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Kolorektal Kanser ve Oncii Lezyonlarinda KRAS ve BRAF Mutasyon Analizleri
Yoluyla Tanisal Yaklasim ve Hedefe Yonelik Tedavi Secimi

OZET

Kolorektal karsinomalar (KRK), Bati’da, akciger ve meme karsinomalarindan sonra en sik
6lume neden olan malignite grubunu olusturmakta ve insidanst son yillarda artis
gostermektedir. KRK tedavisinde, olgularin birbirinden ayrimi, oncii lezyonlarin
belirlenmesi ve tedavi secimini belirleyecek molekiler belirleyicilerin (KRAS ve BRAF

onkogenleri gibi) saptanmasi son derece 6nemlidir.

Bu tez c¢alismasinda, farkli morfolojik karaktere sahip 87 oncu lezyon ve 40 KRK’da
KRAS ve BRAF onkogenlerinin mutasyon analizlerinin yapilmasive elde edilecek
molekdler bulgularla morfolojik karakterlerin iliskilendirilmesi ve KRAS ile BRAF gen
mutasyonlarmi1  saptamada kullanilan  yOntemlerin giivenilirliginin  test edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla histopatolojik degerlendirmesi yapilan olgularin lezyonlu
alanlarindan DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. KRAS geni icin real time PCR ve
pirosekanslama, BRAF geni icin real time PCR ve direkt sekanslama teknikleri

kullanilarak mutasyon analizi gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda, kolorektal karsinomlar ve 6ncii lezyonlarda, KRAS ve
BRAF gen mutasyonlari, genis bir olgu serisinde, klinikopatolojik parametrelerle
iliskilendirilerek degerlendirilmistir. Calismamizin sonuglari, literatiir esliginde, KRAS ile
birlikte, BRAF’1n da kolorektal neoplastik siirecte etkin rol oynayan bir onkogen oldugunu
ve Ozellikle serrated neoplazi spektrumunda yer alan lezyonlarin gelisiminde 6nemli bir
faktor oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, BRAF’1n yakin gelecekte KRAS ile
birlikte, 6zellikle KRAS mutasyonu gostermeyen olgularda, anti EGFR tedavisinin
etkinliginin Ongdriilmesinde yararli bir molekiiler test olarak kullanilabilecegini

distindiirmektedir.

Anahtar Sozcukler: Kolorektal karsinoma, polip, KRAS, BRAF, hedefe yonelik tedavi



KRAS and BRAF Mutation Analysis in Colorectal Carcinoma and its Precursor
Lesions: Diagnostic and Targeted Therapeutic Approach

Abstract

Colorectal carcinoma is one of the leading causes of cancer death in the Western world and
its incidence has been increasing in our country. In order to have a successful therapeutic
approach to colorectal carcinoma, both the precursor lesions and also the molecular
background of neoplastic progression need to be evalauated. In recent years, it was shown
that colorectal carcinomas showing activating mutations in the KRAS gene (30-40% of the
cases) are unresponsive to anti-EGFR therapy and that KRAS mutation analysis could

predict patients for appropriate targeted therapy.

In the present thesis, different precursor lesions of colorectal carcinoma (87 cases) together
with the carcinoma cases (40 cases) were evaluated for KRAS and BRAF mutations in an
attempt to correlate the morphologic findings with molecular results. Morphologic
classificiaton was perfomed on the H&E sections where the lesion was marked with a
marker pen to identify the area for DNA extraction. Following manual microdissection of
these areas, DNA was isolated. KRAS mutation was assessed for exon 2 codon 12 ve 13,
exon 3 codon 61 using pyrosequencing while BRAF mutations were evalauated using
allele specific PCR and confirmed with DNA sequencing.

Our results showed that, BRAF, together with KRAS, seem to play a significant role in
colorectal neoplastic progression and in the development of serrated precursors of
colorectal carcinoma, in particular. These findings suggest that BRAF may be used as a

predictor in the targeted therapeutic approach to colorectal cancer patients.

Key words: Colorectal carcinoma, polyp, KRAS, BRAF, targeted therapy
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1. GIRIS

Kanser, insidans1 ve mortalitesi ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle tim diinyada giinimizin en
onemli halk sagligi sorunlarindan birisidir. Ulkemizde 1970’1i yillarda nedeni bilinen
Oliimler arasinda dordiincii siradayken, son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra

ikinci siray1 almistir.

Eriskin kadin ve erkeklerde kansere bagli 6liimlerin ¢ok 6nemli bir kismin1 olusturan
kolorektal kanser, tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de olduk¢a sik goriilmektedir.
Ancak olgularin ¢ogu, ileri evrede hekime ve hastaneye basvurmakta ve erken tedavi
sanslar1 azalmaktadir. Bu nedenle kolorektal karsinomlarin erken tani ve tedavisinde ilk
adim, oncii lezyonlarin tanimlanmasi ve bunlardan karsinoma gegiste etkin olan molekiiler
mekanizmalarin ortaya konmasi olmalidir. ikinci adim ise farkli molekiiler mekanizmalarla
olusan oncii lezyonlarin ve bunlardan gelisecek tiimdrlerin hedefe yonelik tedavi protokolii
icinde ele almarak dogru tedavi yaklasimi i¢in hasta gruplarinin belirlenmesi olacaktir.
Boylece, erken tan1 ve bireysellestirilmis tedavi ile, prognozda onemli gelismeler

saglanabilecektir.

Bu tez kapsaminda, genis bir olgu serisinde, kolorektal karsinomun oncii lezyonlar1 ve
kolorektal karsinom olgulari, en son klasifikasyon kriterlerine gore morfolojik olarak
simiflandirilmig ve bdylece dogru olarak olusturulan tani gruplarinda KRAS ekzon 2,
kodon 12 ve 13, ekzon 3 kodon 61, BRAF ekzon 15 V600E mutasyon analizi yapilmustir.
Tani gruplarinin dogrulugunun saglanmasi ile olgulardan elde edilen molekiiler bulgularin
givenilirlik diizeyinin de yiikseltilmesi miimkiin olabilmistir. Molekiiler bulgular ile
demografik ve klinikopatolojik veriler iliskilendirilerek, sonuglar literatiir esliginde
degerlendirilmistir. Kolorektal karsinom grubunda elde edilen molekiiler veriler 1s181nda,
hedefe yonelik tedavi kavrami, Ozellikle, anti-EGFR tedavisi literatiir esliginde
tartisilmistir. Ayrica, KRAS ve BRAF mutasyonlarinin tespitinde kullanilan farkli
molekiiler tekniklerin gilivenilirliklerinin  karsilagtirllmas1  yapilarak, daha sonraki

uygulamalar igin yararli olabilecek bilgilere ulasilmasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KANSER

Hicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve 6limdana regille eden genlerde bozukluk sonucu
olusan kanser, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime neden olan

hastalik grubunu olusturmaktadir (Olah 2005).

Kanser, hem cevresel hem de kalitsal etkenlerden kaynakli, ¢ok genli, ¢cok faktorlii ve cok
basamakli (Sekil 2.1) gelisim gosteren bir hastaliktir (Lichtenstein, Holm et al. 2000; Olah
2005).

Normal htcrelerin kanser hiicrelerine donilisiimii igin genomun hasara ugramasi
gerekmektedir. Genomdaki hasar, DNA replikasyonunda meydana gelen hatalarin sonucu
olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda meydana gelen serbest radikallerin bazi DNA
bazlar1 iizerinden hasar olusturmasi gibi nedenlerden de kaynaklanabilir. DNA hasari,
Iyonize radyasyon, UV ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ile de
gerceklesebilmektedir (Bertram 2000). Hicrede DNA hasar tamir etme mekanizmalar
bulunmaktadir. Ancak bazi nedenlerle hasar onarilamazsa, mutasyon ad1 verilen, genomda

kalic1 olan degisiklikler meydana gelir.
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Sekil 2.1: Normal hiicreden kanser hiicresine doniisiim asamalari

Kanser hiicrelerini karakterize eden alt1 6zellik tanimlanmistir. Bunlar, blyume sinyalleri

olusturabilme, biiylimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlagsma, programlanmis hiicre
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6liminden (apoptoz) kagabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma potansiyeline sahip olma,
anjiogenezi surekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz yapabilme Ozellikleridir (Olah
2005).

Son yillarda, ileri teknoloji ile gelistirilen molekiiler biyolojik tekniklerle, kanserin genetik
temelinin aydinlatilmasi, kalitsal ve somatik mutasyonlarin tanimlanmas1 amaciyla bircok
calisma yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda tiim kanserlerin yaklasik %10-15’inin
kalitsal, %85-90’mnin ise sporadik olarak ortaya ¢iktigi saptanmustir ( Jesse d. Martinez
2003).

2.2. KARSINOGENEZ

Karsinogenezin kokeninde 6limcil olmayan genetik hasar yatar. “Genetik kanser hipotezi”
olarak ifade edilen bu goriiste, bir tiimoriin mutasyona ugrayan tek bir onciil hiicrenin
biiyiimesi ve c¢ogalmasiile olustugu, dolayisiyla tiimdriin monoklonal oldugu ileri
strilmektedir. S0z konusu genetik hasar, hicrenin blyldmesini stimile eden proto-
onkogenler, hiicrenin biiyiimesini inhibe eden tiimor baskilayic1 genler, programli hiicre
Oliimiini regiile eden genler ve DNA yanlis eslesme tamir genlerinde gerceklesmektedir

(Jesse d. Martinez 2003; Olah 2005). Bu gen gruplar1 asagida sirastyla tanimlanmaktadir.

Proto-onkogenler, normal hucrelerde proliferasyon ve diferensiyasyonu kontrol ederler.
Hicre bolinmesi, normal hicrede fizyolojik gereksinimlere goére ve kontrolli olarak
yurutilmektedir. Proto-onkogenler, yalnizca hiicre béliinmesi sirasinda gérev alan bir dizi
proteini kodlamaktadir. Bir proto-onkogen, mutasyona ugradiginda aktivasyon kazanirsa
hicrenin surekli olarak boltinmesine neden olur (Alberts B 2002).

TUmor supresor genler ise, hiicre siklusunun ¢esitli basamaklarinda gorev yapan ve hiicre
bélinmesini baskilayic1 6zelligi olan proteinleri kodlar. Bu genlerin her iki alelinde de
mutasyon olmasi, hiicre boliinmesinin baskilanamamasi ile kontrolsliz hiicre bdélinmesi
seklinde sonuglanir (Alberts B 2002).

Apoptoz ya da programli hiicre 6liimii, tamiri olanaksiz DNA hasar1 olusmus hiicreleri
ortadan kaldiran bir mekanizmadir. Programli hiicre 6liimiiniin temel amaci, bir tir icin
gerekli kromozom sayisinin uygun miktarda devam ettirilmesi ve andploidinin

Onlenmesidir. Boylece, yalnizca DNA’sin1 dogru bir sekilde ve tam olarak replike etmis
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hiicrelerin mitoza girmesi saglanir. Bu mekanizmay1r kontrol eden ve apoptoz
reglilasyonundan sorumlu olan genlerde islev kaybina neden olacak mutasyonlar, DNA

hasar1 tasiyan hiicrelerin boliinmesine neden olur (Alberts B 2002).

Genomik DNA (zerinde tekrarlayan baz dizilerinden olusan mikrosatellitler vardir.
Normal sartlarda, DNA polimerazin 3’-5° ekzoniikleaz aktivitesi ile yanlis eslesmeler
diizeltilirken, tekrarlarin oldugu bu bolgeler gozden kagabilmektedir. Onarimdan kagan bu
alanlar, DNA yanlis eslesme tamir sistemi tarafindan tamir edilir. DNA yanlis eslesme
tamir genleri, replikasyon sirasinda DNA polimerazin hatali baz eklemesi sirasinda
devreye giren ve hatali bazi diizelten genlerdir. Bu genlerde mutasyon olmasi durumunda,
onarim yapilamayacagindan, mikrosatellit instabilitesi olarak bilinen durum ortaya
cikmaktadir (Jesse d. Martinez 2003).

Ayrica, kanser hiicrelerinin, hiicre yaglanmasindan (senesens) kactigr diisiintilmektedir.
Potansiyel bir anti-kanser mekanizma olan hiicre yaslanmasi, p53 ve pRB gibi timor
baskilayic1 genler tarafindan kontrol edilir ve hiicrenin proliferasyon yeteneginin geri
doniistimsiiz olarak kaybi ile karakterizedir. Bu mekanizma, DNA hasari, onkogenik

uyarilar ve mitojenik sinyaller ile indiklenebilmektedir (Campisi 2007).

Karsinogenez, birgok mutasyonun birikimi sonucu fenotipik ve genotipik diizeyde ¢ok
basamakli olarak ilerleyen bir siirectir. Farkli hiicrelerde birbirinden bagimsiz olarak
biriken mutasyonlar, timorii olusturan hiicrelerin heterojenitesine yol acar. Boylece,
tiimorlerin ¢ogu monoklonal orjinli olmalarina ragmen, genellikle farkli karakterde

subklonlar icerirler (Loeb and Christians 1996; Kumar 2010).

2.3. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser, Bati’da akciger ve meme kanserinden sonra en ¢ok 6lime neden olan
malignite grubunu olusturmaktadir. Yillar i¢inde, bircok iilkede insidansinda artig
gozlenmistir (Ponz De Leon 2002).

Kolorektal kanser, bir dizi molekiiler olay sonrasi ortaya ¢ikan ve normal mukozadan tek
bir kript epitelindeki degisikliklere, kiiciik iy1 huylu tiimorlerden (adenomatdz polipler)
adenokarsinomlara kadar uzanan bir dizi morfolojik degisimle karakterize bir

olgudur (Michor, lwasa et al. 2005).



2.4, KOLOREKTAL KANSER ETYOLOJISi ve EPIDEMIYOLOJIiSi

Kolorektal kanser gelisiminde hem cevresel, hem de genetik faktorler rol oynamaktadir.
Genetik yatkinlik, kanser gelisme riskini belirgin olarak artirmakla birlikte kolorektal
karsinomlarin yaklasik % 85’1 sporadik tiimorler olup, yalmizeca % 15’1 kalitsal 6zellik

(Sekil 2.2) gostermektedir (Michor, Iwasa et al. 2005; Hamilton 2010).

Kalitsal kolorektal kansere yol acan durumlar arasinda en iyi tanimlanmis olanlar
Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC — Lynch Sendromu) ve Familyal
Adenomat6z Polipozis (FAP) sendromlaridir. Ayrica, FAP varyantlart olan Gardner ve
Turcot sendromlar1 ile Hamartamat6z Polipozis sendromlar1 (Peutz Jeghers sendromu,
PTEN-Hamartoma sendromu, Cronkhite-Canada sendromu, Cowden sendromu), Juvenil
Polipozis sendromu ve MYH-iligkili Adenomatdz Polipozis sendromu (MAP) da daha
nadir gorilmekle birlikte Kkalitsal gastrointestinal kanser sendromlari arasinda yer
almaktadir (Jasperson, Tuohy et al. 2010; Hamilton 2010).

Sporadik kolorektal kanserler ise, cogunlukla poliplerden kdken alan ve kalitimsal
olmayan nedenler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Sporadik kolorektal kanserli bireylerin
birinci derece akrabalarinda kolorektal kanser hikayesi yoktur. Sporadik kolorektal

kanserlerde en 6nemli risk faktorii yastir (Kumar 2010; Hamilton 2010).

Kolorektal karsinom insidansi yasla artmakta ve 60’11 yaslardan itibaren en yiiksek diizeye
ulagmaktadir. Hastalarin ancak %20’sinden azi, 50 yasin altindadir. Kolorektal kanser
tanis1 konan geng hastalarda, ¢ogunlukla inflamatuvar barsak hastaligi ya da polipozis
sendromu s0z konusudur. HNPCC’de goriilen kolorektal kanser de genellikle geng yasta
ortaya ¢ikmaktadir (Kumar 2010; Hamilton 2010).

Kalitsal ve sporadik kolorektal kanserlere ek olarak inflamatuvar barsak hastaliklariyla
iliskili olarak da kolorektal kanser gelisebilir. Uzun siireli ve kolonu yaygin sekilde tutan
ulseratif kolit, kolorektal kansere yatkinligin1 arttirmaktadir. Bu hastalikta, kript epitelinde
zaman i¢inde displastik degisikliklerin gelistigi ve kolorektal kanserin bu alanlarda ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Crohn hastaligi da daha ender olmakla birlikte, kolorektal kanser
gelisimi i¢in risk olusturmaktadir (Winawer, Fletcher et al. 1997; Kumar 2010).
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Sekil 2.2: Kolorektal Karsinogeneze Etyolojik Yaklasim

T.C. Saghik Bakanliginin Kanserle Savag Dairesi Bagkanliginin verilerine gore lilkemizde
kanser siklig1 giderek artmaktadir. 2004-2006 yillar1 igin, 41438 erkek, 27709 kadin olmak
Uzere, toplam 69147 olgu degerlendirilmistir. Kadinlarda kanserin goriilme sikliginin,
Ozellikle 40-45 yasindan sonra, erkeklerde ise 55-60 yaslarinda arttig1 belirlenmistir (TC
Saglik Bakanlig1 2006).

Ulkemizde kadinlarda kolorektal kanser, 2004, 2005 ve 2006 yillarinda elde edilen verilere
gore (Sekil 2.3) meme kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kanserdir. Erkeklerde ise

akciger prostat ve mesane kanserinden sonra dordunci (Sekil 2.4) en sik goriilen kanserdir

(TC Saglik Bakanlig1 2006).
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Sekil 2.3: Kadinlarda Yerlesim Yerlerine Gore En Sik Goriilen Kanserler,
Turkiye 2004-2006
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Sekil 2.4: Erkeklerde Yerlesim Yerlerine Gore En Sik Goriilen Kanserler,
Turkiye 2004-2006

Kolorektal karsinomlar, Birlesik Devletler ve Kanada, Avustralya, Yeni Zelanda,
Danimarka, isve¢ ve diger gelismis iilkelerde yiiksek goriilme oranina sahipken, Hindistan,
Gliney Amerika ve Afrika’da, bu tlilkelerden 30 kez daha diisiik insidansa sahiptir.
Cografyaya ve gelismislige bagli olarak degisen insidans farkindan, c¢evresel faktorler,
Ozellikle de farkli yemek aliskanliklari sorumludur. Emilemeyen bitkisel liflerden fakir,

zengin islenmis karbonhidrat ve yiiksek (6zellikle doymus ve hayvansal) yag igerigi olan



diyet, A, C ve E vitaminleri gibi koruyucu 6zellige sahip vitaminlerin az tiikketimi gibi
etkenlerin kolorektal karsinom gelisimini tetikledigi diisiiniilmektedir (Kumar 2010;
Hamilton 2010).

2.5. KOLOREKTAL KARSINOGENEZ

Kolorektal karsinogenez, normal hiicrenin malign hiicreye doniisiimiinde genetik ve
epigenetik degisikliklerin rol aldig1 ¢ok basamakli bir siiregtir (Sekil 2.5). Bu slrecte her
basamakta farkli lezyonlar gelismekte ve boylece molekiiler degisimlere farkli morfolojik
lezyonlar eslik etmektedir (Lynch and Hoops 2002; Garcea, Sharma et al. 2003; Worthley,
Whitehall et al. 2007).
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Sekil 2.5: Fearon ve Vogelstein’in Tanimladigi Kolorektal Karsinogenez Modeli

(Alberts B 2002)



2.5.1. KOLOREKTAL KARSINOGENEZDE MOLEKULER ARA YOLLAR

Kolorektal karsinogenezde, patogenetik olarak birbirinden farkli (i¢ ara yol yer almakla
birlikte, bu ara yollarin her birinde, birden fazla mutasyonun asamali olarak birikimi s6z
konusudur (Sekil 2.6). Ayrica, bu ara yollarda yer alan genler ve olusan mutasyonlarin

birikim mekanizmalar1 birbirinden oldukga farklidir (Hamilton 2010).

Gilincel c¢aligmalar, kolorektal karsinomlarinin %75’inin, Fearon ve Vogelstein’in
tamimladigi kromozomal instabilite ara yolu, % 15’inin mikrosatellit instabilite ara yolu
tizerinden gelistigini, digerlerinin ise, iki arayolla da iliskili olmayip, CpG ada metilasyon

fenotipi arayolu lizerinden gelisebilecegini gostermektedir (Jass 2007; Snover 2011).

Adenoma-Karsinoma Sekansi

p53 & KRAS
mutasyonlar,—_
e s

N\
Adenoma | "= |I’f j 5q, 17p, 18q LOH

\\H_____/,/’ \

Kanser

_ hMLH1
HIPP1 Serrated metilasyonu

BRAF glie —
KRAS A

.
/ 3
mutasyonlari l—p k CIMP J

P16, PTEN, TIMP3 ~———
metilasyonu MGMT
metilasyonu ' cimp+ / MSI-L
CIMP+/ MSS

CIMP+/ MSI-H

“Serrated” Neoplazi Sekansi

Sekil 2.6: Kolorektal Karsinogenezde Multistep Molekiiler Gelisim Modeli
2.5.1.1. KROMOZOMAL INSTABILITE (“Chromozomal Instability: CIN”)
ARAYOLU

Supresor yolak olarak da bilinen bu ara yol, ¢esitli onkogen ve supressor genlerde gorilen
seri mutasyonlarin birikimi sonucu olusmaktadir. Delesyon, duplikasyon, kromozomal
rearanjman gibi andploidi ile sonuglanan genetik degisiklikler igermektedir (Worthley,

Whitehall et al. 2007). Kolon kanserinde genomik instabilitenin en yaygin tipi olan CIN,



kolorektal timorlerin %75’inde gorilmektedir (Jass 2007; Snover 2011). Bu arayolun

morfolojik karsilig1 ise adenoma-karsinoma sekansidir.

Fearon ve Vogelstein’in tanimladigi adenoma-karsinoma modeline gore, adenom
gelisiminde, erken donemde, APC tiimor supresor gen mutasyonlar1 gézlenirken, daha ileri
evrede KRAS mutasyonlar1 ve maligneteye gegiste ise p53 mutasyonu ile 18q delesyonu
s0z konusudur (VVogelstein, Fearon et al. 1988).

Bu ara yolda 4 6nemli sinyal iletim yolag1 vardir: WNT, p53, RAS-MAPK ve TGF-
B/SMAD.

WNT sinyalleri, normal olarak blylmenin regilasyonunda, apoptozda, intestinal kok
hiicrelerin farklilasmasinda ve kismen embriyogenezde etkilidir (Fodde 2002). WNT sinyal
ara yolunda yer alan APC (adenomattz polipozis koli) proteini, B-katenini parcalayarak
sitoplazmadaki miktarin1 azaltir ve niikleusa gegini engelleyerek biiylime sinyalini
durdurur (Sekil 2.7). APC genindeki “germline” mutasyonlar sonucu FAP sendromu ortaya
cikmaktadir. Sporadik kolorektal kanserlerin %80’inden fazlasinda ise somatik hucrelerde

APC gen mutasyonu saptanmistir (Takayama, Miyanishi et al. 2006; Cheah 2009).

B-catenin

Sekil 2.7: Wnt Ara Yolunda APC B-katenin iliskisi

p53 mutasyonu, insan tiimorlerinin yaklasik %350°sinde goriilmekle birlikte, p53’de
heterozigotluk kaybi hemen her kanser tipinde ortaya ¢ikmaktadir (Kumar 2010). p53
proteini normal hicre siklusunu kontrol etmez, ancak, DNA zedelenmesi durumunda

ekspresyonu artar ve DNA’ya baglanarak pek ¢ok genin transkripsiyonunu stimiile eder.
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Hicre siklusu durunca p53 DNA onarimina yardimet proteinlerin ekspresyonunu artirir ya
da hasar onarilamadiysa hasarli hiicreyi apoptoz ile (Sekil 2.8) ortadan kaldirir (Hickman,
Moroni et al. 2002).

DNA Hasan
Kimyasal
Karsinojenler, UV...vh.

