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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal karsinomalar, Bati’da, akciger ve meme karsinomalarindan sonra
en sik oliime neden olan malignite grubunu olusturmakta ve son yillarda insidansi,
tilkemiz dahil olmak iizere, bir¢ok iilkede artis gostermektedir. Kolorektal karsinoma
tedavisinde basar1 saglanabilmesi i¢in, erken taninmasi ve risk altindaki
popiilasyonun  belirlenmesine  gereksinim vardir. Bu nedenle, kolorektal
karsinomanin prekiirsor lezyonlarinin taninmasi, bu lezyonlarin kolorektal
karsinogenezdeki yerlerinin bilinmesi ve kolorektal karsinogenezde etkili molekiiler

mekanizmalarin anlasilmasi gerekmektedir.

Hedefe yonelik tedavide kullanilabilecek kisitli sayida terapotik ajana karsi
timor direncinin gelismesi ve bu ajanlarla uygulanan tedavi maliyetinin yiiksek
olusu, tedavi i¢in yeni molekiiler hedeflerin bulunmasini zorunlu kilmaktadir. Son
yillarda, 6zellikle kolorektal karsinomlarda, metastatik hastalikta KRAS mutasyonu
gostermeyen olgularda anti-EGFR tedavi yaklasimmin giderek yayginlastig
goriilmektedir. Kolorektal karsinomalarin %30-40 kadarinda izlenen aktive edici
KRAS mutasyonlarinin ise, anti-EGFR tedavilerine olumsuz yanit ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. Anti-EGFR tedavisi KRAS mutasyonu bulunmayan olgulara
verilmekle birlikte, “wild type” KRAS, tedavi sensitivitesini ongérmede yeterli
degildir. Bu nedenle, KRAS aktivasyonunun hedefe yonelik kanser tedavisi
secimindeki rolii diisiiniildiiglinde, tiimorlerdeki RAS aktivasyonun saptanmasinda
optimal yontemlerin belirlenmesinin 6nemi agiga ¢ikmaktadir. Ancak, RAS arayol
aktivasyonuna yol acan mekanizmalarin karmasikligi, bu arayolun daha ayrintili

calisilmasi geregini ortaya koymaktadir.

EGFR aktivasyonu ile ana sinyal iletim arayolu, RAS sinyal iletimi
baslatilmaktadir. RAS proteinleri iki ayr1 sinyal iletim arayolunu, RAF/MEK/ERK
ve PIBK/AKT 1 degisen derecelerde aktive etme yetenegine sahiptirler. KRAS birinci
arayolda daha etkinken, HRAS ikinci arayolun daha potent aktivatoriidiir. Bu iki

arayol, ekstraselliiler sinyalleri, biiyiime, proliferasyon, differansiasyon, migrasyon



ve apopitoz gibi temel hiicresel olgulari kontrol eden mekanizmaya baglayan ve
giiniimiize dek en iyi tanimlanmis olan kaskadlardir. Bu nedenle, bu arayollardaki
molekiiler aberasyonlar, kanser gelisimi ve progresyonunda Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu kaskadlarda birbiriyle uyum i¢inde ¢alisan, gen mutasyon ya da
amplifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla aktive olan bir dizi protein ve lipid kinaz
yer almaktadir. Bu arayollarin kanser biolojisindeki rollerinin anlasilmasi, EGFR ve
benzeri reseptor tirozin kinazlarin amplifikasyonu ve PTEN, PI3K, AKT, RAS, RAF
gibi molekiillerdeki genetik degisiklikler gibi arayolun temel molekiillerindeki
anomalilerin ve kanserdeki fenotipik etkilerinin tanimlanmasini saglamistir. RAS ve
PI3K arayollarinin paralel ya da komplementer olarak calistiklar1 ve bu nedenle
optimal tedavi yanitinin ancak her iki arayolun inhibisyonu ile saglanabilecegi

diistiniilmektedir.

Ayrica, yalniz invaziv kanserlerde degil, tiimor onciisii kolorektal poliplerde
de bu arayollarda rol oynayan molekiillerin aberasyonlarinin ve karsinogenezdeki
rollerinin ortaya konmasi, neoplastik progresyonu Ongérmede potansiyel hedef

mekanizmalar1 olugturacaktir.

Bu bilgiler 15181nda, bu ¢alismada kolorektal karsinom gelisiminde ve tedavi
se¢iminde rol oynayabilecek RAS sinyal iletim kaskadinin iki arayolu; RAS-MAPK
arayolunda yer alan MEK1, ERK1, ERK?2 ile, komplementer arayol RAS/PI3K/AKT
arayolunda yer alan PI3K, PTEN, pAKT, mTOR molekiillerinin genis bir seride,
oncli lezyonlar ve kolorektal karsinomalari iceren olgu gruplarinda doku

ekspresyonlari agisindan degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KARSINOMA
2.1.1. Epidemiyoloji

Kolorektal karsinomalarin, erkeklerde akciger, prostat ve mide; kadinlarda ise
meme ve uterin serviks kanserinden sonra en sik goriilen neoplazi oldugu
bilinmektedir. Diinya genelinde tiim yeni tami alan kanserler iginde kolorektal

karsinomalar 9,7 oranina sahip olup, yilda yaklasitk 1,23 milyon yeni vaka

bildirilmektedir (1,2).

Kolorektal karsinomalarin gelismis iilkelerde 40-60/100 000 gibi yiiksek
oranlarda gdzlenmesine karsin, diger {lilkelerde gorece daha diisikk oranlarda
goriilmesi, etyolojide yasam ve beslenme bicimi ve diger cevresel faktorlerin
Oonemini gostermektedir (1). Bir ileri yas hastaligi olarak kabul edilen ve insidansi
yagla birlikte artan kolorektal karsinomalar, genetik predispozisyon veya idiopatik
inflamatuar barsak hastaligi (IIBH) gibi predispozan durumlar disinda, 40 yas
oncesinde enderdir. Geng yasta goriilen kolorektal karsinomalarda, zeminde [IBH

veya herediter kolorektal karsinoma sendromu varligindan siiphelenilmelidir.

Kolorektal karsinomalar siklikla sigmoid veya rektumda lokalizedir. Yas
ilerledik¢e proksimal yerlesimli tiimorlerin goriilme sikhigi artar (3,4). Rektum
yerlesimli tiimorlerde, erkek ve kadinlarda goriilme oran1 1,2:1 iken daha

proksimalde izlenen tiimorlerde erkek-kadin dagilimi arasinda fark yoktur (5).

Kolorektal karsinomaya bagli 6lim oranlari, insidansinin yaklasik yarisi
kadardir. Ancak, uygulanan tedavilere bagli olarak O6liim oranlarinda belirgin
degiskenlikler goriilebilmektedir (1,2). Her ne kadar kanser insidansinin yiiksek
oldugu gelismis {ilkelerde 6liim oranlarinin daha diisiik oldugu bildirilse de, bazi

tilkelerde kolorektal karsinoma, kansere bagli 6liimlerin hala en sik sebebidir.



2.1.2. Etyoloji

Kolorektal karsinoma gelisme riski, kisiye bagh yapisal farkliliklar ve
cevresel etkenlerden etkilenmektedir. Yas, genetik temel ve uzun siiren 1IBH, etkisi
kanitlanmis, en sik goriilen kisisel risk faktorleridir. Kolorektal karsinoma genel
olarak orta ve ileri yas hastaligidir. Erkeklerde kadinlara oranla daha fazla

goriilmektedir ve bunun hormonal yapiya bagli olabilecegi diistiniilmektedir (6).

Sporadik kolorektal karsinomalarin ¢ogu bat1 tipi diyet ve sedanter yagam
birlikteliginde gelismektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, obezite, kirmizi et tiiketimi,
sigara ve alkol tiiketiminin en Onemli bireysel risk faktorleri oldugunu ortaya
koymustur. Bunun yaninda, sebze ve meyve tiikketimi, tam tahillarin kullanimu,
kalsiyum, D vitamini ve uzun siireli non-steroid anti-inflamatuar (NSAID) kullanimu,
kadinlarda Ostrojen replasman tedavisi ve fiziksel aktivitelerin riski azalttig
bildirilmektedir (1)

Herediter Faktorler: Birinci ve ikinci derece akrabalarda izlenen kolorektal
karsinomalar da g6z Oniinde bulunduruldugunda, giiniimiizde kolorektal
karsinomalarin %15-30 kadarinda baskin bir herediter komponent bulundugu tahmin
edilmektedir. Bu vakalarin yaklasin dortte birinde (tiim kolorektal karsinomalarin
%35’ten az bir kismi) aile hikayesi ve/veya kansere yatkinlik olusturdugu bilinen
Mendelyan kanser sendromlarina ait klinik 6zellikler mevcuttur. Bu vakalarin biiyiik
bir kism1 herediter non-polipozis kolorektal karsinoma (HNPCC) sendromu, digerleri
ise familyal adenomatéz polipozis (FAP) ve FAP iliskili sendromlar ile diger
polipozis sendromlar1 i¢inde yer almaktadir. Ailesel kolorektal karsinoma
sendromlar1 tiim kolorektal karsinoma vakalarinin oldukca az bir kismini olustursa
da, kalitimsal vakalarin molekiiler temellerini ortaya koymaya yonelik caligmalar,
sporadik kolorektal karsinoma gelisimine yol acan spesifik faktor ve mekanizmalara

ait bilgilerin elde edilmesini saglamistir.

FAP, ¢ok sayida kolorektal adenomlarin varligi ile karakterli otozomal
dominant bir sendromdur. Adenomatdz polipozis coli (APC) geninde germline
mutasyon sonucu ortaya ¢ikar. Klasik FAP tanis1 icin kolonda en az yiiz polip

bulunmas1 gerekir, ancak ¢cogu kez binlerce polip izlenir. FAP vakalarinda “flat”



veya deprese adenomlar yani sira normal mukozada bir veya iki displastik kriptten
olusan aberan kript odag1 ya da mikroskopik adenomlar sik goriiliir. FAP olgularinda
siklikla 30 yastan Once kolorektal karsinom gelisme ihtimali %100°diir ve bu
hastalarda standart tedavi profilaktik kolektomidir. Ancak, adenomlarin
gastrointestinal sistemde (GIS), kolon disinda da ortaya ¢ikabilecek olmasi (6zellikle
ampulla vateri ¢evresi ve mide) nedeniyle hastalar, kolektomi sonrasi da malignite

riski tasimaya devam ederler (5).

Spesifik APC mutasyonlar1 sonucu Gardner ve Turcot Sendromlart olarak
tanimlanmis FAP varyantlar1 ortaya ¢ikabilir. Gardner Sendromunda, gastrointestinal
adenomlar yan1 sira, mandibula, kafatasi ve uzun kemiklerde osteomlar, epidermoid
kistler, tiroid timorleri ve dis problemleri bulunur. Daha nadir olan Turcot
Sendromunda ise, gastrointestinal adenomlara santral sinir sistemi tiimorleri eslik
eder. Turcot Sendromlu hastalarin 2/3’iinde APC gen mutasyonu bulunur ve
hastalarda medulloblastoma gelisimi gozlenir. Diger 1/3 hastada DNA tamirinden
sorumlu ¢ok sayida gende mutasyon bulunur ve hastalarda glioblastom gelisir. Bazi
APC mutasyonlar1, polip gelisiminin daha ileri yaslarda meydana geldigi, polip
sayisinin yiizden az oldugu, kolorektal karsinoma gelisme yasinin da daha ileri (50

ve ileri) oldugu “ateniie” FAP sendromu ile iliskili bulunmustur (5).

Lynch Sendromu olarak da bilinen, herediter non-polipozis kolorektal
karsinoma (HNPCC) hastalarinda, kolorektal kanserler diginda, endometriyum, mide,
over, iireter, beyin, ince barsak, hepatobiliyer sistem ve deri tiimorleri goriiliir.
HNPCC hastalarinda, sporadik olanlara gore daha geng yaslarda ve siklikla sag kolon
yerlesimli kolorektal karsinoma gelisir (5). HNPCC, DNA replikasyonu sirasinda
ortaya ¢ikan hatalarin tespiti, ¢ikarilmasi ve tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan
genlerin (“mismatch repair gene” — MMR) “germline” mutasyonu sonucu ortaya
¢ikar. HNPCC hastalari, DNA tamir geni allellerinin biri normal biri mutant olarak
dogarlar. Ikinci allelde mutasyon veya fonksiyon bozuklugu sonucu meydana gelen
kayip, MMR defektine yol acar. Bu nedenle, ozellikle mikrosatellit olarak
adlandirilan kisa DNA tekrar dizilerini bulunduran bdlgelerde normalden 1000 kat
daha fazla olusan mutasyonlar hizla birikir. insan genomu yaklasik 50.000 — 100.000



kadar, DNA replikasyonu sirasinda genisleme egilimi gosteren ve en sik HNPCC’de

rastlanan mutasyon bolgelerini olusturan mikrosatellitler bulundurur (5).

Diger gastrointestinal polipozis sendromlarinda da GIS veya GIS dis1 kanser
riskinde artig gozlenmektedir. Bunlarda adenomlar degil, ¢ogunlukla hiperplastik,
hamartomatéz ya da inflamatuar tipte, daha ¢ok reaktif proliferasyonlar olarak
degerlendirilebilecek polipler goriiliir. Ancak bu poliplerde de displazi ve karsinom

gelisimi goriilebilmektedir.

Juvenil polipozis sendromunda (JPS), kolon ve mide basta olmak {izere, GIS
boyunca ¢ok sayida hamartomatdz polip gelisir. Histolojik olarak juvenil polipler, ici
mukus dolu kistik genisleme gosteren glandlar ve genis, 6demli, inflamatuar
hiicrelerin yer aldigi lamina propria ile karakterlidir. JPS’de genellikle 60 yas sonrasi
kolorektal karsinoma gelisimi gozlenir. JPS hastalarinda ayrica mide kanseri ve daha
az oranda intestinal ve pankreatik kanser insidanst da artmustir. Bu hastalarda
transforming growth factor  (TGF-p) sinyal ara yolunda fonksiyon géren proteinleri
kodlayan SMAD4 ve BMPR1A gen mutasyonlari bildirilmistir(4).

Otozomal dominant gegisli bir hamartomatéz polipozis sendromu olan
Cowden sendromu ise, meme, tiroid, deri, santral sinir sistemi (SSS) ve GIS’te
hamartomat6z lezyonlarla karakterlidir. PTEN (phosphatase and tensin homolog)
timor supresor gen mutasyonu bu sendromdan sorumlu tutulmaktadir (4). Bir
fosfolipid fosfataz gibi davranan PTEN proteini fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI3K) ara
yolunun Onemli bir antagonistidir. Gastrointestinal polipler olgularin %35’inde

goriiliir. Cowden sendromunda goriilen polipler malign potansiyel tasimazlar(4).

Cronkhite-Canada sendromu nonherediterdir. Gastrointestinal polipozisle
birlikte alopesi, tirnak atrofisi ve deride hiperpigmentasyon bulunur. Diger polipozis
sendromlar1 erken baslangigli olmasina ragmen, bu sendromda olgularin %80’i 50
yastan sonra goriilmektedir. En karakteristik 6zellikleri, histolojik olarak juvenil
poliplerden ayrimi yapilamayan mide, ince barsak, kolon ve rektum yerlesimli
poliplerdir. Tirnak atrofileri, sa¢ kaybi1 mukokutantz hiperpigmentasyon veya
hipopigmentasyon da goriilebilir. Altta yatan molekiiler patoloji heniiz

aydinlatilmamistir (5).



Peutz-Jeghers sendromu (PJS), gastrointestinal hamartomatdz polipler ve
mukokutanéz pigmentasyon ile karakterlidir. Pankreas, 6zofagus, akciger, over,
testis, uterin serviks ve endometriyum kanserleri gozlenebilir. Olgularin biiyiik
cogunlugunda LKBI1/STK11 timor supresér geninde germ-line mutasyon
bildirilmistir (5).

Diyet: Yapilan ¢ok sayida galismaya ragmen “bat1 tipi” diyetin riski arttirdigi
konusu hala tartismalidir. Riskin artmasinda hangi diyet bilesenlerinin 6nemli
oldugunu ortaya koymak oldukca giictiir. Yiiksek kalorili, kirmiz1 et ve ozellikle
hayvansal yagdan zengin diyetler ¢ok sayida ¢alismada degerlendirilmistir (6).
Heterosiklik aminlerin iretimi, yliksek safra asiti diizeyleri ve reaktif oksijen
tiirevlerinin iiretimi ile insiilin diizeyindeki artig, bu etkinin olas1 mekanizmalar
arasinda yer almaktadir. Sebze ve lifli gida tliketimi ile risk arasinda ise ters iliski
bulunmaktadir. Bu etki, anti-karsinojenler, antioksidanlar, folat, luminal
karsinojenlere baglanan detoksifiye edici enzimlerin artis1, diyetteki liflerin
fermantasyonu sonucu doymamis yag asitlerinin tiretimi veya luminal transit hizinda
artisa bagli luminal epitel ile temas siiresinin azalmasiyla ortaya cikabilir (6).
Epidemiyolojik risk faktorlerinin ortaya ¢ikardigi molekiiler degisiklikler, gidalarin
makro ve mikro bilesenleri, gida hazirlama teknikleri, hormonal etkiler, genetik yap1
ve diyetin genetik yap1 lizerindeki etkilerinin bu degisiklikleri ¢ok yiiksek oranda
etkilemesi nedeniyle heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Gizli kalmis etyolojik
faktorleri ortaya koymada, mevcut arastirma yontemleri yetersiz kalmaktadir.
Kolorektal karsinoma 6nciisii olan kolorektal adenom tanisi almis hastalar arasinda,
kansere ilerlemeyi Onleyici stratejilerin belirlenmesi amaciyla ¢esitli Klinik deneyler
yapilmustir (7). Alkol alimi kolorektal karsinoma riskini arttirmaktadir. Oral yolla
kullanilan terapotik ajanlarin sindirim kanali mukozasi iizerine direk etkileri de
kolorektal karsinoma riskini etkilemektedir. NSAID kullanim1 ve kolorektal

karsinoma riski arasinda ters iliski bulunmaktadir (6).

Kronik inflamasyon: Ulseratif kolit, Crohn hastaligi ve Schistosoma
mansoni enfeksiyonu gibi kronik inflamatuar barsak hastaliklart kolorektal
karsinoma igin risk faktorleridir (4,8,9). Yapilan cok sayida calisma, [IBH ve

karsinoma gelisimi arasinda iliski oldugunu ortaya koymustur (6). Crohn



hastaliginda izlenen risk, esit oranda ve siddette tutulum bulunan ilseratif kolitte

gozlenen risk oranlartyla benzerdir.

Ulseratif Kolit: Kronik kolit iliskili kolorektal kanserlerin morfolojisi

sporadik karsinomalardan farklidir (10-12). Onbes yasindan once iilseratif kolit tanisi
almis pankolit tablosu bulunan hastalarda, 30 yasindan sonra kolorektal karsinoma
gelisme riski %30 oraninda artar. Toplum tabanli ¢alismalarda kolorektal karsinoma
bagh Oliimlerde 4,4 kat artis saptanirken (4,13-15), klinik calismalarda kanser
insidansinda 20 kat artis izlenmistir (4,16,17). Kolonun yaygin olarak tutuldugu
vakalarda kolorektal karsinoma gelisme riski, tutulumun sinirli oldugu distal tip
iilseratif kolitlere oranla ii¢ kat fazla bulunmustur (4,18,19). Ulseratif kolit iliskili
kolorektal karsinomalar genellikle birden fazla odakta gelisebilen, kolon mukozasi
ile ayn1 seviyede olup, infiltratif 6zellik gdsteren, miisindz karakterde veya tash
yiiziikk hiicrelerinden olusan tiimoral lezyonlardir (4). Karsinomalar, degisken
makroskopik goriiniimlere sahip, histopatolojik olarak inflamasyona bagli reaktif
epitelyal degisikliklerden ayrimda giigliikk yaratabilen, diisiikk ve yiiksek dereceli
displazi zemininde gelisirler (4,20). Inflamasyonlu alanlarda gelisen displastik
lezyonlar (displazi-assosiye lezyon veya kitle-DALM) polip, plak ya da giiglikle fark
edilebilecek kadifemsi alanlar seklinde izlenebilir. Tan1 i¢in ¢ok sayida biyopsi
alinmas1 gereklidir. DALM saptanan olgularda karsinoma riski oldukga yiiksektir ve
kolektomi endikasyonu bulunur. Ancak, bazi durumlarda kolit iliskili displaziyi,
polipektomi ile tamamen tedavi edilebilecek olan bir sporadik adenomdan ayirim ¢ok

zor olabilir. Bu durumda, komsu mukozadaki degisiklikler tanida yardimci olabilir
(4,21-23).

Crohn Hastaligi: Crohn hastaliginda hem ince barsak, hem de kolon

karsinomalarinda artmis risk s6z konusudur. Kolorektal karsinoma gelisme riski,
kronik inflamatuar barsak hastalii bulunmayan bireylere oranla {i¢ kat fazladir
(4,24,25). Erken baslangi¢ ve uzun siireli hastalik varligi, ilseratif kolitte oldugu
gibi, riski arttiran nedenler arasindadir. Gelisen tiimoral lezyonun o&zellikleri,
tilseratif kolit zemininde gelisen tiimdrlere benzemekle birlikte, Crohn hastaliginda
stk goriilen perianal fistiil icerisinde adenokarsinoma ve anal bolgede yasst hiicreli

karsinoma gelisimi de goriilebilmektedir (4,26).



Diger: Sigara kullanim1 ve kolorektal karsinoma arasinda izlenen iligki, diger
tiitiin iliskili kanserlere oranla daha zayiftir (6). Ureterosigmoidostomi ve pelvik
radyoterapi, nadir olmalarina karsin kolorektal karsinogenezde rol oynadigi bilinen

risk faktorleri arasindadir (4,27,28).
2.2. KOLOREKTAL KARSINOMADA ONCU LEZYONLAR

Kolorektal karsinogenez ¢ok basamakli ve uzun bir siirecte meydana gelir. Ilk
olarak 1962 yilinda Morson tarafindan tanimlanan (29) adenoma-karsinoma
sekansinda rol alan molekiiler degisiklikler, 1990’11 yillarin basinda Fearon ve
Vogelstein tarafindan ortaya konmustur (30). Sporadik karsinomalarin yaklagik %60
kadar1 adenoma-karsinoma sekansi lizerinden karsinoma ilerlemektedir. Bu siirecte
yer alan prekiirsor lezyonlar, degisen derecelerde intraepitelyal neoplazi
potansiyeline sahip olan tiibiiler adenom, tiibiilovilléz adenom ve vill6z adenomdur.
Son yillarda tanimlanan diger bir karsinogenetik arayol “serrated” neoplazi sekansi
olup, buradaki oncii lezyonlar “serrated” poliplerden olusmaktadir. Daha Onceleri
“serrated” morfolojiye sahip tiim polipoid lezyonlar hiperplastik veya metaplastik
polip olarak adlandirilirken, gilinlimiizde bu lezyonlarin birbirlerinden gerek
molekiiler, gerekse morfolojik olarak ayrilabilen alt gruplardan olustugu bilinmekte
(4,31,32) ve hiperplastik polip terimi bu arayolda yer alan en kiigiik dncii lezyonlari
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Her iki sekansta yer alan 6ncii lezyonlarin, normal
mukozada, tek bir kript epitel hiicresindeki molekiiler degisikliklerin ortaya ¢ikardigi
morfolojik degisiklikler olarak olarak basladig1 ve degisiklikleri gdsteren kriptlerin

aberan kript odag1 olarak isimlendirildigi bilinmektedir.
2.2.1. Aberan Kript Odag

Aberan kript odaklari, kolorektal mukozanin metilen mavisi ile boyandigi
rezeksiyon materyallerinde veya “magnifying” endoskop ya da kromoendoskopla
makroskopik olarak goriilebilen anormal kript ya da kript gruplaridir. Kript ¢ap1 ve
kripti doseyen hiicre sayisinda meydana gelen artis sonucu epitelde girintili ¢ikintili,
diizensiz goriinim de alabilen kriptlerin lokalize birlikteligi ile karakterlidir. Cok
sayida aberan kript odagmin goriilmesi neoplastik bir gelisimle iliskili olsa da,

sporadik aberan kript odaklarinin klinik 6nemi heniiz bilinmemektedir (33,34).



Mikroskopik ozelliklerine gore iki ana gruba ayrilir:

1-Hiperplastik tip: Epitel hiperplastik-“serrated” 6zelliktedir.

2-Displastik tip (Mikroadenomlar): Epitel adenomatdz tiptedir.

2.2.2. Adenomatoz Polipler

Adenomlar intraepitelyal neoplazilerdir. Kiiciik, genellikle sapli veya biiyiik
genellikle sesil olacak sekilde, genis bir spektruma sahiptirler. Kolon adenomlarimin
siklig1 40 yas oncesi %20-30 civarinda olup, 60 yastan sonra sikligi artarak %40-
50’ye ulasir (5). Kadin ve erkekte esit oranda goriiliir. Sporadik adenom gelisiminde
ailesel bir egilim bulundugu bilinmektedir. Adenomali bireylerin birinci derece
akrabalarinda hem adenom gelisme riski, hem de kolorektal karsinom riski 4 kat
daha fazladir (5). Bir adenomat6z polibin malignite riski, birbirinden bagimsiz ii¢
ozellik ile korelasyon gosterir: polip capi, histolojik yap1 ve epitelyal displazi
derecesi. Adenomlar yapisal Ozelliklerinde gore tiibiiler, tiibiilovilloz ve villoz

adenomlar olarak siniflandirilirlar.

2.2.2.1. Tubiiler Adenom

Polibin %75’ten fazlasi tiibiiler bigimde glandlardan olusur. En sik goriilen
adenomlardir. Kiigiik tiibiiler adenomlar diizgiin konturlu ve sesil 6zelliktedir. Biiytik
lezyonlar, lobiile konturlu olabilir ve sap bulundurabilir. Histolojik olarak sap,
fibromuskiiler doku ve kan damarlarindan olusur ve genellikle normal kolon

mukozasi ile dosenme gosterir.

2.2.2.2. Villoz Adenom

Polibin %50’den fazlas1 villoz uzantilardan olusur. Yaslh hastalarda ve en sik
rektum ve rektosigmoidde goriiliirler. Genellikle sesil, ¢aplart >2cm (bazen 10 cm.’1
asabilen), kadifemsi veya karnibahara benzeyen kitleler olustururlar. Histolojik
olarak mukozadan egreltiotu yaprag: gibi viliform ¢ikintilar seklinde yiikselirler.

Displastik, bazen ileri derecede diizensiz kolumnar epitel ile ortiiliidiir (5).
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2.2.2.3. Tiibiilovilloz Adenom

Tiibiiler ve villdz yapilar bir arada goriiliir. In-situ veya invaziv karsinoma

gelisme riski, lezyondaki villz boliimiin orani ile korelasyon gosterir.

