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OZET

Amag: “Mismatch repair gen (MMR)”lerdeki kayip sonucu gelisen ve
mikrosatellit instabilite yolagi (MSI) olarak anilan karsinogenetik yolak,
sporadik kolorektal kanserlerin %10-15’inden ve “Lynch sendromu iliskili”
tiimorlerden sorumludur. Bu tiimdrlerin tanisinda altin standart olarak MSI-test
yapilmast Onerilse de son yillarda yapilan calismalar immunhistokimyasal
incelemenin duyarliligimin benzer oldugunu ortaya koymaktadir.

Gere¢ ve Yontemler: 2002-2011 yillar1 arasinda tani almis 1002
olgunun tiimodrlerindeki MMR proteinlerinin (MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6)
ekspresyon kaybir immunhistokimyasal yontemle arastirilmis, klinikopatolojik
bulgular ve MSI-H iliskili histolojik verilerle karsilastirilmistir.

Bulgular: Olgularn %39,8‘1 kadin olup, %181 50 yasm altindadir.
Timorlerin  %22,3’i sag kolon yerlesimlidir. Yiizde 10,5‘inde miisindz,
%5’inde mediiller diferansiyasyon, %10,4linde tiimorii infiltre eden
lenfositler, %38,4’tinde Crohn-benzeri lenfositik yanit izlenmistir. Olgularin
%17,5’'unda MMR kayb1 izlenmis olup, en stk MLHI1-PMS2 (%30,2), izole
PMS2 (%23) ve MSH2-MSH6 (%13,7) kayb1 gozlenmistir. MMR ekspresyon
kaybimin; 50 yas altinda (p<0,0001), sag kolonda (p<0,0001), kotii diferansiye
timorlerde daha fazla (p<0,0001) goriildiigii; tlimori infiltre eden lenfositlerin
(p<0,0001), miisinéz (p=0,043) ve mediiller komponentin (p<0,0001) daha sik
olup, timor tomurcuklanmasi (p=0,008) ve kirli nekrozun ise daha az
(p<0,0001) oldugu goézlenmistir. Bes yillik sagkalim orani %56,7’dir. MMR
kaybr ile genel sagkalim arasinda bir iliski saptanmamustir.

Sonugc: Serimizdeki tiimdrlerin %17,5’unda MMR protein ekspresyonu
kayb1 izlenmis olup, bu tiimorlerin klinikopatolojik o6zelliklerinin farklilik
gosterdigi goriilmiistiir. Bulgular literatiirden derlenen bulgular ile uyumludur.
Immunhistokimyasal incelemenin germline mutasyon analizi yapilacak
olgularin se¢ciminde yararl bir ilk basamak olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, mikrosatellit instabilite, MMR

kaybi, immunhistokimya



ABSTRACT

Background: Microsatellit instability (MSI) pathway caused by
loss/defects in “Mismatch repair genes (MMR)” is responsible of Lynch
Syndrome related tumors and 10-15% of sporadical colorectal cancers.
Although MSI-test is regarded as the golden standart for detection of “Lynch
Syndrome-related tumors”, there are increasing evidence on similar analitic
sensitivity of immunhistochemical evaluation.

Materials and Methods: We retrospectively evaluated 1002 colorectal
tumors diagnosed between 2002-2011 years for loss of MMR protein (MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6) expression immunohistochemically. The results were
correlated with clinicopathological features and MSI-H related histological
parameters.

Results: Forty percent of the cases were female, 18% were under 50
years-old, 22.3% were localised in right colon. MMR protein expression loss
was observed in 17.5% of the cases as well as mucinous (10.5%), medullary
differentiation (5%), tumor invading lymphocytes (10.4%), Crohn-like
lymphocytic reaction (38.4%). MLHI-PMS2 loss (%30,2) was the most
common loss followed by isolated PMS2 (23%) and MSH2-MSH6 (13.7%)
losses. MMR loss was more frequent under 50 years-old (p<0,0001), in right
colon tumors (p<0,0001), poorly differentiated tumors (p<0,0001) and tumors
with tumor infiltrating lymphocytes (p<0,0001), mucinous (p=0,043) and
medullary components (p<0,0001) and less frequent in tumors with tumor
budding (p=0,008) and dirty necrosis (p<0,0001). The 5 years-survival rate was
56.7%. No correlation was found with MMR loss and survival.

Conclusion: MMR protein loss was observed in 17.5% of the cases
with distinct clinicopathological features. The results were consistant with
previous studies. Immunhistochemical evaluation appeares to valuable as a first
screening method for selection of cases for germline mutation test.

Key words: Colon cancer, microsatellit instability, MMR loss,

immunohistochemistry
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1.GIRIS

Kolorektal kanserler (KRK), gastrointestinal sistemin (GIS) en ¢ok
goriilen kanserleri olup diinyada kansere bagli dliimlerde ii¢lincii sirada yer
almaktadir (1).

KRK’ler, Familyal Adenomatéz Polipozis (FAP), Herediter
Nonpolipozis Kolorektal Kanserler (HNPCC, “Lynch Sendromu”) ve
MUTHY-iliskili kanserlerde oldugu gibi ailesel ya da herediter olabilmekle
birlikte biiyiik oranda sporadik olarak meydana gelmektedirler (2,3).

KRK’e yol agan olaylar dizisi heterojendir. Giintimiizde kolon kanseri
gelisiminde baglica kromozomal instabilite ve mikrosatellit instabilite (MSI)
yolaklar1 olmak iizere patogenetik olarak en az iki farkli yolak oldugu
bilinmektedir (2,4). Bunlardan daha c¢ok bilineni, sporadik kolorektal
kanserlerin %80’inde goriilen, klasik adenom-karsinom sekansi ve “FAP ile
iligkili olan; “kromozomal instabilite yolag1” ya da daha iyi bilinen adiyla
“APC/B-katenin yolagi”dwr. MSI yolagi ise sporadik kolorektal kanserlerin
%10-15’inden ve HNPCC (Lynch sendromu) ile iligkili tiimorlerden
sorumludur (5-7). MSI yolag: ile iliskili tiimorlerin DNA kopyalanmasi
sirasinda yanlis eslesen (mismatch) baz ¢iftlerini bularak onaran genlerdeki
(Mismatch repair gen-MMR) bozukluk-kayip sonucu gelistigi diistiniilmektedir
(8). DNA MMR kaybinin en iyi gostergesi, insan genomundaki “tekrarlayan
sekanslar” olarak tanimlanan “mikrosatellit”lerdeki degisikliklerdir (2,9). Bu
durum “Mikrosatellit instabilite (MSI)” olarak adlandiriimakta ve DNA MMR
gen kaybinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (2,9,10).
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MSTI’ye yol acan siireg, MMR gen ailesi liyelerinden (MLH1, MSH2,
MSH6 ve PMS2) bir ve/veya daha fazlasmin inaktivasyonu sonucu ortaya
cikmaktadir (2,5-7) ve %901 MSH2 ve MLHI1 genlerindeki mutasyona
baghdir (5).

MSI yolag1 iizerinden gelisen ve ikiden fazla mikrosatellit gen
instabilitesi ile karakterli tiimorler “Mikrosatellit instabilitesi yiiksek-
Mikrosatellit-high (MSI-H)” tliimorler olarak tanimlanirlar, ayrica bazi ayirt
edici morfolojik ozelliklere sahiptirler. Bu tiimorler daha cok proksimal
kolonda yerlesim gosterirken; kadinlarda ve erken yasta daha sik goriiliirler (5-
9,11). Histolojik olarak miisindz, mediiller ya da kotii diferansiye karsinom
morfolojisi ve tiimorii infiltre eden lenfositlerin olmast ayirt edici
ozelliklerdendir. Genel olarak kromozomal instabilite yolag: lizerinde gelisen

ayni evredeki tiimorlere gore daha iyi prognoza sahiptirler (2,12,13).

Timorlerin  MSI  durumunun tespiti baslica 3 nedenden dolay1
onemlidir. Bunlar; sagkalimla yakindan iliskili olmasi, MSI-H tiimérlerin 5-
Fluorouracil (FU) bazli kemoterapiye kotii yanit verebilmesi nedeniyle adjuvan
kemoterapi (KT) se¢imindeki prediktif 6nemi ve Lynch Sendromu/HNPCC
sendromu ile iligkili olmasidir (2,5-14). Kemoterapi yanitina iliskin 6nemi

halen tartigmalidir.

Lynch Sendromu tamsal silirecinde algoritmik bir yaklasim
uygulanmaktadir. Bugiin i¢in algoritmanin ilk basamagi1 MSI-H fenotipe sahip
olgularda immunhistokimyasal (IHK) olarak MMR protein ekspresyonu
kaybinin gosterilmesidir. Lynch Sendromu agisindan genetik inceleme
yapilacak hasta se¢imi i¢in bir¢ok yonergede altin standart olarak Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile MSI-test yapilmasi oOnerilmekle birlikte son
yillarda yapilan ¢alismalar IHK sal incelemenin analitik duyarliigmin PCR-
tabanli MSI-testle benzer oldugunu ortaya koymaktadir (16). IHK’nn
dogrudan MMR protein ekspresyonunu veya kaybini gdstermesi ve mutasyon
analizini direkt olarak protein kaybi1 bulunan gene yonlendirebilmesi ek bir
avantaj olarak gosterilmektedir(5,17). Ayrica sporadik kolorektal kanserlerde

de MMR protein kaybmin goriilebilmesi ve bunun tedavi yanit1 ya da prognozu
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ongormedeki halen arastirilan olasi rolii nedeniyle tiim kolorektal kanserlerde

refleks IHK ’sal ¢alisma yapilmasini dneren yaymlar da mevcuttur (7,18).

Son yillarda ayrica MSI durumunun prognostik belirleyiciliginin kolon
ve rektum tiimorleri arasinda farklhilik gosterebildigi de vurgulanmaktadir
(19,20). Ancak farkli lokalizasyonlarda, farkli yas gruplarinda ve farkh
diferansiasyon derecesi ve histolojiye sahip tiimérlerde IHK ’sal olarak protein

ekspresyon kaybindaki farklar tizerine saglikli veriler yoktur.

Bu calismada 2002-2011 yillar1 arasinda; kolorektal rezeksiyon
materyali, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Patoloji Anabilim Dali’nda
“kolorektal adenokarsinom” tanis1 almig olgularin tiimorlerindeki MMR
proteinlerinin ekspresyon kaybi immunhistokimyasal yontemle arastirimistir.
Protein ekspresyonu kayb1 tespit edilen olgularda, saptanan histolojik bulgular;
yas, cinsiyet, tiimor lokalizasyonu, patolojik evre ve “MSI-H iligkili histoloji”
ile korelasyonu agisindan degerlendirilmis, olas1 gen defekti agisindan

yorumlanmustir.
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2.GENEL BILGILER

2.1.Embriyoloji
Embriyoda primitif bagirsak, 5’inci haftada
gelisir ve 0n bagirsak (foregut), orta bagirsak ve son
bagirsak (hindgut) olarak {i¢ bolimden olusur oo |
(21,22). Orta  barsagin  sefalik  kismindan
duodenumun distal pargasi, jejunum ve ileum o
gelisirken; kaudal kismindan ileumun distal pargasi,
¢ekum, apendiks, ¢ikan kolon ve transvers kolonun Sekil 1: Kolonun
Embriyolojik Gelisimi

2/3 proksimal kismi gelisir. Son bagirsaktan

transvers kolonun distal 1/3’{i, inen kolon, sigmoid, rektum ve anal kanalin {ist
kisimlar1 gelisir (21,22). Embriyolojik olarak sag ve sol kolon farkl
taslaklardan gelismektedir. (Sekil 1)

2.2.Histoloji

Gastrointestinal kanal, ortasinda degisen caplarda
limen yapis1 bulunan ve bu liimeni ¢evreleyen dort
ana tabakadan olusan bir sistemdir(23). Bu
tabakalar icten disa sirasi ile mukoza, submukoza,

muskularis propriya ve serozadir. (Resim 1)

Mukoza;, epitel, lamina propriya ve

muskularis mukozadan olusmustur. Kolon epiteli,

diizensiz mikrovillus yapisina sahip silindirik P e
hiicrelerd 1 Kk d blet hii il Resim 1 Kolonun Histolojik
ticrelerden olusur. Cok sayida goblet hiicresi ile az o oo o
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sayida enteroendokrin hiicre icerir. Lamina propriya, kan ve lenf damarlar1 ile
diiz kas hiicrelerinden zengin gevsek bir bag dokusudur. Kolonun bakteriyel
popiilasyonunun fazla olmasi nedeniyle ¢ok sayida lenfoid topluluklar igerir.
Muskularis mukoza, igte ince sirkiiler dista longitudinal diiz kas hiicrelerinin
olusturdugu tabakadir. Submukoza, ¢ok sayida kan ve lenf damarlar1 yan1 sira
submukozal sinir pleksusunu (Meissner Pleksusu) icerir (23). Muskularis
propriya, icte sirkiiler, dista longitudinal seyreden kas liflerinden olusan bir
tabakadir. Bu iki kas tabakasi arasinda myenterik (Auerbach ) sinir pleksusu
bulunur (23). Seroza; kan ve lenf damarlarindan zengin tek katli yass1 epitel

(mezotel) ile doseli ince gevsek bir bag dokusudur (23).

2.3.Anatomi

Ileumun bitiminden itibaren aniise kadar uzanan ve ortalama 150 cm
uzunlugunda olan kalin bagirsak, sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Periton
icinde ve retroperitoneal alanda karaciger, dalak, mide, duodenum, ince

bagirsak, bobrekler, iireterler ve mesane gibi organlarla komsuluk gosterir(24).

Kalmn bagirsagin boliimleri ve periton ile iliskisi (24,25) Tablo-1’de

verilmistir.

Tablo 1: Kahn Bagirsak Boliimleri ve Periton iliskisi

Anatomik boliimler Periton Iliskisi

Cekum Tamamu periton ile ortiilii

Cikan kolon Retroperitoneal (Lateral ve anterior ylizeyi viseral periton ile
ortiili)

Transvers kolon Intraperitoneal

Inen kolon Retroperitoneal (Lateral ve anterior ylizeyi viseral periton ile
ortili )

Sigmoid kolon Intraperitoneal

Rektum Ust 1/3: Lateral ve anterior yiizeyi viseral periton ile ortiilii

Orta 1/3: Sadece anterior ylizeyi periton ile ortiilii
Alt 1/3: Peritoneal yiizey bulunmaz

15



Kolonun arteryal dolagimi superior mezenterik arter (¢ekumdan splenik
fleksuraya kadar) ve inferior mezenterik arter (distalden splenik fleksuraya
kadar) ile olur. Sag ve sol superior rektal arter dallar1 iist ve orta rektumu
kanlandirirken; orta ve inferior rektal arter dallar1 rektumun 1/3 alt kismmi

kanlandirir (26).

Kolonun vendz dolasiminda ise inferior mezenterik ven inen kolon,
sigmoid kolon ve proksimal rektumu; superior mezenterik ven ¢ekum, ¢ikan
kolon ve transvers kolonu drene eder. Rektumun iist ve orta boliimleri inferior
mezenterik vene katilan superior rektal ven ile drene edilirken; inferior rektal
ven ise alt anal kanali1 drene eder (26). Lenfatik drenaj kolonda submukoza ve

muskularis mukozadaki lenfatik kanallarla olur. Mukozada lenfatik yoktur(25).

Kolonun innervasyonu sempatik ve parasempatik otonom sinirlerle
saglanir. Sag kolonun parasempatikleri vagustan gelirken; sol kolon ve

rektumun parasempatik sinirleri sakral sinirlerden koken alir (26).

Goriildiigi lizere embriyolojik olarak farkli taslaklardan gelisen sag ve

sol kolon anatomik olarak da farkl iki organ profiline sahiptir.

2.4.Kolarektal Kanserler
2.4.1. Epidemiyoloji

KRK’ler biitiin diinyada goriilmekle birlikte batili toplumlarda daha sik
goriilmektedirler. Erkeklerde prostat ve akciger; kadinlarda meme ve akciger
kanserinden sonra ii¢lincli swada gelir (1). Batili {ilkelerde yiiksek Olim
oranlarina sahipken gelismekte olan iilkelerde insidansta 10 kata varan diizeyde
azalma izlenmektedir. Bu insidans farkina cografi farkliliklarin, c¢evresel
faktorlerin, 6zellikle de diyet aligkanliklarinin yol agtig1 diistiniilmektedir (27).
Amerika’da her yil 141.210 yeni KRK vakasi tanimlanmakta ve her yil
yaklagik olarak 49.380 oOlim goriilmektedir. Bu rakamlar tiim kanser
olgularmin yaklasik %9’una ve kansere bagh Oliimlerin %8’ine karsilik

gelmektedir(1,2).
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Ulkemizde ise izmir Halk Saghg: Miidiirliigii Kanser Subesi Kanser
Kayit Merkezi (KIDEM) nin 2008 yili verilerine gére KRK’lerde yasa &zel
insidans hiz1 erkeklerde %21,3; kadinlarda 14,5’dir. Bu oranlara goére tiim

kanserler arasinda erkeklerde 4.; kadinlarda 3. sirada yer almaktadir.

KRK’lar i¢in pik insidans yasi 60-79 yaslar1 arasindadir (1). Yasin
ilerlemesi ile kolon karsinom gelisme riski arasinda dogru oranti vardir. Genel
popiilasyonda 40 yasindan itibaren risk artmaya baslar ve her dekatta
katlanarak devam eder. Olgularin yaklasik %20’s1 ise 50 yas altinda ortaya
cikar. Geng yasta ortaya ¢ikan KRK’lar i¢in dnceden var olan bir inflamatuar
bagirsak hastalig1 ya da familyal sendromlardan birinin varligi arastirilmalidir
(3). Rektum proksimalinde yerlesen tiimorler icin kadmn-erkek dagiliminda
anlaml bir fark saptanmamisken; rektum yerlesimli tiimorlerde erkek/kadin

orani 1.5/1°dir (2).

2.4.2.Etiyoloji

2.4.2.a.Genetik Faktorler

Ailesel sendromlar;
KRK’ler bazi sendromlari parcasi olarak da goriilebilirler.

Familyal adenomatoz polipozis koli (FAP) sendromu: Otozomal
dominant gecis gosteren ve APC geninde bir mutant allel ile karakterize bir
sendromdur (28). Kolonda 100’{in iizerinde adenomatdz polip varligi, ailesel
oykii ve germline APC mutasyonu ile tani alirlar (29). Kolon karsinom gelisme

riski %100 ulasan rakamlardadir (4).

Gardner Sendromu: Mutiple osteomlar, fibromatozis, epidermal kistler
ve tlimorler gibi ekstraintestinal bulgularla karakterli FAP sendromu

varyantidir (30).

MUTYH- iligkili Polipozis: 2002 yilinda tanimlanmis; otozomal resesif
gecis gosteren, kolonda farkl histolojik 6zelliklerde (genellikle diisiik dereceli
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adenomat6z polipler; nadiren eslik eden hiperplastik polipler), 10°dan fazla

polip ve kanser insidansinda artis ile karakterli bir sendromdur (31).

Peutz-Jeghers sendromu: Mukokiitandz melanin pigmentasyonu ve
hamartamatdz GIS polipleri (6zellikle ince bagirsak yerlesimli) ile karakterli

kalitsal kanser sendromlarindandir (32).

Turcot Sendromu.: Kolonda adenomatdz polipler yani sira santral sinir
sisteminde tiimorler ile karakterli nadir goriilen bir sendromdur. Olgularin iigte
ikisinde APC gen mutasyonu, ii¢te birinde mikrosatellit instabilite saptanmigtir

(33).

Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser sendromu (HNPCC)/Lynch
Sendromu: DNA MMR genlerinde mutasyonla karakterize otozomal dominant
gecis gosteren bir sendromdur (34-35). Kolon kanseri yani sira endometrium,
pelvis renalis, ince bagirsak ve iireter timor insidansinda artma goriiliir. Kolon

karsinomu gelisme riski %80°dir (4).

Ailesel sendromlar disinda, Daha 6nce gecirilmis kolon karsinomu 6ykiist,
ailede 1. derecede akrabalarda KRK olmas1 da yiiksek risk faktorleri

arasindadir (4).

