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OZET

KOLONIK HIPERPLASTIK VE ADENOMATOZ POLIPLER iLE KOLONIK
KARSINOMLARDA iMMUNHISTOKIMYASAL OLARAK CD44 VE LGR5
EKSPRESYONU VE KARSINOGENEZISDEKi ROLU

Kolorektal karsinomalar dinyada 4.siklikta gorilen, &zellikle endistriyel
tlkelerde 40’l yaslardan sonra gérilme sikhigi iki kat artan neoplazmlardir. lyi
tanimlanmis olan familyal sendromlarda gorilen kolorektal karsinomalar olabilecegi
gibi, cogu sporadik olup mekanizmasi kesin olarak anlasilamamis, ancak genetik
degisikliklerin akimulasyonu ile adenoma-karsinoma sekansi sonucu multistep bir
procesi izleyerek gelisir; bu acidan olusumlarinda siklikla prekarsor lezyon
adenomat6z poliplerdir. Bu ¢alismanin amaci kolonik hiperplastik ve adenomat6z
polipler ile kolonik adenokarsinomda CD44 ve LGR5 ekspresyon paternlerinin ve
aralarindaki iliskinin incelenmesidir.

Calismamizda 15 hiperplastik polip, 15 tibller adenoma, 15 villz adenoma
ve kalan 15 taneside kolon adenokarsinoma orneklerini dahil ettik; ntkleer LGR5 ve
membranéz CD44 immdinhistokimyasal ekspresyonlarinin hiperplastik polip,
adenomatéz polipler ve kolon adenokarsinomunda ve karsinogenezis
asamalarindaki rollerini inceledik.

Calismamizda CD44 sitoplazmik membran, LGR5 nlkleer boyamasininin
hiperplastik polipten, adenomaya; adenomadan, adenokarsinomaya ilerledikge olan
degisik boyanma paternlerini istatistiksel olarak inceledik. Patoloji spesmenleri CD44
ve LGRS immunboyamalari ile H-skoru (0-300) kullanilarak skorlandi. Villdz adenom
LGR5 immin boyasiyla degerlendirildiginde, hiperplastik polip (p=0.038), tibdller
adenoma (p=0.008) ve kolon adenokarsinomasindan (p=0.034) c¢ok daha fazla
eksprese edildigi goértulmustir. CD44 immun boyasi hiperplastik polip’te tubuler
adenoma (p=0.001), villbz adenoma (p=0.001) ve kolon adenokarsinomaya
(p=0,026) oranla artmis ekspresyon gostermistir.

Sonuglarimiz artmig CD44 ekspresyonlarinin kolorektal karsinogenezle iligkili
oldugunu fakat LGRS ekspresyonlarinin adenomatéz degisikligin erken evrelerinde
etkili olduguydnindedir. Bu galigmada CD44 ekspresyonunun prognostik agidan

bize daha fazla bilgi verebilecegdi anlasiimistir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal adenom, kolorektal adenokarsinom, CD44, LGR5



ABSTRACT

THE IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF CD44 AND LGR5 IN
COLONIC HYPERPLASTIC AND ADEMATOUS POLYPS AND COLON
CARCINOMA AND ROLE OF THEM IN CARCINOGENESIS

Colorectal cancer is the fourth ranking cancer worldwide and exhibits two-fold
increase in industrialized countries after the age of 40s. Although there are well
defined colorectal carcinomas associated with familial syndromes, most of them are
sporadic cancers occur with an unclear mechanism but supposed to develop by
following a multistep process which is the result of an adenoma-carcinoma
sequence consists of accumulation of genetical changes; so that mostly the
precursor lesions are adenomatous polyps. The aim of this study is to examine the
distribution and interrelation between the expression paterns of CD44 and LGRS in
hyperplastic polyp, adenomatous and carcinomatous areas of the colorectal tissue.

In our study, we have included 15 hyperplastic polyp, 15 tubular adenoma, 15
villous adenoma and 15 unit colonic adenocarcinoma samples. We analyzed the
immunhistochemical expression of nuclear LGR5 and membranous CD44 in
carcinogenesis with in colonic hyperplastic, adenomatous polyps and colonic
adenocarcinoma.

In our study, we analyzed the progression from hyperplastic polyp to
adenocarcinoma, which was statistically different staining pattern with membranous
CD44 and nuclear LGR5. Pathology specimens were scored by using HSCORE with
CD44 and LGR5 immunstaining. Villous adenomas have evaluated with the other
specimens by LGR5 immune paint; hyperplastic polyps (p = 0.038), tubular
adenoma (p = 0.008) and colon adenocarcinoma (p = 0.034), which were found to
be much more express. Hyperplastic polyps compared wtih tubular adenoma (P =
0.001), villous adenoma (P = 0.001) and colon adenocarcinoma (p = 0.026), which
showed rise expression with CD44 immune paint.

Our results associate with colorectal carcinogenesis of increased expression of
CD44, but expressions of LGR5 effective in the early stages in adenomatous
changes. In this study which may provide more information for us in terms of
understanding the prognostic value of CD44 expression.

Key words: Colorectal adenoma, colorectal adenocarsinoma, CD44, LGR5
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GiRiS

Kolorektal karsinomalar dinyada 4.siklikta gorulen, o6zellikle endustriyel
tlkelerde 40’ yaslardan sonra gériilme sikh@i iki kat artan neoplazmlardir. lyi
tanimlanmis olan familyal sendromlarda gorulen kolorektal karsinomalar olabilecegi
gibi, cogu sporadik olup mekanizmasi kesin olarak anlasilamamis, ancak genetik
degisikliklerin akiimulasyonu ile adenoma-karsinoma sekansi sonucu multistep bir
progesi izleyerek gelisir; bu acidan olusumlarinda siklikla prekirsér lezyon
adenomato6z poliplerdir.

Adenoma veya adenomatéz polip en az distk grade’li displazi iceren epitelyal
proliferasyon olarak tanimlanmistir. Bu polipoid veya ‘flat’ blylime gdsteren
lezyonlarda displazi derecesi arttikga invaziv karsinoma doénusme riskinin arttigi
bildiriimistir. Ozellikle yiiksek grade ‘li displazi ile en fazla birliktelik tasidig! bilinen
adenom tipi villoz buyume patterni gosteren adenomlardir. Hatta adenomlarin bu
subtipi icerisinde herhangi bir odakta invaziv karsinoma eslik edebilir.

Familyal Adenomatoz Polipozis Koli (APC) sendromunun genetik temelini
olusturan APC/Wnt/B-katenin sinyal yolaginin hem sporadik hem de herediter
kolorektal karsinomlarda tumorigenezisde majér role sahip oldugu bildirilmis, APC
timor supresdr gen mutasyonlari sporadik adenomlarin ve karsinomlarin %30-%70’
inde saptanmistir. Ayrica kolorektal karsinogenezis modellerinde k-ras, p53 timor
supresér gen mutasyonlari ve TGF-beta/Smad gibi sinyal iletim arayollarida
tanimlanmistir.

Saglikli  kolonik mukozada saptanmamis ancak kolorektal karsinomlara
spesifik, literattirde ilk kesfedilmis imminhistokimyasal marker, bir onkofetal antijen
olan karsino embriyonik antijen (CEA)’ dir. Yanisira kolonik tumorigenezisde yapisal
degisiklige ugradiklari bilinen ve bazilarinin prognozu belirlemede rol aldigdi
distndlen yuzey iligkili musinlerden; MUC1, MUC3, MUC5AC hem kolorektal
karsinomlu olgularda, hem de adenomatéz poliplerde aberran eksprese olduklari
anlasilmigtir. intestinal karsinomlarin diger organ karsinomlarindan ayirt ediimesinde
etkinligi calisiimig, 6zellikle kolonik kanserlerin gogunda kullanilan bir bagka
immunhistokimyasal markerimiz Sitokeratin-20 (CK20) dir.

CD44 hyaluronatin yeniden sekil almasinda ve indirgenmesinde merkezi rol
oynayan yanisira hucrelerin migrasyonu, kanser invazyonu ve metastazinda da
gbrev alan bir transmembran adezyon reseptorudir. CD44’Un bir ligand baglayici

olarak kondroidin siilfat, heparan siilfat, fibronektin, osteopontin gibi matriks



bilesenleri ile etkilestigi ortaya konulmustur. Baska bir ¢calismada CD44’Gn timor
hucresi hareketi, hicrede bliyume faktorinun aktivasyonu, timor anjiogenezisi ve
yasamsal mekanizmalarin dizenlenmesine de katki saglamis oldugu gorulmustar.
Kimura ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada kolon epitel kdk hicrelerinde
CD44 ve varyantlarinin eksprese edildigini gostermig, Du ve Wang ise lentiviral RNA
entegrasyonu ile CD44 ve CD 133 Un ‘ knockdown’ yapildigi kanser dokularindan
alinan hucrelerde; CD44 (+) olanlarinin invitro ortamda ve ksenograft modelde,
primer timore benzer bir kitle olusturabildigini ancak CD44 (-) olan hucrelerde ise
klonal formasyonun ve tumorojenitenin engellendigini ortaya ¢ikarmislardir.

Calismamizdaki diger immunhistokimyasal marker LGR5; intestinal kok
hicrelerde varliyi saptanmis, yapisal olarak |6sin aminoasitinden zengin tekrarlar
iceren, G protein kenetli bir reseptordir. Wnt/B-katenin sinyal yolu hicre
proliferasyonu ve farklilasmasi, hicre siklusunun dizenlenmesi, hiicre-hlicre ve
hidcre-matriks etkilesimleri, anjiogenezis, apoptozis ve adipogenezis gibi cesitli
biyolojik olaylarda énemli rol oynar.

Chai N ve arkadaslarinin CD44 ve LGRS ile yaptiklari, hiperplastik polip,
tubller adenom, villdz adenom ve kolorektal karsinomali olgulari dahil ettikleri bir
immunhistokimyasal ¢alismada hem CD44’Gn hem de LGRS’in displazi ve agresif
biyolojik davranis arttik¢ca daha kuvvetli eksprese olduklarini saptamislardir.

Calismamizin amaci diplazi igermeyen hiperplastik polipler ve adenomat6z
polip subtipleri ile invaziv karsinomlar arasinda CD44 ve LGRS ekpsresyonu
arasindaki olasi farkhliklart ve karsinogenezis basamaklarindaki rollerini

saptamaktir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chai%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23895835

GENEL BILGILER

2.1.KOLONUN ANATOMISIi VE HiISTOLOJiSI

2.1.1.Anatomi:

Gastrointestinal kanalin son 1-1,5 metrelik kismini olusturan kolon, ileogekal
valvden baslayip ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve
rektum olarak adlandirilan bolimlere ayrilir ve kolon anal kanal olarak sonlanir[1].

Cekum, appendiks, ¢ikan kolon ve transvers kolonun proksimal yarisi orta
barsak kokenli olup sag kolonu olusturmaktadir. Sol kolon arka barsaktan kéken
almaktadir, boélumleri ise; transvers kolonun distal yarisi, inen kolon, sigmoid kolon
ve rektumdur[2]. Cekum yaklasik 6-8 cm capindadir. Cekumun sahip oldugu bir
diger 6zelligi appendiks gibi disa dogru acilan kor bir kese icermesidir. Anal kanal 5
cm uzunlugunda olup internal ve eksternal sfinkteri icermektedir[3].

Kolonun kanlanmasi superior ve inferior mezenterik arterler ile yapilmaktadir.
Superior mezenterik arter cekumdan splenik fleksuraya, inferior mezenterik arter ise
splenik fleksuradan rektumun Ust-orta boélimine kadar beslemektedir. Rektumun alt
kismi ise internal iliak arterler ile beslenmektedir.