Cap1 bir cm.’den biiyiik, daha yaygin vill6z yap1 bulunduran, yiiksek dereceli
displazi veya neoplazi bulunduran adenomlar “ilerlemis (“advanced”) adenom”
olarak adlandirilir (35).

2.2.2.4. Adenomatoz Poliplerde Displazi

Kural olarak adenomatdz epitel diisiik dereceli displazi gostermektedir. Bu
nedenle bu polip grubunda ancak agir displazinin varligi neoplastik progresyon

acgisindan 6nem tagimaktadir.
2.2.3. “Serrated” Polipler

“Serrated” polip terimi, ylizeyinde ve kript epitelinde testere disi benzeri
girintileri bulunan polipleri tanimlamak i¢in kullanilir. Bu goriiniim, yiizey epitelinin
apopitozla dokiilmesinin inhibisyonu yani sira, proliferasyon zonunun Kkriptin orta
veya list kisimlarina dogru genislemesinin de bir sonucudur (36). “Serrated” polip
ailesi, sesil “serrated” polip olarak da isimlendirilen sesil “serrated” adenomlar
(SSA/P), “traditional” (klasik) “serrated” adenomlar (KSA), hiperplastik polipler
(HP) den olusmaktadir. HP’lerin, SSA ve KSA’lardan ayriminda yapisal kriterler
kullanilirken, KSA’larin ayriminda sitolojik 6zellikler dikkate alinmaktadir (32).

“Serrated” adenom terimi ilk olarak, 1990 yilinda, Longacre ve Fenoglio
Preiser tarafindan, HP’ler ve adenomat6z poliplerin 6zelliklerini bir arada igeren
lezyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (37). Daha sonraki yillarda, Torlakovig ve
Snover, (38) hiperplastik polipozis sendromunda karakteristik olarak goriilen polip
tipini tanimlamis ve sesil “serrated” adenom terimini kullanmiglardir. Her ne kadar
iki tanim birbirinden farkli lezyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilsa da, 2003 yilina
kadar yapilan bazi ¢alisma ve yayimlarda esanlamli terimler olarak islev gérmiistiir

(36,39). Sonraki caligmalar (31,40-44) ve ozellikle 2010 yilinda yayinlanan Diinya
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Saghk Orgiitii (DSO) klasifikasyonuna gére bu lezyonlarin farkli molekiiler

ozelliklere sahip bir ailenin, birbirinden farkli tiyeleri olduklar1 belirtilmistir (32).
2.2.3.1. Hiperplastik Polip (HP)

“Serrated” polip ailesi igerisinde gilinliik rutinde en sik goriilen lezyonlar
HP’lerdir. Kullanilan terminoloji, baz1 yazarlar tarafindan dogru bulunmamaktadir,
clinkii, bu terim gercek “hiperplastik” veya “metaplastik” lezyonlar1 tanimlamaktan
cok, “serrated” lezyonlarin en yavas ilerleyen ve en kiigiik lezyonlarini anlatmaktadir
(32). Tim “serrated” poliplerin yaklasik olarak %80-90’1n1 olusturan bu lezyonlarin
asemptomatik bireylerde izlenme sikligt %10-12,5 arasindadir. Son yillara kadar
non-neoplastik bir lezyon oldugu diisiiniilen HP’ler, genellikle 1-5 mm. ¢apli, sesil
veya mukozadan hafif kabarik, hemisferik poliplerdir. Siklikla distal kolon veya
rektumda yerlesim gosterirler. Bir cm.’den daha biiyiik ¢apa sahip, multipl (10-20)
ve/veya proksimal kolon yerlesimli HP’lerde kolorektal karsinoma gelisme riskinde
artis soz konusudur (32,45-47).

Mikroskopik olarak bu lezyonlar, epitelde degisen derecelerde “serration”
bulunduran, birbirine paralel yerlesimli, uzamis kriptlerin varligi ile karakterlidir (44)
(32). Kriptler yiizeyden tabana dogru giderek daralir ve bu, kripte, tepe noktasi asagi
bakan bir liggene benzeyen goriiniim verir (dekresendo patern) (36). Epitelyal
“serration” luminal ylizeyde ve kriptlerin 1/3 iist kisminda belirgindir. Normal
mukozaya benzer sekilde, proliferatif aktivite, kriptin bazal 1/3’{inde izlenir (32).
HP’lerde, genellikle, ylizey epitelinin altinda kalin bir bazal membran bulunur.

HP’ler miisin igeriklerine gore ii¢ alt tipe ayrilirlar (31):

e (Goblet hiicresinden zengin tip: Genel olarak distal kolorektumda
yerlesimlidir. Epitel goblet hiicresinden zengindir ve epitelyal “serration”
belirsizdir. Sitolojik displazi bulundurmazlar. KRAS mutasyonlarini en sik
bulunduran HP’lerdir.

e Mikrovezikiiler tip: En sik goriilen HP tipidir. Tiim kolonda dagiik olarak
yerlesirler. Epitelyal hiicrelerde kiiclik sitoplazmik miisin vakuolleri

bulunur ve arada daginik sekilde goblet hiicreleri izlenir. Epitelyal
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“serration”  belirgindir. ~ Sitolojik displazi bulundurmazlar. BRAF
mutasyonu bu tipte daha sik goriiliir.

e Miisin fakir tip: Epitelde miisin igermedikleri i¢in rejeneratif
goriiniimdedirler. En nadir goriilen HP tipidir ve molekiiler 6zellikleri net

olarak bilinmemektedir.
2.2.3.2. Sesil “Serrated” Adenom/Polip (SSA/P)

SSA/P’ler tiim “serrated” poliplerin %8-20’sini olusturmaktadir. Daha ¢ok
sag kolonda bulunma egilimindedirler. SSA/P’ler, HP’lerden daha biiyiik olup,
vakalarin %50’sinde ¢aplar1 Smm.’den, %15-20’sinde ise 10 mm.’den bilyiiktiir
(32,48). Sesil ozellikte lezyonlardir. Histolojik olarak kriptlerde uzama, dilatasyon, T
veya L seklinde kript goriinlimii, muskularis mukozay1 asarak submukozaya gecen
(“inverted”) kriptlerin varligiyla karakterli yapisal degisiklikler SSA/P’leri belirleyen
en temel bulgular1 olusturmaktadir. Epitelyal “serration” ve dilatasyon, kriptlerde
tepe noktasi yukar1 bakan bir liggene benzer goriiniim (kresendo patern) olusturacak
sekilde bazal kisimlarda belirgindir. (36). Proliferasyon zonu genellikle asimetriktir
ve kriptlerin iist kisimlarina dogru yer degistirmistir. Bunun sonucu olarak kript
tabanlarinda normal mukoza ve HP’lerde goriilen andiferansiye kript epitel hiicreleri
yerine, goblet hiicre ve/veya gastrik foveolar hiicre diferansiyasyonu goriilebilir (36).
SSA/P’lerde MUCSAC ve MUC6’y1 igeren gastrik tip miisin ekspresyonunda artig
bulunmaktadir. Sitolojik atipi tan1 i¢in gerekli bir kriter degildir.

SSA/P’lerin mikrosatellit instabil (MSI) sporadik kanserlerin veya “CpG
island” metilasyonu (CIMP) bulunduran mikrosatellit stabil kanserlerin Onciisii
oldugu diistiniilmektedir. Cogunda BRAF mutasyonu izlenir. Progresyon gosteren
poliplerde promotor hipermetilasyonuna bagli MLH1 ekspresyon kaybi ve [-

cateninin niikleer translokasyonu ile karakterli molekiiler degisiklikler izlenir.
2.2.3.3. Klasik (Traditional) “Serrated” Adenom (KSA)

KSA’lar, SSA/P’ler ve HP’lere oranla ¢ok daha az goriilen lezyonlardir ve
genellikle sol kolon yerlesimlidirler. KSA’lar kompleks viliform bir yapiya sahip,

konvansiyonel adenomlara benzer sekilde protriizyon gosteren ekzofitik lezyonlardir.

13



Epitel, eozinofilik sitoplazmali, daha ¢ok santral yerlesimli, kalemsi niikleuslu
kolumnar hiicreler ile doselidir. Psddostratifikasyon bulunabilir (44,49-51). Haramis
ve arkadaglar1 tarafindan tamimlanan ve “ektopik kript” olarak adlandirilan,
muskularis mukozaya gore normal vertikal oryantasyonunu gergeklestirememis,
horizontal oryantasyon gosteren prematiir kriptler, KSA’lar i¢in tipik bir bulgudur
(52). Konvansiyonel adenomlarin aksine, KSA’larda villuslar1 déseyen kolumnar
hiicrelerde mitoz ¢ok az goriilir veya bulunmaz. Mitotik aktivite genel olarak

ektopik kript alanlarinda sinirhidir.

KSA’larin molekiiler 6zellikleri heniliz tam olarak ortaya konamamis olsa da,
bu lezyonlarda KRAS mutasyonu yani1 sira, MGMT ve EphB2 promotor bdlgelerinde
hipermetilasyon bulundugu bilinmektedir (53,54). KSA’lar da, diger “serrated”

lezyonlar gibi “serrated” kolorektal karsinoma onciisii olabilirler.
2.2.3.4. Serrated Poliplerde Displazi

Sitolojik displazi, SSA/P’lerde beklenen bir 6zellik olmamasina karsin,
MLHI metilasyonu ve MSI gelisimi ile genellikle birliktelik gosteren, karsinoma
progresyon siirecinde ortaya ¢ikar (4,55,56). Konvansiyonel adenomlar1 telkin eden
uzamig hiperkromatik niikleuslu, bazofilik sitoplazmali hiicrelerle karakterli
adenomatoz displazi yani sira, belirgin niikleol bulundurabilen, daha vezikiiler
niikleuslu, eozinofilik sitoplazmali kiiboidal hiicrelerle karakterli “serrated” displazi
de goriilebilir. Bu lezyonlar, ge¢cmiste “mikst SSA/P-tiibliler adenom (veya mikst
HP-TA)” olarak adlandirilmis olsa da, APC gen mutasyonu gostermemeleri, bu
lezyonlarin konvansiyonel adenomlardan farkli displastik karaktere sahip olduklarinm
ortaya koymaktadir. Bu nedenle MLH1 metilasyonu sonucu MSI gosteren bu
lezyonlar i¢in giiniimiizde, “sitolojik displazi bulunduran SSA/P” terimi
onerilmektedir (4). Bu lezyonlarin klinik davranislari, konvansiyonel adenomalara

kiyasla daha agresiftir (4).
2.3. KOLOREKTAL KARSINOMANIN MOLEKULER TEMELI

Diger organ malign tiimorlerinde oldugu gibi, kolorektal karsinoma

gelisiminde de 6ldiiriicii olmayan genetik hasar anahtar rol oynar. Invaziv tiimér,
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genetik olarak hasarlanmis tek bir Oncili hiicrenin klonal olarak ¢ogalmasi ve bu
cogalma esnasinda birden fazla basamakta ortaya c¢ikan c¢ok sayida mutasyonun
birikimi ile meydana gelmektedir (57). Genetik hasar gelisiminde baslica hedefler,
hiicre bliyiimesini diizenleyen proto-onkogenler, hiicre biiyiimesini inhibe eden
timor supresor genler, apopitozu diizenleyen genler ve DNA tamir genleridir. Proto-
onkogenlerin mutant alelleri dominanttir ve diger alel normal olsa bile hiicre
biiyiimesini indiikler. Bunun aksine, tiimor supresor (baskilayici) genlerde meydana
gelen bir hasarin etki gosterebilmesi i¢in her iki alelin de mutasyona ugramis olmasi
gerekmektedir. Bazen, tiimor supresor genlerin tek alelinde degisiklik meydan
geldiginde, ilgili genin protein aktivitesinde diislis gozlenebilir. Apopitozu
diizenleyen genler, timor supresér gen veya proto-onkogen gibi davranabilirler.
DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar dogrudan bir etki olusturmak
yerine, proto-onkogenler, timor supresor genler ve apopitozu diizenleyen genler gibi
gen gruplarinda meydana gelen genetik hasarin tamirinde duraklama olusmasi ile
kendilerini gdsterirler. DNA tamir genlerinde ortaya ¢ikan bozukluk, genomda

neoplastik doniisiime yol agabilecek bir dizi mutasyonun olusmasina zemin hazirlar.

Malign tiimorlerin, asir1 ve hizli biiylime, lokal invazyon ve uzak metastaz
yapabilme 6zellikleri vardir. Ayrica, kontrolsiiz ¢ogalma esnasinda ortaya ¢ikan ¢ok
sayida yeni mutasyonlar sonucu bir siire sonra, ¢cogu tiimor daha agresif hale gelir ve
malignite potansiyeli artar. Bu fenomen, timor progresyonu olarak bilinir (5).
Molekiiler diizeyde timdr progresyonu ve tiimoral heterojenitenin sorumlusu, farkl
hiicrelerde birbirinden bagimsiz olarak gelisen mutasyonlarin yol agtigi biiylime,

invazyon, metastaz yetenegi ve tedaviye direnci farkli olan alt klonlarin gelisimidir.

Kolorektal karsinogenezde bugiin i¢in temel olarak ii¢ farkli molekiiler temele
dayanan mekanizmalarin rol oynadig1 kabul edilmektedir. Bunlarm ilki, VVogelstein
tarafindan kromozomal instabilite (CIN) olarak tanimlanan (58) ve APC tiimor
supresor genin anahtar rol oynadigi, TP53, DCC gibi tiimor supresor genlerde veya
KRAS gibi protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlarla karakterli ara yoldur.
Sporadik kolorektal karsinomalarin  %75’1 ve c¢ogu sendromik kolorektal

karsinomalar bu arayoldan gelisirler (4,59).
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Ikinci arayolda ise, DNA “mismatch” tamir genlerinin inaktivasyonu
nedeniyle olusan mikrosatellit instabilitesi (60) sonucu karsinoma gelisimi s6z
konusudur. Mikrosatellit instabil kanserler de adenomlar iizerinden gelisebilirler.
Daha ¢ok sag kolon yerlesimlidirler ve prognozlart daha iyidir (61). Gelismis
tilkelerde, sporadik kolorektal karsinomalarin %15°i ve herediter non-polipozis
kolorektal karsinoma (HNPCC) vakalarinin hemen tamami bu yol {izerinden gelisim
gosterirler (62,63). Ugiincii arayol ise, genomda meydana gelen cok sayida
metilasyon sonucu, bazi gen ya da gen gruplarinda baskilanmaya yol agarak gelisen
karsinogenezdir. Bu arayol “CpG Island Methylator Phenotype” CIMP) olarak
bilinir. Bu arayolun olast 0Oncii lezyonlarmin “serrated” polipler oldugu
diistiniilmektedir (61,64). Bu ara yol iizerinden gelisen kanserler ise, daha ¢ok sol

kolon yerlesimli ve daha kotii prognozludurlar (61).

Kolorektal karsinomalar, yukarida tanimlanan {i¢ ara yoldan biri iizerinden
gelisebilecegi gibi, bir tiimoriin birden fazla ara yolu takip ederek daha karisik bir

molekiiler mekanizma ile ortaya ¢ikabilmesi de s6z konusudur.
2.3.1. Kromozomal instabilite

Sporadik kolorektal karsinomalarin yaklasik %751 ve Lynch Sendromu
disinda kalan herediter ge¢isli kolorektal karsinomalarin biiyiik cogunlugu bu ara yol
tizerinden gelisir. APC/B catenin yolagi veya adenom-karsinoma sekansi olarak da
bilinen, Wnt ile iliskili bu arayol {izerinden gelisen kanserlerde andploid karyotip,
genis kromozom segment delesyon veya duplikasyonlari, artmis niikleer DNA igerigi
gibi biiylik kromozomal anormallikler izlenir (58). Olusan tiimorlerde hemen daima
APC mutasyonu (>%90), %50 oraninda KRAS mutasyonu, %70 oraninda TP53
mutasyonu, %80 oraninda 18q allelik kayip mevcuttur (4). Cesitli onkogen ve timor
stipressor genlerde goriilen seri mutasyonlarin kiimiilasyonu, yaygin metilasyon
kaybi, timor supresor genlerde meydana gelen heterozigosite kaybi nedeniyle,
kolonda fokal epitel proliferasyonu ile ortaya c¢ikan silire¢ baglar. Epitel
proliferasyonunu, kiigiik adenomlarin gelisimi izler, adenom zamanla biiyiir, displazi
derecesi artar ve sonugta invaziv kanser gelisir (5). Vogelstein’in ortaya koydugu

modelde, kolonun bek¢i geni APC tiimor supresor geninde meydana gelen fonksiyon
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kaybi, bu arayolda karsinogenezi baslatan ana olaydir. (65) APC’de meydana gelen
bi-allellik inaktivasyonu, KRAS, DCC ve TP53 genlerinde meydana gelen

mutasyonlar izler.

APC geni: Adenomat6z polipozis coli (APC) geni 5q21-22’de yerlesimli bir
timor siipressor gen olup, 120 kb biiyiikliigiinde, en az 21 ekzondan olusan bir
bolgeyi kaplamaktadir. Esas fonksiyonu hiicre biiylimesini tetikleyen sinyalleri
baskilamak olan APC geni, mikrotiibiil demetlerini baglayan ve hiicre gocii ile
adezyonunu kontrol eden 2843 aminoasitlik bir proteini kodlar (Sekil 2.1). APC, ayni
zamanda, Wnt/B-katenin sinyal arayolunda 6nemli bir medyatér olan [-katenin
diizeyini kontrol eden bir bek¢i (“gate-keeper”) proteini olarak rol oynar (5). Bu
sinyal arayolu, normal barsak epitelinin gelismesinde oldukg¢a kritik bir role sahip
olmanin yam sira, kolorektal karsinomalarin gelismesinde de etkilidir. Kolorektal
karsinomalarin %80’inden fazlasinda inaktif APC, APC mutasyonunun olmadigi
kanserlerin de %50’sinde B-katenin mutasyonlar1 vardir (5). APC geninde
tanimlanan mutasyonlar ise “missense” mutasyonlar1 ve delesyonlar olup, kisalmisg
APC proteininin tiretimi ile sonuglanir (5). f-katenin, kadherin temelli hiicre adezyon
kompleksinin bir {iyesi olup, hiicre i¢i diizeyi arttiginda niikleusa gecer ve bu
durumda da transkripsiyon faktorii olarak rol oynar. E-kadherine baglanmadig:
durumlarda hiicre-hiicre adezyonuna katilir. Hiicre-hiicre adezyonunda rol aldiginda
APC, aksin, GSK-3f ve B-kateninden olusan sitoplazmik bir degradasyon kompleksi
B-katenin’in fosforilasyonuna ve degradasyonuna yol agcar. APC’de meydana gelen
mutasyon sonucu fonksiyon kaybi gelistiginde, sitoplazmada B-katenin birikir ve
niikleusa gegerek T-hiicre faktorii (TCF) veya lenfosit c¢ogaltici faktér (LEF)
proteinleri olarak bilinen bir transkripsiyon faktor kompleksine baglanir. TCF, DNA
baglayan bolgeye, B-katenin de bir transaktivasyon bolgesine katilir. B-katenin-TCF
kompleksi, c-MYC ve siklin D1 gibi hiicre proliferasyonunu ve apoptozu diizenleyen
bir grup geni aktive eder. Ozetle, normal APC fonksiyonu hiicre adezyonunu
yonlendirir ve hiicre proliferasyonunu diizenler. APC fonksiyonunun olmayist hiicre
adezyonunu azaltir ve hiicresel proliferasyonu arttirir. B-Katenin’de mutasyon
oldugunda ise, normal hiicrelerde B-katenin’i fosforile eden ve degrade eden bir
kinaz olan GSK-3f’ya baglanma affinitesini kaybeder ve [B-katenin sitoplazmada

birikerek niikleusa gecer ve TCF-LEF kompleksi ile baglanarak niikleer

17



transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve boylece asir1 proliferasyona yol agar (Sekil
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Sekil 2.2. APC-B Catenin Sinyal Arayolu

2.3.2. Mikrosatellit instabilite (MSI)

Gelismis tlkelerde, sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15°1 ve

Lynch Sendromlu hastalarda gelisen kolon kanserlerinin tamami mikrosatellit

instabilite arayolu iizerinden gelismektedir (4,62,63). Etkilenen genler farkli olmakla

birlikte, APC/B-katenin arayolunda oldugu gibi mutasyonlarin iist tiste birikimi s6z
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konusudur, ancak adenom-karsinom sekansindan farkli olarak agik¢a saptanabilen
morfolojik bir korelasyon yoktur. DNA “mismatch” (yanlis eslesme) onarim
genlerindeki inaktivasyon sonucu ortaya ¢ikan DNA onarimindaki bozukluklar,
temel O6zelliktir ve muhtemelen kolorektal kanser olusma siirecini baglatan olaydir.
Insandaki “mismatch” onarim genleri olan MSH2 (kromozom 2p22), MLH1
(kromozom 3p21), MSH6 (kromozom 2p21), PMS1 (kromozom 2g31-33) ve PMS2
(kromozom 7p22) genlerinden birinde meydana gelen kalitsal (germ-line)
mutasyonlar DNA onarimini etkiler ve Lynch sendromunun gelismesine neden olur
(66). Mutasyonlarin biiylik ¢ogunlugu (%90) MLH1 ve MSH2’de goriiliir.
Mikrosatellitler, DNA replikasyonu esnasinda insersiyon veya delesyon nedeniyle
yanlis dizilme olusturmaya egilimli niikleotid tekrarlaridir. “Mismatch” onarimi,
genellikle bu yanlis dizilmeleri diizeltir ve mikrosatellitlerin ilk uzunluklarinda
kalmalarin1 saglar. Tamir mekanizmasi bozuldugunda, insersiyon veya delesyon
dizileri bozuk olarak replikasyon devam eder ve ¢ok sayida replikasyon sonrasi,
degisen uzunluklarda bir ¢ok sayida allelin varligi ile karakterli mikrosatellit
instabilitesi gelisir (66). Insan genomu, yaklasik 50.000-100.000 mikrosatellit igerir.
Mikrosatellit dizilerinin ¢ogu genlerin kodlanmayan bolgelerinde (intron) bulunur ve
bu nedenle bu genlerdeki mutasyonlar ¢ogunlukla zararsizdir (66). Bununla birlikte,
bazi mikrosatellit dizileri genlerin kodlanmis boéliimlerinde veya hiicre ¢ogalmasini
diizenleyen genlerin promotor bolgelerinde bulunur. Tip Il TGF-f reseptorii ve BAX
bu genlere 6rnektir. TGF-f sinyali kolon epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder,
BAX geni de apoptoza yol agar. “Mismatch” onarimi bozuldugunda, hem bu
genlerde, hem de ¢ogalmay1 diizenleyen diger genlerde mutasyon birikir ve timii
birlikte kolorektal karsinoma gelisimine neden olur (66). Daha Onceleri genel
somatik mutasyon (USM) ve DNA replikasyon hatalar1 (RER) olarak adlandirilan bu
durum, giiniimiizde MSI-H olarak adlandirilmaktadir (4,67,68).
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Sekil 2.3 MSI-H fenotip gelisimi

MSI durumunun siniflamast Bethesda paneli olarak da bilinen degisik
biiyiikliikteki c¢esitli mononiikleotid ve diniikleotid tekrar dizilerinin (BAT2S,
BAT26, D5S346, D2S123, D17S250) varligina goére yapilir (4,60,69). MSI-H bu bes
mikrosatellit belirtecinden en az ikisinde meydana gelen degisikligi tanimlar.
Sporadik MSI-H kolorektal kanserler Lynch sendromunda izlenenlere oranla daha
genis mikrosatellit degisiklikleri igerirler. MSI-H kanserlerin ¢ogu diploid veya
diploide yakindir ve heterozigosite kayb1 (LOH) orani diisiiktiir. Mikrosatellit stabil
timorlerde Bethesda panelinde instabilite izlenmemektedir. Bu paneldeki
belirteclerden birinde veya %40’ 11 gegmeyecek sekilde birden fazlasinda bozukluk
bulunduran tiimoérler MSI-L olarak adlandirilir (Sekil 2.3).

Sporadik veya Lynch sendromu iliskili MSI-H tiimorler, kromozomal
instabilite arayolu iizerinden gelisen tiimérlerden morfolojik farkliliklar igerirler. Bu
timorler, daha ¢ok sag kolon yerlesimli, miisindz veya bazen mediiller tipte,
peritiimoral ve intramural, Crohn hastalig1 benzeri lenfositik infiltrasyon bulunduran,
kirli nekroz icermeyen, ekspansif biiyiime gosteren, daha diisiik evreli ve prognozu
daha iyi olan tiimorlerdir (4,70,71). MSI-H tiimorler 5-florourasil gibi belirli bazi
kemoterapilere daha zayif yanit gosterirken (72,73), irinotekan tedavisine daha iyi

yanit verirler (4,74).
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2.3.3. “CpG” Ada Metilator Fenotip (“CpG island methylator
phenotype” - CIMP)

Cogu gen, promotor bolgelerinde, sitozin ve guanin dintikleotidlerinden
zengin alanlar igerir ve bunlar “CpG” adalar1 olarak adlandirilir. “CpG” adalarinda
bulunan sitozin kalintilarinin metilasyonu, tiimdr supresor genleri de igeren genlerde
kromozomal yapiy1 degistirir ve gen ekspresyonunu baskilayarak mutasyon
olmaksizin fonksiyon kaybima yol agar (Sekil 2.4). Cesitli genlerin promotor
bolgelerinde meydana gelen metilasyon, kolorektal kanserlerin yaklasik olarak
%35’inde izlenmektedir (4). CIMP fizerinden gelisen timdrlerin %50°den fazlasi
mikrosatellit stabil tiimorler olmakla birlikte, MMR genlerinde metilasyon
oldugunda, MSI tiimorler de gelisebilir. CIMP iizerinden gelisen tiimdorlerde, ayni
anda MSI yani sira, KRAS, BRAF ve TP53 mutasyonlari da izlenebilir. Stk MSI-H
ve BRAF mutasyonu igeren tiimorler CIMP 1 olarak adlandirilirken, yiiksek oranda
KRAS mutasyonu igeren, mikrosatellit stabil CIMP tiimorler, CIMP 2 olarak

adlandirilir. CIMP negatif tiimorler sik TP53 mutasyonu igerirler ve mikrosatellit

stabildirler (Sekil 2.5).
A
ML ORRS f‘FJ} DU
: Promoter Gene coding sequence

(((((Q(((@ I%FP Gene silencing

R OLOUO0A
[om

Sekil 2.4. CpG Adalarinin Metilasyonu

Actlve gene transcription

GAGACAGCTGA.....

