiizii ile distalin sadece 6n yiizii periton ile kaplidir
)

ANAL KANAL: 2.5-4cm uzunlugundadir. Rektumun alt kismi ile arkaya dogru ag1

yapar. Peritonu yoktur ).

Cekum, apendiks, inen kolon, transvers kolonun biiylik kismi arteria mesenterika
superior’dan ve transvers kolonun sol ucu, inen kolon, sigmoid kolon arteria mesenterika
inferior’dan beslenmektedir. Rektum ise a.mesenterika inferior, a. iliaka interna, a. pudenta
interna olmak tizere ii¢ farkli kaynaktan beslenmektedir. Kalin barsagin venleri arterler ile
yandas, onlarla ayn1 planda dagilirlar ve ayni isimleri alirlar. Sonunda hepsi vena portay1

olustururlar ().

Fleksura kolika sinistraya kadar olan kisimin lenf drenaji nodi lymphatisi mesenterika
superior’a dokiiliir. Inen kolon ve sigmoid kolonun lenfatikleri nodi lymphatisi mesenterika
inferiora, buradan {ist preaortik nodlar yoluyla kolayca truncus intestinalis ve cisterna chyli’ya

ulagir. Bu nedenle burada lokalize kanserin yayilmasi daha biiyiik riskler dogurur. Rektum

4



ve anal kanal iist yarisinin lenfatikleri, para rektal nodlar yoluyla nodi lymphatici mesenterika
inferiora ve orta rektal lenf nodlar yoluyla nodi lymphatisi iliaka communise gider. Anal
kanal alt yarist lenfatikleri, digerlerinden farkli olarak perine derisinin derininden ve bag

dokunun arasindan nodi lymphatisi inguinalis superficialis’e dokiiliirler ().

Kalin barsagin inervasyonuna baktigimizda, fleksura kolika sinistraya kadar olan
boliimiin sempatikleri, pleksus ve ganglion mezenterika superiordan (10.Th-1.L) gelirken
parasempatikleri, n.vagustan gelir. Fleksura kolika sinistra ile rektum iist kism1 arasindaki
barsaga sempatikler pleksus ve ganglion mezenterika inferior (1.L-2.L) yoluyla ve
parasempatikleri n.erigentes ile gelir. Ano-rektal bolgede linea pectinata’nin iistiindeki kisma
sempatikleri pleksus hypogastrikus inferior ve parasempatikleri n.erigentes verir. Linea
pectinata’nin altinda kalan anal kisim somatik bir sinir olan n.pudenta interna’nin dali olan

n.hemorrhoidalis inferiordan inerve olmaktadir (y).

Right colic Left cqlic
(hepatic) (splenic) flexure
flexure Transverse
Transverse mesocolon
colon

Epiploic

Superior - appendages
mesenteric

artery Descending
Haustrum colon
Ascending

colon Cut edge of

mesentery

lleum . .
Teniae coli

lleocecal
valve

Si id
Cecum 'gmot

colon

(a)

Sekil 1. Kolonun anatomik goriintiisti (Toolopp.com Human Anatomy Picture)

2.1.3.KOLON HISTOLOJiSi

Kalin bagirsak duvar1 da tiim gastrointestinal sistem gibi histolojik olarak tunika
mukoza, tunika submukoza, muskiilaris eksterna ve tunika seroza/adventisya olmak lizere 4
tabakadan olugmaktadir (3).

Tunika Mukoza



Mukoza ise epitel, lamina propriya ve muskiilaris mukoza olarak 3 tabakaya ayrilir.
Mukozal yiizey tek sirali algak kolumnar veya kiiboidal epitelle doselidir. Karakteristik olarak
villuslar yoktur. Intestinal glandlar (liberkiihn glandlar1 ya da kriptleri) uzundur ve ¢ok sayida
goblet ve emici (absorbtif) hiicre icermektedir. Bunlara ek olarak immatiir ve andiferansiye
prekiirsor hiicreler, endokrin hiicreler ve paneth hiicreleri de kriptlerin bazalinde bol miktarda
bulunmaktadir. Cekum ve proksimal sag kolon mukozasinda yer alan paneth hiicrelerinde,
lizozim, epidermal biiylime faktorii gibi liriinler iceren ¢ok sayida eozinofilik sekretuar graniil
bulunur. Kolonun endokrin hiicreleri proksimal ve distal kolonda yerlesmislerdir (4. Lamina
propria fibroblastlar, damarlar, sinirler, diiz kas ve inflamatuar hiicrelerin birikimini igerir.
Muskiilaris mukoza iki ince diiz kas tabakasindan olusmaktadir. Icte sirkiiler ve dista ise

longitudinal kas bulunmaktadir (3).

Tunika Submukoza
Lenfatik damarlar, biiyiik kan damarlari, ve sinir pleksuslar ile arada diizensiz bag
dokudan olugmaktadir. Sinir lifleri ve ganglion hiicreleri Meissner pleksusunu meydana

getirmektedir (3).

Muskularis Eksterna
Icte sirkiiler, dista longitudinal olarak diizenlenmis diiz kas hiicreleri mevcuttur. Iki

kas tabakasi arasinda Auerbach pleksusu bulunmaktadir 3.

Seroza
Mezotel, tek katli skuamdz epitel hiicreleri igeren seréz membrandir. Altinda az

miktarda bag doku mevcuttur. Mezenter olarak devam eder (3).

2.1.4. KOLON FiZYOLOJISI
Kolonun fonksiyonu,
1) Kimusdan su ve elektrolitlerin absorbsiyonu (proksimal yarisi)

2) Fegesin atilma zamanina kadar depo edilmesidir (distal yarisi).

Kalin bagirsak hareketleri yavas olmalarina ragmen, tim GI kanalin diger
kisimlarindaki gibi karistirict ve itici (propulsif) hareketler olmak {tizere iki kisma

ayrilmaktadir (s).



Karistiric1 hareketler-haustrasyonlar; kalin bagirsaklarda segmentasyon hareketlerine
benzer hareketler ve ayrica biiyiik sirkiiler kasilmalar meydana gelir. Kasilma noktalarinin her
birinde sirkiiler kaslar 2,5cm. kadar kasilabilirler. Sirkiiler kaslar ile birlikte {i¢ ayr serit
halinde bulunan ve ‘tenya koli’ adi verilen longitiidinal kaslar da kasilir. Feces bu

kontraksiyon periyodlari esnasinda anal yone dogru yavas yavas ilerlerler (s).

Itici hareketler-“Kitle hareketleri”; ince bagirsakta goriilen peristaltik hareketler kalin
bagirsaklarda meydana gelmez. Bunun yerine kitle hareketleri denilen baska bir hareket ile
fekal icerik aniise dogru itilir. Bu hareketler ancak her giin ancak birka¢ defa olusur. Kitle

hareketleri duodenokolik ve gastrokolik refleksler ile kasilma noktasindan baslar ).

Kalin bagirsakta en onemli sekresyon mukustur. Mukus sekresyonu esas olarak
mukoza yiizeyindeki goblet hiicrelerinin direkt temas ile uyarilmalar1 ve Liberkiihn
kriptalarindaki goblet hiicrelerine gelen lokal myenterik reflekler ile diizenlenir. Mukus kalin
bagirsak duvarini zedelenmelere karsi korur ve ayrica fekal maddeyi bir arada tutar. Kalin
bagirsak ve distal ileumda bulunan epitel hiicrelerinin klor iyonlarini aktif olarak absorbe
edici 0zel bir yetenegi vardir. Es zamanli olarak bikarbonat iyonlar1 salgilanir ve ortamin

alkali olmasi saglanir (s).

[leogekal valv yoluyla giinliik 500-1000ml kimus kalinbarsaga geger ancak 100-200ml

stv1 fegesle atilir. Ayrica sodyum emiliminde de gorevi vardir ().

Kolonun proksimal yarisinda ¢ok sayida bakteri bulunur ve selillozu az miktarda
sindirme yetenegindedir. BOylece her giin viicuda biraz kalori temin ederler, fakat bu enerji
insanlarda son derece azdir. Bakteriyel aktivite sonucu; K vitamini, B12 vitamini, tiamin,

riboflavin vitaminleri ve ¢esitli gazlar olusmaktadir (s).

2.2.KOLOREKTAL KARSINOM

TANIM

Kolon ve rektumun malign epitelyal tiimoriidiir. Bu alanlar ig¢in muskularis
mukozadan submukozaya girmis olan tiimdrler malign olarak tanimlanir. Arada seyrek paneth
hiicreleri, noéroendokrin hiicreler ve skuamoz diferansiyasyon gdosteren hiicreler olmasi

adenokarsinom tanimui ile bagdasir ().



Kolorektal karsinomlarda WHO Kklasifikasyonu (2010) ()

Adenokarsinom
Kribriform komedo tip adenokarsinom
Meduller karsinom
Mikropapiller karsinom
Miisin6z adenokarsinom
Serrated adenokarsinom
Tash yiiziik hiicreli karsinom
Adenoskuaméz karsinom
Spindle hiicreli karsinom
Skuamoz hiicreli karsinom

Andiferansiye karsinom

2.2.1.EPIDEMIiYOLOJi VE GENEL OZELLIKLER

Kalin bagirsak tiimdrlerinin %98’1 adenokarsinomlardir. KRK tiim diinyada 3. en sik
goriilen kanserlerdir. En yeni kanser verileri 2008 yilina aittir ve buna gore diinya genelinde
1.24 milyon kisi KRK tanis1 almistir ve tiim kanserlerin yaklasik %10 unu olusturmaktadir.
KRK, kanserden 6liimlerde diinya genelinde 4. siradadir ve diinya genelinde yaklasik 610,000
olimden sorumludur (7). Gelecek 2 dekatta insidansin 2 milyonu asmas: beklenmektedir ().
Tiirkiye’de 2008 y1l1 verilerine gore kadinlarda 3. en sik (insidans 13,5/100000), erkeklerde 4.
en sik (insidans 20,8/100000) goriilen kanserlerdir.

KRK, Kuzey Amerika, Kuzeybati Avrupa ve Diger Anglo-sakson bdlgelerde
yiiksekken Afrika, Asya ve Giiney Amerikada daha disiiktiir. Bu farkliligin cevresel
faktorlerden, Ozellikle diyetten kaynaklandigini destekleyen 6nemli miktarda veri mevcuttur
- Bir diger farklilikta KRK gelismis iilkelerde daha erken yaslarda olusmaktadir (Ortalama
yas 50). Diinya genelinde ortalama goriilme yas1 62°dir.

Erkek ve kadinlar esit olarak etkilenir. Yas ilerledik¢e goriilme siklig1 artar. ABD’de

40 yas alt1 olgular tiim olgularin %1-2’sini olusturmaktadir (;0). Kolorektal karsinom goriilme



siklig1 bolgesel farkliliklar gosterdigi gibi etnik farkliliklar da gdstermektedir. Ornek olarak

ABD’de siyahlarda insidans yliksekken amerikan yerlilerinde diisiiktiir ).

Kolon tiimérlerinin @ % 5-10"nun  genetik olarak yatkin bireylerde gelistigi

gosterilmistir. Kolon kanserine yatkin kalitsal hastaliklar dominant olarak gecen Familyal

Adenomatoz Polipozis (FAP) ve Herediter Nonpolipozis KRK (HNPCC) sendromudur (15).

Geng bir erigkinde kolorektal ca ortaya cikarsa iilseratif kolit veya polipozis

sendromlarindan birinin varligi arastirilmalidir.

KRK gastrointestinal sistem tlimorleri i¢inde en tedavi edilebilir olanlaridir.

2.2.2.ETYOLOJIi

2.2.2.1.DIYET VE YASAM

Bat1 tipi diyetle yani, yiiksek kalorili, hayvansal besinlerden zengin diyetle beslenen
toplumlarda KRK insidansinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Et tiiketimi, sigara, sedanter
yasam ve alkol risk faktorleridir. Sebze tiiketimi, NSAID, 6strojen replasmani ve fiziksel
aktivite riski azaltmaktadir. Lifli gidalarin KRK’ya kars1 koruyucu oldugu diisiiniilmektedir
a3). Bu risk ve koruyucu faktorlerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamakla
birlikte etli yemeklerden agiga ¢ikan heterosiklik aminlerin, safra asitlerini ve reaktif oksijen
radikalleri olusumunu uyararak tiimor gelisimine etki ettigi diislinlilmektedir (4. Sebze
tilketiminin antioksidanlar, detoksifiye enzimler, luminal karsinojenleri baglama ve pasaji

hizlandirarak kolorektal epitelyumla temasi azaltarak koruyucu etki yaptigi diisiiniilmektedir.

2.2.2.2.KRONIK INFLAMASYON
Kronik inlamatuar bagirsak hastaliklari KRK riskini arttirmaktadir. Risk 8-10 yillik

vakalarda ve pankolit vakalarinda belirgin artmaktadir (5.



Ulseratif kolit prekanserdz bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Tutulumun
yayginhigr KRK riski ile orantilidir ;6. Kolonun yarisindan fazla tutulumda kanser gelisme
olasiligr %15 olarak bulunmustur (7). Crohn hastaliinda hem ince hem kalin bagirsakta

timor gelisimi riski artmaktadir ig).

2.2.2.3.RADYASYON

Nadir ancak 1yi tanimlanmus bir risk faktorii de teropatik pelvik radyasyondur (19).
2.2.2.4.GENETIK FAKTORLER

2.2.2.4.1. Herediter nonpolipozis kolon kanseri sendromlari: FAP ve HNPCC en
sik kalitsal kolon kanser sendromlaridir ve tiim KRK vakalarinin % 10 unu olusturmaktadir
20.HNPCC’de kanser daha erken yasta (;;) ortaya c¢ikmaktadir ve sag kolona daha sik
yerlesmektedir. Miisindz ve kotli diferansiye kanser ile senkron ve metakron kanser gelisme
riski yiiksektir (2).Klinik tamisinda Amsterdam kriterlerinden yararlamilir HNPCC  iki

sendromdan olusur.

Lynch I sendromu; erken baslangiclidir, baslica sag tarafta ve siklikla birden ¢ok

lokalizasyonda kolon kanserinin goriilmektedir.

Lynch II sendromu; Lynch I’e ek olarak endometrium, meme, mide, over gibi

kolorektal dis1 kanser sikligida artmaktadir (»3).
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Tablo 1. HNPCC tanisinda yaygin olarak kullanilan tan1 kriterleri.

2.2.2.4.2. Ailesel polipozis koli (FAP): Otozomal dominant (OD) olarak gecer ve
tim kolonda ¢ok sayida adenomatdz polip gelisimiyle karakterizedir. Kalitsal kolon
karsinomlarinin %5 i FAP’dan kaynaklanmaktadir. 5q21°de lokalize Adenomat6z Polipozis
Koli (APC) geninde mutasyon vardir ve 2. dekatta goriilebilir. FAP tanis1 i¢in 100’den fazla
polip olmalidir. Tedavi edilmezse hemen daima kalin bagirsakta bir veya daha fazla karsinom
gelisir. Cogu karsinom tiglincli dekatta baglayacagindan proflaktik kolektomi en geg¢ 20-25
yaslarinda yapilmalidir. Sulindac, siklooksijenaz aktivitesini (COX-2) inhibe eder, ayrica

defektif apoptozisi de diizeltir ve adenomda gerilemeye neden olur (»7).
2.2.2.4.3. Peutz-Jeghers sendromu: LKB1 gen mutasyonu olan OD kalitim gosterir

ve atipili adenomatdz polipler mevcuttur. Bu poliplerin bazilarindan KRK gelisebilir.

Pankreas, meme, over, uterus ve akciger kanser gelisim riski de artmistir (og).

11



2.2.2.4.4. Cowden sendromu: Mukokutan6z lezyonlar (fasyal trisilemmoma, akral
keratoz ve oral mukozal papillom), kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmis malignite

riski ile karakterize OD bir hastaliktir. 10. kromozomda lokalize PTEN geninde mutasyon

Vardlr(zg).

2.2.2.4.5. Muir-Torre sendromu: OD gecer, sporadik kolon kanserinden daha iyi
prognozludur (z9).

2.2.2.4.6. Gardner sendromu: OD gegislidir. KRK gelisme riski artmistir. Kalin

bagirsakta adenomatdz polipler, kafatasi ve mandibulada osteomlar, ciltte keratindz kistler ve

yumusak doku neoplazilerinin gériildiigii kalitsal bir hastaliktir (o).

2.2.2.4.7. Turcot sendromu: OD gecislidir. Kolorektal adenomat6z poliplerle birlikte

glioblastom goriiliir (29).