Kolonda superior mezenterik arterin besledigi kismin parasempatik
innervasyonunu nervus vagus, sempatik innervasyonunu superior mezenterik
gangliyon, inferior mezenterik arterin besledigi kismin  parasempatik
innervasyonunu nervi erigentis, sempatik innervasyonunu inferior mezenterik
gangliyon, rektumun alt bolimandn ise parasempatik innervasyonu nervi erigentis,
sempatik innervasyonunu hipogastrik pleksus ile gerceklesmektedir[1].

Kolonun vendz drenajinin blyuk kismi portal sistem ile saglanir. Portal
sistemde kan karacigere ulasir bundan dolayi kolon metastazlarini ilk olarak
karacigere yapmaktadir. Ven6z sistemin diger bir kismi ise hemoroidal pleksus
aracihigiyla kaval sisteme gegcis yapar[4].

2.1.2.Histoloji:

Kolon duvari 4 tabakadan olusur. Bunlar sirasiyla mukoza, submukoza,
muskularis propria ve seroza olarak adlandirilir. Mukoza epitelyum, lamina propria
ve muskularis mukozadan olugur. Mukoza ¢ok sayida kriptin acgildigi ve goblet
hucresinin bulundugu tek kath basit kolumnar epitel ve kibik epitel ile dogelidir[1, 5].
Goblet hicreleri musin Uretirler ve bu sayede kaygan bir ylizey olusturarak gaytanin
mekanik etkisinden korunmanin yani sira kolayca ilerlemesini saglar[5]. Goblet
hucrelerinin histopatolojik sarap kadehi gorunumu diger hucrelerden onu kolay bir

sekilde ayirt etmemizi saglar. Hemotoksilen-Eozin boyamasinda goblet hicrelerinin



sitoplazmasi berrak goérinimdedir. Ylizey epiteli goblet disinda bir de absorptif
hucreler icerirler. Bu hucrelerin bazalde lokalize nukleuslari, musin negatif asidofilik
sitoplazmalari vardir.

Lamina propria birbirine sikica baglanmis, paralel dizilmis uzun tubuler bez
yapilarindan olusur. Bu bezlere Lieberkuhn kriptalari adi verilir[1]. Kriptlerin
yuzeyindeki epiteli enterositler, goblet hucreleri, enteroendokrin hicreler, M
hiicreleri, intermediyer hicreler ve kdk hiicrelerini igerir[5]. immiinhistokimyasal
olarak normal kolon mukozasindaki epitel hicreleri Sitokeratin 8, 18, 19 ve 20
eksprese eder. Lamina propria bazal membrandan baslar ve kriptlerin ¢evresini
dolastiktan sonra muskularis mukozaya kadar uzanir. igerisinde kollajen lifler, diiz
kas demetleri, damarlar, sinirler , az sayida lenfosit, plazma hucreleri, histiyositler
ve mast huicreleri yer alir. Plazma hicreleri lamina propria’da en fazla bulunan
hicrelerdir. Lenfoglandiler kompleks, derindeki kript epitelini cevreleyen lenfoid
follikillerin yogunlagsmasi olarak bilinir ve bu kompleks lamina propria’dan
submukozaya kadar uzanabilir. Lamina propria’nin en fazla ylzeyel kisminda
kriptlerin cevresinde bulunan fibroblast veya myofibroblast populasyonlari
‘perikriptal fibroblast kilif olarak adlandirilirfl]. Lamina propria’da makrofajlar
dagiimis halde bulunurlar. En sik goérilen makrofaj tipi goblet hlcrelerinden sizan
musini fagosite eden musinofajlardir[6]. Tash yuzuk hucreli kanser ve Whipple
hastaliginda bu makrofajlari gérmek normal bir bulgudur. Mdisinofajlar grup
olusturdugunda ‘kolonik histiyositozis’ olarak adlandirilr[1].

Lamina propria’nin hemen altinda bulunan duz kas liflerini iceren icerisinden
lenfoglanduler kompleks, vaskuler kanallar ve ndral yapilarin gectigi, kolonik
glandlara sikica baglh olan tabakaya muskularis mukoza tabakasi denmektedir.
Biyopsi alinirken bu tabaka alinmamis ise glandlarda yapisal bir torsiyon varmis
gibi gozukebilir.

Submukoza, muskularis mukoza ve muskularis propria arasinda yerlesim
gOsteren diz kas demetleri, fibroelastik doku ve yag dokudan olusan gevsek bir
tabakadir[6]. igerisinde arterioller, veniiller ve lenfatikler vardir. Meissner néral
pleksusu bu tabakada bulunmaktadir[1].

Muskularis propria icte sirkuler, digta longitudinal uzanim gosteren kas lifleri
ve bu ikisi arasina yerlesmis olarak bulunan Auerbach myenterik pleksusundan
olugsmaktadir. Bu pleksusun iginde yodun olarak Cajal interstisyel hiicreleri bulunur.
Seroza tabakasi tek sirali dizlesmis veya kuboidal mezotelyal hucreler ile

fibroelastik dokudan olugsmaktadir[1, 6].



2.2.KOLON ADENOMA VE KARSINOMALARI
Adenomlar intestinal epitelden gelismis kigik genellikle pedinkulli
lezyonlardan, biylk sesil neoplazilere kadar degisen 6zellikte olabilen benign
natirde glandiler neoplazilerdir[7, 8]. Tum adenomlarin yaklasik %5’inde invaziv
adenokarsinom gelisir[9]. Kolorektal adenomalarin insidansini (%0-%69 oraninda)
,hangi ulkeden orjin aldigi ve kolonda nasil fark edildigine gore (fleksible
sigmoidoskopi veya kolonoskopi) ¢esitli dediskenlik géstermektedir[10-12].

Adenomlarin insidansinda etkili birka¢ faktér daha saymak muimkindir.
Bunlar endoskopik goéruntilemedeki verilere kargl otopsi data calismalari; hasta
yas! ve hastada herediter kolon kanser sendrom o6ykusunun olup olmamasidir.
Ozenle yapilmis c¢alismalarda ortalama %46.9 ile %69 vakada en az bir
adenomaya rastlandigi bildirilmistir[13, 14]. Adenomalarin gelisimi yas ve erkek
cinsiyeti ile korele oldugu anlasiimistir[11, 15, 16]. Adenomalarin erkeklerde
(%61.6), kadinlara (%38.4) oranla daha sik goéruldugu ve 40 yasin Ustinde her iki
cinsiyette de gorulme sikliginda artis oldugu ayrica 60-70 yaslarinda pik yaptigi
saptanmistir[15].

Sporadik gelisen adenomalarin en sik goruldugu lokalizasyon rektosigmoid
bdlge olarak izlenmistir[l7]. Adenomalar hastanin yasiyla iligkili olarak
proksimalden distale olan yerlesimlerinde degisiklik gosterirler[11, 12]. Kolonun sol
lokalizasyonunda geng ve familyal adenomatozis (FAP)'li, sagd lokalizasyonunda ise
yasli ve herediter nonpolipozis koli (HNPCC)'li hastalarda olusan adenomalara
daha sik rastlanir.

Ayni zamanda tespit edilen adenomlara senkron, farkli zamanlarda
saptanan adenomlara metakron adi verilir. Senkron adenomlarda karsinoma riski
soliter adenomalara gore iki kat artmaktadir[18]. Multipl adenomlarin ilerlemis yas
ile goérulme sikligi artmakla birlikte HNPCC ve FAP’lI hastalarda daha sik
gorulur[19]. Bu hastalarin %30’'unda tek bir adenoma, %Z20’sinde ise multipl
adenom izlenir. Multipl adenomlu hastalarda ylksek dereceli displazi bulunma

olasiligi soliter adenomlulara gére daha fazladir[8].

2.3.ADENOMLARDA TANI VE KLIiNiK OZELLIKLER
Adenomlar gros, klinik ve histolojik 6zellikleri agisindan Ug¢ farkh ama ayni
zamanda birbirleri ile korele kategorilerde incelenirler. Adenomalar sporadik

olustugu gibi HNPCC ve FAP gibi altta yatan faktorlere bagh da meydana



gelebilirler. Klinik olarak en sik sikayet kanamadir ve bu semptomun sol kolondaki
lezyonlarda gorulme sikhgr daha fazladir. Kanama lezyonun buyuklagune,
pedinkulli olmasina ve villoz buyime paternine baghdir (33) Villoz adenomalar
daha buylk olma egiliminde olduklari ve karsinomayla birlikte olma olasiliklarinin
daha fazla olmasi nedeniyle bu belirtileri tibller adenomalardan daha fazla
goOsterirler. Villbz adenomalarda en fazla gérilen semptom kanama, mukuslu diare,
konstipasyon ve tenesmustur[20].

2.4.GROSS OZELLIKLERI

Pedinkile, sesil ve diz/deprese olarak adenomlar ¢ farkli makroskopik
goérintiye sahiptirler. Pedinklle ve sesil adenomalar c¢ok farkli blyukliklerde
olabilirler. Sporadik adenomlar daha ¢ok bu biylme paternine sahiptirler.

Tubuler adenomlar yuzeyi, birbirine bagh vyariklara sahip belirgin
olmayan bir lobulasyon gosteren genellikle klglk lezyonlardir. Buyuk lezyonlar
lobule, villéz ve ahududuna benzeyen, ylzeyleri frajil bir yapiya sahiptirler.

Tubulovilloz adenomlar tubuler adenomlara goére daha buyuk olup,
ortalama 1,9 cm ¢apindadir [13].

Villdz adenomlar sesil, loblle, diz, kadifemsi ve pedinkile olarak
gorilebilirler. Sesil olanlari daha buylk olabilir ve parmak benzeri c¢ikintilar
gosterebilirler.

Adenomalarin  boyutu arttikga kanserlesme sikligi da o kadar
artmaktadir[21]. Gros Ozellikleri agisindan malignitenin en sik goraldigu bir grup
olan flat adenomalarin diger adlandirmalari superfisyel ve deprese olarak
yapilmaktadir. Flat adenomalar daha sik sag kolonda ve kiglk olma egiliminde
olan ayrica yuksek dereceli displazi ve invaziv kolorektal karsinomaya dénusme

riski en yuksek olan gruptur[22, 23].

2.5.HiSTOLOJIK OZELLiKLER
Adenomalar tabudler, tubdlovilloz, villoz ve flat olarak 4 farkh

histopatolojiye sahiptirler.

2.5.1.TUBULER ADENOMA
Bircok calismada %68-%87,1 oraniyla en yaygin gorilen adenoma
tiradur. Bu adenomalar %25 villoz komponente sahip olabilirler [15, 24, 25].
Adenomatoz epitel ile normal kolonik epitel, tubuler adenomada yan yana

bulunabilirler. Genelde yuzeyinde adenomatoz degisiklik izlenirken, kript bazali



normal epitel ile ddselidir. Pedinklle adenomalarda polibin basinda displastik
degisiklikler izlenirken sap kismi genelde normal mukoza igerir. Lamina propria’da
lenfositler, eozinofiller ve plazma hucreleri bulunurlar[8]. Tubiller adenomun diger
bir varyanti flat adenomlar ¢ok sikigik ve tiubiler adenomdan daha kiglk boyutta
glandlara sahiptir[23]. Deprese adenomalar horizontal olarak normal kriptlerin
arasina dogru buydrler, polipoid adenomlara oranla yiksek dereceli displazi %41-
%42 olarak hesaplanmis olup, invaziv karsinom bulundurma orani da digerlerinden
c¢ok daha yuksektir [22, 26, 27]
2.5.2.ViLLOZ ADENOMA

Displastik bir kolumnar epitelin mukozanin parmak benzeri villiform
uzantilarininin ylzeyini 6rtmesi ile olusan, tim adenomlar icerisinde %20’lik bir
orana sahip olan ve hem ylksek dereceli hem de disuk dereceli displaziyi i¢cinde
barindirabilen, boyutu ile kanser gelisme olasilidi birbiriyle korele olan bir neoplastik
lezyondur[28].