1.— PARP

p53

AN

DNA tamiti  piicre dingisinin ~ -Apoptozis
durdurulmasi

|

Genomik biitiinliigiin Korunmasi

Sekil 2.8: p53 Ara Yolu

RAS-MAPK sinyal ara yolu, hiicrede ¢esitli hormonlar, biiylime faktorleri, diferansiyasyon
faktorleri tarafindan kullanilir. Bu sinyal ara yolu, RAS proteininin aktivasyonu ile baslar
ve sirastyla RAF, MEKve ERK proteinleri araciligiyla bir kinaz kaskadi olusur. Ras
proteininin aktif hale gecmesi icin posttranslasyonel modifikasyondan sonra membrana
yerlesmesi gerekir. Hiicreye biiylime sinyali geldiginde, Ras-GTP haline doniisiir. Aktif
olan RAS, RAF proteinini harekete gecirerek mitogenez siirecini baslatir (Sekil 2.9). RAS
proteini, normal dokuda proliferasyon, diferensiyasyon ve senesens sinyallerinde énemli
bir role sahipken, mutant genin olusturdugu RAS proteini, bircok kanser tipinde etkili
potansiyel onkojenik bir proteindir (Castagnola and Giaretti 2005). Tum insan timorlerinin
%17-25’inde, kolorektal timorlerinse %30-40’inda aktive edici KRAS mutasyonu
tamimlanmistir (Andreyev, Norman et al. 2001; Neumann, Zeindl-Eberhart et al. 2009).
BRAF proteini, RAS proteini tarafindan stimiile edilen ve RAS-MAPK sinyal ara yolunda
gorev alan bir diger molekiildiir. Tiim insan tiimorlerinin %8’inde, kolorektal tiimorlerinse
%5-12’sinde BRAF mutasyonu rapor edilmistir (Davies, Bignell et al. 2002; Vakiani and
Solit 2011). Ayrica yanlis eslesme tamir sistemi defektli olan kolorektal kanserlerde,
defekti olmayanlara gore ¢cok 6nemli dlcide BRAF mutasyonu gorilmektedir. Bu nedenle
BRAF mutasyonu ile mikrosatellit instabilitesi arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir

(Rajagopalan, Bardelli et al. 2002; Vakiani and Solit 2011)
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Sekil 2.9: RAS-MAPK Sinyal Ara yolu

TGF-B, epitelyal hiicreler i¢in proliferasyon inhibitorii olarak islev gérmektedir (Sekil
2.10). Hicrede TGF- B’nin blylme inhibitoér etkisine karsi olusan duyarsizlik sonucu
timor gelisimi gozlenir (Woodford-Richens, Rowan et al. 2001). TGF-f sinyal ara
yolunda yer alan ve bir timor sipressér gen olan SMAD geni, hem blyilimenin
regilasyonu hem de apoptozda etkilidir (Woodford-Richens, Rowan et al. 2001; Worthley,
Whitehall et al. 2007). Apoptozda SMAD geni gibi etkili olan bir diger gen DCC (“deleted
in colon cancer”) genidir. DCC geninin mutasyona ugramasi durumunda hiicrenin apoptoz

mekanizmasinda aksakliklar yasanir (Worthley, Whitehall et al. 2007).

m TGF-beta

Sekil 2.10: TGF-B/SMAD Ara Yolu
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2.5.1.2. MIKROSATELLIT INSTABILITE (MSI) ARA YOLU

Mutator ara yol olarak da bilinen mikrosatellit instabilite ara yolu (MSI), DNA yanlis
eslesme tamir (“mismatch repair system, MMR”) genlerindeki mutasyonlar sonucu
olusmaktadir. Mikrosatellitler, genom boyunca yer alan kisa niikleotit tekrarlaridir. Hiicre
bolinmesinde replikasyon sirasinda bu tekrar dizilerinin oldugu kisimlarda DNA
polimeraz hata yapabilir. Bu durum replikasyon hatasi (“replication error, RER”) olarak
adlandirilir. Hata, bir tekrarin atlanmasi, yanlis baz eklenmesi ya da fazla sayida tekrar
dizisi eklenmesi seklinde olabilir. Normal sartlarda, DNA polimeraz 3’-5 ekzonUkleaz
aktivitesi ile yanlis eslesmeler diizeltilirken, onarimdan kagabilen bu alanlar, yanlis
eslesme tamir sistemi aracilifiyla onarilir ve bdylece DNA MMR genleri sayesinde
replikasyon sirecinde genomik stabilizasyon saglanir. Ancak MMR genlerinde bir
mutasyon olmasi durumunda MSI olarak bilinen durum ortaya ¢ikar (Klug W 2008;
lacopetta, Grieu et al. 2010).

Kolorektal tiimorler, mikrosatellit instabilitesi agisindan 3 grupta degerlendirilmektedir:
Mikrosatellit-stabil (MSS), Yuksek mikrosatellit instabil (MSI-H) ve Diisiik mikrosatellit
instabil (MSI-L). MSS tumorlerin genetik profili, MSI-L ile ¢cok benzerdir, ancak, MSI-H
timorler oldukga farkli bir profil sergilerler. MSI-L tumodrler, sol kolon yerlesimli ve en az
MSS tiimorler kadar agresif bir gelisim paternine sahiptir. Bu grupta en sik goriilen genetik
degisiklikler, KRAS ve p53 mutasyonlar1 ile 5q, 17p ve 18q lokasyonlarinda
heterezigotluk kayb1 olmakla birlikte, en karakteristik ozellikleri bazi DNA MMR
genlerinin  kismi metilasyonu ile genin susturulmast ve O(6)metilguanin-DNA
metiltransferaz (MGMT) geninin metillenmesi sonucunda protein ekspresyon kaybidir

(Hamilton 2010).

Lynch Sendromu olarak da bilinen Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)
Sendromu seyrinde ortaya ¢ikan tiimorlerin %90°1, sporadik kolorektal tiimorlerin ise %15-
20’si MSI-H olarak tamimlanmistir. Boylece, mikrosatellit instabilitesi i¢cin, HNPCC’de
gorilen MSI-H ve sporadik olarak gorilen MSI-H kolorektal kanserler olmak (zere 2
farkli mutasyon gelisim modeli tanimlanmistir (Houlston 2001; Jacob and Praz 2002;
Lynch and Hoops 2002).

Tiim kolorektal kanserlerin % 5’ini olusturan HNPCC Sendromu, otozomal dominant

kalittm gostermekle Dbirlikte, “germline” mutasyon ya da yabanil tip olan alelin
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inaktivasyonu ile timdr gelisimi gozlenmektedir. “Germline” mutasyon durumunda, DNA
yanlig eslesme tamir genleri MSH2, MLH1, MSH6, MSH3, PMS2, PMS1, MLH3’de
delesyon ya da nokta mutasyonu seklinde genetik degisiklikler mevcuttur. YUksek
penetransa sahip olan bu genlerde mutasyon tasinmasi, kolorektal kansere yakalanma
riskini %80 artirmaktadir (Jacob and Praz 2002). Yabanil tip alelin inaktivasyonu
durumunda ise, MMR genlerinden biri mevcut *“germline” mutasyon ile heterozigot
durumdadir. Knudson’un iki hit hipotezindeki fenotipik etkiye gére, MMR genleri tumor
supresor gen gibi davrandigindan otozomal dominant kalitim gdstermektedir. Diger alelin
(yabanil tip alelin) inaktive edilmesi ile heterozigotluk kaybi (“loss of heterozigoty”, LOH)
olarak tanimlanan durum ortaya c¢ikmakta ve boylece, mikrosatellit instabilitesi
olusmaktadir (Knudson 1971; Michor, lwasa et al. 2005).

MSI-H sporadik kolorektal kanserlerin %90’inda MMR geninin promotor bdlgesinde
bialelik metilasyon ya da tek alelde hipermetilasyon ile timor gelisimi gerceklesmektedir.
Genin promotor bolgesinde bialelik metilasyon olmasi durumunda yabanil tip olan her iki
alelin metilasyonu ile gen tamamen susturulur ve protein ekspresyonu olmaz. Tek alelde
hipermetilasyon olmasi durumunda ise, yabanil tip olan her iki alelden birinin metile

edilmesi ile gen ekspresyonu baskilanarak azaltilir.

MSI arayolundan gelisen kolorektal kanserlere, genellikle serrated poliplerin onciiliik ettigi
diisiiniilmekle birlikte, Lynch sendromunda adenom Onciiliigiinde ya da “de novo”

kanserlesme olabilecegi goriisii kabul edilmektedir (lacopetta, Grieu et al. 2010).

2.5.1.3. “CPG” ADA METILATOR FENOTIPI (“CIMP”) ARA YOLU

“CpG” adalari, yiiksek oranda guanin-sitozin (“guanine-cytosine: GC”) dinukleotidleri
igeren ve ¢ogunlukla genin promotor kisminda yer alan genom bdolgeleridir. Tiim genomun
%1’ini olustururlar. “CpG” adalari, genlerin promotor bdlgelerinde, 5’ uglarinda goriiliir ve
birgogu transkripsiyon baglanma bolgesi igerir (Kulis and Esteller 2010; Venkatachalam,
Ligtenberg et al.2010). insan promotorlarinin %60’ indan fazlasinda “CpG” adasinin yer
aldig1 saptanmistir. Promotor bolgelerde goriilen “CpG” adalari, normal kosullarda aktif
olan bir gende metillenmemistir. Bu bolgelerin metillenmesi sonucu ilgili gen susturulur ve
protein ekspresyonu gergeklesemez (Chuang and Jones 2007). DNA metilasyonu, DNA
metiltransferazlar tarafindan gerceklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Sitozin

niikleotitine metil grubunun baglanmasi1 “G-C” baz eglesmesini etkilemez. Ancak metil
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gruplarinin disar1 dogru c¢ikinti yapmasi, transkripsiyon icin gerekli DNA-protein
etkilesimini engelledigi i¢in gen ifade edilemez ve bodylece gen susturulmus olur. Bu
durum, mitoz boliinmeler ile yeni hiicrelere de aktarilir. Bu nedenle, CpG adaciklarinin
metilasyonunun, epigenetik (gen ifadesindeki degisikliklerin, DNA sekansiyla baglanti
gostermeksizin, hicre bolinmesi boyunca bir nesilden digerine aktarilmasi) bir durum
oldugu diistiniilmektedir (Sulewska, Niklinska et al. 2007; Sulewska, Niklinska et al.
2007).

“CIMP” arayoluyla gelisen kolorektal tiimorler mikrosatellit instabil ya da stabil olabilir.
Bu tiimorlerin ¢ogu, serrated neoplazi sekansinda, serrated poliplerden gelismektedir
(Snover 2011). Kolorektal karsinomlarin %20’sinin “CpG” hipermetilasyonu, %20’sinin
diisik diizeyde “CpG” metilasyonu gosterdigi %60’min ise “CpG” metilasyonu
gostermedigi izlenmistir (Jass 2007; Snover 2011). Kolorektal karsinomlarin CIMP
durumu, genellikle MSI durumu ile ve KRAS ve BRAF mutasyonlari ile iligkilidir. Buna
gore, MSI-H ve BRAF mutasyonu gosterenler, CIMP1 grubu, MSS ve KRAS mutasyonu
olanlar ise CIMP2 grubu olarak degerlendirilmektedirler. CIMP (-) olanlar ise genellikle
MSS kanserlerdir (Hamilton 2010).

2.5.2. KOLOREKTAL KARSINOGENEZDE MORFOLOJIK SPEKTRUM

Kolorektal karsinogenezde yukarida 6zetlenen molekiiler ara yollarin gelisim asamalarinda
morfolojik olarak farkli lezyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlardan bazilar1 bir molekiiler
ara yola spesifik olarak gelisirken, bazilar1 ise farkli molekiiler ara yollar
kullanabilmektedir. Sporadik kolorektal karsinom, kromozomal instabilite arayolu olarak
bilinen molekiiler yolakta adenomat6z poliplerden, mikrosatellit instabilite ve “CpG” adasi
metilatér arayolunda ise ¢ogunlukla serrated poliplerden gelismektedir (Hamilton 2010;
Ensari, Bosman 2010).

2.5.2.1. ADENOMA-KARSINOMA SEKANSI

Yapilan histolojik incelemelerde, kolorektal kanser olgularinin ¢ogunda mukozada normal
epitelin 6nce adenomatdz epitele daha sonra da displaziye dogru ilerleyerek adenoma-
karsinoma sekansi olarak adlandirilan bir morfolojik degisim gosterdigi gozlemlenmistir
(Vogelstein, Fearon et al. 1988; Chung 2000; Houlston 2001). Adenoma-karsinoma
sekansinda, tek bir kript epitelinden baslayan adenomatdz degisiklik olarak tanimlanan

aberan kript odag1 (AKO), tiibliler adenom (TA), tiibiilovilloz adenom (TVA) ve villoz
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adenom(VA)’dan olusan adenomatdz polipler ve konvansiyonel adenokarsinoma (KonCA)
(Sekil 2.11) yer almaktadir (Kumar 2010). Asagida bu lezyonlar ayrintili olarak ele

alinmaktadir.

=== Adenoma

Sekil 2.11: Adenoma-Karsinoma Sekansi
Adenoma-karsinoma Sekansinda Oncii Lezyonlar:
Aberan Kript Odag (AKO)

Adenoma-karsinoma sekansinda, normal kolon mukozasindan adenokarsinomaya
dontistimde ortaya c¢ikan en erken lezyon olarak kabul edilen aberan kript odagi (AKO),
kolorektumda epitelyal neoplazinin morfolojik prekirsorudir (Nucci, Robinson et al.
1997; Shpitz, Bomstein et al. 1998; Roncucci, Pedroni et al. 2000; Raju 2008). AKO’nun
adenomat6z (displastik) ve hiperplastik olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Kolorektal
adenomlarin adenomatoz tip AKO’dan gelistikleri, serrated poliplere ise hiperplastik

AKO’nun 6nciiliik ettigi diisiniilmektedir (Ensari, Bosman et al. 2010).

Aberan kript odaginin kolorektal karsinogenez basamaklari arasinda yer aldigi goriisii,
bazilarinda displazinin, birtakim genetik ve epigenetik degisikliklerin (APC, KRAS
mutasyonlari, mikrosatellit instabilite, pl6 geni ve CIM gibi) saptanmasi ile
desteklenmektedir (Roncucci, Pedroni et al. 2000). AKO, ilk kez azoksimetan verilmis
sicanlarda metilen mavisi ile boyali mukozal tabakanin mikroskobik olarak incelenmesi

sonucu ya da buyutmeli endoskopla ya da kromoendoskopi ile azalmis miisin igerigi
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nedeniyle normale goére daha cok genislemis, diizensizlesmis ve daha koyu boyanmis
kriptler (Sekil 2.12) seklinde tespit edilmistir (Roncucci, Pedroni et al. 2000), (Jen, Powell
et al. 1994; Otori, Sugiyama et al. 1995; Di Gregorio, Losi et al. 1997; Nucci, Robinson et
al. 1997; Otori, Konishi et al. 1998; Shpitz, Bomstein et al. 1998).

Sekil 2.12: Aberan Kript Odag1

Adenomat6z Polip (Adenom)

Adenomat6z polipler, gercek neoplastik lezyonlar olup, karsinoma 6ncisudir. Adenomlu
bir hastada kolorektal karsinom gelisme riski, normal bir insana goére 4 kat daha
fazladir (Kumar 2010). Adenomatdz polipler, epitelyal proliferasyon ve prolifere epitelde
displazi ile karakterizedir (Burgart 2002; Percinel, Savas et al. 2007; Savas B 2007; Kumar
2010). Adenomat6z poliplerdeki epitelyal displazi, yapisal ve sitolojik ozelliklere gore
diisiik dereceli (“low-grade”) ve yiiksek dereceli (“high-grade”) olarak (Sekil 2.13)
siiflandirilir (Kumar 2010; Hamilton 2010).

“Low-grade” displazi (LGD): Teorik olarak, tum adenomat6z poliplerin “low grade”
displazi gosterdigi kabul edilir. Buna gore, LGD, psodostratifikasyon gosteren, uzun, oval
hiperkromatik niikleuslu epitelyal hiicrelerin dosedigi epitel olarak tanimlanir (Hamilton
2010).

“High-grade” displazi (HGD): LGD’e gore gerek yapisal olarak, gerekse sitolojik olarak
daha belirgin atipinin oldugu epitelyal degisikliklerdir. Hiicresel olarak, niikleus

blytikligi, niikleol belirginligi, vezikiilasyon, polarite kaybi, sik ve atipik mitoz varligi,

17



yapisal olrak kribriform patern, tomurcuklanma, sirt sirta verme gibi bulgular HGD’de
izlenen degisikliklerdir (Hamilton 2010).

“Low Grade” Displazi

“High Grade” Displazi

Sekil 2.13: Adenomat6z Poliplerde Displazi
Adenomat6z polipler, morfolojik 6zelliklerine gore 3 alt tipe (Sekil 2.14) ayrilmaktadir:

Tubuler Adenom: Yaklasik yarisi rektosigmoidde yer alan tiibiiler adenomlar, kolonun
herhangi bir yerinde bulunabilir. Cogunlukla sapli, diizglin ylizeyli 0.5-lcm c¢aph
lezyonlardir. Sap kismi normal kolon mukozasi, bas kismi hiperkromatik niikleuslu, yer
yer diizensiz, azalmis miisin sekresyonu gosteren yiiksek kolumnar, ¢ok sirali hiicrelerle

doseli, dallanan glandlar meydana getiren neoplastik epitelden olusan bir histopatolojiye
sahiptir (Kumar 2010; Hamilton 2010).

Villoz Adenom: Tiibiiler adenomlardan daha biiyikk (¢ogu >2cm), c¢ogunlukla sesil
poliplerdir. Kadifemsi ya da karnibahar benzeri bir yiizeye sahip ve liimene dogru villus
benzeri ¢ikintilar olusturan kitleler seklindedir. Villoz adenomlarin %30-40’1inda invaziv

karsinom gozlenmektedir (Kumar 2010; Hamilton 2010).

Tubdlovilloz Adenom: Tiibiiler ve villoz komponentlerin karisimi seklindedir. Invaziv
karsinom tasima riski, displazi derecesi ve boyutlar1 agisindan, tibiiler ve villoz

adenomlarin arasinda yer alir (Kumar 2010; Hamilton 2010).
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Sekil 2.14: Adenomat6z Polip Tipleri
2.5.2.2. “SERRATED” NEOPLAZIi SEKANSI

Testere disi (“serrated”) epitel ortiisii ile karakterize olan “serrated” polipler karsinomaya
dogru ilerleyerek “serrated” neoplazi olarak adlandirilan spektrumu olusturmaktadir
(Longacre and Fenoglio-Preiser 1990; Snover 2005; Ensari, Bosman et al. 2010). Bu
lezyonlara adin1 veren serrated epitelin nedeni, apoptoz inhibisyonu sonucu hucrelerin
epitelde birikerek epitele karakteristik kivrintili goériiniimii kazandirmasidir (Hamilton
2010). “Serrated neoplazi” sekansi da, adenom-karsinom sekansina benzer sekilde, bir
kript epitelinde ortaya ¢ikan hiperplastik degisiklikler, ¢ogunlukla hiperplastik fenotip
gosteren AKO’dan baglayarak gelisen “serrated” polipleri ve miisindz ya da “serrated”
karsinomlar1 kapsamaktadir. Bu sekansta yer alan “serrated” polipler hiperplastik
polip(HP), sesil “serrated” adenom/polip(SSA/P) ve klasik “serrated” adenom (KSA)’dan
(Sekil 2.11) olusmaktadir (Hamilton 2010).

“Serrated” Neoplazi Sekansinda Oncii Lezyonlar:

Hiperplastik Aberan Kript Odag

“Serrated” neoplazi sekansinda yer alan en erken morfolojik lezyondur. Adenoma-
karsinoma sekansinda yer alan AKO’lardan farkli olarak, hiperplastik epitel ile doseli bir

ya da birkag kriptden olugmaktadir (Kumar 2010).

“Serrated” polipler, epitelyuminde testere disi goriiniimiine sahip poliplerdir. Bunlarin
neoplastik potansiyelleri degiskendir. Morfolojik olarak {i¢ alt tipi (Sekil 2.15)
tanimlanmastir: HP, SSA/P ve KSA.
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Hiperplastik Polip (HP)

Genellikle neoplastik olarak kabul edilmeyen benign epitelyal proliferasyonlardir. Serrated
poliplerin %80-90’1m1 olusturan HP’ler en yaygin subtipdir. insidans1 40 yasin iistiinde artis
gostermektedir. Morfolojik olarak, normal kolon mukozasina benzeyen, yiizeyde dilate,
derine dogru daralan, goblet hiicreleri ve absorptif epitel ile doseli dar bir lamina propria
ile ayrilan, birbirine paralel kriptler igerir. Cogunlukla rektum yerlesimli olup, sigmoid
kolonda da yer alabilirler (Ensari, Bosman et al. 2010; Kumar 2010). HP’lerin 3 subtipi
vardir: Klasik mikrovesikiiler HP (MVVHP), goblet hiicreli HP (“Goblet cell HP: GCHP”)
ve musin-fakir HP (“mucin poor HP: MPHP”). Bu subtipler arasinda demografik ve
molekiiler diizeyde farkliliklar mevcuttur. MVHP’ler, mikrovesikiler misin sekresyonu
gosteren epitel hiicreleri, GCHP’ler yogun goblet hiicresi ile daha az epitelyal serrasyon ve
MPHP’ler misin icermeyen, reaktif gorinimli nikleer atipi ile karakterize subtiplerdir.
MVHP, en yaygin, MPHP ise en nadir goriilen tipidir (Torlakovic, Skovlund et al. 2003;
WHO 2010). HP’lerin yaygin olarak KRAS ya da BRAF mutasyonlarindan birini tasidig
gbzlenmekle birlikte, GCHP’lerde KRAS mutasyonu yayginken, MVHP’lerde BRAF
mutasyonu daha siktir. Ayrica HP’lerde MLH1 ya da MGMT promotor metilasyonu da
g0zlenmekte ve bu durumda MSI’de gelisebilmektedir (Ensari, Bosman et al. 2010;
Hamilton 2010).

Sesil “Serrated” Adenom/Polip (SSA/P)

SSA/P’ler HP’lerden daha biyuk olup, ¢ogu 5-10 mm capa sahiptir. Tum “serrated”
poliplerin %18’ini olusturan SSA/P’ler, daha ¢ok sag kolon yerlesimlidir. “Serrated”
poliplerin bu subtipi, biiyiikk capli, asirt serrasyon gosteren, bazal kript dilatasyonu,
horizontal kript, “T” ya da “L” seklinde kript varlig1 gibi arkitektiirel degisikliklerle
karakterize poliplerdir. SSA/P’lerde proliferatif zon asimetriktir ve ¢ogunlukla kriptin
tabaninda lokalize degildir (Ensari, Bosman et al. 2010; Kumar 2010; Snover 2011;
Hamilton 2010).

SSA/P’lerde MUC5AC ve MUCG6 ekspresyonu ile karakterize gastrik tip miisin varligi
g6zlenmektedir. SSA/P’ler, CIMP, MSI ya da MSS sporadik kolorektal kanserlerin 6ncilu
olarak kabul edilmektedir. SSA/P’lerin biiyiik ¢ogunlugu BRAF mutasyonu tasimaktadir.

Ayrica, bu poliplerde promotor hipermetilasyonu ya da (-katenin’in nukleer
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translokasyonu nedeniyle MLH1 ekspresyon kaybi gozlenmektedir (O'Brien, Yang et al.
2006; Wu, Montgomery et al. 2008; Ensari, Bosman et al. 2010; Hamilton 2010).

Klasik “Serrated” Adenom

KSA’lar HP ve SSA’a gore daha nadir gorulen bir subtip olmakla beraber, daha ¢ok sol
kolon yerlesimlidirler. Morfolojik olarak “serrated” poliplere, sitolojik ozellikleri ile de
konvansiyonel adenomlara benzemektedir (Jass 2001; Higuchi, Sugihara et al. 2005).
KSA’lar, protuberan gelisim paternine sahip, kompleks viliform konfigurasyon, “ektopik
kript” olarak adlandirilan yeni olusan ve horizontal oryantasyon gdsteren kriptler ve
bunlar1 doseyen eozinofilik sitoplazma, midzonal nikleuslu psodostratifiye kolumnar
epitel ile karakterizedir. KSA’larin molekiiler 6zellikleri heniiz iyi anlagilmis degildir.
Ancak MGMT ve EphB2 genlerinin promotor bdlgesinde hipermetilasyon ve KRAS
mutasyonlarini tasidigr bilinmektedir (Ensari, Bosman et al. 2010; Snover 2011; Hamilton
2010).

Sesil ated
Adenom/lj’_oli_;_:_ . Adenom

Hiperplastik Polip

- Fa o e ]

Sekil 2.15: Serrated Neoplazi Sekansinda Oncii Lezyon Histopatolojisi

“Serrated” Poliplerde Displazi: “Serrated” poliplerde, klasik adenomat6z tipte displazi
degil, daha ¢ok “serrated” tip displazinin gelisebilecegi bildirilmektedir (Sekil 2.16).
“Serrated” tip displazi, yuvarlak vezikiler nukleus, kaba kromatinli, belirgin nikleol ile
karakterize olup daha cok sitolojik 6zellikler ile degerlendirilmektedir. Daha dnceleri bu
alanlar, bir *“serrated” polip i¢inde goriildiigiinde “mixed SP-adenom” olarak
adlandirilmaktayken, WHO (Diinya Saglk Orgiitii)’nun 2010 klasifikasyonundan mikst
polip grubu c¢ikarilmigtir. Literatiirde, “serrated” adenomlarda da %7-15 oraninda in situ
karsinomaya esdeger agir displastik odaklara rastlanabilecegi bildirilmektedir (Ensari,

Bosman et al. 2010; Snover 2011; Hamilton 2010).
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“Low Grade” Displazi

“High Grade™ Displazi

Sekil 2.16: “Serrated” Poliplerde Displazi

2.6. KOLOREKTAL KANSERIN HISTOPATOLOJIK KLASIiFIKASYONU

Kolorektal karsinomlarin %90’dan ¢ogu adenokarsinomdur. Adenokarsinomlar gland

olusturma yetenegi gosteren neoplastik epitelyal hiicrelerden olusurlar. Bu tiimérler gland

olusturma yeteneklerine gore differansiasyon derecelendirilmesine tabi

KonCA’lardan baska varyantlar da mevcuttur, miisindz adenokarsinoma, tash yiiziik
hicreli karsinoma, meduller karsinoma, “serrated” adenokarsinoma, kribriform-komedo tip
adenokarsinoma, mikropapiller adenokarsinoma, adenoskuaméz karsinoma, igsi hiicreli
karsinoma ve andifferansiye karsinomadir (Hamilton 2010). Asagida, bu ¢alismaya dahil

edilen subtiplerin tanimlart ve mikroskopik goriiniimleri (Sekil 2.17 ve Sekil 2.18)

sunulmustur.