Kolorektal karsinogenezin “serrated” arayolu olarak da bilinen, CIMP
arayolunda, invaziv tiimor, prekiirsor bir “serrated” lezyon tizerinden gelisir ve klasik
adenoma-karsinoma sekasinda izlenen standart mekanizmalari igermez. Bu tip
tiimdrlerde, taniya iliskin cesitli 6zellikler bulunmaktadir: siklikla kadin hastalarda

goriilen tiimdrler, proksimal yerlesimli ve az diferansiye olup, BRAF mutasyonu sik
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olarak izlenirken, TP53 mutasyonlar1 daha diisiik orandadir (4). Bu arayol iizerinden
gelisen ¢ogu tiimorde, karsinogenezi baslatan olay, BRAF genini aktive eden bir
mutasyondur ve bu durum kolon epitel hiicrelerinde fizyolojik apopitozun
inhibisyonu ile sonuglanir. Bu olay sonucunda, hiperplastik veya “serrated” polipler
geligebilir. Bu lezyonlarda, ¢ogu gende, promotor metilasyonu bulunur ve bu
herhangi bir gende indirek inaktivasyonu (“epigenetic silencing”) indiikleyebilir. Bu
vakalarda, MSI sporadik karsinoma gelisimi ile sonuglanan, MLH1 promotor
metilasyonu siktir. Bunun sonucunda, Lynch sendromunda oldugu gibi, hizli gelisen

¢ok sayida ek mutasyon, hizli tiimor progresyonuna neden olur (75)

Normal mucosa

| | 1 1 | | 1 1
BRAF KRAS APC APC KRAS BRAF
mutation mutation mutation mutation mutation mutation
i Y Y
MVHP Small TA
Small TA GCHP MVHP
Methylation Methylation
p1€. IQFBET, 016, IGFBPY,
N other poorly. MGMT methylation CIN
understood KRAS mutation, ‘-
changes, CIN p53 mutation,
possibly. Wnt 18qLOH
SSA l v \

\_Other. L i

- ) TSA MP arge TA with

MLH1 rrhunest?ylatnon %z{:ﬁ:gg}; | SA, ' severe dysplasia
_T8qLOH? -

TGEBRII [hutatii;ﬁ -

v

MSI cancer |MSS cancer MSS cancer MSS cancer
CIMP high CIMP high CIMP low CIN o
BRAF mut BRAF mut KRAS mut CIMP negative

BRAF wt, KRAS wt

pathway, Alternate Traditional pathway

Sekil 2.5. Kolorektal karsinogenez modelleri (Leggett & Whitehall, 2010)

2.4, KOLOREKTAL KARSINOMADA HUCRE iCi SINYAL ILETIiM
MEKANIZMALARI

Insan genomundaki yaklasik 32.000 genin %20’si sinyal iletiminde gdrev
alan proteinleri kodlamaktadir (76). Bu proteinler arasinda hiicre membraninda
yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer almaktadir. Protein
kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar.

Protein kinazlar, membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak
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iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik Ozelliklerine gore (fosforilasyona
ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da siniflandirilir (77).
Membranda yerlesim gosteren proteinlere, reseptor tirozin kinazlar (RTK)
denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu
reseptorler arasinda, insiilin reseptorii, bliylime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (77). RTK lar,
sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bolge (tirozin kinaz bolgesi)
ierirler. Istirahat halindeki hiicrelerde, RTK’nin inaktif ve aktif formlar1 denge
halindedir. Bu reseptorler, biiyime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale
gecerler ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirirler. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle
baslar. ikinci asamada ise, bu fosforile olan bélgelere cesitli adaptdr proteinler
baglanir ve uyarinin hiicre icine iletimini saglar. Adaptdr proteinlerin ortak yapisal
ozelligi, SH2 (Src-homology-2) bolgeleri igermeleridir. Bu proteinler, SH2 bolgeleri
araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki efektor proteinleri arasinda
koprii gorevi yapmaktadir. RTK aktivasyonunun sonlandirilmasindan fosfataz grubu
proteinler sorumludur. Bdylece, fizyolojik kosullarda RTK aracili sinyal iletimi
kontrol altinda tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK

aktivitesi s6z konusudur (76).

Karsinogenezde ortaya ¢ikan molekiiler degisiklikler tanimlandikg¢a, hedefe
yonelik tedavi yaklasimlari da hizla ilerlemektedir. Son yillarda, hedefe yonelik
tedavinin tiimdr tedavisinde ve prognostik degerlendirmelerde giderek yayginlastig
diistintildiiginde, kolorektal karsinomalarda da, tedavi secimini belirleyecek
molekiiler belirteglerin kullanimi1 ve olgularin buna gore klasifikasyonu son derece
onemli ve gereklidir. Gergekten de, son yillarda yapilan ¢alismalarda kolorektal
karsinomalarin %30-40 kadarinda izlenen aktive edici KRAS mutasyonlarinin anti-
EGFR tedavilerine olumsuz yanit ile iliskili oldugu bildirilmektedir. RTK ailesinin
bir tiyesi olan EGFR aktivasyonu ile, RAS sinyal iletim arayolu baslatilmaktadir.
RAS proteinleri ile de, iki ayr1 sinyal iletim arayolu baslatilmaktadir: bunlardan ilki,
RAS ve bununla birlikte aktive olan protein kinaz RAF ve onun aktive ettigi MAPK
arayolu, ikincisi ise, lipid kinaz fosfotidil inozitol 3 kinaz (P13K) ve bunun aktive
ettigi PDK1-AKT sinyal arayoludur (Sekil 2.6). RAS proteinlerinden, KRAS birinci
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arayolda daha etkinken, HRAS ikinci arayolun potent aktivatoriidiir. Bu iki arayol,
ekstraselliiler sinyalleri, biliylime, proliferasyon, differansiasyon, migrasyon ve
apopitoz gibi temel hiicresel olgular1 kontrol eden mekanizmaya baglayan ve
giinimiize dek en iyi tanimlanmis olan kaskadlardir. Bu nedenle, bu arayollardaki
molekiiler aberasyonlar, kanser gelisimi ve progresyonunda Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu kaskadlarda, birbiriyle uyum i¢inde ¢alisan, gen mutasyon ya da
amplifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla aktive olan, bir dizi protein ve lipid kinaz
yer almaktadir. Bu arayollarin kanser biolojisindeki rollerinin anlagilmasi, EGFR ve
benzeri reseptdr tirozin kinazlarin amplifikasyonu ve PTEN, PI3K, AKT, RAS, RAF
gibi molekiillerdeki genetik degisiklikler gibi, arayolun temel molekiillerindeki
anomalilerin ve kanserdeki fenotipik etkilerinin tanimlanmasini saglamistir. RAS ve
PI3K arayollarinin paralel ya da komplementer olarak calistiklart ve bu nedenle
optimal tedavi yanitinin ancak her iki arayolun inhibisyonu ile saglanabilecegi

distiniilmektedir.

Receptor Non-Receptor
Mutations/ Mutations/
Amplifications/ il Amplifications/
Translocations Jll Translocations

Cell Growth, Malignant Transformation,
Drug Resistance, Senescence, Aging

Sekil 2.6. RAS sinyal iletiminde yer alan “down stream” molekiiller ve rolleri (78)
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Bu bolimde EGFR aktivasyonu ile biiylime sinyalinin niikleusa iletiminde
ana rol oynayan RAS sinyal iletimi, RAS/RAF/MAPK ve RAS/PIBK/AKT/mTOR

arayollar1 hakkinda bilgi verilecektir.

24.1. EGFR

EGFR (ERBB1/HER1), ERBB ailesi iginde yer alan bir RTKdir. Hiicre
yizeyinde lokalize olan epidermal biliyime faktori reseptorii (EGFR),
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/Akt ve RAS/Raf/mitogen-activated protein
kinase (MAPK) gibi proliferatif ve anti-apopitotik sinyal arayollarini aktive ederek
(79) hiicre yiizeyine gelen bilylime sinyalinin niikleusa iletilmesini saglar (Sekil 2.7).
Ras-MAPK yolunun EGF aracili aktivasyonu, niikleusta, CDK4 ve CDK6 gibi siklin
bagimli kinazlar1 aktive eden, siklin D birikimiyle sonuglanir. Bunu izleyerek,
retinoblastoma proteini fosforile olur ve hiicre G1 fazindan S fazina geger (80). P13-
K-Akt yolu araciligiyla, hiicre siklus inhibitorii, p27 diizeyi azaltilarak hiicre
boliinmesi uyarilir (81). Aktive olmus ve fosforile olmus Akt, p27 trasnkripsiyonunu
azaltir. Boylece CDK-siklin kompleksine baglanip, G1 fazinda hiicre boliinmesini

durduran p27 seviyesi azalir.

Kolorektal karsinogenezde ortaya ¢ikan anormal EGFR aktivasyonu, EGFR
overekspresyonu veya EGFR yolagindaki diger molekiillerde mutasyon
aktivasyonuna bagl olarak gelisebilir (82). KRAS alt yolaginda meydana gelen
mutasyon, yapisal aktivasyona yol agar ve tiimorlerin anti-EGFR tedavisine yanitsiz
olmasina neden olur (4). Kii¢lik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri kolorektal
karsinoma tedavisinde faydasizken, anti-EGFR monoklonal antikorlar1, cetuximab ve
panitumumab, sinyal — ligand birlesmesini bloke eder ve bazi kolorektal karsinoma
vakalarinda dramatik cevap olusturur. EGFR, ayrica PI3K {izerinden de etki gosterir
ve bu gende meydana gelen mutasyon ve PTEN ekspresyonunda meydana gelen

kayip, kotii prognostik faktorler olarak kabul edilebilir (4).
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Sekil 2.7. EGFR Sinyal Yolag: (83)
2.4.2. RAS/IRAF/MAPK Arayolu
2.4.2.1. RAS

RAS, hiicre membraninin i¢ yiiziinde lokalize, monomerik, kiigiik G protein
ailesine ait bir proteindir. RAS ailesi, HRAS, KRAS ve NRAS proteinlerini igerir.
RAS ailesine ait proteinler, EGFR gibi biiylime faktorlerinin hiicre yiizeyinde
spesifik serin/treonin kinaz reseptorlerine baglanmasini takiben, hiicre i¢i sinyal
iletiminde gorev alir. Inaktif durumda RAS, GDP (guanozin difosfat) ile bagh
durumdadir. Biiylime faktorii veya diger reseptor ligandlari ile etkilesim sonucu
fosforile olup, GTP (guanozin trifosfat) ile bagli duruma gegerek aktive olur. Aktive
olan RAS, MAP kinaz ara yolunu aktive eder ve niikleer transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ile mitoz kolaylasir. RAS proteinleri RAF/MEK/ERK sinyal kaskadini
aktive ederek, hiicre biiyiimesi ve boliinmesine aracilik etmenin yani sira,

PI3K/AKT/mTOR yolagini da aktive eder (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. RAS/RAF/MAPK Arayolu ve PI3BK/AKT/mTOR Arayolu (84)

Normal hiicrede, RAS proteininin sinyal iletim aktivasyonu gegicidir. Ciinkii,
intrensek GTPaz aktivitesi ile, GTP GDP’ye hidrolize olur ve RAS yeniden inaktif
hale gelir. GTPaz aktive edici proteinler, RAS-GAP-p120 ve norofibromindir. RAS
proteininin normal siklusta aktive durumda, GDP - GTP degisimi ve inaktif durumda
GTP hidrolizi ile GDP bagli duruma gelmesi 6nemlidir. Her iki slire¢ de enzimatik
olarak regiile edilir. Mutasyon oldugunda ise, RAS inaktif duruma gegemez ve sinyal
iletimi siirekli hale gelir. RAS gen ailesinin bir iiyesi olan KRAS, 12p12.1°de
lokalizedir ve 21 kD agirliginda bir kiiciik GTP bagli proteini kodlar. Bu protein
hiicreye gelen sinyalleri aktive olmus ylizey reseptorlerinden niikleusa tasir (Sekil
2.9). Kolorektal kanserlerin yaklasik %30 — 40 inda izlenen yapisal KRAS
aktivasyonu ekzon 2’ye ait kodon 12 ve 13’te meydana gelen nokta mutasyonlari
sonucunda ortaya ¢ikar ve bu mutasyonlar EGFR yolaginin aktive olmasinin 6nemli

bir nedenidir (82).
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Sekil 2.9. RAS aracili sinyal iletimi

KRAS mutasyonlari, siklikla aberan kript odaklarinda ve HP’lerin biiyiik bir
kisminda gozlenir (85,86). Adenomatdz poliplerde, KRAS mutasyon sikligt,
lezyonun biiyiikliigii ve displazi derecesine baglidir; 1 cm. den kiigiik adenomlarda
KRAS mutasyon orani yaklasik %10 iken, 1 cm. den biiylik adenomlarda KRAS
mutasyonu %40-50 oraninda goriiliir (30). Son yillarda mutant KRAS’1n kolon epitel
hiicre  proliferasyonunu  (MEK  sinyali {izerinden) uyardigi gosterilmistir.
Mikrosatellit stabil kolon kanserleri arasinda, KRAS mutasyonu bulunduranlarin az
diferansiye olma egilimi gosterdikleri bildirilmistir (87). KRAS, ayni zamanda,
epitelyal hiicre polaritesini de diizenler. KRAS’ta meydana gelen bir mutasyonun

hiicreler aras1 baglantiy1 bozdugu gosterilmistir (88).

EGFR sinyallerinin, hiicre i¢i tasinmasinda énemli bir yere sahip olan KRAS
geninin mutasyon analizi onemlidir, ¢iinkii KRAS mutasyonlari, EGFR inhibitor

tedavisine yanitsizlik durumu ile belirgin bir iliski gostermektedir.
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RAS proteinleri, EGFR ailesi yani sira, tirozin kinaz reseptori (RTK)
ozelligindeki ¢esitli biiylime faktor reseptorlerine de aracilik eder ve mitogen-
activated protein kinase (MAPK) ve PI3K arayollarini igeren ¢ok sayida sinyal
kaskadi tizerinden etki gosterir. Bu yiizden, kolorektal kanserde bu arayollarin bazi
bilesenlerinde mutasyon izlenmesi beklenen bir durumdur. RAS proteinleri
tizerinden MEK1 ve MEK2 gibi MAPK efektorlerini aktive eden bir protein kinazi
kodlayan BRAF genine ait mutasyonlar, kolorektal karsinomalarin yaklasik olarak

%5-10 unda goézlenir (89).
2.4.2.2. RAF

RAF gen ailesi, A-Raf, B-Raf ve C-Raf (Raf-1) dan olusmaktadir. BRAF
geni, MAPK arayolunda rol alan serin/treonin kinaz aktivitesine sahip, 94 kDa
agirliginda bir proteini kodlar. BRAF, 7. kromozomun uzun kolu (7q34) iizerinde yer
alir ve 18 ekzondan olusur. Hiicre ici sinyal iletimi, hiicre boliinmesi ve sekresyonu
sirasinda Onemli role sahiptir. Konjenital BRAF mutasyonlari, kardiyo-fasiyo-
kutandz sendromlarin gelisimi ile sonuglanir. Kazanilmis mutasyonlar ise, kolorektal
karsinomalar, tiroid karsinomalari ve melanoma gelisiminde go6zlenir (90).
Mutasyonlar, siklikla ekzon 15°de kodon 600 bolgesinde (V600A, V600D, V60OE ve
V600KRM) ve 11. ekzonda gozlenir ve kotii prognoz ile iliskilidir. BRAF, etkisini
KRAS iizerinden gerceklestirerek hiicre boliinmesini kontrol eder. Melanomalarda
%60-80, kolorektal kanserlerde (CRC) %15, papiller tiroid kanserlerinde %45 ve
akciger kanserlerinde %1-5 oraninda somatik BRAF gen mutasyonlar1 saptanmistir.
Hastalarda en stk V60OE mutasyonu gozlenir. V60OE mutasyonlarina baglh gelisen
sinyal degisiklikleri, heniiz agik bir seklide anlasilabilmis degildir. Basit modelde;
BRAF, KRAS yolaginda MAPK aktivasyonu olusturur. BRAF mutasyonu
bulunduran tiimdrler KRAS mutasyonu bulunduran tiimérlerden histolojik ve klinik

seyir agisindan farklidir (91).

Somatik BRAF geni mutasyonlarma sahip, metastatik kolorektal kanserli
hastalarda monoklonal antikorlar olan, cetuximab ve panitumumab tedavilerine karsi
diren¢ gelisimi gozlenir. Bu hastalarda, spesifik kii¢iik molekiil V60OE inhibitorleri
ve MEK inhibitorleri kullanilmasi dnerilmektedir (91).
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2.4.2.3. MEK

Mitogen activated protein kinase/ERK Kinase (MEK1), tirozin ve S/T-dual
protein kinazdir. Aktivitesi, RAF Kkatalitik bolgesinde bulunan S rezidiilerinin
fosforilasyonu ile diizenlenir. Biyokimyasal etki giicleri birbirinden farkli olsa da,
RAF protein ailesine ait her ii¢ protein de (B-RAF>C-RAF>>A-RAF), MEK’i
fosforile ve aktive edebilir. MEK1in ana hedefi ERK’tir. Bu molekiiliin tersine
ERK’in ¢ok sayida hedefi vardir (92).

2424 ERK 1,2

Ekstraselliiler sinyal diizenleyen kinazlar 1,2 (ERK 1,2) S/T kinazlardir ve
aktiviteleri MEK1 ve MEK2’nin aracilik ettigi fosforilasyon ile diizenlenir. ERKler
Ets-1, c-Jun ve c-Myc’i de i¢ine alan ¢ok sayida transkripsiyon faktoriinii aktive
edebilir. ERK ayrica, transkripsiyon faktorii olan CREB aktivasyonunu saglayan
90kDa biiyiikliigiindeki ribozomal S6 kinazi fosforile ederek, aktive eder (93). ERK,
¢ok sayida transkripsiyon faktoriinii fosforile etmek amaciyla niikleusa gegebilir (93)
ve hiicre siklus regiilasyonuna katilan ¢ok sayida proteini fosforile edebilir. ERK2
proliferasyonu pozitif olarak diizenlerken, ERK1 baz1 hiicrelerde ERK2 etkilerini
inhibe edebilir (94).

2.4.3. PI3BK/AKT/mTOR Arayolu

Fosfatidilinozitol ~ 3-kinazlar-AKT-mammalian  target of rapamycin
(PI3K/AKT/mTOR) yolaginin anahtar molekiilleri (Sekil 2.10), solid tiimorlerde
izlenen abartili sinyallerin ana hedefleridir (95). Bu arayolda meydana gelen
bozukluklar, migrasyon ve invazyonu etkilediginden, arayoldaki anahtar molekiiller,
potansiyel tedavi hedeflerini olusturur ve RAS-RAF yolag: ile etkilesim icinde

olduklarindan EGFR tedavisine cevabi dnceden belirlemeye yardimci olabilirler (96).
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Sekil 2.10. PI3K/AKT/mTOR Arayolu (97)
2.4.3.1. PI3K

PI3K proteinleri, fosfoinozitidlerin 3’hidroksil grubunu fosforile ederek,
fosfatidilinozitol-4,5-bifosfattan  (PIP2) fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata  (PIP3)
donligimiinii saglayan, lipid kinaz ailesinin bir tyesidir (98). Fosfatidil inozitol-
3,4,5-trifosfat (PIP3), hiicre biiyiimesi, ¢cogalmasi, yasami ve diger siirecler lizerinde
etki gosteren, anahtar role sahip olan ve protein kinaz B olarak da bilinen AKT"1,
fosforilasyon yoluyla aktive eden bir sekonder habercidir. Hiicre membraninda,
fosfatidil inozitol 4,5 bifosfattan (PIP2), PIP1 olusumu, RTK lar tarafindan fizyolojik
olarak aktive edilen class I PI3Klarin aktivitesine baglidir (99). Bugiine kadar, kanser
iliskili mutasyonlarin dort class I PI3K’dan yalmizca PIK3CA geni tarafindan
kodlanan P110a alt {initesi ve ¢ok sayida diizenleyici alt iiniteden biri olan P85a
iceren PI3K’y1 etkiledigi bulunmustur. Kolorektal karsinomalarin %15-25’inde
PIBKCA geninde somatik mutasyonlar izlenir (100,101). Yapilan galismalar, bu
mutasyonlarin PI3KCA kinaz aktivitesini arttirdigi ve bu sekilde etkilenmis
hiicrelerde PIP3 olusumunu arttirdigim gostermistir (102). Ozellikle PI3K her ne
kadar etkisini KRAS proteinine ait alt arayol iizerinden gosterse de, KRAS
mutasyonlarinin, bir 0Ol¢iide PIK3CA mutasyonlart ile birliktelik gosterdigi
gozlenmistir (101,103).
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2.4.3.2. PTEN

PTEN proteini, PIP3’ten PIP2 defosforilasyonunu yoneten, hiicre siklusu,
apopitoz, hiicre polaritesi, hiicre gocli ve genomik stabilite iizerinde rolii bulunan,
timor supresor etkiye sahip bir fosfolipit fosfatazdir (4,104-107). Herediter polipozis
sendromlar1 arasinda yer alan benign gastrointestinal timor riskinin artmig oldugu
Cowden sendromu hastalarinda, germline PTEN mutasyonlar1 bulunmaktadir (108).
PTEN inaktivasyonuna yol acan somatik mutasyonlar, kolorektal karsinomalarin
yalnizca %10 kadarinda bulunsa da (101,107,109) bazi ¢alismalar PTEN protein
ekspresyonunun kolorektal karsinomalarin %15-20 sinde kayip olabilecegini one
stirmektedir (110). PTEN ekspresyon kaybi, hem KRAS mutasyonu bulunan, hem de
bulunmayan vakalarda gozlenmektedir. PI3K, onkojenik mutasyonlarina benzer
sekilde, PTEN inaktivasyonu muhtemelen PIP3 tarafindan aktive edilen AKT
araciligr ile etki gosteren KRAS protein yolagi aktivitesini arttirmaktadir. PTEN,
ayrica AKT alt arayolundaki antiapopitotik faktorler ve hiicre biiylimesi esnasinda

hiicre i¢ine besin alimini saglayan mTOR yolagi tizerinde de etkilidir (107).

2.4.3.3. AKT

Protein kinaz B olarak da bilinen AKT proteini, murine retrovirus AKT-8
onkogen proteininin seliiler homologudur (111). AKT 1, apopitotik arayollar1 inhibe
eder ve protein sentez arayollarini indiikler. AKT 1, ¢ogu kanser tipinde temel faktor
olarak suglanmaktadir (112, 113). AKT 2, insiilin sinyal yolaginda yer alan 6nemli
bir molekiildiir. Yapilan c¢aligmalar AKT 1’in biiyime {izerine pozitif etkisinin
bulundugu, AKT 2’nin ise, temel etkisinin glukoz homeostazi iizerine oldugunu
gostermistir (114). Esas olarak, beyin dokusunda ekspresyon gosteren AKT 3’iin rolii
heniiz kesinlik kazanmamistir. AKT aktivasyonu c¢ok basamakli bir siirectir. Bu
stire¢, PDGF, insiilin, EGF, bFGF ve insiilin benzeri biliyiime faktorii-1 gibi ayni
kokene sahip proteinlerin hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerine baglanmasi
sonucunda, fizyolojik olarak baglatilir ve reseptér bagimli tirozin kinazlarin
fosforilasyon yoluyla aktive olmalar1 saglanir. Cok sayida tirozin kinaz biiyiime
faktorili reseptorii ile aktive olarak islev goren proteinlerden biri, fosfatidilinozitol-3

kinaz (PIP3K) dir. AKT 1n aktivasyonu i¢in PIP3’iin bulunmas1 gereklidir. Fosforile
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olarak aktive olmus AKT, membrandan ayrilarak sitozol ve niikleusta bulunan
hedeflerini fosforile eder. AKT substrati olan 50 den fazla protein tanimlanmustir.
AKT, hiicre metabolizmasini insiilin uyarisina cevap olarak glikojen sentetaz kinaz
(GSK3) fosforilasyonu yoluyla etkiler (115) ve 6-fosfofrukto-2-kinazin fosforilasyon
yoluyla aktivasyonunu saglayarak glikolizi siirdiiriir. AKT, ribozom sentezi, protein
sentezi regiilasyonu ve mRNA translasyonunu kontrol eden iiriinler {izerinden hiicre
boyutunu diizenleyen mammalian target of rapamycin’i (mTOR) fosforile ederek
aktive eder (116,117). Nitrik oksit tiretiminden sorumlu major bir vazodilatér olan
eNOS, AKT tarafindan fosforilasyonla aktive olur. AKT bagimli NO birikimi, tiimor
anjiyogenezi gibi NO aracili yanitlara, AKT’ in katildigin1 ortaya koyar. Vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii (VEGF) ekspresyonu, IGF-1 ve AKT tarafindan
diizenlenir (118). AKT, endotelyal hiicre go¢ii i¢in gerekli olan sfingolipid G-protein
reseptoric 1 (EDG-1)’i fosforile eder. AKT, kanser hiicrelerinin, telomerlerini
koruyarak siirekli replikasyona girmelerini saglayan, tiimdrlerde sik olarak bulunan
ve telomeraz aktivitesini arttiran telomeraz revers transkriptazi (TERT) fosforile eder
(116) ve bu sekilde kanser hiicrelerinin immortalizasyonuna katkida bulunur. AKT
sinyal yolaginda meydana gelen aktivasyon ve degisimler insan kanserlerinde sik
olarak goriilen degisikliklerdir. Epitelyal mezansimal degisim (EMT) olarak
adlandirilan bu siireg, epitelyal hiicrelerin fibroblast benzeri 6zellikler kazanmayla
karakterizedir. Aktive olmus AKT, hiicreler aras1 adezyonda azalma, artmis motilite
ve invaziv Ozellikte artis meydana getirir. AKT, invazyonu, hiicre motilitesi ve
matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) iiretimini arttirarak indiikler. Bu bulgular,
kanser hiicrelerinin invazyon yeteneginin, AKT bagimli oldugunu gostermektedir
(119). Son yillarda, akciger kanseri tedavisinde kullanmak iizere birgok AKT
inhibitori gelistirilmistir (120).

24.3.4. mTOR

MTOR, PI3K sinyal arayolunda rol oynayan bir serin/treonin alt yol
elemanidir.  Fizyolojik kosullarda, mTOR, 0Okaryotik hiicre biliylimesi ve
proliferasyonunun temel kontrol noktasidir ve hiicre biiyiimesi ve proliferasyon
sirasinda, mRNA translasyonu, transkripsiyon ve lipid senzini de i¢ine alan ¢ok

sayida siirecte ve ayrica hayatta kalma ve anjiyogenezi de icine alan 6nemli hiicresel
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fonksiyonlarda kritik role sahiptir (121). mTOR arayolu aktivasyonu ve mTOR
overekspresyonu, hepatoselliiler, renal hiicreli, prostat ve meme karsinomlarini da
igine alan bir¢ok kanserde gosterilmistir (122). mTOR iki multiprotein kompleksten
olusur: mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORC2). mTORC1
mitojenlere cevap olarak, S6K1 ve 4E-BP1°i dogrudan fosforile ederek translasyonu
baslatir. mTORC2 ise bir PI3K arayol molekiilii olan AKT ve protein kinaz C yi
aktive edebilir (123). Bu nedenle mTOR inhibitorleri kanser hiicrelerinde ortaya
cikan abartili PI3K sinyalini azaltabilirler. mTORun ATP-kompetetif inhibitorleri,
mTORC1 ve mTORC2 aktivitesini baskilar. mTORC2, AKT’1 S473 bolgesinden
fosforile ettigi icin, mTOR kompetetif inhibitorleri, mTORC]1 inhibisyonu sonucu,
AKT’in feedback uyarimini onleyerek, kanser tedavisinde rapamisine istiinliik
saglayabilir. Bununla birlikte, AKT’tan bagimsiz olarak PI3K sinyalini, feedback
inhibisyon kaybina bagli olarak arttirabilirler (Sekil 2.11).