2.5.3.TUBULOVILLOZ ADENOM

Her iki komponenti de bir arada bulundurabilirler. Bazi ¢calismalarda vill6z
komponentin %20 ile %79 olabilecedi e§er adenom 1 cm’den buylk ise %35 ile
%75 arasinda bildirilmistir[29] [24],

2.6.ADENOMALARDA HUCRE TiPLERI

Adenomalarda epitel hicreleri hiperkromatik nikleuslu, kolumnar,
prizmatik ve stratifikasyon gdsteren hiicrelerdir[9].

Yanisira absorbtif, goblet, intermediate, endokrin ve paneth hicreleri gibi
cok cesitli hicreler de icerebilirler. Nonneoplastik epitel
hicrelerinden(nonneoplastik) displastik hlicrelere sahip epitele gecis bir ‘snowplow’
paterni gosterir. Oligomukus hucreleri immatir muasin Ureten ve pek ¢ok
adenomada gorulebilen hucrelerdir [30, 31]. Adenomalarda bulunan ekzantrik
nukleuslu sitoplazmalari musin ile dolu goblet hiicrelerine distrofik goblet hicreleri
denmektedir. Endokrin hilcreler %59-%85, paneth hicreleri %10 ve skuamoz
diferansiasyon %4 oraninda adenomlarda bulunabilirler. Adenomalar gastrik
mukoza, ossebdz metaplazi ve melanositleri de igerebilirler ama bu ¢esitliligin klinik
olarak anlami yoktur[32].

Muskularis mukoza, adenomlarda bas ve sap ayrilmasinda bir belirte¢ gibidir
fakat invaziv kanserlerde bu hat gézikmeyebilir[33]. Adenomalarda kapiller ve

venll caplari artar ve distorsiyone gorindrler[34]. Onemi halen tartisilsa da



adenomalarda bazen bazal nlkleuslu, koépulksl sitoplazmali, berrak hicre

degisiklikleri goralebilir[8].

2.6.1."SERRATED’ POLIPLER

Adenomalarin %1-2’sini olustururlar[35, 36]. Histopatolojik varyantlart;
Hiperplastik, sesil serrated adenoma, konvansiyonel serrated adenoma, mikst
serrated polipler olmak Uzere klasifiye edilmistir. Psodostratifikasyon, mdisin
azalmasi, polarite kaybi ve arkitektlrel olarak glandlarda kalabaliklasma, Iimende
tomurcuklanma serrated adenomalar icin énemli 6zelliklerdir[35]. Bu adenomalar
karsinoma icin prekursor lezyonlardir[9].

Hiperplastik varyant ¢ subtipe ayrilir. Bunlar; mikrovezikiler, goblet
hicreli ve misinden fakir tip olarak tanimlanmistir. En genis subtipi ‘mikrovezikuler
tip’ olusturmaktadir. Histopatolojik olarak apikal kisimda normale gére daha az
muasin bulunduran, nudkleuslarda uzama, glandlarda kalabaliklasma gosteren
displazi icermeyen poliplerdir. Gros da gérinimi kiglk ve mukozayla ayni
renk’tedir [9].

2.7.GLANDLARIN PSODOKARSINOMATOZ HAPSOLMASI
Yorumlanmasi agisindan zorlayabilen bir mikroskopik antitedir. invaziv
karsinoma benzerliginden dolayi tanida yaniimak pek de nadir degildir. Tekrarlayan
torsiyonlar, forseps biyopsiler ve polip rezeksiyonundan sonra displastik hiicrelerin
gbmulmesi gibi durumlarda gelisebilir. Lamina propria’da neoplastik gland ile
nonneoplasitk glandlarin bir arada bulunmasi, submukozada normal kolonik epitel
ile adenomatdz glandlarin birlikte saptanmasi, hemosiderin varligi, stromanin
desmoplastik olmamasi gibi 06zellikler bize ayirici tanida oldukga yardimci
olmaktadir[37].
2.8.DUSUK DERECELI DiSPLAZI
Adenomalar icerdikleri epiteldeki displaziye gore ‘dusuk dereceli’ ve
‘yuksek dereceli’ olarak ikiye ayrihr. Tum adenomalar az da olsa duguk dereceli
displastik degisiklikler bulundururlar. Stratifiye displastik epitel igerisinde oval ya da
igsi, minimal hiperkromatizm gosteren pleomorfik nikleus histopatolojik

Ozelliklerindendir. Hicrenin apikal kisminda musin Uretimi halen yapilmaktadir ve



bu degisiklikler adenomatoz epitel ile dogeli glandlarin daha derin kisimlarinda yer
almaktadir[38]
2.9.YUKSEK DERECELI DiSPLAZI

Histopatolojik olarak hucrelerdeki kolumnar sekil kaybolmus onun yerini
nispeten yuvarlak hicreler almistir. Kriptlerde irregiler dallanma ve tomurcuklanma
izlenir[2]. NiUkleo/sitoplazma orani artmig, polarite kaybi olan dizensiz nikleuslar,
pleomorfik ve yidinlasmis sekilde goérulirler. Nukleuslar hicrelerin luminal ylzeyine
ulasirlar. Misin Uretimi azalmis veya yoktur. Yiksek dereceli displazi muskularis
mukozay! gectigi an artik karsinoma doénlismus demektir(64). YUlksek dereceli
displazi invaziv karsinoma gegisin kuvvetli bir habercisidir. Adenomalarin %5’i

yuksek dereceli displazi veya karsinoma in situ icerirler[15].

2.10.KARSINOGENEZIS
Adenomadan karsinoma gelisimine adenom-karsinom sekansi
denmektedir. Asagida ki sonuglar adenomlarin karsinom oOncuslu olduguna dair
destekleyici pek ¢ok gézlem ve deneysel calismalar ile ortaya konmustur.
Bunlardan bazilart;
eKolorektal karsinom ve adenoma siklikla ayni lezyonda birlikte
bulunabilir.
e Adenom ve karsinomlar benzer anatomik dagilim gdosterir.
e Kanserli olgularda rezidiel adenoma bulunabilir.
e Denova karsinoma gorilme ihtimali nadirdir.
e Adenomlarin ve karsinomlarin Ulkeler arasindaki prevelans oranlari
benzerlik igerir.
e Bazi olgularda adenomdan karsinoma direk gecis gozlenebilir.
¢ Adenomlarin endoskopik olarak ¢ikarilmasi ile karsinoma insidansina
%85 azalma bildirilmigstir.
eKromozomal yapi, antijenik benzerlikler, DNA’larin igerigi, enzim
paterni ve onkogenler hem adenom hemde karsinomda benzer 6zelliklere
sahiptir.
Yapilan calisma ve arastirmalar kolon kanseri gelisiminde patogenetik

olarak iki farkli yolak oldugunu ortaya koymustur[28].

2.11.KOLOREKTAL KARSINOMADA MOLEKULER DEGISIKLIKLER



Kolorektal karsinomlarin genetik temelini incelemeye ydnelik pek ¢ok ¢alisma
yapiimigtir. Herediter olgularda kolon kanserine yatkinlik bu gdzlemler sayesinde
saptanabilmektedir.

Daha oOnce s6z edildigi gibi hastaligin progresyonunda bir takim anahtar
genler ve protein Urlnleri ki bunlar degisime ugramis onkogenler, timoér supresor
genler, DNA yanls eslesme onarim genleri (MMR) ve pek c¢ok genin promotdr
bdlgelerinde epigenetik degisiklikleri igerir.

Neoplastik progresyon siresince spesifik genler spesifik zaman dilimlerinde
mutasyona ugrarlar. Bu mutasyonlarin spesifik bir asamasindan ziyade genetik
degisikliklerin kritik bir sayida akimule olmasi énemlidir.

Kolorektal karsinomlarin gelisiminde 3 esansiyel yolak tanimlanmistir;

v FAP’lI hastalari etkileyen kromozomal instabilite yolagi,
4 HNPCC ile iligkili olan ve buna benzer mikrosatellit instabilite yolag,
4 Epigenetik veya metilator yolagi.

Tanimlanan bu Ug yol ‘overlap’ gosterebilir bu nedenle timér bir tolagin

Ozelliginden ¢ok birden fazla yolu kullanabilir[8].

2.11.1. KROMOZOMAL iNSTABILITE YOLAGI
Mutasyonlarin  birikimi sonucunda olugsan kromozomal instabilite ile
karakterizedir. Adenomadan karsinomaya gegiste birgcok molekiler ve morfolojik

degisiklikler meydana gelir. Bu surecteki genetik degisiklikler;

2.11.1.1.APC (Adenomatdz Polipozis Koli) gen kaybi: APC geni 5921 yerlesimlidir.
Bu gen mutasyonu adenom olugsumundaki ilk genetik degisiklik olarak bilinmektedir.
APC geni hem mikrotubldl demetlerine baglayan ve hicre migrasyon ve
adezyonunu saglayan, hem de normal kolonik epitelyum olugsumunda gorevli
Whnt/beta-katenin sinyal yolaginda beta-katenin miktarini kontrol eden bir gendir[28,
39]. Beta-katenin hicreler arasi adezyonu saglayan bir protein olan E-cadherin ile
bagh bulunabilir bagh olmadigi durumlarda sitoplazmik kompleksler (ki bunlardan
en iyi bilinen APC’dir) beta-katenini fosforile ederler. APC mutasyona ugradigi
zaman bu fosforilasyon islemi gerceklesemez ve beta-katenin nikleusa geger.
Nuikleusta transkripsiyon kompleksine (T hicre faktorl) baglanir ve c-myc gibi

hucre proliferasyonunu dizenleyen genleri aktive eder[28].
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Bu genetik degisiklikler FAP sendromununda genetik temelini
olusturmaktadir. Sporadik karsinomalarda %80 APC mutasyonu olmaktadir APC

mutasyonu olmazsa %50 beta-katenin mutasyonlari bulunmaktadir[28, 40].

Sekil 2.11.1. APC/Beta-katenin yolagi
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2.11.1.2.K-ras mutasyonu:

K-ras geni normal hucrelerde G proteini aracihigiyla buyime faktori
reseptorlerine sinyal ulastirarak hicrenin adezyonunda ve prolifere olmasinda
primer rol oynamaktadir. Bu gen mutasyona ugradiginda protoonkogen’den
onkogen haline donusur ve apopitozu engeller[41, 42]. K-ras geni kolon adenoma

ve karsinomalarinda en sik rastlanan onkogendir[28].
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Sekil 2.11.1.2. K-RAS onkogen yolagi
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2.11.1.3.18g21 delesyonu(SMAD’larin kayb)): SMAD2 ve SMAD 4 18qg21'de
bulunurlar. Tumor baskilayici genler olarak bilinirler ve TGF-beta sinyal yolaginda
gorev alan molekulleri kodlarlar. Delesyona ugramalari hicre buylumesinin

kontrolden ¢gikmasina yol agar[28]

2.11.1.4.P53 mutasyonu: P53 geni 17. kromozomda bulunan tumor baskilayici
gen olarak bilinir[43]. insan karsinomalarinda en sik rastlanan genetik degisiklik p53
mutasyonudur. DNA ‘ya baglanir ve DNA hasarina (hipoksi vb.) cevap olarak hiicre
siklusunu durdurur, onarim genlerinin transkripsiyonunu arttirir ve programli hiicre

OlumUind baglatir[44-47]. DNA hasari onarilamaz ise p53 BAX geninin uyariimasini
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saglar ve apopitozu baslatir. P53 mutasyona ugradiginda DNA hasari olsa da hticre
siklusu durmaz, DNA tamiri yapilamaz ve genetik bir hasari olan hlicre ¢gogalmaya
devam eder, bu da malignite olusumuna neden olur[28]. Adenomalarda bu

mutasyona nadiren rastlanir[28].