ADENOKARSINOM

7

KOLOREKTAL ‘—)

ADENOSI_(['A)IOZ
KARSINOM

KANSER .

KLASIFIKASYONU > 1 HUCREL]

KARSINOM

\A SKUAMOZ HUCRELI
KARSINOM

BASKALASIM
GOSTERMEYEN
KARSINOM

Kribriform komedo
tip adenokarsinom

Medullar Karsinom

Miisinoz
adenokarsinom

Mikropapiller
Karsinom
Serrated
Adenokarsinom

Tash Yiiziik Hiicreli
Karsinom

Sekil 2.17: Kolorektal Kanser Klasifikasyonu (Hamilton 2010)
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2.6.1. Konvansiyonel Adenokarsinom (KonCA)

Klasik olarak gland olusturan ya da kribriform patern gosteren adenokarsinomlardir.
Glandlar1 doseyen epitel ¢ok sirali, adenomatdz karakterli atipik epitelyal hiicrelerden

olusur ve tiim adenokarsinomlarin % 85 kadarini olusturmaktadir (Kumar 2010).
2.6.2. Musindz Adenokarsinom

Kolorektal tiimorlerin bu tipi, genis ekstraseliiler miisin sekresyonu gosteren timor
hiicreleri ile karakterizedir. Ekstraseliiler miisin alanlar1 tiimoriin en az % 50’sini
olusturmalidir. Baz1 olgularda hem ekstraseliiler hem de intraseliiler miisin sekresyonu
gOzlenebilmektedir. Bu durum tash yiiziik hiicre gériiniimiine neden olmaktadir (Kumar

2010; Hamilton 2010).

Miisinéz adenokarsinomlar, kolorektal karsinomlarin %15’ini olusturmakta ve KonCA’lara
gore daha kotl prognoz gostermektedir. Miisinz adenokarsinomlarin bir grubu MSI-H
olup, HNPCC ile iliskilidir (Hamilton 2010).

2.6.3. Tash Yiiziik Hiicreli Karsinom

Taglt yiiziik hiicreli karsinom, tiimor hiicrelerinin % 50’sinden fazlasinda belirgin
intrasitoplazmik miisin varlig1 ile karakterizedir. Bu subtipte tiimér, diffiiz yayilma
gostermekte ve cogunlukla glandlar olusturmamaktadir. Intraseliller miisin birikimi,
niikleusun kenara itilerek taslt ylizikk goriiniimii almasina neden olmaktadir. Tagh yiiziik
hiicreli karsinomlarin bazilart MSI-H ve “low grade”dir, ancak MSI-H olmayan timorler
genellikle cok agresifdir (Hamilton 2010).

Konvansiyonel ‘ Misinoz ‘ Tash ylizik
Adenokarsinom Adenokarsinom hicreli karsinom

Sekil 2.18: Kolorektal Kanser Histopatolojisi
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2.6.4. Kolorektal Karsinomlarda Histolojik “Grade”

Adenokarsinomlar glandiiler yapinin niteligine gore iyi, orta ve az diferansiye olmak lzere
gruplandirilmaktadir. Buna gore, “grade” 1 timorlerin (iy1 diferansiye) %95’den
fazlasinda, “grade” 2 tiimorlerin (orta derecede diferansiye) %50-95’inde, “grade” 3
timorlerin (koth diferansiye) %0-49’unda glandiler yapilanma mevcuttur. “Grade” 4
timorler (indiferansiye) ise glandiiler yap:1 gostermemekte ve “farklilagma gdstermeyen
karsinom” grubunda yer almaktadir. Miisindz adenokarsinomlar ve tagh yiiziik hiicreli

karsinomlarin tamami “grade” 3 olarak kabul edilmektedir (Hamilton 2010).

2.6.7. Kolorektal Karsinomlarda Evreleme
Kolorektal karsinom evrelendirmesi i¢in 3 farkli yontem kullanilmaktadir: Dukes, Astra-
Coller ve TNM sistemleri (Kumar 2010; Hamilton 2010).

Dukes sisteminde;

Evre A: Tiimor kolon duvarinda sinirli, muskularis propriayr agsmamis.

Evre B: Timor tiim kolon duvarini tutup muskularis propriay1r asmis, kolonda serozayi,
rektumda perirektal dokuyu invaze etmistir. Lenf bezi tutulumu yok.

Evre C1: Bolgesel lenf bezlerinde metastaz yok.

Evre C2: Mezenterik kan damarlar1 etrafindaki lenf bezlerinde metastaz mevcut.
Astra-coller sisteminde;

Evre A: Tiim6r mukozada sinirl.

Evre B: Tiimor submukozaya sinirli,lenf bezi invazyonu yok.

Evre B2: Tiimor kas tabakasina sinirli, lenf bezi invazyonu yok.

Evre C1: Tiimor barsak duvarini asmadigi halde lenf bezi metastaz1 mevcut.
Evre C2: Tiimor barsak duvarini asmis ve lenf bezi metastazi mevcut.

TNM sisteminde;

Evre 0: Tis NO MO

Evre 1: T1,T2 NO MO

Evre 2: T3,T4 NO MO

Evre 3A: T1,T2 N1 MO

Evre 3B: T3,T4 N1 MO

Evre 3C: Herhangi bir T N2 MO

Evre 4: Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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T= Primer timor TX: Primer timora bilinmeyen, TO: Primer timor yok, Tis: Karsinoma
insitu, T1: Tumoér submukozaya invaze, T2: Tumor muskularis propriaya invaze, T3:
Tumor subseroza ya da nonperitonealize perikolik/perirektal dokuya invaze, T4: Tumor
komsu organ ya da yapilara invazyon gostermekte ve/veya visseral peritonu perfore
etmektedir

N= Bolgesel lenf bezleri NX: Bolgesel lenf bezleri degerlendirilememekte, NO: Lenf bezi
metastazi yok, N1: 1-3 lenf bezi tutulumu mevcut, N2: 4 veya daha fazla lenf bezi
tutulumu mevcut

M=Uzak metastaz MX: Uzak metastaz degerlendirilememekte, MO: Uzak metastaz yok,

M1: Uzak metastaz mevcut

2.7. HEDEFE YONELIK TEDAVi YAKLASIMI

Hastalarda tedavi yaniti ve ilag toksisitesi farkliliklari kanser tedavisinin en Onemli
problemlerindendir. Ginimuzdeki onkolojik uygulamalar, kisisel dozlarin hastanin agirlig
ve viicut alanina goére ayarlanmasi temeline dayanmaktadir. Ancak, bu uygulama tumor
cevabr veya toksisite acisindan tedavinin sonuglarinin Ongoriilebilmesinde yeterli
olmamaktadir. Bireye ve tiimore bagli faktorlerin tedaviye yanitta degisikliklere yol
acabilecegi diisliniildiigiinde, bu durum sasirtici degildir. Bu nedenle, son yillarda bu
sorunu asabilmek icin hedefe yonelik tedavi protokoll icerisinde timdorin molekiler

temeline ve bireyin genetik yapisina dayanan bireysel tedaviler gelistirilmektedir.

Hedeflenmis tedavide, 6zgul molekuler defekti olan tumor hicrelerine yonelerek kanser
hiicresini hedef hiicre araciligiyla oldiiriirken, normal hiicrelerin saglikli bir ortamda
devamina imkan taninmaktadir. Bu nedenle, hedeflenmis tedavilerin en énemli Ustiinligi
terapotik indekslerinin yiiksek olmasidir. Hedefe yonelik tedavide, hedeflenecek hiicresel
komponentler, hiicre membran reseptorleri, sinyal iletim yollari, hiicre siklus ajanlari,
anjiyogenez inhibitorleri, hucre-matriks veya protein reseptorleridir. Kolorektal kanser
tedavisinde son yillarda kullanilmaya baslanan anti-EGFR (“epitelial growth factor
receptor”) tedavisi de hedefe yonelik ve bireysel temelli bir tedavi 6rnegidir. Bu tedavinin

prensipleri ile ilgili bilgiler asagida sunulmaktadir.
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2.7.1. Anti-EGFR tedavi

EGFR’nin tiimdr olusumu ve kanserin ilerleyigindeki rolii anlasildigindan beri bu reseptore
ozgii gelistirilen antikorlarla, EGFR, yeni ve umut verici bir hedef haline gelmistir. Invitro
ve invivo c¢alismalar gostermistir ki, EGFR blokaj1 ile “downstream” sinyalin kesilmesi,
timor hicrelerinde blyimenin inhibisyonuna neden olabilmekte ve boylece kanserli
hastalarda potansiyel iyilesme saglanabilmektedir (van Krieken, Jung et al. 2008;
Neumann 2009).

EGFR sinyal sistemi aktivasyonu igin genellikle 3 adim gereklidir. ilk olarak, spesifik
ligandlar konformasyonel bir degisiklik ile EGFR’nin ekstraseliiler domainine baglanir.
Daha sonra, bu yapisal degisiklik EGFR iligkili HER reseptorlerinden biri ile (heterodimer)
ya da bir bagka ligand bagimli EGFR ile (homodimer) bir dimer formu olusturmasina izin
verir. Reseptor dimerizasyonu, sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu baslatan reseptorlerin
intraselller domaini ile birlikte tirozin kinaz rezidulerinin otofosforilasyonuna neden olur.
EGFR tirozin fosforilasyonu RAS-MAPK, PI3K-Akt ve STAT ara yollarini igeren birkag
sinyal kaskadini baslatir. EGFR’nin indiikledigi bu sinyal yollari, gen transkripsiyonu,
hiicre siklus devamliligi, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, adezyon, anjiogenez,
migrasyon ve invazyonu (Sekil 2.19) kontrol etmektedir (van Krieken, Jung et al. 2008; Di
Fiore 2010).

EGFR gibi hiicre ylzey reseptorlerinde, baglanma ya da modiilasyon olmaksizin
“downstream* yollarin aktivasyonu, kontrolsiiz hiicre blyiimesi, proliferasyon, apoptozun
baskilanmasi, anjiogenezin uyarilmasi ve metastatik yayilim gibi sonuglar dogurabilir. Bu
nedenle EGFR ve EGFR’nin “downstream” yollarinda yer alan diger molekiiller (RAS ve
RAF proteinleri gibi) de malign transformasyonun regiilasyonunda temel rol oynamaktadir
(van Krieken, Jung et al. 2008).

Gunumuzde uygulanan anti-EGFR ilaglarmin 2 tipi mevcuttur; ilki, anti-EGFR
monoklonal antikorlaridir. Bunlar, EGFR nin ekstraseliilar domainine baglanir ve reseptore
baglanan dogal ligandi EGF (“Epitelial Growth Factor”) ile rekabet eder. Bdylece, EGFR
aktivasyonunu saglayan ligand bloke olur. Ikincisi ise, EGFR tirozin kinazlarmin kiigiik
molekil inhibitorleridir. Bunlar da, EGFR tirozin kinazlarin intraseliiler Katalitik

domainine baglanmak i¢in ATP ile rekabet eder ve EGFR tirozin fosforilasyonunu
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durdururlar. Boylece, “downstream” sinyal yollar1 baskilanir (Di Fiore, Sesboue et al.
2010).

orHERY EGFR dimer

Metastaz

.

kan damarlan

Hiicre sag kalu Proliferasyon Anjiyogenez

kan damarlan

Sekil 2.19: Ras-Mapk Sinyal Ara Yolunda Buyume Sinyali (van Krieken, Jung et al. 2008)

Iki anti-EGFR antikoru (Cetuximab ve Panitumumab) ve iki kiigiik molekiil EGFR tirozin
kinaz inhibitori (Gefitinib ve Erlotinib), kolorektal kanser, metastatik kictuk hucreli
olmayan akciger kanseri, bas ve boyun skuaméz hucreli karsinomu ve pankreatik kanser

gibi timdrlerin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (van Krieken, Jung et al. 2008).
2.7.2. Kolorektal Kanserde Anti-EGFR Tedavisi

Kolorektal kanserde EGFR hedefli ilaglar daha ¢nce bahsedilen reseptorin fonksiyonel
domainlerini engelleyecek sekilde gelistirilmistir. Bugiin i¢in, iki anti-EGFR antikoru
kolorektal kanserin tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmistir. Insan
fare kimerik 1gG1 monoklonal antikoru olan Cetuximab, kolorektal kanser tedavisi igin
onaylanan ilk EGFR hedefli ajandir. insan IgG2k monoklonal antikoru olan Panitumumab
ise, metastatik kolorektal kanser tedavisi icin onaylanmis ikinci ilagtir. Anti-EGFR tedavi
ile metastatik kolorektal kanserlerde yasam siiresinin 23.5 aya dek uzatilabildigi
gosterilmistir. Ancak, Cetuximab ve Panitumumab tedavileri son derece pahali ve bazi yan
etkileri olan tedavi yontemleridir (Asghar, Hawkes et al. 2010).Bu nedenle, hedefe yonelik
tedavide, uygun hastalar1 belirleyebilmek i¢in tiimore 6zgii bazi molekiiler belirtegler

kullanilmaktadir. Hedefe yonelik tedavinin meme kanseri, akciger kanseri gibi 6nemli
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morbidite ve mortalitesi olan tiimdr gruplarinda timor tedavisinde ve prognostik
degerlendirmelerde giderek yayginlastigi diislintildiigiinde, kolorektal karsinomlarda da
tedavi se¢imini yonlendirecek molekiiler belirteclerin kullanimi ve olgularin buna gore
smiflandirilmasi son derece 6nemli ve gereklidir. Kolorektal kanserde, EGFR iliskili sinyal
ara yollart i¢in potansiyel belirtegler KRAS, BRAF ve PIK3CA gen mutasyonlar ile
PTEN gen ekspresyonu olarak kabul edilmektedir.

EGFR ile uyarilan hiicre sinyal iletiminin “downstream” fonksiyonu olan ve RAS- MAPK
sinyal ara yolunun en 6nemli molekullerinden biri olan RAS proteini, aktif guanozin
trifosfata bagli durum ile inaktif guanozin difosfata bagli durum arasinda degisim gosteren
bir sinyal iletim molekultdur. RAS proteininin aktif duruma ge¢mesi i¢in EGFR dimerinin
olusmasi gerekir. RAS protein ailesine ait olan G proteini, birka¢ sinyal kaskadi
araciligiyla hiicre yiizey reseptorlerinden hiicre i¢i hedeflere dogru sinyal iletim
baglantisini saglar. Hiicre boliinmesi gerceklestikten sonra, EGF ligandi EGFR’dan ayrilir
ve RAS proteini inaktif hale gecer. Boylece sinyal iletimi de durdurulmus olur. Ancak
KRAS geninde mutasyon olmasi durumunda, RAS proteini aktif halde kalir ve hiicre
yiizeyinden gelen sinyalleri hiicre ¢ekirdegine iletmeye devam eder .(Castagnola and
Giaretti 2005; Kranenburg 2005; Mitin, Rossman et al. 2005). Bu durum, EGFR aracilig1

ile baslatilan sinyalden bagimsiz olarak ger¢eklesmektedir.

Hicresel RAS proteini normal dokuda proliferasyon, diferensiyasyon ve senesens
sinyallerinde énemli bir role sahipken, mutant genin olusturdugu RAS proteini ise bir¢ok

kanser tipinde etkili potansiyel onkojenik bir proteindir (Castagnola and Giaretti 2005).

Tum insan timorlerinin %17-25’inde aktive edici KRAS mutasyonu tespit edilmistir. Bu
mutasyonlar “missense” mutasyonu seklinde olup, ¢ogunlukla mutasyonlar 2. ekzonda
kodon 12 ve 13 ile 3. ekzonda kodon 59, 61 ve 63’de yogunlagsmaktadir (Grimmond,
Raghavan et al. 1992). Kodon 12 mutasyonlari, tim KRAS gen mutasyonlarinin %82’sini,

kodon 13 mutasyonlari ise %17’sini olusturmaktadir.

KRAS mutasyon durumu, kolorektal kanser hastalari igin tedaviye iliskin kararlarda
dikkate deger bir role sahiptir. EGFR hedefli ajanlarin molekiiler temeli dikkate
alindiginda, KRAS mutasyonlu ve aktif RAS proteinli tiimérlerde, reseptor seviyesinde
EGFR blokaj1, “downstream” sinyal aktivasyonunu durduramaz. Cunku aktif RAS proteini

EGFR’den bagimsiz olarak sinyal aktivasyonunu saglar. Bu nedenle hastaya anti-EGFR
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tedavi uygulanmadan 6nce KRAS mutasyon analizi yapilmakta ve KRAS geni yabanil tip
olan (mutasyon tasimayan) tlimorler, tedaviye uygun aday olgular olarak kabul
edilmektedir. Ancak, KRAS yabanil tip olan olgularin yalnizca 1/3’ii EGFR inhibisyon
tdavisine yamit vermektedir. Ozellikle, diisiik yanit oranlar1 ve yiiksek tedavi maliyeti
RAS-MAPK ve PTEN-AKT sinyal arayollarindaki diger biomarkerlarin aragtirilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir (Vakiani and Solit 2011).

RAF gen ailesi icinde yer alan BRAF proteini, RAS proteini tarafindan stimiile edilen,
serin/treonin kinazi kodlayan ve RAS-MAPK sinyal ara yolunda hiicre ici sinyal iletiminde

gorev alan bir molekuldir (Davies, Bignell et al. 2002).

BRAF onkogeninde, glisince zengin kinaz domainini etkileyen ekzon 11 mutasyonlari ile
aktivasyon segmentini etkileyen ekzon 15 mutasyonlar1 olmak iizere, iki bdlgede nokta

mutasyonu tanimlanmustir (Vakiani and Solit 2011).

Son yillarda, melanomalarda, tiroid kanserlerinde, kolorektal kanserlerde ve diger kanser
tiplerinde BRAF geninde ¢esitli mutasyonlar tespit edilmistir (Davies, Bignell et al. 2002).
Ayrica, yanlis eslesme tamir sistemi defektli olan kolorektal kanserlerde (mikrosatellit
instabil), defekti olmayanlara gére cok 6nemli 6lclide BRAF mutasyonu gorilmektedir. Bu
nedenle, BRAF mutasyonlarinin yanlis eslesme tamir sistemiyle iligkili oldugu
diistintilmektedir (Rajagopalan, Bardelli et al. 2002). Kolorektal karsinomlarin yaklagik

%10’unda BRAF mutasyonu oldugu saptanmistir. Ayrica, karsinoma 6nciisii olarak kabul

edilen bazi poliplerde de degisen oranlarda BRAF mutasyonu saptanmistir. Mutasyon
sikligt MLHI1 promotor hipermetilasyonundan dolay1 mikrosatellit instabilitesi gdsteren
kolorektal kanserlerde %70’e ¢ikmaktadir (Hamilton 2010).

Mikrosatellit instabil kolorektal kanserlerde BRAF mutasyonu, KRAS mutasyonundan
bagimsiz olarak gerceklesir ve birka¢ sinyal yolunun aktivasyonu ile proliferasyon ve
hayatta kalma sinyallerini baslatir. RAS/RAF mutasyonlu hiicre hatlar1 normal hiicrelerle
kiyaslandiginda in vitro olarak Cetuximaba karsi yiiksek direng gosterirler. Az sayida
calismada BRAF mutasyonlarinin anti-EGFR ajanlarina yanitsizlikla iligkili olabilecegi
One surulmekle birlikte (Liou, Wu et al. 2011), klinik yanit1 6ngérmede muhtemel roliinii

bildiren kesin veri heniiz mevcut degildir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Bu tez calismasina retrospektif (geriye doniik) olarak Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali parafin doku arsivinden kolorektal karsinom 6ncii lezyonlarina ait
endoskopik eksizyon/polipektomi ve kolorektal karsinomlara ait rezeksiyon materyalleri

dahil edilmistir.

Oncii lezyon grubunda adenomattéz polip (AP), hiperplastik polip (HP), sesil serrated
adenoma/ polip (SSA/P), klasik “serrated” adenoma (KSA) ve HP-SSA arasinda tani
giicliigii yasanan ara grup polipler (ARA) olmak {izere bes gruptan olusan 87 polip yer
alirken, karsinom grubunda konvansiyonel adenokarsinom (KonCA) ile miisinéz ve tash
yuzik hacreli adenokarsinomlardan (MiisCA) olusan toplam 40 kolorektal karsinom

calismaya katilmistir (Sekil 3.1).

} MATERYAL k

Oncii Lezyonlar Karsinomlar

v v A4

Adenom- P, Serrated
. Tam giicliigii N A
Karsinom . Neoplazi Miisingz
. Yasanan i :
Sekansi 1 Sekansi Konvansivonel Adenokarsinom

Oncii Oncii Oncii Adenokarsinom ve

Lezyonlar Tash Yizik
Lezyonlar: . Lezyonlan Hicreli Karsinom

v |

Adenomatsz HP-554 Aras Hiperplastik
. Karakter .
Polip Polip

tai |)' an
4P AraGrup (HP)

ARy Sesil
Serrated
Adenom/Polip

(554)
Klasik
Serrated
Adenom

(KSA)

Sekil 3.1: Olgu Gruplarmin Gosterimi
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3.2. YONTEM

Bu tez c¢alismasinda olgulara ait hematoksilen-eozin (H&E) boyali patoloji arsiv
preperatlar1 yeniden degerlendirilerek gruplandirilmistir. Histopatolojik degerlendirme
sonrasinda se¢ilen H&E boyali lamlar iizerinde lezyonun ya da tiimoriin bulundugu alanlar
secilerek DNA izolasyonu i¢in diseke edilecek alanlar isaretlenmistir. Bunu izleyerek
olguya ait parafin bloklardan 6 pm boyasiz kesitler hazirlanmis ve manuel
mikrodiseksiyon yontemiyle doku diseksiyonu yapilmistir. Diseke edilen dokudan DNA

izolasyonu ve izole edilen DNA {iizerinde molekiiler analiz gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

YONTEM k
/..

Histopatolojik Yontem Molekiiler Yontem
v v

Diseke edilen hiicrelerden
Dna izalasyoml

Histopatolojik
Degerlendirme . 2
v DNA'nn
Tiimorli yada Spektrofotometrik
Lezyonlu Alanlarn Analizi ve Miktar Tayini

Belirlenmesi N
\ 4 KRAS Gen BRAF Gen
Doku Kesiti &lutasyouu Mutasyonu

Hazirlanmasi v

4 1. Real time PCR 1.Real Time PCR
Mikrodiseksiyon 2. Pirosekanslama 2. DNA Dizi Analizi

| ISTATiSTi_KSEL
ANALiZ

Sekil 3.2: Kullanilan yontemlerin 6zeti
3.2.1. HISTOPATOLOJIK YONTEM
3.2.1.1. Histopatolojik Degerlendirme

Gruplarda yer alacak olgulara ait arsiv materyali (H&E kesitler ve parafin bloklar) arsivden
cikarilarak, olgularin H&E boyali kesitleri Uzerinde histopatolojik degerlendirme
yapilmistir. Onceden belirlenmis olan olgu gruplarina dahil edilemeyecek, tan1 degisikligi
olan ve bu nedenle ¢aligma kapsamina girmeyen olgular yerine yeni olgular yine arsiv
materyalleri arasindan segilerek ¢alismaya dahil edilmistir. Bu se¢im gerek oncii lezyonlar
gerekse kolorektal karsinomlarda WHO’nun 2010 Klasifikasyonu ve kriterleri temel

alinarak gergeklestirilmistir (Hamilton 2010).
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Oncii lezyon grubuna adenomatdz polipler (TA, TVA ya da VA) ile serrated polipler (HP,
SSA/P, ve KSA) secilmistir. Buna gore subtiplendirme yapilmaksizin toplam 20
adenomato6z polip ve 18 HP, 17 SSA, 19 KSA ve 13 ARA’dan olusan toplam 67 serrated
polip calismaya dahil edilmistir.

Kolorektal karsinom grubuna 20 KonCA ve 12 misin6z adenokarsinom, 8 tash yiiziik
hicreli karsinom (MusCA) sec¢ilmistir.  Bu olgulara ait demografik ve klinikopatolojik

bilgiler patoloji raporlarindan elde edilmistir.