Kolorektal karsinomalarin biiyiik ¢ogunlugunun kromozomal instabilite ve
¢ok sayida genetik mutasyonun (APC/B-Catenin, KRAS, p53) birbirini takip etmesi
sonucu ortaya c¢ikan klasik adenoma-karsinoma sekansi iizerinden gelistigi
bilinmektedir (30). Son yillarda yapilan c¢alismalar sonucunda kolorektal
karsinomalarin %?20’ye yakin bir kisminin “serrated” arayol olarak adlandirilan
bagka bir arayoldan ve “serrated” poliplerden gelistigi gosterilmistir. Bu tiimorlerin
gelisiminde, BRAF mutasyonlari, DNA hipermetilasyonu ve mikrosatellit
instabilitesinin sorumlu olabilecegi disiiniilmektedir (40,124,125). “Serrated”
polipler, daha 6nce de anlatildigi gibi histolojik olarak {i¢ ayri grup lezyondan
olusmaktadir: HP, SSA ve TSA. Ozellikle SSA’lar ile MSI-H kanserler arasinda, sag
kolon agirlikl yerlesim, sik BRAF mutasyonu ve daha az KRAS mutasyonu goriilme
oranmnin da i¢inde bulundugu ¢ok sayida klinikopatolojik benzerlik bulunmaktadir
(126,127). Progresyon gosteren poliplerde promotor hipermetilasyonuna bagli MLH1
ekspresyon kaybi ve B-cateninin niikleer translokasyonu ile karakterli molekiiler
degisikliklerin de izlenmesi, SSA’larin proksimal kolon yerlesimli baz1 MSI-H
kanserlerin prekiirsor lezyonu oldugu tezini desteklemekte ise de, tlimore ilerlemede,
yer alan biitiin molekiiler detaylar heniliz aydinlatilabilmis degildir. Erken neoplastik

transformasyon gdsteren SSA’lar lizerinde yapilacak ¢alismalar “serrated” neoplazi
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arayolunun daha iyi anlasilarak, bu arayol tlizerinden gelisen kanserlerin 6nlenmesini

saglayabilecektir (100,128).
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Sekil 2.11. EGFR Sinyal Yolaginda Kolorektal Kanser Tedavisi Igin Potansiyel
Hedefler (91)

Sporadik kolorektal karsinoma gelisim siirecinde yer alan adenomatdz ve
“serrated” poliplerin molekiiler 6zellikleri ve bu Ozelliklerin karsinogenezdeki
Ooneminin bilinmesi gelecek yillarda kolorektal karsinoma erken tani ve tedavisinde
saglanacak  ilerlemelerde rol oynayabilecektir.  Molekiiler  degisiklikler
aydinlatildik¢a, Oncii lezyonlarin karsinoma gelisim siirecindeki yerleri ve invaziv

karsinomaya yol agma potansiyelleri de daha iyi anlasilacaktir.

Tiim bu bilgiler 1s181nda, bu tez ¢alismasinda sporadik kolorektal karsinoma
olgulart ve oncii lezyonlar1 arasinda bulunan adenomat6z ve “serrated” poliplerde

EGFR-RAS sinyal iletiminde rol oynayan iki temel arayol olan, RAS/MAPK ve
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RAS/PI3K/AKT arayollarinda yer alan molekiillerin dokudaki immiinhistokimyasal
ekspresyonlarinin  degerlendirilmesi ve literatiir bilgileri esliginde, kolorektal

karsinomlarin tan1 ve tedavisinde rol oynayabilecek molekiillerin belirlenmesi

amaglanmustir.
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3. MATERYAL-METOD

3.1. OLGU SECIMi

A.U. Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali’nda tan1 almis sporadik kolorektal
karsinoma ve karsinoma Onciisii polip (TA, TVA, VA, HP, SSA ve KSA)
olgularindan, istatistiksel analize olanak verecek sayida olgu, arsiv materyali
arasindan rastgele secilerek ¢alismaya dahil edilmistir. Arsiv taramasi sonuglarina
gore, elde edilen adenokarsinoma olgularinin yas, cinsiyet gibi demografik
ozellikleri, tiimor tipi, lokalizasyonu, boyutu, lenfovaskiiler invazyon durumu,
diferansiyasyon dereceleri ve timor T, N, M durumu; polip olgularinin yas, cinsiyet
gibi demografik ozellikleri, lokalizasyonu, boyutu, polip tipi ve displazi durumlari

bilgisayar kayitlar1 ve patoloji istem formlarindan tespit edilerek kaydedilmistir.

Calismamizda incelenecek olgu gruplarinin olusturulmasinda, 6zellikle
kolorektal karsinoma ve Oncii lezyonlar arasinda karsilastirma yapabilmeye olanak
verecek olgu se¢imine 6zen gosterilmistir. Buna gore, oncii lezyonlar igin “serrated”
polip ana grubunda, hiperplastik polip (HP), sesil “serrated” adenoma/polip (SSA/P),
Klasik “serrated” adenoma (KSA) alt gruplari; adenomat6z polip ana grubunda ise,
tiibiiler adenoma (TA), tiiblilovilloz adenoma (TVA), villoz adenoma (VA) yer
almistir. Karsinoma ana grubu, konvansiyonel kolorektal adenokarsinoma (KonCA)
ve miisingz karsinomadan (MiisCA) olusan alt gruplari icermektedir (Resim 3.1).
Caligmamiza dahil edilen olgu gruplar1 Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Olgu Gruplar

Tip @)
TA 19
TVA 24
VA 24
HP 24
SSA 14
KSA 13
KonCa 29
MiisCa 26
TOPLAM 173
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Resim 3.1a: Tiibiiler Adenoma

L

Resim 3.1g: Konvasiyonel Adenokarsinoma

Resim 3.1h: Miisin6z Adenokarsinoma

Resim 3.1. Olgu Tipleri
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Tim olgulara ait H&E boyali preparatlar arsivden ¢ikarilarak yeniden
mikroskobik olarak degerlendirilmis ve doku “array” yontemi i¢in uygun olanlar
ayrica tespit edilmistir. Doku “array” yapmaya imkan vermeyecek Olclide kiiglik
boyutta olan poliplere ait parafin bloklardan ayni lam iizerinde birden fazla olguyu

degerlendirmeye imkan verecek sekilde kesitler alinmistir.

Calismamizda incelenecek olan her olgu grubunda istatistiksel analize olanak
verecek sayida olgu secilmistir. Secilen her bir olguya ait H&E boyali preparatlar

yeniden degerlendirilerek histopatolojik tanilar gdzden gegirilmistir.
3.2. DOKU “ARRAY” YONTEMI

Doku “array” yontemi, ¢ok sayida parafin bloktan elde edilen bir¢ok dokunun
ayni cam lizerinde incelenebilmesine olanak saglayan bir tekniktir. Bu teknige gore
“dondr bloktan” biopsi igneleri ile elde edilen ¢ok sayidaki doku silindiri “alici
blokta” siralanir. Ayni lam iizerinde incelenecek doku sayisi kullanilan biopsi
ignesinin ¢apina gore degigsmektedir. Calismamizda, 5 mm. uzun ¢apli dermatolojik
“punch” biopsi ignesi kullanilmistir. Buna gore, ayni lam iizerinde 12 farkli doku
incelenebilmistir. Doku “array” yontemi igin asagida belirtilen hazirlik asamalari

uygulanmistir:

e Segilen tiim olgulara ait H&E boyal1 preparatlar yeniden degerlendirilerek
doku ““array” icin kullanilacak alanlar, H&E boyali preparat iizerinde cam
kalemi ile isaretlenmistir (Resim3.2a,b).

e H&E boyali preparatlar parafin doku blogu ile karsilagtirilarak, H&E
preparat lizerinde isaretlenen alanin donor parafin doku blogu {izerinde de
yeri tespit edilmis ve cam kalemi ile isaretlenmistir.

e Daha sonra, dermatolojik punch biopsi ignesi (Resim3.2c) ile “dondr
parafin bloklardan™ belirlenen alanlara ait doku silindirleri ¢ikarilmistir
(Resim3.2d). Her olgu i¢in bir “silindir” kullanilmistir (Resim 3.2e,f,g)

e (ikarlan silindirler numaralandirilmis ve her bir “alict blok” igin
hazirlanan haritaya uygun sekilde 11 silindir (11 olgu) iceren yeni parafin

blok hazirlanmistir (Resim 3.2 h,j)
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e Olusturulan “alic1 bloklardan” 4 mikrometre kalinliginda kesitler polilizin
ile kaplanmis lama alinarak, immunhistokimyasal inceleme i¢in
kullanilmak tizere saklanmistir (Resim 3.2k,I,m).

e Her bir olgu grubu i¢in hazirlanan kesitlerden biri H&E ile boyanmustir.

Resim R 2a | | Recim 2 2h | | Resim R 2¢

Resim 3.2d | | Resim 3.2e | | Resim 3.2f

Resim 3.2q | | Resim 3.2h | | Resim 3.2i

| Resim 3.2k | | Resim 3.21 | | Resim 3.2m

Resim 3.2. Doku “Array” Yontemi
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3.3. IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME

3.3.1 Antikorlar

Calismamizda, sporadik kolorektal karsinomalar, adenomalar ve “serrated”
poliplerden se¢ilen olgu gruplarinda RAS/RAF/MAPK arayoluna ait hiicre i¢i sinyal
iletim molekiilleri olan MEK1, ERK1, ERK2 ve PISBK/AKT/mTOR arayoluna ait
hiicre i¢i sinyal iletim molekiilleri olan PI3K, PTEN, pAKT, mTOR ekspresyonlari
arastirilmistir (Sekil 3.1).

( Proliferation, anti-apoptosis, survival, angiogenesis, metastasis >

Drug Discovery Today

Sekil 3.1. RAS aracili sinyal iletim yollarinda yer alan ve ¢alismada incelenen

molekiiller (129)
3.3.1.1. Immunhistokimyasal Boyama Yéntemi

Yapilan deneme boyalarinda, pAKT, mTOR, MEKI1 antikorlar1 ile manuel
yontem, PISK, PTEN, ERK1, ERK2 antikorlar ile ise, Ventana otomatik boyama
cthazinda (Ventana Medical Systems-Roche ABD) daha iyi sonu¢ alindigi icin
immunhistokimyasal inceleme bu iki sekilde gergeklestirilmistir. Tiim antikorlarla

gerek manuel, gerekse otomatik yoOntemlerle yapilan immunhistokimyasal
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boyamalarda  streptavidin  biotin  peroksidaz  yontemi  kullanilmistir.

Immunhistokimyasal boyama yontemi Tablo 3.2°de sunulmustur.

Bunun i¢in doku “makro-array” bloklarindan 4 mikrometre kalinligindaki
kesitler, polilizin ile kaplanmis lama alinarak, deparafinize edildikten sonra
immunohistokimyasal boyama basamaklarina gecilmistir. Kesitlerin kurumamasi igin
tiim basamaklar oda sicakliginda ve nemli bir ortamda yapilmistir. Deparafinizasyon

islemi i¢in Tablo 3.3’te belirtilen basamaklar uygulanmaistir.

Tablo 3.2. Streptavidin Biotin Peroksidaz Yo6ntemi

1 Antijen “retrival”: Basing olustuktan
Stok Solusyonlari: sonra
A) 10,5 gr Citric Acid + 500 ml distile su 2 dk.
B) 29,41 gr Tri-natrium citrat-2 hidrat + 1000 ml distile su
Calisma Solusyonu:
3ml A + 147 ml B + 1350 ml distile su
2 Rehidratasyon:
Distile su 5 dk.
3 Preparatlardaki dokularin pen marker ile ¢evrelenmesi
TBS 2x5 dk.
5 Endojen peroksidaz aktivitesinin ortadan kaldirilmast:
%3 H202 5 dk.
TBS 2x5 dk.
Primer antikor:
pAKT (Abcam; 1/300) 2 saat
mTOR (Abcam; 1/400) 2 saat
MEKZ1 (Abcam; 1/50) 2 saat
TBS 2x5 dk.
Super Picture™ Polymer Detection Kit 10 dk.
13 TBS 2x5 dk.
14 Kromojen:
DAB (3,3’- Diaminobenzidine Tetrahydrochloride Substrate Kit) 5 dk.
15 TBS 2x5 dk.
16 “Counter stain”:
Mayer’s Hematoksilen 30 sn.
17 Musluk suyu 4 dk
18 Shandon “Immu-Mount” ile kapatma
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Tablo 3.3. Deparafinizasyon Basamaklari

70 °C’lik etiiv inkiibasyonu 1 saat
Ksilen banyosu 2x5 dakika
Etil alkol banyosu 3x5 dakika

Immunohistokimyasal incelemede kullanilan antikorlara ait klon, iiretici

firma ozellikleri, immunhistokimyasal boyamada kullanilan yontem, diliisyon ve

“antijen retrival” ile ilgili bilgiler Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan Antikorlarin Ozellikleri

Novus 1/25 Ventana | Ventana | Sitrat Meme CA
PI3K Poliklonal | (ABD) Antibody | otomatik
Diluent
Novus 1/40 Ventana | Ventana | Sitrat Benign
PTEN | PSer3gs | (ABD) A!mbOdy Otomatik prostat
Diluent dokusu+
Kolon CA
Abcam 1/300 | Ventana | Manuel Sitrat Kolon CA
PAKT | Poliklonal | (ingiltere) Antibody
Diluent
Abcam 1/400 | Ventana | Manuel Sitrat Prostat
mTOR | Y391 (Ingiltere) Antibody CA
Diluent
Abcam 1/50 Ventana | Manuel Sitrat Serviks
MEK1 | E342 (Ingiltere) Antibody yasst
Diluent hiicreli
CA
Abcam 1/100 | Ventana | Ventana | Sitrat Plasenta
ERK1 | Poliklonal | (ingiltere) Antibody | otomatik
Diluent
Abcam 1/500 | Ventana | Ventana | Sitrat Meme CA
ERK2 | 5E8E1 (ingiltere) Antibody | Otomatik
Diluent
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3.3.2. immunhistokimyasal incelemenin Degerlendirilmesi
3.3.2.1. Kontrol Dokular:

Calismamizda, immunhistokimyasal incelemede, her bir antikor i¢in en az bir
pozitif ve negatif kontrol kullanilmistir. PI3K i¢in meme karsinomu, PTEN igin
kolon karsinomu ve benign prostat dokusu, pAKT i¢in kolon karsinomu, mTOR igin
prostat karsinomu, MEK1 icin serviks yassi1 hiicreli karsinomu, ERK1 i¢in plasenta,
ERK2 icin meme karsinomu pozitif kontrol dokulari olarak kullanilmistir.
Immunhistokimyasal boyama islemi sirasinda primer antikor basamagi olmadan
diger basamaklarin uygulanarak yapildigi boyamalar, negatif kontrol olarak

kullanilmuistir.
3.3.2.2. immiinhistokimyasal Degerlendirme

Tiim antikorlarin immiinhistokimyasal ekspresyonlarinin degerlendirmesinde
pozitif boyanmanin yayginhgi, diffiiz ya da fokal olarak gruplandirilmis, doku
“array” kesitleri kullanildig1 i¢in yaygimlik kesit alaninin yiizde (%) degeri olarak
verilmemistir. Boyanma siddeti degerlendirilirken, pozitif kontrol dokusunda ya da
calisilan olgulara ait kesitlerdeki i¢ kontrollerde izlenen boyanma siddeti (+3) olarak
kabul edilmistir. Literatiir esliginde kullanilan antikorlarin pozitiflik siddetinin

degerlendirilmesinde asagidaki yontem kullanilmistir.
%10’dan fazla hiicrede goriilen zay1f ekspresyon (+1)
%10’dan fazla hiicrede goriilen orta siddette ekspresyon (+2) ve

%10’dan fazla hiicrede goriilen kuvvetli ekspresyon (+3) olarak

skorlanmuistir.

Tiim antikorlar i¢in, pozitif boyanmanin hiicre ic¢indeki lokalizasyonu da
ayrica degerlendirilmis ve sitoplazmik, membrandz, niikleer ve sitoplazmik+niikleer

olarak siniflandirilmistir.
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3.3.2.3. PI3K Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Lezyonun %10’undan fazlasinda goriilen sitoplazmik, niikleer ve membrandz
boyanma pozitif olarak kabul edilmis ve boyanma siddetine gore skorlama

yapilmustir.
3.3.2.4. PTEN Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

PTEN ile yapilan incelemede non-neoplastik kolon mukozasinda, kolon epitel
hiicrelerinde, stromal hiicrelerde ve vaskiiler endotel hiicrelerinde izlenen niikleer
boyanmanin derecesi (+3) olarak kabul edilmis ve her doku kendi internal kontrolleri

ve kontrol dokular ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
3.3.2.5. pAKT Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

pAKT ekspresyonu degerlendirilirken, adenokarsinomalar, adenomatdz
polipler ve serrated poliplerde %10’dan fazla goriilen sitoplazmik ve niikleer
lokalizasyonda izlenen boyanma pozitif olarak kabul edilmis ve boyanma siddetine
gore skorlama yapilmistir. Degerlendirme esnasinda, polip dokularinda displastik

odaklarda gozlenen boyanma siddeti degisiklikleri ayrica kaydedilmistir.
3.3.2.6. mTOR Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

mTOR ekspresyonu degerlendirilirken, adenokarsinomalar, adenomat6z
polipler ve serrated poliplerde %10’dan fazla goriilen sitoplazmik boyanma pozitif

olarak kabul edilmis ve boyanma siddetine gore skorlama yapilmigstir.

Degerlendirme esnasinda, polip dokularinda displastik odaklarda gozlenen

boyanma siddeti degisiklikleri ayrica kaydedilmistir.
3.3.2.7. MEK-1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

MEK-1 ekspresyonu degerlendirilirken, adenokarsinomalar, adenomatdz
polipler ve serrated poliplerde %10’dan fazla goriilen sitoplazmik boyanma pozitif
olarak kabul edilmis ve boyanma siddetine gore skorlama yapilmistir. Niikleer

boyanmanin 6n plana ¢iktig1 olgular ayrica kaydedilmistir.
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3.3.2.8. ERK-1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

ERK-1 ekspresyonu degerlendirilirken, normal kolon mukoza epiteli ve
stromal hiicrelerde sitoplazmik boyanmanin derecesi (+3) olarak kabul edilmis ve her
doku, kontrol dokusu ve kendi internal kontrolleri ile karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.
3.3.2.9. ERK-2 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

ERK-2 ekspresyonu degerlendirilirken, adenokarsinomalar, adenomatoz
polipler ve serrated poliplerde %10’dan fazla goriilen sitoplazmik boyanma pozitif

olarak kabul edilmis ve boyanma siddetine gore skorlama yapilmistir.
3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analiz, olgu gruplarina ve olgu alt tiplerine gore yapilmistir. Buna
gore ana olgu gruplart olan polip ve karsinomlar, daha sonra polip alt gruplarina
(adenomlar ve “serrated” polipler) ve karsinom alt gruplarina (konvansiyonel CA,
miisindz CA) ayrilmislardir. Adenomatdz polipler (TA, TVA, VA), “serrated”
polipler ise (HP, SSA, KSA) polip alt tiplerine dogru simiflandirilarak birbirleriyle

karsilastirilmistir.

Tiim veriler igin gruplar arasindaki karsilastirmalar Kruskal-Wallis “Multiple
Comparisons” test, “Fisher’s exact” test, Mann-Whitney U ve X? (“Chi square”) test
ile degerlendirilmistir. Degiskenler arasindaki iligki, Spearman’in korelasyon
katsayis1 testi ile incelenmistir. Istatistiksel olarak saptanan 0,05’in altindaki p

degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. OLGULAR

A.U. Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali’nda tan1 almis sporadik kolorektal
karsinoma ve karsinoma oOnciisii polip (TA, TVA, VA, HP, SSA ve KSA)
olgularindan, doku “array” yontemiyle, 6rneklemeye ve istatistiksel analize olanak
verecek sayida olgu, arsiv materyali arasindan rastgele secilerek calismaya dahil
edilmistir. Olgular, 118 polip, 55 karsinomadan olusmus, poliplerden 67’si
adenomatoz polip (AP), 51’1 “serrated” polip (SP) olarak gruplanmis, karsinomalarin
29’u konvansiyonel karsinoma (KonCa), 26’s1 ise miisindz karsinoma (MiisCa)

olarak tiplendirilmistir. Polip ve karsinoma alt tiplerinin dagilimi Tablo 4.1°de

belirtilmistir.

Tablo 4.1. Calismada incelenen olgu gruplari

Tip (n)
TA 19
TVA 24
VA 24
HP 24
SSA 14
KSA 13
KonCa 29
MiisCa 26
TOPLAM 173

Poliplerde displazi varligi, karsinomalarda tiimor grade’i, lenfovaskiiler

invazyon varligt (LVI) ve TNM durumu ayrica belirlenmistir.
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Calismaya dahil edilen toplam 173 olgunun %31,8’1 kadin ve %68,2’si
erkektir. Polip olgularmin %281 kadin ve %72’si erkek; karsinoma olgularinin
%40°1 kadin ve %60°1 erkektir. Cinsiyet dagilimi agisindan polip ve karsinoma grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

Olgu alt tiplerinde cinsiyet dagilimi degerlendirildiginde TA’da erkek (%73,7
erkek, %26,3 kadin), TVA’da erkek (%75 erkek, %25 kadin), VA’da kadin (%45,8
erkek, %54,2 kadin), HP’de erkek (%95,8 erkek, %4,2 kadin), SSA’da erkek (%64,3
erkek, %35,7 kadin), KSA’da erkek (%76,9 erkek, %23,1 kadin), konCA’da erkek
(%55,2 erkek, %44,8 kadin), miisCA’da erkek (%65,4 erkek, %34,6 kadin)

predominansi oldugu izlenmistir.

TA, TVA ve KSA’da erkek oraninin VA’ya gore (p<0,05); HP’de erkek
oraninin VA (p<0,05), SSA (p<0,05), konCA (p<0,05) ve miisCA (p<0,05) ya gore
istatistiksel olarak anlamli 6lciide yiliksek oldugu saptanmistir. Polip ve karsinoma
gruplarina gore cinsiyet dagilimi Sekil 4.1; polip ve karsinoma alt tiplerine gore

cinsiyet dagilimi Sekil 4.2 ile gosterilmistir.

M Erkek
W Kadin

p>0,05

Adenomatoz "Serrated" KonCA MisCA
polip polip

Sekil 4.1. Polip ve karsinoma gruplarina gore cinsiyet dagilimi
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Sekil 4.2. Polip ve karsinoma alt tiplerine gdre cinsiyet dagilimi

Calismamizda yer alan olgularin yas dagiliminin 18-92 yas arasinda degistigi
goriilmiistiir. Polip grubunda yas dagilimi 28-92 arasinda degisirken (ortalama yas =
56,35+11,834), CA grubunda 18-82 (ortalama yas = 61,02+12,222) arasindadir. Tiim
olgularin yas ortalamasi 57,83+12,121 iken, kadinlarda 59,98+12,05, erkeklerde
56,83+12,07 olarak hesaplanmistir. Yas ortalama degerleri agisindan polip ve CA
gruplar1 arasinda izlenen fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Olgu
gruplarina gore yas ortalama degerleri Sekil 4.3’°te gosterilmistir.

100
80
M Polip
60 HCA
40 p>0,05

20

Yas Ortalamasi

Sekil 4.3 Olgu gruplarina gore yas ortalama degerleri
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Polip alt gruplar1 (AP ortalama yas = 58,72+13,40 — SP ortalama yas=
53,24+8,55) ve CA alt gruplart (KonCA ortalama yas = 61,24+9,93 - MiisCA
ortalama yas = 60,77+14,56) arasinda, yas ortalama degerleri agisindan anlaml1 fark
izlenmemistir.  Yas  ortalamalari, olgu gruplarina goére birbirleri ile
karsilagtirildiginda, SP grubu yas ortalamasmin konCA grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05). Polip ve CA gruplarina

gore yas ortalama degerleri Sekil 4.4’te gdsterilmistir.