2.2.2.4.8. Cronkhite-Canada sendromu: Mide, ince bagirsak ve kolon boyunca,
jiivenil tipte jeneralize gastrointestinal polipozis ile kutandz hiperpigmentasyon, alopesi,
onikodistrofi, diyare, kanama, kilo kayb1 vardir. Poliplerde adenomatoz degisiklikler ve kolon

kanseri gelisebilir (g).

2.2.2.5. ADENOMLAR

Adenomatoz polipler benign neoplastik lezyonlardir. Ortalama goriilme yag1 52°dir (3¢).
Endoskopik ¢alismalarda siklikla rektosigmoid yerlesimlidir (3;). Tiim adenomlar prekanseroz
kabul edilirler. Sapli, sapsiz ve diiz ya da deprese biiylime paternleri vardir. Epitelin

yapilanmasina gore {i¢ alt gruba ayrilir.

TUBULER ADENOM: %75 oraninda goriiliir. En diisiik riskli gruptur. Tiibiiler

glandlardan olugsmaktadir.

VILLOZ ADENOM: %10 oraninda gériiliir. En riskli gruptur. Villéz uzantilardan

olusur.

TUBULOVILLOZ ADENOM: %15 oraninda gériiliir. Risk orami villéz boliimiin

orani ile korelasyon gostermektedir.

12



2.2.2.6.HORMONAL FAKTORLER

Kolon kanser gelisiminde seks hormonlari, gastrin ve biiylime hormonu da etkilidir.
Kadinlarda, sag kolon karsinomlar1 her yasta sol kolon karsinomlarindan daha fazla
goriilmektedir. Gebelik KRK gelisimine karsi korumaktadir (3;, 33). Ekzojen hormonlar kalin

bagirsak kanseri riskini 6zellikle rektal kanser riskini arttirmaktadir 34.36).

Gastrin bazen kolon tiimor gelisimine yol agmaktadir (37.39). Tlimorler gastrin mRNA,

progastrin ve gastrin igerebilir 4, 41).

Akromegalik hastalarda adenom ve kolon kanser riski artmistir (41, 42. Bu risk
erkeklerde daha yiiksektir. Bu hastalarda kolon kanseri erken yasta goriiliir ve daha agresif

seyreder.

2.2.2.7.DIGER FAKTORLER

Ureterosigmoidostomi uygulanan hastalarda kolon kanseri insidans1 500 kat artar.
Peptik tilser icin cerrahi tedavi geciren hastalarda KRK gelisme riski artmistir. Pernisiyoz
anemi, diabetes mellitus, ¢oliak hastaligi, AIDS hastalarinda kolorektal adenokarsinom riski

artmus olabilir (43).

2.2.2.8.DUZENLEYICI FAKTORLER
Aspirin ve diger NSAI ilaglarm kolon kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu

gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Siklooksijenaz enziminin neoplastik hiicrelerden asir1 saliniminin anjiogenez ve
apopitoz ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Familyal adenomatéz polipozis sendromlu

hastalarda koruyucu olarak COX-2 inhibitorleri kullanilmasi 6nerilmektedir.
Bazi anahtar rol oynayan enzimlerde (Metilen tetrahidrofolat rediiktaz, N-asetil

transferaz, aldehid dehidrogenaz, sitokrom P-450 gibi) polimorfizm toplumsal farkliliklar

aciklayabilir. Bu polimorfizm koruyucu yada zararli olabilir (44).
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2.2.3.ADENOMDAN KARSINOMA PROGRESYON

Cogu KRK’nin adenomlardan gelistigi kabul edilmektedir (»1). Olgularin %10-30’unda
rezidii adenom tespit edilmektedir. Adenomdan karsinom gelisimi i¢in gereken siire yaklasik
15 yildir. Endoskopik polipektomi kolorektal karsinom insidansini azaltmistir 4s). Cogu
caligmada normal epitelyumla adenom arasinda anormal kript fokusu olusumunun oldugu
gosterilmistir (46 Anormal kript fokusu mikroskopik olarak kript ¢apinda ve epitelyal
hiicrelerde sayica artma (hiperplastik Ozellikler) olarak tanimlanabilir. Cok kiiciik ¢aph
(<Icm) baz1 kanser olgularinda rezidiiel adenom izlenmemesi bu olgularda de novo gelisimi

diistindlirmektedir (47).

2.2.4 KOLOREKTAL KARSINOGENEZ

Kolorektal karsinomlarin ¢ogu sporadik olarak gelismektedir (5. Kolorektal
karsinomlara Onciiliik eden i1yi tanimlanmis genetik degisiklikler dizisi vardir. Fearon ve
Vogelstein’in onerdikleri model, KRK gelisiminde prototipik genetik degisiklikler dizisi
ornegi olarak herkes tarafindan kabul edilmistir 49. Bu modelin patolojik temeli
adenokarsinom gen dizinidir (Sekil 2). Oncesinde adenomatdz prekiirsér olmadan kolorektal
karsinom gelismesi, bazi displastik lezyonlarin polipoid evreden ge¢meden maligniteye

ilerleyebilecegini de diistindlirmektedir (49).

Kolorektal karsinom gelisiminde iki farkli yolak olduguna inanilir (sg). Birinci yolak
APC/B-katenin yolagi, ikinci yolak ise mikrosatellit instabilite yolagidir.

Birinci yolak, onkogen ve tiimor baskilayici genlerde basamakli mutasyon birikimi ile
sonlanan kromozomal instabilite ile karakterizedir. Baslangicta kolonda, lokal epitel
proliferasyonu vardir. Bunu kiigiik adenom olusmasi takip eder, adenom zamanla biiylir ve
displastik olur ve sonunda invaziv kanser gelisir (Sekil 2). Adenomat6z polipozis koli (APC)
gen kaybi, K-RAS mutasyonu, SMAD’larin kaybi, p53 kaybi, telomeraz aktivasyonu bu
yolakta goriilen genetik degisikliklerdir (o).

Ikinci yolakta, DNA yanlis eslesme (“mismatch”) onarim genlerinde olusan genetik
lezyonlar izlenmektedir. Yanlis eslesme onarim genleri, MSH2, MLHI1, MSH6, PMSI1 ve
PMS2 DNA replikasyonu sirasinda genetik olarak “hatalar1 diizeltici” bir rol istlenirler ve
koruyucu (“care-taker”) genler admi alirlar. Bu yolak HNPCC sendromu ve sporadik
olgularin %10-15’inde goriilmektedir. Mutasyonlarin {ist iiste birikimi s6z konusudur ve

acikca saptanabilen morfolojik korelasyon yoktur (so).
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2.2.4.1.Kromozomal Instabilite

Prototipi olup tiim kromozomda veya kromozomun biiyiilk kisminda kayip veya
kazanma ile olusan (aneuploidi)v bir durumdur. Diger taraftan wild tipi denen somatik
mutasyon sonucu etkilenen loss of heterozigot (LOH) her iki genin bir kisminin etkilendigi
durumdur. KRK % 80 mekanizmasinda yer alir. Daha birgok genetik predispozan faktorler
olmasina ragmen esasen kazanilmig olan somatik mutasyonlar daha fazla sorumludur. Birgok
somatik mutasyon olmasina ragmen bunlardan doért tanesi 6nemlidir. Bir tanesi RAS onkogen
aktivasyonu, digerleri tiimor siipresor gen inaktivasyonlart olan 5q (APC), 17p (DCC,
SMAD4 ve SMAD2)"“dur (sg.

2.2.4.2.APC Gen

Adenom karsinom gen dizininde esas anahtari ceviren gendir ve pediatrik yas
grubundaki FAP hastalarinda tespit edilmistir. APC gen mutasyonu adenom karsinom
doniisiimiinde en erken tespit edilen mutasyondur. Ik énce mikroskobik olarak tespit edilen
aberran mikroskobik kript fokusu ardindan adenom ve karsinom doniigimii olur. Timor
siipresor olup WNT sinyal iletiminde onemli rol oynar. Normal APC gen B-catenin seviyesini
diisiirerek P-catenin/T cell faktor iliskili transkripsiyon oOnlenmis olur. Aksi taktirde

transkripsiyonel iligkili bilylime genleri 6rnegin MYC geni aktive olur sy).

2.2.4.3.RAS Onkogen

Kitsen ve Harvey tarafindan ilk defa farelerde tanimlanan ve ara asamada kolorektal
adenomdan karsinoma doniisiim asamasinda kullanilmis bir onkogendir. Doku kiiltiirtindeki
transform hiicrelerinde tespit edilmistir. Daha sonra KRAS (Kirsten RAS) ve NRAS
(neuroblastom RAS) 1 cm’ den biiyiik poliplerde % 50 den fazla oranda saptandi. 1 cm’ den
kiiciik poliplerde ¢ok az rastlamldi. KRAS mutasyonlarmim % 85 i kodon 12 ve 13 iizerinde
yer alir. KRAS gen GTP baglayici proteini kodlar. Bu protein hiicre membranindaki mitojenik
sinyal degisimini saglar. KRAS aktivasyonu ile GDT den GTP olusur. Bu sekilde spesifik
transkripsiyonel faktorler kaskad: baslar (s, 53).
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2.2.4.4. Kromozom 18q (DCC: deleted in colorectal cancer)

Yeni bir tiimor stipresor gen olup hepatik metastazlari olan KRK’larin hemen hepsinde
tespit edilmistir. 18q nun LOH (loss of heterozigot) sonucu orta ve ge¢ evrede (APC ve K-ras
mutasyonundan sonra) adenomlara doniisiim olur. Bu mutasyonun saptanmasi kotii prognoz
isaretidir. Sadece kolorektal timdrlerde degil, prostat, endometrial, over, 6zefagus, meme,
testis, glial, ndroblastom ve hematolojik malignitelerde de diizeyleri diisiik bulunmustur. Evre
IIT hastalarda adjuvan fluorourasil bazli kemoterapiye yanitsizlikla da iliskilidir. Yine DCC
kolorektal epitelyal RAC1 proteini sinyalini down regiile ederler ve caspas-9 ile hiicre

oliimiinii indiikler (s4-s6).

2.2.4.5.P53 Gen

1979 yilinda tiimor virusleri tarafindan enfekte edilen hiicrelerde tespit edilmisdir. 17p
iizerinde lokalizedir. Tiimor siipresor gen olup hiicre biiyiimesini inhibe ederler. P53 393 aa
protein kodlar bu da 6zgiil dizinlerde biiyiime inhibisyonunda baglanir ve transkripsiyonu
aktive eder. P53 geni 20 farkli gen iligkili olup, apoptozis iliskilidir. En iyi tanimlanmis olan
p21 expresyonu ile ilgili olamidir. P21 G1 ve G2 hiicre sikliisiinda durmay1 saglar. p53
mutasyonu siklikla rektal tiimorlerde izlenmektedir. Proksimal tiimorlerde lenfatik invazyon

ile iliskili olup, distal tiimorlerde diisiik survi ile iliskilidir (57, sg).

2.2.4.6.Mikrosatellit Instabilite

Hiicre boliinmesi sirasinda spontan ya da cevresel etkilerle birgok DNA hasar1 olusur.
Replikasyon hatalart DNA polimerazin 3%- 5% eksoniikleaz aktivitesi ile hemen diizeltilir. Bu
onarimdan kagan hatalar ise mismatch repair (MMR) denilen bir sistem yoluyla onarilir. 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 dizilerinin ¢ogu genlerin kodlayict
bolgeleri tizerinde bulunduklarindan bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sessizdir. Fakat
bazilar1 hiicre biiylime regiilasyonu ile iligkili genlerin kodlayici bélgelerinde yer alir.
Tekrarlayan iinitelerde insersiyon veya kaybolmaya neden olur. TGFp sinyalizasyonu kolon
epitelyum hiicrelerinde biiylimeyi engeller. Mismatch tamir genlerinin kayb1 bu genlerde ve

diger genlerde mutasyonlarmin birikmesine ve KRK yol agar. KRK’ lerin % 15-20“sinde

tanimlanmigtir. MMR genleri A(MLH1, hMSH2, hMSH6, PM1S, hPMS2“dir (s, 60)-
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2.2.4.7.Metilasyon

Gen metilasyonlar1 gen fonksiyonlarini etkilerler 6rnegin metilasyonun azalmasi
sonucu normalde sessiz olan genin ekspresyonuna neden olurlar. Tersi olarak bir genin
metilasyonu sonucu ise gende biiyiime aktivasyonu olabilir. Bir tiimor siipresor gen olan
CDKN2A mutasyonu kolorektal adenomada ve KRK’larin % 40’ 1inda saptanmaktadir. p16
metilasyonu ise daha ¢ok yash hastalarda ve sag kolon yerlesimli tiimorlerde goriilmektedir

(61, 62)-

Adenom — karsinoma dizininin asamalar1 su sekilde sematize edilebilir: Normal
epitel — Kromozom 5q tizerinde APC ve MCC lokusunun kaybi veya mutasyonu —
Hiperproliferatif epitel — DNA metilasyon kayb1 — Erken evredeki adenom — Kromozom
12p tizerindeki ras geninin mutasyonu — Orta evredeki adenom — Kromozom 18q
iizerindeki DCC geninin kayb1 — Geg evredeki adenom — Kromozom 17p iizerindeki p53

geni kayb1 — Karsinom (Sekil-2) (3).

Normal cell Hyperproliferation Carcinoma
APC gene K-ras DCC gene p53 Others
mutation mutation mutation  mutation

r‘oh::urrnall Hyper- Early l Interrneu:h'atel Late l l

. . —» Carcinoma —» Metastasis
cell proliferation ~ adenoma adenoma adenoma

Sekil 2. Adenom —karsinom dizini (Aspinall and Taylor-Robinson, 2001.)
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2.2.5.KLINIiK OZELLIKLER

2.2.5.1.SEMPTOMLAR VE BULGULAR

Kolorektal karsinomlar uzun bir donemde gelistikleri i¢cin semptomlar yok veya yavas
ilerleme gostermektedir. Bu nedenle tam1 aninda hastalarin semptomlar1 hafiftir. Olgularin
%35-12.5°1 asemptomatiktir (¢4, ¢5). Klinik, yerlesim yerine ve erken yada ge¢ evrede olmasina
gore degismektedir. Ik semptomlar belirsiz veya nonspesifiktir. Demir eksikligi anemisine
bagh kilo kaybi, yorgunluk, giicsiizliik, halsizlik, anjina goriiliir. Sag taraf yerlesimli

tiimorlerde obstriiksiyon veya goriiniir melena olur.

%?22-55 vakada bagirsak aligkanliklar1 degismektedir (s, ¢6), bu tlimorler siklikla sol
kolon yerlesimlidir. Sikayetler siklikla hafiftir ancak ilerlediginde ishal, inkomplet rektal

bosalma hissi veya inkontinans geligebilir. Tiimor biiylidiik¢e kabizlik ve obstruksiyon gelisir.

%50 vakada rektal kanama vardir ve bu hastalarin %70°1 sol kolon yerlesimlidir. Karin
agrist serozal tutuluma bagl olarak %50 vakada vardir. Bu hastalar siklikla rektal karsinomlu
vakalardir (g6, 67).

Sigmoid karsinomda, akut bagirsak obstriikksiyonu veya akut perforasyona bagh
peritonit tablosu geligebilir. Nadiren abdominal kitle, hepatomegali, gluteal apse, kolokutandz

fistiil, sebebi bilinmeyen ates veya pyojenik artrit goriilebilir (43).

2.2.5.2.GORUNTULEME

Gorlintiileme ydntemleri non invaziv tarama ve klinik stagelemede 6nemlidir. BT
kolonografi tarama i¢in kullanisl bir yontem olabilir (). Manyetik rezonans ve transrektal
ultrasonografi, tiimor invazyon derinligi ve lokal-uzak metastaz degerlendirmede
kullanilmaktadir. Ayrica sintigrafi ve pozitron emisyon tomografi de tlimor yayilimini

arastirmada kullanilmaktadir (o).

2.2.5.3.ENDOSKOPI
Kolonoskopi esnasinda bagirsak mukozasi degerlendirirken ayn1 zamanda tedavi de
uygulanabilmektedir. Ozellikle adenomlar ve yiizeyel karsinomlar igin polipektomi,

endoskopik mukozal rezeksiyon veya submukozal diseksiyon yapilmaktadir 7).

2.2.6. MAKROSKOPIK BULGULAR
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Kolorektal karsinomlar makroskopik olarak polipoid, egzofitik, {ilseratif, diffiiz
infiltratif veya stenozan olabilir. Polipoid lezyonlar, ylizeyi tilsere intraluminal egzofitik kitle
seklinde olabilir. Genel olarak nodiiler, lobiiler veya papiller goriintiide olabilir. Tiimorlerin
ticte biri iilseratif, tigte biri egzofitik olmaktadir. Biiyiik egzofitik lezyonlar siklikla ¢ekum ve

cikan kolon yerlesimlidir (43).