Tum gruplar icin demonstratif 6zellige sahip olanlar “referans preparat” olarak secilerek
mikroskopik fotograflama i¢in ayrilmis ve daha sonra fotograflar1 ¢ekilerek tez

dokiimaninda ve sunumda kullanilmistir.
3.2.1.2. Mikrodiseksiyon

H&E boyali lamlar iizerinde lezyonun bulundugu alanlar 151k mikroskopi altinda secilerek
marker kalemi ile isaretlenerek diseksiyon alan1 belirlenmistir. Buna gore, genis lezyon ya
da tiimor alanlar igeren olgular icin H&E boyali preperatlar {izerinde marker kalemi ile
isaretlenmistir. Oncii lezyonlarda 151k mikroskopi ile yapilan degerlendirme sonucunda

kesitin timu polibe ait ise isaretleme yapilmaksizin kesitin tamami diseke edilmistir.

Isaretli preperatlara ait parafin bloklar arsivden ¢ikarilarak mikrodiseksiyon igin boyasiz

kesit hazirlanmistir.
Parafin doku kesiti ve mikrodiseksiyon i¢in agagidaki protokol takip edilmistir:

e Arsivden c¢ikarilan parafin bloklar -20°C’de bir siire bekletilip sogutularak
mikrotom cihazina (Shandon) yerlestirilir.

e Bloktan 6 um kalinliginda kesitler alinarak 45°C sicakligindaki su banyosuna atilir.
Boylece kesim iglemi esnasinda kivrilan dokunun diizgiin bir sekilde yayilmasi
saglanmais olur.

¢ Su banyosundan doku lam iizerine alinarak 5 dk kurumaya birakilir.

e Deparafinizasyon islemi i¢in lamlar ksilende 5 dk ve absolut etanolde 10 dk

bekletilerek 5dk kurumaya birakilir.
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e Marker kalemi ile isaretlenmis olan H&E boyali preperatlar ile deparafinize edilmis
boyasiz kesitler {ist {istii ¢akistirilmak suretiyle ilgili alan bistiiri ile kazinir ve 1.5

ml’lik mikrosantrifiij tiiptine aktarilir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Manuel Mikrodiseksiyon

3.2.2. MOLEKULER YONTEM

Bu asamada 6ncelikle DNA izolasyonu gergeklestirilip DNA’nin kalite ve miktar analizi
gerceklestirilmistir. Daha sonra KRAS ve BRAF gen mutasyonlarini saptamak igin real
time PCR, direkt sekanslama ve pirosekanslama teknikleri kullanilarak molekiiler analiz

gerceklestirilmistir.
3.2.2.1. DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 6rnekler Qiagen, QiaAmp DNA Micro Kit (Katolog No: 56304
Almanya) kullanilarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu igin
asagidaki protokol takip edilmistir:

e 1.5 ml’lik mikrosantrifij tuptne alinan mikrodiseksiyon 6rneginin Uzerine 15 pl
Buffer ATL, 10 pl Proteinaz K eklenir ve 15 sn vortexlenir.

« Tiip 1s1 bloguna yerlestirilir ve 56°C’de 16 saat inkiibe edilir.

o 25l Buffer ATL, 50 ul Buffer AL eklenir ve 15 sn vortekslenir.

e 50 pl soguk absolut etanol eklenir. Dikkatlice karistirilip 15 sn vortekslenir.

e 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Spin yapilir.

o Lizat, membrana degmeden “QIAamp minElute Coloumn”a aktarilir. 8000rpm

(6000g)’de 1 dk santriftij edilir. Kolon temiz toplama tiipiine aktarilir.
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Membrana degmeden 500 ul Buffer AW1 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1 dk
santrifdj edilir. Kolon temiz toplama tiipiine aktarilir.

Membrana degmeden 500 pl Buffer AW2 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1 dk
santrifiij edilir. Toplama tliptiniin i¢indeki s1v1 dokiiliir ve tekrar kolona yerlestirilir.
Membranin tamamen kurumasi i¢in 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Kolon 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tliptine aktarilir.

Membrana degmeden tam merkezine 20-30 ul Buffer AE veya distile su eklenir.
Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir ve 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Kolonlar
atilip tiiplerin kapagi kapatilir.

3.2.2.2. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi ve Miktar Tayini

Spektrofotometrik olarak DNA’nin safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin

spektrofotometre (NanoDrop ND 1000) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. DNA 260 nm

dalga boyunda, protein 280 nm dalga boyunda, fenol ve diger bilesikler ise 230 nm dalga

boyunda maksimum absorbans vermektedir. Buna gére DNA’nin saflig1 degerlendirilirken

A260/280 ve A230/280 oranlar1 dikkate alinmaktadir. Bu ¢aligmada da bu prensiplere

uyularak DNA saflik ve miktar analizi yapilmistir.

3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNAlarin biitiinliigiinii kontrol etmek amaciyla Agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiiliip gortintiilenmistir. Goriintileme icin Vilber Lourmat Doc
Print Gorlintiileme Sistemi kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanisinda asagidaki
protokol izlenmistir:

o Etidyum bromir son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilir.

o 100 ul DNA ladder’in iizerine 240 pl 6X loading dye ve 660 pl ddH,O
(duble distile su) eklenerek DNA ladder hazirlanir.

o 5XTBE (Tris-HCI, Borik Asit, EDTA) hazirlanmasi igin 54 g Tris Base,
27.5 g Borik asit ve 20 ml 0.5 M EDTA deiyonize su ile karistirilarak
¢ozlinmesi saglanir. Hacmi 1000 ml’ye tamamlanir.

o 5xTBE’nin deiyonize su ile 1/5 oraninda sulandirilmasi suretiyle 1XTBE

(Tris-HCI, Borik Asit, EDTA) hazirlanir.
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o Agaroz; %1’lik jel igin 1g/100ml, %2’lik jel icin 2g/100ml olacak sekilde
hassas terazide tartilir. Uzerine 100 ml 1XTBE eklenip mikrodalgada
kaynatilarak agarozun ¢ozlinmesi saglanir. Sicakligi 60-70 0C’ye diistiikten
sonra 5 ul etidyum bromiir eklenir ve iyice karistirildiktan sonra jel trayine
dokiiliip katilasmasi igin 30 dk beklenir.

o % I’lik agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirilir. 3 ul DNA ve 3 ul 6x
Loading Dye ile karistirilarak jelin kuyucuklarma yiiklenir. Ornekler, 120
voltta 30 dakika ydratalar. Jel, UV gorintileme sistemi ile gorintilenerek
fotograflanir.

o Genomik DNA 6rneklerinin yiiriitiilmesi i¢in %1°lik agaroz jel kullanilirken

PCR o6rneklerinin yiiriitiilmesi i¢in %2°lik jel kullanilir.

3.2.2.4. KRAS Mutasyon Analizi

KRAS geni ekzon 2, kodon 12, 13 ve ekzon 3 kodon 61 mutasyonlarini saptamak i¢in real
time PCR ve pirosekanslama tekniklerini esas alan iki ayr1 diagnostik kit kullanilmistir
(Sekil 3.4).

Kolon karsinomlari i¢in hem real time PCR hem de pirosekanslama teknigi kullanilarak
analiz yapilmis ve her iki sisteme ait sonuclar karsilastirilarak uyumluluklar:
degerlendirilmistir.

Oncii lezyonlarda, cok kiigiik biopsi drneklerinden DNA elde edildigi igin ¢ok az miktarda
DNA ile ¢alismak zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Real time PCR platformunda analiz
yapabilmek icin kullanilan “DxS Therascreen KRAS Mutation Kit”inde, her olguda
yaklasik 100ng/pl konsantrasyonda 50 pl DNA ‘ya gerek duyuldugundan oncii lezyonlarda

yalnizca pirosekanslama yontemi ile mutasyon analizi yapilmustir.

‘ KRAS Mutasyon

Analizi
/‘.\

Oncii Lezyonlar Karsinomlar

A4 v v

Pirosekanslama Teknigi Pirosekanslama Teknigi Real time PCR
( Qiagen Pyromark KRAS ( Qiagen Pyromark KRAS (DxS Therascreen KRAS
kit ) kit ) Mutation Kit)

Sekil 3.4: KRAS Mutasyon Analizi i¢in Kullanilan Teknikler
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o« Real Time PCR ile KRAS mutasyon analizi icin asagidaki protokol takip

edilmistir:

DNA miktar ve kalitesinin deney i¢in uygun olup olmadigini anlayabilmek igin standart
“sample assessment” protokolii uygulanmistir (Tablo 3.1). Calisilacak 6rnek sayis1 kadar
hazirlanan mix, 6rnek basina 10’ar pl olacak sekilde plate dagitilmistir. Mixin hazirlanist

asagidaki gibidir:

Tablo 3.1: Kalite Kontrol PCR protokolii

Assay Reak_sn_/on Taq DNA
mixi polimeraz

Kontrol assay mix 19.8 ul 0.2 ul

Toplam 20 pl

Uzerlerine 5’er pl genomik DNA eklendikten sonra “sealing foil" ile plate’in Gzeri
kapatilmis ve LightCycler 480 II platformunda asagidaki PCR programi (Tablo 3.2)

uygulanmustir.

Tablo 3.2: TheraScreen KRAS real time PCR programi

Parametreler Denatlirasyon Doéngi(Cycling)
Analiz Modu Yok Kantifikasyon
Dongii Sayisi 1 45

Segment 1 1 2
Sicakhik 95 95 60
Sire 30 30 60
Ramp Oram 4.4 4.4 2.2
Acquisition modu Yok Yok Tek

Kontrol assay ile yapilan real time PCR sonuglarima gore gerekli oldugu durumlarda
DNA'’lar belli oranlarda sulandiriimis ve mutasyon assayleri icin real time PCR mixleri

hazirlanmigtir. real time PCR mix protokolii Tablo 3.3’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.3: TheraScreen KRAS real time PCR protokoli

Assay Reaksiyon mixi ~ Tag DNA polimeraz
Kontrol assay mix 19.8 ul 0.2 ul
Mutasyon 19.8 ul 0.2 ul
assayleri

KRAS geni ekzon 2 mutasyonlarii saptamak i¢in kullanilan “Therascreen KRAS
Mutation Kit” (Katalog No: KR-21-05366216190, ingiltere) , Scorpion
teknolojisini temel alan Real time PCR assayinde mutasyon analizini
gergeklestirmektedir.

S6z konusu mutasyon kiti ARMS ve Scorpions denen iki teknolojiyi kombine
ederek deteksiyon yapmaktadir.

ARMS alel ya da mutasyon spesifik amplifikasyon ile PCR primerinin dizinin 3’
ucuna baglanip baglanmamasina dayanan bir tekniktir. Mutasyon varsa primer
diziyle tamamen eslesir ve amplifikasyon cok etkin bir sekilde gerceklesmektedir.
Mutasyon yoksa primerin 3’ ucu diziyle tam olarak eslesmez ve amplifikasyon ¢ok
diisiik diizeyde ger¢eklesir ya da hi¢ gerceklesmez.

Scorpion ise ARMS PCR ile ger¢eklesen amplifikasyonu detekt eden sistemdir.
Scorpionlar bir proba bagli bir PCR primeri i¢eren bifonksiyonel molekiillerdir.

Kit 1 kontrol, 7 mutasyon assayinden olugmaktadir. Kontrol assay, oOrnekteki
toplam DNA Kkalitesinin tespitinde kullanilan higbir mutasyon ya da polimorfizm
icermeyen KRAS geni ekzon 4 bdlgesini amplifiye eder. Mutasyon assayleri ise
scorpion prob ve ARMS primerleri ile yabanil ve mutant tip DNAlar1 ayirt etmeyi
saglar. “Therascreen KRAS Mutation Kit”in saptayabildigi mutasyonlar Tablo
3.4’de gosterilmektedir.

Tablo 3.4: Therascreen KRAS Mutation Kit”in saptayabildigi mutasyonlar

Lokalizasyon Mutasyon tipi
Ekzon 2, kodon 12 Glyl2Ala
Ekzon 2, kodon 12 Glyl2Asp
Ekzon 2, kodon 12 Gly12Arg
Ekzon 2, kodon 12 Gly12Cys
Ekzon 2, kodon 12 Gly12Ser
Ekzon 2, kodon 12 Glyl2Vval
Ekzon 2, kodon 13 Gly13Asp

37



e Pirosekanslama ile KRAS mutasyon analizi i¢in asagidaki protokol takip

edilmistir:

Pyromark PCR master mix kullanilarak ekzon 2 ve 3 icin 2 ayr1 PCR reaksiyonu
hazirlanmistir.

Calisilacak Ornek sayisi kadar hazirlanan mix 0.2 pl’lik tiiplere dagitilmistir. Genomik
DNAlar tiiplere eklendikten sonra asagidaki PCR programi uygulanmistir.

«  95°C’de 15 dk
« 95°C’de 20 sn
« 53°C’de 30sn 38 dongi
« 72°C’de 20 sn
«  72°C’de 10 dk

PCR firiinlerinin immobilizasyonu i¢in oncelikle drnekler 24°liikk PCR plate’ine aktarilarak
tizerlerine streptavidin boncuklari igceren bir soliisyon eklenmis ve ¢alkalamali inkiibatore

yerlestirilmistir. 1400 rpm ve 15-25°C sicaklikta 5-10 dk inkiibasyona birakilmustir.
Plate “PyroMark Q24 Vacuum WorkStation” cihaza yerlestirilmistir.

Cihazin vakumu c¢alistirilarak Workstation kolu plate’e batirildiktan sonra ve streptavidin

boncuklari ile karistirilmis olan PCR iirlinlerinin Workstation koluna tutulmasi saglanir.

1 nolu kuyudaki %70 etanolde 5 sn, 2 nolu kuyudaki denatlirasyon sollisyonunda 5 sn, 3
nolu kuyudaki wash bufferda 10 sn bekletilmistir. Ardindan Workstation kolu 90° dik

tutularak 5 sn havada kurumasi saglanmitir. Vakumlama sonlandirilmistir.

Kodon 12, 13 ve kodon 61 i¢in hazirlanmis olan stok primerler son konsantrasyonu 0.3 uM
olacak sekilde annealing buffer ile diliiye edilmistir. Temiz bir plate’e her bir 6rnek igin 25

ul sekans primeri iceren annealing buffer dagitilmistir.

Workstation kolu sekans primeri igeren annealing buffera batirilmis ve kolun magnetik
ucunda tutunmus ve vakum sayesinde plrifiye hale gelmis olan PCR {iriinlerinin buffer

icine ¢Oziinerek gegmesi saglanmisti.

Plate 80 °C’de 2 dk inkiibe edilmis, ardindan oda sicakliginda (15-25 °C’de) en az 5 dk.

inbiibe edilmistir.
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PyroMark Q24 kartusuna enzim, substrat ve deoksiriboniikleik asitler (ANTPler) kartusta
isaretlenmis kuyulara eklenmis ve kartus plate ile birlikte PyroMark Q24 cihazina

yerlestirilmistir.
Cihaz calistirilip, sonuglar PyroMark Q24 Software’i kullanilarak analiz edilmistir.

e KRAS geni ekzon 2 kodon 12 ve 13 mutasyonlari ve ekzon 3 kodon 61
mutasyonlart igin dizayn edilmis olan “Qiagen Pyromark KRAS kit” (Katalog No:
970452, Almanya) kullanilarak pirosekanslama teknigi ile mutasyon analizi

gergeklestirilmektedir.

e Pirosekanslama, Sanger’in zincir sonlanma reaksiyonu ile gergeklestirilen DNA
dizi analizinden farkli ve yeni nesil sekanslama teknolojisi olarak bilinen bir
tekniktir.

3.2.2.5. BRAF Mutasyon Analizi

BRAF geni ekzon 15, V600E mutasyonunu saptamak icin real time PCR (melting curve
analizi)’1 esas alan bir kit kullanilmistir. Ayrica Sanger’in gelistirdigi DNA zincir
sonlanmasi reaksiyonunu esas alan direkt sekanslama ile ekzon 15 dizi analizi yapilmistir.

Hem karsinomlar hem de oOncii lezyonlar igin Oncelikle real time PCR teknigi ile
mutasyonlar saptanmig, daha sonra iclerinden rastgele secilen 20 drnek sekanslanmis ve
¢ikan sonuglar karsilastirilmistir (Sekil 3.5). Tum 6rneklerde sekanslamanin uygulanmama

nedeni maliyet nedeniyle yeteri kadar sekans kitinin bulunmayisidir.

BRAF Mutasyon

/ Analizi \

Oncii Lezyonlar Karsinomlar

v v v v

5 "Sek Sanger Sekanslama
Sange_}f;:;?;?lama Real time PCR ) Teknigi

H H H L
(BRAF ekzon 15 direkt | (1B MolbiolLightMix || gpar elzon 15 direkt

sekanslama) Kit BRAF V60OE) sekanslama)

Real time PCR
(TIB Molbiol LightMix
Kit BRAF V600E)

Sekil 3.5: BRAF Mutasyon Analizi igin Kullanilan Teknikler
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e Real Time PCR ile BRAF mutasyon analizi icin asagidaki protokol takip

edilmistir:

96 reaksiyonluk spesifik primer ve prob iceren liyofilize mix, 100 ul PCR-grade su ile
sulandirilir.
Calisilan 6rnek sayisinca asagidaki protokol takip edilerek (Tablo 3.5) reaksiyon mixi

hazirlanir.

Tablo 3.5: BRAF real time PCR protokoli

Malzeme 1 6rnek icin miktar
PCR-grade su 10.4 ul

25 mM Mg+ 1.6 pl
BRAF primer karisim 1pl

Roche Master Mix 2 ul
Toplam hacim 15 pl

Hazirlanan mix vortexlenir ve spin yapilir. 96 well plate’e her bir kuyuya 15 pl olacak
sekilde dagitilir. 5 ul DNA eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanir.

Plate LightCycler 480-I1 cihazina yiiklenerek asagidaki PCR programi (Tablo 3.6)
uygulanir.

Sonuglar, Red 640 kanalinda analiz edilerek erime egrilerine gore genotipler belirlenir.

Tablo 3.6: BRAF real time PCR programi

Parametreler | Denatiirasyon Diongii(Cvcling) Erime (melting) Soguma(Cooling)

Analiz modu None Kantifikasvon Melting Curves None

Déngii sayisi 1 50 1 1
Segment 1 1 2 3 i 1 213 4 1

Steaklik (°C) 95 95 | 3 5§ [ 72 ] 95 | 58 | 40 | 85 40
Siire (sn) 10 10 5 | 1010 ]20]2 ]2/ 00 30
Ramp orant (°C/s) 20 20020 | 2020 (20 (20|20 | 02 20
Acquisition modu none | single | none | none | none | none | none | Contin,

e “LightMix® Kit BRAF V600E” ile BRAF geni, ekzon 15, V600OE mutasyonu igin
tasarlanmig spesifik primerler kullanilarak 212 baz ¢ifti uzunlugunda fragmentlerin
amplifikasyonu gergeklestirilir.

e Hibridizasyon problariyla isaretlenen fragmentler Red 640 kanalinda melting curve

analizine tabi tutulur ve genotipler belirlenir.
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e Yabanil tip amplikonlar 55°C de erime egrisi olustururken mutant tip amplikonlar

59°C’de erime egrisi olusturmaktadir.

e Direk Sekanslama ile BRAF mutasyon analizi icin asagidaki protokol takip

edilmistir:

Primerler, primer.exe programi kullanilarak dizayn edilir. Blast veri tabani kullanilarak

spesifitesi kontrol edilir.

BRAF geni ekzon 15’e uygun primerler Tablo 3.7°de verilmistir:

Tablo 3.7: BRAF ekzon 15 primer dizileri

Gen

BRAF
ekzon 15

Primerler

Forward (F) primer:
5-TCTTCATAATGCTTGCTCTG-3'
Reverse (R) primer:
5-TAGCCTCAATTCTTACCATC-3'

Amplikon
Uzunlugu
201 baz cifti

Liyofilize halde sentezlenen primerler, son konsantrasyonlari 100 pmol/ul olacak sekilde

deiyonize su ile sulandirilir. Stok primerin 1/10 sulandirilmasi suretiyle 10 pmol/ul primer

hazirlanir.

dATP, dTTP, dGTP ve dCTP stoklarinin her birinden 5 pl alinir ve deiyonize su ile son

hacim 50 pl’ye tamamlanur.

Dizayn edilen primer giftlerinin en uygun baglanma isilarimin bulunmasi igin 50-60 °C

aras1 baglanma isilarinda farkli MgCl, konsantrasyonlari ile gradient PCR yapilir (Tablo

3.8).

Tablo 3.8: BRAF ekzon 15 primerleri icin uygulanan gradient PCR programi

Reaktif 1M 15M 2M
MgClZ MgC|2 MgC|2
10x enzim tamponu (NH,) ,SO4 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul
MgCl,(25 mM) 1pl 1.5l 2 ul
dNTP (10 mM) 0.5l 0.5 ul 0.5 ul
F primer (10 pmol/ pl) 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
R primer (10 pmol/ pl) 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Taq DNA polimeraz 0.2 ul 0.2 ul 0.2 ul
Deiyonize Su 17.8 pl 17.3 ul 16.8 pl
DNA (50 ng/ pl) 2 ul 2 ul 2 ul
Son Hacim 25 ul 25 ul 25 ul
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Gradient PCR i¢in asagidaki PCR programi uygulanir.
= 94°C’de 2 dk
= 94°C’de 20 sn
= 50-55-60 °C’de 20 sn »40 dongu
= 72°%C’de 20 sn
= 72°C’de3dk
= 20°C’de1sn
= 10 °C’de bekletilir.

Hazirlanan %2’lik jelde PCR iiriinleri yiriitilerek UV goriintiileme sisteminde
goruntilenmistir. Bant profilleri degerlendirilerek her bir gen i¢in uygun baglanma 1sis1 ve

MgCl; konsantrasyonu belirlenmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonundan sonra elde edilen PCR drlnind diger PCR
komponentlerinden (dNTP, primer, enzim..vb) arindirmak i¢in saflagtirma islemi
uygulanmistir. Bunun i¢in Qiagen QIlAquick PCR Purifikasyon Kiti (Katolog No: 28104,
Almanya) kullanilmstir.

Piirifikasyon islemi tamamlandiktan sonra PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 120 voltta 30
dk. yuritilmistir. UV gorlntileme sisteminde gorlntilendi ve bant profilleri

degerlendirilmistir.

Sekans rekasiyonu icin 0.5 M EDTA’nin Y% sulandirilmasi suretiyle 125 mM EDTA

¢Ozeltisi hazirlanir.

82.5 g Na Asetat (MA=136.08) tartilip hacmi 50 ml’ye tamamlanir. Asetik asit ile

pH’s1 5.2’ye ayarlanir. 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aliquatlanir.
700 pl absolut (%100) etanole 300 ul deiyonize su ilave edilmesi suretiyle hazirlanir.

Piirifiye edilmis PCR iiriinleri ile asagidaki protokol takip edilerek sekans reaksiyonu

kurulur (Tablo 3.9).
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Tablo 3.9: Direk sekanslama i¢in uygulanan sekans PCR programi

Reaktif Miktar
GenomeLab DTCS Quick 4 pul
Start Kit

Primer (1.6 pmol/ pul) 1pl
Betain (5M) 2 ul
DNA 2 ul
Deiyonize Su 1yl
Son Hacim 10 pl

Sekans reaksiyonu i¢in asagidaki PCR programi uygulanir.

= 96°C’de 20 sn
= 50 °C’de 20 sn -30 déngil
= 60°C’de 4dk

1.5 mP’lik mikrosantrifiij tiiplerine 6rnek isimleri yazilir. Her birine 1 ul 125 mM EDTA
(pH=8) ve 10 ul olan urdnler eklenir.

Uzerine 1 pl 3 M sodyum asetat (pH=5.2) eklenir. Karisim vortexlenir. Uzerine buz iginde

duran, %100 lik soguk etanolden 35 pl eklenir.
Karisim vortexlenir ve oda 1sisinda 15 dk bekletilir.
14.000 rpm ve 4°C’de 20 dk. santrifiij edilir. Etanol uzaklastirilir.

Uzerlerine 130 pl %70’lik soguk etanol eklenir. 14.000 rpm ve 4°C’de 10 dk. santrifiij

edilir. Etanol uzaklastirilir.

Tekrar Uzerlerine 130 pul %70 lik etanolden eklenir. Tupler bir kez alt Gst edilir.
14.000 rpm ve 4°C’de 10 dk. santrifiij edilir. Etanol uzaklastirilir.

14.000 rpm ve 4°C’de 45 sn daha santrifiij edilir.

Kagit havluya ters gevrilerek 10 dk. kurutulur. 5 dk. vakumlu santrifujde kurutulup

presipite olmasi saglanir.
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Presipite edilen sekans Urint 20 pl formamid ile ¢ozllerek Beckmann Coulter Sample
Plate’ye yiiklenir. Buharlasmasini engellemek igin  Gzerine 1 damla mineral
yag damlatilarak sekans cihazina (Beckmann Coulter CEQ8000 Genetic Analysis System)

yerlestirilir ve kapillerde yiirtitiliir.