M Polip ve karsinom alt
gruplarinagére yas ortalama
degeri

AP SP KonCA MusCA

Sekil 4.4. Polip ve karsinoma alt gruplarina gore yas ortalama degerleri

Yas ortalamalari, olgu alt tiplerine gore (TA = 55,89+14,201, TVA
57,83+13,157, VA = 61,83+12,920, HP = 49,71+5,583, SSA = 60,36+9,086, KSA
52,088,391, konCA = 61,249,934, misCA = 60,77+14,561) birbirleri ile
karsilastirildiginda; HP grubu yas ortalama degerinin, VA (p<0,05), konCA (p<0,05)

ve misCA (p<0,05) gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli Olglide diisiik
oldugu saptanmistir. Polip ve karsinoma alt tiplerine gore yas dagilimi araliklar1 ve

yas ortalama degerleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.2.  Polip ve karsinoma alt tiplerine gore yas dagilimi araliklari ve ortalama

degerleri

TiP (n) X+SD Min-Maks

TA 19 55,89+14,201 31-81
TVA 24 57,83+13,157 30-80
VA 24 61,83+12,920 28-92
HP 24 49,71+5,583 44-74
SSA 14 60,36+9,086 48-76
KSA 13 52,08+8,391 40-71
KonCA 29 61,24+9,934 39-78
MiisCA 26 60,77+14,561 18-92
TOPLAM 173 57,83+12,121 18-92

70%

60%
50%

40% M Polip ve
karsinom alt
tiplerine gore
yas ortalama
degerleri

30%
20%
10%

0%

< *p<0,05
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Sekil 4.5. Polip ve karsinoma alt tiplerine gore yas ortalama degerleri

Lokalizasyon agisindan, olgularimizin kolonun anatomik bolgelerine gore
dagilimlarinin  heterojen olmasi nedeniyle, istatistiksel analiz ve saglikh
degerlendirme yapilabilmesi icin, olgular sag ve sol kolon lokalizasyonuna gore
gruplandirilmistir. Buna gore, tiim olgularin %38,7’sinin sag kolon, %61,3’{iniin sol
kolon lokalizasyonunda yer aldigi saptanmistir. Olgu gruplarinin lokalizasyonlari
degerlendirildiginde, poliplerin %32,2’sinin sag kolon, %67,8’inin sol kolon;
CA’larin %52,7’sinin  sag kolon, %47,3’liniin sol kolon yerlesimli olduklar

izlenmigtir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Polip gruplarinin
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lokalizasyonlar1 degerlendirildiginde, AP’lerin %9 sag kolon, %91 sol kolon;
SP’lerin %62,7 sag kolon, %37,3 sol kolon lokalizasyonlu olduklar1 gériilmiistiir. Sol
kolon lokalizasyonlu AP’lerin orani, SP grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde (p<0,001) yiiksek bulunmustur. Ca gruplarinin lokalizasyonlar
degerlendirildiginde konCA grubunun (%48,3 sag kolon, %51,7 sol kolon), miisCA
grubuna oranla (%57,7 sag kolon, %42,3 sol kolon) daha fazla sol kolonda yerlesim
gosterdikleri izlenmis, fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Polip ve karsinoma gruplarmma gore lokalizasyon dagilimi Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

100
0
80
70
60
50
a0
30+
20+
10

B Sag Kolon

M Sol Kolon

*p<0,05

AP SP KonCA MusCA

Sekil 4.6. Polip ve karsinoma alt gruplarina gére lokalizasyon

Polip alt tiplerine bakildiginda, TA grubunun %73,7 sol kolon, TVA
grubunun %95,8 sol kolon, VA grubunun %2100 sol kolon, HP grubunun %79,2 sag
kolon, SSA grubunun %64,3 sol kolon, KSA grubunun %61,5 sag kolon
lokalizasyonlu olduklar1 goriilmiistiir. Olgu alt tipleri lokalizasyon agisindan
birbirleri ile karsilagtirildiginda TA grubu ile VA (p<0,05), HP (p<0,001), KSA
(p<0,05), konCA (p<0,05) gruplari; TA grubu ile HP (p<0,001), SSA (p<0,05), KSA
(p<0,001), konCA (p<0,001) ve miisCA (p<0,001) gruplari; VA grubu ile HP
(p<0,001), SSA (p<0,001), KSA (p<0,001), konCA (p<0,001), miisCA (p<0,001)
gruplart; HP grubu ile SSA (p<0,001) ve konCA (p<0,05) gruplar1 arasinda anlamli

istatistiksel fark izlenmis, diger alt tipler arasinda izlenen farklar istatistiksel olarak
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anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma alt tiplerinin sag ve sol

kolondaki lokalizasyonuna gore dagilimlar: Tablo 4.3te gosterilmistir.

Tablo 4.3.  Polip ve karsinoma alt tiplerinin sag ve sol kolon lokalizasyonuna gére

dagilimi

Yerlesim TA TVA | VA HP SSA KSA KonCA | MiisCA | TOPLAM
Sag kolon | (n) 5 1 0 19 5 8 14 15 67

% 26,3 4,2 - 79,2 35,7 61,5 48,3 57,7 38,7
Sol Kolon | (n) 14 23 24 5 9 5 15 11 106

% 73,7 95,8 100 20,8 64,3 38,5 51,7 42,3 61,3
TOPLAM (n) 19 24 24 24 14 13 29 26 173

% 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tim olgular degerlendirildiginde polip c¢aplariin 2-60 mm. arasinda
(ortalama ¢ap = 10,7048,28), timor ¢aplarinin ise 10-160 mm. arasinda (ortalama
cap = 56,304+28,28) degistigi goriilmiistiir. Polip ¢api, CA ¢apindan istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide disiiktiir (p<0,001). Olgu gruplarina bakildiginda, ortalama
cap AP’lerde 14+8,96, SP’lerde 6,3+4,5, konCA grubunda 49,79+£27,74, miisCA
grubunda 63,57426,77 olarak belirlenmistir. Her iki polip grubunda cap, her iki
karsinoma grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda (p<0,001) disiik
bulunmustur. Polip alt tipleri degerlendirildiginde, en biiyiik capa sahip poliplerin
VA (18,54+12,39) grubuna ait olduklar1 ve bunlar1 azalan sekilde TVA (13+£5,33),
TA (9,52+3,47), KSA (10,23+5,46), SSA (7,14+4,62) ve HP (3,83+1,49) grubu
poliplerin izledigi goriilmiistiir. Buna gbre hiperplastik polipten, AP ve CA grubuna
dogru gittikge olgularin c¢aplarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
saptanmistir (p<0,05). Ayrica polip capt ortalama degerinin, displazi gosteren
poliplerde (15,75+7,70) displazi gostermeyen poliplere oranla, daha yiliksek oldugu
gozlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0,001). Cap ortalama degeri
acisindan konCA (49,79+£27,74) ve misCA (63,57+£22,92) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA alt tiplerine gore

cap Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Polip ve karsinoma alt tiplerine gore ¢cap (mm.)

TiP (n) X +SD Min-Maks.
TA 19 9,52+3,47 5-17
TVA 24 13+5,33 2-25
VA 24 18,54+12,39 3-60

HP 24 3,83+1,49 2-8
SSA 14 7,14+4,62 3-20
KSA 13 10,23+5,46 4-20
KonCA 29 49,79+27,74 10-160
MiisCA 26 63,57+£22,92 30-110
Toplam 173 25,20+£26,77 2-160

Polipler, displazi varlig1 agisindan degerlendirildiginde, %37.3’linde displazi
saptanmistir.  AP’lerin  %56,7’sinde, SP’lerin %11,8’inde displazi saptanmistir.
APlerde izlenen displazi orani, “serrated” poliplerde izlenen displazi oranlarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0,001). Polip gruplarinda displazi

oranlar sekil 4.7°de gosterilmistir.

90 A

80 A

70 A

60 '/

50 - W Displazivar

40 - M Displaziyok

30 p<0,05

20 A

Adenomatoz polip "Serrated" polip Toplam

Sekil 4.7. Polip gruplarinda displazi oranlar1

Polip alt tipleri tek tek ele alindiginda, en yiiksek oranda displazi VA (%79,2)
grubunda bulunmakta, bunu sirasiyla TVA (%50), TA (36,8), KSA (%30,8) ve SSA
(14,3) gruplan izlemektedir. Bu alt tipler arasinda VA ile TVA (p<0,05), TA
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(p<0,001), KSA (p<0,001), SSA (p<0,001) ve HP (p<0,001) arasinda izlenen fark ve
TVA ile SSA (p<0,05) arasinda izlenen fark, istatistiksel olarak anlamlidir. Polip alt

tiplerinin displazi derecelerine gére dagilimi Tablo 4.5 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Polip alt tiplerinde displazi

TA 7 36,8 12 63,2 19 100
TVA 12 50,0 12 50,0 24 100
VA 19 79,2 5 20,8 24 100
HP 0 - 24 100,0 24 100
SSA 2 14,3 12 85,7 14 100
KSA 4 30,8 9 69,2 13 100
TOPLAM 44 37,3 74 62,7 118 100
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50 M Displazi var

40 M Displazi yok
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20 *p<0,001
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Sekil 4.8. Polip alt tiplerinde displazi oranlar1

Karsinomalar diferansiyasyon agisindan degerlendirildiginde olgularin %3.6
oraninda grade 1, %47.3 oraninda grade 2, %49,1 oraninda ise grade 3 ozellikte
olduklar;; KonCA grubunda bulunan olgularin %6,9 oraninda grade 1, %86,2

oraninda grade 2, %6,9 oraninda grade 3 Ozellikte olduklari; miisCA grubunda
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bulunan olgularin ise %3,8 oraninda grade 2, %96,2 oraninda grade 3 ozellikte

olduklar1 saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,001). CA

olgularinin grade dagilimi Sekil 4.9°da gosterilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

M Grade 1

B Grade 2

[0 Grade 3

p<0,001

KonCA MiisCA Toplam

Sekil 4.9. Karsinoma gruplarinda grade dagilimi

CA vakalarinda LVI degerlendirilmis ve %30.9 vakada LVI bulundugu

gbzlenmistir. KonCA grubunda LVI oram1 %41,4 iken, miisCA grubunda LVI orani

%19,2 olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

CA olgularinin %5,5’1 T2, %83,6’s1 T3, %10,9’u T4; konCA’larin %6,9’u

T2, %86,2’s1 T3, %6,9’u T4; miisCA’larin %3,8’1 T2, %80,8’1 T3, %15,4’1 T4

ozelliktedir. Ca olgularinin T degeri dagilimlar1 Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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| T2
mT3
T4

p>0,05

KonCA MusCA CAToplam

Sekil 4.10. Karsinoma gruplarinda tiimdr invazyon derinligi oranlari

Tiim karsinoma olgularinin %50.9’unda lenf nodu metastazi bulunmaktadir.
Olgularim %27.3’4 N1, %23.6’s1 N2 kategoridedir. KonCA grubunda, lenf nodu
metastaz orant %48,3 (%31 N1, %17,3 N2) iken, misCA grubunda, lenf nodu
metastaz orant % 53,8 (%23,1 N1, %30,7 N2) olarak hesaplanmigtir. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). CA olgularinda N durumu dagilimlar

oranlar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

H NO
B N1
@ N2

p>0,05

KonCA MusCA CAToplam

Sekil 4.11. Karsinoma gruplarinda lenf nodu metastaz dagilimi
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CA olgularinin % 16,4’linde uzak organ metastazi bulunmaktadir. KonCA
grubunda uzak organ metastazi orani %20,7 iken miisCA grubunda uzak organ
metastazt oram1 %11,5 olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05). Karsinoma olgularinda metastaz dagilimi oranlar1 Sekil 4.12°de

gosterilmistir.

B Mx
M1

P>0,05

KonCA MusCA CAToplam

Sekil 4.12. Karsinoma gruplarinda uzak organ metastaz dagilimi

4.2. IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME SONUCLARI
4.2.1. RAS-RAF-MAPK Arayolunda Yer Alan Molekiiller
4.2.1.1. MEK1 Ekspresyonu

MEKI1 ile yapilan incelemede tiim olgularin %93,6’sinda; poliplerin
%95,7’sinde, CA’larin %89,1’inde ekspresyon izlenmistir. Ekspresyon oram
acisindan gruplar arasinda anlamhi fark goézlenmemistir (p>0,05). MEK1
ekspresyonu ile ilgili sonuglar polip gruplarina gore degerlendirildiginde (AP %93,8,
SP %98) anlamli istatistiksel fark izlenmemistir (>0,05). CA alt gruplar1 (konCA
%93,1, miisCA %384,6) arasinda ekspresyon oranlar1 agisindan anlamli fark

gozlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA alt gruplart birbirleri ile karsilagtirildiginda,
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gruplar arasinda MEK1 ekspresyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaktadir (p>0,05). Polip alt tipleri birbiri ile karsilagtirlldiginda, TA
(%84,2), TVA (%100), VA (%95,5), HP (%95,8), SSA (%100) ve KSA (%100)

gruplarinda izlenen MEK1 ekspresyon oranlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmamuistir (p>0,05). Polip ve karsinoma gruplarinda MEK1 ekspresyonu

Tablo 4.6 ve Sekil 4.13’te gosterilmistir.

Tablo 4.6. Polip ve karsinoma gruplarinda MEK 1 ekspresyonu

AP 4 6,2 61 938 65 100
“Serrated” Polip 1 2 50 98 51 100
KonCA 2 69 27 931 29 100
MiisCA 4 154 22 846 26 100
TOPLAM 11 64 160 93,6 171 100
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Sekil 4.13. Polip ve karsinoma gruplarinda MEK1 ekspresyonu

MEKI1 ekspresyon paternine bakildiginda, olgularin %6,4’iinde fokal,
%87,1’inde diffiiz; poliplerin %9,5’inde fokal, %86,2’sinde diffiiz; CA grubunun
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%89,1’inde diffiiz ekspresyon izlenmistir. MEK 1 yayginlig1 acisindan CA grubunda,
polip grubuna oranla diffliz ekspresyon oraninin yiikksek oldugu saptanmistir
(p<0,05). Polip gruplar1 degerlendirildiginde, AP (%84,6 diffiiz) ve SP (%88,2
diffiiz) arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). CA alt gruplarina bakildiginda,
konCA (%93,1 diffiiz) ve miisCA (%84,6 diffliz) arasinda benzer bulgular
izlenmistir (p>0,05). Polip alt gruplart CA alt gruplari ile karsilagtirildiginda anlaml
fark gozlenmemistir (p>0,05).

Polip alt tiplerinde MEKI1 ekspresyon paterni degerlendirildiginde, TA
(%15,8 negatif, 26,3 fokal, %57,9 diffiz), TVA (%4,2 fokal, %95,8 diffiiz), VA
(%4,5 fokal, %95,5 diffiz), HP (%4,2 negatif, %16,7 fokal, %79,2 diffiiz), SSA
(%7,1 fokal, %92,9 diffiiz), KSA (%100 diffiiz) gruplar1 arasinda sirasiyla KSA,
TVA, VA ve SSA gruplarinda diffiiz ekspresyon orant TA ve HP gruplarina gore
fazla bulunmakla birlikte, izlenen farklar istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

Olgularin %36,8’inde hafif siddette, %47,4’linde orta siddette, %9,4’linde
siddetli; poliplerin %41,4’linde hafif siddette, 45,7 sinde orta siddette, %8,6’sinda
siddetli; CA olgularinin %27,3’linde hafif siddette, %50,9’unda orta siddette,
%10,9’unda ise siddetli MEK1 ekspresyonu mevcuttur. Bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05).

MEKI1 ekspresyon siddeti ortalama degerleri, genel olarak tiim olgularda
1,60+0,748; poliplerde 1,59+0,711, CA’larda 1,62+0,828 olarak hesaplanmistir.
Polip ve CA grubu arasinda, MEK1 ekspresyon siddeti ortalama degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Polip gruplan
degerlendirildiginde, AP (1,60+0,766) grubunda ekspresyon siddeti SP (1,57+0,640)
grubuna benzer bulunmustur (p>0,05). CA tiplerine bakildiginda konCA
(1,72+0,751) ve misCA (1,50+0,906) gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). Polip gruplart CA gruplan ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).

Polip tipleri tek tek degerlendirildiginde, MEK1 ekspresyon siddeti ortalama
degeri TA grubunda 1,32+0,820, TVA grubunda 1,83+0,761, VA grubunda
1,59+0,666, HP grubunda 1,25+0,532, SSA grubunda 1,79+0,699, KSA grubunda
1,92+0,494 olarak hesaplanmistir. Polip ve CA alt tipleri birbirleri ile
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karsilastirildiginda TA grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri KSA (p<0,05); HP
grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri TVA (p<0,05), KSA (p<0,01), konCA

(p<0,05) gruplarma gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Polip ve karsinoma

alt tiplerinde, MEK1 ekspresyon siddeti oranlari Tablo 4.7; polip ve karsinoma alt

tiplerinde MEK 1 ekspresyon siddeti ortalama degerleri Tablo 4.8’de gdsterilmistir.

Tablo 4.7. Polip ve karsinoma alt tiplerinde MEK 1 ekspresyon siddeti oranlari

i 0 1 2 3 TOPLAM
n % n % n % n % n %
TA 3 158 8 421 7 36,8 1 53 19 100
TVA 0 0 9 375 10 41,7 5 20,8 24 100
VA 1 4,5 8 364 12 545 1 45 22 100
HP 1 4,2 16 66,7 7 29,2 0 0 24 100
SSA 0 0 5 357 7 50,0 2 143 14 100
KSA 0 0 2 154 10 76,9 1 7,7 13 100
KonCA 2 6,9 7 24,1 17 58,6 3 10,3 29 100
MiisCA 4 15,4 8 30,8 11 42,3 3 11,5 26 100
TOPLAM 11 6,4 63 36,8 81 474 16 94 171 100
Tablo 4.8. Polip ve karsinoma alt tiplerinde MEK1 ekspresyon siddetinin
ortalamalari
TiP (n) X+ SD Min-Maks.
TA 19 1,32+0,820 0-3
TVA 24 1,83+0,761 1-3
VA 22 1,59+0,666 0-3
HP 24 1,25+0,532 0-2
SSA 14 1,79+0,699 1-3
KSA 13 1,92+0,494 1-3
KonCA 29 1,72+0,751 0-3
MiisCA 26 1,50+0,906 0-3
TOPLAM 171 1,600,748 0-3

MEK1 ekspresyonu, genel olarak %95,6 olguda S, %1,3 olguda N, %3,1
olguda N+S lokalizasyonda; poliplerde %97,3 olguda S, %1,8 olguda N, %0,9
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olguda N+S lokalizasyonda; CA’larda %91,8 olguda S, %8,2 olguda N+S
lokalizasyonda izlenmistir. Gruplar arasinda izlenen lokalizasyon farklari istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,05). Polip gruplar;, MEKI ekspresyonunun hiicresel
lokalizasyonuna gore degerlendirildiginde, AP (%95,1 S, %3,3 N, %]1,6) ve SP
(%100 S) gruplari arasinda anlamli fark saptanmamistir (p>0,05). CA tiplerine
bakildiginda konCA (%85,2 S, %14,8 N+S) ve miisCA (%100 S) gruplarinda izlenen
hiicre i¢i lokalizasyonlara ait istatistiksel degerlendirme, N+S boyanma gdsteren
olgulardaki say1 azligi sebebiyle yapilamamistir. Polip gruplariin CA gruplari ile
karsilastirilmas1 sonras1 ayni nedenle istatistiksel degerlendirme yapilamamustir.
Polip tipleri degerlendirildiginde TA (%81,3 S, %12,5 N, %6,3 N+S), TVA (%100
S), VA (%100 S), HP (%100 S), SSA (%100 S), KSA (%100 S) arasinda izlenen
farklar ve bunlarin CA grubunda izlenen oranlara olan farklar istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma alt tiplerinde MEKI
ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Tablo 4.9; polip ve karsinoma gruplarinda MEK1

ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Sekil 4.14’te gosterilmistir.

Tablo 4.9. Polip ve karsinoma alt tiplerinde MEKI1 ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlar1
MEK1 LOKALIZASYONU
TiP S N N+S Min-Maks.
4 (n) % (n) % (n) %

TA 16 13 81,3 2 12,5 1 6,3 0-3
TVA 24 24 100 0 0 0 0 1-3
VA 21 0 0 15 62,5 9 37,5 0-3
HP 23 23 100 0 0 0 0 1-3
SSA 14 14 100 0 0 0 0 1-3
KSA 13 13 100 0 0 0 0 1-3
KonCA 27 23 85,2 0 0 4 14,8 0-3
MiisCA 22 22 100 0 0 0 0 1-3
TOPLAM 160 153 95,6 2 1,3 5 3,1 0-3
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Sekil 4.14. Polip ve karsinoma gruplarinda MEK 1 ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi

Displaziye gore yapilan incelemede, MEK1 ekspresyon siddeti ortalama degert,
displazi gosteren poliplerde (1,60+0,623), displazi géstermeyen poliplere (1,58+0,762)
benzer olarak hesaplanmistir (p>0,05). Displazi gosteren 1 SSA olgusunda, displastik
odakta, belirgin niikkleer membran ekspresyonu izlenmis, fakat bu durum istatistiksel
analize olanak vermemistir. Polip grubunda, cap arttikca, MEK1 ekspresyon siddetinin
arttig1 (r=0,196, p<0,05) gézlenmistir.

CA grubunda, LVI pozitif olgularda (1,59+0,712) ve LVI negatif olgularda
(1,63+0,883) benzer siddette MEKI1 ekspresyon siddetleri izlenmis, anlamli fark
gbzlenmemistir (p>0,05).

Timor grade, T ve N durumuna goére yapilan incelemede, bu ili¢ parametre ile,
MEK1 ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilagtirmali incelemede, M1 grubu olgularda (1,67+0,866) ve
Mx olgularda (1,61£0,829) izlenen ekspresyon siddetleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, MEKI1 ekspresyon siddeti
ortalamasi sag kolonda (1,48+0,636), sol kolonda (1,67+0,806) olarak hesaplanmuistir.
Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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TA-MEK1 ekspresyonu (x200) TVA-MEKT1 ekspresyonu (x200)

b/ R | T2 T/
VA-MEKZ1 ekspresyonu (x200) HP-MEK1 ekspresyonu (x200)

KonCA-MEK?1 ekspresyonu (x200)
Resim 4.1. Olgu Tiplerinde MEK1 Ekspresyonu
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4.2.1.2. ERK1 Ekspresyonu

ERK1 ile yapilan immiinhistokimyasal incelemede, tiim olgularin
%97,1’inde; polip vakalarinin %98,3’iinde, CA vakalarinin %94,5’inde ERK1
ekspresyonu izlenmistir. Ekspresyon orani agisindan gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmemistir (p>0,05). ERK1 ekspresyonu ile ilgili sonuglar, polip gruplarina gore
degerlendirildiginde (AP %96,9, SP %100), gruplar arasinda ERKI1 ekspresyon
yaygilig1 acisindan anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05). ERK1 ekspresyonu ile
ilgili sonuglar, CA alt gruplarina gore degerlendirildiginde, gruplar arasinda (konCA
%96,6, miisCA 9%92,3) ERKI1 ekspresyon yayginligi agisindan anlamli fark
gozlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA alt gruplar1 birbirleri ile karsilagtirildiginda,
gruplar arasinda ERK1 ekspresyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark

izlenmemistir (p>0,05).

Polip alt tipleri birbiri ile karsilastirildiginda, TA (%94,7), TVA (%100), VA
(%95,8), HP (%100), SSA (%100) ve KSA (%100) gruplarinda izlenen ERK1

ekspresyon oranlar1 birbirleriyle benzer bulunmustur (p>0,05).
ERK1 ekspresyonu, ekspresyon gosteren tiim olgularda diffiiz karakterdedir.

Polip ve karsinoma gruplarinda ERK1 ekspresyon durumu Tablo 4.10 ve

Sekil 4.15°te gosterilmistir.

Tablo 4.10. Polip ve karsinoma gruplarinda ERK1 ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
ERK1

n % n % n %
AP 2 31 63 96,9 65 100
“Serrated” Polip 0 0O 51 100 51 100
KonCA 1 34 28 96,6 29 100
MiisCA 2 1,7 24 92,3 26 100
TOPLAM 5 29 166 97,1 171 100
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Sekil 4.15. Polip ve karsinoma gruplarinda ERK1 ekspresyonu

Olgularin %25,7’sinde hafif siddette, %57,9’unda orta siddette, %13,5’inde
siddetli; poliplerin %22,4’linde hafif siddette, 60,3’linde orta siddette, %15,5’inde
siddetli; CA olgularinin %32,7’sinde hafif siddette, %52,7’sinde orta siddette,
%9,1’inde ise siddetli ekspresyon mevcuttur. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).

ERK1 ekspresyon siddeti ortalama degerleri genel olarak tiim olgularda
1,82+0,692, poliplerde 1,90+0,664, CA’larda 1,65+0,726 olarak hesaplanmistir.
Polip grubunda saptanan ERK1 ekspresyon siddeti, CA grubuna oranla yiiksektir. Bu
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p>0,05). Polip gruplar1 degerlendirildiginde, AP
(1,85+0,643) grubunda ekspresyon siddeti, SP (1,96+0,692) grubuna benzer
bulunmustur (p>0,05). CA tiplerine bakildiginda, konCA (1,86+0,743) grubuna ait
ortalama ekspresyon siddeti, miisCA (1,42+0,643) grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). Polip gruplari, CA gruplarn ile
karsilastirildiginda AP ile miisCA (p<0.05) ve SP ile miisCA (p<0,05) gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir.

Polip tipleri tek tek degerlendirildiginde, ERK1 ekspresyon siddeti ortalama
degeri, TA grubunda 1,790,631, TVA grubunda 1,77+£0,528, VA grubunda
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1,960,751, HP grubunda 1,54+0,588, SSA grubunda 2,43+0,646, KSA grubunda
2,23+0,439 olarak hesaplanmistir. Polip alt tipleri, birbileri ve CA gruplan ile
karsilastirildiginda, VA grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, HP (p<0,05) ve
miisCA (p<0,01), SSA grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, TA (p<0,05), TVA
(p<0,05), HP (p<0,001), konCA (p<0,05) ve miisCA (p<0,001); KSA grubu
ekspresyon siddeti ortalama degeri, HP (p<0,01) ve miisCA (p<0,01) gruplarina

oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Polip ve karsinoma alt tiplerinde, ERK1 ekspresyon siddeti oranlari Tablo
4.11, polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK1 ekspresyon siddeti ortalama degerleri
Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.11. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK 1 ekspresyon siddeti oranlari

ERK1 0 1 2 3 TOPLAM
n % n % n % n % n %
TA 1 53 3 158 14 73,7 1 53 19 100
TVA 0 0 6 273 15 68,2 1 45 22 100
VA 1 42 4 16,7 14 58,3 5 20,8 24 100
HP 0 O 12 50,0 11 45,8 1 42 24 100
SSA 0 0 1 71 6 429 7 50,0 14 100
KSA 0 0 0 0 10 76,9 3 231 13 100
KonCA 1 34 7 241 16 55,2 5 17,2 29 100
MiisCA 2 1,7 11 42,3 13 50 0 0 26 100
TOPLAM 5 29 44 25,7 99 57,9 23 13,5 171 100
Tablo 4.12. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERKI1 ekspresyon siddetinin
ortalamalari

TiP (n) X+ SD Min-Maks.
TA 19 1,79+0,631 0-3
TVA 22 1,77+0,528 1-3
VA 24 1,960,751 0-3
HP 24 1,5440,588 1-3
SSA 14 2,4340,646 1-3
KSA 13 2,23+0,439 2-3
KonCA 29 1,860,743 0-3
MiisCA 26 1,42+0,643 0-2
TOPLAM 171 1,8240,692 0-3
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ERK1 ekspresyonu, genel olarak %41,6 olguda S, %2,4 olguda N, %56
olguda N+S lokalizasyonda, poliplerde %32,5 olguda S, %1,8 olguda N, %65,8
olguda N+S lokalizasyonda, CA grubunda %61,5 olguda S, %3,8 olguda N, %34,6
olguda N+S lokalizasyonda izlenmistir. Gruplar arasinda izlenen lokalizasyon
farklar1  istatistiksel =~ olarak  anlamlidir  (p<0,001).  Polip  gruplar,
ERK1 ekspresyonunun hiicresel lokalizasyonuna gore degerlendirildiginde, AP
(%49,2 S, %3,2 N, %47,6 N+S) ve SP (%11,8 S, %88,2 N+S) gruplar1 arasinda
izlenen fark istatistiksel olarak anlamlidir (p>0,001). CA tiplerine bakildiginda,
konCA (%64,3 S, %3,6 N, %32,1 N+S) ve miisCA (%58,3 S, %4,2 N, %37,5 N+S)
gruplarinda izlenen hiicre i¢i lokalizasyonlara ait fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05). Polip gruplari CA tipleri ile karsilastirildiginda SP ile konCA
(p<0,001) ve miisCA (p<0,001) arasinda izlenen farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Polip tipleri degerlendirildiginde, TA (%72,2 S, %5,6 N, %22,2 N+S),
TVA (%59,1 S, %40,9 N+S), VA (%21,7 S, %4,3 N, %73,9 N+S), HP (%125 S,
%87,5 N+S), SSA (%21,4 S, %78,6 N+S), KSA (%100 N+S) arasinda izlenen
farklar ve bunlarin CA grubunda izlenen oranlara olan farklari istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERKI
ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Tablo 4.13, polip ve karsinoma gruplarinda ERK1

ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Sekil 4.16°da gosterilmistir.