Ulseratif lezyonlar bagirsak duvarma derin invazyon gdsteren tiimérlerdir. Normal
mukoza ile g¢evrilidir ya da tamamen diiz goriiniimdedir. Transvers ve inen kolon kaynakli
timorler infiltratif ve ilseratif olmaktadir. Halka tarzinda, limeni daraltir. Diizensiz,
yuvarlak, ortasi ¢okiik soluk pembe veya beyaz kenarhidir. Diffliz infiltratif tip, bagirsak
segmentini ¢evresel bigimde, nodiiler kitle olusturmadan infiltre etmektedir, nadir goriiliir.

Kolonu rijit tiip sekline ¢gevirir, midenin linitis plastikasina benzer (43).

Kiiciik karsinomlar 1-2cm c¢apinda, siklikla kirmizi, graniiler, diigme benzeri,

mukozadan degisken yiiksekliklerdedir. Diizgiin sinirli, adenoma benzer (7).

2.2.7.MiKROSKOPiK BULGULAR

2.2.7.1.GENEL OZELLIKLER

Kalin bagirsak tlimoérlerinin %90-95°1 adenokarsinomdur. Bunlar siklikla kolay
taninan iyi-orta diferansiye diizensiz gland formasyonundadir ve tanimlayic1 &zelligi
muskiilaris mukozay1 asarak submukozaya girmesidir. %25 iyi diferansiye, %60 orta
diferansiye, %15 az diferansiye’dir (7). Diizensiz glandlar ve malign kolumnar hiicreler vardir.
Sitolojik anaplazi gostermektedir. Giiclii desmoplastik yanit vardir minimal invaziv
karsinomlarda tan1 vermeye yardimcidir. Degisik miktarlarda miisin iiretimi goriilebilir.

Nadiren papiller komponentin baskin oldugu karsinomlar da olabilir.

KRK’lar degisik oranlarda diferansiye enterositler, goblet hiicreleri, paneth hiicreleri,
endokrin hiicreler, melanositler, skuamdz hiicrelerden olusmaktadir. Ozellikle papiller

karsinomlarda ve miisindz karsinomlar paneth hiicrelerinden zengindir (73, 74).

Noroendokrin hiicreler KRK’larin %8-51’inde mevcuttur (75). Endokrin hiicreler

glandlarin kollarinda bulunur ve seffaf vaya graniiler eozinofilik sitoplazmalidir. Varliklari
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ozel boyalar ve IHK’sal olarak gosterilmelidir. Baz1 otdrler prognostik degeri oldugunu

diistiniirken bazilar1 ise buna katilmamaktadir (76, 77).

Kolorektal karsinomlar lenfositik infiltrasyon gosterebilir, infiltrasyonun belirgin olup
olmamas1 Jass kriterlerinde kullamilmaktadir (73). Ayrica mast hiicreleri, eozinofiller,

makrofajlar, plazma hiicreleri ve S100 pozitif dentritik hiicreler de goriilebilir.

2.2.7.2.HISTOLOJIK GRADELEME
Prognostik belirteg olarak patoloji raporlarinda rutinde kullanilmaktadir. Histolojik
gradeleme, tiimoriin yapisal 6zelliklerini belirlemektedir. Gland yapis1 >%50 ise diisiik (low)

grade , <%50’den az ise yiiksek (high) grade karsinom olarak ayrilmaktadir (79).

Diisiik (low) grade karsinomlarda, glandlar niikleer polaritesini korumus hiicreler ile
dizilmistir. Glandlar mevcut olan adenomlara benzemektedir. Yiiksek (high) grade
karsinomlarda pleomorfik, niikleer polaritesini kaybetmis solid tiimér adalari mevcuttur.
Bazen dev hiicreler goriilebilir. Solid komponentteki hiicreler tamamen anaplastik veya tagl

yliziik morfolojide olabilir (7).

2.2.7.3. KOLOREKTAL KARSINOMLARDA OZEL HiSTOLOJIK TiPLER

2.2.7.3.1.MUSINOZ KARSINOMLAR: Miisinéz komponent tiimériin >%50’sinden
fazla ise miisindz adenokarsinom olarak smiflandirilir (76 Miisindz karsinomlar kolon
kanserlerinin %10-15’1, rektal kanserlerin %33’iidiir (g9). Kolloid karsinom ve tash yiiziik

hiicreli karsinom olarak iki tipi vardir (gp).
Kolloid karsinomlarda ekstraselliiler miisin tash yiiziik hiicreli karsinomlarda
intraselliiler miisin vardir. Her iki tipte periyodik asit-schiff (PAS), miisikarmin, asidik anilin

blue pozitif asit olan mukopolisakkarit sekrete etmektedir go).

Miisindz karsinomlar siklikla geng hastalarda ve HNPCC’lularda goriilmektedir. Kotii

prognoza sahiptir (g).
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2.2.7.3.1.1. KOLLOID KARSINOMLAR: Kolorektal karsinomlarin %10-15ini
olusturmaktadir (g). Siklikla villoz adenomlardan, sy villoz displazili iilseratif kolitten, (s2)

anorektal fistiillerden (s3) gelismektedir. Biiyiik ve jelatindz neoplazmlardir (g3).

Abondan intraluminal miisin varlig1 arasina sikismis malign glandlarin varlig1 yada
konnektif stromada miisin golciiklerinin olmasi1 yada siiperfisyal miisin gdlleri i¢inde malign
hiicre kiimeleri veya seritleri bulunmasi tani koydurucudur. Kolumnar hiicreler miisin

gollerini doserler (g3).

2.2.7.3.1.2. TASLI YUZUK HUCRELI KARSINOMLAR: intraselliiler miisin
iceren karsinom tipidir. KRK’larin yaklasik %1,1’ini 31y olusturmaktadir. Siklikla geng
hastalarda (18y-29y) gortilmektedir (s4). Agresif davranis gosterirler (s4).

2.2.7.3.2. LINITiS PLASTIKA: Neoplastik hiicrelerin diffiiz infiltrasyonu ile
karakterizedir. Bagirsak duvarinda kalinlagma, fibrotik ve rijit bir gériinlim vardir. Ortalama
20-60 yas aras1 goriilmektedir. Baz1 hastalarda tilseratif kolit dykiisii vardir. Histolojik olarak
mukoza saglamdir. Submukozada diffiiz, koyu boyanmis, kiiciik, atipik hiicreler mevcuttur
(85)-

2.2.7.3.3. SKUAMOZ HUCRE ICEREN KARSINOMLAR: Cok nadirdir.
Ulseratif kolitli hastalarda insidans yiiksektir. Skuamoz hiicreli karsinomlar, Crohn hastalig
ve uzun siiren rektal fistiillerde de gelismektedir (s Her iki cinsiyette esit oranda

gorulmektedlr (86)-

2.2.7.3.3.1. ADENOSKUAMOZ KARSINOMLAR: Geng hastalarda goriiliir ve
agresiftir. Erken donemde uzak metastazlar goriiliir. Histolojik olarak malign glandlar ve
degisken keratinizasyon gosteren malign skuaméz hiicrelerden olusmaktadir. Nadiren

miisindz ve/veya taslh yiiziik hiicreli karsinomlar ile kombine olabilir (7).

2.2.7.3.3.2. SKUAMOZ KARSINOMLAR: Primer skuamdz hiicreli karsinom tani
kriterleri mevcuttur: (a) primer baska bir odak olmamali, (b) etkilenen bagirsak segmentinde
skuamoz fistiil olmamali, (¢) tiimor ve anal skuamoz epitel arasinda devamlilik olmamali, (d)

glandiiler diferansiyasyon olmamalidir 43).
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2.2.7.3.4. BAZALOID KARSINOMLAR: Diger bir adi1 kloakojenik karsinomdur.
Nadir goriiliir ve metastaz yetenegi yiiksektir. Paratiroid hormon veya adrenokortikotropik
hormon iiretebilirler (sg). Periferik palizatlanmasi olan kii¢iik adalar halindedir. Bazen kiigiik

odaklar halinde keratinize hiicreler olabilir (gg).

2.2.7.3.5. KARSINOSARKOMLAR: Derin invazyon, yaygin metastaz gdsteren
tiimordiir. Kemoterapiye direnglidir. Tiimor karsinom veya adenoskuamoz karsinom ile
kemik, kikirdak ve nonspesifik igsi hiicre diferansiyasyonu gosteren sarkom alanlarin

kombinasyonudur. Sarkomatoid ve karsinomatoid alanlar sitokeratin pozitiftir (o).

2.2.7.3.6. DIGERLERIi: Germ hiicre elementleri iceren karsinomlar, osseos
metaplazili adenokarsinomlar, kok hiicre karsinomlari, pleomorfik (dev hiicre) karsinom,

seffaf hiicreli karsinomlar bunlara ornektir (71).

2.2.8. TUMOR YAYILIMI

2.2.8.1. INTRAMURAL BUYUME

Bagirsak duvar tabakalarina dogru biiylir ve damarlar1 infiltre eder. Mural yayilim
sonucu direkt olarak komsu organ ve dokular ile peritoneal yayilima neden olabilmektedir (71).

2.2.8.2. YUZEYSEL YAYILIM

Mukoza boyunca yiizeysel yayillim nadir izlenir. Cekal karsinomlarda apendiks ve

terminal ileum tutulumu buna 6rnektir (go).

2.2.8.3. KOMSU ORGAN YAYILIMI

Kolorektal karsinomlarin %10’unda goriilmektedir. Hepatik fleksur, transvers kolon,
splenik fleksur tiimorleri karaciger, pankreas, dalak, mesane, mideye invaze olurken ¢ikan ve
inen kolon, retroperitona direk invazyon gosterir. Vezikokolik veya vezikorektal fistiil ile

mesaneye, rektovajinal veya kolovajinal fistiil ile vajene invaze olur (o).

2.2.8.4. PERITONEAL YAYILIM
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Az diferansiye, ozellikle miisindz karsinomlarda daha siktir. Kolloid karsinomlarda

psodomiksoma peritona neden olmaktadir o).

2.2.8.5. LENFATIK VE LENF NODU YAYILIMI

Kolon kanserleri siklikla bolgesel lenf nodu metastazi yapmaktadir. Rektosigmoid
lezyonlarda lenfatik invazyon siktir o7). Ilk 6nce muskularis mukozadaki lenfatikleri penetre
etmektedir. Oncelikle bagirsak duvarina yakin lenf nodlarina, oradan perikolik, intermediate,
prinsipal lenf nodlarina gitmektedir. Tutulan lenf nodu sayis1 prognozu etkilemektedir (93). Bu

nedenle rezeksiyon spesmeninde dikkatli incelenmelidir.

2.2.8.6. VENOZ YAYILIM
KRK’larda %17-61 oraninda vendz invazyon go6zlenmektedir. Vendz tutulum,
bolgesel lenf nodu tutulumu ve az diferansiyasyon ile koreledir. Vendz invazyon olan
hastalarda hepatik metastaz olma olasilig1 ytiksektir. Ayrica akciger ve kemik metastazlari ile

iligkilidir (gs).

2.2.8.7. PERINORAL VEYA INTRANORAL YAYILIM
Perindral invazyon KRK’larin %14-32’sinde goriilmektedir o4
2.2.8.8. EKSTRANODAL METASTAZLAR

Kolorektal karsinomlar lenf nodlarindan sonra en sik karacigere metastaz yapmaktadir

©s). Tablo 2’de metastazlar 6zetlenmistir.
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%11.3 %12.7

%6.7 %2.2
%6.3 %8.2
%5 %4.5
%5 %3

Tablo 2. Kolon tiimdrleri ve rektal tiimorlerin metastaz insidanslarinin kiyaslanmasi. (7

2.2.9. KOLOREKTAL KARSINOMLARDA EVRELEME

Biitiin kanser evreleme sistemleri hastaligin prognozunu ve tedaviyi etkilemektedir.

Kolorektal karsinomlar1 evrelemede en sik TNM siniflamasi kullanilmaktadir (Tablo 3).

Primer Tiimor (T)

Tx: Primer tiimorii bilinmeyen

TO: Primer tiimor yok

Tis: Karsinoma insitu

T1: Tiimor submukozaya invaze

T2: Tiimor muskiilaris propriaya invaze

T3: Tiimor subseroza veya peritonsuz perikolik dokuya invaze
T4a: Tiimor visseral peritona perfore olmus

T4b: Direkt invazyon veya diger organ tutulumu

Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememekte

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1a: Perikolik 1 lenf nodunda metastaz

N1b: Perikolik 2-3 lenf nodunda metastaz

Nlec: Subserozada, peritonsuz perikolik ya da perirektal dokuda timdér depozitlerinin
bulunmasi

N2a: Perikolik 4-6 lenf nodunda metastaz

N2b: Perikolik 7 ve tlizeri lenf nodunda metastaz
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Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastaz varlig1 degerlendirilememekte
MO: Uzak metastaz yok

M1a: Tek bir organ ya da bolgesel olmayan lenf nodu metastazi

M1b: Birden fazla organ ya da periton metastazi

Tablo 3. Kolorektal karsinomlarda AJCC/UICC TNM evreleme siiflamasi ).
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2.2.10. PROGNOZ

KRK’larda prognozu etkileyen bir ¢ok faktdr vardir. Tan1 anindaki tiimér evresi en

onemli prognostik faktordiir (7).

2.2.10.1. TUMOR EVRESI

Bagirsak duvar penetrasyon derecesi ile lenf nodu tutulumu ve uzak organ metastazi
olup olmamas1 prognozu etkileyen onemli bir faktordiir (7). Bes yillik sagkalim lokalize
hastalarda %91,8, lokal yayilmis hastalarda %65,8 ve uzak metastaz yapmis hastalarda %8,8
olarak gosterilmistir o¢). Tutulan lenf nodu sayist da prognozu etkileyen 6nemli faktorlerden

biridir (93)-

2.2.10.2. HISTOLOJIiK GRADE VE TiP

Tiimor diferansiyasyonu prognostik Oneme sahip diger parametredir (j39). Az
diferansiye tlimorlerde %50’den fazla lenf tutulumu mevcut iken orta ve iyi diferansiye

timorlerde daha az lenf nodu tutulumu mevcuttur (g7).

Kiictik hiicreli karsinom, miisindz karsinom ve tasl yiiziik hiicreli karsinom daha kot

prognoza sahip tiirlerdir (g7).

2.2.10.3. TUMOR LOKALIZASYONU

Prognoz iizerine etkisi tartismalidir. Inen kolon, sigmoid kolon ve rektumda rekiirrens
daha fazla oldugu iddia edilirken biiyiik bir calismada ise sigmoid kolon ve rektum yerlesimli

tlimorlerde sagkalimin kotii oldugu gosterilmistir (97).

2.2.10.4. MAKROSKOPIK BUYUME PATERNI

Ulsere kanserler, polipoid, sesil yada ekzofitik kanserlere gore daha kétii prognozludur

ayrica uzak ve yakin metastaz insidansi da yiiksektir (og).
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2.2.10.5. BIRDEN FAZLA TUMOR ODAGI VARLIGI

Birden fazla tiimér odagi olmasinin tek basina sag kalima etkisi yoktur (o).

2.2.10.6. TUMOR SINIRLARI

Proksimal distal ve radial cerrahi sinirlarda tiimor olmasi lokal rekiirrens gelisme

ithtimalini arttirmaktadir (o).

2.2.10.7. LENFATIK YAYILIM

Lenfatik invazyon tiimor grade’ini ve evresini arttirmaktadir ve sagkalim ile iligkilidir

00)- Ayrica lokal rekiirrensle korele bulunmustur (1o1).
2.2.10.8. VENOZ INVAZYON

Vendz invazyon varligi viseral metastaz, sagkalim, timor rekiirrensi insidansini
artirmaktadir. Ekstramural invazyon ve kalin duvarli ven tutulumu ko&tii prognoza

sahiptir(loz).

2.2.10.9. PERINORAL iINVAZYON

Perindronal invazyon insidansit Ozellikle evre 3 hastalarda ¢ok yiiksektir. Evre 3
perindral invazyon olan vakalar ile olmayan vakalar lokal rekiirrens ve 8 yillik sagkalima gore

kiyaslandiginda belirgin bir fark belirtilmistir (103).

2.2.10.10. OBSTRUKSIYON VE PERFORASYON

Tamamen tikali kalin bagirsak karsinomlu hastalarda, ayni evredeki hastalar ile

kiyaslandiginda 5 yillik sag kalimi azaltmaktadir (04).

Perforasyon sonucu tiimor bagirsak duvarina yayilir ve kotli prognozu gosterir (19s).
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2.2.10.11. PERITUMORAL LENFOSITIiK INVAZYON

Belirgin peritiimoral lenfositik infiltrasyon iyi prognoz ile iliskilendirilmistir (1o6).