Sekans  cihazinda  yiriitiilen = Orneklerin  ham  verileri CEQS8000  Genetic
Analysis programinda analiz edilerek DNA dizisi okunur. Ayrica Sequencher ve Chromas
Lite programlar1 kullanilarak analiz edilen veriler referans dizi ile kiyaslanir ve olasi

mutasyonlar tespit edilir.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu c¢alismadaki farkli parametrelere ait verilerin istatiksel degerlendirilmesi igin, SPSS
paket programi kullanilmistir. Degerlendirmelerde “Ki-kareTesti” ve “Fisher Exact” test
yontemleri kullanilirken; lezyon cap ile ilgili degerlendirmelerde “Mann Whitney U testi”
ve “Kruskal Wallis” analizi yapilmis, parametreler arasindaki iliskilerde “phi” katsayisi

kullanilmis ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Tez caligmasina katilan olgularin %68.5’1 (n=87) poliplerden (6ncii lezyonlardan),

%31.5’u (n=40) karsinomlardan olusmustur (Sekil 4.1).

Olgularm Dagilimm

m Polip

B Karsinom

Sekil 4.1: Tum Olgularin Dagilimi

Olgular 2010 WHO siniflamasina gore klasifiye edildiginde, oncii lezyonlarin %
22.98’inin  (n=20) AP, %20.69’unun (n=18) HP, %19.54’0nin (n=17) SSA/P,
%21.84’Unin  (n=19) KSA ve %14.95’inin (n=13) ARA gruplarindan olustugu,
karsinomlarin % 50’sinin KonCA, % 30’unun msindz adenokarsinom ve %20’sinin tash
yuzilk hiicreli adenokarsinomdan meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.2). Istatistiksel
degerlendirmeye olank vermek amaciyla, miisindz karsinom ile tash yiizikk hiicreli
karsinom gruplar1 birlestirilerek tek grup (MUsCA) olusturulmustur. Karsinomlarin %2.5’1
(n=3) “grade”1, %37.5’1 (n=15) “grade” 2 ve %55’1 (n=22) “grade” 3 iken %60’1 (n=24)
evre 3 ve %40’1 (n=16) evre 4 olgulardan olusmaktadir (Hamilton 2010).

Oncii Lezyon Alt Gruplarmn Karsinom Alt Gruplarmin
Dagilimm Dagilinm
mAP
=HP
EEonCA
HSSAP
= MiisCA
EKSA
HARA

Sekil 4.2: Polip ve Karsinomlarda Alt Gruplarin Dagilim1
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4.2. DEMOGRAFIK BULGULAR

4.2.1. Yas

Olgularm yas dagilimi 19-79 arasinda olup, ortalama yas 56.7°dir. Istatistiksel
degerlendirmeye olanak verebilmek i¢in kolorektal kanser ve Oncii lezyonlarin goriilme
yas1 da goz oniinde bulundurularak, olgular <50 yas ve >50 yas olarak 2 gruba ayrilmistir.
Buna gore olgularin % 26’s1 (n=33) <50 yas olup, % 74’1 (n=74) >50 yastir (Sekil 4.3).

Polip olgularimin yas dagilimi 30-77 arasinda degismekte olup, yas ortalamalar1 57.6°dur.
Tum poliplerin %21.8’1 <50 yas iken, %78.2’si >50 yastir. Polip tipleri incelendiginde,
<50 yas ve >50 yas olgularin oranlari, sirasiyla AP i¢in %15 (n=3) ve %85 (n=17); SPler
icin % 23.9 (n=16) ve % 76.1 (n=51) olarak saptanirken, SP subtipleri incelendiginde, HP
icin %27.8 (n=5) %72.2 (n=13); SSA/P i¢in % 17.6 (n=3), %82.4 (n=14); KSA i¢in %15.8
(n= 3), %84.2 (n=14); ARA icin ise %38.5 (n=5), % 61.5 olarak saptanmistir. Yas

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05).

Karsinom olgularinin yas dagilimi 19-79 arasinda olup, yas ortalamalar1 54.85’dir. Tim
karsinomlarin %35°1 (n=14) <50 yas iken % 65’1 >50 yastir. Tiimor tipleri incelendiginde
<50 ve >50 yas olgularin oranlar sirasiyla, KonCA’lar icin %25’i (n=5), %75 (n=15);
MUsCA’lar i¢in %45 (n=9), %55 (n=11) olarak degerlendirilmis, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark (p>0.05) bulunmamakla birlikte miisindz grupta <50 yas
olgularin diger gruba gore daha yiiksek oldugu ve dolayisiyla, miisindz fenotipin daha geng

yasta goriildiigii dikkati ¢ekmistir.

Polip ve karsinomlarin yas dagilimi acisindan benzer 6zellik gosterdikleri ve daha ¢ok ileri
yasta goriildiikleri, AP’lerin SP’lere gore daha yliksek oranda 50 yas iizerinde gelistigi
dikkati ¢ekmistir. SP subtiplerinde de bu dagilim 6zelligi gézlenmistir. KonCA’larda
benzer yas dagilmi gosterirken, MUSCA’larda daha yiiksek oranda 50 yas alt1 olgularin yer
aldig1 dikkati ¢cekmistir.
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Poliplerin Yas Dagilim Karsinomlarm Yas Dagilimi
100%
100%
=50 yag m=50vyag
50% ~
M= 50yag 50% W< 30yas
0% T
3 8 o
v .:go?gz @V ?g-\" KonCA  MiisCA
p>0.05 p>0.05

Sekil 4.3: Tiim Olgularin Yasa Gore Dagilimlari

4.2.2. Cinsiyet
Olgularin %37.8’1 (n=48) kadin, %62.2’si (n=79) erkektir.

Tiim poliplerin % 41.4’1 (n=36) kadin, %58.6’s1 (n=51) erkek olup, polip tipleri arasinda
kadin-erkek dagilimi agisindan anlamli bir fark saptanmamakla birlikte (p>0.05), AP’lerde
erkek predominanst goriilirken (% 75 erkek, % 25 kadin), serrated poliplerin erkek ve
kadin dagiliminin birbirine yakin oldugu (% 53.7 erkek, % 46.3 kadin) dikkati ¢ekmistir.

SP subtipleri degerlendirildiginde, HP ve SSA/P’lerin kadinlarda daha sik goriildigi (%
55.6 kadin, % 44.4 erkek ve % 52.9 kadin, % 47.1 erkek), buna karsin, KSA’larin ve ARA
grubun hafif bir erkek predominansi (% 57.9 erkek, % 42.1 kadin ve % 69.2 erkek, % 30.8

kadin) gosterdikleri belirlenmistir.

Tiim karsinomlarin % 30’u (n=12) kadin, %701 (n=28) erkek olup tiimor tipleri arasinda
kadin-erkek dagilimi ac¢isindan anlamli bir fark saptanmamakla birlikte (p>0.05),
MisCA’larda (% 80), KonCA’lardan (% 60) daha belirgin olmak Uzere erkek
predominansi dikkati ¢gekmistir (Sekil 4.4).

Poliplerde Cinsiyet Dagilin Karsinomlarm Cinsiyet

Dagilinm
100%

o
H Kadm 100% s “ad
0 B Erkek 0% 1 = odmn
i : : : T | N=N >
0% T 8 .8 0% +- : v m Erkek
R AR KonCA MusCA

p=0.05 p=0.05

Sekil 4.4: Tiim Olgularin Cinsiyete Gore Dagilimlari
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Tum olgularin demografik verileri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 gosterilmistir.

Tablo 4.1: Poliplere ait Demografik Veriler

AP HP SSA KSA ARA Tdm
polipler
n % n % n n % % n % n %
Kadin 5 25 10 556 9 36 414 529 8 421 4 30.8
Erkek 15 75 8 444 8 51 586 471 11 579 9 69.2
Yas <50 3 15 5 278 3 19 218 176 3 158 5 38.5
Yas >50 17 85 13 722 14 68 782 824 14 842 8 61.5
Yas Ortalamas1 58 56 57 59 58 57.6
Yas Arahgi 30-77 40-76 45-74 42-73 42-70 30-76

Tablo 4.2: Karsinomlara ait Demografik Veriler

KonCA Mus Ca TUum
Karsinomlar
n % N % N %
Kadin 8 40 12 30 4 20
Erkek 12 60 28 70 16 80
<50 5 25 14 35 9 45
>50 15 75 26 65 11 55
Yas Ortalamasi 51.6 58.1 54.8
Yas Arahigi 19-70 31-79 19-79

4.3. KLINIKOPATOLOJIK BULGULAR
4.3.1. Lokalizasyon
Tim olgularin %29.9’u (n=38) sag kolon yerlesimli, %70.1’1 (n=89) ise sol kolon

yerlesimlidir.

Polipler lezyon lokalizasyonu agisindan degerlendirildiginde, % 28.7’sinin (n=25) sag,
%71.3’1iniin (n=62) sol kolon yerlesimli oldugu saptanmistir. Polip tipleri sag ve sol kolon
dagilimi agisindan incelendiginde, AP’lerin %5 (n=1), %95 (n=19); SPlerin %35.8 (n=24),
% 64.2 (n=43) sag ve sol kolonda lokalize olduklari, SP subtipleri incelendiginde ise
HP’lerin %22.2 (n=4), %77.8 (n=14) ; SSA/P’lerin %52.9 (n=9), %47.1 (n=8); KSA’larin
%15.8 (n=3), %84.2 (n=16); ARA’larin ise 61.5 (n=8), %38.5 (n=5) sag ve sol kolon
yerlesimli oldugu ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu

gozlenmistir (p<0.001). Buna gdre, AP’lerin biiylik oranda sol kolonda yerlestigi, bu grubu
48




sirastyla, KSA’larin ve HP’lerin izledigi, ARA ve SSA/P’lerin ise daha ¢ok sag kolon
lokalizasyonu gosterdikleri gozlenmistir. Polip tipleri incelendiginde, AP-SSA/P
(p<0.001), AP-ARA (p<0.001), KSA-SSA/P (p<0.05), KSA-ARA (p<0.05) ve HP-ARA
(p<0.05) gruplar1 arasinda lokalizasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

anlasilmistir.

Karsinomlar tiimor lokalizasyonu acisindan degerlendirildiginde, tiimorlerin %32.5’inin
(n=13) sag kolon, % 67.5’inin (n=27) sol kolon yerlesimli oldugu saptanmistir.
KonCA’larin %20’sinin (n=4) sag, %80’inin sol; MiisCA’larin ise %45’inin (n=9) sag,
%355 1nin sol kolon yerlesimli oldugu goriilmiis, ikinci grupta sag kolon yerlesimi belirgin
olarak 1. gruptan yiiksek olmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

AP grubu ile KonCA’lar lokalizasyon agisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte (p>0.05), AP’lerde daha baskin olacak sekilde (%95; % 80),
herikisinin de sol kolonda daha sik goriildiigli anlasilmistir. Buna karsin, sag ve sol kolon
dagilimi benzer siklikta olan MUSCA’larla (%45 sag, % 55 sol) AP’ler arasindaki farkin
anlamli oldugu (p<0.05) dikkati ¢ekmistir. Benzer iliski SP’ler ile KonCA’lar ve
MUsCA’lar arasinda izlenmektedir; KonCA’larla tim SP subtiplerinin lokalizasyonlari
arasinda anlamli fark izlenirken (p<0.001), MUsCA’larla yalnizca KSA’lar arasinda fark
bulunmus (p<0.05), digerlerinin lokalizasyonu MUsCA’lara benzer 6zellik gostererek daha
cok sag kolon yerlesimli olduklar1 dikkati ¢cekmistir (Sekil 4.5).

Poliplerde Lokalizasyon Dagilinma Karsinomlarda Lokalizasyon
Dagilinm

100%

100%

m Solkolon m Solkol
Solkolon

0% - T T T T ©  ®Sagkolon

I R 8 o
vsb%%\g»@?g?

0% . B Sagkolon

KonCA MiuasCA
p=0.001 p=0.03

Sekil 4.5: Tum Olgularin Lokalizasyona Gore Dagilimlari

4.3.2. Lezyon Cap1

Tim polipler lezyon ¢api acisindan degerlendirildiginde, poliplerin cap ortalamasinin

9.81mm, ¢ap araligimin 2-70mm oldugu saptanmistir. Polip tipleri incelendiginde cap
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ortalamasiin AP’lerde 18mm ve SP’lerde 7.37mm oldugu ve AP’lerin istatistiksel olarak
anlamli derecede biiyiik capa sahip olduklari anlasilmistir (p<0.001). SP subtiplerine
bakildiginda, en biiyiik ¢apin KSA’larda goriildiigii (11.3mm), bu grubu 7mm ile SSA/P,
6.6mm ile ARA grup ve 4.1mm ile HP’lerin izledigi dikkati ¢ekmistir. Buna gore, HP-
SSA/P (p<0.01), HP-ARA (p<0.05), KSA-HP (p<0.001), KSA-SSA/P (p<0.05) ve KSA-
ARA (p<0.05) gruplarinin ortalama caplar1 birbirlerinden anlamli olarak farkh

bulunmustur.

Tiim karsinomlar lezyon ¢ap1 agisindan degerlendirildiginde, timdrlerin ¢ap ortalamasinin
49.07mm ve g¢ap araligmin 20-80mm oldugu saptanmistir. Karsinom subtipleri
incelendiginde, KonCA’nin 40.5mm, MiisCA’nin ise 57.7mm ortalama ¢apa sahip oldugu

ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.6).

Poliplerde Ortalama Lezyon Karsinomlarda Ortalama
Cam Lezyon Capx

H Ortalama -
Lezyon ——————_ Lezyon

Cap1 Cap1

6,6

AP
HP 99AP pqa ‘R

KonCA

MiisCA

p<0.001 p<0.001

Sekil 4.6: TUm Olgularin Ortalama Lezyon Capina Gére Dagilimlari

4.3.3. “Grade” ve Evre

Karsinomlarin % 45’1 (n=18) grade 1-2 (2 olgu grade 1; 16 olgu grade 2), % 55’i (n=22)
grade 3 olarak degerlendirilmis, %60°1 (n=24) evre 3, %40 (n=16) evre 4 olarak prezente

olmustur.

Grade 1-2 tiimorlerin % 61°1 (n=11) erkek, % 39’u (n=7) kadin, %72’si (n=13) >50 yas ve
%28’1 (n= 5) < 50 yas, %83’ (n=15) sol kolon ve %17’si (n=3) sag kolon yerlesimli
olduklari, ortalama capin 41.3 mm oldugu saptanmistir. Buna karsin grade 3 tiimorlerin
%77’s1 (n=17) erkek, %23’ (n=5) kadin, %59 ‘u (n=13) > 50 yas, %41’1 (n=9) < 50 yas,
%54.5’1 (n=12) sol kolon, %45.5’1 (n=10) sag kolon yerlesimli ve ortalama ¢apin 55.4 mm

oldugu gozlenmistir.
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Evre 3 tiimorlerin %62.5’1 (n=15) erkek, %37.5’1 (n=9) kadin, %62.5’1 (n=15) >50 yas,
%37.5’1 (n=9) ) < 50 yas, %70.8’1 (n=17) sol kolon, %29.2’si (n=7) sag kolon yerlesimli

ortalama capin 50.75 mm oldugu saptanmistir. Buna karsin evre 4 tiimorlerin %81°1 (n=13)

erkek, %19’u (n=3) kadin, %68.7’si (n=11) >50 yas, %31.3’0 (n=5) < 50 yas, %62.5’1

n= SO olon, 705/.5°1 (N= sa olon yerlesimli ve ortalama capin D mm oldugu
(n=10) sol kolon, %37.5°i (n=6) sag kolon yerlesimli lama capmn 46.5 Idug

saptanmistir

Evre 3 timorlerin %54.2°si (n= 13) grade 1-2, %45.8’i (n=11) grade 3 ve evre 4 timorlerin

%31.25’i

n=5 rade 1-2, %68.75’i (n=11 rade 3 olarak degerlendirilmistir.
(n=5) ¢ , (=11) g g $

Karsinomlarin grade ve evreye gore dagilimlart ve diger klinikopatolojik bulgular

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark gostermedikleri anlasilmistir (Sekil 4.7).

Karsinomlarda "Grade"
Dagilinn

100%

50%

0% -

KonCA  MusCA

H Grade 3
Gradel-2

p<0.05

Karsinomlarda Evre Dagilinm

100%
mEvre4

EEvre 3
0%

KonCA MuasCA

p>0.05

Sekil 4.7: Karsinomlarin “Grade” ve Evre’ye Gore Dagilim1

Tum olgulara ait klinikopatolojik veriler Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Poliplere ait Klinikopatolojik Veriler

AP HP SSA KSA ARA Tum

polipler

n % n_ % n n % % n_ % n %

Sag kolon 1 5 4 222 9 25 287 529 3 158 8 615

Sol kolon 19 95 14 778 8 62 713 471 16 842 5 385
Lezyon Capr 1 q/17 41/4 717 11.3/10 6.6/6 9.8/10

Ort./Med (mm)
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Tablo 4.4: Karsinomlara ait Klinikopatolojik Veriler

KonCA MisCa Tum
Karsinomlar

n % N % N %
Sag kolon 4 20 9 45 13 27.5
Sol kolon 16 80 11 55 27 67.5
Grade 1 ve 2 18 90 0 0 18 45
Grade 3 2 10 20 100 22 55
Evre 3 14 70 10 50 24 60
Evre 4 6 30 10 50 16 40
Lezyon Capi
Ort./Med (mm) 40.5/39.5 57.7/55 49.1/47.25

4.4, MOLEKULER BULGULAR
4.4.1. DNA Izolasyonu ve Spektrofotometrik Analiz

Tim olgulardan metodolojide 6zetlendigi sekilde izole edilen DNA’nin kalitesi agaroz jel
elektroforezi, miktari ise spektrofotometrik analiz ile degerlendirilmis ve tiim 6rnekler i¢in

DNA’nin mutasyon analizine uygun kalite ve miktarda oldugu anlagilmistir.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda genomik DNA’nin intakt oldugunu anlayabilmek i¢in
jelde tek bant izlenmesi gerekmektedir. Ancak formalinde fikse edilmis parafine gomiilii
dokulardan elde edilen DNA, degrade oldugundan tek bant izlemek miimkiin
olamamaktadir. Bu nedenle parafin dokulardan yapilan izolasyonlarda degregasyonun
derecesi dikkate alinarak, tum olgularda izole edilen DNA’larda 100 baz ¢iftlik merdiven
(“ladder) molekiiler marker olarak kullanilmis ve degrade DNA’nin hangi aralikta DNA
fragmanlar igerdigi belirlenmistir. Bu sekilde degerlendirilen izole edilmis DNA’lara ait

temsili agaroz jel goruntusi Sekil 4.8 ‘de sunulmustur.
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100 bg
molekiiler
belirtec

Sekil 4.8: Izole edilen DNA Orneklerine Ait Temsili Agaroz Jel Fotograflar:

Nanodrop sonucglarma gore karsinomlar ile poliplerin DNA konsantrasyonlari
karsilagtirildiginda, poliplerin DNA konsantrasyonularinin ¢ok daha diisiik oldugu
g0zlenmistir. Bu durumun nedeni, poliplerde DNA’nin ¢ok kii¢iik biopsi materyallerinden
izole edilmis olmasidir. DNA saflig1 agisindan degerlendirildiginde 6rneklerin 260/280

oranlarinin istenen araliklarda oldugu gézlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Izole edilen DNA’lara ait temsili spektrofotometre sonuglar

Ornek no ng/ul
K1l 419.76
K2 330.08
K3
K4

484.80
669.52
K5 193.37
148.69
163.80
30443
78.63
67.21
32.02
20.19
22.00
59.98
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4.4.2. Mutasyon Analizi Sonuclari

Tiim olgularin % 38.6’inin (n=49) KRAS mutasyonu tasidig1, % 61.4’{iniin (n=78) yabanil
tip oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, olgularin % 28.3’ti (n=36) BRAF mutasyonu
tagirken, % 71.7’sinin (n=91) yabanil tip oldugu saptanmistir (Sekil 4.9).

Tiim Olgularda KRAS Tiim olgularda BRAF
Mutasyon Dagilinm Mutasyon Dagilinm

. EKRAS +
BEKRAS -

Sekil 4.9: Tiim Olgularin KRAS ve BRAF Mutasyon Dagilimlari

EBRAF +
EBRAF -

4.4.2.1. KRAS Mutasyon Analiz Sonuclar

Tim polipler KRAS mutasyonu agisindan degerlendirildiginde, % 25.3’tinde (n=22)
KRAS mutasyonu izlenirken, %74.7’sinde (n=65) KRAS mutasyonu saptanmamistir.
Pirosekanslama ile KRAS mutasyon analizi yapilan 87 oncii lezyonun %26.44’(inde
(n=23) KRAS ekzon 2 mutasyonu saptanmis olup, bu mutasyonlarin dagilimina
bakildiginda %91.3°Unin (n=21) kodon 12 iizerinde oldugu ve Glisin ile Aspartat
(Gly12Asp: %47.83, n=11), Glisin ile Valin (Glyl2Val: %30.43, n=7), Glisin ile Sistein
(Gly12Cys: %8.7, n=2) ve Glisin ile Serin (Gly12Ser: %4.35, n=1) arasinda yer degistirme
seklinde nokta mutasyonu oldugu, %8.7’sinin (n=2) kodon 13 uzerinde ve Glisin ile
Aspartat arasinda yer degistirme (Glyl3Asp: %100, n=2) seklinde nokta mutasyonu
oldugu gozlenmistir. Ancak Oncii lezyonlarin hi¢birinde KRAS ekzon 3 kodon 61
mutasyonu saptanmamustir (Sekil 4.10). Poliplerin iki alt grubu olan AP ve SP’ler KRAS
mutasyonu ag¢isindan karsilastirildiginda, AP’lerin %55’inin (n=11), SP’lerin %16.4’{inilin
(n=11) KRAS mutasyonu tasidigi ve KRAS mutasyonunun AP’lerde anlamli olarak daha
yiiksek oranda goriildiigii anlasilmistir (p<0.001).
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Poliplerde KRAS Mutasyon
Dagilinm

BGlyl2asp
mGlyl12vd

Clyl2Cys
w5yl 28er
BGlyl3asp

Karsinomlarda KRAS
Mutasyon Dagilinm

HGlyl2asp
B Glyl12vd
uGlyl2Cys
mGlyliala
HGlyl3asp
=Q61H

Sekil 4.10: Tum olgulara ait KRAS Mutasyon Tiplerinin Dagilim1

SP’lerin subtipleri degerlendirildiginde, SSA/P’lerin %]17.6’sinda (n=3), KSA’larin
%36.8’inde (n=7), ARA’larin %7.7’sinde (n=1) KRAS mutasyonu saptanmis, HP’lerin

higchirinde mutasyon izlenmemis ve gruplar arasindaki KRAS mutasyon sonuglari

istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermistir (p<<0.001). Polip subtipleri incelendiginde,
AP-SSA/P (p<0.05), AP-ARA (p<0.05) ve KSA-HP (p<0.001) gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu anlasilmistir. KRAS mutasyonunun en yiiksek

oranda AP’lerde, dah sonra sirasiyla KSA, SSA/P ve ARA gruplarinda goriildigii, ilging

olarak HP grubunda mutasyon bulunmadigi anlagilmistir.

Oncii lezyonlarda kodon 12,13 ve 61 mutasyonlarinin dagilimi Tablo 4.6°da ve bazilarina

ait pirosekanslama sonuglart Sekil 4.11-12-13"de gosterilmistir.

Tablo 4.6: Poliplerde KRAS mutasyonlarinin gruplara gére dagilimi

Gruplar Ekzon 2, kodon12 ve 13(n)

Ekzon 3,

kodon 61(n)

Glyl2Asp Glyl2val Gly12Cys

Gly12Ser Gly13Asp Yabamil Q61H Yabamil

AP (n=20) 3 4 2 1 2 9 - 20
HP (n=18) - 18 - 18
SSA/P
2 1 -
(n=17) 14 17
KSA
5 2 -
(n=19) 12 19
ARA
(n=13) 1 12 13
Tim
polipler 11 7 2 1 1 65 - 87
(n=87)
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Sekil 4.13: Oncii lezyonlara ait KRAS geni, ekzon 2’de Gly13Asp mutasyonu
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Tiim oncii lezyonlar yas ve KRAS mutasyon dagilimi acisindan degerlendirildiginde,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte (p>0.05), KRAS mutasyonu >50 yas
olgularda (%29.4; n=20), <50 yas olgulara gore (%10.5; n=2) daha yiiksek oranda

1zlenmistir.

Tiim polipler cinsiyet ve KRAS mutasyon dagilimi acisindan degerlendirildiginde, KRAS
mutasyonu gosteren poliplerin = %27.5’inin erkek (n=14), %22.2’sinin kadin (n==8)

hastalara ait oldugu ve olgular arasinda anlamli bir fark bulunmadig goriilmiistiir (p>0.05).