Tablo 4.13. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK1 ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlar1
ERK1 LOKALIZASYONU
TiP ) S N N+S Min-Maks.
(n) % (n) % (n) %

TA 18 13 72,2 1 5,6 4 22,2 0-3
TVA 22 13 59,1 0 0 9 40,9 1-3
VA 23 5 21,7 1 4,3 17 73,9 0-3
HP 23 3 12,5 0 0 21 87,5 1-3
SSA 14 3 21,4 0 0 11 78,6 1-3
KSA 13 0 0 0 0 13 100 1-3
KonCA 28 18 64,3 1 3,6 9 32,1 0-3
MiisCA 24 14 58,3 1 4,2 9 37,5 0-3
TOPLAM 166 69 41,6 4 2,4 93 56 0-3
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Sekil 4.16. Polip ve karsinoma gruplarinda ERK1 ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi

Displaziye gore yapilan incelemede, ERKI1 ekspresyon siddeti ortalama
degeri, displazi gosteren poliplerde (2,05+0,661) displazi gdstermeyen poliplere
(1,81+0,655) oranla yiiksek olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05). Polip grubunda, cap arttikga ERK1 ekspresyon siddetinin arttig1
(r=0,269, p<0,001) gozlenmistir.

CA grubunda, LVI pozitif olgularda (1,94+0,659) ve LVI negatif olgularda
(1,53+0,725) ERKI1 ekspresyon siddetleri arasinda anlamli fark gozlenmemistir
(p>0,05).

Timor grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu ii¢ parametre ile
ERK1 ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilastirmali incelemede M1 grubu olgularda (1,78+1,093)
ve Mx olgularda (1,63+£0,645) izlenen ekspresyon siddetleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark izlenmemistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, ERKI1 ekspresyon siddeti
ortalamasi, sag kolonda (1,73+0,665), sol kolonda (1,88+0,706) olarak
hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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4.2.1.3. ERK2 Ekspresyonu

ERK2 ile yapilan incelemede, olgularin %74,3’linde; polip vakalarinin
%79,5’inde, CA vakalarmin %63,6’sinda ERK2 ekspresyonu izlenmistir. Polip
grubunda izlenen ekspresyon orani, CA grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
ol¢iide fazladir (p<0,05). ERK2 ekspresyonu ile ilgili sonuglar polip gruplarina gore
degerlendirildiginde, %95,3 AP, %60,8 SP’de ekpresyon gbzlenmis ve AP grubunda
izlenen oran, SP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,001). CA gruplart1 arasinda, ERK2 ekspresyon orani
degerlendirildiginde, konCA (%58,6) ve miisCA (%69,2) arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA alt gruplari, birbirleri ile
karsilastirildiginda, AP’lerde izlenen ekspresyon orani, “serrated polip”ler (p<<0,001),
konCA (p<0,001) ve miisCA grubunda (p<0,001) izlenen orandan anlamli olarak
yiiksektir. Polip alt tipleri birbiri ile karsilastirildiginda, TA (%89,5), TVA (%100),
VA (%95,8), HP (%58,3), SSA (%71,4) ve KSA (%53,8) gruplarinda ERK2
ekspresyon oranlari arasinda izlenen farklar istatistiksel olarak anlamh

bulunmamastir (p>0,05).
ERK2 ekspresyonu, ekspresyon gosteren tiim olgularda diffiiz karakterdedir.

Polip ve karsinoma gruplarinda ERK2 ekspresyon durumu Tablo 4.14 ve

Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Tablo 4.14. Polip ve karsinoma gruplarinda ERK2 ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
ERK2

n % n % n %
AP 3 47 61 953 64 100
“Serrated” Polip 20 39,2 31 60,8 51 100
KonCA 12 414 17 58,6 29 100
MiisCA 8 308 18 69,2 26 100
TOPLAM 43 253 127 74,7 170 100
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Sekil 4.17 . Polip ve karsinoma gruplarinda ERK2 ekspresyonu

ERK2 ile, olgularin %43,1’inde hafif siddette, %22,8’inde orta siddette,
%8,4’linde siddetli; poliplerin %41,1’inde hafif siddette, 27,7°sinde orta siddette,
%10,7’sinde siddetli; CA olgularinin %47,3’linde hafif siddette, %12,7’sinde orta
siddette, %3,6’sinda ise siddetli ekspresyon mevcuttur.

ERK?2 ekspresyon siddeti ortalama degeri, genel olarak tiim olgularda
1,14+0,898; poliplerde 1,29+0,915, CA’larda 0,8440,788 olarak hesaplanmistir.
Poliplerde izlenen ekspresyon siddetinin CA grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli  derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05). Polip gruplan
degerlendirildiginde, AP (1,77+0,824) grubuna ait ortalama ekspresyon siddetinin SP
(0,71£0,642) grubuna ait ortalama degerden yiiksek oldugu izlenmektedir. Bu fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). CA tiplerine bakildiginda, konCA
(0,72+0,751) ve miisCA (0,96+0,824) arasinda anlamh fark izlenmemistir (p>0,05).
Polip gruplar1 CA tipleri ile karsilastirildiginda, AP grubuna ait ortalama ekspresyon
siddeti, konCA (p<0,001) ve miisCA (p<0,001) ya gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksektir.

Polip alt tiplerinde ERK2 ekspresyon siddeti ortalama degeri, TA grubunda
1,79+0,976, TVA grubunda 1,830,786, VA grubunda 1,71+0,751, HP grubunda
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0,71£0,690, SSA grubunda 0,79+0,579, KSA grubunda 0,62+0,650 olarak
hesaplanmistir. Polip alt tipleri birbirleri ve CA gruplan ile karsilastirildiginda, TA
grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, HP (p<0,001), SSA (p<0,01), KSA
(p<0,001), konCA (p<0,001) ve miisCA (p<0,01); TVA grubu ekspresyon siddeti
ortalama degeri, HP (p<0,001), SSA (p<0,01), KSA (p<0,001), konCA (p<0,001) ve
miisCA (p<0,01); VA grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, HP (p<0,001), SSA
(p<0,01), KSA (p<0,001), konCA (p<0,001) ve miisCA (p<0,01) gruplarina goére

anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2

ekspresyon siddeti oranlar1 Tablo 4.15, polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2

ekspresyon siddetinin ortalama degerleri Tablo 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.15. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2 ekspresyon siddeti oranlari

ERK2 0 1 2 3 TOPLAM

n % n % n % n % n %

TA 2 105 26,3 36,8 5 26,3 19 100
TVA 0 0 38,9 7 389 4 2272 18 100
VA 1 4.2 33,3 12 50,0 3 125 24 100
HP 10 41,7 11 45,8 3 125 0 O 24 100
SSA 4 28,6 9 64,3 1 71 0 0 14 100
KSA 6 46,2 6 46,2 1 7,7 0 0 13 100
KonCA 12 414 14 48,3 2 69 1 34 29 100
MiisCA 8 30,8 12 46,2 5 1972 1 38 26 100
TOPLAM 43 25,7 72 43,1 38 22,8 14 84 167 100

Tablo 4.16. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2 ekspresyon siddetinin

ortalamalari
TipP (n) X+ SD Min-Maks.
TA 19 1,79+0,976 0-3
TVA 18 1,830,786 1-3
VA 24 1,71+0,751 0-3
HP 24 0,7120,690 0-2
SSA 14 0,79+0,579 0-2
KSA 13 0,620,650 0-2
KonCA 29 0,72+0,751 0-3
MiisCA 26 0,960,824 0-3
TOPLAM 167 1,14+0,898 0-3
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ERK2 ekspresyonu, genel olarak %28,0 olguda N, %72,0 olguda N+S
lokalizasyonda poliplerde %23,9 olguda N, %76,1 olguda N+S lokalizasyonda,
CA’larda %36.,4 olguda N, %63,6 olguda N+S lokalizasyonda izlenmistir. Hiicre i¢i
ekspresyonun lokalizasyonlarinin olgu gruplarima gore dagilimi karsilastirildiginda,
polip ve CA grubu arasinda izlenen fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
Polip gruplart karsilagtirildiginda, AP (%11,3 N, %88,7 N+S) ve SP (%39,2 N,
%60,8 N+S) arasinda izlenen hiicre i¢i lokalizasyon farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). CA tiplerine bakildiginda, konCA (%41,4 N, %58,6 N+S) ve
miisCA (%30,8 N, %69,2 N+S) arasinda benzer bulgular izlenmistir (p>0,05). Polip
gruplar;, CA tipleriyle karsilastirildiginda AP ile konCA (p<0,001) ve misCA
(p<0,001) arasinda anlaml fark saptanmistir. Polip tipleri degerlendirildiginde TA
(%100 N+S), TVA (%14,3 N, %85,7 N+S), VA (%16,7 N, %83,3 N+S), HP (%41,7
N, %58,3 N+S), SSA (%28,6 N, %71,4 N+S), KSA (%46,2 N, %53,8 N+S) arasinda
izlenen farklar ve bunlarm CA grubunda izlenen oranlara olan farklari istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2 ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi
Tablo 4.17; polip ve karsinoma gruplarinda ERK2 ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi

Sekil 4.18°de gosterilmistir.

Tablo 4.17. Polip ve karsinoma alt tiplerinde ERK2 ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlar1
ERK2 LOKALIZASYONU
TiP N N+S Min-Maks.
™ T T % ") %

TA 17 0 0 17 100 0-3
TVA 21 3 14,3 18 85,7 0-3
VA 24 4 16,7 20 83,3 0-3
HP 24 10 41,7 14 58,3 0-3
SSA 14 4 28,6 10 71,4 1-3
KSA 13 6 46,2 7 53,8 0-3
KonCA 29 12 41,4 17 58,6 0-3
MiisCA 26 8 30,8 18 69,2 0-3
TOPLAM 168 47 28 121 72 0-3
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Sekil 4.18. Polip ve karsinoma gruplarinda ERK2 ekspresyonunun hiicre i¢i

dagilim1

Displaziye gore yapilan incelemede, ERK2 ekspresyon siddeti ortalama
degeri, displazi gosteren poliplerde (1,59+0,805), displazi gostermeyen poliplere
(1,11+0,934) oranla yiiksek olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05). Polip grubunda ¢ap arttikca ERK2 ekspresyon siddetinin arttig
(r=0,346, p<0,001) gozlenmistir.

CA grubunda, LVI pozitif olgularda (1,06+0,659) ve LVI negatif olgularda
(0,740+0,828) ERK2 ekspresyon siddetleri arasinda anlamli fark gézlenmemistir
(p>0,05).

Tiimdr grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu {i¢ parametre ile
ERK?2 ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilastirmali incelemede, M1 grubu olgular (1,00+0,500) ve
Mx grubu olgular (0,800+0,833) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

izlenmemistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, ERK2 ekspresyon siddeti
ortalamasi, sag kolonda (0,89+0,767), sol kolona (1,30+0,944) oranla yiiksek

bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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4.2.2. PIBK-AKT-mTOR Arayolu
4.2.2.1. PI3K Ekspresyonu

PI3K ile olgularin %95,8’inde, polip vakalarinin %95.6’sinda, CA
vakalarinin %96.4’iinde ekspresyon izlenmistir. Olgularda, epitel hiicreleri, stromal
hiicreler ve inflamatuar hiicrelerde de ekspresyon izlenmistir. Ekspresyon orani
acisindan gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05). PI3K ekspresyonu
ile ilgili sonuglar polip gruplarina gore degerlendirildiginde, AP (%95,2) ve SP
(%96,1) gruplarinda benzer ekspresyon orani saptanmistir (p>0,05). CA gruplari
arasinda, PI3K ekspresyon orani (konCA %96,6, miisCA 9%96,2) agisindan anlamli
fark gozlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA alt gruplart birbirleri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda PI3K ekspresyon oranlarinda istatistiksel olarak
anlaml fark izlenmemistir (p>0,05). Polip alt tipleri birbiri ile karsilagtirildiginda,
TA (%93,3), TVA (%95,7), VA (%95,8), HP (%95,8), SSA (%100) ve KSA (%92,3)
gruplarinda izlenen PI3K ekspresyon oranlari arasinda izlenen farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma gruplarinda PI3K

ekspresyon durumu Tablo 4.18 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Tablo 4.18. Polip ve karsinoma gruplarinda PI3K ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
PI3K

n % n % n %
AP 3 48 59 9572 62 100
“Serrated” Polip 2 39 49 96,1 51 100
KonCA 1 34 28 96,6 29 100
MiisCA 1 38 25 96,2 26 100
TOPLAM 7 42 161 958 168 100
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Sekil 4.19. Polip ve karsinoma gruplarinda PI3K ekspresyonu

PI3K ekspresyonu, ekspresyon gosteren tiim olgularda diffiiz karakterdedir.
PI3K ile olgularin %4,2’sinde ekspresyon bulunmamaktadir. Olgularin %58,3’linde
hafif siddette, %33,9’unda orta siddette, %3,6’sinda siddetli; poliplerin %62,8’inde
hafif siddette, %31’inde orta siddette, %1,8’inde siddetli; CA’larin %49,1’inde hafif
siddette, %40’1nda orta siddette, %7,3 linde ise siddetli ekspresyon bulunmaktadir.

PI3K ekspresyon siddeti ortalama degeri genel olarak, tiim olgularda
1,37+0,624, poliplerde 1,30+0,581, CA’larda 1,51+0,690 olarak hesaplanmistir.
Polip ve CA grubu arasinda PI3K ekspresyon siddeti ortalama degerleri acgisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Polip gruplarn
degerlendirildiginde, AP (1,31£0,589) ve SP (1,29+0,576) PI3K ekspresyon
siddetleri arasinda da anlaml fark izlenmemistir (p>0,05). CA tiplerine bakildiginda,
konCA (1,45+0,632) ve miisCA (1,58+0,758) arasinda anlamli fark izlenmemistir
(p>0,05). Polip tipleri degerlendirildiginde, TA (1,27+0,594), TVA (1,35+0,647),
VA (1,29+0,550), HP (1,21+0,509), SSA (1,36+0,633), KSA (1,38+0,650) gruplar1
arasinda izlenen ekspresyon siddeti farklar: istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Polip ve karsinoma alt tiplerinde PI3K ekspresyon siddeti oranlar1 Tablo
4.19, polip ve karsinoma alt tiplerinde PI3K ekspresyon siddetinin ortalama degerleri

Tablo 4.20°de gosterilmistir.
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Tablo 4.19. Olgu alt tiplerinde PI3K ekspresyon siddeti oranlari

0 1 2 3 TOPLAM
PI3K
n % n % n % n % n %

TA 1 67 9 60 5 333 0 0 15 100
TVA 1 4,3 14 60,9 7 30,4 1 1 23 100
VA 1 42 15 625 8 333 0 0 24 100
HP 1 4,2 17 70,8 6 25,0 0 0 24 100
SSA 0 0 10 714 3 21,4 1 7,1 14 100
KSA 1 7,7 6 46,2 6 46,2 0 0 13 100
KonCA 1 3,4 15 517 12 414 1 3,4 29 100
MiisCA 1 3,8 12 46,2 10 38,5 3 11,5 26 100
TOPLAM 7 4,2 98 58,3 57 339 6 3,6 168 100

Tablo 4.20. Polip ve CA tiplerinde PI3K ekspresyon siddetinin ortalamalari

TiP (n) X +SD Min-Maks.
TA 15 1,27+0,594 0-2
TVA 23 1,35+0,647 0-3
VA 24 1,29+0,550 0-2
HP 24 1,2120,509 0-2
SSA 14 1,360,633 0-3
KSA 13 1,38+0,650 0-2
KonCA 29 1,45+0,632 0-3
MiisCA 26 1,58+0,758 0-3
Toplam 168 1,37+0,624 0-3
Olgular PI3K ekspresyonunun hiicresel lokalizasyonuna gore

degerlendirildiginde, PI3K ekspresyonu tiim olgularin %37,9’unda S, %37.3’linde N,
%10.6’sinda N+S, %14.3’linde ise S+M lokalizasyonda; polip grubu olgularin
%46,3’linde S, %37’sinde N, %9,3’linde N+S, %7,4’iinde S+M lokalizasyonda; CA
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grubu olgularin %20,8’inde S, %37,7’sinde N, %13,2’sinde N+S, %28,3’linde S+M
lokalizasyonda izlenmistir. Polip ve CA gruplant karsilagtirildiginda, PI3K
ekspresyonuna ait hiicresel lokalizasyon farklar1 agisindan anlamli  fark
bulunmamaktadir (p>0,05). AP grubunda (%83,1 S, %3,4 N, %I11,9 N+S, %]1,7
S+M) sitoplazmik ekspresyon, SP grubunda (%2 S, %77,6 N, %6,1 N+S, %14,3
S+M) niikleer ekspresyonun baskin oldugu izlenmis ve gruplar arasinda izlenen
hiicresel lokalizasyon farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). CA
tiplerine bakildiginda, konCA (%67,9 S, %21,4 N, %10,7 N+S) ve miisCA (%28 S,
%56 N, %16 N+S) arasinda PI3K hiicre i¢i lokalizasyonu agisindan anlamli fark
izlenmemistir (p>0,05). AP ve SP grubunda izlenen hiicre i¢i lokalizasyon oranlari,
CA grubu ile ayr1 ayr karsilastirildiginda AP-CA (p<0,001) ve SA-CA (p<0,001)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Polip alt tipleri
degerlendirildiginde, TA (%85,7 S, %14,3 N), TVA (%81,8 S, %18,2 N+S), VA
(%82,6 S, %13 N+S), HP (%91,3 N, %8,7 N+S), SSA (%7,1 S, %50 N), KSA
(%83,3 N, %8,3 N+S) arasinda izlenen farklar ve bunlarin CA grubunda izlenen
oranlara olan farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve
karsinoma alt tiplerinde PI3K ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Tablo 4.21; polip
ve karsinoma gruplarinda PI3K ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Sekil 4.20°de

gosterilmistir.

Tablo 4.21. Polip ve karsinoma alt tiplerinde PI3K ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlar1
_ PI3K LOKALIZASYONU Min-Maks.
TIP (n) S N N+S M+S
M| % |[N] % [ N]| % | (| %

TA 14 12 | 85,7 2 14,3 0 0 0 0 1-3
TVA 22 18 | 81,8 0 0 4 18,2 0 0 1-3
VA 23 19 | 82,6 0 0 3 13 1 4,3 1-3
HP 23 0 0 21 | 91,3 2 8,7 0 0 1-3
SSA 14 1 7,1 7 50 0 0 6 42,9 1-3
KSA 12 0 0 10 | 83,3 1 8,3 1 8,3 0-3
KonCA 28 7 25 6 21,4 3 10,7 | 12 | 429 1-3
MiisCA 25 4 16 14 | 56,0 4 16 3 12 0-3
TOPLAM | 161 | 61 | 379 | 60 | 37,3 | 17 | 10,6 | 23 | 14,3 1-3
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Sekil 4.20. Polip ve karsinoma gruplarinda PI3K ekspresyonunun hiicre i¢i dagilim1

Displaziye gore yapilan incelemede, PI3K ekspresyon siddeti ortalama
degeri, displazi gosteren poliplerde 1,35+0,613 olarak; displazi gOstermeyen
poliplerde 1,27+0,563 olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Polip grubunda, ¢ap ve PI3K ekspresyonu agisindan

korelasyon izlenmemistir.

CA grubunda, LVI pozitif olgularda (1,65+0,702) ve LVI negatif olgularda
(1,45%0,686) benzer siddette PI3K ekspresyonu gézlenmistir (p>0,05).

Tiimor grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu ii¢ parametre ile
PI3K ekspresyon siddeti arasinda korelasyon goézlenmemistir. Metastaz varligina
gore yapilan karsilagtirmali incelemede, M1 grubu olgularda (1,78+0,441) ve Mx
olgularda (1,46+0,721) benzer ekspresyon siddeti izlenmistir.

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, PI3K ekspresyonunun sag
kolonda (1,30+0,554) ve sol kolonda (1,41£0,665) anlamli fark gostermedigi

izlenmisgtir.
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4222 . PTEN

PTEN ile tiim olgularin %97,7’sinde; poliplerin %99,2°si, CA’larin
%94,5’inde ekspresyon izlenmistir. Tiim olgularda lezyon disindaki stromal
hiicrelerde, endotel hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerde de PTEN ekspresyonu
izlenmistir. PTEN ekspresyon oranlari acisindan polip ve CA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). Polip gruplarinin PTEN
ekspresyon oranlar1 degerlendirildiginde, AP’lerin (%100) ve SP’lerin (%98) benzer
oranda ekspresyon gosterdikleri goriilmiistiir. Ca gruplarinin PTEN ekspresyon
oranlar1 degerlendirildiginde, konCA grubu (%100) ve miisCA grubu (%88,5)
arasinda PTEN ekspresyon oranlari1 anlamli fark gostermemistir (p>0,05). Polip ve
CA gruplarn birbirleri ile karsilastirildiginda, AP ve miisCA gruplar1 arasinda PTEN

ekspresyon oranlarinda anlamli fark izlenmistir (p<0,01).

Polip alt tiplerinde, TA, TVA, VA, HP, SSA gruplarinin %100, KSA
grubunun %92,3 oraninda PTEN ekspresyonu gosterdigi goriilmiistiir. Polip alt
tiplerinin PTEN ekspresyon oranlari arasinda izlenen farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma gruplarinda PTEN ekspresyon

durumu Tablo 4.22 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.

Tablo 4.22. Polip ve karsinoma gruplarinda PTEN ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
PTEN

n % n % n %
AP 0 0 67 100 67 100
“Serrated” Polip 1 2 50 98 51 100
KonCA 0 0 29 100 29 100
MiisCA 3 11,5 23 88,5 26 100
TOPLAM 4 2,3 169 97,7 173 100
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Sekil 4.21 . Polip ve karsinoma gruplarinda PTEN ekspresyonu

PTEN ekspresyon paternine bakildiginda, olgularin %80,3’linde, poliplerin
%78,8’inde, CA grubunun %383,6’sinda diffiiz ekspresyon izlenmistir. PTEN
yaygmlhigr agisindan, polip ve CA gruplarn arasinda anlamli fark gdzlenmemistir
(p>0,05). Polip gruplart degerlendirildiginde, AP (%70,1 diffiiz) ve SP (%90,2
diffiiz) arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). CA alt gruplarinin PTEN
ekspresyon paterni degerlendirildiginde, konCA grubu (%86,2 diffiiz) ve miisCA
(%80,8 diffiiz) grubu arasinda anlamh fark izlenmemistir (p>0,05). Polip ve CA
gruplar1 birbiri ile karsilastirildiginda, PTEN ekspresyon paterninde anlamli fark

izlenmemistir.

Polip alt tiplerinde PTEN ekspresyon paterni degerlendirildiginde, TA
(%31,6 negatif, %68,4 diffiiz), TVA (%37,5 fokal, %62,5 diffiiz), VA (%20,8 fokal,
%79,2 diffiiz), HP (%100 diffiiz), SSA (%14,3 fokal, %85,7 diffiiz), KSA (%7,7
negatif, %15,4 fokal, %76,9 diffiiz) gruplar1 arasinda HP ve SSA grubunda diffiiz
ekspresyon oran1 TA, TVA, VA ve KSA gruplarina gore fazla bulunmakla birlikte

bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).
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PTEN ile olgularin %2,3’linde ekspresyon gozlenmemis, %23,1’inde hafif
siddette, %63 linde orta siddette, %11,6’sinda siddetli; poliplerin %23,7’sinde hafif
siddette, %67,8’inde orta siddette, %7,6’sinda siddetli, karsinomalarin %21,8’inde
hafif siddette, %352,7’sinde orta siddette, %?20’sinde ise siddetli ekspresyon

gozlenmistir.

PTEN ekspresyon siddeti ortalama degeri genel olarak, tiim olgularda
1,84+0,645, poliplerde 1,82+0,564, CA’larda 1,87+0,795 olarak hesaplanmistir.
Polip ve CA grubu PTEN ekspresyon siddeti ortalama degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Polip gruplart degerlendirildiginde,
AP (1,81+0,468) ve SP (1,84+0,674) arasinda anlaml fark izlenmemistir (p>0,05).
CA tiplerine bakildiginda konCA (1,93+0,651) ve miisCA (,81+0,939) arasinda

anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

Polip tipleri degerlendirildiginde, TA (1,68+0,582), TVA (1,92+0,408), VA
(1,79+0,415), HP (1,67+0,565), SSA (1,93+0,616), KSA (2,08+0,862) gruplar1
arasinda izlenen ekspresyon siddeti farklari arasinda izlenen farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma alt tiplerinde PTEN
ekspresyon siddeti oranlart Tablo 4.23, polip ve karsinoma alt tiplerinde PTEN

ekspresyon siddeti ortalamalar1 Tablo 4.24’te gosterilmistir.

Tablo 4.23. Olgu alt tiplerinde PTEN ekspresyon siddeti oranlari

PTEN 0 1 2 3 TOPLAM
Siddeti n % n % n % n % n %
TA 0 O 7 36,8 11 57,9 153 19 100
TVA 0 O 3 125 20 833 1 42 24 100
VA 0 O 5 20,8 19 79,2 0 O 24 100
HP 0 0 9 375 14 58,3 1 42 24 100
SSA 0 0 3 214 9 64,3 2 143 14 100
KSA 1 7,7 1 77 7 53,8 4 30,8 13 100
KonCA 0 0 7 241 17 58,6 5 17,2 29 100
MiisCA 3 11,5 5 1972 12 46,2 6 23,1 26 100
TOPLAM 1 0,8 28 23,7 80 67,8 9 76 118 100
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Tablo 4.24. Polip ve CA tiplerinde PTEN ekspresyon siddetinin ortalamalari

TiP (n) X +SD Min-Maks.
TA 19 1,68+0,582 1-2
TVA 24 1,92+0,408 1-3
VA 24 1,790,415 1-2
HP 24 1,670,565 1-3
SSA 14 1,93+0,616 1-3
KSA 13 2,08+0,862 0-3
KonCA 29 1,93+0,651 1-3
MiisCA 26 1,810,939 0-3
Toplam 173 1,840,645 0-3

PTEN ekspresyonu tiim olgularin %1,8’inde sitoplazmik (S), %71,6’sinda
niikleer (N), %?26,6’sinda niikleer+sitoplazmik (N+S) lokalizasyonda; poliplerin
%0,9’unda (1 olgu) S, %72,6’sinda N, %26,5’inde N+S lokalizasyonda; CA’larin
%3,8’inde (2 olgu) S, %69,2’sinde N, %26,9’unda N+S lokalizasyonda izlenmistir.
Hiicre ici ekspresyonun lokalizasyonlarmin olgu gruplarina gore dagilim
karsilastirildiginda, polip ve CA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmemistir (p>0,05). AP (%1,5 S, %61,2 N, %37,3 N+S) ve SP (%88 N, %12
N+S) arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). CA tiplerine bakildiginda,
konCA (%3,4 S, %69 N, %27,6 N+S) ve miisCA (%4,3 S, %69,6 N, %26,1 N+S)
arasinda benzer bulgular izlenmistir (p>0,05). Polip tipleri degerlendirildiginde, TA
(%63,2 N, %36,8 N+S), TVA (%4,2 S, %58,3 N, %37,5 N+S), VA (%62,5 N, %37,5
N+S), HP (%91,7 N, %8,3 N+S), SSA (%78,6 N, %21,4 N+S), KSA (%91,7 N,
%8,3 N+S) arasinda izlenen farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Niikleer ekspresyonun olgu tiplerine goére dagilimina bakildiginda, en
yiiksek oranin HP (%91,7) ve KSA (%91,7) grubu poliplerde; en diisiik oranin ise
TVA (%58,3) grubu poliplerde bulundugu izlenmistir.