2.2.10.12. PERITONEAL VE SEROZAL YAYILIM

Lokal peritoneal yayilim intraperitoneal rekiirrens, pelvik rekiirrensin giiglii bir

kanitidir. Prognostik olarak TNM klasifikasyonunda da kullanilmaktadir (7).

2.2.10.13. HASTAYA BAGLI FAKTORLER

Geng hastalarda prognoz daha kétiidiir. Ciinkii bu yas grubunda miisindz karsinomlar
daha fazladir (103). Baz1 yayinlarda kadinlarda prognoz daha iyi iken bazi yayinlarda ise fark

olmadig: gosterilmistir (1¢9).

2.2.11. TEDAVi

2.2.11.1. KOLON REZEKSIYONU

Kolorektal karsinomlarin birincil tedavisi cerrahi rezeksiyondur. Cerrahi tipi tiimoriin

yerlesim yeri ve yayginligi ile ayrica anatomi ve lenfatik drenaja gére degismektedir (;10).

2.2.11.2. REKTAL LEZYON REZEKSiYONU

Cerrahi strateji rektumun ti¢ farkli bolgesine ve endosonografik veya BT tiimor

evresine ve timdr diferansiyasyonuna gore degismektedir (;11).

2.2.11.3. KEMOTERAPI

Evre III kanserli hastalarda 5-Fluorouracil /leucovorin tedavisinin, rekiirrens riskini

azalttig1 gosterilmistir ().
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2.2.11.4. RADYOTERAPI

Rektal karsinomlarin tedavisinde radyoterapinin rolii vardir. Kolon karsinomlarinin
bazilarinin tedavisinde yeri vardir (113). Preoperatif, postoperatif veya rekiirren hastaliklarin

tedavilerinde kullanilmaktadir (114).

2.2.11.5. PREOPERATIF KEMORADYASYON

5-Fluorouracil ve preoperatif radyasyon kombinasyonu, lokal eksizyon veya lokal

yayilmis rektal kanserli vakalarda sfinkter koruyucu radikal cerrahi 6ncesi uygulanmaktadir

(113, 114)-

2.3.0TOFAJi

2.3.1. TANIM VE GENEL BILGILER

Otofaji selliiler organel ve proteinlerin yikimimi gergeklestiren homeostatik bir
procestir. Hiicresel biyosentez sirasinda hiicreyi substrat eksikliginden ve metabolik stresten
korur (115). Kisa omiirlii proteinler ubikitin-proteozom sisteminde pargalanirken, uzun dmiirlii
proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji sistemi tarafindan pargalanirlar ve olusan yapi taglar

hiicreye yeniden kazandirilirlar (115).

Otofaji, otofagozom denen ¢ift katli membranin stoplazmik icerigi yutmasi ile baglar.
Otofagozom daha sonra lizozom ile birlesir ve igerik indirgenme ve geri doniisiime ugrar (115).

Otofaji hasarl ve eskimis organel ve proteinlerin kaldirilmasi i¢in ¢ok dnemlidir.

Her hiicrede bazal seviyelerde otofaji olusur ve homeostazin devamini saglar.
Disfonksiyone proteinlerin (unfolded) ve mitokondride olusan serbest oksijen radikallerinin
elemine edilmesi otofajiye Ornektir. Bu katabolik progesle hiicreye hayati substratlar geri

kazandirilir. Gerektiginde enerji ihtiyaci igin substrat olusturulur (;;s).

Otofaji defektlerinin farelerde metabolik stres, genomik hasar ve tiimdrigenezde rolii

oldugu ve ayrica timdor supresyonunu indiikledigi gosterilmistir (116).
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2.3.2.0TOFAJi DUZENLENMESI

Otofajinin ana diizenleyicisi mTOR yolagidir. mTOR komplex-1 kinaz aktivitesi

inhibe edildiginde otofagozom olusumu aktive olur (117). Yani mTOR otofajiyi durdurucudur.

mTOR aktivasyonu tiimor supresor gen kaybi nedeniyle olusabilir. Hiicresel stres
mTOR’ u inhibe ederek otofajiyi tetikler. mTOR inhibitorleri (rapamisin gibi ) otofajiyi
tetiklemek i¢in kullanilmaktadir (113 Hiicrede enerji azalmasi, lipid ve glikoz
metabolizmasinda 6énemli rolii olan AMPkinaz’1 aktive eder. Bu aktivasyon mTOR’u inhibe

eder ve otofaji aktive olur (119). Hipoksi AMPkinaz’1 aktive eder (119).

Sekil 3: Otofaji yolaginda anahtar role sahip olan genler \./e- rol aldiklari yerler detaylariyla

gosterilmektedir (120).
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2.3.3.HUCRE OLUMU VE OTOFAJi

Hiicre koruyucu 6zelligi yan sira otofajinin hiicre 6liimiinii de indiikledigine dair pek
cok kanit vardir. Otofajinin non-apopitotik hiicre 6liimiine eslik ettigi gosterilmistir (121, 122).

Uzun siiren stres ve siirekli otofaji aktivitesi hiicrenin kapasitesini zorladiginda hiicreyi
oliime sitiriikleyebilir. Tiimdr tipi ve genetik yapisina gore antikanser ilaglarla otofajik hiicre
oliimii indiiklenebilir (12y).

VHL-eksik renal hiicreli karsinomda STF-62247 molekiilii ile otofajik hiicre 6liimii

indiiklenmistir (123).

2.3.4.0TOFAJI VE HUCRE YASLANMASI

Otofajinin, Ras onkogeninin indiikledigi yaslanmanin mediat6rii oldugu gosterilmistir
(24. Hiicresel yaslanma hiicre siklusu inhibitorlerince siklusun durdurulmas: ile
gerceklesmektedir. Yaslanma onkogenler, DNA hasarlandiran ilaglar, oksidatif stres ile

indiiklenebilir (125)-

Yaslanma, otofaji iligkili tiimor dormansisini (uyku moduna geg¢mesi) agiklayan bir
mekanizma olabilir (156 Baska bir ¢alismada da tiimdr hiicrelerinde otofaji inhibisyonun
yaslanmay1 geciktirdigi goriilmiistiir (124). ULK1 ve ULK3 yaslanma siirecinde upregiiledir ve

ULK3’iin indiiklenmesi otofaji ve yaslanmay: indiikleyebilir (124).

2.3.5.0TOFAJi VE APOPITOZ ILiSKiSi

Otofaji inhibe edildiginde intakt apopitotik sinyalizasyonla kanser hiicreleri apopitoza
gider. Apopitozun engellenmesi sik goriilen bir kanser olusum mekanizmasidir. Timor stres
durumlarinda diger hiicre 6liim mekanizmalari ile Oliir (j27). Apopitoza direngli tiimorlerde

otofaji alternatif bir 6liim mekanizmasi olabilir ;7.
Giincel caligmalar, TRAIL-mediated apopitoz gibi apopitoz ile otofaji arasindaki

baglant1 yolaklarmi tanimlamaktadir. TRAIL birgok tiimdre karsi apopitozu indiikleyen bir

sitokindir (128)-
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Anti-apopitotik Bcl-2 protein ailesi pek ¢ok tiimorde asir1 exprese olmakta ve tedavi
direnci olugturmaktadir. Bcl-2 apopitozu inhibe ettigi gibi Beclin-1’1 inhibisyonu ile otofajiyi

de inhibe Cder(129).

2.3.6. OTOFAJININ KANSERLERDEKI ROLU

Otofaji iki ucu keskin bicak gibidir. Otofaji tiimdr supresyonunda rol aldig gibi timor
hiicrelerinde de strese tolerans gelisiminde rol almakta yani olumsuz kosullara direng
saglamaktadir (115). Tiimor hiicrelerinde stres, hizli hiicre proliferasyonuna yol agan yiiksek
metabolik talep olusturur (;30).

Otofaji yolaginda anahtar genlerden Belcin-1’de prostat, over ve meme kanserinde

%40-75 kay1p oldugu gériilmiistiir 16).

Otofaji tiimorde ozellikle hipoksik alanlarda indiiklenir. Stresin indiikledigi otofaji
tedavi direnci ve tiimoriin uyku moduna gegmesine yol agabilmektedir. Sonug olarak tlimoérde
tekrar biiylime (rekiirrens) ve progresyon goriiliir (31). Preklinik ¢aligmalarda “prosurvival”
otofajinin genetik ve farmakolojik olarak inhibe edilmesi, tlimor hiicrelerinin éldiiriilmesini ve

apopitotik hiicre 6liimiinii tetikledigi gosterilmistir (115, 132-136)-

Otofaji inhibitorleri (klorokin, hidroksiklorokin) ile kombine edilmis kemoterapinin

sadece kemoterapi ile kiyaslandiginda ¢ok daha etkin oldugu gosterilmistir (137).

Otofajinin kanser tedavisindeki yerinin anlasilmasi ¢ok 6nemlidir. Pek ¢ok antikanser
tedavisinin otofajiyi aktive ettigi bilinmektedir. Yani otofaji inhibitorleri de aktivatorleri de
kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Bu kompleks rol arastirilmaya devam etmektedir. Otofaji
sinyalizasyonunun analizi, yeni tedavi modaliteleri gelistirme ve tedavi hedefleri belirleme

acisindan 6nem tagimaktadir (37).

Timor supresor pS3 hiicredeki yerine gore; niikleusta pek ¢ok otofaji aktivatoriinii

indiiklerken, stoplazmik p53 otofajiyi inhibe etmektedir (133).
Timdr supresyonunda otofaji, homeostatiktir. Kesintiye ugradiginda tiimorigenez

desteklenir ve hizlanir. Otofajinin tiimor supresyonundaki baslica rolleri hasarli protein ve

organellerin kaldirilmasi, hiicre biiyiimesinin sinirlanmasi ve genomik instabilitedir (139).
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2.3.6.1.0tofaji Ve Tiimor Hiicre Sagkalim (Direnci)

Otofaji strese kars1 diren¢ saglar ve tiimor hiicrelerini metabolik stresten korur.
Esansiyel otofaji genlerinin baskilanmasi tiimdr hiicrelerinin dliimiine yol agabilir. Metabolik
strese ugratilan otofaji baskanmis kanser hiicrelerinde otofaji indiiklenmis kanser hiicrelerine

gore surveyin azaldig1 gosterilmistir (;39).

Hipoksi ve metabolik stresde ATP saglamak i¢in gerekli substratlarin temini icin
otofaji aktive olmaktadir. Tiimdrlerde damarlardan uzaklastik¢a otofaji aktivitesi artmaktadir

a37)- Hipoksi iliskili otofajinin HIF1-a bagimli ve bagimsiz aktivasyonu tanimlanmistir (140).

Otofaji bazal seviyelerinde yiikselme saptanan pankreas kanseri hiicrelerinde,
yukselmenin hiicreye enerji saglamak i¢in olabilecegi diisiiniilmiis ve otofaji inhibe

edildiginde bu tiimdr hiicrelerinin regrese oldugu ve farelerde surveyin uzadig: gosterilmistir

(141)-

Kemoterapi ve radyasyon tedavisi sonrasi hayatta kalan tiimor hiicrelerinde otofaji
aktivasyonu bu hiicrelerin uyku modunda kalmasina ve timor rekiirrensi ve progresyonuna

yol agabilir (;31).

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda h-ras ve k-ras mutasyonu olan kanser hiicrelerinde
otofaji bazal seviyelerinin ¢ok artti1 gosterilmistir (142). Bu hiicrelerde esansiyel otofaji
proteinlerinin inhibisyonu hiicre biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Otofaji inhibisyonu

Ras mutasyonu olan tiimérler i¢in efektif tedavi olanaklar: sunabilir (137).

2.3.6.2. Otofaji Ve Kanser Tedavisi

2.3.6.2.1.0tofaji indiiksiyonu:

Otofaji indiiklenmesi i¢in gerekeli proteinlerden belcin-1’in farelerde kaybinda timor
gelisirken asir1 ekspresyonunda timor gelisimi  baskilanmaktadir (116 Konvansiyonel

sitotoksik ilaclar ve radyasyon otofajiyi indiikler (132, 143-147).

Bunlarin disinda BCR-ABL tirozin kinaz inhibitdrii imatinip (j4g), anti-EGFR reseptorii
cetuximap (149 proteaz inhibitdrleri 150) TNF iligkili apopitoz inducing ligand (TRAIL) (151 ,
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HDAC inhibitorii vorinostat ve OSU-HDAC42 (;5,) gibi diger antikanser ilaglarinin otofajiyi

aktive ettigi gosterilmistir.

Proteaz inhibitorleri (153), siklooksijenaz inhibitdrleri (154), tamoksifen 155y de otofajiyi

induklemektedir.

Devamli ve asir1 otofaji indiiksiyonu tiimor hiicre Oliimiinii indiikler (j,3. mTOR
inhibitdrleri —otofajiyi indiiklerler- néroendokrin karsinom, renal hiicreli karsinom ve lenfoma
tedavisinde sinirli bir basar1 saglamustir (1s6).

Antidiyabetik biguanid grubundan metforminin mTOR inhibisyonu ile otofajiyi aktive

ettigi gérﬁlmﬁstﬁr(lsz 158)-

2.3.6.2.2.0tofaji inhibitorleri:
Pek ¢ok caligmada antikanser ilaglarin otofaji inhibisyonu ile tiimdral hiicre dliimiinii
arttirdig1 goriilmiistiir (134). Alkilleyici ajanlarin tiimor hiicrelerinde otofaji inhibisyonu yaptigi

gosterilmistir (13).

Apopitoz-defekti saptanan kolon kanser ve losemik hiicre soylarinda otofaji
inhibisyonunun direngli hiicrelerde TRAIL-mediated apopitoza duyarlilig arttirdig

gosterilmistir (i51).

Farmakolojik inhibitorler yolagin erken veya ge¢ basamaklarini inhibe edenler olarak
ayrilabilir. Erken evre inhibitorler class3 PI3K y1 etkilerken antimalaryal klorokin,

hidroksiklorokin ve bafilomisin ge¢ evre inhibitorlerdir (iso).
Farelerde Myc-ile indiiklenmis lenfomada klorokin+siklofosfamid kombinasyonu ile
otofaji inhibisyonu yapilarak tiimoral hiicre 6liimii indiikklenmis ve benzeri etki Atg5 in

shRNA ile susturulmasi ile de saglanmistir. Sonucta timor rekiirrensi geciktirilmistir (13y).

Kolon kanseri ksenograft modelinde klorokin+vorinostat kombinasyonu ile timor

kitlesinde belirgin kiigiilme ve apopitozda artis saglanmaistir ;o).
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Yine prostat karsinomu ksenograft modelinde saratinib ile tiimor biiyltimesinde kontrol
grubuna gore %26 azalma goriiliirken saratinib+klorokin kombinasyonu ile %64 azalma

saglanmistir ().

2.3.6.3.TUMORDEN KORUNMADA OTOFAJI HEDEFi

Tiimoér supresyonunda otofajinin Onemli rolii mevcuttur. PI3K-AKT-mTOR
sinyalizasyonu ¢ogu tiimdrde disregiiledir ve mTOR inhibisyonu otofajiyi indiikleyebilir. Fare
deneyinde karsinojenle indiiklenen akciger kanserinde mTOR inhibitorii rapamisinle %90
rediiksiyon saglanmistir ;2. Baska bir ¢alisjmada da metforminle mTOR inhibisyonu ile
benzer sonug elde edilmistir (;63).

Otofaji tiim6r supresyonunda ve tliimoriin strese adaptasyonunda ikili bir rol
oynamaktadir. Pek ¢ok preklinik calismada stresin indiikledigi otofajinin tiimoriin hayatta
kalmas: ve biliylimesi yoOniinde etki ettigi dolayisiyla antikanser terapilerle bu etki
hedeflenebilecegi gosterilmistir. Bu ilgiler otofaji inhibisyonunun kanser tedavi hedefi
olabilecegini gostermektedir. Otofaji inhibisyonu yapan pek ¢ok ilag spesifik degildir ve direk
antitimoral etkisi yoktur. Bu 0Olclide faz 1-2 c¢alismalarinda en ¢ok klorokin ve

hidroksiklorokin kombine olarak kullanilmaktadir (;63).

2.3.7.ANTI-LC3C (Cytosolic-associated protein light chain 3-C)

Cytosolic-associated protein light chain 3-II (LC3-C) otofaji yolaginda otofagozom
olusumunda rol alan bir proteindir ve matiir otofagozomlarda bulunur. Bu sayede
otofagozomlarin  gosterilmesinde kullanilir. Normal hiicrelerde LC3C  stoplazmada
(stoplazmik boyanma) bulunurken otofaji aktive oldugunda otofagozom iizerinde yerlesir

(vezikiilerboyanma) (164).