Polipler lokalizasyon ve KRAS mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde, KRAS
mutasyonu gosteren poliplerin %12’sinin (n=3) sag kolon, %30.6’simin (n=19) sol kolon

yerlesimli oldugu goriilmiis, ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Tim polipler lezyon ¢apt ve KRAS mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde,
KRAS mutasyonu gdsteren poliplerin (n=22), yabanil tip olan poliplere gére daha biiyiik
caplt olduklar1 (12.81mm; 8.8mm) ve iki grup arasindaki bu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu anlagilmistir (p<<0.001).

KRAS mutasyonu gosteren 11 AP’in %90.9’unun >50 yas oldugu, %72.7sinin erkek hasta
oldugu, %81.8’inin sol kolonda lokalize oldugu ve ortalama caplarinin 15.1mm oldugu
gozlenmistir. KRAS mutasyonu olan 7 KSA’ nin %85.7’sinin >50 yas, %57.3 linilin kadin,
% 71.4°GnUn sol kolonda lokalize oldugu ve ortalama caplarinin 8.86mm oldugu
belirlenmistir. SSA/P’lerin 3°tinln KRAS mutasyonu gosterdigi, bunlarin tiimiiniin 50 yas
ustd, % 66.7’sinin erkek, % 66.7’sinin sol kolonda lokalize oldugu, ortalama ¢apin 6.3mm
oldugu gozlenmistir. ARA grubunda KRAS mutasyonu gosteren 1 olgunun erkek, 50 yas

ustl oldugu ve polibin solda lokalize, 2mm ¢apli oldugu goriilmiistiir.

Karsinomlar pirosekanslama ve real time PCR ile KRAS mutasyonu agisindan
degerlendirildiginde, tiimorlerin % 67.5’inde (n=27) KRAS mutasyonu izlenirken %
32.5’inde (n=13) KRAS mutasyonu saptanmamuistir. Her iki yontemle yapilan incelemede
hemen timiyle KRAS ekzon 2, kodon 12 ya da 13 mutasyonlar1 saptanirken, yalnizca 1
olguda (% 2.5) KRAS ekzon 3 kodon 61 mutasyonu saptanmistir. Ancak bu mutasyon

yalniz pirosekanslama ile ortaya konabilmis, real time PCR ile saptanamamugtir.

Bu mutasyonlarin dagilimina bakildiginda, %96’sinin (n=24) kodon 12 ve 13 iizerinde

oldugu, %4’iiniin (n=1) ekzon 3 kodon 61°de yer aldig1 goriilmiistiir. Bunlarin, Glisin ile
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Aspartat (Gly12Asp: %66.7, n=16), Glisin ile Valin (Glyl2Val: %8.3, n=2), Glisin ile
Sistein (Gly12Cys: %8.3, n=2) ve Glisin ile Alanin (Glyl2Ala: %8.3, n=2) arasinda yer
degistirme seklinde nokta mutasyonu oldugu, %4.15’inin (n=1) kodon 13 (izerinde ve
Glisin ile Aspartat arasinda yer degistirme (Glyl13Asp) seklinde nokta mutasyonu oldugu
gozlenmis, %4.15’inin (n=1) kodon 61 de yer aldig1 ve Glutamin ile Histidin arasinda yer
degistirme (GIn61His: Q61H) seklinde oldugu saptanmistir (Sekil 4.10). KRAS
mutasyonu, KonCA'’larda (%85; n=17), MiisCA’lara gore (%50; n=10) anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Karsinom olgularina ait KRAS geni, kodon 12,13 ve 61 mutasyonlarinin dagilimi Tablo
4.7°de ve bazilarina ait pirosekanslama ve real time PCR sonuglar1 Sekil 4.14-15-16-17-

18’de gosterilmistir.

Tablo 4.7: Karsinomlarda KRAS mutasyonlarinin gruplara gére dagilimi

Ekzon 3,

Gruplar Ekzon 2, kodon12 ve 13 (n) kodon 61(n)

Glyl2Asp Glyl2val Glyl2Cys Glyl2Ala Glyl3Asp Yabaml Q61H Yabaml

KonCA
(n=20)
MisCA
(n=20)
Tum
Karsinomlar 16 2 2 3 1 16 1 39
(n=40)

9 2 1 2 1 5 0 20

7 s 1 1 s 11 1* 19

* Real time PCR ile saptanamayan mutasyon

Sekil 4.14: Karsinomlara ait KRAS geni, ekzon 2’de Gly12Asp mutasyonu
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Amplificatien Curves

Amplificatieon Curves

Fluorescence (465-510)

Sekil 4.17: KRAS mutasyonu tasiyan bir karsinoma ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 4.18: KRAS yabanil tip bir karsinoma ait amplifikasyon egrisi

KRAS mutasyonu gosteren 27 karsinom olgusunun %70.4°Unin erkek, % 63’Untn >50

yas, % 63’iiniin KonCA, % 55.6’simin gradel/2, % 55.6 sinin evre 3 oldugu belirlenmistir.

Karsinomlar yas ve KRAS mutasyon dagilimi acisindan degerlendirildiginde, <50 yas
olgularin %71.4’tinde (n=10), >50 yas olgularin %65.4’iinde (n=17) KRAS mutasyonu
izlenmis, yas gruplart arasinda KRAS mutasyon dagilimi acisindan anlamli bir fark

saptanmamustir (p>0.05).

Karsinom olgular1 cinsiyet ve KRAS mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde,
erkek olgularin %67.9’unda (n=19), kadin olgularin %66.7’sinde (n=8) KRAS mutasyonu

izlenmis ve gruplar arasinda benzer KRAS mutasyon dagilimi bulundugu anlagilmistir.

Tim  karsinomlar lokalizasyon ve KRAS mutasyon dagilimi  agisindan
degerlendirildiginde, sag kolon yerlesimli olanlarda (%53.8; n=7), sol kolon yerlesimli
olanlara gore (%74.1; n=20) istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik

oranda KRAS mutasyonu izlenmistir (p>0.05).

Tiim karsinomlar timor ¢apt ve KRAS mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde,
mutasyon tagiyan olgularin (n=27), ortalama c¢apiyla (49mm), yabanil tip olgularin (n=13)
ortalama c¢apinin (49.23mm) benzer oldugu ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark olmadig1 anlagilmistir (p>0.05).
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Karsinomlarin grade’ine gore KRAS mutasyon dagilimi degerlendirildiginde, “grade” 1 ve
2 timorlerin %72.3’ilinde, “grade” 3 timorlerinse %63.7’sinde KRAS mutasyonu izlenmis
olup, “grade” agisindan KRAS mutasyon dagiliminda anlamli bir fark saptanmamustir
(p>0.05).

Tiim karsinomlar evre ve KRAS mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde evre 3
timorlerin %70.8’inde (n=17), evre 4 timorlerin %62.5’inde (n=10) KRAS mutasyonu
izlenmis olup, evre agisindan KRAS mutasyon dagiliminda anlamli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).

Tim polipler ve karsinomlar KRAS mutasyonu agisindan karsilastirildiginda, poliplerin
%25.3’1iniin (n=22), karsinomlarin ise %67.5’inin (n=27) KRAS mutasyonu tasidig1 ve iki
grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu anlasilmistir (p<0.001). TUmOr
tipleri ile polipler karsilastirildiginda, KonCA’larin %85’inin (n=17), MUsCA’larin
%50’sinin (n=10) KRAS mutasyonu tasidigr ve her iki tiimdr grubunun da poliplerden
(%25.3; n=22) istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek mutasyon gosterdikleri
(p<0.001 ve p<0.05, sirasiyla) dikkati ¢cekmistir.

Oncii lezyonlar icinde AP’lerin %55’inin (n=11), SP’lerin ise %16.4’uUniin (n=11), KRAS
mutasyonu tasidigr izlenmis ve bu degerlerin karsinomlardaki (%67.5; n=27) mutasyon
oranindan diislik oldugu, ancak bu farkin AP’ler i¢in istatistiksel anlami1 olmadigi (p>0.05),

buna karsin SP’ler icin anlamli fark bulundugu gézlenmistir (p<0.001).

SP subtipleri incelendiginde, HP’lerin hi¢birinde KRAS mutasyonu saptanmamis, buna
karsin,  SSA/P’lerin %17.6’smnin  (n=3), KSA’larin %36.8’inin (n=7), ARA’larin
%7.7’sinin (n=1) KRAS mutasyonu gosterdigi ve bu oranlarin karsinomlara gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik diizeylerde oldugu (HP i¢in p<0.001; SSA/P i¢in
p<0.001; KSA i¢in p<0.05; ARA icin p<0.001) anlagilmstir.

KRAS mutasyonu karsinom subtiplerinde tiim polip subtiplerine gdére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.001). KRAS mutasyonu AP’lerde % 55, KonCA'’larda % 85
oraninda gortliirken, SP’lerin % 16.4°0, MUsCA’larin % 50’si mutant bulunmustur.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli sonu¢ vermistir (p<0.05 ve p<0.001).
Gruplar tek tek karsilastirildiginda, AP-KonCA (p<0.05), KSA-KonCA (p<0.05), HP-
KonCA (p<0.001), HP-MisCA (p<0.001), SSA/P-KonCA (p<0.001), SSA/P- MisCA
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(p<0.05), ARA-KonCA (p<0.001), ARA-MUsCA (p<0.05) gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark oldugu anlagilmistir.

4.4.2.2. BRAF Mutasyon Analiz Sonuclari

Tiim polipler BRAF mutasyonu agisindan degerlendirildiginde, % 40.2’sinde (n=35)
BRAF ekzon 15, V600E mutasyonu izlenirken, %59.8’inde (n=52) BRAF mutasyonu
saptanmamustir. Poliplerin iki alt grubu olan AP ve SP, BRAF mutasyonu agisindan
karsilastirildiginda, SP’lerin %52.2’sinin (n=35) BRAF mutasyonu tasidigi, AP’lerin ise
hi¢gbirinin BRAF mutasyonu tagimadigl izlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.001). Bu mutasyonlarin SP subtipleri arasindaki dagilimina
bakildiginda, SSA/P’lerin %64.7 (n=11) ile ilk sirada yer aldig1, bu grubu %61.5 (n=8) ile
ARA, %61.1 (n=11) ile HP’lerin ve %26.3 ile (n=5) KSA’larin izledigi ve gruplar arasinda
BRAF mutasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu anlasilmistir (p<<0.001).
BRAF mutasyonu acisindan polip tipleri arasindaki iliskiye bakildiginda, AP-KSA
(p<0.05), AP-HP (p<0.05), AP-SSA/P (p<0.001), AP-ARA (p<0.001), KSA-HP (p<0.05),
KSA-SSA/P (p<0.05) ve KSA-ARA (p<0.05) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu dikkati ¢cekmistir. Poliplere ait mutasyon dagilimi Tablo 4.8°de ve real time

PCR sonuglarina iliskin melting grafikleri Sekil 4.19-20’de gosterilmistir.

Tablo 4.8: Poliplere ait BRAF mutasyonlarinin gruplara goére dagilimi

Gruplar Ekzon 15, kodon 600
V600E Yabanil

AP (n=20) 0 20

HP (n=18) 11 7

SSA/P (n=17) 11 6

KSA (n=19) 5 14

ARA (n=13) 8 5

Tdm Polipler 35 52

(n=87)
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Sekil 4.19: BRAF V600E (Val600Glu) mutasyon analizi yapilan 6rneklerden

bazilarina ait melting curve egrileri
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Sekil 4.20: BRAF mutasyon analizi yapilan 6rneklerden bazilarinin melting pikleri

BRAF mutasyonu gosteren 5 KSA’un %601 erkek, % 80’1 50 yas {istii, tiimii sol kolonda
lokalize olup, ortalama cap 14.4mm olarak saptanmistir. BRAF mutant olan 11 HP’nin %
54.5’1 erkek, 54.5’1 >50yas, %72.7’si kolonda lokalize olup, ortalama ¢ap 4.8mm olarak
bulunmustur. SSA/P grubunda ise % 45.4 olgunun erkek, % 81.8’inin >50 yas, % 54.5’inin
sol kolonda lokalize oldugu ve ortalama ¢apin 8mm olarak 6l¢iildiigii gozlenmistir. ARA
grupta BRAF mutasyonu olan 8 olgunun, % 62.5u erkek, % 62.5’u >50yas olup, sag ve
sol kolon lokalizasyonu esit oranda gozlenmis, ortalama ¢apin 6.25mm oldugu

belirlenmistir.

Polipler yas ve BRAF mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde, <50 yas olgularin
%357.9’unda (n=11), >50 yas olgularin %35.3’linde (n=24) BRAF mutasyonu izlenmis,
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geng hastalarda daha yiksek oranda BRAF mutasyonu saptanmasina karsin, yas gruplari

arasindaki fark anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Tim polipler cinsiyet ve BRAF mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde,
erkeklerin %37.3’linde (n=19), kadinlarin %44.4’linde (n=16) BRAF mutasyonu izlenmis
olup, cinsiyete gore BRAF mutasyon dagilimi agisindan anlamli bir fark saptanmamistir

(p>0.05).

Polipler lokalizasyon ve BRAF mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde, sag
kolon yerlesimli olanlarin %48’inde (n=12), sol kolon yerlesimli olanlarin %37.1’inde
(n=23) BRAF mutasyonu izlenmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

Polipler lezyon cap1 ve BRAF mutasyon dagilimi agisindan degerlendirildiginde, mutasyon
tagtyan olgularin ortalama ¢apiin 7.11 mm (n=35), yabanil tip olgularin ortalama ¢apinin
11.63 mm (n=52) oldugu ve daha kiigiik caplt poliplerde BRAF mutasyonun sikliginin
biiyiik ¢apli poliplerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek oldugu anlasilmistir
(p<0.05).

Karsinomlarin yalnizca birinde (%2.5) BRAF mutasyonu izlenmis, % 97.5’inde (n=39)
BRAF mutasyonu saptanmamistir. BRAF mutasyon analizi yapilan 40 kolorektal karsinom
olgusundan mutasyon saptanan 1 olguda real time PCR ile BRAF ekzon 15, V600E
mutasyonu bulundugu gosterilmistir. Mutasyon tasiyan bu olgu, MisCA grubunda yer
almaktadir. KonCA’larin higbirinde BRAF mutasyonu saptanmamis ve bir grupta hig

ornek olmamasi nedeniyle gruplar arasinda saglikli istatistiksel analiz yapilamamuistir.

Karsinomlara ait BRAF V600E mutasyon dagilimi Tablo 4.9’da ve Real time PCR
analizinin pozitif ve negatif kontroliinii gosteren temsili melting grafigi Sekil 4.21-22’de

gosterilmistir.

Tablo 4.9: Karsinomlara ait BRAF mutasyonlarinin gruplara gore dagilimi

Gruplar Ekzon 15, V600E
V600E Yabanl
KonCA (n=20) 0 20
MUsCA (n=20) 1 19
TUm Karsinomlar
(n=40) . 3
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Sekil 4.22: BRAF geni V600E mutasyonu tagiyan M 12 nolu karsinoma ait melting egrisi

BRAF mutasyonu gosteren bir karsinom olgusunun >50 yas, erkek hasta oldugu
gbzlenmis, timoriin sag kolonda lokalize, 50mm ¢apa sahip oldugu anlasilmistir. BRAF

mutasyonu goésteren bu olgu, grade 3, evre 4 bir misindz adenokarsinomdur.

Tim polipler ve karsinomlar BRAF mutasyonu agisindan karsilastirildiginda, poliplerin
%40.2’sinin (n=35), karsinomlarin %2.5’inin (n=1) BRAF mutasyonu tasidig1 izlenmis ve

iki grup arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
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BRAF mutasyonu AP’lerde ve KonCA’larda saptanmazken, SP’lerin % 52.2°si,
MiisCA’larin % 5’1 mutant bulunmustur. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli sonug vermistir (p<0.001).

SP’lerin subtipleri ile karsinomlar ele alindiginda HP’lerin %61.1’inin (n=11), SSA/P’lerin
%64.7°sinin (n=11 ), KSA’larin %26.3’linlin (n=5 ), ARA’larin %61.5’inin (n=8 ) BRAF
mutasyonu gosterdigi ve bu oranlarin karsinomlara gore istatistiksel olarak belirgin yiiksek
diizeylerde oldugu (HP i¢in (p<0.001, SSA/P i¢in p<0.001, KSA i¢in p<0.05, ve ARA icin
p<0.001) anlagilmstur.

Polip tipleri ile karsinom tipleri BRAF mutasyonu agisindan karsilagtirildiginda her iki
gruba ait alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). BRAF
mutasyonu acgisindan polip tipleri ile karsinom tipleri arasindaki dagilima bakildiginda,
KonCA ile KSA (p<0.05), HP (p<0.001), SSA/P (p<0.001), ARA (p<0.001) arasinda ve
MisCA ile HP (p<0.001), SSA/P (p<0.001), ARA (p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark oldugu anlasilmistir.

Direkt sekanslama ile BRAF ekzon 15 dizi analizi yapilan 15 6ncii lezyon ve 5 kolorektal
karsinomun mutasyon analiz sonuglari, real time PCR sonuclar1 ile %100 uyumlu
bulunmustur. Sekans dogrulamasi yapilan Orneklerin mutasyon dagilimlart ve real time

PCR ile uyum oranlar1 Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10: DNA dizi analizi ile mutasyon dogrulamasi yapilan drnekler

Gruplar Olgu Sayist ve Real time PCR ile
Mutasyon durumu Uyum Orani
AP 3 yabanil tip %100
HP 1 yabanil, 2 mutant tip %100
SSA/P 1 yabanil, 2 mutant tip %100
KSA 1 yabanil, 2 mutant tip %100
ARA 1 yabanil, 2 mutant tip %100
KonCA 2 yabanil tip %100
MusCA 2 yabanil, 1 mutant tip %100

BRAF V600E mutasyonu tespit edilen 6rneklerden bazilart i¢in DNA dizi analizi yapilmis

ve mutasyonlarin dogrulamast gergeklestirilmistir.  Gradient PCR’in  sonuglart
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incelendiginde BRAF geni ekzon 15 bolgesi igin dizayn edilen primerlerin 55 °C ve 2 mM
MgCl; konsantrasyonunda optimal ¢alistig1 anlagilmistir (Sekil 4.23). Sekans icin segilen
orneklerden bazilarinin BRAF genine ait PCR jel goriintiileri Sekil 4.24’de gosterilmistir.
PCRlar1 yapilan oOrneklere ait temsili elektroforegram goriintiisii Sekil 4.25-26’da

gosterilmistir.

100 be
molekiiler 1mM
belirtec A

550C 60°C 50°C 550Cc  60°C 50°0C 550C

Sekil 4.23: BRAF ekzon 15 primerleri i¢in gradient PCR jel gorintlsi

Sekil 4.24: Baz1 6rneklerin BRAF ekzon 15 PCR jel gorintileri

Sekil 4.25: BRAF V600E mutasyonu tasiyan bir 6rnege ait DNA dizi analizi, forward

dizisi
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4.4.2.3. KRAS ve BRAF Mutasyon lliskisi

arasinda negatif korelasyon oldugu (Phi= -0.463; p<0.001),

anlamli diizeyde olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.26: BRAF V600E mutasyonu tasiyan bir 6rnege ait DNA dizi analizi, reverse dizisi

Tum olgularda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon iliskisi incelendiginde, mutasyonlar
poliplerde de KRAS
mutasyonu ile BRAF mutasyon varlig1 arasinda negatif korelasyon oldugu (Phi= -0.423;

p<0.001), karsinomlarda negatif korelasyon olmakla birlikte (Phi=-0.231; p=0.144) bunun

Polip ve Karsinomlarda KRAS-BRAF
Mutasyonlarimin Karsilastirilmasi

Polipler
Karsinornlar

Sekil 4.27: Tum olgularda KRAS-BRAF Mutasyonlariin Dagilimlari
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KRAS mutasyonu AP’lerde % 55, KonCA'’larda % 85 oraninda gorulirken, SP’lerin %
16.4°0, MisCA’larin % 50’si mutant bulunmustur. Buna karsin, BRAF mutasyonu
AP’lerde ve KonCA'’larda saptanmazken, SP’lerin % 52.2’si, MiisCA’larin % 5’i mutant
bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: Polip-Karsinom Eslestirmelerinde KRAS-BRAF Mutasyonlarinin Dagilimlari

SP’lerde de KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varlii arasinda negatif korelasyon
oldugu saptanmis (phi= -0.383; p<0.01), ancak AP grubunda BRAF mutasyonu tasiyan
olgu yer almadigindan degerlendirme yapilamamistir (Sekil 4.29).

AP-SP Subtiplerinde KRAS ve BRAF
Mutasyon Dagilimlar:
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|
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Sekil 4.29: Oncii Lezyonlarm Subtiplerinde KRAS-BRAF Mutasyonlarmin Dagilimlari

Poliplerin alt gruplarindan AP’lerde KRAS-BRAF tanis1 agisindan korelasyon
bakilamazken (BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan) SP’lerde KRAS
mutasyonu ile BRAF mutasyonu varligi arasinda negatif korelasyon oldugu (Phi= -0.383;
p<0.01) ve bu iliskinin istatistiksel olarak anlamli oldugu anlagilmigtir. SP’lerin subtipleri
incelendiginde; HP’lerde KRAS-BRAF tanisi agisindan korelasyon bakilamazken (KRAS
mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan), SSA/P, KSA ve ARA’larda KRAS mutasyonu
ile BRAF mutasyonu varlig1 arasinda negatif korelasyon oldugu (SSA/P i¢in Phi= -0.304;
p>0.05, KSA’lar i¢in Phi= -0.456; p<0.05, ARA’larda Phi=-0.365; p>0.05) ve bu iliskinin
yalnizca KSA’lar i¢in anlamli oldugu anlagilmistir (Sekil 4.30).
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Poliplerde KRAS ve BRAF Mutasyon Dagilmlar:

Sekil 4.30: Oncii Lezyonlarin Tiim Subtiplerinde KRAS-BRAF Mutasyonlarinin Dagilimlari

Karsinomlarda KRAS-BRAF tanisi agisindan korelasyon agisindan incelendiginde KRAS
mutasyonu ile BRAF mutasyonu varlig arasinda negatif korelasyon oldugu (Phi= -0.231;
p>0.05) ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir. Karsinomlarin
subtipleri incelendiginde; KonCa’larda KRAS-BRAF tanisi agisindan korelasyon
bakilamazken (BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan) MiisCA’larda KRAS
mutasyonu ile BRAF mutasyonu varlig1 arasinda negatif korelasyon oldugu (Phi= -0.229;

p>0.05) anlagilmistir (Sekil 4.31).

Karsinomlarda KRAS ve BRAF
Mutasyon Dagilimlar

- ERKRAS
ERAF mBRAF
/ KRAS

MusCA

Sekil 4.31: Karsinom Subtiplerinde KRAS-BRAF Mutasyonlarinin Dagilimlari

Poliplerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin yas ile iligskisine bakildiginda,
yas gruplarinda KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu (<50 yas i¢in Phi=
-0.402; p>0.05, >50 yas i¢in Phi= -0.409; p<0.01) ve >50 yas polip olgularinda bunun

istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

70



Poliplerin birinci grubu olan AP’lerde BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan bu

grup i¢in KRAS ve BRAF mutasyon varligi ile korelasyon analizi yapilamamastir.

Ikinci biiyiik grup olan SP’lerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginimn yas ile
iliskisine bakildiginda, yas gruplarinda KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon
oldugu (<50 yas i¢in Phi= -0.383; p>0.05, >50 yas i¢in Phi= -0.367; p<0.01) ve >50 yas

polip olgularinda bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

SP subtiplerinde yapilan analizde; HP’lerde KRAS mutasyonu tasiyan olgu yer
almadigindan bu grup i¢cin KRAS ve BRAF mutasyon varligi ile korelasyon analizi

yapilamamustir.

SSA/P’lerde  KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin yas ile iliskisine
bakildiginda, yas gruplar1 icin KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(>50 yas i¢in Phi=-0.367; p<0.01) ve >50 yas polip olgularinda bunun istatistiksel olarak
anlamli oldugu goézlenmis, ancak <50 yas olgularda BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer

almadigindan analiz yapilamamustir.

KSA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin yas ile iliskisine bakildiginda,
yas i¢in KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu (<50 yas i¢in Phi= -0.500;
p>0.05, >50 yas icin Phi= -0.447; p>0.05) ve hem <50 yas hem de >50 yas polip

olgularinda bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir.