Sekil 2.11.1.4. P53’Un fizyolojik ve genotoksik etkenlerle aktive olmasi

sonucu blylimenin engellenmesi ve apopitozun aktive olmasi.
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2.11.2.MIKROSATELLIT INSTABILITE YOLAGI

ikinci yolagimiz DNA yanlis esleme onarim genlerindeki bozukluk sonucu
meydana gelir. Mikrosatellitler genin kodlama yapmayan bdlgesinde bulunurlar.
DNA replikasyonu sirasinda hata oldugunda ‘mismatch’ genleri bu hatayir onarir
fakat  onlarin mutasyonlari sonucunda, mikrosatellit  tekrarlanmalarini
dizeltemiyeceginden dolayr dengesizlik meydana gelir. Mismatch onarim
genlerinden en sik mutasyona ugrayanlar MSH2 (MutSHomolog2) ve MLH1
(MutLHomologl) ‘dir[2, 28, 39]. Mikrosatellitlerin bazilari hicre buylimesini
dizenleyen genlerin (TGF-beta ve BAX) bdlgelerindedir. TGF —beta;

proliferasyonda, BAX da apopitozda gdrev alir. Mutasyonlar hlicresel blylimeye ve
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apopitoza engel olurlar[28]. Bu yolak sonucunda olusan karsinomalar APC/beta-

katenin yolagindaki karsinomalara gore daha iyi prognozludurlar[2].

Sekil 2.11.2. Kolorektal karsinomun olusumunda genetik degisikliklerin izledigi

yolaklar.
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o Bu sekil Slide Player adli internet sitesinden alinti yapilmigtir.
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Sekil 2.11. Kolorektal karsinogenezisdeki asamalar ve bu asamalari etkileyen

kromozomal ve mikrosatellite yolaklari.

Huoithyy Colonic
Epithalic |Muccta]

* Bu sekil giagen adli internet sitesinden alinti yapiimigtir.

2.12. KOLOREKTAL KARSINOMALAR

Endlstriyel Ulkelerde en yaygin gorulen neoplazilerden biridir[48]. Tum
kanserler icerisinde yaklasik %9 oran ile akciger, meme/prostat kanserleri
siralamasinda dérdincu olarak bildirilmistir[48]. Kolorektal kanser riski 40 yasindan
sonra 6nemli oranda artis géstermekle birlikte, 40-75 arasi yas grubunda iki kat risk
artigl izlenmistir[49]. Karsinomalar blylk oranda sporadik velveya polipozis
sendromlarin dan olusan adenomalardan geligirler[8]. Gelisiminde adenomun
boyutu, blylime paterni, displazi derecesi ve hasta yasi gibi pek ¢ok faktér etkilidir.
Sosyoekonomik faktorler, diet, genetik faktérler ve medikal bakimin dizgun

yapilmasi gibi etkenler kolon karsinomunda yasam suresini belirler[18].
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Kolorektal karsinomlar tim didnyada cografik varyasyon gdésterirler[48, 50].
Afrika ve asya kitalarinda goérilme insidansi disikken, Bati-dogu Avrupa, kuzey
Amerika, Yeni Zelanda ve Avusturalyada insidansi oldukga yuksektir[48, 51].
Kolorektal karsinomalarin genetik veya gevresel faktdrlerden mi yoksa kultirel veya
sosyoekonomik farkliliklardan mi kitalarda insidansinin degistigini saptamak
oldukga zordur.

Genetik faktorlerin kolorektal karsinoma gelisiminde yaklasik %20’lik
paylari vardir. FAP (Familyal adenomatozis koli) daha sik olarak sol kolonda ve
yaklasik %1 oranda karsinoma donusirken, HNPCC (Herediter nonpolipozis koli)li
hastalarda siklikla sag kolon tutulumu goérilir ve %5 oranda kanser geligimi
izlenmistir, diger familyal hastaliklar %15 oraninda kolon karsinomu olustururlar[52].
Kadinlarda sag kolon karsinomalari erkeklerden daha erken yasta ve daha sik
gorulurken; sigmoid ve rektal lezyonlarda kadinlar acisindan bir azalma
izlenmektedir[53, 54].

Kolon multipl malign neoplazilerin sik goéruldigiu bir organdir ve kolon
karsinomalari da senkron ve metakron olarak gelisebilirler. Senkron kanserler
metakronlara goére 2 kat daha sik gézlenmektedir[55-57]. Gen¢ hastalarda kolon
karsinomu %1’den daha az siklikla ve genellikle genetik yatkinlik sonucu olusurlar.
Prognoz oldukga kotudur[8].

2.13.GROS OZELLIKLERI

BlyUume paternlerine bakildiginda polipoid, ekzofitik, Glsere ve diffuz infiltratif
olarak gorulebilir. Ekzofitik lezyonlar ylzeyi Ulsere, kenarlari normal mukozadan
daha kabarik, genelde gekum ve cikan kolonda sik gérilen lezyonlardir. Ulseratif
lezyonlar kolonik duvari tamamiyla infiltre eden, kenarlari hafif kalkik veya diuz
olabilen, nodll olusturmayan tumorlerdir.

Adenokarsinomalar genelde Ulseratif ve infiltratif sekilde; en sik transvers ve
inen kolonda saptanirlar. Bu makroskopik 6zellie sahip timdrler dizensiz, sinirlari
belirsiz, kolonik duvari konstriktif ve ¢cepegevre sararak limeni daraltirlar. TUmor
desmoplastik stromaya sahip oldugundan sert hissedilir. Diffuz infiltratif yaygin
olmayan bir patern olup midenin linitis plastikasina benzer. Flat karsinomalar da flat

adenomalardan geligir ve plak seklinde gorular.

2.14.HISTOLOJIK DERECELEME VE HUCRE TiPLERI
Histolojik gradeleme glandlarin arkitekturel 6zelliklerine gore yapilir. Nukleer

polaritesini koruyan hicrelerden olusan ve adenomu andiran glanduler farklilasma

16



gOsteren timor iyi diferansiye olarak degerlendirilir ve %25 oraninda goruldr.
Nukleer pleomorfizm goésteren, polarite kaybina sahip solid adalar olusturan
tumorler ise kotu diferansiye timorlerdir ve %15 oraninda saptanir. %60 gorilme
orani olan ve hem kotu, hem de iyi diferansiasyonu birlikte sunan grup orta derece
diferansiye’dir[58, 59]. Kétu diferansiye alanlar anaplastik hicreler ve tasl ytzik

hicreleri icerebilir (96).

2.15.SUBTIPLENDIRME

Kolonik adenokarsinomalarda birgcok hlicre tipi vardir. Bunlar; Goblet, paneth,
endokrin, diferansiye enterositler, skuamoz hucreler, melanositler ve trofoblastik
hicrelerdir. Papiller ve musindz karsinomalarda Paneth hicreleri ¢ok sik
g06zlenir[60, 61]. Noroendokrin hiicreler de %8 ile %51 arasinda gorilebilir[62, 63].

Stroma oldukca az olmasina ragmen aktive fibroblastlarin yaptigi
desmoplastik reaksiyon ve peritimoral lenfositik infiltrasyon goérilur[64, 65]. Bu
infiltrasyonda mast hicreleri, eozinofil, makrofaj, lenfosit, plazma hicreleri ve S-100
pozitif dentritik hiicreler vardir. Major grubu sitotoksik T lenfositler olusturmaktadir.
Kolonik duvarda ve perikolik adipéz dokuda stellat fibrozis gibi crohn benzeri
reaksiyon gorllebilmektedir. Bu reaksiyonun iy prognostik bir belirte¢ oldugu
disunulmektedir[66]. Karsinomalarda damarlanma da artis izlenmektedir, bazi

damarlar trombdus igerirler bundan dolayi iskemilerde siklikla gorulebilir.

2.16.FLAT KARSINOMA

Yuzeyden hafif elevasyon gdOsteren, diz veya deprese tumorlerdir. En sik
proksimal da yerlesim gosterir ve genellikle kétu-orta derece diferansiye timorlerdir.
Submukozaya invaze olan bir timor siklikla lenfatik ve vaskiler bosluklarda da
invazyon gostermigtir. Kiguk timorlerde bile duzgun kesit alindiginda submukozal

invazyona rastlanir[67].

2.17.KOLOREKTAL KARSINOMALARDA HiSTOLOJIK TiPLER

2.17.1.MUSINOZ KARSINOMALAR

17



Kolon adenokarsinomalari iginde %10-%15 oraninda, daha ¢ok gencler de ve
kotu prognozlu olarak gorulurler[68, 69]. Musindz karsinoma denmesi igin musindz
komponentin %50’den fazla olmasi gerekir[69]. Kolloid ve tasli yuzik hucreli
karsinoma, misindéz karsinomanin iki farkli histolojik tipini olusturur. Kolloid
karsinomada mausin ekstraselliler, tash yUzUk hicrelide ise intrasellller
yerlesimlidir[68].

Kolloid karsinoma; genis musin golcikleri igerisinde atipik gland veya gland
epitelinin goérulmesi ile karakterizedir. Tash yuzuk hicreli karsinoma; hicrenin
icinde abondan bulunan musin nikleusu perifere iterek tash yiuzik hicre gérinima
olusturur. Difflz infiltratif yayilm go&steren timor, sert ve kalin bir kolonik segment
olusturur ve bu gorintiye linitis plastika adi verilir. Nispeten agresif seyirli bir

tumordar.

DIGER KOLONIK KARSINOMALAR

Skuamoz hucreli karsinomalar
Adenoskuamoz karsinoma ve adenoakantoma
Skuamoz karsinoma

Bazaloid karsinoma

Karsinosarkoma

Germ hicreli karsinomalar

Koryokarsinoma

Mikst koryokarsinoma-endodermal sinds tumora
Teratoma

Endodermal sinds timaord

Ekstrauterin mullerian timorler

Ossedz metaplazi iceren adenokarsinoma
Kok hicre karsinomalari

Pleomorfik(Dev hicre) Karsinoma

N N N N N Y N N N N N U N N

Diger karsinoma tipleri

2.18.KOLOREKTAL KARSINOMALARDA EVRE

1932 tarihinde ‘Dukes’ tarafindan rektal karsinomalarda kullaniimak Uzere
Onerilen bu evreleme sistemi kolon karsinomlarinda da kullaniimaktadir. TUma&rin
penetrasyon derinligi ile lenf nodu metastazinin baz alindigi bir evreleme

sistemidir.1954 tarihinde 'Denoix’ [70] TMN siniflamasini 6nermis ‘Beahrs ve Myers’

18



[71]

onu

uyarlamistir. Bu evreleme sistemi ‘Union international Contre

Cancer’(UICC) ve ‘American Joint Commission On Cancer’ (AJCC) komiteleri
tarafindan kabul gérmektedir(Tablo 2. 1. ve Tablo 2. 2.)