2.4.2.b.Cevresel Faktorler

Diyet ve yasam sekli: Yiksek kalorili diyet, ve sedanter yasam yani sira
kirmiz1 et tiiketimi, rafine karbonhidratlardan zengin diyet, sigara ve alkol
kullanimiyla karakterli batili diyet tipi ile KRK arasinda yiiksek iligki
saptanmistir (37). Bununla birlikte lif igerigi yiiksek diyet, uzun siireli
nonstreoid antiinflamatuar ilag kullanimi, fiziksel aktivite ve Gstrojen
replasman tedavisinin KRK’ya kars1 koruyucu oldugu One siiriilmektedir

(38,39).

Kronik inflamasyon: Kronik inflamatuar bagirsak hastaliklarinda,
ozellikle hastalig1 erken yasta baslayan ve genis tutuluma sahip (pankolitli), 8-
10 yillik 6ykiisii olan hastalarda risk artmaktadir (2). Ulseratif kolitde,

hastaligin stiresi ve yayilimi risk faktoriidir. Kolonun yarisini tutan
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hastaliklarda karsinom gelisme riski %15 iken; sadece sol kolon yerlesimli
hastalikta karsinom gelisme riski %5 olarak bildirilmistir (40). Crohn hastaligi;
hem ince hem de kalin bagirsak karsinom riskinde artisa yol acar. Uzun siireli
ve erken baglangi¢li hastalik, riski normal populasyona gore 3 kat artirmaktadir

(40).

Radyasyon: Pelvik radyasyona maruz kalma rektal kanser olusumunda
kanitlanmis bir risk faktdriidiir(2). Ozelikle prostat, serviks ve vagina
kanserleri nedeniyle pelvik radyoterapi uygulanmis hastalarda rektum kanseri
gelisme riski artmaktadir. Radyoterapi sonrasi olusan kolon kanserlerinin

karakteristik bir 6zelligi yliksek miktarda miisin iireten tiimorler olmalaridir

(41).

2.4.3.Klinik Ozellikler

Kolorektal karsinomlar uzun yillar bulgu vermeden kalabilirler.
Semptomlar genelde tan1 konmadan aylar once baslar. Cekum ve sag kolon
kanserleri siklikla halsizlikle kendini gosteren demir eksikligi anemisi
nedenleri arastirilirken saptanirlar. Sol kolon tiimorleri ise gizli kanama,
bagirsak alisgkanliklarinda degisiklikler veya sol alt kadranda kramp tarzinda
agr1 ve tenezm gibi bulgular verirler. Teorik olarak belirgin bagirsak fonksiyon
degisiklikleri, kabizlik, diyare, melena gibi bulgular verdikleri i¢in sol kolon
tiimorlerinin erken donemde yakalanma sansi daha yiliksektir. Ancak 6zellikle
rektum ve sigmoid kolon yerlesimli tiimorler, proksimalde yerlesenlere gore
daha infiltratif olma egiliminde olduklarindan daha kétii prognoza sahiptirler

(2,4).

2.4.4. Kolorektal Karsinogenezis

KRK’lerin biiyiik bir boliimii sporadik olarak meydana gelir. Baglatici
(inisiyator) faktorlerden bagimsiz olarak tiimorlere Onciilik eden 1iyi1

tanimlanmis genetik degisiklikler dizisi vardir (42). 1990’1l yillardan itibaren
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KRK gelisiminde 6nemli rol alan iki farkli patogenetik yolak oldugu
bilinmektedir (42-44). Her iki yolak da birbirini takip eden basamaklar halinde
cok sayida mutasyonun birikimi ile karakterlidir. APC/B-katenin yolagi ve
Mikrosatellit Instabilite Yolag1 olarak tamimlanan bu iki yolak Sekil 2’de
Ozetlenmistir. Giliniimiizde ayrica inflamatuvar bagirsak hastaligi zeminindeki
karsinom gelisimini tanimlayan “kolit-iligkili karsinogenez” ve daha 6nce non-
neoplastik olarak kabul edilen hiperplastik polipler ve varyantlarinda karsinom
gelisimin ortaya konmasi ile birlikte tanimlanan “serrated yolagi” gibi yeni

karsinogenezis yolaklar1 da ortaya atilmistir (44,45).

Mikrosatellit instable timorler

Hyermethyation

TGFpIR  TGFB pathway
Bax TP53-BAX pathway

TCF-4 WNT signalveien
hMLH1, hMSH2

hMSH3, hMSH6 Late ISES g
adenoma | — [Carcinoma
\ Metastasis
WNT pathway MAPK pathway 7
APC / i
p-catenin KRAS Local
Normal — Early » Intermed. Late - recurrence
epithelium |1p loss | adenoma adenoma [ 1gq Ios.s adenoma Tp53l Carcinoma
DCC
SMAD4
SMAD?2

TGFp pathway TP53-BAX pathway
Hypomethylation

Kromozomal instable timorler

Sekil 2 Adenom-karsinom sekans1 ve MSI yolagi (42)
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a-APC/B-katenin _yolag: Bir seri onkogen ve tiimor supresor gendeki

mutasyonlarm birikimi ile sonlanan kromozamal instabilite ile karakterize bir
yolaktir(36). Bu yolak boyunca kolon kanserinin molekiiler gelisimi morfolojik
olarak da ayirt edilebilen bir seri asama iizerinden olur. Baslangicta kolonda
lokal epitel proliferasyonu vardwr. Bu proliferasyonu; “kiigiik” adenom

olusmasi, bu adenomun biiylimesi ve displastik bir hal alip invaziv kanser

gelismesi takip eder (Sekil 3). Buna adenom-karsinom sekansi denir(4).

5q21(APC)  KRAS 18qLOH P53 fimes
Beta catenin SMAD?2 17p LOH E-cadherin
SMAD4 Cda4
MMPs
TIMPs...

Proliferasyon inhibisyonunun kaybi

Sekil 3: Adenom karsinom sekansinin histolojik yansimasi (42)

APC gen kaybi: APC
(Adenomatous polyposis coli)
geni 5g21°de haritalanmistir(46).
Bu genin “mutasyonunun” FAP

sendromunun genetik temelini

olusturdugu;  “kaybmin”  ise

NO proliferation Proliferation Proliferation
Kumar et a: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease, Sth Editon.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevie, Inc. All ights reserved

adenom olusumunun en erken Sekil 4: WNT- APC- 3-katenin sinyal yolagi (2)

olay1 olduguna inanilmaktadir (28,36). APC timoér supresor geni mikrotiibiil
demetlerini baglayan, hiicre go¢ii ve adezyonunu kontrol eden APC proteinini
kodlamaktadir (47). APC proteini, ayni zamanda B-katenin “down
regiilasyonunu” da kontrol eder (48) (Sekil 4). B-katenin hiicre duvarinda
Kaderin kompleksine ait hiicre adezyon proteinlerinin bir {iyesi olmakla

birlikte niikleusa gegerse transkripsiyon faktorii olarak gorev almaktadir(46-
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48). Mutant APC proteini, hiicre sitoplazmasinda ve niikleusunda B-katenin
proteinin artmasina ve WNT-APC- B-katenin sinyal yolaginin bozulmasina
neden olur (49). Niikleusta biriken B-katenin ise hiicre proliferasyonunu ve
apopitozisi diizenleyen genler olan c-myc ve siklin D1 iizerinden hiicre
boliinmesini baglatir (50). Bu sinyal yolagi normal bagirsak epitelinin
gelisimde kritik bir yol oynar. KRK’lerin %80’den fazlasinda APC geni
inaktivasyonu, %25’sinden fazlasinda B-katenin mutasyonu bulunmaktadir
(48). APC fonksiyonunun olmayis1 ayrica hiicre adezyonunu azaltmakta ve

hiicresel proliferasyonu artirmaktadir (47-50).

K-RAS mutasyonu: K-RAS hiicre i¢i sinyal iletiminde rol alan bir
proteindir. KRK’lerde ve adenomlarmda en sik goriilen aktive olmus
onkogendir. KRK’lerin yaklasik %40-45’inde = K-RAS  mutasyonu
goriilmektedir (36). Saptanabilen K-RAS mutasyonlarmin biiyiik bir kismi
12,13 ve 61. kodonda bulunur (51). Mutasyon sonucu hiicre i¢cinde RAS
proteini bagimli GTPaz aktivitesi azalmakta ve hiicre i¢i siirekli boliinme

sinyali taginmasina neden olmaktadir (52).

SMAD’larin  kaybi: Kolon kanserlerinde diger bir ortak 06zellik
18g21°de allel kaybidir. Bu allelde SMAD2 ve SMAD4 tiimor supresor genleri
bulunur ve TGF-B biiylime sinyali inhibisyonunda gorev alirlar (36,53).
KRK’lerin %60’1nda SMAD4’iin “kaybr” goézlenmektir (36).

P53 kaybi: TP53 hiicre siklusunun diizenlenmesinden sorumlu tiimér
supresor genlerden olup 17. kromozomun kisa kolunda yerlesir ve p53
proteinini kodlar (36,54). Kolon kanserlerinde %70-80 oraninda TP53 gen
kaybr bulunmustur. Adenomlarda nadir olmas1 kolon karsinogenezisinde p53

gen kaybinin son basamaklarda oldugunu destekleyen bir bulgudur (36).

Telomeraz  aktivasyonu: Telomerler kromozomlarmn  stabilize
edilmesinde rol oynarlar. Her hiicre boliinmesi sirasinda kisalirlar. Telomeraz
aktivitesi biitlin kanser hiicreleri i¢in 6n sart olan hiicre Olimsiizligiinii

saglamak i¢in gereklidir (55).
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b-Mikrosatellit_Instabilite (MSI) Yolagi: MSI yolag: ile iliskili tiimorlerin

DNA replikasyonu sirasinda hatali eslesen (mismatch) baz ciftlerini bularak
onaran genlerdeki (Mismatch repair gen) bozukluk-kayip sonucu gelistigi
disiiniilmektedir (9). Ancak adenom-karsinom sekansi gibi agikca bilinen bir
morfolojik yansimasi yoktur (4,56). (Bu yolak bir sonraki boliimde ayrintili
olarak tartigilacaktir.)

c-“CpG Island” Metilator Fenotipi (CIMP):

Bir¢ok gende sitozin ve guanin niikleotidlerinden zengin ve “Sitozin-
guanin (CpG) adalar1” olarak tanimlanan alanlar bulunmaktadir. Kanserli
dokulardan elde edilen DNA Orneklerinde bu alanlar1 kapsayan, genis
metilasyon alanlar1 gézlenmis ve bu 6zellik “CpG Island Methylator Phenotype
(CIMP)” olarak tanimlanmistir (57). Bir takim tiimdr supresor genlerin
promotor bolgeleri de CpG adalarinca zengindir. Bu bdlgelerin metilasyonu
kromozomal yapiyr degistirerek, mutasyon olmaksizin epigenetik fonksiyon
kaybina neden olmaktadir (2). Bu nedenle bu siireci “epigenetik instabilite”
olarak adlandrran yazarlar da mevcuttur (58). Promotor bolgelerdeki
metilasyon, yasa bagh (Tip A metilasyon) goriilebildigi gibi; kanser iliskili
spesifik, yaygin CpG bdlgesi metilasyonu (Tip C metilasyon) seklinde de
goriilebilir (2). Tip C metilasyon, hMLH1, MGMT, pl6, E-cadherin, gibi
genlerde de goriilmektedir (36,44). hMLH1CIMP pozitif KRK’larin  %10-
20’sinde BRAF mutasyonu da saptanmistir (36) Bu nedenle bir tiimérii MMR
kayb1 iligkili MSI tiimor olarak degerlendirmeden 6nce bu olasiliklarin da goz

oniinde bulundurulmasi 6nemlidir (Sekil 5).
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hMLH1
Metilasyonu+

CIMP+ MSI+ timor

CIMP+
Tip C fimor

metilasyon+ hMLH]1 .
Metilasyonu- CIMP+ MSI-tlimér
Adenématoz
polip
MMR gen —
. CIMP- MSI+ tiimor |
Metilasyon- mutasyonu-+
CIMP-
timor

MMR gen
mutasyonu-

CIMP- MSI- tiimor |

Sekil 5: CIMP yolag1 ve MSI ile iliskisi (44)

d-“Serrated Yolag1”: Molekiiler patolojinin gelismesi ve polipozis

sendromlarinin daha iyi taninmasi ile birlikte daha 6nce non-neoplastik polipler
olarak tanimlanan Hiperplastik polipler, sesil serrated adenomlar ve geleneksel
(traditional) serrated adenomlar “serrated polipler” baslig1 altinda toplanmis ve
“serrated yolagr” lizerinden KRK gelisiminde rol oynadiklar1 kabul edilmistir
(35,59). Daha sonra bu poliplerde MGMT (0-6-Methylguanine DNA
Methyltransferase) veya MLH1 genlerinde hipermetilasyon sonucu ekspresyon
kaybr saptanmis ve sporadik MSI tiimorler ile yakindan iligkili olduklar:
bulunmustur (44,60). Serrated poliplerde saptanan hedef mutasyonlar ve
MSI-H o6zellik, adenom-karsinom sekansit icin yeni bir yolak olarak
tanimlanmistir. Ayrica BRAF ve K-RAS mutasyonlar1 sonucu Mitojen-aktive
protein (MAP) kinaz sinyal yolag: lizerinden gerceklesen apopitoz inhibisyonu
da yaygin saptanan bir bulgudur (59). Daha sonra yapilan calismalarda serrated
yolag1 tizerinden gelistigi bilinen KRK’lerin 9%20’sinde CpG adalarinin
hipermetilasyonu saptanmig ve serrated yolaginin son basamaklarinda meydana
geldigi anlasilmistir (61). Ayni sekilde BRAF mutasyonlarmin ise serrated
yolag1 iizerinden gelisen karsinogenezisde ilk basamaklarda ortaya ¢iktigi

savunulmaktadir (Sekil 6).
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»‘ Incroased P
BRAF '3 pi6INKaa
mutation (L= L4 exp -
— Sl —
. § Increased '. / P lon
7 IGFBP7 . ":ﬂ"s"s:
secretion - \ o
Non-progressive,
sonescent lesion
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colorectal burst by p16 and IGFBP7
epithelium among other proteins

Sekil 6: “Serrated” yolagi lizerinden karsinom gelisimi (10)

2.4.4.a.Kolorektal Karsinomlarin Molekiiler Klasifikasyonu

Goriildiigti gibi kolorektal karsinogenezisde (Vogelstein tarafindan
1990 yilinda ilk kez tanmimlanmasindan itibaren) birgok molekiiler gelisim
basamagi ortaya konmus olup, bu durum yeni ve molekiiler bir klasifikasyon
ithtiyacini ortaya ¢ikarmistir(42). 2007 yilinda Jass tarafindan klinik, morfolojik

ve molekiiler korelasyona dayandirilarak hazirlanan smiflama Tablo-2’ de

verilmistir (62).
Tablo 2:  Kolorektal Karsinomlarda molekiiler alt tipler
Tip Molekiiler Ozellikler Morfolojik Ozellikler
. Serrated poliplerden gelisen
Tip 1 CIMP-H/ MSI-H/ BRAF mut sporadik MSI-H tiimor (%12)
Tip 2 CIMP-H/MSI-L veya MSS/BRAF mut Serrated polip gelisimi (%8)
. Adenom ya da serrated polip
Tip 3 CIMP-L/MSI-L veya MSS/KRAS mut gelisimi(%20)
. . FAP ya da MUTYH iliskili
Tip 4 CIMP negatif/ MSS polipozis sendromlari (%57)
Tip 5 CIMP negatif/MSI-H/BRAF mut. negatif =~ Lynch Sendromu (%3)
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2.5.Mikrosatellit instabilite

Insan DNA’sinda Mikrosatellitler: Insan genomu; sayisi yiizbinleri
bulan, en ¢ok alt1 baz dizisi kadar uzunluga sahip tekrarlayan sekanslar
icermektedir (63). Bu sekanslar “mikrosatellit”ler olarak adlandirilmaktadirlar
ve genellikle DNA’nin protein kodlamayan “promotor” bdlgelerinde
bulunmaktadirlar. Bu yiizden DNA replikasyonu sirasinda notral mutasyonlarin
yigilma alanlarina karsilik gelmekte ve insandan insana oldukca degisen
“polimorfizm” gosterebilmektedir (9). Bu mutasyonlar, jel elektroforez ya da
DNA sekanslama yontemleri ile ortaya koyulabilmektedir. Bunun yani sira;
hiicre sikliisu kontrolii ve kanser gelisiminde rol alan TGFBRII, IGF2R ve
BAX gibi birtakim gen {riinleri de mikrosatellit sekanslar tarafindan
kodlanmakta ve farkli asamalar {izerinden karsinogenezise neden

olabilmektedirler (44).

Normal Adenoma Colorectal Metastatic
colorectal (unknown stage) carcinoma carcinoma
epithelium

hMSH2 Mutations in:
Wnt hMSH3 | hMSH6
hPMS2
> P> | SIgNAling | sy —_ ? —_—
hPMS1 pathway BAX E2r4 ':
hMSHE ACVR2 BRAF
/ h
Other plus ot ¢9rsI
MMR
genes Acquisition of tumor promoting
in addition to loss of tumor
suppressing activities
| ||

Sekil 7: MSI yolag1 ve karsinom gelisim basamaklari (56)

DNA Mismatch Repair (MMR- Hatali Eslesme Onarumi) Sistemi:
DNA MMR sistemi ilk olarak Escherichia Coli’de tanimlanmistir (64). Baslica,
DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen ve baz dizileri arasindaki hatal
eslesme  seklindeki  insersiyon/delesyonlarla  karakterli = mutasyonlari
diizeltmekten sorumludur (44). E. Coli’de tanimlanan sistem, mutS, mutL,
mutH gibi proteinlerinden olusmaktadir (65). DNA MMR sistemi tarafindan
onarildigi kanitlanmis ilk hatali eslesme; GATC sekansinda adenin

metilasyonunun kaybidir. Prokaryotlarda DNA replikasyonu sirasinda kalip
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zincir metillenmis durumdayken; yeni sentezlenen zincir birka¢ dakikalik
gecikme ile metillenmektedir. Bu zaman siirecinde yeni zincirdeki hatali
eslesen bazlar mutS tarafindan tespit edilererek sirasiyla mutL ile mutH ile
kompleks olusturur ve DNA boyunca cift yonlii olarak metilenmemis bir
GATC dizisi buluncaya kadar hareket ederek DNA onarimini gerceklestirirler
(65) (Sekil 8). GATC bolgesi ile hatali eslesme arasindaki uzaklik en cok 1000
baz cifti kadar olabilmektedir (66).

ADP

hMLH1 hPMS2
hMutSo ““Sm@"“’“ %g hMutLa

mismatch / .

ADP

hMUtsB hMSH2 @ hMSH3

Insertion/deletion
loop

Sekil 8: E. Coli ve insanda DNA MMR sistemi ¢alisma mekanizmasi (56)

Prokaryotlarda tanimlanan bu sistem daha sonra insan genomunda da
tanimlanmis ve E.coli‘deki mut proteinleri ile homolog proteinlere sahip
olduklar1 goriilmiistiir (67,68). Isimlendirme asamasinda kullanilan “mut”
takisi, bakterilerde bu proteinin kayb1 sonrasi, genomun mutasyonlara ag¢ik hale
gelmesine, “hipermutabiliteye” karsilik olarak kullanilmigtir  ve insan
genomunda isimlendirilirken; 6rnegin “mutS homolog 2” proteini gosterecek

sekilde MSH?2 olarak kisaltilmistir (69).
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E. coli-insan DNA MMR proteinleri homologlari,
Mut S i¢cin > MSH1, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6;
Mut L i¢cin > MLH1, PMS2, PMS1 ve MLH3 djir.

Tanimlanan MMR proteinleri heterodimerler seklinde fonksiyon
gostermektedirler. Insersiyon/delesyon noktalarinda yanlis eslesen baz
ciftlerint MSH2-MSH6 kompleksi saptamaktadir (69,70) . Fakat DNA MMR
sisteminin hatay1 diizeltebilmesi i¢in MLHI-PMS2 kompleksinin de islev
gormesi gerekmektedir. MMR heterodimerleri arasinda dominant gorevde olan
proteinler MSH2 ve MLHI1’dir. Dominant proteinlerin inaktif halde olmasi
durumunda heterodimer olusturduklart MSH6 ve PMS2 proteinleri de instabil
halde bulunurlar (71).