ARA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varlifinin yas ile iligkisine bakildiginda,
yasa gore KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu (>50 yas icin Phi= -
0.488; p>0.05) ve >50 yas olgular icin bu deger anlamli olmamakla birlikte <50 yas
olgularda BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan analiz yapilamamistir (Sekil

4.32).
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Sekil 4.32: Polipler ve Subtiplerinde Yasa Gére KRAS-BRAF Mutasyon Dagilimi
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Poliplerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin cinsiyet ile iligkisine
bakildiginda, cinsiyete gére KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(kadinlar i¢in Phi= -0.344; p<0.05, erkekler ic¢in Phi= -0.474; p<0.01) ve hem kadin hem

de erkek olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

SP’lerde  KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin cinsiyet ile iliskisine
bakildiginda, cinsiyet icin KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(kadinlar i¢in Phi= -0.277; p<0.05, erkekler icin Phi= -0.473; p<0.01) ve hem kadin hem

de erkek olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

SSA/P’lerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin cinsiyet ile iliskisine
bakildiginda, cinsiyete gore KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(kadinlar i¢in Phi= -0.250; p>0.05, erkekler i¢in Phi= -0.745; p<0.05) ve kadin olgular i¢in

bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir.

KSA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligimin cinsiyet ile iliskisine
bakildiginda, cinsiyet i¢cin KRAS-BRAF tanis1 arasinda negatif korelasyon oldugu
(kadmlar i¢in Phi= -0.577; p<0.05, erkekler icin Phi= -0.375; p>0.05) ve hem kadin hem

de erkek olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gdzlenmistir.

ARA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin cinsiyet ile iligkisine
bakildiginda, cinsiyet icin KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(erkekler icin Phi= -0.395; p>0.05) ve erkek olgular i¢in bu deger anlamli olmamakla
birlikte kadin olgularda BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan analiz

yapilamamistir (Sekil 4.33).
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Poliplerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iligkisine
bakildiginda, lokalizasyon agisindan KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon
oldugu (sag kolon i¢in Phi= -0.355; p>0.05, sol kolon icin Phi= -0.438; p<0.01) ve sol

kolon olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir.

SP’lerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iliskisine
bakildiginda, lokalizasyon acisindan KRAS-BRAF tanis1 arasinda negatif korelasyon
oldugu (sag kolon i¢in Phi= -0.302; p>0.05, sol kolon i¢in Phi= -0.437; p<0.01) ve sol

kolon olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

SSA/P’lerde KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iligkisine
bakildiginda, lokalizasyon i¢in KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(sag kolon igin Phi= -0.395; p>0.05, sol kolon i¢in Phi= -0.333; p>0.05) ve sol kolon

olgular i¢in bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.

KSA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iligkisine
bakildiginda, lokalizasyon agisindan KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon
oldugu (sol kolon i¢in Phi= -0.522; p<0.05) anlasilmistir. Sol kolon yerlesimli olgular i¢in
bu deger istatistiksel olarak anlamli olmakla birlikte sag kolon yerlesimli olanlarda BRAF

mutasyonu tastyan olgu yer almadigindan degerlendirme yapilamamaistir.

ARA’larda KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iligkisine
bakildiginda, lokalizasyona gore KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(sol kolon i¢in Phi= -0.1000; p<0.05) anlasilmistir. Sol kolon yerlesimli olgular igin bu
deger istatistiksel olarak anlamli olmakla birlikte sag kolon yerlesimli olanlarda BRAF

mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan degerlendirme yapilamamistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: Polip Subtiplerinde Lokalizasyona Gore KRAS-BRAF Mutasyon Dagilimi
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Karsinomlarin KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin yas ile iligkisine
bakildiginda, yas icin KRAS-BRAF tanis1 arasinda negatif korelasyon oldugu (>50 yas
icin Phi= -0.275; p>0.05) anlasilmis, >50 yas olgular i¢in bu deger istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 (MiisCA’larda >50 yas i¢in Phi= -0.289; p>0.05) gozlenmistir. Bununla
birlikte <50 yas karsinomlarda ve subtiplerinde BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer
almadigindan degerlendirme yapilamamistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35: Karsinomlarda ve Subtiplerinde Yasa Gore KRAS-BRAF Mutasyon Dagilimi

Karsinomlarin KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin cinsiyet ile iliskisine
bakildiginda, cinsiyet agisindan KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(erkekler icin Phi= -0.280; p>0.05) anlasilmistir. Erkek olgular i¢in bu deger istatistiksel
olarak anlamli bulunmamis (KonCA’larda erkekler icin Phi=-0.280; p>0.05, MisCA’larda
erkekler icin Phi= -0.293; p>0.05), kadinlarda BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer
almadigindan kadin olgular i¢in degerlendirme yapilamamaistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36: Karsinomlarda ve Subtiplerinde Cinsiyete Gére KRAS-BRAF Mutasyon
Dagilimi

Karsinomlarin KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varliginin lokalizasyon ile iliskisine
bakildiginda, lokalizasyona gore KRAS-BRAF tanisi arasinda negatif korelasyon oldugu
(sag kolon i¢in Phi= -0.312; p>0.05) anlasilmistir. Sag kolon yerlesimli olgular i¢in bu
deger istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte (MiisCA’larda sag kolon i¢in Phi= -
0.395; p>0.05) sol kolon yerlesimli olanlarda BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer
almadigindan degerlendirme yapilamamistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: Karsinomlarda ve Subtiplerinde Lokalizasyona Gore KRAS-BRAF Mutasyon

Dagilimi1

Karsinomlarin KRAS mutasyonu ile BRAF mutasyon varligmin “grade” ile iligkisine
bakildiginda, “grade” icin KRAS-BRAF tanis1 arasinda negatif korelasyon oldugu (grade 3
icin Phi= -0.239; p>0.05) anlasilmistir. “Grade” 3 olgular i¢in bu deger istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte (MiisCA’larda i¢in Phi= -0.229; p>0.05) “grade” 1 olgularda
BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan degerlendirme yapilamamistir. Ayrica
KonCA grubunda da BRAF mutasyonu tasiyan olgu yer almadigindan degerlendirme

yapilamamustir.

Calismada kullanilan olgulardan bir kismi, ayni hastadan aynm1 zamanda alinan ve
morfolojik olarak birbirinden farkli karakter gdsteren poliplerden olusmaktadir. Ornegin

ARAZ3 kodlu olgu ile HP13 kodlu olgu ayni hastaya ait poliplerdir. Bu olgular ve gézlenen

mutasyonlar Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.11: Ayni1 hastaya ait farkli polip olgularinda KRAS- BRAF Genotipleri

Ornek

Kodlart BRAF KRAS
1 olau ARA3 V600E Yabanil
- 019 HP13 Yabanil Yabanil
5 olau SSA1 V600E Gly12Asp
00U KsA7  Yabanil Gly12Asp
3 olau SSA5 V600E Yabanil
- 019 HP14 Yabanil Yabanil

Adenomat6z polip grubunda yer alan AP4 kodlu olguda KRAS geni ekzon 2 mutasyon

analizinde hem kodon 12 hem de kodon 13’te mutasyon saptanmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12: AP4 kodlu olguya ait KRAS ekzon 2 genotipi

Mutasyon Lokasyonu Mutasyon Tipi
Ekzon 2, Kodon 12 Glul2Asp
Ekzon 2, Kodon 13 Glul3Asp
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5. TARTISMA ve SONUC

Erigkin kadin ve erkeklerde kansere bagli 6lumlerin ¢cok 6nemli bir kismimi olusturan
kolorektal kanser, iilkemizde de olduk¢a sik goriilmektedir. Ancak olgularin ¢ogu ileri
evrede hekime bagvurmakta ve erken tedavi sanslari azalmaktadir. Bu nedenle kolorektal
karsinomlarin erken tani ve tedavisinde ilk adim, 6ncii lezyonlarin ve bunlarin karsinoma
dontistimlerinde etkin olan molekiiler mekanizmalarin ortaya konmasi olmalidir. Boylece
farkli molekiiler mekanizmalarla ortaya ¢ikan 6ncii lezyonlarin ve bu lezyonlardan gelisen
tiimdrlerin hedefe yonelik tedavi kavrami i¢inde ele alinmalar1 ve dogru tedavi yaklagimi

icin hasta gruplarinin belirlenmesi saglanabilecektir.

Son yillarda, kolorektal karsinogenezde daha once tanimlanmis olan kromozomal ve
mikrosatellit instabilite arayollarindan farkli, “serrated neoplazi” sekansinda etkin oldugu
diisiiniilen diger bir arayolun bulundugu ve bu yolakta erken olaylardan biri MAPK sinyal
iletim yolaginin aktivasyonu ve BRAF mutasyonlar1 iken, digerinin bazi genlerin, 6zellikle
DNA tamir genlerinin, metilasyon ile sessizlesmesi oldugu ileri stiriilmiistiir (Hamilton
2010). Bu goriisle uyumlu olacak sekilde, bazi kolorektal kanserlerin serrated neoplazi
sekansinin Oncli lezyonlar1 olan “serrated” poliplerden gelistigi kabul edilmektedir

(Sandmeier, Benhattar et al. 2009).

Ras-MAPK ara yolu, aktive olmus hiicre ylizey reseptorlerinden hiicre niikleusundaki
transkripsiyon faktorlerine dogru akan intraseliiler sinyal iletiminin énemli bir kaskadidir.
RAS ve RAF proteinleri kaskada katilan 6nemli molekiillerdir ve mutasyonlar1 birbirini
dislayarak kesintisiz MAPK sinyal iletimine neden olmakta ve hiicrenin apoptotik hiicre

oliimiinden kagarak siirekli proliferasyonuna yol agmaktadir (Davies, Bignell et al. 2002).

Literatr incelendiginde, kolorektal karsinomlarin adenomalardan gelisen formunda, gerek
Onci lezyonlarda gerekse tiimorlerde KRAS mutasyonlart izlenirken, “serrated” poliplerde
ve bunlardan gelisen tiimorlerde, ki bir kisminin misindz fenotip gosterdigi
bildirilmektedir, BRAF mutasyonlarinin daha sik oldugu gozlenmektedir (Hamilton 2010,
Ensari, Bosman 2010). Ancak literatiirde yer alan ¢alismalarda bu genlere iliskin farkli

mutasyon oranlari bildirildigi dikkati ¢ekmektedir (Lee 2005; Fujita, Yamamoto 2011).

Kolorektal karsinomlarin ancak kiigiik bir boliimiinde BRAF mutasyonu gosterilmistir

(Rajagopalan 2002). Literatirde BRAF mutasyonunun, MSI-H tiimoérlerde daha sik
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oldugu bildirilmekle birlikte (Vakiani and Solit 2011) aksini ileri siiren ¢aligmalar da
mevcuttur. Bu durumda, genetik instabiliteden bagimsiz olarak, RAS-MAPK arayolunun
aktivasyonunun KRAS ya da BRAF mutasyonlariyla baslatildig1 ve “serrated” poliplerin

bir kisminin patogenezinde bu arayolun rol oynadig: diisiintilebilir.

Bu tez caligmasinda 87 kolorektal polip ve 40 kolorektal kanser olgusunda KRAS geni
ekzon 2 kodon 12 ve 13 mutasyonlari, ekzon 3 kodon 61 mutasyonlar1 ve BRAF geni
ekzon 15 V600OE mutasyon analizleri gerceklestirilmis ve elde edilen molekiiler verilerle

klinikopatolojik bulgular arasindaki iligki degerlendirilmistir.
5.1. Oncii Lezyonlarda KRAS ve BRAF Mutasyonlarinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada incelenen poliplerin % 25.3’iinde KRAS mutasyonu, % 40.2’sinde BRAF
mutasyonu saptanmistir. KRAS mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli sekilde AP’lerde
daha yiiksek oranda saptandigi, BRAF mutasyonu saptanan poliplerin tiimiiniin SP
grubunda oldugu, ve AP olgularinin higbirinde BRAF mutasyonu bulunmadigi dikkati
cekmistir. Literatiirde de, adenomlarda BRAF mutasyon oranlarinin % 0-%5.1 arasinda
degistigi bildirilmektedir (O’Brien 2006). Bu durumda, AP’lerin olusum mekanizmasinda
BRAF gen mutasyonlarinin bir onemi olmadigi ve dolayisiyla adenokarsinomlarin
AP’lerden gelisen formunda BRAF gen mutasyonlarmin bir roliiniin olmadig
diistintilebilir. Ancak bu konuda daha net bir yorum yapabilmek igin AP’den karsinomaya
gecisteki tlim kanserlesme asamalarint BRAF mutasyonlari agisindan ayrintili bir bigimde
degerlendirmek gerekmektedir. Literatiir bu agidan incelendiginde, displastik adenomlar,

AP subtipleri ve kanserlesme gosteren “malign” adenomlar {izerinde yapilmis bir

calismanin bulunmadig gériilmektedir.

SP’lerin subtipleri degerlendirildiginde, en yiiksek KRAS mutasyon oraninin KSA’larda
oldugu ve bu grubu sirastyla SSA/P’lerin ve ARA grubunun izledigi, ilging olarak HP’lerin
hicbirinde KRAS mutasyonunun bulunmadigi dikkati c¢ekmistir. Buna karsin, SP
subtiplerinde BRAF mutasyonlarinin sikliginin oldukc¢a yiiksek oldugu gézlenmektedir.
BRAF mutasyon oranlar1 HP’ler ve SSA/P’lerde en yiiksek oranda olup, bu gruplart HP-
SSA arasi karakter tasiyan ARA grup ile KSA’lar izlemektedir. Goriildiigii gibi HP ve
SSA/Plerin BRAF mutasyon oranlari esittir ve bu da bu iki SP subtipinin bir spektrum
icinde ele alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. KSA’larda ise BRAF mutasyonunun

degerlendirildigi az sayida ¢alisma mevcut olup KSA’larin BRAF mutasyonu igermedigine
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dair sonu¢ bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Ancak, sonuclarimiza gére KSA’lar, HP ve
SSA/P’lere gore daha diisiik olmakla birlikte BRAF V60OE mutasyonu tasiyabilmektedir.

KRAS ve BRAF mutasyonlar1 birbirini diglayarak kolorektal polip ve kanserlerde
goriilmekte ve kolorektal karsinogenezde erken ve birbirine paralel gelisen olaylar olarak

ortaya ¢cikmaktadir.

Aberan kript odagi, kolorektal AP ve SP’lerin en erken 6ncu lezyonu olarak kabul
edilmektedir. Ancak aberan kript odag: ile ilgili yapilmis ¢ok az sayida molekiiler caligma
mevcuttur. “Laser capture” mikroskop ile DNA ekstraksiyonu yapilan aberan kript
odaginda Rosenberg ve ark. BRAF ve KRAS mutasyonlarini incelemis ve serrated
morfoloji gosterenlerde BRAF mutasyonunu, non-serrated morfolojili olanlarda ise KRAS

mutasyonunu daha yiiksek oranda saptamislardir (Rosenberg, Yang et al. 2007).

HP’ler kolorektumda sik goriilen ve Ozellikle distal kolona yerlesen benign poliplerdir.
Ancak bazi caligsmalar, HP’lerin neoplastik potansiyelleri olabilecegini, KRAS, BRAF

mutasyonlar1 ve MSI gosterebileceklerini ortaya koymustur (Iino 1999).

Adenom-karsinom sekansiin uzun yillar 6nce tanimlanmis olmasi, bu sekansta yer alan
oncli lezyonlarin da kesin kriterlerle taninmasini saglamistir. Oysa 1990’larda tanimlanmis
olan serrated poliplerin alt tiplerine yonelik kesin kriterlerin ortaya konmasi heniiz ¢ok
yeni olarak gergeklesmistir (Hamilton 2010). Bu nedenle, 0zellikle serrated polipleri
kapsayan c¢alismalar ve sunduklari molekiiler veriler degerlendirilirken son derece dikkatli
olunmas1 gerekmektedir. Buna paralel olarak, molekiiler tekniklerdeki gelismeler ve
kullanilan yontemlerin c¢esitliliginin de, ¢alisma sonuglar iizerinde, benzer sekilde, titiz

degerlendirmeyi gerektirecek etkileri olabilecektir.

SSA/P’lerin saglikli olarak tanimlanmasindan oOnce, literatiirde, serrated poliplerdeki
KRAS mutasyon siklig1 ile ilgili c¢eliskili bilgiler mevcut olup, HP’lerde %4-37,
SSA/P’lerde %0-10 arasinda degisen KRAS mutasyon oranlari bildirilmistir (Sandmeier,
Benhattar et al. 2009).
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Bu boliimde, literatiirde konu ile ilgili arastirmalar kronolojik olarak ele alinarak,
sonuglarimizla karsilagtirmali sekilde tartisilmistir. Bu konudaki literatir Ozeti Tablo

5.1°de sunulmustur.

Tablo 5.1: Literatiirde Poliplere ait KRAS-BRAF mutasyon siklik tablosu

SP (%)
Referanslar AP (%) (SSA/P+KSA) HP (%) SSA/P (%) KSA (%)
KRAS BRAF KRAS BRAF KRAS BRAF KRAS BRAF KRAS BRAF
Otori 1997 56 - - 47 - - - - -
Yuen 2002 31 5.1 - - 0 33 = - - ;
Chan 2003 - - 0 100 18 36 - - - -
Konishi
2004 15 2.8 15 36 13 0 - - - =
Yang 2004 - - 28 60 165 69.6 - - - -
O’Brien
2006 = - - 43 76 7 83 24 62
Jass 2006 26,5 4.8 - - 4 67 3 81 - -
Spring
2006 60 0.4 - - 50 70 8 78 - -
Wagner
2008 44 0 ) ) ) ) ) ) - -
Velho
2008 s 2
Kim 2010 29 55
Fujita
2011 42 458 44 609

Erdogan O 55 0 164 522 0 61.1 176 647 368 26.3

Yuen ve ark.nin 2002 yilindaki arastirmasinda, BRAF mutasyonu, AP’lerin % 5.1’inde,
HP’lerin ise %33’lnde gorulirken, KRAS mutasyonu AP’lerin % 31’inde saptanmus,
ancak HP’lerde, ¢alismamizda oldugu gibi, mutasyona rastlanmamustir (Yuen, Davies et al.
2002).

Chan ve ark.’nin 2003 yilinda yaptiklar1 calismada BRAF mutasyonu HP’lerde %36,
serrated adenomlarda ise % 100 oraninda saptanmis, KRAS mutasyonu ise HP’lerin

%18’inde izlenirken serrated adenomlarin higbirinde mutasyona rastlanmamistir (Chan,
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Zhao et al. 2003). Ancak bu calismadaki serrated adenomlarin bugiinkii tanimlamalar
1s1ginda KSA ve SSA/P’leri bir arada icerdigi ve bu nedenle calismanin sonuglarinin

dikkatli yorumlanmas1 gerektigi anlasilmaktadir.

Benzer sekilde, Konishi ve ark. 47 kolorektal kanserin 6ncii lezyonlarinda KRAS ve BRAF
mutasyonlarini arastirmislardir. Bu c¢aligmada kullanilan “serrated adenoma” terimi bu
antitenin ilk tanimlandigi donemin literatiir bilgilerine dayanmaktadir (Longacre and
Fenoglio-Preiser 1990). Ancak, ginimizde “serrated adenoma” terimi “sesil” ya da
“klasik” tanimlamalari olmaksizin kullanilmamaktadir (Hamilton 2010). Bu nedenle
dikkatle ele alinmasi gereken bu ¢alismanin sonuglarina gore, serrated adenomlarda KRAS
mutasyonu %15 iken, BRAF mutasyonu % 36 olarak bulunmus, ayn1 ¢alismada AP’lerin
% 15inde, HP’lerin ise %13’Unde KRAS mutasyonu, AP’lerin % 2.8’inde BRAF
mutasyonu saptanmistir (Konishi, Yamochi et al. 2004). Gorildigi gibi, bu ¢alismada da,
aragtirmamizla uyumlu olacak sekilde, BRAF mutasyonunun adenomlarda “serrated”

poliplere gore daha diisiik oranda saptandigi dikkati ¢cekmistir.

Diger bir ¢alismada, BRAF mutasyonu serrated poliplerde ¢ok yiiksek oranlarda izlenmis
ve Ozellikle SSA/P’lerde HP’lerden daha sik oldugu gozlenmistir. KRAS mutasyonu ise
serrated poliplerde ¢ok diisiik oranda saptanmis, HP’de SSA/P’lerden daha az oranda
oldugu goriilmiistiir (Yang, Farraye et al. 2004).

Spring’in ¢aligmasinda KRAS mutasyonu AP’lerin %60’inda saptanirken, HP’lerde %50
ve SSA/P’lerde % 8 oraninda izlenmis, KSA’larda ise hi¢ gozlenmemistir. BRAF
mutasyonu ise, AP’lerde %0.4, HP’lerde %70, SSA/P’lerde %78, KSA’larda %66 olarak
bulunmustur (Spring, Zhao et al. 2006). Otori ve ark. benzer sekilde HP’lerin %47’sinde,
AP’lerin % 56’sinda KRAS mutasyonu gostermislerdir (Otori, Oda et al. 1997). Bu iki
calismada HP’lerde izlenen KRAS mutasyonlar1 beklenen degerlerden ¢ok yiiksek
olmasiyla dikkat cekmektedir.

Buna karsin, O’Brien ve ark. en yiiksek KRAS mutasyonunu AP’lerde, daha sonra
sirastyla KSA, HP ve SSA/P’lerde gozlemisler, BRAF mutasyonunun ise en sik
SSA/P’lerde, izlendigini ve bunu sirastyla HP ve KSA gruplarinin izledigini ortaya
koymuslardir (O'Brien, Yang et al. 2006). Buna paralel bir baska c¢alismada, KRAS
mutasyonu AP’lerde % 26.5, HP’lerde % 4, SSA/P’lerde %3 olarak saptanmig, BRAF ise
AP’lerde % 4.8, HP’lerde % 67, SSA/P’de % 81 oraninda bulunmustur (Jass, Baker et al.
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2006). Son iki ¢alisma AP ve SP’ler ile subtiplerinde bizim ¢aligmamizla da uyum gosteren

ve literatiirdeki genis serilerle uyumlu sonuglara sahip olmalar1 bakimindan 6nemlidir.

Kim ve ark. BRAF mutasyonunun tim SP subtiplerinde yiiksek oranda goriildiigiinii,

ancak AP’lerde BRAF mutasyonuna rastlanmadigini bildirmiglerdir (Kim, Lee et al. 2010).

Benzer olarak, Wagner ve ark. konvansiyonel ampuller ve duodenal adenomlarda hic
BRAF mutasyonu saptamamis, ancak KRAS mutasyonunun sirasiyla, % 44 ve % 18

oldugunu gostermislerdir (Wagner, Chen et al. 2008).

Ishii’nin ¢alismasinda ise, BRAF mutasyonlar1 TA’larda son derece enderken, az sayida
TVA’da mutasyon izlenmistir. Bu ¢aligmada AP’lerde villozite orani arttikga KRAS
mutasyon oraninda da belirgin bir artig gézlenmistir. Ayn1 ¢alismada BRAF mutasyonu
cok az sayida adenom olgusunda saptanmis, bunlarin daha ¢ok nonvilloz karakterde ve
kiigiik ¢apli olduklar1 gbzlenmistir (Ishii, Notohara et al. 2011). Calismamizda istatistiksel
analize imkan vermek amaciyla, adenom subtiplerinde ¢ok farkli bulgularin beklenmemesi
nedeniyle, AP subtiplendirmesi yapilmamustir. Literatiir bilgileri 1s18inda, ¢aligmamizin
sonuglart degerlendirildiginde, KRAS, adenomlarin gelisiminde BRAF’a gore daha kesin
bir role sahipken, BRAF subtiplere gore farkliliklar gostermekle birlikte, serrated
poliplerin gelisiminde 6nemli bir faktor olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu yil yapilan bir
calismada, HP’lerin % 45.8’inde, SSA/P’lerin % 60.9’unda BRAF mutasyonu saptanmis,
KRAS ise HP’lerin % 4.2’sinde, SSA/P’lerin % 4.4’iinde mutant bulunmustur. PIK3CA’da
mutasyona rastlanmamistir. Bu sonuglarla, arastiricilar SSA/P’lerin patogenezinde BRAF
mutasyonun rolii olabilecegi goriisiinii desteklemislerdir (Fujita, Yamamoto et al. 2011).
Bu sonuglar, tiimiiyle, ¢alismamizin sonuglartyla uyumlu goriinlimde olup, giincel olmasi
nedeniyle “serrated” polip tanim ve klasifikasyonunda da ¢alismamiza paralel sekilde, bu

konudaki en son bilgilere dayandirildiklar1 anlasilmaktadir.

Velho ve ark. ise, serrated adenom olarak tanimladiklar1 serrated poliplerde BRAF ve
KRAS’1n birbirini diglamak tizere % 30 oraninda mutasyon gosterdiklerini ve BRAF
mutasyonu ile MSI ve CIMP’in korele oldugunu ortaya koymuslardir. Ancak ¢alismanin
zayif noktast SP subtiplendirmesinin yapilmamis olmasidir ki bu durum c¢alismanin
molekiiler verilerinin yorumlanmasinda giigliik yaratmaktadir (Velho, Moutinho et al.
2008). Bu ¢aligmada, 17 serrated polip olgusunun % 29 BRAF, % 35 KRAS mutasyonu
gosterdigi, KRAS mutasyonu HP’lerde ve displastik alanlarda sik iken, BRAF 1n tiimiiyle
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SA’larda goriildigi bildirilmistir. KRAS 1in sporadik kolorektal kanserde ve adenoma-
karsinoma sekansinda rolii oldugu bilinmektedir. BRAF ise poliplerde kanserden daha
yiiksek mutasyon gostermektedir. Bu nedenle, BRAF’iIn KRAS’a gore daha minor
onkojenik etkisinin olabilecegi diisiiniilebilir. Bir diger deyisle, bazi poliplerin
kanserlesmesi igin BRAF ile birlikte is goren ya da BRAF disi baska faktorlerin
(epigenetik) etkili olabilecegi akla gelmektedir.