2.4.MIRNA

DNA’nin yiiksek seviyede korunan alanlarindan kodlanan ancak protein kodlamayan
miRNA’lar yaklasik 18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplik¢ikli RNA molekiiliidiir.
miRNA’lar mRNA zincirinin sonuna (3’ ucu) komplementer olarak baglanir, hedeflenen
MRNA'’lar1 direk parcalayarak yada translasyonunu inhibe ederek mRNA’nin islevini
sonlandirirlar. Boylece gen ekspresyonunu (negatif olarak) diizenler. Gen hedeflenerek
yapilan bu diizenleme pek ¢ok biyolojik procesde ( kok hiicre farklilagsmasi, apopitoz,

yaslanma, hastaliklar, kanser gibi...) gorev alir. Bir miRNA birden ¢ok transkripsiyonu
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hedefleyebildigi gibi, bir gen de birden ¢ok miRNA tarafindan diizenlenebilir. Yani miRNA

ile gen transkripsiyonu arasinda 6zgiilliik iliskisi yoktur (jes).

Hiicre c¢ekirdegi iginde DNA’dan RNA Polimeraz II (Pol II) veya III ile
transkripsiyonla olusturulan ilk formuna pri-miRNA denir. Bu form birkag yiiz niikleotidlidir
ve hiicre gekirdegi icinde -minimal enerji gerektiren- katlanmis halde bulunur (5.

pri-miRNA’lar RNAz III endonukleaz “Drosha” enzimi ve ¢ift iplikcikli RNA
baglayici protein “Pasha” kompleksi tarafindan islenerek pre-miRNA’ya donustiiriiliir (ies).
Cekirdek zar proteini “exportin-5 aracilifiyla stoplazmaya aktarilan pre-miRNA’lar
dogrudan RNAz III endonukleaz “Dicer”a baglanir. Dicer, pre-miRNA sap-ilmigini kestikten
sonra, iki tamamlayict kisa RNA molekiilii meydana gelir, ama bunlardan sadece biri RNA-
indiiklenmis susturma kompleksine (RISC) dahil olur (;66). RISC kompleksinin iginde yer alan
bir RNAz olan argonaute’in etkisiyle bu ikisinden 5’ ucu daha kararh olan1 (kilavuz iplik¢ik)
secilip bu komplekse dahil olur. Diger iplikcik, anti-kilavuz veya yolcu iplik¢ik olarak
adlandirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. Hedef mRNA’nin 3’ ucuna
baglanarak gen translasyonunu sonlandirir. Cogunlukla RISC kompleksi mRNAnin

kodlanmayan (UTR) kismina baglanir. (Sekil 4) (167).

Hedef geni hangi miRNA’nin regiile edecegi genle miRNA arasindaki
komplementerlik derecesi ile belirlenir. Tam yada tama yakin komplementerlik mRNA’y1
parcalayabilirken eksik komplementerlik translasyonu baskilar (163. miRNA’nin 22
niikleotidlik dizisinin 2-8 arasi niikleotidlerine ‘seed’ dizin denir. Bu kisim hedef dizin

tanimada 6nemlidir. Ciinkii seed dizin hedef UTR ile tam komplementer olmalidir (;69).

Memelilerde miRNA ile mRNA arasinda tam komplementerlik hemen hemen hig
olmadigindan bir miRNA ile ilgili alt hedef grubunu hesaplamak olduk¢a zordur. Bugiin bazi
bilgisayar programlar1 ile mRNA kaynak dizinleri baz alinarak muhtemel miRNA’lar
belirlenmektedir (179 Bu muhtemel miRNAlar in vivo ve in vitro ortamda mRNAlarla

eslestirilerek etkinlikleri kanitlanmalidir.
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Sekil 4:miRNA Sentezi Ve Islevi (147,

Bazi miRNA’larin (asir1 ifadelenmis ve/veya amplifiye olmus) onkogen, bazilarinin
(az ifadelenmis ve/veya delesyona ugramis) ise tiimor baskilayict gen gibi islev gérmesi,
timOr progresyonu, metastazi ve invazyonunda miRNA’larin modiilator oldugunu
diistindiirmektedir (171). Cogu miRNA’larin lokalizasyon ve ifadelenme profilleri goz oniine

alindiginda karsinogenezde anahtar rollere sahip olabilecegi ongorilmiistir (172, 173).
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2.4.1.miRNA VE KANSER

Mirna’larin  ¢esitli  kanserlerde anormal ekspresyon paternleri  gostermesi,
tiimorigenezde onemli roller oynadiklarini diisiindiirmektedir. Bu rol onkogen ve timor
supresOr genlerin yeni bir smifi olarak tanimlanmaktadir. Kanserlerde ekspresyonlar1 artan
miRNAlar onkojenik miRNAlar (onkomiRs) olarak isimlendirilmektedir. Bu miRNAlar
tiimOr supresyonunu, apopitozu ve hiicre diferansiasyonunu kontrol eden genleri durdurarak
timor gelisimini uyarmaktadir. Bununla birlikte cesitli kanserlerde ekspresyonu azalmig

miRNA’larda mevcuttur. Bunlarda tiimér supresor olarak siniflandirilmaktadir (174).

2.4.2. miRNA VE OTOFAJi

Mirna’larin, otofajinin; indiiksiyon, vezikiil niikleasyonu, vezikiil elongasyonu,
maturasyon ve otofagozom olusumu gibi asamalarmi kontrol eden genlerle iliskisi ortaya

konulmustur 175) -

Calismamiz hazirlanirken otofaji yolaginda gorevli genlerle iliskili miRNA’larin
seciminde  “ http://www.targetscan.org/’ adli siteden yararlanilmistir. Tablo 4’te otofaji

yolaginda anahtar role sahip genler ve iligkili miRNAlar goriilmektedir.

2.4.3. miRNA VE KOLOREKTAL KANSER

KRK’larda diizeyleri artan veya azalan cesitli miRNA’lar tanimlanmustir. Ornegin
miR-133b, miR-143, mir-145 ekspresyon seviyeleri diigerken miR-17-92, miR-18a, miR-20a,
miR-21, miR-31, miR-92, miR-96, miR-135b ve miR-183 expresyonunun arttig
gosterilmistir (176). Vickers ve arkadaslarinin ¢alismasinda miR-18a, miR-21, miR-20a, miR-
31, miR-143, miR-145, miR-155, miR-181b, miR-200c, miR-203, miR-106a’nin KRK’larda
prognozla iliskisi vurgulanmistir (;77. miR-125b, miR-137, miR-143, miR-145, miR-192,

miR-622, miR-630’nin timdr regresyonu ile iliskisi gdsterilmistir (7).

hsa-miR-520e hsa-miR-520d-3p | hsa-miR-106b hsa-miR-548c-3p | hsa-miR-4319 hsa-miR-30d
hsa-miR-520d-3p | hsa-miR-520a-3p | hsa-miR-106a hsa-miR-4477a hsa-miR-125a-5p hsa-miR-30a
hsa-miR-520a-3p | hsa-miR-520e hsa-miR-17 hsa-miR-125b hsa-miR-30e
hsa-miR-372 hsa-miR-373 hsa-miR-20b hsa-miR-8 hsa-miR-30b
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hsa-miR-302d hsa-miR-520b hsa-miR-20a hsa-miR-34c-5p hsa-miR-30c
hsa-miR-373 hsa-miR-520c-3p | hsa-miR-93 hsa-miR-34a
hsa-miR-302e hsa-miR-302e hsa-miR-519d hsa-miR-449b
hsa-miR-302a hsa-miR-302c hsa-miR-143 hsa-miR-449a
hsa-miR-302c hsa-miR-302b hsa-miR-4770 hsa-miR-607
hsa-miR-520b hsa-miR-302d hsa-miR-410
hsa-miR-302b hsa-miR-302a hsa-miR-1279
hsa-miR-520c-3p | hsa-miR-372 hsa-miR-3163
hsa-miR-139-5p hsa-miR-340
hsa-miR-370 hsa-miR-4528
hsa-miR-596 hsa-miR-4803
hsa-miR-101
BECN1 ATG7 ATGY9A4,B ATG10 ATGI12
hsa-miR-30d hsa-miR-520e hsa-miR-96 hsa-miR-4435 hsa-miR-23c¢
hsa-miR-4659b-
hsa-miR-30b hsa-miR-520d-3p | hsa-miR-1271 3p hsa-miR-23b
hsa-miR-4659a-

hsa-miR-30a hsa-miR-520a-3p | hsa-miR-485-5p 3p hsa-miR-130
hsa-miR-30e hsa-miR-302b hsa-miR-4316 hsa-miR-371b-3p | hsa-miR-23a
hsa-miR-376b hsa-miR-520b hsa-miR-4775
hsa-miR-30c hsa-miR-372 hsa-miR-3941
hsa-miR-519a hsa-miR-520c-3p hsa-miR-603

hsa-miR-302d hsa-miR-1266

hsa-miR-302c

hsa-miR-373

hsa-miR-302a

hsa-miR-302e

hsa-miR-375
Tablo 4: Otofaji yolaginda anahtar role sahip genler ve iliskili miRNA’lar

(http://www .targetscan.org/
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji
boliimii arsivinden Agustos 2009-Ocak 2014 tarihleri arasinda kolorektal karsinom nedeni ile
kolektomi uygulanmis lokal ileri evre (T3-T4) 50 olgu se¢ildi. Vakalar daha 6nce preoperatif

neo-adjuvan terapi almamiglardi.

Olgulara ait Hematoksilen Eozin boyali tim lamlar gozden gecirildi ve asagidaki

parametreler tekrar degerlendirildi.

1) Yas- Cinsiyet: Elektronik dosyalar1 ve patolojik raporlar1 incelenerek elde edildi.

65 yas altiile 65 yas ve tizeri olarak ikiye ayrildi.

2) Lokalizasyon: Tiimoriin anatomik yerlesim yerine gore c¢ekum, sag kolon,

transvers kolon, sol kolon, sigmoid kolon ve rektum olarak belirlendi.

3) Tiimoér Boyutu: : En biiylik boyut baz alindi. Birden fazla timér odagi olan

vakalarda ise en biiylik tiimor hacmi dikkate alindi.

4) Perinéral invazyon: Invazyon bulunan tiimérler (+), bulunmayanlar (-) olarak

gruplandirildi.

5) Lenfo-vaskiiler invazyon: invazyon bulunan tiimérler (+), bulunmayanlar (-)

olarak gruplandirildi.

6) Histolojik Grade: CAP (Collage Of American Pathologist) protokollerine gore
diistik/low-grade (>%50 gland formasyonu) ve yiiksek/high-grade (<%50 gland formasyonu)

karsinom olarak siniflandirildi. Miisindz karsinomlar ayr1 olarak gruplandi.

7) Histolojik tip: Tiimdrler histolojik tipe gore adenokarsinom ve miisindz karsinom

olarak 2 gruba ayrildi.

8) T,.N,M Evreleme: WHO 2010 kriterlerine gore evreleme yapildi. Lokal

invazyonun derecesine gore submukozaya invaze tiimorler pT1, muskularis propriaya invaze
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tiimorler pT2, subseroza veya nonperitonealize perikolik dokuya invaze tiimor pT3, visseral
peritona perfore olmus ya da direk invazyon veya diger organ tutulumu olan tiimorler pT4

olarak gruplandirildi.

Lenf nodu tutulumu olmayan tiimorler NO, 1-3 lenf nodu tutulumu olanlar N1, 4 ve

iizeri lenf nodu tutulumu olanlar N2 olarak degerlendirildi.

Metastaz olup olmamasina gore {i¢ gruba ayrildi. Uzak metastaz yok (MO), Tek bir
organ ya da bolgesel olmayan lenf nodu metastazi olan (Mla), birden fazla organ ya da

periton metastaz (M1b) olarak siiflandirildi.

9) Metastaz: Hastanin takiplerinde metastaz goriiliip, gorilmemesine gore

siiflandirildi.

10) Hasta takibi: Hastalar 1-46 ay takip edildi.

3.2.IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMA

KRK’larda otofaji aktivitesini immunohistokimyasal olarak gdstermek i¢in matiir
makrootofagozom membraninda bulunan LC3C ( Ligth Chain 3-C) proteinini hedefleyen
anti-LC3C antikoru se¢ildi. Olgulara ait tlimorii temsil eden parafin bloklar secildikten sonra

manuel immiinohistokimyasal boyama protokolii uygulandi.
3.2.1.immiinohistokimya prosediirii

Mikrotom cihazi ile 3.5 mikron kalinligindaki kesitler pozitif sarjli polilizinli lamlara
alindi. Slaytlar 60° ‘lik etiivde 45 dakika bekletilerek kurutuldu. Slaytlar 3 kez 5’er dakika
ksilenle yikanarak deparafinize edildi. Slaytlar rehidrate edilmek ig¢in sirasiyla 3 kez 3’er
dakika %100’lik etil alkol, 2 kez 3’er dakika %95’lik etil alkol, 2 kez 3’er dakika %80’lik etil
alkol ile yikandiktan sonra 5 dakika distile suda bekletildi. Antijen geri kazanimi agamasi i¢in
Tris/EDTA pH 9.0 buffer ile 20 dakika yiiksek 1s1 ayarli mikrodalga firna alindi. Mikrodalga
firmdan ¢ikarildiktan sonra 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Immiinboyama asamasinda
dokularin etraft hidrofobik kalemle c¢izildikten sonra Dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesini onlemek icin kesitler iizerine %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilip 10

dakika bekletildi. Kesitler tekrar TBS’de 5 dakika bekletilip, nonspesifik baglanmalari
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onlemeye yonelik 5 dakika blokaj soliisyonu uygulandi. 1/300 oraninda diliie edilmis Anti-
LC3C (ABCAM rabbit poliklonal-ab64122) antikoru damlatilarak 1 saat oda sicakliginda
bekletildi. Slaytlar 4 kez 5 dakika TBS’de yikandi. Sekonder antikor damlatilip 30 dakika
bekletildi. Tekrar 4 kez 5 dakika TBS’de yikandiktan sonra immun reaksiyonu gozlemlemek
icin isaret olarak streptavidin peroksidaz damlatilarak 10 dakika bekletildi. TBS’de 5 dakika
bekletilen kesitlerin lizerine AEC (Aminoetil karbezil) kromojen damlatildi ve 15 dakika
bekletildi. Daha sonra kesitler distile suyla yikanarak Mayer hematoksilen ile boyandi. Su

bazli kama soliisyonu ile kapatildi.

3.2.2.immiimohistokimya degerlendirme

Immiinohistokimyasal degerlendirme, boyanma yogunlugu ve pozitif boyanan hiicre
ylizdesine gore yapildi. Pozitif boyanan hiicre yiizdesi ; <%1=0 puan , %1-39=1 puan , %40-
69=2 puan , >%70=3 puan olarak derecelendirildi. Boyanma yogunlugu; zayi1f=1puan, orta=2
puan , kuvvetli= 3 puan olarak derecelendirildi. Her iki kategori puanlar1 toplanarak 0-3

puan= diisiik ekspresyon, 4-6= yliksek ekspresyon olarak tanimlanda.

3.3.miRNA ANALIZI

3.3.1.Parafin Bloktan Total RNA Elde Edilmesi

Parafin bloklardan total RNA izolasyonu miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) kullanilarak yapilmistir. Uretici firmanin tavsiyesine gore protokol izlenmistir.

Ayni hastaya ait timorlii bloklar ve kontrol grubu olarak tiimorsiiz (temiz cerrahi
siirlar) parafin bloklar secildi. Parafin bloklardan 3,5 pm kalinliginda 10-12 kesit 1,5 mllik
ependorf tiipline alindi. Tiiplere 200 um ksilen eklenerek 10sn vortekslendikten sonra kisa
siire santriflij edildi. 56°de 3 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda sogutuldu. 200 pm
PKD buffer eklendikten sonra vortekslenerek 1dk 10000 rpm de santrifiij edildi. 10 pm
proteinaz K eklenerek karistirildi. Once 56C°* de 15 dakika sonra 80° C’ de 15 dakika inkiibe
edilerek proteinler yok edildi. 3 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra 15 dakika 13500
rpm de santrifiij edildi. Stipernatant 2ml tiipe alinip pellet atildi. Siipernatanta 10 um DNase
booster buffer eklenerek kisa siire santrifiij edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. 400 um RBC buffer eklendi. 1250 um %100 etil alkol eklenerek pipetle karistirildi.
Karigimdan 700 um alimarak RNA filtreli (RNeasy MinElute spin) tlipe aktarildi. 15 sn
10000 rpm de santrifiij edildi. Filtre yeni tiipe alinarak tekrar 700 pm eklenerek karisim bitene
kadar bu adimlar tekrar edildi. RNeasy MinElute spin filtreye 500 um RPE buffer eklenerek 2

42



dk 10000 rpm de santrifiij edildi. RNeasy MinElute spin filtre yeni bir tiipe alinarak 5 dk
yiiksek hizda santrifiij edildi. RNeasy MinElute spin filtre yeni bir tiipe alinarak 25 um RNase
free water eklenerek 1dk yiiksek hizda sanrifiij edildi. Total RNA filtreden tiipe aktarilmis
oldu. RNA o6rnekleri - 80° C’de saklanmustir.