Hem o6karyotlarda, hem de prokaryotlarda DNA MMR sistemi herhangi
bir mutasyon tarafindan inaktive edilirse; genom igerisindeki bir¢ok

mikrosatellitte mutasyon meydana geldigi ortaya konmustur (34).

MMR iligkili genler, genomdaki lokalizasyonlar1 ve islevleri Tablo 3‘de

verilmistir.
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Tablo 3: MMR iliskili genler, genomdaki lokalizasyonlar ve islevleri

MLH1 Lokalizasyon

E.Coli Homologu
Islevi

Iliskili Sendromlar

Chr 3q22(72)

Mut L

-PMS2 ile heterodimer olusturur

-MSH2/MSHS6 heterodimeri ile baglanarak DNA
onarimina katilir(73)

HNPCC(73), Turcot, Muir-Torre(74) sendromlari

Lynch iliskili-endometrium karsinomlari(75)

MSH2 Lokalizasyon Chr 2p21(76)
E.Coli Homologu  Mut S
Islevi -MSH6 ve MSH3 ile heterodimer olusturur(73)
-Heterodimer seklinde DNA’da hatali bolgeleri
tespit eder(77)
[liskili Sendromlar HNPCC, Muir-Torre sendromu ve nadir olarak
endometrium karsinomu(74,75)
MSH6 Lokalizasyon Chr 2p16(78)
E.Coli Homologu  Mut S
Islevi -MSH2 ile heterodimer olusturur
-ATPaz aktivitesi ile hatali bazt DNA zincirinden
kesip ¢ikartabilir(77)
PMS2 Lokalizasyon Chr 7p22(79)
E.Coli Homologu Mut L
Islevi -MLHLI ile heterodimer olusturur(73)
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2.5.1.Mikrosatellit Instabilite Ve Kolorektal Karsinomlar

KRK’lerde, yapilan DNA analizlerinde, genomun tekrarlayan
sekanslarinda (mikrosatellitlerde) cok sayida insersiyon ve delesyonlar ile
karakterize mutasyonlar fark edilmistir (34). Bu durum “Mikrosatellit
instabilite (MSI)” olarak adlandirilmakta ve DNA MMR gen kaybmnm bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (6-10). KRK i¢in, referans olarak
kullanilabilecek bes adet mikrosatellit genden (BAT25, BAT26, D5S346,
D2S123, D17S250) olusan bir panel tanimlanmistir (80-81). Tiimdrler, eger iki
veya daha fazla mikrosatellitte mutasyon saptanirsa “mikrosatellit instabilite-
high (MSI-H)”; sadece bir mikrosatellitte mutasyon saptanirsa “mikrosatellit
instabilite-low” (MSI-L) olarak siniflandirilirlar. Eger instabilite saptanmazsa
“mikrosatellit stable” (MSS) tiimorler olarak tanimlanirlar (2). MSI-H
timorlere 6zgii 1yi tanimlanmis histolojik 6zellikler mevcutken, MSI-L ve
MSS tiimorlerin klinikopatolojik yansimasi arasinda belirgin bir fark

vurgulanmamaktadir.

Giliniimiiz i¢cin MSI, HNPCC-Lynch Sendromu i¢in altin standart kabul
edilmekle birlikte sporadik kolon kanserlerinin %15’inde de MSI
saptanmaktadir (5). Lynch Sendromuna ve tani kriterlerine ileride daha detayl

deginilecektir.

Timorlerin  MSI  durumunun tespiti baslica 3 nedenden dolay1

Onemlidir.

1-MSI-H tiimorler, kromozomal instabilite yolagi lizerinde gelisen ayni
evredeki tiimorlere gore daha iyi prognoza sahiptir yani sagkalimla yakindan

iliskilidir.

2-MSI-H tiimoérler, kolon kanserinin klasik tedavisinde kullanilan 5-FU
bazli kemoterapiye genellikle kotii yanit verirler, yani tedavi se¢iminde olasi

prediktif 6nem tasimaktadir.

3-MSI-H tiimorler, HNPCC-Lynch Sendromu ile iliskili olabilmektedir
(2,14).
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2.5.2. Lynch Sendromu

Ik olarak 1913 yilinda tanimlanmis, DNA MMR genlerinde germline
mutasyonla karakterize otozomal dominant gecis gosteren bir sendromdur(5).
Ik yillarda Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser Sendromu (HNPCC)
olarak isimlendirilmekle birlikte ekstraintestinal malignite (endometrium, over,
pelvis renalis, ince bagwrsak ve iireter tiimorii) insidansinda artisa neden
oldugundan giiniimiizde sendrom olarak tanimlanmakta ve tanimlanmasinda

b

biiytik katki saglayan Henry. T. Lynch’e ithafen “Lynch Sendromu” olarak
anilmaktadir (34). Lynch Sendromu iligkili tiimorler, tim KRK’in %2-5’ini
olusturmaktadir ve erken yasta sag kolon yerlesimli, iyi prognoza sahip

tiimorler ile karakterizedir (82).

Lynch Sendromlu ailelerin genetik temelinde; kromozomun tek
allelinde kalitsal olarak gelen, cogunlukla iki major DNA MMR genindeki
(MLH1 ve MSH2) germline mutasyonlar yatmaktadir(83). DNA MMR
proteinlerinde defekt ortaya ¢ikmasi i¢in diger alleldeki genin inaktive olmasi
gerekmektedir. Bu ikinci vurus olarak degerlendirilebilecek inaktivasyon;
delesyon, metilasyon ya da nokta mutasyonlar1 seklinde gelisebilmekte ve

genellikle APC ve/veya B-catenin mutasyonlar1 sonucunda olusmaktadir (5).

Lynch Sendromu tamisina yaklagim: Klinik olarak Lynch Sendromu
tanist “Amsterdam kriterleri (1990) ve “Modifiye Amsterdam kriterleri (1998)”
olarak adlandirilan kriterler uyarinca ailedeki en az 2 jenerasyonun kanser
Oykiisiinlin ve kanser goriilme yaslarmin degerlendirilmesi ve familial
adenomatdz polipozisin elenmesiyle konulmaktadir (84). MSI test igin
secilecek olgularin belirlenmesinde ise “Bethesda kriterleri (1996) ve Revize

Bethesda kriterleri (2004) uygulanmaktadir (80-81). (Tablo 4).

Tablo 4: Revize Bethesda Kriterleri
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1-Kolorektal kanser tanisim 50 yasin altinda almak

2-Yastan bagimsiz olarak Lynch sendromu iliskili ¢oklu, senkron veya metakron
tiilmore sahip olmak

3-60 yasin altindaki olgularda tiimoriin MSI-H iliskili tiimor fenotipi o6zelliklerine
sahip olmasi

4-Bir veya birden fazla birinci derece akrabada, biri 50 yasin altinda gelismis Lynch
Sendromu iliskili tiimoériin bulunmasi

5-Yastan bagimsiz olarak 2 ve ya daha fazla birinci veya ikinci derece akrabada

Lynch Sendromu iliskili tiimoriin bulunmasi

Lynch Sendromu olasilig1 olan olgularin ayirt edilebilmesi, hem bu
olgularin hem de risk altindaki diger aile bireylerinin kolorektal ve
ekstraintestinal kanserler acisindan yakin takibini saglayabilmektedir. Bu
ylizden bu bireyleri saptamaya yonelik bircok calisma yapilmis ve cesitli

algoritmalar gelistirilmistir.

Tiimorlerin MSI durumunun tespiti ve Lynch Sendromu kuskusu

olanlarin belirlenebilmesi i¢in baslica 3 yontem mevcuttur.

1-MSI-test: Doku 6rneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
DNA’daki secilmis 5 mikrosatellit bolgesindeki (BAT25, BAT26, D5S346,
D2S123, D17S250) degisikliklerin degerlendirilmesidir. Giiniimiizde MSI

tespiti i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir.

2-Protein IHK: Doku &rneklerinde IHK *sal olarak MMR proteinlerinin
(MLHI1, MSH2, MSH6 ve PMS2) ekspresyon kaybinin belirlenmesidir.

3-Genetik test: Klinik olarak Lynch Sendromuna sahip oldugu kuskusu
duyulan/bilinen kisilerin aile bireylerini tarama amaciyla kan orneklerinde

MMR genlerine yonelik mutasyon arastirilmasidir.

Bu testlerin her birinin kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlari
mevcuttur. PCR tabanli bir test olan MSI-test i¢in elde edilen DNA’nin sadece
timér DNA’st olmasi gerekmekte ve bunun saglanabilmesi i¢in de
mikrodiseksiyon uygulanmasi gerekebilmektedir. Aksi takdirde komsu normal

mukozaya ait DNA fragmanlariin kontaminasyonu yanlis degerlendirmelere
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yol acabilmektedir. Ayrica biitiin mikrosatellit bolgelerinin sekanslanmasi test

maliyetini artirmaktadir (5).

[HK’sal olarak DNA MMR protein kaybinin gdsterilmesi ise direkt
olarak ilgili gene yonelik bilgi verebilmektedir (Tablo 5), boylelikle gereginde

sadece ilgili gene yonelik mutasyon analizi yapilabilmektedir (5).

Tablo 5: MMR protein immunhistokimyasi ve olas1 defektif gen iliskisi

THK Sonuclan Defektif Gen
MLHI1 PMS2 kayb1 MLH1
MSH2 MSH6 kayb1 MSH2

Izole PMS2 kayb1 PMS2
Izole MSH6 kaybi MSH6

3

[HKsal inceleme sonuglari degerlendirilirken “yalanci negatiflik” ve
“yalanci pozitiflik” olasiligt da géz Oniinde tutulmalid. DNA MMR
genlerindeki “missense” mutasyonlar sonucunda; ilgili proteinde fonksiyon
kayb1 olmasma ragmen antijenik 6zelligini kaybetmemis olabilir. Bu durum
[HK’sal olarak bu proteinde pozitif boyanma elde edilmesine neden
olacagindan “yanlis pozitiflik” saptanacaktir (85). Yanlis pozitiflik genellikle
MLH1 proteininde saptanmaktadir (85). IHK’sal inceleme sonuglari
degerlendirilirken bir diger akilda tutulmasi gereken nokta da; boyanmanin
topografik heterojenite gosterebilmesi ve bu ylizden ‘“yalanct negatif”
sonuglara neden olabilmesidir (86). Fakat DNA MMR proteinlerinin
heterodimer seklinde caligmasi ve birinin inaktivasyonu durumunda; digerinin
de inaktif hale ge¢mesi nedeniyle 4 proteinin (MLH1/PMS2, MSH2/MSH6)
birlikte kullanilmasi1 “yalanci negatiflik” sorununu ¢6zebilmektedir(5,85).
Ayrica IHK’sal inceleme icin segilen &rnek igerisinde pozitif kontrol

alanlarinin olmasima 6zen gosterilmelidir.

Lynch Sendromu tamsal silirecinde algoritmik bir yaklasim

uygulanmaktadir (Sekil 9).
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Algoritmanm ilk basamagi klinik olarak Amsterdam ve Revize
Bethesda kriterlerini karsilayan veya MSI-H fenotipe sahip olgularda IHK ’sal
olarak DNA MMR protein ekspresyonu kaybinin gosterilmesidir (5,7). Genetik
inceleme yapilacak hasta se¢cimi ic¢in bir¢ok yonergede altin standart olarak
MSI-test yapilmas: Onerilmekle birlikte IHK’sal inceleme; dogrudan DNA
MMR protein ekspresyonunu veya kaybini géstermesi ve mutasyon analizini
direkt olarak protein kaybi bulunan gene yonlendirebilmesi nedeniyle
algoritmanm ilk basamagma alimmistir (17). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
dort antijeni iceren (MLHI1, MSH2, MSH6, PMS2) IHK’sal incelemenin
analitik duyarliliginmn PCR-tabanli MSI testle benzer oldugunu ortaya
koymaktadir (16,87,88). Bugiin i¢in MSI-test sadece IHK’sal olarak DNA
MMR protein ekspresyonu normal, klinik olarak MSI-H fenotipe sahip

tiimorlerde onerilmektedir (89).

[HK’sal olarak DNA MMR proteinlerinden ~MSH2-MSH6
heterodimerinde ya da sadece MSH6 veya sadece PMS2 de kayip saptanmasi
durumunda; 1ilgili proteinlerin hedef genlerine yonelik PCR ile germline
mutasyon analizi yapilmakta, mutasyon saptanmasi durumunda hasta Lynch

Sendromu olarak degerlendirilmektedir.

[HK’sal olarak MLH1 ve PMS2 proteinlerinde es zamanli kayip
saptanmast durumunda “sporadik MSI” olasili§1 agisindan oOncelikle BRAF
V600E mutasyonu ve MLH1 metilasyon analizi 0nerilmektedir. Eger BRAF
V600E mutasyonu ve MLHI1 metilasyonu saptanmaz ise; MLHI1 genine
yonelik germline mutasyon analizi yapilmaktadir. MSI durumunun
belirlenmesi karsilayan; fakat IHK ’sal olarak DNA MMR proteinlerinde kayip
saptanmayan vakalarda yapilmaktadir. Bu durumda KRK i¢in belirlenen 5 adet
mikrosatellit panelin PCR ile sekanslanmasi yapilmakta ve MSI durumu
belirlenmektedir. MSI-H ya da MSI-L tiimérler saptanirsa Lynch Sendromuna

yonelik germline mutasyon arastirilmasi yapilmaktadir (5).
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Olgunun Revize Bethesda kriterleri acisindan degerlendirilmesi

Bethesda kriterleri acisindan pozitif ise
THK sal olarak DNA MMR proteinlerinin degerlendirilmesi

| |

IHE-MMR. protein kayb1 yok IHK-MMR protein kaybi
ancak var
Lynch Sendromu igin yilksek ‘l, l’
klinik giiphe var
l MLHIL-PMS2 MSH2 -MSH6
kayb1 sadece MSHG
sadece PMS2
J, kaybi
v
MSI-H rec . —
-2 Mikrosatellit MSS .MLHl THE daki defektif
- \‘ i metilasyonu ve proteine yonelik
minkagy ao Mutasy on BRAF VG00E Germline
, yok mutasy onu mutagyon analizi
MSI’_L . analizi pozitif
<2 Mikrosatellit
mutasy onu l 'L
l Lynch
femid, Metilasy on/ Sendromu
Tynch § sendromu 11111tﬂ:1;;11 T
e itif’
acismdan genetik aasmdan pozit
test negatll Sporadik ii“tt: qol: catif
MSI etilazyonnegatif,
MLHI icin germline
mutasyon analizi
pozitif

Sekil 9: Lynch Sendromu tani algoritmasi.

Ayrica DNA MMR protein kaybinin sporadik kolorektal kanserlerde de
goriilebilmesi ve bunun tedavi yanit1 ya da prognozu ongdérmedeki halen
arastirilan olas1 rolii nedeniyle, tiim kolorektal kanserlerde refleks IHK’sal
calisma yapilmasini 6neren yaymlar da mevcuttur (7,18). 2010 yilinda toplanan
Lynch Sendromu Calisma grubu 70 yas alt1 tiim kolorektal kanser vakalarinda

[HK ’sal inceleme dnermektedir (83).
2.5.3.Sporadik MSI Tiimorler

Sporadik KRK’lerin %10-15’1 MSI tiimorlerdir (5,7,16,35). Sporadik

MSI tiimorler, %90 oraninda MLH1’in promotor bdlgesinin hipermetilasyonu
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ile karakterlidir. MLH1 ekspresyonu kaybi, MLH1’in her iki allelindeki
promotor bolgesindeki CpG adalarmin hipermetilasyonu sonucu olusmaktadir.
Bu nedenle IHK ’sal olarak MLH1 proteininde ekspresyon kaybi olan vakalarda
mutasyon analizi 6dncesi MLHI metilasyon testi Onerilmektedir. Lynch
Sendromunda 6ncelikle germline mutasyonlar goriilmekle birlikte nadir de olsa
MLHI1 geninde hipermetilasyon da tanimlanmistir (90). Bu durum somatik-
germline MLH1 mutasyonu ayrimmi saglayacak baska analiz arayislarina
neden olmustur. Bu siire¢ igerisinde bir¢ok kanserin gelisiminde BRAF

mutasyonlarmin rolii ortaya konmaya baslanmaistir.

BRAF mutasyonunun hiicre i¢i Ras/Raf/Map Kinaz sinyal yolaginda
aktivasyona yol acarak ozellikle melanom, KRK ve ovaryan kanserlere neden
oldugu bulunmustur. Saptanabilen BRAF mutasyonlar1 genellikle nokta
mutasyonlar1 seklinde olup; siklikla kodon 600 (V600E)’deki glutamik asit
yerine valin aminoasidinin ge¢mesi sonucu meydana gelmektedir(91).
Sporadik MSI  olgularinin  %40-50’sinde = BRAF-V600E  mutasyonu
saptanmistir. Sendrom iligkili tiimorlerde goriilmememesi nedeniyle sporadik

MSI ve Lynch Sendromu iliskili tiimorlerin ayrimi i¢in kullanilmaktadir (92) .
2.5.4.Adjuvan Kemoterapi Secimi ve Mikrosatellit Instabilite:

In vitro vyiiriitilen calismalarda MMR genleri hasarlanmis hiicre
kiiltiirlerinde; DNA hasar1 yaparak etkinligini gdsteren 5-FU gibi
kemoterapotik ilaglara resistans gelistigi gosterilmistir (34). Ayrica klinik
randomize faz III ¢alismalar sonucunda da DNA MMR gen defekti gdsteren
olgularin standart KRK adjuvan KT secenegi olan 5-FU bazhh tedavi
protokollerinden yarar goérmedigi anlasilmistir (93). Bu nedenle KRK
olgularmin MSI durumunun bilinmesi adjuvan KT 6ncesi tedavi protokoliiniin

belirlenmesinde prediktif onem tagimaktadir.
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2.6.Kolorektal Karsinomlarin Histolojik Ozellikleri
2.6.1.Makroskopik Ozellikler

KRK’lar degisik morfolojik paternler gosterebilirler. Proksimal
kolondaki tiimorler polipoid, ekzofitik kitleler seklinde gelisme egilimindedir
ancak capin daha genis olmasi nedeniyle obstriiksiyon nadiren goriilmektedir.
Distal kolon karsinomlari ise aniiler, barsagi halka bi¢ciminde saran lezyonlar
seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Lezyonun kenarlar1 kabarik ve sert, ortasi ise
iilsere olabilmektedir. Cogu kolorektal karsinomlarin kesit yiizii homojen
goriintiiye sahiptir ve genellikle nekroz alanlar1 igermektedir. Miisindz

adenokarsinomlarda makroskopik miisin de goriilebilir (2,94).
2.6.2. Tiimoriin Yayilimi

Tiimorler, transmural yayilim ile muskularis propriyay1 asarak perikolik
ya da perirektal yag dokuya ulasir ve komsu yapilar1 invaze edebilirler veya
direkt olarak serozal yiizeye yayilabilirler. Timor perforasyonu sonucu
peritoneal yayilim ve implantlar (peritoneal karsinomatozis), lenfatik ve kan
damarlar1 yolu ile uzak metastazlar goriilebilir. En sik metastaz yaptiklari
organlar sirasi ile karaciger, akciger, kemikler, peritoneal boslugun serozal

membranlar1 ve beyindir (2,4,94).
2.6.3.Swniflama-Histolojik Tipler-Derecelendirme

KRK’lerin  %90’indan fazlasini adenokarsinomlar olusturmaktadir.
Adenokarsinomlar bircogu degisik yap1 ve biiyiikliklere sahip gland
formasyonu gosterirler ve gland formasyonu oranina gore derecelendirilirler.

2010 DSO derecelendirme sistemine gore (2);

Derece 1-lyi differansiye adenokarsinomlar: Basit veya kompleks gland
yapilari, polaritesini nispeten korunmus uniform nukleuslara sahip hiicreleri

icerirler. Glandiiler yapilarm oran1 >%95’tir.
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Derece 2-Orta diferansiye: Hafif diizensiz glandiiler formasyona sahip
niikleer polaritesini kaybetmis hiicrelerden olusurlar. Glandiiler yapilarin orani

yaklagik %50-95’tir.