Tablo 2.1.Kolorektal Karsinomalarda TNM Evreleme Parametreleri

Primer timor saptanmadi

TX
Primer timor kaniti yok
TO0
in situ karsinom(intraepitelyal ya da lamin apropria
Tis invazyonu)
TUmor submukozaya invaze
T1
TUmor muskularis propriaya invaze
T2
TUmor subseroza ya da nonperitonealize/perirektal dokuya
T3 inv.
Tdmor komsu organ ve yapilara direkt invazyon
T4 gOstermekte ve/veya visseral peritonu perfore etmektedir
Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememekte
NX
Lenf nodu metastazi yok
N1
1-3 lenf nodu metastazi
N2
4 veya daha fazla lenf nodu metastazi
N3
Uzak metastaz degerlendirilemedi
MX
Uzak metastaz yok
MO
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Uzak metastaz mevcut
M1

Bu tablonun hazirlanmasinda Hamilton SR, Aatonen LA(eds) World Health
Organization Classification of Tumours Pathology and Genetics of Tumours of

Digestive System adli kaynaktan yararlanismistir.

Tablo 2.2.Kolorektal Tumérlerin TNM Evrelemesi ve Gruplar

EVRE GRUPLAMA

Evre O TisNOMO

Evre 1 T1INOMO

Evre 1 T2NOMO

Evre 2 T3NOMO

Evre 2 T4NOMO

Evre 3 Herhangi bir T,N1MO

Evre 3 Herhangi bir T,N2MO

Evre 4 Herhangi bir T,herhangi bir N,M1

Bu tablonun hazirlanmasinda Hamilton SR.,Aatonen LA(eds) World Health
Organization Classification of Tumours Pathology and Genetics of Tumours of

Digestive System adli kaynaktan yararlanigsmistir.

2.19.PROGNOZ

Kuratif rezeksiyon sonrasi 5 yillik sag kalm orani %40 ile %60 arasinda
degisir[1]. Kolorektal karsinomalarda en 6nemli prognostik belirleyici tGmorin
evresidir[1, 72].

Prognozu etkileyen diger faktorler;

1. Yas: Cok geng ve yasllarda prognoz kétudar[1].

2. Cinsiyet: Kadinlarda prognoz daha iyidir[1].

3. CEA kan duzeyi: Kanda seviyesinin artmasi kotu prognoz ile
iliskilidir(156).

20




4, Tumor lokalizasyonu: Sigmoid kolon ve rektum lokalizasyonunda
bulunan timodrler tani aninda bile daha genis yayilim gosterdiklerinden genellikle
daha kotu prognozludurlar[7].

5. Birden fazla tumor varligi: Senkron veya metakron tumor varligindaki
sag kalim, soliter tumaor varligindaki sag kalim ile egdegerdir[1]

6. Lokal yayilim: Polipte saptanmis mukoza ve submukozaya sinirli
olan mikroskopik karsinomalarda prognoz oldukg¢a iyiyken, barsak digsina metastaz

yapmis timorlerde prognoz daha kotuduar[1].

7. Tamoér buyuklGga: Tumdr blyukligu guvenilir bir prognostik faktor
degildir[1].
8. TUumor kenarlari: Kenari duz veya deprese olan tumorler ,polipoid

olanlara gére daha koétu prognozludur[1].

9. Obstriiksiyon ve perforasyon: Dukes evrelemesinden bagimsiz kot
prognoz gostergesidir[1].

10. Tamor sinirt ve inflamatuar reaksiyon: TiUmorlerin ekspansif olani
infiltratif olanindan daha iyi prognozludur. Timodr dokusuna karsi gelisen
inflamatuar yanit iyi prognoz goéstergesidir[1].

11. Vaskller invazyon: Ven invazyonu varliginda 5 yillik sag kalhm
suresi azalmaktadir. Lenfatik yayillim 6zellikle evre 3 hastalarda kétl prognostik bir
faktordur[1].

12. Perindral invazyon: Evresi ilerlemis hastaliga isaret eder. Kéti
prognostik faktordar[1].

13. Cerrahi sinirlar: Radial cerrahi sinir lokal reklrrensler agisindan ¢ok
onemlidir. TUmor cerrahi sinira 2 mm’den daha yakin ise lokal reklrrens olasihgi
artar[1].

14. Tdmor kalhnhgdr: Santral deprese alan’da tumérdn kalinhginin lenf
nodu ve karaciger metastazi insidansi ile dogru orantili oldugu tespit edilmistir[1].

15. Mikroskopik timor tipi: Misin6z adenokarsinoma, tash ytzik huacreli
karsinoma ve anaplastik karsinoma klasik adenokarsinomalardan daha kotu
prognozludurlar[1].

16. Histolojik grade: Tumor diferansiasyonu prognoz agisindan ¢ok
Onemlidir. Kotu diferansiye adenokarsinomalarda timoér invazyon derinligi ne
boyutta olursa olsun lenf nodu metastazi %50’den fazla olarak saptanmigtir[1].

17. Asiner morfoloji: Mikroasiner blUyume paterni kotu prognozla
iliskilidir[1].
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18. Anjiogenez: Nuks gelisimine yardimci oldugundan sad kalimda

azalma sebep olmaktadir[1]

19. Evre: Kolorektal karsinomlarda prognozu belirleyen en o6neml
faktordar(1]
20. Lenf nodu reaksiyonu: Lenf nodlarinda timére karsi verilen immun

yanit sag kalimi arttirmaktadir[1].

21. Lenf nodu tutulumu: Metastatik lenf nodunun sayisi arttikga prognoz
kotllesmektedir[1].

23. Noéroendokrin hcrelerin varligi: Kromogranin pozitifligi gosteren
hicrelerin varli§i kéta prognozla ile iligkili bulunmustur.

24. Musin ile iligkili antijenler: MUC-1 (Musin 1)‘in bagimsiz prognostik faktor
oldugu saptanmistir[1].

25. HLA-DR ekspresyonu: HLA-DR ekspresyonu goésteren kolorektal
timorlerin sag kaliminin ¢ok iyi oldugu saptanmistir[1].

26. DNA ploidi: Anoéploidi ve ozellikle rektal karsinomalarda rekirrens
arasinda iligki oldugu goérulmustar[1].

27. Kromozom 18 q allellik kaybi: Bu degisikligin negatif prognostik 6nemi
vardir[1].

28. Onkogen ekspresyonu: Rekurren hastaligi olanlarda K-RAS mutasyonu
¢ok daha sik oldugu gdsterilmistir. P53 artmis ekspresyonu kétl prognoz ile
iligkilidir. Kot prognoz ile ilgili bir diger faktér de p27 ekspresyon kaybidir.
Mikrosatellit instabilitesinin  bulunmasi iyi prognostik bir faktér olarak

tanimlanmistir[1].

2.20.TEDAVI
Kolonik rezeksiyon, laparoskopik kolektomi, metastatik lezyonlarin rezeke
edilmesi, kemoterapi, hepatik arterial infuzyon, radioterapi, preoperatif

kemoradiasyon, adjuvan radioterapi gibi tedavi ydontemleri vardir[8]

2.21. KOLOREKTAL KARSINOMALARDA TUMOR MARKIRLARI

Tumor markirlart tani koyma ve tedavi surecinde yardimci olabilen
proteinlerdir. Bu proteinlerden bazilari timérlerde eksprese edilirken bazilarinin ise
ekspresyon kayiplari goraltr. Bu markirlardan bazilarr;

2.21.1. Karsinoembriyonik antijen(CEA): Kolon karsinomunda ilk bulunan

antijen olup onkofetal antijenlerin prototipi olarak tanimlanir. Cogu kolorektal
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karsinomlar CEA sentezler. Tumorlerin yalnizca %3’'den azinda negatif olarak
g6raltr. CEA mukus sekrete eden hicrelerin apikal kisimlarinda ve intrasitoplazmik
olarak eksprese edilir. Kolorektal karsinomlu hastalarin tarama programinda
karsinom relapsinin tetkikinde ¢ok énemli bir role sahiptir. ASCO, American Society
of Clinical Oncology, klavuzu geregince evre Il ve lll olan hastalara her ¢ ayda bir
olmak uzere CEA seviyelerinin 6lcumu 6nerilmektedir[8].

2.21.2 Keratinler: Kolon kanserleri tim keratinleri eksprese etmemektedir.
Kolorektal karsinomlari diger kanser kanserlerden ayird etmek lGzere en kullanigh
keratin molekiilleri sitokeratin 20 ve 7’dir. Sitokeratin 20 pozitivitesi ve sitokeratin 7
negatifligi kolorektal karsinomlari 6zellikle pulmoner adenokarsinomlarda ayird
etmede kullanilir [8].

2.21.3.Karbohidrat hiicreli yiizey antijeni(CA-19):Kolonik karsinomlarin
%80’inde saptanan, yani sira benign lezyonlarda ve displazilerde eksprese edilen
karbonhidrat hlcre ylzey antijenidir.Kanserli hastalarin %50’sinde artmis serum
seviyeleri mevcuttur. Ancak gunimuz verileri kolorektal karsinomlu hastalarin
monitorizasyonunda klinik yararinin ¢cok fazla olmadigini géstermistir[8].

Ayrica blyume faktorleri ve reseptorlerinden TGF-alfa (TUmoér buylime
faktoru-alfa) , bazi kolorektal karsinomlu hastalarda artis gosterir. HGF (Hepatosit
blylime faktori) timor invazyonunda ve metastazinda ekspresyon artigi gosterdigi
bildirilmistir. Adezyon molekullerinden E-cadherin normal kolonik mukozada
mevcuttur ancak karsinomlarinda baskilanir. Bazi ¢alismalarda bir bagka hicre zari
adezyon molekulu olan CD44 Uzerinde durulmusgtur([8].

Biz calismamizda G protein bagl reseptoérlerden LGR5 (Lésinden zengin
tekrarlar iceren G protein bagh reseptér 5) ve bir transmembran adezyon reseptori

olan CD44’Un kolorektal karsinogenezis de rolinl arastirdik.

2.21.4.LGRE5:

G protein bagh reseptorler birtakim hassas molekuller (hormonlar ve
norotransmitterler) araciligiyla ekstrasellller sinyallerin hiicre icine iletiimesinde
gbrev alan 6nemli bir membran protein ailesi icerisindedirler. Bircok hastaligin
olusumundan GPCR (G protein bagh reseptdr) disfonksiyonu sorumlu
tutulmaktadir. Bu membran protein ailesinin bir Uyesi olan barsak kriptlerinde ve
meme glandlarinda bulunan LGRS 17 tane I6sin aminoasitinden zengin tekrarlar ve
7 tane buylk ekstraselliler alandan olugsmasi tipiktir ve hicre igine sinyal iletiminde
onemli bir yer tutar[73]. Ligandin R spondin (RSPO) LGRS5 ‘in ekstrasellliler
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bdlgesini aktive eder, birbirini takip eden I6sinden zengin tekrarlari * at nali’ seklinde
bir yap! ortaya koyarak dizenler ve sinyal gecisine olanak saglar ama bu

kompleksin halen hucre ici sinyal iletim mekanizmasi anlagilamamistir[74].

LGR5 ekspresyonu hepatoselliler karsinoma, kolorektal karsinoma, ovaryen
ve bazal hicreli karsinomada goérulir. Kolorektal karsinogenezde primer rol oynar
ve ekspresyonundaki artisinin kotl prognozla iligkili oldugu bildirilmistir[73].
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Sekil 2.21.4.LGR5’in kdk hiicre ve reseptdr olarak fonksiyonlarini gésteren bir
sekil.

¢ Bu sekil Nature Biotechnology adli internet sitesinden alinti yapiimistir.