Polip ve karsinoma alt tiplerinde PTEN ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi
Tablo 4.25; polip ve karsinoma gruplarinda PTEN ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi

Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Tablo 4.25. Polip ve karsinoma alt tiplerinde PTEN ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlari

TA 19 0 0 12 63,2 7 36,8 1-3
TVA 24 1 4,2 14 58,3 9 37,5 1-3
VA 24 0 0 15 62,5 9 37,5 1-3
HP 24 0 0 22 91,7 2 8,3 1-3
SSA 14 0 0 11 78,6 3 21,4 1-3
KSA 13 0 0 11 91,7 1 8,3 1-3
KonCA 29 1 3,4 20 69,0 8 27,6 1-3
MiisCA 26 1 4,3 16 69,6 6 26,1 1-3
TOPLAM 173 3 1,8 121 71,6 45 26,6 1-3

M Sitoplazmik

M Nikleer

[ Nik.+Sit.

p>0,05

Adenomat6z "Serrated" CA Genel
Polip Polip

Sekil 4.22. Polip ve karsinoma alt gruplarinda PTEN ekspresyonunun hiicre igi

dagilim1

87



Displaziye gore yapilan incelemede, PTEN ekspresyon siddeti ortalama
degeri displazi gosteren poliplerde (1,84+0,526) ve displazi géstermeyen poliplerde
(1,81+0,589) birbirine yakin degerlerde bulunmustur. (p>0,05). Polip grubunda ¢ap

ve PTEN ekspresyonu agisindan korelasyon izlenmemistir (p>0,05).

CA grubunda LVI pozitif olgularda (2,00+0,866) ve LVI negatif olgularda
(1,82+0,766) PTEN ekspresyon siddeti ortalama degerlerinin birbirine yakin oldugu
saptanmustir (p>0,05).

Tiimor grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu ii¢ parametre ile
PTEN ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilastirmali incelemede M1 grubu olgularda (2,11+0,782)
ve Mx olgularda (1,83+0,797) benzer ekspresyon siddeti izlenmistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, PTEN ekspresyon siddetinin
sag kolonda (1,87+0,736) ve sol kolonda (1,82+0,582) anlaml1 fark gdstermedigi
izlenmistir (p>0,05).
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Resim 4.5. Olgu Tiplerinde PTEN Ekspresyonu
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4.2.2.3. pAKT Ekspresyonu

pAKT ile yapilan incelemede, olgularin %92,9’unda; polip vakalarinin
%89.4’iinde, CA vakalarimin tamaminda pAKT ekspresyonu izlenmistir. CA
vakalarinda izlenen pAKT ekspresyon orani, polip olgularinda izlenen ekspresyon
oranina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir (p<0,05). pAKT
ekspresyonu ile ilgili sonuglar, polip gruplarima gore degerlendirildiginde, AP
(%93,5) ve SP (%84,3) arasinda izlenen fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir  (p>0,05). Polip alt gruplann ve CA gruplart birbirleri ile
karsilagtirildiginda, CA grubu ile AP grubu arasinda anlamli fark izlenmezken
(p>0,05), CA ile SP (p<0,05) gruplar1 arasinda ekspresyon oranlarinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur.

Polip alt tiplerine bakildiginda, TA (%78,9), TVA (%100), VA (%100), HP
(%70,8), SSA (%92,9), KSA (%100) gruplar1 arasinda izlenen farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve karsinoma gruplarinda pAKT

ekspresyonu Tablo 4.26 ve Sekil 4.23’te gosterilmistir.

Tablo 4.26. Polip ve karsinoma gruplarinda pAKT ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
pAKT

n % n % n %
AP 4 65 58 935 62 100
“Serrated” Polip 8 15,7 43 84,3 51 100
KonCA 0 O 29 100 29 100
MiisCA 0 O 26 100 26 100
TOPLAM 12 7,1 156 92,9 168 100
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Sekil 4.23. Polip ve karsinoma gruplarinda pAKT ekspresyonu

pAKT ekspresyonu, olgularin %83,9’unda diffiiz; poliplerin %76,1’inde
diffiiz; CA grubunun tamaminda diffiiz olarak izlenmistir. pAKT yayginlhigi
acisindan CA grubunda, polip grubuna oranla diffiiz ekspresyon oraninin yliksek
oldugu saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Polip gruplari
degerlendirildiginde, AP (%93,5 diffiiz) ve SP (%29,4 fokal, %54,9 diffiiz) arasinda
izlenen fark anlamlidir (p<<0,001).

Polip alt tiplerinde pAKT ekspresyon paterni degerlendirildiginde, TA
(%21,1 negatif, %78,9 diffiiz), TVA (%100 diffiiz), VA (%100 diffiiz), HP (%29,2
negatif, %33,3 fokal, %37,5 diffiiz), SSA (%7,1 negatif, %21,4 fokal, %71,4 diffiiz),
KSA (%30,8 fokal, %69,2 diffiiz) gruplari arasinda, TVA ve VA gruplarinda diffiiz
ekspresyon orani, TA, HP, SSA ve KSA gruplarina gore fazla bulunmakla birlikte,

izlenen farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0,05).

pAKT ile, olgularin %40,6’sinda hafif siddette, %43,5’inde orta siddette,
%7,6’sinda siddetli; poliplerin %43,5’inde hafif siddette, %35,7’sinde orta siddette,
%8,7’sinde siddetli, poliplerin, CA olgularinin %34,5’inde hafif siddette, %60’ 1nda
orta siddette, %35,5’inde ise siddetli ekspresyon mevcuttur.
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PAKT ekspresyon siddeti ortalama degerleri genel olarak, tiim olgularda
1,510,756, poliplerde 1,41+0,815, CA’larda 1,710,567 olarak hesaplanmistir.
Polip ve CA grubu arasinda pAKT ekspresyon siddeti ortalama degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Polip gruplarn
degerlendirildiginde, AP (1,70+0,849) ve SP (1,04+0,599) gruplar1 arasinda anlamli
fark saptanmistir (p<0,001). CA tiplerine bakildiginda, konCA (1,66+0,553) ve
miisCA (1,77+0,587) gruplar1 arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05). Polip
gruplart CA gruplart ile karsilastirildiginda, SP grubunda goézlenen ekspresyon
siddeti, AP(p<0,001), konCA (p<0,001) ve miisCA (p<0,01) gruplarina oranla

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diistik bulunmustur.

Polip alt tipleri tek tek degerlendirildiginde, pAKT ekspresyon siddeti
ortalama degeri, TA grubunda 1,42+0,961, TVA grubunda 1,83+0,917, VA
grubunda 1,81+0,602, HP grubunda 0,79+0,588, SSA grubunda 1,29+0,611, KSA
grubunda 1,23+0,439 olarak hesaplanmistir. Polip ve CA alt tipleri birbiri ile
karsilagtirildiginda, TA grubunda HP’ye gore (p<0,001), TVA ve VA gruplarinda
HP (p<0,001), SSA (p<0,05) ve KSA’ya (p<0,05) gore, konCA ve miisCA
gruplarinda, HP (p<0,001) ve KSA’ya (p<0,05) ve miisCA grubunda SSA’ya
(p<0,05) gore pAKT ekspresyon siddeti ortalama degerinin anlamli olarak yiiksek
oldugu saptanmugtir. Polip ve karsinoma alt tiplerinde pAKT ekspresyon siddeti
oranlar1 Tablo 4.27, polip ve karsinoma alt tiplerine gére pAKT ekspresyon siddeti

ortalama degerleri Tablo 4.28’de gosterilmistir.

Tablo 4.27. Olgu alt tiplerinde pAKT ekspresyon siddeti oranlari

DAKT 0 1 2 3 TOPLAM

n % n % n % n % n %

TA 4 211 5 26,3 8 42,1 2 10,5 19 100
TVA 2 8,3 6 25,0 10 417 6 25,0 24 100
VA 0 0 6 28,6 13 619 2 9,5 21 100
HP 7 292 15 62,5 2 8,3 0 0 24 100
SSA 1 7,1 8 57,1 5 35,7 0 0 14 100
KSA 0 0 10 76,9 3 231 0 0 13 100
KonCA 0 0 11 37,9 17 58,6 1 34 29 100
MiisCA 0 0 8 308 16 615 2 17 26 100
TOPLAM 14 8,2 69 40,6 74 435 13 7.6 170 100
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Tablo 4.28. Polip ve CA tiplerinde pAKT ekspresyon siddetinin ortalamalar1

TiP (n) X+ SD Min-Maks.
TA 19 1,42+0,961 0-3
TVA 24 1,830,917 0-3
VA 21 1,81+0,602 1-3
HP 24 0,79+0,588 0-2
SSA 14 1,29+0,611 0-2
KSA 13 1,23+0,439 0-2
KonCA 29 1,66+0,553 1-3
MiisCA 26 1,77+0,587 1-3
TOPLAM 170 1,51+0,756 0-3

pAKT ekspresyonu genel olarak %87,8 olguda S, %12,2 olguda N+S
lokalizasyonda; poliplerde %97 olguda S, %3 olguda N+S lokalizasyonda; CA’larda
%70,9 olguda S, %29,1 olguda N+S lokalizasyonda izlenmistir. Polip olgularinda
N+S ekspresyon oran1 CA grubuna gore diisiik bulunmustur. Bu fark istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,001). Polip gruplart pAKT ekspresyonunun hiicresel
lokalizasyonuna gore degerlendirildiginde, SP (%100 S) grubunda AP (%94,8 S,
%35,2 N+S) grubuna oranla sitoplazmik lokalizasyonun fazla oldugu izlense de bu
fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). CA tiplerine bakildiginda, konCA (%55,2 S,
%44,8 N+S) ve miisCA (%88,5 S, %11,5 N+S) arasinda anlamh fark saptanmistir
(p<0,001) Polip gruplari CA gruplari ile karsilagtirildiginda, AP-konCA (p<0,001),
SP-konCA (p<0,001) ve SP-miisCA (p<0,05) gruplar1 arasinda anlamli sitoplazmik
ekspresyon farki saptanmigtir. Polip tipleri degerlendirildiginde, TA (%93,3 S, %6,7
N+S), TVA (%95,5 S, %4,5 N+S), VA (%95,2 S, %4,8 N+S), HP (%100 S), SSA
(%100 S), KSA (%100 S) arasinda izlenen farklar ve bunlarin CA grubunda izlenen
oranlara olan farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Polip ve
karsinoma alt tiplerinde pAKT ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Tablo 4.29 polip
ve karsinoma gruplarinda pAKT ekspresyonunun hiicre i¢i dagilimi Sekil 4.24’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.29. Polip ve karsinoma gruplarinda pAKT ekspresyonunun hiicre igi

lokalizasyonlar1

TA 15 14 93,3 1 6,7 0-3
TVA 22 21 95,5 1 4,5 1-3
VA 21 20 95,2 1 4,8 0-3
HP 17 17 100 0 0 0-3
SSA 13 13 100 0 0 0-3
KSA 13 13 100 0 0 0-3
KonCA 29 16 55,2 13 44,8 0-3
MiisCA 26 23 88,5 3 11,5 0-3
TOPLAM 156 137 87,8 19 12,2 0-3
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* p<0,05
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Adenomatoz  "Serrated" CA Genel
Polip Polip

Sekil 4.24. Polip ve karsinoma gruplarina gore pAKT ekspresyonunun hiicre igi

dagilimi
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Displaziye gore yapilan incelemede, pAKT ekspresyon siddeti ortalama
degeri displazi gosteren poliplerde 1,76+0,726 olarak; displazi gostermeyen
poliplerde 1,21£0,799 olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamastir (p>0,05). Polip grubunda c¢ap ve pAKT ekspresyonu agisindan pozitif
korelasyon bulundugu (r=0,331, p<0,001) tespit edilmistir.

CA grubunda, LVI pozitif olgularda (1,71+0,470) ve LVI negatif olgularda
(1,71+0,611) benzer siddette pAKT ekspresyonu gézlenmistir (p>0,05).

Tiimor grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu ii¢ parametre ile
pAKT ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilastirmali incelemede, M1 grubu olgularda (1,67+0,500)
ve Mx olgularda (1,72+0,584) izlenen ekspresyon siddetleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, pAKT ekspresyon siddetinin
sag kolonda (1,22+0,670), sol kolona (1,69+0,754) oranla daha diisiik ortalama
degere sahip oldugu izlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001).
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4.2.2.4. mTOR EKkspresyonu

mTOR ile yapilan incelemede tiim olgularin %84,5’inde, polip vakalarinin
%85,8’inde, CA vakalarinin %81,8’inde ekspresyon izlenmistir. Ekspresyon orani
acisindan gruplar arasinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05). mTOR
ekspresyonu ile ilgili sonuglar polip gruplarina gore degerlendirildiginde, AP’lerde
(%92,2), SP (%74,5) grubuna oranla anlamli derecede yiiksek ekspresyon
gbzlenmistir. CA gruplart arasinda, mTOR ekspresyon oranlarinda (konCA %75.9,
miisCA %388,5) anlamli istatistiksel fark bulunmamaktadir (p>0,05). Polip ve CA alt
gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda, AP grubunda izlenen mTOR ekspresyon
orani, konCA’ya oranla anlaml sekilde yiiksektir (p<0,05). Polip alt tipleri birbiri ile
karsilastirildiginda, TA (%89,5), TVA (%91,3), VA (%95,5), HP (%66,7), SSA
(%85,7) ve KSA (%76,9) gruplarinda izlenen PI3K ekspresyon oranlart arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Polip ve karsinoma

gruplarinda mTOR ekspresyonu Tablo 4.30 ve Sekil 4.25°te gosterilmistir.

Tablo 4.30. Polip ve karsinoma gruplarinda mTOR ekspresyonu

Negatif Pozitif TOPLAM
MmTOR

n % n % n %

AP 3 4,8 59 95,2 62 100
“Serrated” Polip 13 255 38 74,5 51 100
KonCA 7 24,1 22 75,9 29 100
MiisCA 3 11,5 23 88,5 26 100
TOPLAM 26 15,5 142 84,5 168 100
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Sekil 4.25. Polip ve karsinoma gruplarinda mTOR ekspresyonu

mTOR ile olgularin %66,1’inde diffliz; poliplerin %58,4’linde diffiiz; CA
grubunun tamaminda diffiiz ekspresyon izlenmistir. mTOR yayginlig1 agisindan CA
grubunda, polip grubuna oranla diffiiz ekspresyon oraninin yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Polip gruplar
degerlendirildiginde, AP (%19,4 fokal, %75,8 diffiiz) grubunda diffiiz ekspresyon
oraninin ve SP (%37,3 fokal, %37,3 diffiiz) grubuna oranla daha fazla oldugu
izlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Polip alt
gruplart CA grubuyla tek tek karsilastirildiginda, aradaki farkin SP grubunda daha
belirgin oldugu dikkati ¢ekmistir (p<0,001)

Polip alt tiplerinde mTOR ekspresyon paterni degerlendirildiginde, TA
(%10,5 negatif, %42,1 fokal, %47,4 diffiiz), TVA (%9,5 fokal, %90,5 diffiiz), VA
(%4,5 negatif, %9,1 fokal, %86,4 diffiz), HP (%33,3 negatif, %41,7 fokal, %25
diffiiz), SSA (%14,3 negatif, %35,7 fokal, %50 diffiiz), KSA (%23,1 negatif, %30,8
fokal, %46,2 diffiiz) gruplarn arasinda, TVA ve VA gruplarinda diffiiz ekspresyon
orani, TA, HP, SSA ve KSA gruplarina gore fazla bulunmakla birlikte, izlenen

farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
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Olgularin %51,2’sinde hafif siddette, %30’unda orta siddette, %2,4’linde
siddetli; poliplerin %57,4’linde hafif siddette, %25,2’sinde orta siddette, %1,7’sinde
siddetli; CA olgularinin %38,2’sinde hafif siddette, %40’inda orta siddette,

%3,6’s1nda ise siddetli ekspresyon mevcuttur.

mTOR ekspresyon siddeti ortalama degerleri genel olarak, tim olgularda
1,18+0,727, poliplerde 1,13+0,682, CA’larda 1,29+0,809 olarak hesaplanmistir.
Polip ve CA grubu arasinda mTOR ekspresyon siddeti ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p<0,05). Polip gruplari
degerlendirildiginde, AP (1,39+£0,681) grubunda ekspresyon siddeti SP (0,80+0,530)
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli fark gosterecek derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,001). CA tiplerine bakildiginda, konCA (1,07+0,753) grubu grubu
ekspresyon siddeti ortalama degeri, miisCA (1,54+0,811) grubuna oranla anlamli
derecede diisik bulunmustur (p<0,05). Polip gruplart CA gruplar ile
karsilagtirildiginda, SP grubunda godzlenen ekspresyon siddeti, miisCA (p<0,01)

grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur.

Polip tipleri tek tek degerlendirildiginde, mTOR ekspresyon siddeti ortalama
degerleri TA grubunda 1,37+0,761, TVA grubunda 1,35+0,647, VA grubunda
1,45+0,671, HP grubunda 0,67+0,482, SSA grubunda 0,93+0,475, KSA grubunda
0,92+0,641 olarak hesaplanmistir. Polip ve CA alt tipleri birbirleri ile
karsilastirildiginda, HP grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, TA (p<0,01), TVA
(p<0,01), VA (p<0,001), konCA (p<0,05) ve misCA (p<0,001); SSA grubu
ekspresyon siddeti ortalama degeri, VA (p<0,05) ve miisCA (p<0,05); KSA grubu
ekspresyon siddeti ortalama degeri, VA (p<0,05), miisCA (0,05); konCA grubu
grubu ekspresyon siddeti ortalama degeri, miisCA (p<0,05) grubuna oranla anlamh

derecede diistiktiir.

mTOR ekspresyonu tiim olgularda sitoplazmik lokalizasyonda izlenmistir.
Polip ve karsinoma alt tiplerinde mTOR ekspresyon siddeti oranlar1 Tablo 4.31, polip
ve karsinoma alt tiplerinde mTOR ekspresyon siddetinin ortalama degerleri Tablo

4.32°de gosterilmistir.
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Tablo 4.31. Olgu alt tiplerinde mTOR ekspresyon siddeti oranlari

0 1 2 3 TOPLAM
mTOR

n % n % n % % n %

TA 2 105 9 474 7 368 53 19 100
TVA 2 8,7 11 478 10 435 0 23 100
VA 1 4,5 11 50,0 9 409 4,5 22 100
HP 8 333 16 66,7 0 0 0 24 100
SSA 2 143 11 78,6 1 71 0 14 100
KSA 3 231 8 61,5 2 154 0 13 100
KonCA 7 241 13 448 9 31 0 29 100
MiisCA 3 115 8 308 13 50 7,7 26 100
TOPLAM 18 15,7 66 574 29 2572 1,7 115 100

Tablo 4.32. Polip ve CA tiplerinde mTOR ekspresyon siddetinin ortalamalari

TiP (n) X+ SD Min-Maks.
TA 19 1,370,761 0-3
TVA 23 1,35+0,647 0-2
VA 22 1,45+0,671 0-3
HP 24 0,67+0,482 0-1
SSA 14 0,93+0,475 0-2
KSA 13 0,92+0,641 0-2
KonCA 29 1,07+0,753 0-2
MiisCA 26 1,54+0,811 0-3
TOPLAM 170 1,18+0,727 0-3

Displaziye gore yapilan incelemede, mTOR ekspresyon siddetinin displastik

odaklarda arttig1 gozlenmis, ve ekspresyon siddeti ortalama degeri, displazi gosteren

poliplerde (1,30+0,773) displazi gostermeyen poliplere (1,03+0,604) oranla yiiksek
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olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). Polip
grubunda c¢ap arttikga mTOR ekspresyon siddetinin arttigi (r=0,186, p<0,05)

gbzlenmistir.

CA grubunda LVI pozitif olgularda (1,29+0,686) ve LVI negatif olgularda
(1,29+0,867) benzer siddette mTOR ekspresyonu gézlenmistir (p>0,05).

Tiimor grade, T ve N durumuna gore yapilan incelemede, bu ii¢ parametre ile
mTOR ekspresyon siddeti arasinda korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Metastaz
varligina gore yapilan karsilastirmali incelemede M1 grubu olgularda (1,22+0,833)
ve Mx olgularda (1,30+0,813) izlenen ekspresyon siddetleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

Lokalizasyona gore yapilan degerlendirmede, mTOR ekspresyon siddeti
ortalamasi sag kolonda 1,17+0,714, sol kolonda 1,19+0,738 olarak hesaplanmaistir.
Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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4.2.3. Adenomatoz ve Serrated Neoplazi Sekanslarinin Immiinhistokimyasal

Belirtecler Acisindan Degerlendirilmesi

== "Serrated" Sekans

HP SSA KSA MiisCA
B = i u

TA TVA VA KonCA
= —< o— —

¥— Adenomatdz Sekans

Sekil 4.26. PI3K Ekspresyon Oranlari

PI3K serrated sekansta minimal varyasyon gosterirken, adenomatdz sekansta

ise ekspresyon diizeyi sekans boyunca degismeden ayni diizeyde seyretmistir.

HP SSA KSA MiisCA

- - —— g

TA TVA VA KonCA
— = o T

== "Serrated" Sekans
=& Adenomat6z Sekans

Sekil 4.27. PTEN Ekspresyon Oranlari

PTEN ekspresyonu serrated sekansta progresyonla negatif korele sekilde

azalmis, adenomatdz sekansta ise degismemistir.
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== "Serrated" Sekans
==¢== Adenomat6z Sekans

Sekil 4.28. pAKT Ekspresyon Oranlari

pAKT ekspresyonu hem serrated sekansta hem de adenomatdz sekansta

progresyonla uyumlu sekilde yiikselme gostermistir.

SSA

KSA

MiisCA

_HP/ \I\-

TVA

VA

KonCA

_TA/_._

== "Serrated" Sekans

———[=

¥ Adenomatdz Sekans

Sekil 4.29. mTOR Ekspresyon Oranlari

mTOR her iki sekansta da erken lezyonlarda yiisek ekspresyonuna karsin,

neoplastik ucta belirgin azalma gostermistir.
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== "Serrated" Sekans
=== Adenomatoz Sekans

Sekil 4.30. MEK1 Ekspresyon Oranlari

MEK1 ekspresyonu her iki sekansta erken donemdeki ekspresyonu daha

yiiksek iken, karsinomlarda azalma gostermistir.

HP SSA KSA MiisCA
A TVA VA KonCA

== "Serrated" Sekans
=9= Adenomatdz Sekans

Sekil 4.31. ERK1 Ekspresyon Oranlari

ERK1 her iki sekansta da belirgin degisme gostermeksizin eksprese olmustur.
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== "Serrated" Sekans
== Adenomatdz Sekans

Sekil 4.32. ERK2 Ekspresyon Oranlari

ERK2 her iki sekansta erken lezyonlarda artmig ekspresyonuna karsin,

neoplastik progresyonla negatif korele sekilde karsinomlarda belirgin azalma

gostermistir.
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5. TARTISMA

Kolorektal karsinogenez ¢ok basamakl1 ve uzun siireli bir olgudur. ilk olarak
adenoma-karsinoma sekansi lizerinden bu siiregteki molekiiler degisikliklerin
tanimlanmasiyla baslayan ¢alismalar, diger karsinogenetik mekanizmalarin ve
bunlarin morfolojik karsiliklarinin ortaya kondugu ¢ok sayida arastirma ile
glinlimiize kadar artarak devam etmistir. Kolorektal karsinoma, kansere bagl 6liimler
arasinda iiglincii sirada yer almaktadir. Kolorektal karsinomada 6liime yol acan ana
neden uzak organ metastazidir. Primer timoriin evresine baglh olarak, %20-%70
oraninda karaciger, %10-%20 oraninda ise akciger metastazlar1 gozlenir (130). Ileri
evre hastalikta, cerrahi tedavinin hastalarin %25’inden azinda kiir saglamas1 (131),
metastatik kolorektal karsinomali hastalarda cerrahi tedavi yaninda prognozu
iyilestirmeye yoOnelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi zorunlulugunu
dogurmustur. Son yillarda, hedefe yonelik tedavinin tiimor tedavisinde ve prognostik
degerlendirmelerde giderek yayginlastigi diisiiniildiiglinde, kolorektal
karsinomalarda da tedavi se¢imini belirleyecek molekiiler belirteglerin kullanim1 ve
olgularin buna gore klasifikasyonu son derece 6nemli ve gereklidir. Ileri evre
hastalik tedavisinde 6nemli bir yere sahip olan monoklonal EGFR antikorlari, devam
eden ¢alismalarda EGFR sinyal arayolunun ve bu arayolda yer alan molekiillerin
tedavi igin olast uygun hedefler olabilecegi gorisiini dogurmustur (132,133).
Yapilan ¢alismalarda, kolorektal karsinomalarin %30-40 kadarinda izlenen aktive
edici KRAS mutasyonlarinin anti-EGFR tedavilerine olumsuz yanit ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. Anti-EGFR tedavisi verilebilmesi i¢in KRAS mutasyonunun
bulunmamast kosulu aranirken, bunun tedavi sensitivitesini Ongdrmede yeterli
olmamasi1 ve KRAS mutasyonu gostermeyen hastalarin durumu, tedavi direncine
neden olan diger belirteglerin aydinlatilmasini gerekli kilmaktadir. Bu belirteclerin,
RAS arayolu olarak tanimlanan, ancak RAS-MAPK ve PI3K-AKT olarak bilinen iki
temel arayoldan olusan sinyal yolagindaki molekiiller olabilecegi diisiintilmektedir.
EGFR monoklonal antikor tedavisine karsi direngte PI3KCA mutasyonlarinin etkili
olabilecegini bildiren ¢alismalar sinirli sayidadir ve birbirleriyle ortiismemektedir

(83). Bunun yaninda PTEN kaybi, metastaz1 veya anti-EGFR tedavisine direnci
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ongormede test edilebilecek potansiyel bir hedef olarak ortaya konmaktadir. Benzer
sekilde PI3K/AKT/mTOR arayolunda rol oynayan molekiillerin, son yillarda diger

tiimor gruplar i¢in de potansiyel tedavi hedefleri olabilecekleri diistiniilmektedir.