Derece 3-Kotii diferansiye: Hafif diizensiz glandiiler formasyona sahip
niikleer polaritesini kaybetmis hiicrelerden olusurlar. Glandiiler yapilarin orani
%0-49°dur.

Miisinéz adenokarsinom: Ekstraselliler miisin golciikleri ile
karakterize asiner yapilar olusturmus malign epitel hiicrelerinden olusan bir
varyanttir. Tan1 i¢in miisin iceren komponentin tiimoriin %50’sinden fazlasini

olusturmasi gerekmektedir. MSI-H ile yakindan iliskilidirler (2,94).

Tash yiiziik hiicreli karsinom: Timor hiicrelerinin  %350’sinden
fazlasinin intrastoplazmik miisin icermesi ile karakterlidir. Tipik tash yiiziik
hiicreleri, sitoplazmasinda biiyiik bir miisin vakuolii iceren ve nukleusu kenara

itilmis hiicrelerdir (2,94).

Kribriform-Komedo tip adenokarsinom: Nadir goriilen bir
varyanttir. Santral nekroz ile karakterli sirt sirta vermis kribriform glandlarla

karakterli ve MSS tiimoérlerdir. Genellikle CpG adalarinin hipermetilasyonu ile

iliskilidir (2).

Mikropapiller adenokarsinoma: Meme ve mesanenin mikropapiller
adenokarsinomlarina benzer morfolojide, son derece nadir goriilen bir
varyanttir. Lenfovaskiiler invazyonu taklit edercesine ¢evresinde bir bosluk
yapisi ile karakterli, belirgin kor yapist icermeyen, kii¢iik tiimdr gruplarindan
olugsmaktadir. Piir mikropapiller adenokarsinom histolojisinden daha ¢ok
konvansiyonel kolon adenokarsinomlarinin  bir komponenti olarak

izlenmektedir (2).

Mediiller karsinom: Genis pembe sitoplazmali, vezikiiler niikleuslu ve
niikleol belirginligi olan sinsityal kiimeler yapmis malign hiicrelerle karakterize

nadir gorilen bir varyanttir. Timor igerisinde intraepitelyal lenfositler
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gortilebilirler. MSI-H ile iliskili tiimdrlerdendir. Diger kotii diferansiye ve

andiferansiye tiimorler ile karsilastirildiginda daha iyi prognoza sahiptirler (2).

Adenoskuamoz Kkarsinom: Skuamoéz karsinom ve adenokarsinom
ozelliklerini bir arada gdsteren nadir goriilen bir varyanttir. Kolonun piir

skuamd6z karsinomlar1 son derece nadirdir (2).

Andiferansiye karsinom: Morfolojik olarak koken aldigi dokunun
ozelliklerini tasimayan, glandiiler formasyonun goriilmedigi tiimorlerdir.
Histolojik olarak 1yi smirli kitleler ile karakterize uniform yuvarlak hiicrelerden
olusurlar. Intrastoplazmik ~ miisinin ~ olmamas1  kotii  diferansiye
adenokarsinomlardan ayirmak i¢in kullanilabilir. Nadir gortiliirler ve genellikle

MSI-H ile iligkilidirler (2,94).

Karsinosarkom: igsi hiicreli mezenkimal komponenti ve karsinomatdz
komponenti bir arada igerirler (2). Sarkomatoid karsinom veya igsi hiicreli

karsinom olarak adlandirilirlar.

2.7.Prognostik Faktorler
2.7.1.Klinik Prognostik Faktorler

KRK’lerde kiiratif rezeksiyon sonrast 5 yillik sagkalim oranlar
genellikle %40-60 oranindadir(95). Rekiirrenslerin %70°1 ilk 2 yilda meydana
gelirken; bu oran 5 yilda %90’lara c¢ikmaktadir. Bu oranlar1 6nceden
ongdrmemizi saglayan ve sagkalimi etkileyen bir¢cok klinikopatolojik

prognostik faktor bulunmaktadir.

Yas: Geng yasta ortaya ¢ikan KRK daha kotii prognoza sahiptir(96).
Bunda yaslilara gore daha ileri evrede tan1 koyuluyor olmasi bir etkendir fakat
ayn1 evredeki hastalarda dahi prognoz genclerde yaslilardan daha koti

seyretmektedir.
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Cinsiyet: Birgok ¢aligmada prognozun cinsiyetle de iliskili olabilecegi
vurgulanmig ve kadinlarin erkeklere oranlarla daha iyi prognoza sahip oldugu

bildirilmistir (97).

Calisma kapsaminda, tiimoriin prognozu belirlememizde yardimci olan
morfolojik o6zellikleri ele alimmis olup evreden bagimsiz olarak tanimlanan
ornegin 5 ng/dI’nin iizerindeki serum karsinoembriyojenik antijen (CEA)

diizeyleri gibi degiskenler (98) degerlendirmeye alinmamastir.

2.7.2.Histolojik Prognostik Faktorler

Morfolojik faktdrleri ortaya koymak, hastaligin lokal yayilimini tespit
etmek, patolojik veriler dogrultusunda hastaya cerrahi sonrasit KT wverilip
verilmeyecegi belirlemek ve hasta agisindan diger 6nemli prognostik verileri
elde edilebilmek ancak rezeksiyon materyallerinin degerlendirilmesi ile
miimkiin olmaktadir (14,99). Onemli morfolojik prognostik faktdrler Tablo
6’de listelenmistir (14).

Tablo 6: Histolojik Prognostik Faktorler
Patolojik Evre (TNM)

Tiimér Tipi ve Ozel Alt Tipleri

Cerrahi Smirlarin Durumu

Evre Bagimsiz Morfolojik Faktorler:
Lenfovaskiiler invazyon
Perindral invazyon
Timor sinirlarmin konfigiirasyonu
Tiimor ‘tomurcuklanmasi’ (budding)

Timor ¢evresi lenfositik yanit

Mikrosatellit Instabilite A¢isindan Morfolojik Isaretler
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2.7.1.a.Patolojik Evreleme

TNM Tammlayiciari: Diinya Saglik Orgiiti  (DSO-WHO)’niin
onerdigi ve “American Joint Committee on Cancer (AJCC)”-“The International
Union Against Cancer” (UICC)” kolorektal kanser "Tiimor, Nod, Metastaz"
(TNM) evrelendirmesi Tablo 7°’de gosterilmektedir(2,14). Klinik verilere
dayandirilarak yapilan evreleme i¢in “c”, patolojik verilere dayandirilarak
yapilan evreleme i¢in “p” sembolii 6n ek olarak kullanilmaktadir. Ayrica
multiple primer timori olanlar i¢in “m”; multimodel tedavi semas:
(neoadjuvan kemoterapi, radyoterapi veya kemoradyoterapi) uygulanan
vakalarda “y”; rekiirren (niiks eden) tiimorlerde “r” sembolii kullanilir ve

sirastyla pT(m)NM, ypTNM, rpTNM olarak raporlanir (100).

Tablo 7: Kolon ve rektum tiimorlerinde TNM-7 evrelendirmesi

pTNM Tiimériin Histolojik Ozellikleri
pTX Primer timdr degerlendirilemiyor
pTO Primer tiimér bulgusu yok
Karsinoma in situ, intraepitelyal (yiiksek dereceli displazi)
pTis Karsinoma in situ, lamina propriya/miiskiilaris mukoza invazyonu
(intramukozal karsinom)
pT1 Submukozaya invaze invaze timor
pT2 Muskularis propriyaya invaze timar
pT3 Muskularis propriyay1 asip subserozayi invaze eden timor
pT4a Viseral peritonu penetre eden timor
T4b Diger organlar direk invaze eden veya diger organ ve yapilara yapisiklik
P gosteren timor
pNX Lenf nodu metastazi degerlendirilemiyor
pNO Lenf nodu metastazi yok
pNla 1 lenf nodunda metastaz
pN1b 2-3 lenf nodunda metastaz
Nic Bolgesel lenf nodiilii metastazi olmaksizin, subseroza veya non-peritonealize
P perikolik/perirektal dokularda tiimor depozitleri (satellit)
pN2a 4-6 lenf nodunda metastaz
pN2b 7'den daha fazla lenf nodunda metastaz
MO Uzak metastaz yok
Mla Uzak metastaz bir organla sinirli
Milb Birden fazla organ veya periton metastazi
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2.7.1.b. Tiimor (T) Kategorisi

Tiimoriin bagirsak duvarmna invaze oldugu en son noktadir (14). pTis
(in situ karsinom) ise hem tiimor hiicrelerinin bazal membranla sinirli oldugu
“yiiksek dereceli displazi”’yi hem de tiimdr hiicrelerinin lamina propriyay1
invaze ettigi fakat muskularis mukozayr gecmedigi ““intramukozal
karsinoma”y1 kapsar (14). Kolon ve rektum disindaki diger —neredeyse tiim-
epitelyal tiimorlerde stromal invazyon, lenfatik ve kan damarlarma ulagim
dolayisiyla metastaz riski getirmesi nedeniyle ¢cok 6nemlidir. Ancak kolorektal
mukozanin, GIS’in (hatta tiim viicudun) diger mukozalarmin aksine
lenfatiklerinin olmamasi nedeniyle lamina propria invazyonu; bolgesel LNM
riskini tasimaz. Bu nedenle bu tiimdrleri “Intraepitelyal karsinom” ya da

intramukozal karsinom” olarak tanimlamak daha uygundur.

TNM’nin 7. basiminda pT4a (serozal tutulum), pT4b (komsu organlara
direk invazyon) olarak alt gruplara ayrilmis ve perforasyon gosteren tiimorler
de pT4b alt grubuna dahil edilmislerdir(100,101). Bagka organlara ve yapilara
makroskopik olarak yapisik tiimorler “T4” olarak smiflanirken yapisiklik

bolgesinde mikroskopik olarak tiimor yoksa T3 olarak siniflanmalidir (99).
2.1.7.c.Nodal (N) Kategori

Son yillarda KRK' bdlgesel lenf nodu metastazinin smiflandirilmasinda
bircok tartigmali konu ortaya ¢ikmistir. Bunlardan en 6nemlileri; rezeksiyon
materyalinden diseke edilmesi gereken lenf nodunun sayist ve ekstramural
timor nodiillerinin (satellit nodiillerin) lenf nodu metastazindan nasil ayirt

edilecegidir (14).

Lenf nodu sayisi: Bircok KRK metastazi 5 mm’den daha kiigiik lenf
nodlarinda bulunmaktadir. Bu yiizden lenf nodlarmin ¢ok iy1 bir sekilde diseke
edilmis oldugundan emin olmak gerekir. Rezeksiyon materyallerindeki lenf
nodu sayisini etkileyen faktorler arasinda cerrahi teknik, diseksiyon sirasinda
gosterilen 6zen, neoadjuvan KT uygulanmasi, obezite ve hasta anatomisinden

kaynaklanan farklar siralanabilir (14).
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AJCC- TNM 7. baskisinda 7-14 lenf nodunun incelenmesi (101), 12
lenf nodundan daha az lenf nodu elde edildiginde tekrar diseksiyon yapilmasi

onerilmekte ve bunun evreye etkisi iizerinde durulmaktadir (102-104).

Ekstramural (satellit) nodiil: Perikolik ya da perirektal yag dokusu
icerisinde tlimorden ayr1 diizensiz konturlara sahip ve herhangi bir bolgesinde
rezidiiel lenf nodu dokusu igermeyen tiimoral yapilardir. Bu nodiiller,
lenfovaskiiler yayilim ya da nadiren perindral yayilim ile iliskili olabilirler.
Sagkalimla iliskili olduklar1 i¢in patoloji raporunda sayilar1 mutlaka
bulunmalidir (14,100). pT1 ve pT2 tiimorlerde satellit nodiillerin bulunmasi
timoriin T kategorisini degistirmez. Fakat lenf nodu metastazi yok ise Nlc

olarak rapor edilirler (100).

Bolgesel olmayan lenf nodlari: Lenf nodlar1 diseke edilirken; tiimoriin
yerlesim yerine gore degerlendirilen bolgesel lenf nodlar1 igerisinde olup
olmadiklarma dikkat edilmesi gerekir. Bolgesel olmayan lenf nodu metastazi
“M1” kategorisinde degerlendirilir ve evre IV tiimor kategorisine girer (100).
Abdominal organlara peritoneal ekilme ve batin sivisinda tiimor hiicrelerinin

goriilmesi de metastatik hastalik olarak degerlendirilir (105).

Mikrometastazlar ve izole tiitmor hiicreleri: Mikrometastaz; 0.2 mm ile
2 mm arasindaki boyuta sahip metastazlardir. Mikrometastazlar lenf nodunda
veya uzak bolgelerde olmasina gére NI(mic) veya MIl(mic) olarak

siniflandirilirlar (99,100,105).

Izole tiimor hiicreleri tek tek veya kiimeler yapmis, 0.2 mm veya daha
kiicilik tiimor hiicrelerinden olusurlar. Bu odaklarin bulunmasi i¢in zaman alici
ve pahali olan IHK ek incelemelerin yapilip yapilmamasina yonelik kesin bir

uzlas1 yoktur. Prognostik 6nemi olmadig1 i¢in NO olarak siniflandirilirlar (100).
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2.7.1.d.Cerrahi Sinmirlarin Degerlendirilmesi

Rezeksiyon materyallerinde proksimal, distal, mezenterik ve yerlesim
yerine gore radial (sirkumferansiyal) cerrahi sinir degerlendirilmesi gerekir

(99).

Rektum disindaki kolon segmentlerinde cerrahi teknik olarak proksimal
ve distal cerrahi sinirlarin tiimore uzakligi konusunda sorun yasanmazken; ‘low
anterior rezeksiyon’ teknigi uygulanan rektum tiimorlerinde distal cerrahi smir
uzaklig1 yeterince saglanamayabilmektedir. Genel olarak 2 cm’den fazla

uzaklik tiimorsiiz cerrahi simir olarak kabul edilir (100).

Radial (sirkumferansiyal) cerrahi sinir periton ile ¢evrili olmayan kolon
segmentlerinde (inen kolon, ¢ikan kolon ve rektum) adventisyal yumusak doku
ile Ortiilii cerrahi smirdir. Teknik olarak ya kesilerek ya da kor cerrahi
yontemlerle ¢ikarilir. Tiimoriin rezeksiyon smirina en yakin oldugu uzaklik
degerlendirilmeli ve raporda bildirilmelidir. Bir mm uzaklik pozitif cerrahi
siir olarak degerlendirilmelidir (14,99,100). Tamami periton ile kapli kolon
segmentleri (transvers kolon, sigmoid kolon) i¢in mezenterik cerrahi sinirdan

bahsedilir (105).

Cerrahi smirlarda tiimor rezidiisiiniin olmamasi “R0”; mikroskopik
rezidii odak olmasi “R1”; makroskopik rezidii tiimér olmasi “R2” olarak

degerlendirilir (99).

2.7.1.e.Evre Bagimsiz Prognostik Faktorler

Lenfovaskiiler Invazyon (LVI): Multivaryasyon analizlerinde 6nemli
bir prognostik belirteg oldugu ortaya konmustur. Ancak bazi analizler venoz
invazyonun, digerleri lenfatik invazyonlardan daha oOnemli oldugunu

gostermektedir (14,100).
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Perinéral invazyon (PNI): LVi’dan daha az rastlanir. Tiim kolon
karsinomlarmin yaklasik %10’unda rastlanan bir bulgudur. Genellikle yiiksek

dereceli ve evreli timorler ile iliskilidir ve kotii prognozla karakterlidir (2,14).

Tiimor strlartmin yapisi: Tuimor sinirlarinin ¢evre dokuyu iterek
(ekspansif) veya invaze ederek (infiltratif) gelisim gostermesi sagkalim
acisindan onemlidir. Ekspansif tiimorler, infiltratif bliylime gosteren tiimorlere

gore daha 1y1 prognoza sahiptirler (100,106)

Infiltratif smir yapisi; Ciplak gozle degerlendirildiginde tiimdriin
invaziv smirinin ayirtedilemesi ya da host-reaksiyondan ayrilamamasi;
mikroskopik incelemede ise tiimoriin muskularis propriay1 tiimdr yanitina yol
acmadan boydan boya kat etmesi ve/veya mezenterik yag dokuda kiigiik
glandlar, kordonlar, diizensiz tiimor kiimelerin bulunmasi ve/veya perindral

invazyonun bulunmasidir (14).

Tiimor tomurcuklanmast (“budding”): Timorlin invaziv sinirinda
baslayan desmoplastik stroma icerisinde kiigiik kiimeler halinde veya tek tek
dizilim gosteren dediferansiye hiicrelerin bulunmasidir. Genellikle infiltratif-
invaziv timor siniriyla karakterizedir. Vaskiiler invazyon, lenf nodu ve uzak

metastaz ile iliskilidir(14,100).

Tiimor cevresi lenfositik yanit: Peritiimoral lenfoid agregatlar ("Crohn-
benzeri lenfositik yanit”) veya tiimoriin CD3/CD8 lenfositler tarafindan infiltre
edilmesi (“Timor infiltre eden lenfositler-TIL”) seklinde karsimiza
¢ikabilir(100). Bu morfolojik 0Ozellikler ¢ogu c¢alisma da 1iyi prognostik
faktorler arasinda sayilmistir. Crohn-benzeri lenfositik yanit LNM 1 azaltici
faktorlerden kabul edilirken; tiimorin lenfositlerce infiltre edilmesi MSI ile

iliskili bulunmustur (107,108).

Tiiméor boyutu: Timor boyutu kolorektal karsinomlar igin tiimdorii
tanimlayict  faktorlerdendir. Ancak prognoz agisindan bir  Gnemi

saptanamamistir (100).
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Histolojik tip: Cogu histolojik tip, evreden bagimsiz prognostik dneme
sahiptir. Nadir goriilen tiplerden tash yiizilk hiicreli ve kiigiik hiicreli
karsinomlar kotii prognoz ile karakterize iken, mediiller karsinom iyi prognoza
sahiptir (2,94). Miisin6z karsinomlar bir¢cok calismada evreden bagimsiz koti
prognostik faktor olarak tamimlanmaktadir. Fakat MSI’si ortaya konmus

miisindz karsinomlar iyi prognoza sahiptirler (100,109).

Tiimoriin derecelendirilmesi: Yaygin kullanilan, gland formasyonuna
dayali derecelendirme sistemi pratikte cok subjektiftir ve intratiimoral
varyasyon goOsteren tiimorlerde sorun yaratmakta ve patologlar arasi tani
uyumsuzluguna neden olmaktadir. Bu ylizden yeni ¢aligmalarda tiimorleri;
“Diisiik dereceli (iyi ve orta diferansiye)”, ve “Yiksek dereceli (kotii
diferansiye ve andiferansiye) olarak gruplayan ikili derecelendirme sistemi de
onerilmekte ve prognoz ile arasinda daha 1yi bir uyum oldugu savunulmaktadir

(14,99,100).
2.7.1.f.MSI-H iliskili tiimorler

MSI-H yolag1 iizerinden gelisen tiimorler, genel olarak ayni evredeki
kromozomal instabilite yolagi iizerinde gelisen tliimorlere gore daha iyi

prognoza sahiptirler (18). Kendine 6zgii birtakim morfolojik 6zellikleri vardir.

-Genellikle gen¢ yasta ve kadinlarda sik goriiliirler ve daha c¢ok
proksimal kolonda yerlesirler (110).

-Siklikla kolon duvarmin derinine infiltre olma egiliminde olmakla
birlikte; genel tiimor evresi olarak erken evreye sahiptirler. Lenf nodu ve uzak

metastaz orani diger tiimorlere gore diisiiktiir (111).

-Histolojik olarak miisin6z karsinom, mediiller karsinom ya da koti

diferansiye karsinom morfolojisindedirler (109,112)
-Genellikle ekspansif biiylime paterni gosterirler.

-Tiimér cevresi lenfositik yanit (Crohn-benzeri lenfositik yanit ve TIL)

gosterirler (108); kirli nekroz gdstermezler (110).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Calisma grubu

2002-2011 yillar1 arasinda kolon ve rektum adenokarsinomu nedeniyle
opere edilen ve rezeksiyon materyali Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji

Anabilim Dali’nda incelenen 1128 olgu geriye doniik olarak gozden gegirildi.