2.21.5.CDA44:

CD44 Dbir transmembran adezyon molekilidur. CD44’Gn genomik

diizenlenimi ile iligkili 20 ekson tanimlanmistir. ilk bes ve son bes ekson sabitken,
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aradaki 10 ekson degisken bolgedir. izoformlar, membran proksimal pargaya
alternatif eksonlarin (v1-v10) eklenmesiyle olugsan CD44 [75],hyaluronatin yeniden
sekil almasinda ve indirgenmesinde merkezi rol oynayan yanisira normal hicrelerin
birbirine adezyonu, hicreler arasi ve hicrelerin ekstrasellller matriks ile arasindaki
iletisimi saglayan ve kemokinlerin, buytume faktorlerinin iletiimesine yardimci olan,
hicrelerin migrasyonu ve kanser invazyonu, metastazinda da goérev alan ¢ok
fonksiyonlu bir transmembran adezyon reseptoridur[76].

Sitoplazmik CD44, ankirin ve ezrin-moesin-radixin ailesine ait proteinler
araciligiyla hicre iskeleti ile iletisim kurar [77]. CD44 kolorektal karsinomlu
hastalarda ¢cok dnemli bir markir olup cesitli subtipler icermektedir. Bu subtipler
icerisinde en degerli olani ve timorogenezisde en ¢ok kullanilani CD44v2 olarak
bilinmektedir, kolonun normal kok hticrelerinde CD44v9 varligi gdézlemlenmistir[75].
Bazi kanser tirlerinde ki bunlarin iginde kolorektal karsinomlar da dahil neoplastik
hicrelerin eksprese ettigi CD44 histolojik derece, evre, metastaz ve yasam suresini
belirleme acisindan korelasyon gostermektedir. Erken evre karsinomlarda ve timor
davraniglarini belirlemek amaciyla CD44 kullanigh bir prognostik faktér gibi
g6zukmektedir[77].
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Sekil 2.21.5.CD44’Gn transmembran adezyon molekllu olarak ihtiva ettigi

yapisal elemanlar.

* Bu sekil Frontiers adli internet sitesinden alinti yapilmigtir.

GEREGC ve YONTEM

3.1.Etik Kurul Onayi

Bu tez calismasi, 04.06.2014 tarihinde, 16/01 karar numarasi ile Kirikkale
Universitesi Tip Fakiltesi (KUTF) Girisimsel Olmayan Klinik Arastirma Etik
Danisma Kurulu Baskanhgi tarafindan degerlendirmeye alinarak yazili olarak
onaylanmis, 25.07.2014 tarihinde 094 proje numarasi ile Kirikkale Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmesi uygun
bulunmustur. Calisma, Helsinki Deklarasyonu’'na (200) ve lyi Klinik Uygulamalari

Kilavuzu’na (201) uygun sekilde yaratalmastr.
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3.2.Calisma Grubunun Seg¢imi

Calisma gerekli onay ve izinlerin alinmasini takiben Temmuz 2014-Haziran
2015 tarihleri arasinda KUTF Patoloji Anabilim Dali tarafindan yGritGlmuistar.
Caligmada 2010-2014 tarihleri arasinda KUTF Patoloji Anabilim Dal’'na génderilen
ve tani almis materyallerden, 15 adet hiperplastik polip, 15 adet tibller adenoma,
15 adet villdz adenoma ve 15 adet kolon adenokarsinomasi g¢alisma kapsamina
alindi.

Olgulara ait H&E boyali preparatlari  tekrar  degerlendirilerek
immunohistokimya icin en uygun bloklar secildi.

3.3.Iimmiinohistokimyasal Boyama

immiinhistokimya icin primer antikor LGR5 antikoru (MyBioSource, GPR49) ve
CD44 (Labvision Ltd.HCAM Ab-4) kullanildi. Yapilan 6n calismalarda CD44 1/200
ve LGR5 1/75 konsantrasyonlar olarak saptandi ve bu dilisyonlarda primer
antikorlar uygulandi.

immiinhistokimyasal calisma igin ilgili parafin doku bloklarindan pozitif sarili
lamlara 0,4 pm kalinhdinda kesitler alindi. Deparafinizasyon amaciyla etivde
70°C’de 1 saat bekletildi. Lamlar Ventana X Benchmark immunhistokimya cihazina
yerlegtirildi. 1 saat 45 dakika sonra belirli oranlarda diliye edilen antikorlar lam
sayisina gore hazirlanip her lama 150 um antikor damlatildi. Boyama bittikten sonra
dokular cihazdan alinarak bir kez su ve %96’lik alkole batirilip cikartildi. Kuruduktan
sonra ksilende bekletilip entellan ile kapatildi.

Boyanmanin mikroskoptaki degerlendirmesinde modifiye immunhistokimyasal
skor (H-SKOR) kullanildi. CD44 standart antikoru igin hiicre membran boyanmasi,
LGRS antikoru icin ise nlkleer boyanma pozitif olarak degerlendirildi. Buyuk
buyutme ile yaklagik 500 hucre sayildi. Hiperplastik polip, tubuler ve villoz
adenomda yuzey epiteli ve kriptler, kolon adenokarsinomunda invaziv timdér adalari
degerlendirildi, tibdler ve villdz adenomlarda dusuk/ylksek dereceli displazi alanlari
iceren vakalar secgilmedi. HSKOR degerleri agagida belirtilen sekilde hesaplandi.

Negatif boyanan hucrelerin %’si(skor 0)X0

Zayif pozitif boyanan hicrelerin %’si(skor 1)X1

Orta derecede pozitif boyanan hucrelerin %2si(skor 2)X2

Guclu pozitif boyanan hucrelerin %’si (skor 3)X3

HSKOR’u 0-300 arasinda degisebilen dederlere sahiptir.
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3.4.ISTATISTIKSEL YONTEM

istatistiksel analiz icin SPSS for Windows 20.0 programi kullanildi. Gruplar
arasindaki niteliksel verilerin karsilastirimasinda Ki kare testi kullanildi, veriler sayi
ve yuzde olarak sunuldu. Verilerin normal dagilim uygunluklari gérsel (histogram ve
olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle ( Kolmogorov-smirnov/ shapiro-wilk
testleri) kullanilarak incelendi. Parametrik kosullari tasiyan iki gruptaki
karsilastirmalar student t testi, U¢ ve daha fazla sayidaki gruplardaki
karsilastirmalar ise One Way Anova testi ile yapildi. Veriler aritmetik ortalama +
standart sapma olarak sunuldu Parametrik kosullari tasimayan iki gruptaki
karsilastirmalar Mann Withney-U testi ile; (¢ ve daha fazla sayidaki gruplardaki
karsilastirmalar ise Kruskal -Wallis testi ile yapildi. Sayisal veriler ortanca olarak
sunuldu. Her iki degiskende normal dagildiginda korelasyon analizleri i¢in Pearson
korelasyon analizi, parametrik kosullari tagsimayan gruplardaki korelasyon analizleri
icin Spearman korelasyon analiz testi kullanildi. Tum testlerde p<0,05 degeri

anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR
Bu calismaya 15 adet hiperplastik polip,30 adet adenoma ve 15 adet
kolon adenokarsinoma vakasi dahil edilmisti. Oncelikle normal-adenom-
adenokarsinom sekansindaki degisiklikleri saptamak amaciyla vakalar gruplara
ayriimis ve istatistik incelemeler yapiimistir. Patoloji spesmenleri CD44 ve LGR5
immun boyamalar ile H-skoru(0-300) kullanilarak Tablo ...’de semi-kantitatif olarak
skorlandi. Sonugta hem CD4 ve LGRS verilerinin tamami hem de grup grup

bakildiginda tum veri setinin normal dagihma uydugu goruldu. Parametrik testlerin
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yapilmasina karar verildi. Gruplara tek tek CD44 ve LGR5 ekspresyonlarinin normal
dagihmi acgisindan Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk parametrik testleri
uygulandi ve p de@eri <0,05 olarak baz alindijinda verilerimizin normal dagilimdan

farkli olmadigi sonucuna ulasildi.

Tablo 4. 1. Tim gruplarda CD44’in membran6z ve LGR5’in nikleer boyanma
H-SKOR degerleri

Antikor Hiperplastik p. Tabdler a. Villoz a. Kolon
ak.
Poz(%)HSKOR Poz(%)HSKOR Poz(%)HSKOR
Poz(%)HSKOR
n=15 n=15 n=15 n=15
CD44 15(%100) 145 15(%100) 199 15(%100) 197
15(%100) 173
(membran) 92 + 183 164 £ 234 162 + 239 116 +
228
LGR5 15(%100) 215 15(%100) 210 15(%100) 240
15(%100) 215
(niikleer) 160 + 257 126 + 252 206 + 271 173 +
241

immiinhistokimyasal sonuglara gdére 15 hiperplastik polip, 15 tiibiler
adenom, 15 villdz adenom ve 15 kolon adenokarsinomu vakalarindan tamami CD44
ile membran6z, LGRS ile nikleer boyanma gdstermis olmasina ragmen vakalara tek
tek bakildiginda zayif, orta ve gucli boyanma goéstermelerine gore HSKOR degeri
tablo 4. 1’de verildi.

CizGi GRAFIKLER
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Grafik 2.1. Gruplarin CD44 ekspresyonlarindaki H-SKOR degerlendirilmesi.
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Grafik 2.2. Gruplarin LGRS ekspresyonlarinin HSKOR degerlendirmesi.

CD44 ve LGR5 immun boyalarinin hiperplastik polip,tibuler adenom,vill6z
adenom ve kolon adenokarsinomu gruplari arasinda total HSKOR degerlerinde
istatiksel olarak anlamli sonu¢ oldugu gosterilmistir( ANOVA, P<0,001 ve
p=0,07).Bu sonuca goére gruplarin arasindaki farkliigi bulmak igin Post Hoc Tukey
yapildi.

CD44 immun boyasinin total HSKOR degerlerinde hiperplastik polip; tubuler
adenom (p<0,001), villbz adenom (p<0,001) ve kolon adenokarsinomu’ndan
(p=0,026) daha hafif ve seyrek boyanma gdstermistir. TUbuler adenom ve vill6z
adenom yaklasik olarak ayni oranda (orta derecede ve yaygin) eksprese edilirken
kolon adenokarsinomu onlardan daha hafif derecede ve seyrek boyanma
gostermistir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

LGR5 immin boyasinin total HSKOR degerlerinde villoz adenom;
hiperplastik  polip  (p=0,038), tubuler adenom (p=0,008) ve kolon
adenokarsinomu’'ndan (p=0,034) daha gucli ve yaygin boyanma gostermistir.
Hiperplastik polip (orta siddette ve yaygin) gdsterirken, tlbller adenom ve kolon
adenokarsinomu’nda daha hafif siddette ve yaygin ekspresyon dikkati cekmigtir. Bu

sonugclar da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tablo 4.2.Hiperplastik polip,tibliler adenom,vill6z adenom ve kolon

adenokarsinomu’nda CD44 ve LGRS5 pearson korelasyon tablosu.