3.3.2. miRNA Revers Transkriptaz Sentezi
Elde edilen total RNA’dan miScript II RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
cDNA elde etme islemi tamamlanmistir. Protokol iiretici firmanin tavsiyesine gore takip edilmistir.

Biitiin asamalar buz lizerinde yapilmistir.

Kalip RNA ¢ozdiiriiliir. 10x miScript Nucleics Mix, 5x miScript HiSpec tamponu, su ve

primerler oda sicakliginda ¢ozdiiriiliip homojenize edilir ve spin yapilir.

Asagidaki Tablo’da cDNA reaksiyonu i¢in karisim miktarlari gosterilmistir.

Eklenen Madde ul

5x miScript HiSpec Buffer
10x Nucleics Mix

RNase-free water
miScript RT Mix
Total RNA (10-2000ng/ pul)

D N Q] N s

Tablo 5: cDNA Reaksiyonunda kullanilan maddelerin igerikleri ve miktarlar

Kalip RNA, RT master karigimi igeren her tiipe eklenir. Yavasga karistirilir, kisa bir sekilde
santrifiij edilir ve hizli bir sekilde kaldirilir. Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra tiipler 37°C’de
60 dk, ve 95°C’de 5 dk olmak tizere cihaza konulur. Reaksiyon sonunda 6rnekler hizh bir sekilde

buz lizerine alinarak -20 °C’de ¢alisilmaya baslanincaya kadar saklanir.

3.3.3. Real-Time PCR ile miRNA Analizi

miRNA revers transkriptaz sentezi gerceklestirildikten sonra oOrneklerde miRNA
ekspresyon analizi Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) RT-PCR cihazi

kullanilarak yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan maddelerin igereikleri ve miktarlar1 agagidaki
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tabloda ayrintili olarak gosterilmistir. Analiz sonucunda cihazin her 6rnek i¢in verdigi Ct

degerleri kullanilarak normal ve tiimorlii dokulardaki degisimleri hesaplanmustir.

Eklenen Madde ul
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 12,5
10X Universal Primer 2,5
10X miScript Primer Assay 2,5
Rnaz igermeyen su 5
Kalip cDNA 2,5

Tablo 6: Real-Time PCR Reaksiyonunda kullanilan maddelerin icerikleri ve miktarlar

3.4. ISTATIKSEL iSLEMLER

Kategorik degiskenler arasindaki iligkilerin saptanmasinda Ki-kare analizleri
kullanildi. Sag kalim olasiliklar1 Kaplan Meier yontemi ile tahmin edildi ve Log-Rank
yontemi yardimiyla olasiliklar karsilastirildi. Klinikopatolojik verilerin sagkalima etkisi Cox
Regresyon testi ile arastirildi. Tiimorlii dokularla normal dokularin miRNA fold change
degerleri tek 6rnek T testi ile karsilagtirildi. miRNA fold change degerleri ile klinikopatolojik
veriler arasindaki iligkinin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U Test analizi kullanildi.
Analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, versiyon 17.0, ABD) for Windows
programinda yapildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 TANIMLAYICI BiLGILER

Kolorektal karsinom nedeni ile opere edilen 50 vakanin 20 (%40) tanesi kadin, 30
(%60) tanesi erkek hastadir. Vakalar 26 ile 86 (ortalama 63) yas arasindadir. <65 yas grupta
23 (%46) hasta vardir, bunun 9 tanesi kadin, 14 tanesi ise erkektir. >65 yas listli grupta ise 27
(%54) vakanin 16 tanesi erkek, 11 tanesi kadindir (Tablo 7).

Tan1 Yas1
65 Yas Altt 65 Yas Ve Ustii Toplam
Hasta Cinsiyeti Erkek |14 16 30
Kadin |9 11 20
Toplam 23 27 50

Tablo 7 : Vakalarin cinsiyetlere gore yas gruplari

Lokalizasyona gore degerlendirildiginde, en sik tutulum sigmoid kolonda
izlenmektedir. Rektum ve ¢ekum sirasiyla bunu takip etmektedir. Yerlesim yerleri proksimal
kolon, distal kolon ve rektum olarak olarak gruplandirildiginda 16 olgu (%32) proksimal
kolon, 24 olgu (%48) distal kolon, 10 olgu (%20) rektum yerlesimlidir.

Timor boyutlar degerlendirildiginde ortalama 5.4 cm, minimum 2 cm, maksimum 11
cm Ol¢iisiinde izlenmistir. 15 (%30) olguda en biiyiik tiimér ¢ap1 4cm altinda iken, 35 (%70)

olguda 4cm ve daha biiyiiktiir (Tablo 7).

Histolojik tip degerlendirildiginde 47 olgu (%94) adenokarsinom, 3 olgu (%06)

miisindz karsinom olarak izlenmistir.

Vakalarin 43 tanesinde (%86) infiltratif yayilim goriiliirken 7 tanesinde (%14)

ekspansil yayilim gozlendi.
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Tiimor Cap1
Timor Yerlesim Yeri <4 cm >4 cm Toplam

Cekum 0 7 7
Sag kolon 1 5 6
Transvers kolon 1 2 3
Sol kolon 3 5 8
Sigmoid kolon 6 10 16
Rektum 4 6 10

Toplam 15 35 50

Tablo 8: Tiimor yerlesim yeri ve tiimor ¢ap1 dagilimi

50 vakanin 14 tanesinde (%28) lenfovaskiiler invazyon izlenirken 36 vakada (%72)

lenfovaskiiler invazyon izlenmemistir.

50 vakanin 6 tanesinde (%]12) perinéral invazyon izlenirken 44 vakada (%88)

perindral invazyon izlenmemistir.

CAP (Collage Of American Pathologist ) protokollerine gore histolojik olarak 36 vaka
(%72) low grade (diisiik dereceli) olarak degerlendirilirken, 11 vaka (%22) high grade

(ylksek dereceli) olarak degerlendirilmistir. Miisindz karsinomlar ayr1 olarak gruplandi.

WHO TNM smiflamasina gore tiimorlerin yayilimi ve evreleri degerlendirildi.
Calisma grubumuz tiimor yayilimi olarak, T3 ve T4 olgulardan olugmaktadir. 50 vakanin 48
tanesi (%96) tiimor yayilim derecesi olarak T3’ken 2 tanesi (%4) T4 olarak degerlendirildi.
Vakalarin 30 tanesinde (%60) lenf nodu metastaz1 saptanmadi. Lenf nodu metastazinin
yayginligina gore, 11 vakada N1 (%22), 9 vakada N2 (%18) olarak degerlendirildi. 4 vakada
(%8) tan1 aninda uzak metastaz mevcutken, 46 vakada uzak metastaz yoktu. Bu bulgulara
dayanarak; 29 olgu (%58) evre 2, 17 olgu evre 3 (%34), 4 olgu evre 4 (%8) olarak

siiflandirildi.

Histolojik grade ile klinikopatolojik veriler ki-kare testi ile karsilastirildiginda;
cinsiyet (kadmn, erkek), yas (= 65 yas, <65 yas), lenfovaskiiler invazyon ve perinoral

invazyon ile CAP histolojik gradeleme sistemi arasinda anlamli iligki goriilmezken; WHO
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TNM evre (stage), timor ¢ap1 (>4cm, <4cm) ve lenf nodu metastazi arasinda anlamli iliski

goriilmistiir (Tablo 9) .
Toplam | p Degeri
20
30 0,535
36
14 0,759
16 0,179
24
10
35
15 0,048
29
11 0,044
9
29
17 0,017
4
14
36 0,259
6
34 0,210

Tablo 9: Prognostik faktorlerin histolojik gradele karsilastirilmasi ve p degerleri

Olgular ortalama 20,6 ay (Minimum 1,05 - maksimum 48,13 ) izlendi. Izlem sirasinda
10 olgu ex. oldu. Yapilan sagkalim degerlendirilmesinde ex. olan 10 hastanin 6 tanesi diigiik
grade, 4 tanesi yiiksek gradedir. Ortalama sagkalim diisiik gradelilerde 48 ay, yiiksek

gradelerde 45 ay, miisindzlerde 30 ay olarak hesaplandi. Yapilan istatiksel calismada
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p=0,202 (Log Rank(mantel-Cox)) olmasi, bize CAP grade sistemi ile sagkalim arasinda iligki
bulunamamistir (Sekil 5).

grade
—Tlow -dus ik
—IThigh-yiiksek
miisinéz

1,0

0,97 —‘

0,8

Birikimli Survival

0,67

T T T T T T
0 10 20 30 40 50

izlem ay

Sekil 5:CAP gradeleme sistemi ile sagkalim arasindaki iligki

Klinikopatolojik verilerin sagkalim iizerine etkisi Cox regresyon testi ile
degerlendirildi.Cinsiyet (p=0,037) ve lenf nodu tutulumu (0,020) ile sagkalimlarasinda
anlamli iligski bulundu(Tablo 10)

Cox Regresyon Sagkalim Analizi

B SE Wald df Sig. Exp(B)
Cinsiyet 2,091 1,000 4,368 1 ,037 8,093
Yas 1,269 ,879 2,086 1 ,149 3,558
Tiimor ¢apt 1,913 1,320 2,100 1 ,147 6,771
tyeri ,432 ,286 2,282 1 ,131 1,541
Histolojik Grade -1,118 1,041 1,153 1 ,283 ,327
Lenf nodu met. 2,496 1,073 5,414 1 ,020 12,130
Lenfovaskiiler inv. ,346 ,898 ,148 1 ,700 1,413
Perindral inv. ,873 1,345 ,422 1 516 2,395
TNM Evre -2,728 1,507 3,278 1 ,070 ,065
LC3C Ekspresyonu -1,242 ,902 1,897 1 ,168 ,289

Tablo 10:Klinikopatolojik verilerin sagkalim tizerine etkisi
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Resim 1:Adenokarsinom , kr

V" i e o L]

Resim 2 :Miisindz karsinom 40x H/E

49



0
0
g

Resim 3: Low grade adenokarsinom 200x H/E

Resim 4: High grade adenokarsinom 100x H/E

50



Resim 5: Lenfovaskiiler invazyon 200x H/E

Resim 6: Perinoral invazyon 200x H/E




4.2.IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

LC3C immunohistokimyasal markirt i¢in stoplazmik, noktasal-vezikiiler boyanma
(dot-like) paterni pozitif olarak kabul edildi. Normal hiicrelerde LC3C stoplazmada lokalize
olurken otofaji yolag1 aktive oldugunda otofagozom iizerinde (vezikiiler) lokalize olur. Tiim
slaytlarda inflamatuar hiicrelerde, Ozellikle plazma ve eozinofillerde, LC3C
immiinreaktivitesi tespit edildi. Bu hiicreler anti-LC3C molekiilii i¢in pozitif kontrol olarak

kabul edildi.

LC3-C immiinreaktivitesi pozitif boyanan hiicre yilizdesi ve boyanma yogunluguna
gore degerlendirildi. Buna gore pozitif boyanan hiicre yiizdesi ; <%]1’in altinda boyanma “0
puan” , % 1-39 hiicre pozitifligi “l puan” , %40-69 hiicre pozitifligi “2 puan” , %70-100
hiicre pozitifligi “3 puan” olarak degerlendirildi. Boyanma yogunlugu; negatif “0 puan” ,
zayif “1 puan”, orta “2 puan”, kuvvetli “3 puan” olarak degerlendirildi. Her iki skor
toplanarak “0-3 puan= diisiik LC3C ekspresyonu ”, “4-6 puan= yiiksek LC3C ekspresyonu ”
olarak gruplandirildi(Tablo 11).

VAKA |SKOR |VAKA |[SKOR |VAKA |SKOR |VAKA |SKOR |VAKA |SKOR
1 5 11 0 21 5 31 0 41 2
2 0 12 5 22 3 32 0 42 4
3 0 13 0 23 4 33 0 43 0
4 4 14 5 24 6 34 6 44 0
5 0 15 4 25 5 35 0 45 0
6 6 16 4 26 0 36 5 46 6
7 0 17 6 27 0 37 0 47 0
8 6 18 4 28 4 38 6 48 4
9 2 19 6 29 0 39 6 49 6
10 0 20 0 30 6 40 0 50 5

Tablo 11 : Vakalarin anti-LC3C ile pozitif boyanma yiizdesi ve boyanma yogunlugu skorlari

toplamlari
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Vakalarm; 24 tanesinde (%48) negatif-diisik LC3C ekspresyonu saptanirken, 26
tanesinde (%52) kuvvetli LC3C ekspresyon saptandi.

Asagidaki tabloda klinik-histopatolojik verilerle LC3C expresyonu arasindaki iliski
degerlendirilmistir (Tablo12). LC3C ekspresyonu ile timdr ¢ap1 (>4cm, <4cm) arasinda (p
degeri=0,009), CAP histolojik gradeleme sistemi (p degeri=0,018) ve timor yerlesim yeri (p
degeri=0,029, p degeri=0,017) anlaml1 iliski bulunmustur (Tablo12)

Toplam p Degeri

10 10 20

14 16 30 0,817
13 14 27

11 12 23 0,982
21 14 35

3 12 15 0,009
7 0 7

4 2 6

1 2 3 0,029
3 5 8

4 12 16

5 5 10

12 4 16 0,017
7 17 24

5 5 10

13 23 36

8 3 11 0,018
3 0 3

12 18 30

6 5 11 0,330
6 3 9

11 18 29

10 7 17 0,208
3 1 4

9 5 14 0,151
15 21 36

4 2 6 0,329
20 24 44

Tablo 12: LC3C ekspresyonunun klinikopatolojik verilerle karsilastiriimasi

53



Resim 7: Yiiksek LC3C ekspresyonu izlenen tiimoral alanlar (100x stoplazmik boyanma

paterni )

GHL’ ol AWl iy

Resim 8: LC3C stoplazmik boyanma paterni (200x)
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Resim11: LC3C ile stoplazmik noktasal (dot-like) patern boyanma (1000x)
LC3C expresyonunun saglalim ile iliskisi istatiksel olarak anlamli bulunamakla
beraber (Log Rank(mantel-Cox) p=0,434) yiiksek LC3C ekspresyonu gosteren grup diistik

expresyon gosteren gruptan daha iyi prognoza sahip goriinmektedir (Sekil 6)

Lo —1 Diigiik sksprosyon
— Y hksok axpresyon
4] e T I _:_
0,8 H—+—H—+~4——r—«—b—¢-—v—t— 1
W™
2 ——
2 067
=
w
3 0,4
—
m
0,2
0,0
T T T T T T
3,00 10,00 20,00 30,00 40,040 50,00

izlem ay

Sekil 6:LC3C expresyonunun sagkalimla iliskisi

56



4.3. miRNA BULGULARI

50 KRK’li hastanin tiimorlii ve tiimorsiiz kolon dokularinda 6 adet miRNA
(miRNA302a, miRNA302b, miRNAS520a-3p, miRNAS520b, miRNA520d-3p, miRNAS520¢)
Biomark Real Time PCR ile analiz edildi. Analiz sonucunda cihazin tiimérlii ve tiimorsiiz
dokular i¢in verdigi ct degerleri oranlanarak fold change degerleri hesaplandi. Bu oran, analiz
edilen miRNA’nin hastaya ait tiimorli ve tiimorsiiz dokular arasindaki oransal farkini

gostermektedir.

4.3.1. miR302a

50 vakanin miRNA302a fold change degerleri 0,02 - 42,81 arasindadir. Bu degerler
Log2 tabanina gevrildiginde 24 tanesinde (%48) miRNA302a ekspresyonunun azaldigi, 26
tanesinde (%52) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo13).

6

o I‘ ‘ nn Il ‘ ‘ | I " |
l||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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Tablo 13: KRK’li vakalarin timorli ve timorsiz dokulari arasinda miRNA302a

ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi ( Log2fold change)

4.3.2. miR302b

50 vakanin miRNA302b fold change degerleri 0,02 — 63,1 arasindadir. Bu degerler
Log2 tabanina g¢evrildiginde 23 tanesinde (%46) miRNA302a ekspresyonunun azaldigi, 27
tanesinde (%54) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo14).
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Tablo 14: KRK’li vakalarin tiimorli ve tiimorsiiz dokular1 arasinda miRNA302b
ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi ( Log2fold change)

4.3.3. miR520a-3p

50 vakanin miRNA302b fold change degerleri 0,05 — 82.71 arasindadir. Bu degerler
Log2 tabanina gevrildiginde 21 tanesinde (%42) miRNA302a ekspresyonunun azaldigi, 29
tanesinde (%58) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo 15).
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Tablo 15: KRK’l1i vakalarin tiimorli ve tiimorsiiz dokulari arasinda miRNAS520a-3p
ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi ( Log2fold change)
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4.3.4. miR520b

50 vakanin miRNA302b fold change degerleri 0,02 — 64,45 arasindadir. Bu degerler
Log? tabanma cevrildiginde 40 tanesinde (%80) miRNA302a ekspresyonunun azaldigi, 10
tanesinde (%20) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo 16).