Calismanin planlandig1 yillar igerisinde boliimiimiize konsiiltasyon
amaciyla gonderilen 21 olgudan; ¢ok sayida blok ile konsiiltasyona gonderilen
ve klinikopatolojik verilerine ulasilan 3 olgu caligmaya dahil edildi. Niiks
nedeni ile ikinci kez kolon rezeksiyonu yapilan olgulara ait materyallerden
sadece ilk incelenen rezeksiyon materyalleri ¢alisma kapsaminda incelendi ve
16 niiks rezeksiyon materyali calisma dis1 birakildi. Tiimoriin yerlesim yerine
ait bilgiye ulasilamayan 20 olgu ve rezeksiyon materyalinde kalinti timor
dokusu izlenmeyen 3 olgu, neoadjuvan tedavi aldig1 6grenilen 56 olgu ve
degerlendirme asamasinda i¢ kontrollerinde boyanma saptanmayan 13 olgu da

dislanarak toplam 1002 olgu calismaya alindi.

Calismamiza Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar etik
kurulundan onay alinmistir. (Karar No: 12-5.1/4; Karar Tarihi: 03.07.2012)

3.2.Klinikopatolojik verilerin derlenmesi ve degerlendirilmesi

Olgulara ve tiimdre ait tamimlayict bilgiler (yas, cinsiyet, timor
lokalizasyonu, rezeksiyon seviyesi gibi) ile makroskopik veriler (timor ¢api,
diseke edilen lenf nodlarinin sayisi, cerrahi sinirlarin durumu, ¢oklu timor
varlig1 vb.) Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Bilgi Sistemi ve Tibbi
Patoloji Anabilim Dali arsiv kayitlarindan; niiks ve sagkalima ait veriler,
hastane kayitlar1 ve izmir Halk Saghg: Miidiirliigii Kanser Subesi Kanser Kayit
Merkezi (KIDEM) veritabanindan elde edilmistir.

-Coklu primer tiimdr: Indeks primer tiimdrden farkli bir bdlgede gelisen tiimor
olarak tanimlandi. Primer kanser ile birlikte veya operasyonu takiben ilk 6 ay
icerisinde goriilen tiimdrler “senkron tiimdr”, operasyon bolgesi niiksler

dislanacak sekilde, 6 aydan sonra gelisenler “Metakron” tiimor olarak
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tanimlandi(113). Metakron tiimor olarak degerlendirilen olgularda cerrahi sinir

pozitifligi yoktu.

-Uzak metastazlara ait verilerin eksiksiz ve giivenilir olmamasi edeniyle

istatistik asamasinda degerlendirilmeden ¢ikarild.

3.3.Histopatolojik Degerlendirme

Degerlendirme, geriye doniik yeniden inceleme yOntemi ile ve
olgularm, rezeksiyon materyallerine ait, %10 notral tamponlu formalin ile 16-
24 saat tespit edildikten sonra rutin doku takibi ile islenen, parafine
gomiildiikten sonra 4 mikron kalinliginda kesilerek Hemotoksilen- eosin (HE)

ile boyanan kesitler ile yapildi.

3.4. Patolojik evre:

AJCC-UICC TNM 7¢ye gore yeniden degerlendirildi(2). Invazyon
derinligi (pT), metastatik lenf nodu sayis1 (pN) kaydedildi. Bolgesel olmayan
LNM’lar1 degerlendirme dis1 birakilda.

3.5.Histolojik ozellikler:

Histolojik bulgular 2010 DSO’niin  onerilerine gore yeniden
degerlendirildi(2). Timoriin histolojik tipi, derecesi, satellit tiimér odagi,

lenfovaskiiler (LVI) ve perindral invazyon (PNI) varhigi kaydedildi.

Tiimor Derecesi (diferansiasyonu): 2010 DSO’niin onerdigi bi¢imde
glandiiler ~ diferansiasyonun  oranmma  gore  (iyi-orta—kotii)  olarak
derecelendirilildi(2). Tiimoriin en kotii diferansiye alant %10’nun altinda ise
ve/veya tlimoriin infiltratif sinirinda yer aliyorsa derecelendirme yapilirken goz
ard1 edildi. Istatistik degerlendirme asamasinda tiimorler “diisiik dereceli (Iyi
ve orta derece diferansiye tlimorler)” ve yliksek dereceli (kotii ve andiferansiye

tiimorler)” olarak ayrica dikotomize edildi.
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3.6.MSI-H fenotipik ozellikler:

MSI-H tiimor riski agisindan degerlendirilecek oOzellikler, Bethesda

kriterleri (81) yani sira literatiirden derlenen verilere gore belirlendi.

-Tiimorii infilte eden lenfositler (TIL): Lenfositlerin H&E boyali preparatlarda
cevresinde halo bulunan kiiciik mavi niikleuslara sahip hiicreler seklinde
goriilmesine dayanilarak degerlendirildi. Her tiimorde 10 Biiyiikk biiylitme
alanindaki (BBA) TIL sayis1 degerlendirilerek; ortalamasi alindi. Bir BBA’da
iki ve daha fazla TIL varligi MSI-H fenotip acisindan pozitif kabul edildi
(108,110).

-Crohn-benzeri lenfositik yanit: Tuimoriin infiltre oldugu alanlarda bir kesitte
iki ve daha fazla lenfoid agregat bulunmasi pozitif reaksiyon olarak kabul
edildi. Lenfoid agregatlarin peritiimoral lenf nodlar1 ve cevre mukozaki
mukoza iligkili lenfoid doku (MALT) ile iligkisi olmamasina dikkat edildi
(110).

-Miisinéz Diferansiyasyon: Tiimorde ekstraselliiler miisin oran1 %50°den fazla
1Ise  “miisindz adenokarsinom”; %50°den az ise ‘“fokal miisinoz

diferansiyasyon” gdsteren tiimor olarak siniflandirildi (110).

-Tash Yiiziik Hiicreli Diferansiyasyon: %50’den fazla tash yiiziikk hiicresi
iceren tlimorler “tash yiiziik hiicreli karsinom”; %50°den az tash yiiziik hiicresi
iceren tiimorler “fokal tasli yiizikk hiicreli diferansiyasyon” olarak

siniflandirildi (110).

-MSI-H [liskili Kotii Diferansive Histolojik Tipler: Mediiller komponent,
kribriform-komedo komponent, mikropapiller komponent ve %5’den az gland
formasyonu gosteren kotii diferansiye komponent igeren histolojik tipler
timoriin %10’dan fazla alanmi olusturmalar1 durumunda MSI-H fenotip

acisindan pozitif olarak kabul edildi (2).

-Tiimériin Infiltratif S Kiigiik biiyiitme (x4 objektif) ile degerlendirildi.

Timoériin kolon duvarmin derinine dogru ilerleyen boliimii ¢evre dokulari
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iterek biiyiiyorsa “ekspansif”’, dokularin igerisine girerek ilerliyorsa “infiltratif”

olarak tanimlandi (110).

-Tiimér Tomurcuklanmasi (“Budding”): Timorilin infitratif sinirinda ana timor
kitlesinden bagimsiz tek tek ya da 5 hiicreden daha az gruplar-kordonlar
halinde infiltrasyon gosteren anaplastik karakterde tiimor hiicrelerinin varligi

degerlendirildi (106,110).

-Kirli Nekroz: Tiimorde %10’dan fazla oranda hiicre debrileri ve inflamatuvar
hiicre iceren “kirli” nekroz varlig1 pozitif olarak kabul edildi. Tiimdriin hizli

biiylimesine bagli gelisen cografik nekroz varligi dikkate alinmadi (110).

3.7.Makroarray-Multiblok Hazirlanmasi:

Makroarray hazirlanmasi: Her olgu i¢in H&E boyali preparatlar
iizerinde tiimoriin ortalama diferansiyasyon derecesini gosteren bir alan
secilerek cam iizerinde isaretlendi. Preparat lizerinde isaretlenen alan ilgili blok
iizerinde tespit edilerek, parafin bloktan 5 mm capinda 5 mm derinliginde bir
doku cikarilmasini saglayan manuel array cihazi (Sakkura; Tissue-Tek; Quick-
Ray Tissue Microarray System) ile doku ¢ikarilarak temsili tiimor 6rnekleri

(makroarray) elde edildi (Resim 2).

Multiblok hazirlanmasi: Her olgunun tiimdriine ait makroarrayler elde
edildikten sonra icerisinde 11 olguya ait doku bulunan “multibloklar”
hazirlandi. Yeniden bloklama dncesi her multiblok i¢in, 11 hastaya ait patoloji
biyopsi numaralarmi ve kilavuz dokuya gore konumlarmni gdsteren “multiblok
haritalar’” olusturuldu. Multiblok icerisine Oncelikle, dokiim, gémme ve
mikroskop altinda tarama sirasinda oryantasyonun saglanabilmesi amaciyla
kolorektal mukoza dis1 bir kilavuz doku (plasenta) yerlestirildi ve dokiim bu
haritalara gore yapildi. Bu sekilde bir numaradan baslayan ve tekrar

numaralandirilan toplam 95 adet multiblok elde edildi. (Resim 2)
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3.8. Immunhistokimyasal Inceleme:

Hazirlanan multibloklardan IHK yapilmak iizere 4’er adet 5 um
kalinlikta kesit hazirland1 ve elektrostatik yiiklii lamlara (ISOTHERM,
ca.75x25mm/3x1 inch, positive charged) alindiktan sonra 60°C’da bir gece
kurutulmaya birakildi. Deparafinizasyon ve antijen aciga ¢ikarma iglemleri de
dahil olmak iizere tiim IHK’sal boyama siireci tam otomatik IHK boyama
cihaz1 ile gergeklestirildi. IHK boyama sistemi olarak biyotinsiz, HRP
multimer bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3, 3° — diaminobenzidin
tetrahidroklorit (DAB) kromojeni igeren (ultraView™ Universal DAB
Detection Kit, Catalog number 760-500, Ventana Medical Systems, Tucson,
AZ) ile tam otomatik IHK boyama cihaz1 (Ventana BenchMark XT, Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ) kullanildi. Primer antikorlar otomatik olarak
damlatilarak 37 Dk inkiibe edildi. Zit boyamas1 hematoksilen ve mavilestirici
soliisyon 1ile cihazda tamamlanan kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile
seffaflandirilmasi ve lamel kapatilmasi asamalar1 otomatik olarak (Dako
Coverstainer, CS100-10073) yapilarak islem sonlandirildi. IHK incelemede
MLHI1, MSH2, MSH6, PMS2 primer antikorlar1 kullanildi. Kullanilan primer
antikorlara ve diliisyonlara iliskin bilgiler Tablo 8’de, hazirlanan multibloklara

ait kesit 0rnekleri Resim 3’de verilmistir.

Tablo 8: immunhistokimyasal incelemede kullanilan antikorlar

MSH6 MSH2 MLH1 PMS2
Lokalizasyon Niikleer Niikleer Niikleer Niikleer
Klon PU29 25D12 ES05 MOR4G
Diliisyon 1/50 1/75 1/150 1/75
Firma Novacastra/ Novacastra/ Novacastra/ Novacastra/

Leica Leica Leica Leica
Katolog No NCL-L- NCL-MSH2 NCL-L- NCL-L-

MSH6 MLHI1 PMS2
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Resim 2: Makroarray ve multibloklarin hazirlanmasi. Sirasiyla; blok
haritalarinin  hazirlanmasi-kilavuz doku alimi ve gomiilmesi-makroarray

alinacak dokunun igaretlenmesi-bloktan array alinmasi- yeniden bloklama
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Resim 3: Multiblok, multibloklardan hazirlanan kesitler ve

immunhistokimyasal uygulama
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3.9. immunhistokimyasal Inceleme sonuclarinin degerlendirilmesi

Pozitif kontrol ve internal kontrol olarak dort antikor i¢in de normal
kolon mukozasi ve doku i¢i lenfositler; negatif kontrol olarak da iskelet kasi

kullanildi.

Degerlendirme sirasinda her antikor i¢in niikleer boyanma pozitif
boyanma olarak kabul edildi ve boyanma heterojenitesi ayrica degerlendirildi.
Timorlerde niikleer boyanma goriilmemesi ‘“Mismatch Repair Gen”

proteinlerinde “kayip” olarak degerlendirdi.

3.10.Sagkalim verilerinin degerlendirilmesi:

Sagkalim analizleri, yasayanlar i¢in operasyon tanisi anindan olim ve
sagkalim bilgisinin son kontrol tarihi olan 2014 yil1 Ocak ayimna kadar gecen
siire, vefat bilgisine ulasilanlar i¢in tan1 anindan 6liime kadar gecen siire “ay”
cinsinden degerlendirilmek suretiyle “Genel sagkalim” iizerinden yapild1. Ilk 3
aya kadar olan erken postoperatif oliimler degerlendirme dis1 birakildi. Bes

yillik sagkalim analizi i¢in gbzlem siiresi 5 yildan az olanlar diglandi.

3.11.Istatistik degerlendirme:

SPSS 18.0 paket programi kullanilarak yapildi. Olgulara ait
klinikopatolojik veriler ve MMR protein IHK sonuglar1 “frekans analizi”,
sagkalim stireler1 “Kaplan-Meier” analizi ile degerlendirildi. MMR protein
ekspresyon kaybi, klinikopatolojik  veriler ve sagkalim siirelerinin
karsilagtirmas1 “nonparametrik testler” (Pearson Ki-kare ve gereginde Fisher’s
exact test) ile yas, timor ¢api, metastatik LN ve TIL sayisi ile diger verilerin
capraz karsilastirmalar1 “Mann-Whitney U testi” ile yapildi. Multivaryans

analizlerde “Cox regresyon analizi” kullanildi.

Tiim analizler i¢in p<0,05 degeri “istatistiksel olarak anlamli” kabul

edildi.
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4.BULGULAR

4.1.Klinikopatolojik Bulgular
Olgularin klinikopatolojik bulgular1 Tablo 9°da 6zetlenmistir.

Yas: Calismaya alman 1002 olgunun yaslar1 22- 94 arasinda olup,
medyan yas 63+12,7 idi (Dagilim: 22-94). Tani aninda olgularin %18’inin
(n=180) 50 yas altinda oldugu goriildii.

Cinsiyet: Olgularm 603’1 (%60,2) erkek, 399’u (%39,8) kadin idi.
Kadinlarin tan1 anindaki yas ortalamasi erkeklere gore daha diisiiktii (medyan
yas 61+13,7’e karsilhik 65+11,9). 50 yas altindaki kadin hasta oraninin
erkeklerden daha yiiksek oldugu goriildii (%22,6’a karsilik %14,9, p=0,001).

Tiimor__Lokalizasyonu: Olgulara ait tiimorlerin 445’1 (%45,4)
rektumda; 324’1 (%32,3) sol kolonda; 223’1 (%22,3) sag kolonda yerlesim

gostermekteydi. Rektum dahil tiim sol kolon tiimérlerinin orant %77,7 (n=779)

id1.

oklu tiimor: Olgularin 64’linde (%6,4) izlendi. Bunlarin 36’s1 (%56,3)
tan1 aninda, 28’1 (%43,8) operasyondan en az 6 ay sonra ve primer timor

bolgesinden farkl bir bolgede tespit edilmisti.

Tiimor Evresi (pT): Tiim timor evreleri degerlendirildiginde olgularin

biiyiik ¢ogunlugunun ileri evrede opere olduklar1 goriilmiistiir. pT4 tiimorlerin

oran1 %79,7 (n=798) iken; pT1 tiimdrlerin orani sadece %1,5 (n=15)’dir.

Lenf Nodu Sayist ve Evresi (pN): Calismaya alman 1002 olgunun

biiyiik ¢cogunlugu pNO evresinde tani almistir (%47,9). Diseke edilen medyan
LN sayis1 14+13,3°dir. Dort yiiz yetmis iki (%47,2) olguda LNM saptanmis
olup ortalama metastatik LN sayis1 2,05+3,8’dir. Sekiz olguda LN diseksiyonu
yapilamamistir ve pNx olarak degerlendirilmistir. LNM saptanmayip satellit
nodiil saptanan olgu sayist 38 (%3,8) olup; bu olgular pNlc kategorisinde

incelenmistir.
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Tiimor Capi: Rezeksiyon materyallerinde medyan tiimér ¢cap1 5+2,3 cm
(Dagilim:1-26 cm) olarak saptanmistir. Coklu tiimorii olanlarda ikinci
timorlerin ¢ap1 ayrica degerlendirilmemistir. Ana timoriin timor capi sag
kolon lokalizasyonunda tiim sol kolon lokalizasyonuna gore daha biiyiik olma

egiliminde oldukari tespit edilmistir (6,13+2,7’e karsilik 5,1£2,2, p<0,05).

4.2.Histolojik Bulgular:

Olgularin histolojik bulgular1 Tablo 10‘da 6zetlenmistir.

.

Tiimor_Tipi: Tiumorlerin %89,6’s1 (n=898) adenokarsinom; %9,8°1
(n=98) miisin6z adenokarsinom; 0,6’s1 (n=6) tash yiiziikk hiicreli karsinom

histolojisinde izlenmistir.

Tiimor Diferansivasyonu ve Derecesi: Adenokarsinom vakalarmin

%380,8’1 (n=727) orta derece diferansiye tiimorlerden olugsmaktadir. Tiimorler
disik ve yliksek dereceli olarak iki gruba ayrildiginda diisiik dereceli
timorlerin adenokarsinomlar i¢inde ki oranmi %91,2 olarak bulunmustur.
(n=821). Timoriin invazyon smirindaki az diferansiye hiicre infiltrasyonu

“budding” ayrica degerlendirilmistir.

Lenfovaskiiler, perinoral invazyon-ve Satellit Nodiil: 1LVi ve PNI

oranlar1 birbiri ile yakin bulunmustur (sirasiyla %25, %23,5). Olgularin toplam
%17,3’iinde de satellit nodiil varlig1 izlenmistir.

4.3.MSI-H Iliskili Histolojik Bulgular:

MSI-H iligkili histolojik bulgular Tablo 11‘de 6zetlenmistir

Tiimor Cevresi Lenfositik Yanat:

Olgularin %385,7’sinde TIL izlenmemistir. TIL izlenen olgularda ise 1
BBA’mnda en fazla 20 lenfosit bulunmustur (ortalama:0,42+1,4, dagilim 1-20
lenfosit/1IBBA). MSI-H fenotip ile iliskili kabul edilen 1 BBA’inda 2 lenfosit
varlig1 baz alinarak yapilan incelemede; 104 olguda (%10,4) TIL sayim
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“pozitif" olarak kabul edilmistir. Crohn-benzeri lenfositik yanit ise 385

(%38,4) olguda saptanmastir.

TIL ve Crohn-benzeri lenfositik yanita iliskin drnekler Resim 4 ve 5’te

verilmistir.

Miisinoz Tiimér Komponenti: Olgularin 343’{inde (%34,4) fokal ya da

diffiiz miisin6z komponentin varligi izlenmistir. Bunlardan biiylik ¢ogunlugu
fokal miisinz diferansiyasyon gostermektedir (n=238, %69,3). Miisindz
komponenti olan olgulardan 39 (%11,3) tanesi tash yiiziik hiicreli timor

komponenti icermektedir. (Resim 6)

Diger Tiimér Komponentleri: Olgularin %5’inde (n=50) mediiller

tiimor komponenti mevcuttur (Resim 6). Bunlar disinda 64 olguda kribriform-
komedo nekrozlu tiimor paterni; 30 olguda mikropapiller timor paterni

izlenmistir.