GruplarVv CD44 <« antikorlar Vv

Hiperplastik polip r=0,160 , p=0,585 LGR5

Tubuler adenom r=-0,370, p=191 LGR5

Villoz adenom r=0,036, p=0,902 LGR5

Kolon r=-0,007, p=0,981 LGR5
adenokarsinomu

Tablo 4.2 ‘de verilen degerlerde Hiperplastik polip’”de, CD44 ile LGR5
arasinda dusik derecede pozitif iliski olup istatistiksel olarak anlamli sonug¢ yoktur (
r= 0, 160 p= 0,585 ).Tubuler adenomda, CD44 ile LGR5 arasinda dusuk/orta
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derecede negatif iligki olup istatistiksel olarak anlaml sonu¢ yoktur ( r= -0,370 p=
192).Villoz adenomda CD44 ile LGR5 arasinda duguk veya Onemsiz derecede
pozitif iliski olup istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmamistir ( r= 0,036 p=
0,902).Kolon adenokarsinomda, CD44 ile LGR5 arasinda disuk veya dnemsiz

derecede negatif iligki olup istatistiksel olarak anlamli degildir ( r=-0,007 p= 0,981).
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Grafik 2.3. CD44 ekspresyonunun hiperplastik polip,tibiler adenom ,vill6z

adenom ve kolon karsinomundaki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.4. CD44 ekspresyonunun hiperplastik polipteki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.5. LGR5 ekspresyonunun hiperplastik polipteki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.6. CD44 ekspresyonunun tubuler adenomdaki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.7. LGR5 ekspresyonunun tubuller adenomdaki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.8. CD44 ekspresyonunun villoz adenomdaki H-SKOR dagilimi.
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Grafik 2.9. LGR5 ekspresyonunun vill6z adenomdaki H-SKOR dagilhimi.
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Grafik 2.10.CD44 ekspresyonunun kolon adenokarsinomundaki H-SKOR

dagihmi.
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Grafik 2.11. LGR5 ekspresyonunun kolon karsinomundaki H-SKOR dagilimi.

TARTISMA
Kolorektal karsinomalar dunyada 4. siklikta gorilen, Ozellikle
endustriyel Ulkelerde 40’ yaslardan sonra goérulme sikhgr iki kat artan
neoplazmlardir. lyi tanimlanmig olan familyal sendromlar da goériilen kolorektal
karsinomalar olabilecedi gibi, ¢ogu sporadik olup mekanizmasi kesin olarak
anlasilamamis, ancak genetik degisikliklerin akimulasyonu ile adenoma-karsinoma
sekansi sonucu multistep bir progesi izleyerek gelisir; bu agidan olusumlarinda

siklikla prekirsor lezyon adenomatdz poliplerdir [1, 8, 78].

Kolorektal timérler insanda neoplastik gelisimi incelemek icin ¢ok iyi bir
model olusturmaktadir. Cok klglk adenomalardan ¢ok blylk metastatik
karsinomalara kadar ilerleyen bir yolakta gelisimin dedisik evrelerinde tumoéral
olusumlar Uzerinde ¢alisma imkani vardir. Kolorektal adenoma-karsinoma sekansi
insan karsinogenezi icgin tipik bir modeldir ¢lnkl kolorektal karsinomalarin gok
buydk bir kisminin daha oOncesinde varolan adenoma zemininden gelistigini
gbsteren cok sayida klinikopatolojik bulgu mevcuttur [79]. CD44 ve LGRS’in
fonksiyonlari birgok caligsmada tartisiimigtir. Biz calismamizda hiperplastik polip,
tubdler adenom, villéz adenom ve kolon karsinomu olgularinda karsinogenezis
acisindan CD44 ve LGR5 antikorlarinin adim adim ekspresyon duzeylerini

inceledik.

CD44 icerisinde hyaluronat bulunduran 85-200 kda agirliginda bir
transmembran proteinidir. Bu protein hicre igi ve hicre digi sinyal iletiminde, gé¢
ve adezyon gibi goérevlerde yer almaktadir. CD44 fibroblast, l6kositepitelyal,
mezodermal ve noroektodermal gibi hucrelerde bulunabildigi gibi integrin ve aktin
molekdllerinin hicre i¢i ve disina baglanabilmesine de yardimci olmaktadir. Bu
hucrelerde bulunmasi bircok kanser kok hucrelerinin arastiriimasina yardimci
olmaktadir. CD44 bircok farkli izoforma sahiptir. Bunlardan en basiti ve en yaygin
gérileni CD44H izoformudur, kan htcrelerinde gorilir. Kolorektal karsinomalarda
en sik goruleni CD44V6 varyantidir. Meme kanserlerinde de CD44V4 varyanti tespit
edimistir [80].

Calismamizda CD44 (standart varyanti) immun boyasinda hiperplastik polip
ile kargilastinidiginda tubuler adenom (p<0.001) ve villoz adenoma’da (p<0.001)

birbirine yakin bir oranda ve alinan tim vakalarda (%100) pozitif membrandz
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boyanma, kolon adenokarsinomu’unda (p=0,026) ise tubudler adenom ve vill6z
adenom’dan daha az oranda bir ekspresyon izlenmistir. Hiperplastik polip ise en az
boyanma goésteren grup olarak dikkati cekmistir. Bu fark istatiksel olarak da anlamli
bulunmustur. Bizim yaptigimiz ¢alismanin bir benzerini Norman ve arkadaglari da
yapmiglar ve benzer sonuglara ulagmislardir. Bu calismada CD44’Gn farkh bir
varyanti kullaniimis olup hem saglam mukozada hem de neoplastik dokularda
yaygin bir sekilde goéruldigu saptanmistir. Bu ¢alismada apendiks ve kolonun hem
adenom hem de adenokarsinomalarinda CD44s, p53 ve bcl-2 ekspresyonlari
incelenmistir. CD44s ekspresyonlarinin karsinomalarda adenomalardan daha

duguk eksprese edildigi izlenmigtir [81].

in vitro western blot yontemi kullanilarak yapilan calismada CD44’un
ekspresyonu sadece kanser hucrelerinde degil inflamatuar, inflamasyon ve fibrozis
ile sonuclanan akciger ve bdbrek hastaliklarinda da artis gdsterdigi anlasiimistir.
CD44 vyapisinda bulundurdugu hyaluronattan dolayi hem hucresel gbg¢, hem
invazyon, hem de metastaz acisindan dnemli bir rol oynamaktadir. EMT (epitelyal-
mezenkimal gecis) normal kosullarda cok korunakli bir yapiya sahip iken
inflamatuar olaylarda ve kanserlerde reaktif hale gelirler. Kolon kanseri gibi epitelyal
kanserlerde aktin gibi iskelet proteinlerinin destegiyle hucresel membran
kadherinlerinin farkli sekildeki dagilimlari ile olusan bir mekanizmadir. CD44 yuksek
eksprese oldugu kolon kanseri hucrelerinde oldukca fazla bulunan EMT (epitelyal-
mezenkimal gecis) CD44’ un bu artisiyla birlikte induklenir ve E-cadherin’in down
regule olmasina sebep olur; adenomalarda, kolon kanserinde ve kolon kanserinin
metastazlari ve invazyonunda ¢ok énemli rol oynarlar [76].

Yapilan baska bir calismada prostat igne biyosilerinde ve radikal
prostatektomide CD44 kok hicre markiri ekspresyonlarina bakilmis, her ikisinde de
CD44 ekspresyonlarinin gortldigu ve boyanan kanser hucrelerinin dizeylerinin
%30’'u asmadig1 saptanmistir. Bulgulara bakildiginda prostat igne biyopsi ve radikal
prostatektomi gruplarinda Gleason skor ve CD44 boyanmis kanser hucreleri
arasinda negatif bir iliski saptanmig, fakat CD44 boyanan kanser hucreleri ile igne
biyopsi ve prostatektomi karsilastirildiginda pozitif bir iliski oldugu gértlmustir.
Sonug olarak CD44 bir kdk hicre markiridir, klinisyenler agisindan tedavi-cevap
surecinde yardimci olabilecek énemli bir role sahip olabilecegi dustinulmuastur[82].

Jing F ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada PCR ve immunhistokimya
birlikte kullanihp, analiz edilmistir. CD44 ekspresyonu hepatik metastaz yapmis

kolorektal karsinomalarda cok yuksek, kolorektal karsinomalarda ve normal
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mukozalarda daha az eksprese edildigi gortilmustir. Bes yillik sagkalim CD44’a
diffiz eksprese eden hepatik metastazli grupla metastaz yapmamis kolorektal
karsinomali vakalara oranla daha dusik bulunmustur. Bu calismaya gére CD44’un
metastaz ve bes yilllk sag kalm acisindan iyi bir gosterge olabilecegi
disundlmastar  [83]. Bizim  calismamizda metastaz ve sad kalim
degerlendiriimemistir ama CD44 immun boyasinin tubuller ve villdz adenomlarda
hiperplastik polipten yiksek oranda eksprese edilmesi kolon karsinogenezisi
acisindan o6nemlidir. Kolon karsinomu erken tani ve tedavisinde yardimci

olabilecegi dusundlmustar.

Neumayer ve arkadaslarinin yaptigi restrospektif calismada kolorektal
adenom, icinde geligsen erken invaziv kanserler ve daha agresif biyolojik potansiyeli
olan kolorektal poliplerin olasi belirte¢ olarak CD44 standart protein ve CD44v5 ve
CD44v6 izoformlarinin  immunohistokimyasal ifadesini degerlendirmislerdir.
Sonuglar incelendiginde kolorektal poliplerin %63’linde CD44s, %59 unda CD44v5,
%27’sinde CD44v6 pozitif ekspresyon gosterdigi izlenmistir. Dusuk grade’li
adenomalarin %93’lUnde, yiksek grade’li adenomalarin %50’sinde ve adenoma
icerisinde karsinoma gelismis vakalarin da %42’sinde CD44s ekspresyonu
gbrilmustir. Bu bulgular esliinde CD44 ve izoformlari karsinogenezis

basamaklarini izlemede yardimci olabilecek bir markir olarak distnulmastir [84].

Chai N ve arkadaslarinin CD44 ile yaptiklari immunhistokimyasal ¢alismada
kolon kanserinde CD44 ekspresyonu normal mukozadan daha yiksek olmak lzere
vakalarin %95.65’inde saptanirken, inflamatuar hiperplastik polipli olgularda
%22.58, tubuler adenomat6z poliplerde %55.26, villoz poliplerde ise %75.76 ve
kolon adenokarsinomu’nda 95.65% olarak bulunmustur [85]. Bu c¢alismada CD44
kolon karsinogenezisinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Erken tani ve tedavi

acisindan ¢ok énemli klinik bir markir gibi géztkmektedir.

GPRC’ler (G protein bagh reseptér) buyuk bir membran protein ailesinin en
blylk uyelerinden bir tanesidir. Bu blyuk protein 800 gen tarafindan kodlanmakta
ve dnemli bir sinyal dénistiriiciisii olarak gérev almaktadir. immun cevaplarda,
hormon, enzim ve ndrotransmitterlerin salinisinda, kas kontraksiyonlarinda ve kan
basincinin dizenlenmesinde rol oynarlar. GPCR’ler Tip A ve Tip B olmak tUzere 2
tip farkh reseptdr grubu olarak kategorize edilir. LGR’nin tip A grubunun farkli bir alt
grubunda yer aldigi tespit edilmistir. LGR hidrofobik 11 aminoasitten zengin bir

yapiya sahiptir. Losin aminoasiti farkli pozisyonlarda yer alarak bu blyuk proteininin
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degisik varyantlarini olusturmaktadir. LGR5 LGR’nin tip b reseptor grubunda
bulunmakta ve hucre ici-digi sinyal iletiminde rol oynamaktadir. LGR5 wnt hedef
geni olarak bilinir ve intestinal kdk hicre markiri oldugu anlasiimistir. Bu kok
hucreler intestinal epitelin tabaninda yenileyici hucreler olarak gorev alirlar. Wnt
sinyal yolaginin aktive olmasi ile intestinal epitelde proliferasyon ve ardindan
adenomat6z transformasyon gerceklesir. LGR5 paneth hicreler arasinda bulunan
kiguk kolumnar hucrelerde eksprese edilmektedir. Kolon kanseri hucre hatlarinda
LGR5 asiri eksprese olurken Wnt yolagi inhibe olmakta, aksine LGR5 reseptorleri
bloklandiginda Wnt yolagi asiri eksprese olup anjioenez, invazyon gibi
timorogenezis asamalarinda blyuk roller oynamaktadir. Bulgular sonucunda
LGRS5’in bircok dokuda kok hticre olarak saptandigi, fakat intestinal epitelde normal
mukoza-adenoma-karsinoma asamalarinda primer rol oynadigi gozlemlenmistir
[74].