8

6

N !!5! |”]|1!13 15|171!91123 25| 19_43'3 JSIS';HIBLH 'tlo 4'9
-4 I I |

-—*

Tablo 16: KRK’li vakalarin timorli ve tiimdrsiiz dokulart arasinda miRNAS520b
ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi (Log2fold change)

4.3.5. miR520d-3p

50 vakanin miRNAS520d-3p fold change degerleri 0,001 — 10,93 arasindadir. Bu
degerler Log2 tabanma cevrildiginde 35 tanesinde (%70) miRNA302a ekspresyonunun
azaldigi, 15 tanesinde (%30) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo 17).
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Tablo 17: KRK’li vakalarin tiimorlii ve tiimorsiiz dokular1 arasinda miRNAS520d-3p
ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi ( Log2fold change)
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4.3.6. miR520e

50 vakanin miRNAS52 fold change degerleri 0,001 — 10,93 arasindadir. Bu degerler
Log? tabanma cevrildiginde 34 tanesinde (%68) miRNA302a ekspresyonunun azaldigi, 16
tanesinde (%32) miRNA302a ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo18).
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Tablo 18: KRK’li vakalarin timorlii ve tumorsiz dokulart arasinda miRNAS520e

ekspresyonundaki degisimin grafiksel gosterimi (Log2fold change)

Log2 fold change degerleri istatiksel olarak tek ornek T testi ile analiz edildiginde
miRNAS520b (mean FC=-1,7+0,30 SEM) , miRNAS520d-3p (mean FC=-1,46+0,33 SEM) ve
miRNAS520e (mean FC=-0,66+0,29 SEM)’de anlamli ekspresyon kaybi izlendi (Tablo 19).

One-Sample Test

Test Value =0
95% Confidence Interval of the
Difference
t df Sig. (2-tailed) Mean Difference |Lower Upper
miRNA302a ,056 49 ,956 ,02080 -, 7256 7672
miRNA302b -1,560 49 125 -,60200 -1,3773 ,1733
mirna520a-3p 1,054 49 297 ,35360 -,3209 1,0281
miRNA520b -5,603 49 ,000 -1,70540 -2,3171 -1,0937
miRNA520d-3p -4,365 49 ,000 -1,46000 -2,1321 -, 7879
miRNA520e -2,214 49 ,031 -,66180 -1,2624 -,0612

Tablo19:Artmis ve azalmis miRNA ekspresyon ortalamalarinin istatistiksel olarak

karsilastirilmast
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Mann-Whitney U testi ile low-diisiik ve high-yiiksek grade kolorektal karsinomlu

hasta gruplar1 arasinda miRNA fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 20).

miRNA302a- miRNA520a- miRNA520d-

3p miRNA302b  3p miRNAS520b  3p miRNA520e
Mann-Whitney U 186,500 123,000 152,000 137,500 188,000 187,000
Wilcoxon W 252,500 189,000 818,000 203,500 254,000 253,000
z -289 -1,884 -1,156 -1,520 -251 -276
Asymp. Sig. (2-tailed) 773 ,060 248 ,128 ,802 782
Exact Sig. (2*(1-tailed Sig.) ,776" ,061° 257° ,130° 814° ,795°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: CAP HISTOLOJIK GRADE

Tablo 20:Histolojik grade ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilastiriimasi

Mann-Whitney U testi ile TNM evre 2 ve evre 3 kolorektal karsinomlu hasta gruplari

arasinda miRNA fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 21)

Test Statistics®

miRNA520d-
l3nleNA3oza_ miRNA302b g;RNAszoa_ miRNA520b |°P miRNAS520e

Mann-Whitmey U [192,000  |194,000  |190,000  [220,500  |201,500  |215,500

Wilcoxon W 627,000 |347,000  [343,000  [655500  [636,500  [650,500

z 11,240 1,195 11,286 592 1,024 ~705

Asymp. Sig. (2-tailed) | 215 232 199 554 306 481

a. Grouping Variable: TNM EVRE

Tablo 21: TNM Evre ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilagtirilmasi

Mann-Whitney U testi ile diisiik ve yiiksek LC3C ekspresyonu gosteren gruplar

arasinda miRNA fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 22).

Test Statistics®

miRNA302a |[miRNA302b |miRNAS520a-3p |miRNAS20b |miRNAS520d-3p |miRNAS520e
Mann-Whitney U 256,000 260,000 282,000 271,500 294,000 253,500
Wilcoxon W 607,000 560,000 582,000 571,500 645,000 604,500
z -1,087 -1,010 -,583 -,786 -350 -1,136
Asymp. Sig. (2-tailed) [,277 313 ,560 432 727 ,256

a. Grouping Variable: Ic3 boyanma yogunlugu

Tablo 22: LC3C Expresyonu ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi
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Mann-Whitney U testi ile kolorektal karsinomlu kadin ve erkek hasta gruplari arasinda

miRNA fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 23).

Test Statistics®

miRNA302a [miRNA302b [miRNA520a [miRNAS520b |[miRNAS520d |[miRNAS520e
Mann-Whitney U 289,500 260,000 243,000 278,500 261,000 260,000
Wilcoxon W 754,500 725,000 453,000 488,500 726,000 725,000

z -,208 -792 -1,129 - 426 772 -792
Asymp. Sig. (2-tailed)|,835 428 259 670 440 428

a. Grouping Variable: hasta cinsiyeti

Tablo23: Hasta cinsiyeti ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilastiriimasi

Mann-Whitney U testi ile >65 yas ve <65yas hasta gruplar1 arasinda miRNA fold

change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 24).

Test Statistics®
miRNA302a |mirNA302b miRNA520a miRNA520b miRNA520d miRNA520e
Mann-Whitney U 242,000 306,000 273,500 266,000 306,000 302,500
Wilcoxon W 518,000 582,000 651,500 542,000 684,000 578,500
7 1,333 -,088 -720 -,866 -,088 -156
Asymp. Sig. (2-tailed)|,182 930 A1 386 930 876
a. Grouping Variable: tan1 yas1

Tablo 24: Hasta yas1 ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilagtiriimasi

Mann-Whitney U testi ile kolorektal karsinomlu tiimér boyutu > 4cm ve <4cm olan
gruplar arasinda miRNA520b fold change dagiliminda anlamli fark bulunurken diger
miRNA’larin fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 25).

Test Statistics®

miRNA302a |miRNA302b [miRNAS520a [miRNA520b |miRNAS520d |miRNAS520e
Mann-Whitney U 224,500 238,000 225,500 149,000 241,500 239,000
Wilcoxon W 854,500 868,000 345,500 779,000 871,500 869,000
V4 -,804 -,519 -,783 -2,403 -,445 -,498
Asymp. Sig. (2-tailed) |[,421 ,604 433 ,016 ,657 ,619

a. Grouping Variable: tiimdr ¢ap1

Tablo25: Tiimor ¢ap1 ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi

Mann-Whitney U testi ile lenf nodu metastazi olan ve olmayan hasta gruplar arasinda

miRNA fold change dagiliminda anlamli fark bulunamadi (Tablo 26).
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Test Statistics®

miRNA302a [miRNA302b |miRNA520a |miRNAS520b |[miRNAS520d [miRNA520e
Mann-Whitney U 253,000 230,000 242,500 283,500 258,500 268,500
Wilcoxon W 718,000 440,000 452,500 748,500 723,500 733,500
z -931 -1,386 -1,139 -327 -,822 -,624
Asymp. Sig. (2-tailed) [,352 166 255 744 A1l 533

a. Grouping Variable: lenf nodu metastazi

Tablo 26: Lenf Nodu Metastazi ve miRNA fold change degerlerinin istatistiksel

karsilastirilmast

Yapilan Cox regresyon testi ile miRNA Log2 fold change degerleri ile sagkalim
arasinda iliski saptanamadi (p>0,05) (Tablo 27).

Cox Regresyon Sagkalim Analizi

B SE Wald df Sig. Exp(B)
miRNA302a |-,154 ,167 ,851 1 ,356 ,857
miRNA302b |,349 ,185 3,568 1 ,059 1,418
miRNAS520a |-,368 ,237 2,415 1 ,120 ,692
miRNAS520b |-,055 ,187 ,087 1 ,768 ,946
miRNA520d |-,067 279 ,057 1 ,811 ,935
miRNA520e |-,163 ,262 ,388 1 ,533 ,849

Tablo 27: miRNA Log?2 fold change degerleri ile sagkalim arasinda iliski
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5.TARTISMA

KRK tiim diinyada 3. en sik goriilen kanserlerdir. 2008 yili verilerine gore diinya
genelinde 1.24 milyon kisi KRK tanis1i almistir ve tiim kanserlerin yaklasik %10’unu
olusturmaktadir. KRK, kanserden Oliimlerde de diinya genelinde 4. siradadir. 2008 yili
verilerine gore diinya genelinde yaklasik 610,000 6liimden sorumludur. Tiirkiye’de 2008 yili
verilerine gore kadinlarda 3. en sik (insidans 13,5/100000), erkeklerde 4. en sik (insidans
20,8/100000) goriilen kanserlerdir. Erken teshis edildiginde sagkalim yiiksektir. 5 yillik
sagkalim erken evrelerde %90’a yaklasmaktadir. Ancak ileri evre ve metastatik olgularda

prognoz hala kétiidiir.

KRK erkeklerde daha fazla goriilmektedir (179, 130). Asaad ve arkadaslari (;51) tarafindan
evre Il kolon kanserli 174 hasta ile yapilan bir ¢alismada erkek cinsiyetin kotii prognostik
faktor oldugu bildirilmistir. Yapilan bir¢cok calismada her iki cinsiyet arasinda prognostik
acidan istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmamistir (155, 183). Bizim ¢alismamizda da 50
olgunun 30 tanesi erkek, 20 tanesi kadin hastadir. Cinsiyet ile sagkalim arasinda anlamlr iligki

bulunmustur (p=0,037). Kadin cinsiyetin prognoza olumlu etkisi gorilmiistiir.

KRK’lar yasla birlikte artmaktadir (134). Predizpozan faktorler disinda 40 yas altinda
nadirdir. KRK’larin en sik goriilme yasi 60-65’tir ve ortalama tani yasi 62°dir (igs).
Calismamizda degerlendirilmeye alinan 50 olgunun ortalama yas1 63’tiir. En geng hasta 26, en
yasl hasta ise 86 yasindadir. Benzer caligmalardaki gibi pik yas1 60-69 yas arasindadir. 65 yas
sinir alindiginda, <65 yas grupta 23 (%46) hasta vardir, 9 tanesi kadin, 14 tanesi ise erkektir.
>65 yas ustii grupta ise 27 (%54) vakanin 16 tanesi erkek, 11 tanesi kadindir.

Tiimdr lokalizasyonun prognoz iizerine etkisi ile ilgili farkli yorumlar vardir.
Michelassi ve arkadaslar tarafindan inen kolon, sigmoid kolon ve rektumda rekiirrensin daha
fazla oldugu iddia edilirken, baska bir ¢alismada ise sigmoid kolon ve rektum yerlesimli
tiimorlerde sag kalimin kotii oldugu gosterilmistir (;s6, 137). Bizim ¢alismamizda lokalizasyon
ile sag kalim arasinda istatiksel anlamli bir iliski tespit edilmemistir. Lokalizasyona gore
degerlendirildiginde, en sik tutulum sigmoid kolonda izlenmektedir. Rektum ve cekum

sirasiyla bunu takip etmektedir.

Timor ¢api ile prognoz arasinda belirgin bir iliski olmadigikabul edilmekle birlikte
timor ¢api ile prognoz arasinda iliski oldugunu belirten arastirmalar da vardir (155, 183, 139). Park

ve arkadaslari (15,) tarafindan 2230 hastada yapilan ¢aligmada tiimor ¢ap1 prognozla iliskisiz
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bulunmustur. Bizim serimizde vakalarin %70 >4 cm, %30’u <4cm’dir. Timor capi ile
histolojik grade arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkili bulunurken (p=0,048), yas,
cinsiyet, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu metastazi, evre ve sag kalim arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,951, p=0,208, p=0,409, p=0,579, p=0,655,
p=0,147).

KRK histolojik gradelemesinde son birka¢ dekatta pek cok sistem gelistirilmistir.
Ancak bu sistemlerin bircogu subjektf oldugundan dolay1 kabul gérmemistir. Eski caligsmalar
KRK’y1 4 histolojik gruba (iyi/orta/az/andiferansiye) ayirmayr onerse de, yeni pek cok
prognostik degerlendirme caligmasi iyi ve orta’nmin (grade 1 ve 2) diisiik grade, az ve
andiferansiye’nin (grade 3 ve 4) yiiksek grade olarak birlestirmesi gerektigini ortaya
koymustur (199). CAP (College of American Pathologists ) prognozu goéstermede daha {istiin
oldugu ve gozlemciler arasi fark daha aza indigi igin ikili gradeleme sistemini 6nermektedir
aor). Histolojik gradeleme sadece adenokarsinomlar ic¢in uygulanirken diger kolorektal
karsinom tiplerinde gradeleme yapilmamaktadir (j99). Calismamizda 2°li gradeleme sistemini
kullandik. 47 adenokarsinom olgusundan 36 olgu diisiik, 11 olgu yiiksek grade olarak
degerlendirildi. Histolojik grade, klinikopatolojik wveriler ile karsilastirildiginda; cinsiyet
(p=0,535), yas (p=0,759), lenfovaskiiler invazyon (p=0,259) ve perindral invazyon (p=0,210)
ile istatiksel olarak anlamli iliski goriilmezken; TNM Evre (p=0,017) , tiimor ¢ap1
(p=0,048) ve lenf nodu metastaz1 (p=0,044) arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

gorilmistiir .

Vaskiiler invazyon varligi onemli bir prognostik faktordiir (o4,192. Burton ile
arkadaslar1 (j93) tarafindan yapilan ¢aliymada damar invazyonu varligt 5 yillik sag kalim i¢in
kot prognostik faktdr olarak bulunmustur. Talbot ve arkadaslarmnin (j02) rezeke rektal
karsinom vakalarinda yaptiklar1 ¢calismada ven6z invazyon, lokal invaziv rektal karsinom ile
iliskili bulunmugstur. Enker ve arkadaslari (194) tarafindan yapilan 148 vakay1 i¢eren calismada
da damar invazyonu varliginin lokal rekiirrens igin risk faktorii oldugu gosterilmistir.
Calismamizda 14 vakada lenfovaskiiler invazyon izlenirken, vaskiiler invazyon ile
klinikopatolojik bulgular ve sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski

bulunamamustir.

Perinoral invazyon insidansi 6zellikle ileri evre hastalarda ¢ok yliksektir ve azalmis
sagkalim ile birliktedir (94, 192). Shirouzu ve arkadaslarinin (103 yaptig1 373 vakalik ¢aligmada
Evre 3 perindral invazyon olan ve olmayan vakalar lokal rekiirrens ve 8 yillik sag kalima gore
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kiyaslanmistir ve perindral invazyon olan vakalarda lokal rekiirrens ile 8 yillik sag kalim
arasinda istatiksel olarak anlamli iligki bulunmustur. Perinoral invazyon varligi diger kotii
prognostik bulgularla birlikte olma egilimindedir. Bizim c¢alisgmamizda 6 hastada perinoral
invazyon izlenmis olup klinikopatolojik veriler ve sagkalim ile istatiksel olarak anlaml iligki

bulunamamustir.

Pek cok calismada lenf nodu metastazi kotii prognostik faktdr olarak bulunmus ve
tutulan lenf nodu sayisinin prognozu etkileyen énemli faktorlerden biri oldugu belirtilmigtir
3, 195). Calismamizda lenf nodu tutulumu agisindan 11 vakanin N1, 9 vakanin N2 opldugu
gozlenmistir. Lenf nodu tutulumunun histolojik grade (p=0,044) ve sagkalimla (p=0,020)

istatistiksel olarak anlamli iliskilisi bulunmustur.