Kirli Nekroz ve Tiimor Infiltratif Swmirimin  Degerlendirilmesi:

Olgularin yaklasik olarak yarisinda (n=544, %54,3) kirli nekroz varlig:
izlenmistir. Sadece 71 olguda (% 7,1) ekspansif tiimor biiylime paterni
saptannustir. Infiltratif biiyiime paterni gdsteren olgularm 238’inde (%25,5)

tiimOr tomurcuklanmasi “budding” mevcuttur. (Resim 7)

Sag ve sol kolonda verlesen tiimorler karsilastirildiginda;

Sag kolonda yerlesen tiimdrlerde miisindz adenokarsinomlar ve fokal
miisindz diferansiyasyon (sirasiyla %17,5’e karsilik %8,5; %30,5’e karsilik
%21,8, p p<0,0001); kotii dereceli tiimorler (%20’ye karsilik %35,9, (p<0,0001)
tash yliziik hiicreli timor komponenti (%6,7°e karsilik %3,1; p=0,018 Fisher’s
Exact Test), mediiller tiimér komponenti (%10,3’e karsilik %3,5; p<0,0001)
daha sik goriilmektedir. Sag kolon yerlesimli tiimorler ayrica daha ileri evreye
(pT3-pT4) sahiptir (pT3:%83,4’e karsilik %78,7; pT4:%12,6’e karsilik %7,8,
p<0,0001). Sol kolonda yerlesen tiimorlerde ise kirli nekroz orani daha fazla

goriilmektedir (%56’ya karsilik %48.,4, (p<0,0001).
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4.4.MMR Protein Ekspresyon Kaybina Iliskin Bulgular:

Calismaya dahil edilen 1002 olgudan 175 tanesinde (% 17,5) IHK sal
olarak bir veya daha fazla MMR proteininde ekspresyon kaybi izlendi. Bu
olgularm toplamda 60’inda (%6) MLHI1, 124’iinde PMS2 (%12,4), 45’inde
MSH2 (%4,5) ve 72 (%7,2)’sinde MSH6 kaybi1 saptandi. En stk MLH1-PMS2
(n=53, %30,2), izole PMS2 (n=40, %23) ve MSH2-MSH6 (n=24, %13,7)
kaybi1 gozlendi.

MMR kayb1 gosteren olgularda izlenen ekspresyon paterni drnekleri

Resim 8-11’de verilmistir.

Olgularm MMR protein ekspresyon kaybina gore dagilimi Grafik 1°de

verilmistir.
Heterojenite

Timorlerin %39,1’inde (n=392) boyanma yayginligi ve siddetinde
heterojen bir dagilim izlendi. Heterojenite en yiiksek oranda MSH-6 (%19) ve
PMS2 (%15) ekspresyonlarinda izlenmekteydi.

Heterojenite izlenen olgularin dagilimi Grafik 2°de verilmistir
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Grafik 1: Olgularin MMR protein ekspresyon kaybina gore dagihm
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Grafik 2: Heterojenite izlenen olgularin dagilimi
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Resim 4: TIL: Tiimdr infiltre eden lenfositler. Ttimoral glandlar i¢cinde
etraflarinda seffaf halo bulunan lenfositler goriiliiyor (oklar) (HE, x40).

lenfoid agregatlar izleniyor. (HE, x4).
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Resim 6: A-Tash yiiziik hiicreli komponent i¢ceren adenokarsinom. (HE,x20).
B-Mediiller karsinom. Genis eozinofilik sitoplazmali, vezikiiler niikleuslu,
niikleol belirginligi gosteren hiicreler (HE, x20).

it i A 4o RSO N Y Y N ITO u L 5 vl ,\ e
Resim 7: Timor tomurcuklanmasi “budding”. Tiimdriin infiltratif sinirinda

pleomorfik az diferansiye hiicreler dikkat ¢ekici (oklar) (HE, x20).

Bkt N
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Resim 8: MLH1-PMS?2 protein ekspresyonu kaybi. SH2-MSH6 protein
ekspresyonlar1 pozitif,, MLH1 ve PMS2’de ise i¢ kontrol olarak lenfositlerin boyandigi
goriiliiyor. (DAB, x10).

msH2 [*Do#° ¥ g MSHS

Resim 9: MSH2-MSHG6 protein ekspresyonu kaybi. MLH1-PMS?2 protein
ekspresyonlari pozitif, MSH2 ve MSH6’de ise lenfositlerin boyandig1 goriilityor.
(DAB, x10).
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, A msH2 [(Bg _
Resim 10: izole PMS2 proteini ekspresyon kaybi. MLH1-MSH2 ve MSH6

protein ekspresyonlari pozitif; PMS2 ekspresyonunda ise kayip oldugu goriilityor.
MSH?2 ekspresyonundaki heteroien boyanma dikkat cekici. (DAB, x20).

Resim 11: izole MSHG6 protein ekspresyonu kaybi. MLH1-PMS2 ve MSH2
protein ekspresyonlari pozitif; MSH6 ekspresyonunda ise kayip oldugu
goriiliiyor.(DAB, x10).
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4.5.MMR Protein Ekspresyon Kaybinin Klinikopatolojik, Histolojik ve
MSI-H Iliskili Bulgularla Tliskisi

MMR protein ekspresyon kaybi erkeklerde daha fazla goriilmekle
birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. MMR protein ekspresyon
kaybi olan olgular ekspresyon kaybi olmayan olgulara gére daha geng yasta idi
(medyan yas 61+£14,9’¢ karsilik 64+12,1; p=0,01). Sag kolon yerlesimi
(%45,1°e karsilik %17,4; p<0,0001) daha sik, tiimor ¢ap1 daha biiyiik olarak
saptandi1 (6£3,2’¢e karsilik 4,7+2; p<0,0001).

MMR protein ekspresyon kaybi saptanan olgular daha siklikla koti
diferansiye ve yiiksek dereceli tiimorlerden olusmaktaydi. Koétii diferansiye
tiimorlerin; MMR protein ekspresyon kaybi1 saptananlar arasindaki orani %21,7
iken kayip saptanmayanlar arasindaki orani %6,1°di (p<0,0001). Aynm sekilde
diisiik dereceli tiimdrlerin; MMR protein ekspresyon kaybi saptananlar
arasindaki oran1 %78,3 iken kayip saptanmayanlar arasindaki orani %93,9 idi

(p<0,0001).

MMR protein ekspresyon kaybi saptanan olgularda TIL varligi daha
fazla goriilmekteydi (p<0,0001) ve olgularin %?20’sinde TIL sayis1 2’den
biiytiktii (MMR protein ekspresyon kayb1 saptanmayan olgularda bu oran %8,3
idi) TIL sayis1 ortalamas1 0,87+2°di ve ekspresyon kaybi olmayanlara gore

daha yiiksekti (p<0,0001).

Fokal miisindz diferansiyasyon ve miisindz adenokarsinom orani
(sras1yla%?28,6’ya karsilik %22,7 ve%13,7’ye karsilik %9,8; p=0,043) ve
mediiller timor komponenti gosteren olgularin oran; (%14,9’a karsilik %2,9,

p<0,0001) daha yiiksek olarak bulundu.

Timor “budding” orami (%16’a karsilik %25,4, p=0,008) ve kirli
nekroz orant (%41,7°e karsilik %57, p<0,0001) ise daha az oranda
goriilmekteydi.

MMR protein ekspresyon kaybi ile cinsiyet, tiimdr tipleri, timor evresi

(pT), lenf nodu metastaz1 sayist ve evresi (pN), LVI, PNI, satellit nodiil,
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Crohn-benzeri lenfositik yanit, tagh yliziik hiicreli komponent ve tliimoriin
infiltratif smirmin konfiglirasyonu arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.

(Tablo 9)

MMR ekspresyon kaybi gdsteren olgular ile MMR ekspresyonu olan
olgularin, klinikopatolojik, histolojik ve MSI-H fenotipik 6zellikler agisindan
karsilagtirmas1 Tablo 9, 10 ve 11°de; olgularin yas, tiimor ¢api, metastatik lenf

nodu sayis1 ve TIL sayis1 agisindan karsilastirmalar: Tablo 12°de verilmistir

4.6.MLH]1 Ekspresyon Kaybi Gésteren Olgularin Ozellikleri

MLH1 ekspresyon kaybi olan olgularda medyan yas 61+15,82 idi.
MLHI1 ekspresyon kaybi gosteren ve gostermeyen olgular karsilastirildiginda,
MLHI1 ekspresyon kaybi olan tiimdrlerin;

Kadinlarda (%53,3’e karsilik %39, p=0,0027), 50 yas altinda (%30,9’a
karsilik 9%17,8, p=0,02) ve sag kolonda (%66,7 ye karsilik %33,3; p<0,0001)

goriilme oranmin daha yiiksek oldugu goriildi.

Koétii diferansiye tlimor orani1 daha yiiksekti (%34,6°e karsilik %7,2;
p<0,0001). Crohn-benzeri lenfositik yanit (%51,7’e karsilik %37,6, p=0,03),
%50’den fazla miisindz komponent (%15°e karsilik %10,2, p=0,029) ve
mediiller komponenti (%25°e karsilik %3,7; p<0,0001) olanlarda daha fazla
izlendi. (Tablo 11). Ortalama tiimor ¢ap1 (7,1£3,2°e 5,1£2,3, p<0,0001) ve TIL
sayist (1,05+1,7’e karsilik 0,4+1,5; p<0,0001), MLH1 kayb1 gostermeyenlere
gore daha yiiksekti. Metastatik LN sayis1 diisiiktii (1,32+3’e karsilik 2,1£3,9;
p=0,0045). Timor “budding”i ve kirli nekroz ise daha az oranda izlendi
(srrastyla %11,7°e karsilik %24,5; p=0,023 ve %28,3’e karsilik %355,9 1di
p<0,0001).
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4.7.PMS2 Ekspresyon Kaybi Gisteren Olgularin Ozellikleri

PMS2 ekspresyon kaybi olan olgularda medyan yas 61+15,19°di.
PMS?2 ekspresyon kaybi; erkeklerde (p=0,037), sag kolon yerlesimli olgularda
(%47,6’ya karsilik %24,2; p<0,0001), timor diferansiasyonu kotii ve timor
derecesi yliksek olanlarda (% 69,8,’e karsilik % 7,1; p<0,0001), TIL olanlarda
(%0,9+1,8’¢  karsilik %0,4+1,4 p<0,0001), misindz (%15,3’¢ karsilik
%9,8;p=0,044), mediiller (%15,3’¢e karsilik %3,5; p<0,0001) komponente sahip
olanlarda ve kirli nekrozu olmayanlarda (%60,5’a karsilik %43,6; p<0,0001)
daha fazla idi.

Bu olgularda ayrica tiimor capi daha fazla (6+3,4’e karsihik 4,742,1,
p<0,0001), TIL sayis1 ortalamas1 daha yiiksekti (0,85+1,8’e karsilik 0,36+1,4;
p<0,0001).

Timor “budding”t ve kirli nekroz ise MLHI1 kaybi olanlara benzer
sekilde daha az oranda izlendi (sirasiyla %16,9°a karsilik %24,7; p=0,06 ve
%39,5a karsilik %56,4 idi p<0,0001).

4.8.MSH?2 Ekspresyon Kaybi Gosteren Olgularin Ozellikleri

MSH?2 ekspresyon kaybi1 olan olgularda tiimorler daha ¢ok sag kolon
yerlesimli (p=0,05) olup miisindz, tash yiiziik hiicreli karsinom komponenti
daha fazla 1idi (swasiyla p=0,029, p=0,021; ki-kare). Mediiller timor
komponentinin orani; MSH2 ekspresyon kaybi olan olgularda %13,3 iken;
MSH2 ekspresyon kayb1 olmayan olgularda %4,6’di (p=0,021 Fisher’s Exact).
Timor “budding” orani daha azdir (%8,9’a karsilik %24,5, p=0,017). MSH2
ekspresyon kaybi olan olgularda tiimor cap1 daha biiyiik olarak saptandi ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (6+2,9’a karsilik 5+2,3;
p=0,004) daha gen¢ olgulardir (medyan yas 61%13,1°¢ karsilik 63+13,6,
p=0,048).
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4.9.MSH6 Ekspresyon Kaybi Gosteren Olgularin Ozellikleri

Sag kolon yerlesimli tiimorlerde MSH6 ekspresyon kaybi daha fazla
izlendi (%10,3’e karsilik %6,2; p=0,04). MSH6 ekspresyon kayb1 saptananlar
arasindaki yiiksek dereceli tiimorlerin orant %16,9 iken kayip saptanmayanlar
arasindaki oran1 9%8,1°di ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd:

(p=0,016).

LVI orani;; MSH6 ekspresyon kayb1 olan olgularda %13,9 iken; MSH6
ekspresyon kaybi olmayan olgularda %25,9°di (p=0,023). MSH6 ekspresyon
kayb1 saptanan olgularin %20,8’inde TIL sayis1 2’den biiyiik iken; MSH6
ekspresyon kaybi1 saptanmayan olgularin sadece %9,6’sinda 2’den biiyiiktiir ve

istatistiksel olarak da anlamli bulunmaktadir (p=0,003).

MSH6 ekspresyon kaybi olan olgularda medyan yas 60,5+13,’di ve
ekspresyon kaybi olmayan olgulara (63+12,6) gore daha geng¢ yas ortalamasina
sahiptiler (p=0,036). MSH6 ekspresyon kaybi olan olgularda tiimér ¢ap1 daha
biiyiik olarak saptandi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(6+3,5’a karsihik 5+2,2; p=0,002). TIL sayis1 ortalamasi 0,96+2,4’di ve
ekspresyon kaybi olmayanlara gore daha yiiksekti (0,38+1,3; p=0,011
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4.10.Sagkalim

Ortalama izlem siiresi -olgularin operasyonundan sonra gecen siire
iizerinden degerlendirildiginde- 51,87+37,27 ay (Dagilim: 0-145 ay) idi. Bes
olguda operasyon kaydindan baska bir bilgiye, 68 olguda ise son durum bilgisine

ulasilamada.

Sagkalim bilgisine ulasilan 929 olgunun 517‘sinin (%51,6) yastyor oldugu,
412’sinin (%41,1) ise kaybedildigi (eksitus), dgrenildi. Olenlerin 59’u (%14,3)
postoperatif ilk ii¢ ay icerisinde kaybedilmisti. Bu olgular sagkalim analizlerinde

degerlendirme dis1 birakild:.

En az 5 yillik takibi olan 663 olgu degerlendirildiginde olgularin 376 sinin
(%56,7+0,19) bu siirenin sonunda sag kaldigi, 287’sinin (%43,2) ise kaybedildigi
goriildi. Sag kalanlarin medyan yasam siiresi 87,5 + 22,5 ay (Dagilim: 61-145
ay), kaybedilenlerin medyan yasam siiresi 24 ay + 15,25 ay (Dagilim: 4-60 ay)’d1.

4.10.1.Klinikopatolojik veriler-sagkalim iliskisi

Klinikopatolojik verilerin 5 yillik sagkalimla iliskisi Tablo 13°de

verilmistir.

Genel sagkalim siiresini azaltan faktorler; miisindz ve tash yiiziik hiicreli
tiimér komponenti (p=0,000), ileri pT (p=0,000), ileri pN (p=0,000), LVI
(p=0,000), PNI (p=0,000), satellit tiimdr nodiilii varligi (p=0,000), miisindz
(p=0,011) veya tagh yiiziik hiicreli tiimér komponenti varligi (p=0,028), ve tiimor

tomurcuklanmasi “budding” (p<0,0001) olarak goriilmiistiir.

Diisiik dereceli tiimorlerde (p=0,015), TIL izlenen tiimorlerde (p=0,002),
Crohn-benzeri reaksiyonu olanlarda (p=0,002), ve ekspansif tiimorlerde (p=0,007)

ise sagkalim siiresinin daha uzun oldugu goriilmektedir.



Lenf nodu metastazi olmayip satellit tiimorii olan (Nlc) olgularin,
sagkalim siiresi acisindan NO tiimorlerden daha kisa sagkalima sahip olup N1

tiimorlere benzer 6zellik gostermesi dikkat ¢ekicidir (p<0,001).

Multivaryasyon analizlerinde bu parametreler arasmdan ozellikle TIL varh@ sagkalim
tizerinde prediktif degere sahiptir.(odds ratio-OR:2,11; %95 Giivenlik araligrCI:1,25-3,67, p=0,008),
(Grafik 1).

Crohn-benzeri lenfositik yanit (OR:1,56;%95 CI:1,12-2,16, p=0,007)
(Grafik 2) ve timor “budding”inin (OR: 2,28; %95 CI:1,59-3,28, p<0,001)
yoklugunun (Grafik 3). 5 yillik sagkalimla iligkili oldugu goriilmiis, ancak lojistik
regresyon analizlerinde bu 06zelliklerinin prediktif degerinin 6nemini kaybettigi
saptanmistir. Bes yillik sagkalim iizerinden sagkalanlarin eksituslara oranlar1 TIL
varlig1 olanlarda (%13’e karsilik %6,6, p=0.007), Crohn-benzeri lenfositik yanit1
olanlarda (%40,4’e karsilik %30,3, p=0,07) daha fazla; timor “budding”i
olanlarda daha azdir (%17,6’ya karsilik %32,8, p=0,000)

MMR proteinlerinin ekpresyon kaybmin 5 yillik sagkalimla iliskisi Tablo
13“de verilmistir. Genel olarak MMR proteinlerinin ekspresyon kaybi ile sagkalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki izlenmemistir. Heterojenitenin de

sagkalima etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Grafik 3: TIL varlig1 izlenen olgulardaki 5 yillik sagkalim
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Grafik 4: Crohn-benzeri lenfositik yanit varligi olan olgulardaki 5 yillik
sagkalim
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Grafik 5: Tiimor “budding” olan olgulardaki 5 yillik sagkalim
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5.TARTISMA

Kolorektal karsinogenezis ilk olarak 1990 yilinda Vogelstein tarafindan
tanimlanmis (42) ve sonra hizla yeni karsinogenezis basamaklar1 ortaya atilmastir.
Bu siire¢ igerisinde bir¢ok molekiiler gelisim basamagi aydinlatilmig ve yeni
karsinogenezis yolaklar1 tanimlanmistir. KRK hastalarinin bireysel hedefe yonelik
tedavi protokollerinin ve prognozlarinin belirlenebilmesi icin bu yolaklarin

tanimlanmas1 6nem tasimaktadir.

Kolorektal karsinogenezis yolaklarindan birisi olan MSI yolag1 sporadik
kolorektal kanserlerin %15-20’sinden ve HNPCC (Lynch Sendromu) ile iligkili
timorlerden sorumludur (5-7). Lynch Sendromu tiim KRK’lerin %2-5’nin
gelisiminden sorumlu olan (80) ve MMR genlerinde mutasyonla karakterize
otozomal dominant geg¢is gosteren bir sendromdur(7). Kolon kanseri yani sira
endometrium, pelvis renalis, ince barsak ve iireter tiimor insidansinda da artma
goriiliir. Erken yasta senkron ve metakron tlimorler ile seyreden ve ailenin birgok
jenerasyonunu etkileyen bir sendrom(34) olmasi nedeniyle Lynch Sendromlu
bireyi tamimak diger aile bireylerinin kanser gelismeden taranabilmesine ve hasta

yonetiminin daha etkili yapilabilmesine olanak vermektedir.

Lynch Sendromu agisindan genetik inceleme yapilacak hasta se¢imi icin
bircok yonerge altin standart olarak PCR-tabanli MSI-test yapilmasini
onermektedir (6,7). Ancak MSI-test, hem maliyetinin yiiksek olusu hem de zaman
alict olmasi acisindan tarama amaglh kullanilabilecek bir yontem degildir. Bu
yiizden son yillarda 6zellikle IHK’sal olarak belirlenen MMR proteinlerinde
ekspresyonun kaybmin analitik duyarliligi ile PCR-tabanli MSI-test sonuglarini
karsilagtiran ¢alismalar yapilmistir ve duyarliligin benzer oranlarda oldugu
saptanmustir ~ (16,85,88). Bu bilgiler 1513inda IHK’sal olarak MMR protein
ekspresyonu kaybinin gosterilmesi Lynch Sendromu tanisal algoritmasinda ilk
basamaga alinmugtir. IHK’min dogrudan MMR protein ekspresyonunu veya
kaybmi gostermesi ve mutasyon analizini direkt olarak protein kaybi bulunan
gene yonlendirebilmesi ek bir avantaj olarak gosterilmektedir(5). Ayrica sporadik

kolorektal kanserlerde de MMR protein kaybinin goriilebilmesi ve bunun tedavi



yanit1 ya da prognozu ongdrmedeki halen arastirilan olasi rolii nedeniyle tiim
KRK’de refleks IHKsal ¢alisma yapilmasini neren yayinlar da mevcuttur(7,18).
Bununla birlikte IHK sal incelemenin degerlendirilmesinde MMR proteinlerinin
in vivo kosullardaki heteodimerizasyonu (birbirine bagli olmas1) nedeniyle bazi
zorluklar bulunmaktadir. Protein kayb1 izole olabilecegi (izole MSH6, izole PMS?2
kayb1) gibi, bir baska protein kaybiyla da birliktelik (kombine MLH1-PMS2,
MSH2-MSH6 kaybi gibi) gosterebilmektedir. Bu nedenle literatiirde THKsal
tarama i¢in secilecek antikorlarin hangileri olmasi gerektigi ile iliskili farkl

yaklagimlar bulunmaktadir (17,85).