AP’ler daha ¢ok sol kolonda ve distal rektosigmoid bolgede gorulirken, serrated polipler
grubunda yer alan HP’ler de benzer sekilde distalde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Buna
karsin SSA/P’lerin proksimal kolonda daha sik goriildiigli, KSA’larin ise kolonun her
yerinde ortaya c¢ikabilmekle birlikte, solda daha sik olduklar1 bilinmektedir.
Lokalizasyonlarindaki bu segicilik kolorektal kanserde oOncii lezyonlarin molekuler
temellerinin de lokalizasyona go0re farkli olabilecegi diisiincesini dogurmaktadir.
Gergekten de, lokalizasyonun, gerek poliplerin gelisiminde rol oynayan, gerekse bu
poliplerden gelisen neoplazilerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli olan molekiiler mekanizmalari

belirleyebilecek bir faktor oldugunu 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (Hamilton 2010).

Bu calismada, KRAS mutasyonu, sol kolon poliplerinde ve tiimdorlerinde, sagda lokalize
olanlara gore belirgin olarak yiiksek olmakla birlikte, fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Buna karsin, BRAF mutasyonu sag kolon yerlesimli poliplerde daha sik
oranda mutant bulunmus, kanserlerden yalnizca birinde BRAF mutasyonu gézlenmis ve bu

tiimdriin sag kolonda lokalize oldugu dikkati ¢ekmistir.

Huang, lokalizasyon ile MSI durumu iligksini inceledigi arastirmasinda, proksimal kolon
lokalizasyonlu HP’lerin BRAF mutasyonu gosterdigini ve SA’ya ilerleyerek MSI
kanserlere doniistiiglinti, distal kolonda ise ayni1 6nci lezyonun KRAS ya da BRAF
mutasyonu gosterdigini ve SA’lara doniiserek MSS kanserlere gelistigini ileri stirmektedir

(Huang 2004).

O’Brien ve ark. ise, distal HP’lerde %32.5 oraninda, proksimallerde % 5.1 oraninda KRAS
mutasyonu saptamiglardir. Bu arastiricilara gore, KRAS mutasyon durumunu histolojik

subtip ve kolorektumdaki lokalizasyon belirlemektedir (O'Brien, Yang et al. 2006).

Calismamizdaki ARA lezyonlara benzeyen SSA/P ve HP arasinda kalan poliplerin

degerlendirildigi tek molekiiler ¢alisma olan Chung ve ark.’nin arastirmalarinda, HP-
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SSA/P arasinda kalan poliplerde % 87, SSA/P’lerde ise % 100 BRAF mutasyonu
saptamiglar, HP’lerin ise % 46’sinda mutasyon gozlemislerdir. ~ARA lezyonlarin
SSA/P’lere daha yakin molekiiler bulgular icermesine karsin, arastiricilar, distalde lokalize
oldugunda, bu poliplerin HP olarak ele alinmasini, proksimalde ve >1cm olan poliplerin ise
SSA/P olarak degerlendirilmesini 6nermislerdir (Chung, Chen et al. 2008). Bizim
calismamizda da ARA grubun KRAS mutasyon orani ¢ok diisiik olarak saptanmis, BRAF
mutasyonunun ise, bu grupta, HP ve SSA/P gruplarina ¢ok benzer sekilde yiiksek oldugu
dikkati ¢ekmistir. Yine benzer sekilde, KRAS mutasyonu gosteren ARA olgularin solda
lokalize ve 2 mm g¢apli oldugu, BRAF mutasyonu gosteren ARA olgularin ise, sag-sol
kolon lokalizasyonlarinin benzer dagilim gosterdigi ve ortalama capin 6 mm oldugu
dikkati ¢ekmistir. Bu durumda, bu tip olgularin lokalizasyon ve ¢apa gore degerlendirilerek
klasifiye edilmesini oneren diger ¢alismalar (Snover 2005) 1siginda, bizim olgularimiz
icinde KRAS mutant olan HP, BRAF mutant olan olgularin ise sag kolonda lokalize ve
>5mm ¢apli olanlarin SSA/P olarak izlenmesi uygun olacaktir. Bununla uyumlu olacak
sekilde, diger bir ¢alismada, KSA’larda % 29 oraninda KRAS, % 55 oraninda BRAF
mutasyonu g6zlenmis, KRAS mutasyonunun sol kolon lokalizasyonunda daha sik oldugu
ve ozellikle polibin displastik odaklarinda daha sik mutasyon goriildiigii bildirilmistir (Kim
2010).

Lee ve ark. KSA’larda yaptiklar ¢alismada, BRAF mutasyonunu olgularin % 77.1’inde,
KRAS mutasyonunu ise yalnizca % 8.9’unda saptamislar ve BRAF’in daha ¢ok sag
kolonda, KRAS’m ise sol kolondaki “serrated” neoplazi gelisiminde rol oynayabilecegini
ileri siirmislerdir (Lee, Choi et al. 2005).

Kim ve ark.’nin yaptig1 caligmada, KSA’larda KRAS % 29, BRAF %55 oraninda mutant
olarak saptanmistir. Displazi ve kanserli KSA’larda KRAS mutasyonunun daha sik oldugu
BRAF’m ise “low grade” displazililerde daha diisiik oranda goriildiigii anlagilmistir (Kim,
Lee et al. 2010). Sol kolonda daha stk KRAS mutasyonlu KSA izlenmistir. KSA’larin HP
ya da SSA/P odagi igerenlerinde BRAF mutasyonu % 77.1 iken KRAS mutasyonu % 14.3
bulunmus ve bu sonucun prekirsor lezyonu olmayanlardan farkli oldugu gézlenmistir.
Buna gore 6zellikle sag kolonda gelisen KSA’lar icin HP ve SSA/P’lerin prekiirsor lezyon
olabilecegi ileri stiriilmiistiir. BRAF, KSA’nin gelisiminde énemli iken, displazi ve kanser
gelisim asamalarinda KRAS in rol oynadigi 6ne surtlmustiir. Ancak, morfolojik olarak

KSA taniminda eksiklik oldugu mikroskopik resimlerden de anlasilan calismada,
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sonuglarin saglikli olarak yorumlanmasi giictiir. Olasilikla bu caligmada KSA olarak
tanimlanan ancak displazi gosteren SSA/P’ler ¢ogunluktadir. Bizim ¢aligmamizda ise
KSA’da BRAF % 26, KRAS %36.8 olarak saptanmis ve her iki KSA grubunda
predominan olarak sol kolon lokalizasyonu izlenmistir. Gergekten de, son bilgilere gore
KSA’larin diger SP’lerden ¢ok, AP’lere benzer klinikopatolojik 6zellik gosterebilecekleri
disiiniilmektedir (Hamilton 2010; Ensari, Bosmann 2010).

Calisma kapsamindaki olgulardan bir kismi ayni hastadan ayni zamanda alinan ve
morfolojik olarak birbirinden farkli karakter gosteren poliplerden olusmustur. Bu hastalarin
farkl1 morfolojik karaktere sahip poliplerinde farkli molekiiler degisimler gézlenmistir. Bu
durumun goézlendigi ii¢ olgudan birinde, saptanan iki polipten biri olan HP’de higbir
mutasyon saptanmazken, ARA olgu olan digerinde, BRAF mutasyonu gozlenmistir.
Ozellikle ARA olguda saptanan BRAF mutasyonu tanisal agidan yasanan sorunun
¢coziimiinde ¢ok onemli bir katki saglamistir. HP-SSA/P arasinda kesin morfolojik ayrimin
yapilamadigt bu olguda BRAF mutasyonunun varligi, literatiir esliginde
degerlendirildiginde daha ¢ok SSA/P tamisina yaklastirmaktadir. ikinci ve {igiincii
olgularda saptanan SSA/P tipindeki poliplerin her ikisinde de BRAF mutasyonu
bulunmustur. Ikinci olgunun diger polibi olan KSA’da KRAS mutasyonu gdzlenmis,
Uclincu olguda izlenen HP tipindeki ikinci polipte ise herhangi bir mutasyona

rastlanmamuistir.

5.2. Karsinomlarda KRAS ve BRAF Mutasyonlarinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 40 kolorektal karsinom olgusunun sonuglar1 degerlendirildiginde,
KRAS ve BRAF mutasyonlarinin bir arada goriilmedigi dikkati ¢ekmistir. Sonuglar
literatiirle uyumlu olup, bu iki gene ait mutasyonlarin bir arada gozlenmedigi ve ayni ara
yol {lizerinde gorev alan bu genlerin her ikisi de “onkogen” 6zelligi tasidigi i¢in herhangi
birinde go6zlenecek heterezigot bir mutasyonun RAS-MAPK sinyal arayolunun
aktiflesmesi icin yeterli oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle bu iki onkogenin herhangi

birinde mutasyon olmas1 durumunda digerinin yabanil tip olmas1 beklenmektedir.

Calismamizda, karsinomlarin % 67.5’inde KRAS mutasyonu, %2.5’inde BRAF mutasyonu
saptanmistir. KRAS mutasyonu, KonCA’larda MusCA’lara gore anlamli olarak daha
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yiikksek bulunmustur. KRAS mutasyonu gosteren 27 karsinom olgusunun %70.4’Gnin
erkek, % 63’liniin >50 yas, % 74.1’inin sol kolonda lokalize, % 63’Unin KonCA, %
55.6’sinin “grade” 1/2, % 55.6 sinin evre 3 oldugu belirlenmistir. Buna karsin, BRAF
mutasyonu gosteren bir karsinom olgusunun >50 yas, erkek hasta oldugu goézlenmis,
tiimoriin sag kolonda lokalize, 50 mm ¢apa sahip oldugu anlasilmistir. BRAF mutasyonu

gosteren bu olgu, “grade” 3, evre 4 bir misinéz adenokarsinomdur.

Literatiir kolorektal karsinomlardaki KRAS ve BRAF mutasyonlar1 acgisindan
degerlendirildiginde, Miyaki ve ark. sporadik kolorektal akrsinomda % 4 BRAF, % 34
KRAS mutasyonu saptamislar, HNPCC’de oranlarin ¢ok diisiik oldugunu, FAP-assosiye
kolorektal kanserde ise sporadik tiimorlere yakin oranlarda mutasyon bulundugunu

gostermislerdir (Miyaki, lijima et al. 2004).

Bir bagka arastirmada, KRAS mutasyonu olgularin % 20.7’sinde bulunmus, BRAF ise %
3.8 olarak saptanmustir. Her iki mutasyonun da, proksimal lokalizasyonlu kanserlerde daha

sik oldugu gozlenmistir (Liou, Wu et al. 2011).

Diger bir calismada, BRAF’1n sag kolon tiimorlerinde, KRAS 1n ise sol kolon ve rektum
tiimorlerinde daha sik mutasyon gosterdikleri ve KRAS mutasyonu olan tiimdrlerin

rekilirrens oranlariin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Hutchins, Southward et al. 2011).

Park ve ark. ise kolorektal kanserde, KRAS mutasyonunu % 27.5, BRAF’1 % 7 olarak
belirlemislerdir. KRAS yabanil tip tiimorlerde BRAF mutasyonunun kotii prognozu
belirledigini ortaya koymuslardir (Park, Han et al. 2011).

Vaughn ve ark. KRAS mutasyonunu olgularin % 42.4’tinde saptamislar, yabanil tip
olanlarin % 27.3’linde diger bir KRAS kodonunda (kodon 61, ya da 146) ya da NRAS’ta
mutasyon oldugunu gostermislerdir (Vaughn, Zobell et al. 2011).

Fas’tan yapilan bir ¢caligmada olgularin % 29’unda KRAS, yalnizca % 1.6’sinda ise BRAF
mutasyonu bulundugu, KRAS mutasyonlarinin kadinlarda ve <60 yas olgularda daha sik
oldugu gozlenmistir (Bennani, Gilles et al. 2010). Calismamizda ise, KRAS mutasyonu
gosteren karsinomlarin anlamli olarak yiliksek oranda solda lokalize ve erkeklerde ortaya

ciktiklar1 gorilmiistiir.
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Benzer bir ¢alismada, BRAF mutasyonunun % 5.1, KRAS mutasyonunun ise % 34
oraninda oldugu gosterilmistir. Bu arastiricilar, bazi tiimorlerde KRAS ve BRAF
mutasyonlarinin bir arada olabilecegini ve dolayisiyla RAS-MAPK arayolunun birgok
komponentin mutasyonu ile aktive olabilecegini ileri siirmiislerdir (Yuen, Davies et al.
2002). Bu goriis, bizim sonuglarimiz ve literatiirdeki diger birgok ¢alisma ile ¢elismektedir;
BRAF ve KRAS mutasyonlari birbirini diglamakta, birinin mutant oldugu durumda digeri
yabanil kalmaktadir. Gergekten de, calismamizda KRAS gen mutasyonu ile BRAF gen
mutasyonu arasindaki negatif iligkinin, tiim olgu gruplarinda (polip, karsinom ve alt
tipleri), yas, cinsiyet, lokalizasyon, tiimor grade ve evresi gibi parametrelere gore

degerlendirildiginde anlamli olarak ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

O’Brien ve ark. calismalarinda, KonCA’larda KRAS mutasyonunu %37.9 oraninda
saptarken, hic BRAF mutasyonuna rastlamamis ve BRAF 1n adenom-karsinom sekasinda
KRAS gibi bir rolii olmadigint ileri siirmiislerdir (O'Brien, Yang et al. 2006).
Sonuglarimiza gére, KRAS mutasyonu AP’lerde ve KonCA’larda, SP ve MiisCA’lardan
anlamli olarak daha yiiksek bulunmus, BRAF mutasyonu AP ve KonCA’larda hig
saptanmamig, buna karsin SP’lerde yiiksek oranda BRAF mutasyonu goézlenmis ve bir
miisindz karsinomun da BRAF mutant oldugu dikkati c¢ekmistir. Bu sonuglar da,
literatiirdeki bir¢ok calisma ile korele sekilde, KRAS’1in adenoma-karsinoma sekansinda ve
neoplastik gegiste dnemli rolii oldugunu, BRAF’1n ise bu yolakta degil, “serrated” neoplazi
sekansinda, 6zellikle SP’lerin gelisimi asamasinda, erken evrede, etkili oldugunu ortaya

koymalar1 agisindan son derece degerlidir.

Calismamaizla paralel sekilde, Grimminger ve ark. kolorektal kanserlerde % 47 oraninda
KRAS mutasyonu saptamiglar, ancak hicbirinde BRAF mutasyonu izlememislerdir

(Grimminger, Danenberg et al.2011).

Li ve ark. ise, % 26’s1 kodon 12°de, %5°1 kodon 13’te olmak iizere toplam % 31.5 olguda
KRAS, % 7 olguda da BRAF mutasyonu bulmuslar, bir olguda kodon 12 ve 13
mutasyonlarini birlikte gozlemislerdir. Bu ¢alismada, BRAF mutasyonu evre, histolojik
tip, yas ve cinsiyetle iligkili degilken, KRAS ile ileri evre ve uzak metastaz iligkili
bulunmustur (Li 2011). Calismamizda da, ilging olarak, bir olguda (AP4) KRAS
mutasyonu hem kodon 12, hem de 13’te saptanmistir. Normal kosullarda, yan yana iki

kodonda mutasyon goriilmesi biyokimyasal nedenlerle beklenen bir durum degildir. Ancak
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Literatiirde buna benzer sonuglara ender olmakla birlikte rastlanabildigi bildirilmektedir

(Takahashi 2007).

Andreyev ve ark.’nin ¢alismasinda, kodon 12’de Glyl2Val KRAS mutasyonunun agresif

davranig ve ileri evre ile korele olabilecegi sonucu gosterilmistir (Andreyev 2001).

Bir bagka calismada, primer tiimor ve metastazlar, ayr1 ayrt KRAS mutasyonu agisindan
degerlendirilmis ve tiim analiz edilen tiimoérlerin % 39.3’iinde kodon 12 ve 13
mutasyonlar1 saptanmistir. En sik goriilen mutasyonlar; kodon 12°de Gly12Asp, Gly12Val
ve kodon 13’te Gly13Asp olarak saptanmistir. Bu bulgular, neoplastik gelisim sirasinda
KRAS geninin mutasyonel durumunun kararliligimi ortaya koymustur. Boylece bu ii¢
bolgede izlenen ve primer ya da metastazda %40 oraninda saptanan KRAS mutasyonu,
kolorektal karsinomlarda anti-EGFR tedavisi igin belirleyici olmus ve rutin KRAS

mutasyon analizinin dayanagini olusturmustur (Neumann, Zeindl-Eberhart et al. 2009).

5.3. YOntemin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda, kolorektal karsinom ve 6nci lezyonlarinin morfolojik ve molekiiler
profillerinin iligskilendirilmesi yani sira, KRAS ve BRAF mutasyonlarinin tespitinde
kullanilan molekiiler tekniklerin karsilagtirilmasi da yapilmistir. Bu amag dogrultusunda,
KRAS mutasyonlari i¢in, real time PCR ve pirosekanslama tekniklerini temel alan 2 ayri
tan1 kiti kullanilirken, BRAF V600E mutasyonu igin ise real time PCR’1 temel alan bir tan1

kiti ve direkt sekanslama ile DNA dizi analizi yapilarak, sonuglar karsilastiriimistir.

KRAS mutasyonlarinda tani kitleri arasindaki uyum son derece yliksek olmakla birlikte,
yalnizca bir olguda mutasyon sonucu farkli bulunmustur. Ancak, burada mutasyon
durumundaki farklilik kitlerin giivenilirligini azaltacak bir veri olmaktan ¢ok, Kitin tespit
edebildigi mutasyon sayisinin sinirli olmasi ile ilgili bir durumdur. Real time PCR Kiti ile
kodon 12’de yer alan 6 mutasyon ve kodon 13’de yer alan bir mutasyon tespit
edilebilmektedir. Dolayisiyla, bu kit belirtilen 7 mutasyon disinda higbir mutasyonu
saptayamamaktadir. Oysa kolorektal karsinomlarda bu 7 mutasyona ek olarak ekzon 2,
kodon 13°de 5 farkli mutasyon ve ekzon 3, kodon 59,61, 63 ve 144 mutasyonlari1 da, daha

nadir olmakla birlikte, gérilebilen mutasyonlardir.
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KRAS mutasyonlarini tespit etmek i¢in kullanilan pirosekanslama kiti ise mutasyona
spesifik degil, lokalizasyona spesifik bir analiz gergeklestirdiginden ekzon 2, kodon 12 ve
13’de yer alan tiim mutasyonlar1 saptayabilmektedir. Ayrica, bu sistemde ekzon 3 kodon

61 i¢in ayr1 bir reaksiyon yapildigindan kodon 61 mutasyonu da saptanabilmektedir.

Literatiir incelendiginde, kolorektal karsinom olgularinda, KRAS genindeki mutasyonlarin
cok biiyiik bir kisminin yukarida sozii edilen 7 mutasyonu igerdigi bilinmektedir (van
Krieken, Jung 2008; WHO 2010). Bu nedenle real time PCR yontemi ve bu ydntemde
kullanilan mutasyon kiti, rutin analiz i¢in yeterli olarak degerlendirilebilecek 6zelliktedir.
Clnku anti-EGFR tedavileri icin hasta seciminde yalnizca kodon 12 ve 13 mutasyonlarinin

tedaviye olumsuz yanit ile iligkili oldugu bilinmektedir (van Krieken, Jung 2008) .

BRAF V600E mutasyonlar1 6ncelikle, TibMolbiol BRAF V600E kiti kullanilarak tespit
edilmistir. Daha sonra iglerinden rastgele segilen bazi olgular DNA dizi analizine tabi
tutulmus ve sonuglar arasindaki uyum degerlendirilmistir. “clamping assay” teknolojisi ile
real time PCR platformunda melting curve analizi yapilarak elde edilen sonuglarin, DNA

dizi analizi ile % 100 uyum gosterdigi gozlenmistir.

DNA dizi analizi olduk¢a uzun, zahmetli ve pahali bir yontemdir. Bu nedenle tam
amagli olarak rutinde uygulanmasi zordur. Bu tez ¢alismasinin sonuglart “clamping assay”
teknolojisi ile BRAF V600E mutasyonunun tespitini yiiksek dogrulukla gostermistir.

Boylece, bu yontemin rutin amagh kullanilmasiin uygun olacagi sonucuna varilmustir.

5.4. Hedefe Yonelik Tedavi Yaklasimi

Gunumuzde hedefe yonelik tedavinin, timor tedavisi ve prognoz Uzerindeki roliine
bakildiginda, kolorektal karsinomlarin ve karsinom onciilii olarak kabul edilen kolorektal
poliplerin tiplendirmesi ve bu olgularin molekiiler belirtecler esas alinarak klasifikasyonu
son derece 6nemli ve gereklidir. Yapilan ¢alismalarda, kolorektal poliplerde farkli genetik
aberasyonlarin  bulunmasi, patogenezde farkli molekiiller —mekanizmalarin rol
oynayabilecegini diisindiirmiistiir. Histopatolojik klasifikasyona paralel olarak molekiiler
farkliliklar yoluyla oncii lezyonlarin birbirinden ayrimi, hem tedaviyi hem de prognozu

etkileyebilecek 6nemli parametrelerin saptanmasini saglayacaktir.
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Son yillarda, metastatik kolorektal kanserlerde EGFR’1 hedefleyen monoklonal
antikorlarin klink etkinligi kesin olarak gosterilmistir. Bu biyolojik ajanlarin konvansiyonel
kemoterapi ile kombinasyonu, tedaviye olumlu yanit oraninda, progresyonsuz yasam siiresi
tizerinde belirgin etkili olmustur. Ancak, yine de, hasta yanitindaki degiskenlik, yeni klinik
ya da molekuler prediktif belirteclerin hedefe yonelik tedavideki gerekliligini ortaya
koymustur. Bu kapsamda, kolorektal karsinomlarda KRAS mutasyonlarinin varligi anti-
EGFR tedavisine rezistans1 predikte etmesi agisindan 6nemli bir gelisme olarak ortaya
konmustur. Cesitli ¢alismalarda, EGFR amplifikasyonu, EGFR ligandlarinin
overekspresyonu ve TP53’Un inaktivasyonunun, anti-EGFR monoklonal antikorlarina
sensitivite ile iliskili oldugunu, buna karsin, BRAF, PIK3CA ve PTEN ekspresyon
kaybinin rezistansla assosiye oldugu gosterilmistir. Ancak, bu markerlar heniiz tam olarak
valide edilmemis oldugundan, yalnizca KRAS genotiplendirmesi anti-EGFR monoklonal
antikor tedavisi kullaniminda tek belirleyici olarak kullanilmaktadir (Di Fiore 2010).

RAS gibi, MAPK arayolunun dnemli bir molekiilii olan RAF geni, RAS’a baglanarak
regiile edilen sitoplazmik serin/treonin kinazlar1 kodlamaktadir. BRAF mutasyonu olan
kanser hiicre dizilerinde RAS fonksiyonuna gerek olmaksizin kanser biiyiimesi
saglanabilmektedir. Mutant BRAF’ta artmis kinaz aktivitesi bulunmasi, bu duruma neden
olmaktadir. Bu o0zelligi nedeniyle RAF geninin yeni tedavi hedefleri arasinda yer

alabilecek potansiyele sahip oldugu ileri siirtilmektedir (Davies 2002).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda, kolorektal karsinomlar ve oncii lezyonlarda, KRAS ve
BRAF gen mutasyonlari, genis bir olgu serisinde, klinikopatolojik parametrelerle
iliskilendirilerek degerlendirilmistir. Calismamizin sonuglari, literatiir esliginde, KRAS ile
birlikte, BRAF’1n da kolorektal neoplastik siirecte etkin rol oynayan bir onkogen oldugunu
ve Ozellikle serrated neoplazi spektrumunda yer alan lezyonlarin gelisiminde 6énemli bir
faktor oldugunu ortaya koymustur. Ancak BRAF, kolorektal karsinomlarda ¢ok diisiik
mutasyon oranina sahip oldugu i¢in, heniiz KRAS gibi hedefe yonelik tedavi seciminde

kullanilabilir gibi gériinmemektedir.

Literatiirde, bu iki gen mutasyonunun degerlendirildigi ¢ok sayida arastirma bulunmasina
karsin, bu ¢alismanin {istiinligii, 6zellikle tanim ve klasifikasyonu yillardir tartismali olan
serrated neoplazi sekansinda yer alan lezyonlari, en son bilgiler esliginde ele alarak,

molekiiler verilerin giivenirligini saglamis olmasidir.
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