Karsinogenezis kolonik mukozada cok adimli bir surectir. Kript bazalindeki
kok hicreler hizh bir dontisimle apekse dogru enterosit, goblet ve
endokrin hucrelere farklilagirlar. Genetik ve c¢evresel etkenler bu blyime ve
doénusume verilen normal cevabi degistirebilirler. Bu degisiklik ve anormallesme ilk
olarak anormal kriptler olusturmakla baslamaktadir. Zamanla bu kriptler normal
kriptlere goére daha hizli adenomatoz transformasyona ugrarlar. Bu ¢alismada in
vitro olarak LGR5’i normal mukozadaki olasi kdk hlicrelerde ve anormal kriptlerde
tespit etmek icin kullaniimis ve yapilan immun boyamalarda kript bazalinde birkac
hiicrenin eksprese oldugu dikkati gekmistir [86] .

Bizim LGRS immun boyama caligmamizda total HSKOR degerlerinde vill6z
adenom; hiperplastik polip (p=0,038), tubuler adenom (p=0,008) ve kolon
adenokarsinomu’ndan (p=0,034) daha gugli ve yaygin boyanma gdstermistir.
Hiperplastik polip ve kolon adenokarsinomu benzer bir boyanma orani (orta siddette
ve yaygin) gosterirken, tibller adenomda daha hafif siddette ve yaygin ekspresyon
dikkati cekmistir. Bu sonuglar da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. LGR5 hem
bir reseptér hem de bir kok hucre olarak goérev aldigi bilinmektedir. Bizim
c¢alismamizda da hiperplastik polip’te boyanma (%100) saptanmis, karsinogenezis
yolunda ki villdz adenomda da glglu ve yaygin boyanma izlenmisgtir.

Ann marie baker ve arkadaslarinin yaptigi calismada LGR5'in wnt
yolagindaki reseptdrlerin kodlayiciligin da gérev alan G protein bagli bir reseptor
oldugunu saptamiglardir. Normal kolon ve hiperplastik polip kriptinin bazalinde yer

alan kuguk kok hucrelerde eksprese edlidigini ve bu ekspresyonun klasik adenoma
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ve serrated lezyonlarda arttigini gérmuslerdir. Hiperplastik polip’te ekspresyonu
artmistir; serrated adenomda saglam mukoza ve hiperplastik polip’e gore artis
go6stermistir, iyi diferansiye adenokarsinoma’dan invaze adenokarsinomaya
ilerledikce LGRS ekspresyonunun artig gosterdigi izlenmistir. Bu caligmada ayni
zamanda LGRS5'in gastrik kanserlerin MMP2 (Matriksmetalloproteinaz 2) 'ye bagli
olarak metastaz ve invazyonlarin regulasyonlarinda gorev aldigi rapor edilmistir[87].
Biz  kolon adenokarsinomlarinin diferansiasyon derecelerini calismaya dahil
etmedik. Bu calismanin aksine villoz adenom da artis gOsteren ekspresyon kolon
adenokarsinomu’nda daha dusuk bir ekspresyon paterni sergilemistir.

Baska bir calismada kolon karsinomalarinda kok hicre markirlarinin
icerdigi

glikoproteinlerin icerisinde LGR5'in oldugu da varsayilmaktadir. LGR5 wnt
hedef geni olarak tanimlanmis ve APC mutasyonlarinda wnt'nin stimule oldugu ve
ardindan LGRS'in  upregulasyon gosterdigi  saptanmistir. Beta katenin
mutasyonlarinda LGR5'in kolorektal hiicrelerde ekspresyonunun arttigi izlenmstir.
Yapilan son calismalar wnt/beta katenin yolaginin kok hucreleri byuttp gelistirdigini
ortaya koymustur[88].

Bir bagka calismada LGRS5’in wnt\beta katenin yolaginin hedef geni
oldugundan bahsedilmis ve hayvan deneylerinde intestinal epitelde uzun 6murli
oldugu duasinllen kript bazalindeki kolumnar kdk hicrelerinin birgogunun LGR5
oldugu tespit edilmistir. Wnt sinyalinin intestinal epitelde kdk hucrelerin aktivasyonu
agisindan cok ©6nemli bir yolak oldugu anlasiimistir. Wnt sinyallerinin LGR5
reseptdrlerinin de igerisinde bulundugu R spondin kompleksin den tasindigi dikkati
¢ekmistir. R spondin kompleksi igerisinde Lrp (low-density lipoprotein receptor-
related proteins), Lgr, and Fzd (Frizzled); Bu kompleks Wnt yolaginin isini
kolaylastirmaktadir [89]

Chai N ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada normal mukozada LGR5
ekspresyonu yokken, inflamatuar hiperplastik poliplerde %16.12, tubduler
adenomalarda %86.84, villoz adenomalar ve kolon kanserinde %93.94 oranlarinda
eksprese edildigi dikkati cekmigstir [85] . Sonuca bakildiginda bu ¢alisma LGRS5’in
karsinogenezis yolunda pozitif bir iliskisi oldugunu géstermektedir.

Feigao ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada LGRS kiguk hicreli digi
akciger adenokarsinoma hucre hatlarinda kok hucre benzeri kanser hucresi gibi
immunhistokimyasal olarak eksprese edildigi saptanmigtir. Kolorektal karsinoma

timorogenezisinde Lgr5-pozitif hicrelerinin tespit edilmeleri kolorektal karsinoma

41



tani ve tedavi sireci icin umut verici bir calisma olmustur. Bu calismada LGRS
tumor invazyonu ve anjiogenezis agisindan degerlendiriimis ve prognozu etkiledigi

anlagiimistir [90].

Baska bir ¢calismada LGR5 kok hicrelerinin wnt yolaginin aktivasyonuyla
prostaik gland, over, meme glandi, kolonik gland ve sac¢ folliktllerinin

rejenerasyonunda rol oynadiklari gosterilmistir. [91]

Saigusa ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada CD44 ve LGRS5 in kanser
hucrelerinin % 50'den fazlasinda eksprese oldugunu saptamislardir. LGR5 ve
CD44 arasinda immunhistokimyasal agidan pozitif bir korelasyon oldugu gérilmus
olup, LGRS iyi diferansiye tumorlerde, CD44 lenf nodu metastazi olmayan ve
postoperatif evresi dlsik olan timdrlerde ekspresyonlari acisindan istatistiksel
acidan daha anlamh sonuglar ve korelasyonlar ortaya cikmistir. Calisma
sonucunda CD44 ve LGRS arasinda anlamli bir pozitif iliski oldugu ve ekspresyon
dizeylerinin kdétl prognoz ile dogru orantili oldugu izlenmistir. Bu markirlarin timaor
relapsini takip etmek icin gerekli ve yararli olabilecegi gorusine varilmistir [92].
Bizim calismamiz da CD44 ve LGRS gruplarda korele edildiginde; hiperplastik polip
de (p=0.585,r=0,160) dusik derecede pozitif iligki, tubuler adenoma da (p=0.19
2,r=-0,370) dusuk/orta derecede negatif iliski, villoz adenoma da (p=0.902,r=0,036)
disuk veya dnemsiz derecede pozitif iliski ve kolon adenokarsinomasinda (p=0.981
r=-0,007) dislk veya 6nemsiz derecede negatif bir iliski bulunmus, fakat bu iliskiler

istatistiksel agcidan anlamli gorulmemistir.

Calismamiz sonucunda membranéz CD44 ekspresyonunun hiperplastik
epitelden adenoma geciste artis fakat kolon karsinomu’nda daha az boyanma
gosterdigini izledik, bu boyanma paterni CD44’l(in adenomat®z degisimde erken tani
ve tedavi acgisindan dnemli bir markir olabilecegini fakat karsinoma dénisimde
yararinin pek olmayacagini akla getirmistir. NUkleer LGR5 ekspresyonunu igin ayni
seyi sOylemek pek mumkin olamasa da hiperplastik epitelde, adenomda ve hatta

karsinomda da benzer bir ekspresyon gostermistir.

Yapilan bir¢cok calisma ve bizim g¢alismamizda dahil olmak Ulzere CD44 ve
LGRS5’in kolorektal karsinogenezisteki rollerini arastirmak Gzere yapiimis ve birgok
farkli sonuca ulasiimistir. Kolorektal karsinogenezisteki rollerini ve erken tani ve
tedaviye kolaylik saglayabilmesi agisindan onemli birer markir olarak gorebilmek

icin daha birgok farkli galismaya ihtiyacimiz vardir.
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SONUGLAR:

CD44 (standart varyanti) immin boyasinda total HSKOR degerlerinde
hiperplastik polip ile karsilastirildiginda tibller adenom ve Vvilléz adenoma’da
birbirine yakin bir oranda ve alinan tim vakalarda pozitif membrandéz boyanma,
kolon adenokarsinomu’unda ise tubuler adenom ve Vvilloz adenom’dan daha az
oranda bir ekspresyon izlenmigtir. Hiperplastik polip ise en az boyanma gdsteren

grup olarak dikkati cekmistir. Bu fark istatiksel olarak da anlamh bulunmustur.

LGR5 immin boyama calismamizda total HSKOR degerlerinde villoz
adenom; hiperplastik polip (p=0,038), tubller adenom (p=0,008) ve kolon
adenokarsinomu’ndan (p=0,034) daha glcli ve yaygin boyanma gostermistir.
Hiperplastik polip ve kolon adenokarsinomu benzer bir boyanma orani (orta siddette
ve yaygin) gosterirken, tibuler adenomda daha hafif siddette ve yaygin ekspresyon

dikkati cekmistir. Bu sonugclar da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

CD44 ve LGR5; gruplarda korele edildiginde, hiperplastik polip de (p=0.585
r=0,160) dusik derecede pozitif iliski, tubuler adenoma da (p=0.192 r=-0,370)
disUk/orta derecede negatif iligki, villoz adenoma da(p=0.902,r=0,036) dusik veya
Onemsiz derecede pozitif iliski ve kolon adenokarsinomasinda (p=0.981,r=-0,007)
dislik veya Onemsiz derecede negatif bir iliski bulunmus, fakat bu iligkiler

istatistiksel agidan anlamli goralmemistir.

Bizim calismamizda ki bu sonuglar CD44 ve LGRS5 antikorlarinin daha birgok
farkli ileri calismada kullaniip erken tani ve tedavi slrecine katkilarinin
kesinlesmesi, klinik acgidan gergekten etkili birer markir olup olamayacaklarinin

gosterilmesi gerekmektedir.
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RESIMLER

RESIM 1. Hiperplastik Polip’ de LGRS pozitifligi (x40)
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RESIM 2: Hiperplastik Polip’ de LGRS pozitifl

eve

igi

(x100)

RESIM 3: Hiperplastik Polip’ de LGRS pozitifligi (X200)
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RESIM 4: Hiperplastik Polip’ de CD44 pozitifligi ( x40)

RESIM 5: Hiperplastik Polip’ de CD44 pozitifligi ( x100)
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RESIM 7: Tiibiiler Adenom’ da LGRS5 pozitifligi ( x200)
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RESIM 9: Villoz Adenom’ da LGRS5 pozitifligi ( x100)
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RESIM 10: Villoz Adenom’ da CD44 pozitifligi ( x40)
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RESIM 12: Kolon Karsinomu’nda CD44 pozitifligi (X100)
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