MSI tiimorlerin tespiti ayrica hasta sagkalimi hakkinda prognostik bir
belirteg olmas1 ve KT se¢ciminde prediktif 6nem tasimasi nedeniyle de dnemlidir.
Yapilan bir¢ok calismada sporadik MSI tiimorlerin, MSS tiimorlere gore daha iyi
prognoza sahip oldugu; genel sagkalimlarmin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir
(114,115). Bununla birlikte MSI-H tiimorlerin, KRK’lerin klasik tedavisinde
kullanilan 5-FU bazli KT’ye genellikle kotii yanit verdigi de bildirilmektedir
(6,93). Bu yiizden KT secimi 6ncesi MSI durumunun bilinmesi hasta bazli tedavi

modalitesinin se¢iminde 6nemli yer tutmaktadir.

Bu calismada MMR protein kaybin1 6ngdérme degeri olabilecek histolojik
ya da klinik (yas, cinsiyet, lokalizasyon) parametreler incelenmis, IHK’sal
inceleme sonuglarma dayanarak MSI olasiligin testi i¢in aday olgu profilinin

belirlenip belirlenemeyecegi arastirilmistir.

Calisma kapsaminda 1002 olguda klinikopatolojik veriler (yas, cinsiyet,
timor lokalizasyonu, tiimor c¢api, senkron-metakron tiimor), histolojik veriler
(tiimdr tipi, tiimdr derecesi, pT, pN, lenf nodu metastazi sayis1, LVI, PNI, satellit
nodiil varligr) ve MSI-H fenotip iliskili histolojik veriler (TIL, Crohn-benzeri
lenfositik yanit, miisindz timoér komponenti, tasl ylizilk hiicreli timor
komponenti, mediiller tiimoér komponenti, mikropapiller tiimér komponenti,
kribriform-komedo nekrozlu tiimor komponenti, kirli nekroz varligi, timor
“budding” varhigi, timoriin infiltratif sinir1) degerlendirilmis; Ocak 2014 tarihi
itibari ile olgularin genel sagkalim verileri elde edilmis ve IHKsal olarak

degerlendirilen MMR protein ekspresyon kayiplari esliginde yorumlanmistir.

5.1.MMR Protein Ekspresyon Kaybi



Olgularin 175’inde (%17,5) DNA MMR proteinlerinden en az bir
tanesinde ekspresyon kaybi goriilmiistiir. Farkli ¢aligmalarda sporadik KRK’da
MMR ekspresyon kaybinin %20’lere kadar ¢iktig1 goriilmektedir (8,112). MMR
proteinlerinde ekspresyon kaybi gdsteren olgularn 60’mmda MLHI, 124’linde
PMS2, 45’inde MSH2 ve 72’sinde MSH6 kaybi1 saptanmis olup; oranlar1 sirasi ile
%6; %12,4; %4,5 ve %7,2°dir. Ayrica olgularin 53’iinde (%30,2) MLH1-PMS2;
24’tinde (%13,7) MSH2-MSH6 ekspresyon kaybi birlikte izlenmistir. Higbir
olguda izole MLHI kayb1 saptanmazken; 40 olguda izole PMS2; 22 olguda izole
MSH6 kaybi, 5 olguda da izole MSH2 kaybi saptanmistir (%4; %2,2; %0,5
sirastyla). DNA MMR kaybi saptanan olgularin biiylik cogunlugu literatiirle
uyumlu olacak sekilde MLH1 veya MSH2 kayb1 (%60°1) gdsteren olgulardan
olusmaktadir (5). MSH2 ekspresyon kaybi genellikle germline mutasyonlar
sonucunda meydana gelirken; MLHI1 ekspresyon kaybi germline mutasyonlar
yani sira somatik hipermetilasyonlar sonucu da olusabilmektedir, bu nedenle en
sik goriilen ekspresyon kayiplarindandir (90). Ancak serimiz icerisinde onceki
caligmalarin cogundan farkli olarak en fazla ekspresyon kaybi gdsteren proteinin
PMS2 (%12,4) olmas1 dikkat g¢ekicidir (8,18,85,109). En sik gozlenen MMR
protein kayiplarinin nedenleri ¢ok 1yi bilinmemekle birlikte Chew ve ark.’larmin
Asya wkindan 50 yas alti, 240 olgudan olusan serilerinde en fazla ekspresyon
kayb1 gosteren proteinin %13 orami ile PMS2 olarak saptanmis olmasi bu
ekspresyonlarda cografi ve wksal degiskenliklerin de rol oynayabilecegini

disiindiirmektedir (116).

MMR  protein  ekspresyon  kaybi  heterodimerler  seklinde
degerlendirildiginde en fazla goriilen kombinasyon MLHI1-PMS2 kaybi
birlikteligi olmustur ve bu sonug literatiir ile uyumludur (9,18,110). MLH1-PMS2
kayb1 daha ¢ok sporadik MSI tiimorlerde, MSH2-MSH6 kaybi ise daha ¢ok Lynch
Sendromu iligkili MSI tiimorlerde gozlenmektedir (61)

5.1.1. MMR Protein Ekspresyon Kaybimin Klinikopatolojik Veriler ile
Iliskisi

Yas: Calismamizda MMR protein ekspresyon kaybi olan olgularda tiimor
saptanma yasi protein kaybi olmayan olgulara gére anlamli olarak daha diistik

olarak bulundu. Onceki calismalar da Lynch Sendromu iliskili tiimdrlerin



sporadik KRK’lara gére daha erken yasta basladigi konusunda hemfikirdir (8,82).
Sporadik gelisen ve MMR proteinlerinde ekspresyon kaybi gosteren tiimorlerde
ise yas aralig1 biiyiik ¢cogunlukla 50 ile 74 yaslar arasinda saptanmustir (8,114).
Serimizdeki 50 yas alt1 olgular1 inceledigimizde %28,2’sinde MMR protein
ekspresyon kayb1 saptadik ve bu oran 50 yas iistii ekspresyon kaybi saptanmayan
olgularm oranindan (%14,7) anlaml olarak ytliksekti. MMR protein ekspresyon
kayiplar1 tek tek incelendiginde MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6 kaybinin da yine
50 yas altindaki olgularda anlamli olarak daha yiiksek oranda oldugu goriildii bu
bulgu da 6nceki caligmalar ile uyum igerisindeydi (80,82).

Cinsiyet: Calismaya alinan olgular icerisinde kadinlarin oranm1 daha diisiik
(%39,8) olmakla birlikte MLH1 ve PMS2 ekspresyon kaybi gozlenen olgularin
gozlenmeyenlere gore kadinlarda daha fazla olmasi; genel MMR kaybi1 ve MSH2
ve MSH6 kaybinda bu iliskinin olmayis1 ve PMS2 kayb1 gozlenen olgular genel
olarak degerlendirildiginde erkeklerin daha fazla olmasi dikkat c¢ekiciydi.
Literatirde MMR protein ekspresyon kaybi olan olgular icerisinde kadin
oranlarinin yiiksek oldugu gdsteren yayinlar olmakla birlikte cinsiyet agisindan
anlamlilik saptamayan yaymlar da mevcuttur (115-117). Ancak Belizzi ve
ark’nin, serilerindeki Lynch Sendromu iligkili tiimorlerde kadin erkek cinsiyeti
acisindan fark saptanmamisken; sporadik MSI tiimorlerde kadin cinsiyetin

baskinligindan s6z eden ¢alismasi ilgi ¢ekicidir (118).

Cap: MMR protein ekspresyon kaybi gosteren tiimorlerin daha biiyiik
caplara ulastigin1 gosteren bir¢ok calisma mevcuttur (115-119). Biz de MMR
protein ekspresyon kaybi olan olgularda tiimor capmin daha biiyiik oldugunu
saptadik. MMR protein ekspresyon kaybmin ve MSI-H tiimorlerin daha ¢ok sag
kolon yerlesimli tiimorlerde fazla olmasi (8,18,82) tiimdr capinin biiytikligl ile

iligkilendirilebilir bir bulgu gibi goriinmektedir.

Lokalizasyon: Serimizde MMR kayb1 gosteren tiimorler icerisinde sag
kolon yerlesimi 6ne ¢ikmaktadir. Aslinda sag kolon tiimorlerinin orani rektum
dahil sol kolon tiimérleriyle karsilastirildiginda daha azdwr ancak MMR kaybi1
gostermeyen olgulara kiyaslandiginda yine sag kolon baskinligi goriilmektedir.
Chapusot ve ark.’t MMR ekspresyon kaybi1 olan tiimorlerde sag kolon

yerlesiminin %35 oraninda bulundugunu ve bu lokalizasyonun kotii diferansiye



tiimor gelisimi ile birlikteMMR kayb1 i¢in sensitivitesi yiiksek bir prediktif degeri
oldugunu wvurgulamistir (120). Serimizdeki coklu tiimdrlerle MMR protein

ekspresyon kaybinin bir iligkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Evre: MSI-H fenotip tiimdrlerin tiimor invazyon derecesi (pT) yliksek
olma egilimindeyken; genel TNM evreleri diisiik olmaktadir. Genellikle lenf nodu
metastazlarinin az oldugu kabul gérmiistiir (115). Serimizdeki olgularda ise MMR
kaybi ile pT ve pN arasinda bir iligki saptanmamistir. Bunda olgularin evrelere
gore dagiliminin heterojen olmayis1 ve tliimorlerin %80’inin T3 evresinde
olmasinin rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. Raut ve ark.’lar1t MMR kayb1 olan
vakalardaki LNM oraninii; MMR kayb1 olmayan vakalara gore daha diisiik olarak
(%35,3%e karsilik %57,5) saptamislardir (115). Fakat bu ¢alismada pN1c olgulari
lenf nodu metastazi olmayan gruba dahil edilmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 38
olguda izlenen pNlc evresi ayr1 bir kategori olarak degerlendirilmis ve MMR
kaybr ile bir iliskisi olmamakla birlikte karsilastirilan diger parametreler agisindan
pN1 kategorisinden bir farkinin olmamasi1 bu grup tiimorlerin pN1 igerisinde

degerlendirilmesini desteklemesi agisindan anlamli bulunmustur.

5.1.2.MMR Protein Ekspresyon Kaybinin Histolojik Veriler ile Iliskisi

Tiimor tipi ve diferansiyasyon: Calismamizda kotii diferansiye tiimorlerin;
MMR protein ekspresyon kaybi saptananlar arasindaki orani ekspresyon kaybi
gostermeyenler arasindaki oranindan anlamli olarak daha yiiksektir (%21,7’e
karsilik %6,1°dir. Bu fark o6zellikle MLH1 ve PMS2 ekspresyon kaybi
gosterenlerde ortaya ¢ikmaktadwr. MMR protein ekspresyon kaybi saptanan
olgularm daha siklikla kotii diferansiye ve yiiksek dereceli tiimorlerden olustugu
bildirilmekle birlikte (114-119) MMR ekspresyon kaybini1 6ngdrmedeki prediktif
degerinin diisiik oldugu da one siiriilmektedir (8,120). Ancak Bethesda kriterleri



icerisinde bu tiir tiimorlerin varligmin halen tanimlaniyor olmasi bu tiir tiimdrlerin

[HKsal olarak taranmasini halen gerekli kilmaktadir.

Fakat bu tlimorlerin tanist her zaman kolay degildir ve farkli ¢aligmalarda
farkli kategoriler icerisinde degerlendiriliyor olmalar1 ¢alisma sonuglarini
yorumlamay1 giiclestirmektedir. Ornegin mediiller tiimdrler tiim KRK’lar
icerisinde oldukca az bir orana sahiptirler. Bu ylizden ¢alismalarda genellikle kotii
diferansiye tiimorler igerisine alinarak degerlendirilmektedirler (110). Bizim
serimizde de mediiller timor benzeri alanlar1 olan andiferansiye veya koti
diferansiye tiimorleri mediiller timorden ayirt etmek sorunlu olmustur. Mediiller
karsinomu olan olgulardan birinin ¢oklu tiimoriiniin olmasi senkron olarak
gelismis 2. tlimoriiniin miisindz adenokarsinom histolojisinde olmasi1 dikkat
cekicidir. Mediiller tiimér komponenti olan olgular igerisinde MMR protein
ekspresyon kayb1 olan olgularin oranmi (%14,9’a karsilik %2,9) da olmayanlara
gore anlaml olarak yiiksektir. Alexander ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada
MMR ekspresyon kaybi saptanan olgularin yaklasik olarak %25’inde mediiller
timor komponentinin varligindan séz edilmis ve MMR ekspresyon kaybi

ongormede ki spesifitesinin %97 oldugu vurgulanmistir (112).

MSI tiimorler icin bir diger fenotipik 06zellik miisindz timor
komponentidir. Bircok ¢alismada da miisin6z komponentin MMR ekspresyon
kayb1 i¢cin en onemli prediktif 6zellik oldugu ortaya konulmustur (109-119). Bu
calismada da fokal miisindz diferansiyasyon ve miisindz adenokarsinomun MMR
protein ekspresyon kaybi olan olgulardaki oran1 anlamli olarak yiiksekti. Ancak
sagkalim analizlerinde miisin6z komponent varligi 50 yas lstiinde sagkalimi
etkilemezken 50 yas altinda daha kisa sagkalimla iligkili oldugu goriilmiistiir.
Grenson ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 528 olguda MMR ekspresyon kaybi1
olan tiimorlerden %29,1°’unda fokal miisin6z diferansiyasyon, %28,6’inde >%50
miisindz komponent igerdigi goézlenmistir (110). Yine ayni ¢alismada MSI-H
fenotip i¢in miisindz komponent varli§mnin sensitivitesinin %67,3; spesifitesinin

%81,9 oldugu bildirilmistir.

TIL: MSI-H fenotipik tiimorlerin en fazla dikkat ¢eken histolojik 6zelligi
tiimore karsi gelisen lenfositik yanittir. Bu lenfositik yanitlar icerisinde de TIL

sayis1 onemli bir yere sahiptir (108). Literatiirde TIL sayiminin yontemi hakkinda



goriis birligi yoktur. IHK’sal olarak T hiicre markerlar1 (CD3 ya da CDS)
kullanirak yapilan TIL sayimlari; HE ile boyali preparatlardan yapilan sayimlara
gore daha yiiksek saptanmistir (110,112). Kullanilan TIL sayim yontemine gore
de MSI-H fenotip ile iliskili olabilecek TIL esik degeri degismektedir. IHK ’sal
yontemler ile TIL sayimi yapilan ¢alismalarda esik deger olarak 4-7 lenfositi baz
alan makaleler mevcutken (112,121); HE preparat ilizerinden sayim yapan
arastirmacilar 2-3 lenfositi esik deger olarak kullanmislardir (110,122). Greenson
ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada HE iizerinden sayim yapilmis; MSI-H
fenotip acisindan en anlamli esik degerin 2 lenfosit oldugu bulunmustur. Bu
calismaya gore 1 BBA’inda 2 ve istli lenfosit varligt MSI-H fenotip agisindan
%90,4 sensitif; %76,7 spesifiteye sahip prediktif bir deger oldugu
savunulmustur(110). Biz de c¢alismamizda MMR protein ekspresyon kaybi
saptanan olgularda TIL sayist ortalamasmi 0,87+2 saptadik ve ekspresyon kaybi
olmayanlara gore daha yliksek ortalamaya sahip oldugunu belirledik. Esik deger
olarak Greenson ve ark.’min 6nerdigi bicimde 2 lenfosit degerini kullandik (110).
Bu degerlendirmeye gore MMR protein ekspresyon kaybi saptanan olgularin
%20’sinde TIL sayist 2’den biiyiik iken; MMR protein ekspresyon kaybi
saptanmayan olgularmm sadece %8,3’linde 2’den biiylik olarak saptandi ve
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. TIL varlhig1 6zellikle MLH1, PMS2 ve
MSHG6 kaybi1 olan olgularda belirgin saptanmaistir.

Crohn-benzeri lenfositik yanit: Bir diger tiimore karsi gelisen lenfositik
yanit paterni de Crohn-benzeri lenfositik yanmittir (108,115). Crohn-benzeri
lenfositik yanit; calismamizda MMR ekspresyon kaybi saptanan olgularin
%43.,4’linde saptanmistir. Ancak sadece MLHI1 kaybi1 olan olgulardaki orani
anlamhdir. Alexander ve ark.’nmn yapmis oldugu 204 olguyu igeren caligmada
MSI-H fenotipik tiimorlerde bu oran %49’a kadar ¢ikmaktadir (112). Fakat MSI-
H fenotip agisindan prediktif degerinin diisiik oldugu vurgulanmistir (120). Bu
reaksiyonun bireyin immun sisteminin tiimore karsi vermis oldugu bir yanit
oldugu ileri siirtilmektedir. Bu ylizden metastaz orani diislirdiigii, bir miktar

sagkalimi artirdigi savunulmaktadir (120).

Biiyiime paterni: Timor gevresi lenfositik yanit yanisira tiimoriin biiytime
paterni de MSI-H fenotip agisindan fikir verebilmektedir (8,109). Joost ve
ark.’min yaptig1 bir calismada ekspansif biliylime paterni MMR ekspresyon



kaybmi gosteren en anlamli parametre olarak ortaya ¢ikmaktadir (8). Bizim
calismamizda ise bu yonde bir iligki bulunmamaistir. Bu duruma ekspansif biiyiime
paternine sahip olgularin oraninin ¢ok diisiik olmasinin neden olmus olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Tiimér “budding”: Infiltratif biiyiime paternine sahip tiimorlerin bir
kisminda izlenen dediferansiye hiicreler (tiimor tomurcuklanmasi- “budding”)’in
de olumsuz prognostik bir parametre oldugunu bildiren yaymlar mevcuttur
(14,106). Ancak tiimor “budding” daha siklikla MMR protein ekspresyon kaybi1
gostermeyen olgularda goriilmektedir (123). Bizim calismamizda da tiimor
“budding” orani; MMR protein ekspresyon kaybi olmayan olgularda anlamli
olarak yiiksektir. Kevans ve ark.’nin yapmis oldugu calismada da 258 evre 11
KRK olgusunda tiimér “budding” saptanan tiimorlerin %48’inin MSS oldugu
bulunmustur (123). Bizim serimizde de tiimor “budding” olan olgularda MLHI,

PMS2, MSH2 ve MSH6 kaybi daha az oranda saptanmistir.

Kirli nekroz yoklugu: Son yillarda MSI-H fenotip ile iliskilendirilen bir
diger histolojik parametre kirli nekrozun bulunmamasidir (110). Yine Greenson
ve ark.’nin incelemis oldugu seride kirli nekrozun bulunmamast MSI-H fenotip
acisindan %382,7 sensitivite; %76,6 spesifiteye sahip oldugu ortaya konmustur
(110). Bizim ¢alismamizda da kirli nekroz orani; MMR protein ekspresyon kaybi1
olan olgularda %41,7 iken; MMR protein ekspresyon kayb1 olmayan olgularda
%57 idi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,0001).