Calisma gurubumuz, lokal ileri evre olarak da tanimlanan T3/T4 (lenf nodu tutulumu
olsun yada olmasin) ve Evre 2/3/4 kolorektal karsinomlu hastalardan olusmaktadir. Ister evre
2/3/4 olsun ister lokal ileri evre tiimorler olsun -artan lokal rekiirrens ve niiks riskinden
dolay1- hastalarin tedavisine (cerrahi tedavi ile birlikte) kemoterapi ve radyoterapi
eklenmektedir. Bu hasta grubunda o6zellikle yeni kemoterapatik ajanlar ve kemoterapinin
etkinligini artiracak modeller yogun olarak arastirilmaktadir. KRK’de otofaji inhibitorlerinin
kemoterapi protokollerine eklenmesi ile ilgili in vivo ve in vitro preklinik ¢aligmalar
ylriitilmektedir. Bu c¢alismalarda otofaji inhibitérii olarak antimalaryal ilaclar (klorokin
,hidroksiklorokin) kemoteropatiklerle kombine edilmektedir. Vorinostat ile klorokin kombine
tedavisinin tiimor yiikiinii azaltip, timor hiicrelerinde apopitozu arttirdig gosterilmistir (19¢). 3-
metiadenin ile otofaji inhibisyonu, 5-FU ile tiimor hiicrelerinde apopitozu arttirmis ve timdr
kiiclilmesi saglanmistir (146 Benzer ¢aligmalar otofaji inhibitrlerinin kemoterapi ilaglarinin

etkinligini arttirip, ila¢ direncini azalttigin1 gostermistir.

Otofaji; hiicre komponentlerinin, degrade olmus organellerin, tekrar kazanimini
saglayan hiicre i¢i yikim progesidir. Boylece hiicre i¢in degerli materyaller kaybedilmemis
olur ve hayati yap1 maddeleri hiicredeki gereksiz veya eskimis komponentlerden saglanir (197).
Otofaji siirecinde stoplazmik icerik otofagozom denen c¢ift-kathh membran igerisine alinir.
Otofagozom lizozomla birlesir ve icerik degrade edilir (195). Otofaji ayn1 zamanda bir enerji
kazanim yoludur. Ac¢lik, adaptasyon gibi stres durumlarinda enerji ihtiyacini karsilamak i¢in
otofaji aktive olur ve hiicreler kendi komponentlerini yikarlar (199). Pek ¢ok proteinin gorev

aldig1 otofaji yolaginda ‘microtubule associated protein 1 light chain 3 (LC3)’ anahtar 6neme
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sahip proteinlerden biridir. LC3-1 stoplazmada bulunurken, LC3-II otofagozomlarda
bulunmaktadir (200 Otofaji yolog1 aktive oldugunda LC3-I, LC3-II’ye donisir (ie4).
Otofajinin kanser gelisiminde rol aldigina dair kanitlar artmaktadir. Ama bu roliin kanser
baskilayici etkisine mi yoksa tiimoriin stres faktorlere karsi direncine mi oldugu heniiz

netlesmemistir (201-203).

Yoshiako ve ark. ¢alismasinda, normal kolon mukozasinda bazal seviyede otofaji
oldugu kabul edilmis ancak bunun immiinohistokimyasal olarak tesbit edilemedigi

belirtilmistir (204)-

Calisgmamizda kanserli hiicrelerin yan1 sira bazi vakalarda normal kolon epitelinde de
LC3C ile hafif stoplazmik boyanma izlendi (Resim 12). Groulx ve ark. normal kolon
mukozasinda western-blot yontemi ile LC3, SQSTM1 ve BECN1’i degerlendirmis 6zellikle

proliferatif ve progenitor hiicrelerde otofaji aktivitesi oldugunu gostermistir (20s).

Resim 12: Olguda normal kolon mukazasinda LC3C zayif boyanma izlenirken tiimdr
hiicrelerinde boyanma izlenmedi

Tiimdr hiicrelerinde LC3 ile immiinohistokimyasal boyama i¢in literatiirde stoplazmik,
graniiler, vakuoler-vezikiiler (dot-like) boyanma paternleri tanimlanmistir (204). Calismamizda

da stoplazmik, noktasal-vezikiiler (dot-like) paternde boyanma izlendi.
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Baz1 ¢alismalarda LC3 ile mononiikleer hiicrelerde giiclii pozitiflik belirtilmistir (204
Bizde slaytlarda LC3C ile 6zellikle plazma hiicrelerinde, gii¢lii stoplazmik boyanma izledik
(Resim 13). Bu hiicreler LC3 ile immiinohistokimyasal boyama i¢in pozitif kontrol olarak
yararl olabilir. Plazma hiicrelerinin gelisimi ve biyolojik fonksiyonlar1 i¢in otofajinin 6nemi
vurgulanmistir (206, 207. KRK’larda LC3 ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak
degerlendirildigi ¢aligmalarda birbirinden farkli oranlar saptanmigtir. Ornegin Yoshiako ve
ark. %63, Park ve ark. %85, Shintani ve ark.%35 oraninda yiiksek LC3 ekspresyonu
bildirmislerdir. (204, 208, 209). Bizim ¢alismamizda kolorektal karsinomda “yiiksek LC3C

ekspresyonu” oran1 %52’dir.

Resim 13: Plazma hiicrelerinde kuvvetli LC3C ekspresyonu

Bu calismalarda yiliksek LC3 expresyonu ile klinikopatolojik veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir (204, 208, 209). Ama bizim ¢alismamizda timor
cap1 (p degeri=0,009), CAP histolojik grade (p degeri=0,018) ve tiimor yerlesim yeri (p
degeri=0,029) ile yiiksek LC3C ekspresyonu arasinda anlamli iligki saptanmistir. Her ii¢
calismada tiimor boyutu ile LC3C iliskisinin degerlendirildigine dair bilgi mevcut degildir.
Calismamizda 4cm’den kiigiik 15 tiimdriin 12’sinde yiliksek LC3C ekspresyonu saptanirken
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4cm ve daha biiylik 35 tiimoriin 14’iinde yliksek LC3C ekspresyonu saptanmistir. Histolojik
gradele karsilastirildiginda 36 diisiik-low grade olgunun 23’iinde yiiksek LC3C ekspresyonu
izlenirken, ytliksek-high grade 11 tiimoriin 3’iinde yiiksek LC3C ekspresyonu izlendi. Bu
bulgulara gore diisiik capli ve diisiik gradeli tiimorlerde LC3C overekspresyonu izlenmistir.
Tang ve ark. oral SCC’ de yiiksek LC3 ekspresyonunu kotii prognostik faktér olarak
tanimlarken, Deng ve ark. renal berrak hiicreli timorde yiiksek LC3 ekspresyonunu iyi
prognozla iliskilendirmistir (250, 211). Sakurai t. ve ark. 6zefageal karsinomda yiiksek LC3
ekspresyonunu iyi prognostik faktdr olarak tanimlamaktadir (212).[lging olarak ¢alismamizda
KRK yerlesim yeri ile yiliksek LC3C ekspresyonu arasinda anlamli iliski bulunmustur.
Proksimal kolon yerlesimli 16 olgunun 4’iinde ve distal kolon yerlesimli 24 olgunun 17’sinde
ve rektum yerlesimli 10 olgunun 5’inde yiiksek LC3C ekspresyonu tesbit edilmistir (p
degeri=0,009).

Calismamizda sagkalim ile yiiksek LC3C ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki saptanmamistir (Log Rank (mantel-Cox) p=0,434). Ancak yiiksek LC3C
ekspresyonu gosteren grup diisiik expresyon gosteren gruptan daha iyi prognoza sahip gibi
goriinmektedir. Diger kolorektal karsinomda LC3 ekspresyonu calismalarinda da sagkalimla

istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamistir (204, 208, 209)-

MiRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein  sentezinin
diizenlenmesine katilirlar. MiRNA’lar kendi niikleotid dizilerine tamamlayic1 hedef genleri
tanima Ozelligine sahiptir. MiRNA, RISC ile kompleks olusturur, baz ciftlesme 6zelligi ile
mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin
yikimina neden olur (213). MiRNA’larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik
siiregte etkili anahtar molekiiller olduklar1 bilinmektedir. Kanser miRNA iligkisi ilk olarak
KLL hastalarinda yapilan molekiiler ¢alismalarla ortaya ¢ikmistir. KLL hastalarinin yaklagik
%50’sinde 13q14 bolgesi delesyona ugramaktadir. Detayli delesyon analizleri sonucunda bu
bolgede yalnizca mir-15-a ve mir-16-1 genlerinin bulundugu tespit edildi. Daha sonra KLL
hastalarinin %68’inde bu miRNAlarin ekspresyonlarinin azaldigr ya da olmadigi ortaya
konmustur (214). Kanser ve normal doku arasindaki ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi,

miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini gliglendirmistir.
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2003 yilinda Michael ve arkadaslari, ilk olarak insanlardaki solid tiimorlerde (kolonik
ve rektal adenom ve karsinomlar) normal dokular ile karsilastirildiginda ekspresyon seviyeleri

degismis olan miRNA’lar1 rapor ettiler (;5).

MiRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 0zelligine gore
onkogenik veya tiimoér silipresor Ozellik kazanabilir. Timor baskilayict miRNA’larin
ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun artmasina ve tiimdr olusumuna sebep
olurken bazt miRNA’larin (onkojenik) ekspresyonunun artmasi kanser gelisimini arttirdigi
goriilmektedir (216). Kolon kanserinde de tiimdor supresor yada onkojenik etki gosteren birgok
miRNA tanimlanmistir (176.178) Bu ¢alismada; KRK’da otofaji aktivitesini degerlendirmenin
yanisira miR-302a-3p, miR-302b, miR-520a-3p, miR-520b, miR-520d-3p, miR-520e
ekspresyonunun otofaji aktivitesi ile iliskisini aragtirmakti. miR-302a-3p, miR-302b, miR-
520a-3p, miR-520a-3p, miR-520b, miR-520d-3p, miR-520e’nin se¢ilme nedeni otofaji
yolagini kontrol eden bazi genlerle (ULK-1/2, ATG-7, UVRAG) muhtemel iliskisidir.

Olgularin tiimorli ve tiimorstiz kolon dokular1 Real Time PCR ile karsilastirildi.
miRNA520b (mean FC=-1,7+0,30 SEM) , miRNA520d-3p (mean FC=-1,46+0,33 SEM) ve
miRNA520e (mean FC=-0,66+0,29 SEM)’de anlaml1 ekspresyon kaybi izlendi. Teorik olarak
miRNA ekspresyonunda azalma, otofoji iligkili genlerin ekspresyonunda artmaya ve sonugta
otofaji aktivitesinde artisa neden olabilir. Ancak olgularin miRNA ekspresyon profilleri,
klinikopatolojik veriler ve LC3C ekspresyonu Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde
istatistiksel olarak anlamli iliski kurulamamigtir. Calismamizda miR-520b ekspresyonu ile

tiimor ¢ap1 arasinda anlamli iligski bulunmustur (p=0,016).

Wang H. ve ark. ¢alismasinda fare modelinde embriyonik kok hiicre farklilasmasinda,
germ cell niikleer faktdr (GCNF) ile miR-302a inhibisyonu iizerinden siklinD1 aktivasyonu
saglandig1 gosterilmistir ;7). Bu ¢aliymada miR-302a ile siklinD1 iligkisi de gosterilmistir.
Calismamizda KRK’da miR-302a ekspresyonu ile klinikopatolojik prognostik faktorler

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski kurulamadi.

Wang L. ve ark. mgalismasinda hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde miR-302b’nin
EGFR/AKT2/CCNDI1 vyolag: ile iligkili olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢aligmada kanser
hiicrelerinde EGFR’nin miR-302b ile susturulmasi sonucu AKT2, CCNDI ve CDK2 gibi

proliferasyonla iligkili proteinlerde azalma saptanmustir ;3. Wie W. ve ark. calismasinda
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farelerde karaciger gelisiminde miR-302b ve miR-20a’nin TGFp’y1 baskiladig1 gosterilmis
@19). Calismamizda KRK’da miR-302b ekspresyonu ile klinikopatolojik bulgular ve LC3C
ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki kurulamadi. Zhang S. ve ark.
caligmasinda hepatoma hiicrelerinde, miR-520e ile ‘NF-kB-inducing kinase’ (NIK/p-
ERK1/2/NF-kB yolag: ) hedeflenerek biiylime baskilanmistir (20).

Zhang W. ve ark. caligmasinda hepatoma hiicrelerinde, miR-520b ile ‘MEKK2 ve
cyclin D1’ hedeflenerek biiyiime baskilanmistir. Bu calismada hepatoseliiler karsinom
gelisiminde miR-520b’nin rolii vurgulanmistir (»21). Ayn1 ekibin diger bir caligmasinda miR-
520b’nin meme kanseri hiicrelerinde hepatitis B X-interacting protein and interleukin-8 yi

hedefleyerek migrasyonu diizenledigi gdsterilmistir (227).

Lee YH. Ve ark. saglhikli ve periodontitli dokularda inflamatuar miRNA
ekspresyonunu kiyaslamig ve miR520d’nin periodontitli dokuda saglikli dokuya gore

ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir (23).

Calismamizda, ekspresyonu degisen miRNA’larin biyolojik etkilerinin daha 1iyi
anlagsilabilmesi i¢in, KRK’da bu miRNA’larin hedefledigi genlerin ekspresyon profillerinin
cikarilmasi faydali olacaktir. Otofaji aktivitesi baglaminda, ULK-1/2, ATG-7 ve UVRAG
genleri hedef genler olabilir. Kolorektal karsinomda miR520b, miR520d ve miR520e
ekspresyon profilleri ile ULK-1/2, ATG-7 ve UVRAG gen ekspresyon profilleri birlikte
degerlendirildiginde otofaji aktivitesi ve miR520b, miR520d ve miR520e iliskisi daha iyi

anlagilabilir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda KRK’da; LC3C imiinohistokimyasal markir1 ile otofaji aktivitesi ve
miR-302a-3p, miR-302b, miR-520a-3p, miR-520b, miR-520d-3p, miR-520e ekspresyon

profili ve bunlarin klinikopatolojik verilerle iligkisi aragtirilmistir.

50 vakanin 26’sinda (%52) yiiksek LC3C ekspresyonu tanimlanmistir. LC3C ile tiimor
capi, histolojik grade ve timor yerlesim yeri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
saptanmigstir. Cinsiyet, yas, TNM evre, lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon, lenf nodu

metastazi ve sagkalim ile istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamustir.

Timorli kolon dokularinda, tiimorsiiz kolon dokularina oranla miRNAS520e,
miRNAS520d-3p, miRNAS520b ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli diislis saptanirken
miR-302a-3p, miR-302b, miR-520a-3p ekspresyonlarindaki degisim istatistiksel olarak
anlamli degildir. miR-302a-3p, miR-302b, miR-520a-3p, miR-520b, miR-520d-3p, miR-520e
ekspresyon profili ile LC3C ekspresyonu, cinsiyet, yas, histolojik grade, TNM evre,
lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, lenf nodu metastazi ve sagkalim arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir. miR-520b ekspresyonu ile tiimdr capi
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski bulunurken miR-302a-3p, miR-302b, miR-520a-3p,
miR-520d-3p, miR-520e ile tiimor c¢ap1 arasinda istatistksel olarak anlamli iliski

bulunmamustir.

CAP gradeleme sistemi ile tiimor ¢api, lenf nodu metastazi ve TNM evreleme arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligski saptanirken, cinsiyet, yas, lenfovaskiiler invazyon, perindral

invazyon ve sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski saptanmamustir.

Sagkalim ile cinsiyet ve lenf nodu metastazi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
saptanirken, yas, timor capi, histolojik grade, TNM evreleme, lenfovaskiiler invazyon,
perindral invazyon ve LC3C ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

saptanmamistir.

KRK’da otofaji aktivitesinin daha iyi anlasilmasi 6zellikle lokal ileri evre tiimorlerde

yeni kemoterapi protokollerinin olusturulmasi agisindan 6nem arzetmektedir.
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KRK tanisi ve hedefe yonelik tedavi ajanlarmin gelistirilmesi agisindan miRNA
profilinin ¢ikarilmast O6nem arzetmektedir. Bu agidan ¢alismamizda miRNAS520e,

miRNA520d-3p, miRNA520b ekspresyonunda azalmanin gosterilmesi faydali olabilir.

LC3C plazma hiicrelerinde yiiksek ekspresyon gostermektedir. Plazma hiicreleri doku

icerisinde LC3C igin pozitif kontrol olabilir.
KRK’da otofaji aktivitesi ve miRNA520e, miRNA520d-3p, miRNAS520b

ekspresyonunda azalma arasindaki iliskinin daha iyi anlasilmasi i¢in ULK-1/2, UVRAG,

ATG-7 gen ekspresyon profilinin ¢ikarilmasi yararli olacaktir.
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