MMR kaybr ile iliskili olarak genel olarak ortaya c¢ikan ozellikler her
protein ekspresyon kaybinda farkli oranlarda olmakla birlikte; 50 yasinda altinda
daha sik goriilme, sag kolon yerlesimi, kotii diferansiye ve yiiksek dereceli
tiimorler, miisindz, mediiller komponent ile birliktelik, artmis oranda TIL, Crohn-
benzeri lenfositik yanit ile tiimor “budding”i ve kirli nekroz oraninin azligi olarak

gozlenmistir.
5.1.3.MMR Protein Ekspresyon Kaybimin Genel Sagkalim Uzerine Etkisi

MSI’nin KRK i¢in sagkalim iizerine prognostik bir belirte¢ oldugu
bilinmektedir (114,115). Bircok calismada MMR ekspresyon kaybinin hastaliga
bagl sagkalimi olumlu yonde etkiledigi vurgulanmistir (114-119). Gafa ve



ark.’nin yapmis oldugu bir calismada sporadik KRK’da histolojik parametreler
(timor capi, lokalizasyonu, diferansiyasyonu, miisin igerigi, mediiller 6zelligi,
lenfositik yaniti, ekspansif biiylime paterni) ile MSI durumunun hastalifa bagh
sagkalim tizerine etkileri arastirilmistir ve hastalia bagli sagkalimi artiran en
onemli prediktif degerin MSI durumu oldugunu saptamislardir (124). Bizim
calismamizda olgularin sadece genel sagkalim bilgilerine ulasilabilmistir. MMR
ekspresyon kaybi olan hastalarda medyan beklenen genel sagkalim orani daha
digiiktiir. Sagkalimi etkileyen faktorler arasinda izlenen TIL, Crohn-benzeri
lenfoid reaksiyon ve tiimor tomurcuklanmasinin da lojistik regresyon
analizlerinde Ongoriicii 6nemini kaybettigi goriilmiistiir. Bulgularin literatiirden
farkli olmasinm, bunlarin goriildiigii timorlerin tiim ¢alisma grubu igerisindeki
oranmnin ¢ok diisiikk olmas1 ve “hastaliga” bagli sagkalim bilgilerine ulasilamamais
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Olgularin 6liim nedenleri net olarak

bilinmemektedir.

5.2.MMR Ekspresyon Kaybinin Belirlenmesinde IHK ’nin Rolii

1990’lh yillarin yarisindan itibaren PCR-tabanli germline mutasyon
analizine karsilk MMR proteinlerine kars1 IHK’sal antikorlar gelistirilmeye
baslanmustir (85). Ik gelistirilen antikorlar MSH2 ve MLH1’dir. Ik yillarda
MSH2’de elde edilen IHK’sal sonuglar PCR ile yakin korelasyon gosterirken;
MLHI1’de meydana gelen somatik mutasyonlar nedeni ile korelasyon daha diisiik
olarak saptanmistir (17). Bunun sonucunda PMS2 ve MSH6 icin antikorlar
gelistirilmis; dort antikor ile degerlendirilen olgularda PCR-tabanli germline

mutasyon analizleri ile uyumluluk artmistir (17).

IHK, PCR-tabanli MSI test analizine kiyasla olduk¢a kolay ve birg¢ok
patoloji laboratuvarinda uygulanabilir bir tekniktir. Patologlar bir¢ok merkezde
klinik bilgiye ulagsmada giicliik yasamaktadir. Histolojik diizeyde Lynch
Sendromu ya da MSI-H fenotipten kusku duyulan vakalarda 6n tarama amaciyla
[HK’sal olarak MMR protein ekspresyon kayb1 bakilabilmekte ve gerek goriilen
vakalarda germline mutasyon analizlerine yonlendirilmektedir (5). Son yillarda
yapilan ¢alismalar dort antijeni iceren (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) IHKsal

incelemenin analitik duyarliligmmn PCR-tabanli MSI testle benzer oldugunu



ortaya koymaktadir (16,17, 85,89). Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda IHK nin
sensitivitesinin %27-100; spesifitesinin %43-100 arasinda oldugu saptanmustir.
Fakat bu meta analiz i¢erisinde 2 antikor (MLH1 ve MSH2) ve 4 antikor (MLH1-
PMS2, MSH2-MSH6) ile c¢alisilan arastirmalar ayni1 analiz igerisinde
kullanilmistir (86). Shia ve ark.’larmin yapmis olduklari literatiir derlemesinde ise
sonuglar iki farkli grupta incelenmis ve 4 antikoruda iceren IHK sal incelemenin

sensitivitesinin %92 oldugu saptanmustir (17).

Gilinlimiizde germline mutasyon analizi i¢in segilecek olgularda
kullanilacak altin standart test PCR-tabanli MSI testidir. Fakat Bethesda
yonergelerinde belirlenen KRK’ya 6zgii 5 adet mikrosatellit bdlgesine yonelik
yapilan mutasyon analiz yontemi olan PCR-tabanli MSI test, olduk¢a pahali bir
yontemdir. Ayn1 zamanda her patoloji laboratuvarinda uygulanabilecek kolaylikta
olmayip, o6zel ekipman yam sira; yorumlanabilmesi i¢in 06zel deneyim

gerektirmektedir.

Ayrica IHK sal olarak saptanan MMR protein ekspresyon kayiplar1 direkt
olarak ilgili gen mutasyonu hakkinda bilgi verebilmektedir. Boylece sadece
mutant olan gene yonelik germline mutasyon analizi yapilabilmekte ve toplam

maliyet agisindan oldukga avantaj saglayabilmektedir (5,85).

Fakat IHK’sal yontemin bir takim sinrrhiliklar1 bulunmaktadir. Bu
simirhiliklarm bir kismi yontem kalitesi ile ilgilidir. Literatiirde boyanma sorununa
dair baslica ii¢ problemden s6z edilmektedir. Bunlar fokal boyanma (heterojen ya
da zayif boyanma), internal kontroliin boyanmamas1 (genellikle negatif boyanan

tiimorlerde) ve sitoplazmik boyanma olarak siralanmaktadir (85).

Bizim olgularimiz arasinda 392’sinin (%39,2) heterojen boyanma 6zelligi
gosterdigini saptadik ve en fazla heterojenite gosteren antikorun MSH6 (%22,1);
en az heterojenite gosteren antikorun MLH1 oldugunu gordik (%12,1).
Literatiirde bu konu flizerinde fazla durulmamakla birlikte birkac makalede
heterojenite Ozelliginin siklikla MLH1 ve MSH6 antikorunda goriildigi
belirtilmektedir (85,125). Heterojen boyanmanmn mekanizmasi tam olarak
aydmlatilamamistir. Fakat tiimor dokusunun mikrogevresel faktorleri nedeniyle;
fokal alanlarda meydana gelen hipoksi sonucunda olusan oksidatif stresin bu

boyanma paternine yol agtigini savunanlar bulunmaktadir (126). Ayrica dokunun



hizlica tespit edilmesi ve doku takibinin dogru bir sekilde yapilmasi heterojen

boyanma sorununu bir miktar ¢ézebilmektedir (85).

Heterojen  boyanma  6zelligi  kiiciik  biyopsi  materyallerinin
degerlendirilmesinde sorun yaratabilmekte ve yanlis negatif sonuglara yol
acabilmektedir. MMR proteinlerinin heterodimer olarak kayip gostermesi bu
sorunu bir miktar ¢ozebilmekle birlikte izole MMR protein ekspresyon kaybi
olabilecegi de akilda tutulmalidir. Bu yiizden MMR proteinlerinin IHK ’sal olarak

degerlendirilmesi zorunlu kalinmadikga kiiciik biyopsilerde yapilmamalidir.

[HK’sal yontem sorunlarindan bir digeri de o6zellikle negatif olarak
saptanan tiimorlerde i¢ kontrollerinde (tiimor i¢i lenfositler, stromal hiicreler,
cevre kolon mukozasi) boyanmamasidir. Literatiir incelendiginde bu olgularin
calisma kapsamindan c¢ikarilmis olduklar1 goriilmiistiir (17,85). Bu durumda
onerilen ITHK’nmn tiimoriin farkhi alanlar1 kullamilarak tekrarlanmasidir. Ikinci
[HK’sal inceleme sonucunda da i¢ kontrollerde boyanma elde edilmemesi
durumunda [HK’sal olarak anormal bir boyanma paterni oldugunun
sOylenmesinin faydali olacagi savunulmustur. Shia ve ark’nin yapmis oldugu bir
calismada endometrial karsinomlarda MMR ekspresyonu arastirilmis ve bir
olguda MSHS6 i¢in i¢ kontroller de dahil olmak iizere boyanma elde edilememistir
ve yapilan germline mutasyon analizinde MSH6 geninde mutasyon saptanmustir.
Calismanin vurguladigi bir diger konu bu olguda MSI testi ile 5 adet mikrosatellit
bolgesinin hi¢ birinde mutasyon saptanmamis olmasidir (85). Biz de
calismamizda 57 (%5,6) olguda 4 antikorun hi¢ birinde i¢ kontrol boyanmasi da
dahil olmak tizere boyanma elde edemedik. Tiimoriin farkli bir alanindan tekrar
ettigimiz IHK ’sal ¢alismada 44’iinde (%4,4) i¢ kontrollerin boyanmis oldugunu
saptadik. Fakat 13 olguda tekrar boyanma sonucunda da i¢ kontrol boyanmasi

elde edemedik ve calisma digina ¢ikardik.

Bir diger problem olan sitoplazmik boyanma o6zelligi, degerlendirilen
anlamli boyanmanin niikleer boyanma olmasi nedeniyle c¢ok fazla problem
yaratmamaktadir. Literatiirde bu konu cok fazla irdelenmemis olup; bizim
calismamizda en fazla sitoplazmik boyanmanin MSH6 antikorunda oldugunu
izledik. Ancak niikleer boyanmanin ayirt edilebilir kontrasti nedeniyle

degerlendirme gii¢liigli yasamadik.



Calismamizda saptadigimiz bir diger problem de ekspresyon kaybi
saptanan olgularda ki alisilagelmisin disindaki kombinasyonlardi. izole ve
heterodimer ekspresyon kayiplar1 disinda 1 olguda MLH1-PMS2-MSH2 kaybi, 3
olguda MLH1-PMS2-MSH6 kaybi, 11 olguda MSH2-MSH6-PMS2 kayb1 4
olguda MSH2-PMS2 kaybi, 12 olguda MSH6-PMS2 kaybi birlikte izlendi. Bu
goriilmesi beklenmeyen MMR protein kaybi1 kombinasyonlar1 makro-array
yonteminden kaynaklanmis olabilecegini  Ongoérdiikk. Makro-array  i¢in
kullandigimiz 5 cm capa sahip doku; heterojen bir tiimoriin negatif bir alanini
temsil ediyor olabilir bu nedenle yanlis negatiflige neden olmus olabilecegini
diisiindiik. Ayrica son yillarda ortaya atilan bir teoriye gore de bazi Lynch
Sendromuna sahip bireylerde zaman igerisinde sekonder bir mutasyon olusmakta
ve alisilagelmisin disinda THK’sal boyanma sonuglarina neden olmaktadir (17).
Ornegin herediter olarak MLH1-PMS2 geninde mutasyon tasiyan bir bireyde
zaman icerisinde MSH6 geninde somatik bir mutasyon gelisebilmektedir. Bu
anormal kombinasyonlar  genellikle = MSH2-MSH6-PMS2  proteinlerinde
saptanmakta; nadir olarak gelismekte ve karsinogenezise yol acgan siire¢ diginda

gelistigi savunulmaktadir (85).

MMR protein ekspresyon kaybinin MSI-testle korele edilmemis olmasi
calismamizdaki heterojen boyanmalarin agiklamasmmi ve Ornegin daha c¢ok
sporadik tiimorlerde rastlanan MLHI1-PMS2 kaybi ile herediter tiimdrlerde daha
sik rastlanan MSH2-MSH6 kaybinin serimiz igerisindeki klinikopatolojik verilerle
karsilastirilmasmi olumsuz etkilemistir. Buna ragmen MMR protein kaybmin
tespiti serimizdeki olgularin degerlendirilmesinde 6nemli bir basamak oldugunu

diisiiniiyoruz.

Calismamiz su ana kadar Tirkiye’de bu konu iizerine yapilmis en genis
serilerden birini olusturmaktadir ve literatiirde MSI-H fenotip ile iliskili olarak
kullanilan neredeyse biitiin histolojik parametreleri icermektedir. Degerlendirilen
parametrelerin biiyiik cogunlugunda literatiirle uyumlu sekilde anlamli sonuglar
elde edilmistir. Uygulanan IHK’sal boyama icin makroarray-multiblok
hazirlanmas1 diisiik biitce ile fazla sayida olgunun c¢alismaya alinmasma olanak
saglamistir. Makroarray boyutu olarak en biiyiik boyut olan 0,5 cm ¢ap se¢ilmis
ve miimkiin olan en genis alan degerlendirilmistir. Kolonoskopik biyopsilerin

ideal olarak 0,2-0,3 cm’lik biyopsiler seklinde alindig1 distiniildiigiinde



degerlendirilen alan kii¢iik biyopsi boyutundan biiyiik oldugu goriilmektedir.
Ayrica bir preparat lizerinde birden fazla doku olmasi, i¢ kontrollerinin olmasi

[HK ’sal boyanmanin kalitesini degerlendirmede kolaylik saglad.

[HK’nmn tespit ve takip sorunlarindan etkilenen bir ydntem olmasi
olgularm bir kisminda degerlendirme giicliigiine neden oldu. Ozellikle PMS2
antikorunda diger antikorlara gore daha zayif bir boyanma elde edildi bazi
bloklarda tekrarlanma ihtiyac1 dogdu. Farkli bloklardan alinarak hazirlanan
makroarraylerde ki doku kalinligmin esit olmamasi; IHK icin kesit hazirlanmasi
sirasinda multibloklarda ki bazi dokularin bitmesine neden oldu. Bu olgular i¢in

tekrar multibloklar hazirlandi.

Calismamizda MMR  protein  ekspresyon  kaybim1  PCR ile
dogrulayamadigimiz icin defektif gen konusunda yorum yapilamadi. Ayrica
MLH1-PMS2 kayb1 olanlarda BRAF mutasyon analizi uygulanamadigi icin
sporadik ya da herediter olarak gelistiklerine dair yorum yapmak miimkiin olmada.
Hastaliksiz sagkalim ya da hastalia bagli 6lim bilgilerine tiim olgular i¢in
ulagilamadigi i¢in olgularin sadece genel sagkalim verileri ile yetinildi. Hastaliga
bagl sagkalim verilerinin tamamlanabilmesinin degerlendirmelerin daha saglikli

olmasini saglayacagini diisiiniiyoruz.

Calismamizda boliimiimiiz i¢inde daha Once uygulanmayan bir yontem
denenmis ve yeni IHK’sal antikorlar ¢ahsilmistr. Bu sayede ydntem
optimizasyonu olusmasinda fayda saglanmistir. Ayrica MMR protein dagilimina
yonelik genel bir bilgi vermistir. Bu calisma kapsaminda derlenen veriler ileriki

arastirmalar i¢in bir temel teskil edecektir.

Sonug olarak; calismamiz KRK’de %17,5 oraninda MMR kayb1 oldugunu
gostermistir. En sik goriilen kayip MLH1-PMS2 kaybidir. MMR kaybinin 50 yas
altinda ve sag kolonda daha sik goriildiigiinii; tiimorlerin daha biiyiik ¢apta, daha
kotii diferansiye oldugunu saptadik. Bu tiimorlerde miisinéz ve mediiller
komponentin siklikla eslik ettigini; ikiden fazla TIL sayisinin daha fazla
gorildigiini; kirli nekroz ya da tiimor “budding” in daha az goriildiigiini
gozledik. Bu bulgular literatiir ile uyumludur. Calismada diisiik biitge ile olduk¢a
fazla olgunun MMR kayb1 acisindan taranmasi hedeflenmis olup bu hedefe

ulagilmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen veriler ile gereklilik duyulan



olgularda sporadik ya da herediter zeminini ortaya koyabilmek icin BRAF
mutasyon analizlerinin yapilmasi ya da aile Oykiisiine de ulasilabilen olgularin

germline mutasyon analizleri i¢in yonlendirilmeleri saglanabilecektir.



6. SONUCLAR

o Calismada Ege Universitesi 2002-2011 yillar1 arasinda kolon ve
rektum adenokarsinomu nedeniyle opere edilen 1002 olgu degerlendirildi.
Olgularin 175’inde (%17,5) MMR proteinlerinde ekspresyon kaybi

saptandi.

o Bulgular, altis1 klinikopatolojik; altis1 histolojik; dokuzu MSI-H
iligkili histolojik parametre olmak iizere toplam 21 parametre yani sira genel

sagkalim verileri ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

o Olgularin yaslar1 22 ile 94 arasinda olup, medyan yas 63+12,7
olarak saptandi ve %18’inin (n=180) 50 yas altinda bulundu. MMR protein
ekspresyon kaybi olan olgularda medyan yas 61£14,9 idi ve MMR protein
kaybt olmayan olgulara gore daha geng¢ yasta goriilmekteydi (64+12,1;
p=0,01).

o Olgularin 603’1 (%60,2) erkek, 399’u (%39,8) kadin olup
kadinlarin tan1 anindaki yas ortalamasi erkeklere gore daha diisiiktii
(medyan yas 61+13,7’e karsilik 65+11,9). MMR protein ekspresyon kaybi1
ise erkeklerde daha fazla saptandi (%56’ya karsilik %44, p=0,214).

. Rezeksiyon materyallerinde medyan timoér c¢ap1 5+2,3 cm
(Dagilim:1- 26 cm) idi. MMR protein ekspresyon kaybi olan olgularda
tiimor ¢ap1 daha biiyiik olarak saptandi (6+3,2’e karsilik 4,7+2; p<0,0001).

o Sag kolon yerlesimli tiimorlerde MMR protein ekspresyon kaybi1
daha fazla izlendi (%45,1 e karsilik %17,4; p<0,0001).

o MMR protein ekspresyon kaybi saptanan olgular daha siklikla koti
diferansiye ve yiiksek dereceli tiimorlerden olusmaktaydi. Kotii diferansiye
timorlerin; MMR protein ekspresyon kaybi saptananlar arasindaki orani
%21,7 iken kayip saptanmayanlar arasindaki orani %6,1°di ve aradaki fark

istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,0001).



o MMR protein ekspresyon kaybi saptanan olgularin %20’sinde TIL
sayist 2’den biiyiik iken; MMR protein ekspresyon kaybi saptanmayan
olgularin sadece %8,3’linde 2’den biiyiiktii. TIL varligt MMR protein
ekspresyon kaybi olanlarda daha fazla goriilmekte ve istatistiksel olarak da

anlamli bulunmaktaydi (p<0,0001).

o Fokal miisindz diferansiyasyon ve miisindz adenokarsinom orani
MMR protein ekspresyon kaybi olan olgularda daha yliksek saptandi
(%28,6’ya karsilik %22,7; %13,7 ye karsilik %9,8; p=0,043; sirasiyla).

o Mediiller tiimér komponentinin orani; MMR protein ekspresyon
kayb1 olan olgularda %14,9 iken; MMR protein ekspresyon kaybi olmayan
olgularda %2,9°di (p<0,0001).

. Timor “budding” orani; MMR protein ekspresyon kaybi olan
olgularda %16 iken; MMR protein ekspresyon kaybi olmayan olgularda
%25,4 1d1 ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0,008).

o Kirli nekroz orani; MMR protein ekspresyon kaybi olan olgularda
%41,7 iken; MMR protein ekspresyon kaybi olmayan olgularda %57°di ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0,0001).

. MMR ekspresyon kaybi olan hastalarda ortalama beklenen genel
sagkalim 87,32 ay (Std.H:4,64, %95 giivenlik arahigi: 78,22-96,42) iken;
MMR ekspresyon kaybi saptanmayan grupta ortalama beklenen genel
sagkalim 92,56 ay (Std.H:2,26, %95 giivenlik araligi: 88,13-96,99) olarak

bulunmus ve istatistiksel olarak anlam saptanmamustir (p=0.072).

. MMR protein ekspresyon kaybi ile cinsiyet, tiimdr tipleri, timor
evresi (pT), lenf nodu metastaz1 sayis1 ve evresi (pN), LVI, PNI, satellit
nodill, Crohn-benzeri lenfositik yanit, tash yliziikk hiicreli komponent,
tiimOriin infiltratif smirinin konfiglirasyonu ve genel sagkalim arasinda

anlaml bir iligki saptanmadi.



. Ozetlenecek olursa, MMR kayb1 gosteren tiimérler ile iliskili
ozellikler, her protein i¢in farkli oranlarda olmakla birlikte; 50 yasinda
altinda daha sik goriilme, sag kolon yerlesimi, kotii diferansiasyon, yiliksek
dereceli tiimorler, miisindz ve mediiller komponent ile birliktelik, artmig
oranda TIL, Crohn-benzeri lenfositik yanit ile tiimor “budding” ve kirli

nekroz oranmin azlig1 olarak gézlenmistir.
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