RTK ailesinin bir tiyesi olan EGFR aktivasyonu ile baglatilan ana proliferatif
ve anti-apopitotik sinyal iletim arayolu, RAS {izerinden gelisir ve iki arayolu birden
etkinlestirir. KRAS birinci arayolda daha etkinken, HRAS ikinci arayolun daha
potent aktivatoriidiir. Bu arayollardan ilki, kiigiik G-proteini RAS ile birlikte aktive
olan protein kinaz RAF ve onun aktive ettigi MAPK arayolu, ikincisi ise, lipid kinaz
fosfotidil inozitol 3 kinaz (PI3K) ve bunun aktive ettigi AKT sinyal arayoludur.
Bunlar iki ayr1 arayol gibi goriinseler ve sinyal iletimindeki asil molekiil birincide
MEK, ikincide AKT olsa da, birbirleriyle paralel ilerlerler ya da siirekli bir
interaksiyon igindedirler. Ornegin, RAS mutasyonu her iki arayolu da aktive ederek
baslatabilirken, PI3K/AKT aktivasyonu RAS/RAF/MAPK arayolunu inhibe edebilir.
Buna karsin, RAF mutasyonu yanizca RAF/MAPK arayolunu aktive edebilmektedir.
Baz1 hiicrelerde RAF aktivitesinin bu iki arayol arasinda bir baglant1 noktasi gorevi
goren AKT ile negatif yonde kontrol edildigi bilinmektedir. Her iki arayolun
aktivasyonu, ¢cok sayida “downstream” molekiillerinin fosforile olarak hiicre dongiisii
ve proliferasyonunu kontrol edebilmelerini saglar. Bu molekiillerin fosforilasyonu
apopitozun inhibisyonu ve gen transkripsiyonunun artis1 ile sonuglanir. Bu nedenle,
RAS/RAF/MAPK arayolu ile PI3K/AKT/mTOR arayolu arasindaki iliskinin ortaya
konmasi, kolorektal karsinogenez basamaklarinin daha 1yi anlagilmasina ve 6zellikle

ileri evre hastalikta tedavi gereksiniminin belirlenmesine yardime1 olacaktir.

Calismamizda, EGFR sinyalinin niikleusa RAS aracili iletiminde rol oynayan
iki ana sinyal iletim yolu olan MAPK (MEK1, ERK1, ERK2) ve PI3K (PI3K, PTEN,
pAKT, mTOR) arayollarinda yer alan molekiillerin kolorektal karsinogenezdeki

yerleri ve birbirleri ile iliskisi aragtirilmistir.

MAPK arayolu, hiicrelerde biiyiime, proliferasyon, diferansiyasyon, apopitoz
gibi temel fonksiyonlarin gergeklestirilebilmesi i¢in gerekli ekstraselliiler sinyallerin
niikleusa iletiminde gorev alan ti¢ tabakali bir kaskaddir (134,135). Bu kaskad iginde
en iyi anlasilabilmis olan, RAF-MAP Kinaz/ERK Kinaz (MEK)-ERK arayoludur. Bu
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arayolda, RAF aktive olduktan sonra hem MEKI, hem MEK2’yi iki ayri serin
rezidiisii lizerinden fosforilasyon araciligiyla aktive eder. Aktive olan MEK,
ERK’leri (ERK1 ve ERK2) aktive eder. Aktivasyon sonrast ERK’ler ya ¢ok sayida
sitoplazmik hedefi fosforile eder, ya da niikleusa go¢ ederek c-Fos ve Elk-1’in de
aralarinda bulundugu bazi transkripsiyon faktorlerini uyarir (134,135). Kontroli
bozulmus MAPK aktivasyonu tiimdr hiicre proliferasyonu yani sira apopitozun
inhibisyonu, hiicre diferansiyasyonunun bozulmasi gibi patolojik hiicre
davranisindan sorumlu tutulmaktadir (136). Insan kanserlerinin yaklasik 1/3’iinde
ERK arayolu kontrolii bozuktur. MAPK arayolunu aktive eden RAS proteinleri insan
timorlerinin %20 kadarinda mutasyon gostermektedir (137). Bu oran sporadik
kolorektal karsinomalarda %35’e¢ kadar ¢ikmaktadir (138). RAS’m, genomik
instabiliteyi arttirarak kanser gelisime neden oldugu bilinse de (139,140) ERK1/2
MAPK arayolundaki molekiillerin kanser gelisimine nasil yol agtifi heniiz
bilinmemektedir (141). Kolorektal karsinomalara bakildiginda, MEK’in primer kolon
timorlerinde aktive oldugunu isaret edecek sekilde, ERK’in kolorektal karsinoma
hiicrelerinde aktif halde bulundugunu gdsteren ¢alismalarin bulundugu goriilmektedir
(142). Bugiin i¢cin MEK’in mutasyona ugramadigi kabul edilmekle birlikte, iletim
arayolundaki “upstream” molekiillerin mutasyonlar1 sonucu aktive oldugu
diistiniilmektedir. Literatiirde kolorektal karsinomlara %44’e ulasan oranlarda MEK
aktivasyonu bildirilmektedir (143). Bu durumda MEK hedefe yonelik tedavide
inhibe edilerek tiim arayolun durdurulabilecegi potansiyel bir hedef olusturmaktadir.
MEK1 ve MEK2, ERK1 ve ERK2’yi serin ve treonin rezidiileri {izerinden fosforile
ederek gorev yapan, birbirleriyle yakin iliski igerisinde bulunan ¢ift etkili
molekiillerdir. Bu yakin iliskili iki molekiil, MAPK arayolunun katalitik etkisi olan
tek substratlaridir. ERK sinyalini bloke etmek i¢in iizerinde en ¢ok calisilan

inhibisyon modelleri RAF ve MEK’in inhibisyonudur (144).

Lee ve ark. 123 olguluk (10 TA, 10 VA, 103 CA) serilerinde
immiinhistokimyasal yontemle pMEK ekspresyonunu arastirmis ve CA’larda TA ve
VA’ya oranla daha fazla olmak iizere tim timoérlerin %76’sinda pMEK
ekspresyonunu goézlediklerini bildirmistir (137). Daha genis oncii lezyon 6rneklem
araligina sahip ¢aligmamizda, biz, tiim olgularin %93,6’sinda MEK1 ekspresyonu

saptadik. Ekspresyon degerlerinin olgu gruplarinda veya olgu alt tiplerinde birbirine
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benzer oranda oldugunu gozlemledik. Literatiirde, MEK1’in hem sitoplazmik hem de
niikleer yerlesimli bir protein olabilecegini bildiren ¢alismalar (137,145)
bulunmaktadir. Deneysel c¢alismalarda (146) MEK’in mitojenik uyarilara cevap
olarak hizla niikleusa gectigi gosterilmisse de, niikleustaki gorevi ve bunun timor
gelisimine katkis1 tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Duhamel ve ark. 49 normal
kolon mukoza, toplam 406 kolorektal polip ve karsinoma 6rneginde doku mikroarray
teknigi yardimiyla MEKI1/2 ve ERKI1/2 ekspresyonunu degerlendirdikleri
caligmalarinda (141) kolorektal karsinoma olgularinin %44’iinde sitoplazmik,
%79’unda ise niikleer MEKI1/2 ekspresyonu saptadiklarini bildirmistir. Aymn
calismada es zamanli onkojenik RAS ile enfekte edilmis intestinal epitel hiicre
kiiltiirleri ve kolorektal adenokarsinom hiicre kiiltiirleri de kullanilmistir. Normal
mukozaya ait Orneklerde sitoplazmik zayif MEKI1/2 ekspresyonu bulunurken,
niikleer ekspresyonun kript bazallerinde birka¢ hiicrede sinirli olarak bulundugunu,
normal mukozanin aksine hiperplastik polip, adenomatdz polip ve invaziv karsinoma
olgularinda hem lezyon ylizeyinde, hem de lezyon tabaninda kaba graniiler paternde
niikleer ekspresyonun bulundugunu ve ayrica onkojenik RAS ile enfekte hiicre
serilerinde fosforile olmus MEK1/2’nin niikleusta birikim gosterdigini; bu sekilde
ERK1/2 hiperaktivasyonuna yol acarak hiicre siklus kontroliiniin bozulmasina neden
oldugunu o6ne siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda ise, MEK 1 ekspresyonu tiim
vakalarda baskin olarak sitoplazmik lokalizasyonda izlenmis ve niikleusu da isaret
eden ekspresyonun yalnizca TA ve KonCA gruplarinda belirgin oldugu saptanmustir.
Olgu gruplarimizda izledigimiz MEK1 siddeti birbirine benzer olsa da, polip tipleri
arasinda KSA’dan SSA, HP’ye dogru gidildikge diisme paterni gostermesi ve
SP’lerde AP’lerden biraz daha yiiksek olmasi, MEK1’in “serrated” lezyonlarda daha
Oonemli bir yere sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. Diger ¢alismada HP disindaki
SP tipleri yer almadig1 icin saglikli karsilastirma yapilamamakla birlikte, sonuglar
TA ve CA gruplann acisindan benzerlik goOstermektedir. Ancak ¢alismamizda
kullandigimiz antikorun MEK1’e spesifik olmasi, MEK1/2 antikoru kullananan diger
caligmalardan (137,141) farkli olmakla birlikte, MEK1 ve MEK2’nin senkronize

calistiklan diisiiniildiigiinde sonuc¢larimizin karsilastirabilir oldugu anlagilmaktadir.

Duhamel ve ark. yaptiklar1 calismada onkojenik RAS ile enfekte edilen hiicre
serilerinde MEK1/2’de oldugu gibi, fosforile edilmis ERK1/2’nin niikleer birikim
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gosterdigini gozlemlemistir. Levidou ve ark. (147) tedavi almamis olgular arasindan
sectikleri toplam 94 primer kolorektal karsinoma olgusunu kullanarak BRAF ve
KRAS mutasyonlar1 ile ERK ve MMR proteinleri olarak bilinen hMLHI,
hMSH2’nin immiinhistokimyasal ekspresyonlarini karsilagtirdiklar1 arastirmalarinda,
kolorektal karsinoma olgularinda ERK ekspresyonunun niikleus ve sitoplazmada
benzer oranlarda bulundugu belirtilirken, bu ekspresyonun, BRAF, KRAS
mutasyonlar, hMLH1, hMSH2 ekspresyonlari ile iliski gostermedigi bildirilmistir.
Bizim ¢alismamiza ait olgu gruplarinda ERK1 ile gruplar arasinda ekspresyon farki
gozlenmezken, ERK2 ekspresyonu AP grubunda SP ve CA gruplarina gore belirgin
Ol¢iide yiliksek oranda izlenmektedir. ERK1 ve ERK2’nin olgu gruplari arasindaki
ekspresyon oranlarimi karsilastirdigimizda, benzer inis ve c¢ikislart gosterdikleri,
ekspresyon siddetlerine baktigimizda ise, ERK1’in polip grubunda daha yiiksek, CA
grubunda daha diisiik siddette saptanmasi, SP’lerde ERK1 siddeti en yiiksek iken,
misCA’larda en diisiik olarak saptanmasi, ERK1’in erken karsinogenezde aktive
oldugunu diisiindiirmektedir. Neoplastik progresyon ilerledikce araya baska
mutasyonlarin katilmasiyla, arayolda ERK1 sinyalinin baskilanmasi, karsinomlardaki
diisiik ekspresyonu acgiklayabilir ancak, bu konuda yeterli ¢aligma olmamasi yorum
yapmay1 zorlastirmaktadir. Displazi gosteren poliplerde ERK1 ve ERK2 ekspresyon
siddetleri, displazi goOstermeyenlere oranla yiliksek bulunmustur. Bu bulgu da
ERK’lerin erken karsinogenetik etkisini vurgulamasi agisindan énemlidir. ERK?2 ile
olgu serimizde SP’lerde izlenen diisiik ekspresyon siddeti HP ve SSA’larda BRAF
mutasyonunun sik olarak izlendigini bildiren literatiir (4,36) ile ¢elismektedir. BRAF
sinyalinin temel olarak MEK ve ERK f{izerinden niikleusa ulasti1 diisiiniildiigiinde,
SP’lerde MEK ve ERK sinyallerinin artmis olmasi1 beklenmektedir, ancak, literatiirde
bu iliskiyi irdeleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Bu durumda, spekiilatif olarak, sinyal
iletiminin kompleksitesi ve arayollarda rol alan molekiillerin interaksiyonu goz
Oniinde bulundurularak, ¢esitli “feedback” mekanizmalarinin da bazi durumlarda
devreye girebilecegi ve BRAF mutasyonu ile aktive olmasi beklenen MEK/ERK

arayolunun neoplastik siiregte bu yolla yeniden inaktiflesebilecegi diisiiniilebilir.

“Serrated” poliplerin molekiiler patogenezi ve kolorektal karsinoma alt tipleri
ile aralarinda olan baglantilar giin gectikge daha da iyi anlagilmaktadir. Bu yolda

atilmis en 6nemli adimlar CIMP arayolunun ve bir onkogen olan BRAF’1n “serrated”
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prekiirsorlerden kanserlere kadar olan spektrumda saptanabiliyor olmasidir (64,89).
Bu konudaki en biiyiik gelisme hem “serrated” polipler, hem de MSI iizerinden
gelisen kolorektal karsinomalarda BRAF mutasyonlarinin = goériilebildiginin
anlasilmasidir (86,89,148). BRAF’ta meydana gelen aktive edici nokta mutasyonu
(V600E) KRAS’1n da i¢inde yeraldigt MAPK arayolunun aktive olmasina neden olur
ve bu aktivasyon hiicre proliferasyonu, apopitozun inhibisyonu ile sonuglanir. ilging
olarak BRAF SSA’larin biiylik ¢ogunlugunda mutant iken, AP’lerde neredeyse hig
BRAF mutasyonu izlenmemektedir (124). BRAF mutasyonu, CIMP’in “serrated”
karsinogenezde anahtar bir role sahip oldugunu kanitlarcasina CIMP ile korelasyon
gostermektedir (124). BRAF mutasyonu kolorektal karsinogenezde morfolojik olarak
saptanabilen en kiiclik lezyonlar olan aberan kript odagi ve “serrated” aberan kript
odaginda da gosterilmistir (149,150). Calismamizda, hem ERK1, hem de ERK2 ile
sag kolon lezyonlarinda sol kolona gore daha fazla oranda ekspresyon izlenmistir.
Lokalizasyonun gerek polip gelisimde rol oynayan, gerekse bu poliplerden gelisen
neoplazilerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli molekiiler mekanizmalar1 belirleyebilecek
bir faktor oldugunu da g6z oniinde bulundurdugumuzda (4), bu durumun sag kolon
yerlesimli poliplerde daha ¢ok BRAF mutasyonunun bulunmasi ve BRAF’in
MEK/ERK aktivasyonuna yol a¢cmis olabilecegi olasiligi ile aciklanabilecegini

diistinmekteyiz.

PISBK/AKT/mTOR sinyal yolu kolorektal karsinomalarda proliferasyon,
apopitoz inhibisyonu, anjiyogenez ve metastaz gelisiminde 6nemli role sahiptir (151)
(152-154). P13-kinazlar fosfatidil inozitolii fosforile etme yetenegine sahip onemli
intraselliiler sinyal iletim molekiilleridir. PI3K sinyal iletim yolunda reseptdr tirozin
kinazlar (RTK) veya G protein bagli reseptorlerin uyarilmasi sonucu elde edilen
sinyaller, PI3K’lar tarafindan aktive edilen fosfolipid molekiillerin serin/treonin
kinaz AKT ve diger sinyal alt yollarini aktive etmesi ile hiicre i¢ine iletilir (155-157).
PI3K ailesi ii¢ boyutlu yapilari, diizenlenmeleri ve lipid substrata olan spesifitelerine
gore 3 sinifa ayrilir (classl, classll, ClassIII). Hiicre membraninda fosfatidil inozitol
4,5 bifosfattan (PIP2), PIP1 olusumu, RTK lar tarafindan fizyolojik olarak aktive
edilen “class” I PI3Klarin aktivitesine baglidir (99). Bugiine kadar kanser iligkili
mutasyonlarin dort “class” I PI3K dan yalnizca PIK3CA geni tarafindan kodlanan

P110a alt linitesi ve ¢ok sayida diizenleyici alt liniteden biri olan P85a iceren PI3Ky1
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etkiledigi bulunmustur. Literatlirde, kolorektal karsinomalarin %15-25 inde p110a
katalitik subunitini kodlayan PI3K geninin somatik mutasyonlar gosterdigini
bildirilmistir (100,101,128). Carson ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada (102) bu
mutasyonlarin PI3KCA kinaz aktivitesini arttirdifi ve bu sekilde etkilenmis
hiicrelerde PIP3 olusumunu arttirdigi gosterilmistir. Ozellikle PI3K her ne kadar
etkisini KRAS proteinine ait alt arayol iizerinden gosterse de KRAS mutasyonlarinin
bir 6l¢iide PIK3CA mutasyonlari ile birliktelik gosterdigi de bilinmektedir (101,103).
PI3K molekiilii hizasinda paralel iki devre gibi birbirine baglanan bu iki arayolda,
RAS sinyalinin PI3K’y1 uyardigi bilinmektedir (91). Her iki genin de mutasyon
sonucu aktive olmalar1 halinde yeterince aktivasyon gosteren PI3K iizerinde etkisi
azalan KRAS’in MEK/ERK arayolunu aktive edecegi ve bu durumda iki koldan

artarak devam eden hiicre i¢i sinyal iletiminin ger¢eklesecegi diisiiniilebilir (136).

Literatiirde PI3K gen mutasyonlarinin kolorektal karsinoma tedavisinde
etkilerini molekiiler yontemler iizerinden tartisan ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktaysa
da, immiinhistokimyasal PI3K ekspresyonu ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.
Benzer sekilde, adenomatdz veya “serrated” poliplerde, yontemden bagimsiz olarak,
PI3K ekspresyonu ile ilgili bilgi de simirlidir. Johnson ve ark.nin 154 hastada
immiinhistokimyasal yontemle PI3K (p85a), AKT1, AKT2, p-mTOR ve p-p70S6K
ekspresyonunu degerlendirdikleri ¢aligmalarinda (158) tiimorli dokularda, normal
kolon dokularina oranla tiim antikorlarin ekspresyonlarmin artmis oldugu
saptanmistir. Literatiirde PI3K’nin kolorektal karsinogenez tzerindeki etkilerini
molekiiler yontemlerle degerlendiren calismalar bulunsa da, Johnson ve ark.nin
yaptig1 bu calisma PI3K’y1 genis bir olgu serisinde immiinhistokimyasal olarak
degerlendiren ilk ¢alismadir. Bu caligmada, PI3K ekspresyonu ile hasta yasi, kanser
evresi ve timor lokalizasyonu arasinda korelasyon bulundugu bildirilmis, PI3K
ekspresyonunun evre [V tiimorlerde, erken evre tiimorlere oranla daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Benzer sekilde evre IV kolon tiimorlii hastalara ait tiimdrsiiz kolon
dokularimda da, erken evre hastalara ait timorsiz dokulara oranla PI3K
ekspresyonunun daha yiiksek saptandigi ve bunun dikkat ¢ekici oldugu bildirilmistir.
Ancak, PI3K ekspresyonunu degerlendirmek i¢in PI3K850 subunitine spesifik bir
primer antikor kullandigimiz calismamizda, PI3K ekspresyon orani ve siddeti

acisindan gruplar arasinda, karsinomlarda da LVI, grade, TNM degiskenlerine baglh

113



anlamli farklilik saptanmamaistir. Buna karsin, CA grubunda PI3K ekspresyon siddeti
polip grubuna oranla daha yliksek bulunmus, ekspresyonun hiicresel lokalizasyonu,
AP ile SP ve KonCA ile MiisCA arasinda anlamli farklilik gostermistir. Buna gore
AP ve KonCA’larda sitoplazmik eskpresyon baskin iken, SP ve MiisCA’larda
niikleer ekspresyon gozlenmistir. Bu durum, PI3K’nin “bekgisi” olarak kabul edilen
PTEN geniyle ilgili olarak, normalde niikleusta bulundugu, malign transformasyon
sirasinda  sitoplazmik translokasyon gosterdigini 6ne siiren (159,160) literatiir
bilgisinin tartismaya ag¢ik oldugunu diisiindiirmektedir. Ciinkii, calismamizda hem
PI3K, hem de PTEN ekspresyonu tim gruplarda daha belirgin olarak niikleer
lokalizasyon gostermistir (40,124,125) Ancak her iki antikor normal mukozada da
niikleer ekspresyon gostermislerdir. Bu sonuglart yorumlarken kullanilan antikorlarin
mono-ya da poliklonal olmalari, klon farkliliklar1 gibi teknik konularin da dikkate
alinmasi gerekmektedir. Ancak yapilan ¢ok az sayidaki immiinhistokimyasal
calismada bu ayrintilar tam olarak agiklanmadigi i¢in 6zellikle ekspresyonlarin hiicre
ici lokalizasyonlar1 konusunda daha ileri yorum yapilmasi saglikli olmayacaktir. Bu
konudaki tek molekiiler calisma ise Fujita ve ark.nin 2011 yilina ait ¢aligsmalar1 olup
(161), bu ¢alismada HP, SSA ve kanserlesme gosteren SSA vakalarini igeren 362
vakadan olusan seride PI3K (PI3KCA) mutasyonu molekiiler yontemlerle
degerlendirilmis ve kanserlesme gdsteren polipler de dahil hicbir “serrated” polipte
PI3K mutasyonunun izlenmedigi belirtilmistir. Ayn1 lezyonlarda es zamanli KRAS
ve BRAF mutasyonlarinin da degerlendirildigi ¢alismada HP ve SSA’larda BRAF
mutasyonunun oldukga sik, KRAS mutasyonunun ise nadir goriildiigii de bildirilmis
ve bu sonug ile literatiir bilgisine uyum saglayacak sekilde SSA patogenezinde PI3K
ve KRAS mutasyonundan ziyade BRAF mutasyonunun etkili oldugu ¢ikarimi
yapilmistir. S6z konusu calisma “serrated” adenomlar ile bu vakalar iizerinde gelisen
displazi ve karsinomalarda PI3K (PI3KCA) mutasyonunu degerlendiren ilk
calismadir. SSA’larin proksimal kolon yerlesimli bazi MSI-H kanserlerin prekiirsor
lezyonu oldugu bilgisi de (31,39) g6z oniinde bulunduruldugunda, ¢alismamizda da
miisCA grubunda PI3K’1n sitoplazmik ekspresyon oranimnin AP ve konCA grubuna
gore diisiik olarak izlenmesi, her ne kadar sag-sol kolon lokalizasyonlar1 agisindan
fark bulunmamis olsa da, PI3K’nin serrated neoplazi sekansinda ileri evrede belirgin

bir roliiniin olmadig1 goriisiinii desteklemektedir.
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Bu sonucun yani sira PI3K’nin, adenom-karsinom sekansi {lizerinden gelisen
kolorektal tiimorlerde erken donemde mutasyona ugrayan bir molekiil oldugu
diisiiniilebilirse de, bu hipotez ileri evre ve agresif seyirli timorlerde yiiksek oranda
PI3K mutasyonu veya ekspresyonunu bildiren c¢alismalar (158,162,163) ile
celismektedir. Ancak az sayidaki ¢alisma, gerek olgu gruplari agisindan gerekse
immiinhistokimyasal ekspresyonun degerlendirilmesi yoniinden yeterli olmayip,
sonuglarmin bu nedenle dikkatle yorumlanmasi gerekmektedir. Sonuglarimiza gore,
PI3K’1in adenom-karsinom sekansi i¢in de anlamli roliiniin olmadig1 goriilmektedir.
Buna ek olarak, literatiirde kolon poliplerinde PI3K ekspresyonunu displaziye gore
karsilastiran 6rnek bulunmamaktadir. Calismamizda ise, PI3K ekspresyon siddeti ve
orani displazi gosteren polipler ve displazi gdstermeyen poliplerde birbirine yakin

bulunmustur.

PI3K arayolunda son yillarda en fazla goze ¢arpan iki molekiilden biri olan
PTEN, 10g23’te lokalize bir tiimor supresér gendir. Bu aktivitesini PI3K
(phosohoinositide 3-kinase) inhibisyonu yoluyla, PIP2 (Phosphatidiylinositol 3-4
biphosphate) ve PIP3 (Phosphatidiylinositol 3-4-5 triphosphate)’iin  inaktif
defosforile hallerinde kalmalarin1 saglayarak gerceklestirir (164,165). PI3K
aktivasyonu, hiicre siklus progresyonu yani sira apopitoz inhibisyonundan da
sorumlu bir proto-onkogen olan AKT’in (166,167) aktif hali olan pAKT
ekspresyonuna yol agar. PTEN’in bu kaskaddaki asil rolii, PI3K bagimli AKT
aktivasyonunu inhibe etmektir. Biiylime faktor uyarisi bulunmayan hiicrelerde AKT
aktivitesi normalde diisiik olarak saptanirken, PTEN kaybi bulunduran timor
hiicrelerinde yiikksek oranda AKT fosforilasyonu tespit edilmistir (168,169).
PI3K/AKT aktivasyonunun hiicre kiiltiirlerindeki kolon epitel hiicrelerinde malign
transformasyona yol agtigi gosterilmis olmasma karsin (80,154,170), sporadik
kolorektal kanserlerde PTEN-PI3K/AKT yolunun o6nemi ve klinikopatolojik

korelasyonu heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir (165).

PTEN ekspresyonu ile ilgili daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda geliskili
sonuclar alinmistir. Buna gore, bazi ¢alismalarda normal hiicrelerde PTEN’in niikleer
ekspresyonu izlenirken, tiimor hiicrelerinde sitoplazmik ekspresyonun on plana

ciktigini bildiren ¢aligmalar (159,160) bulunmaktadir. PTEN lokalizasyonunun timor
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progresyonu ile degismedigi (171) veya ekspresyon lokalizasyonunun hiicrenin
proliferatif siklustaki konumuna gore degisebilecegini bildiren (172) yayinlar da
bulunmaktadir. PTEN ekspresyonu hakkindaki degerlendirmeler sadece kolorektal
karsinomalar degil, diger organ malignitelerine ait ¢alismalarda da birbirleri ile
celigkilidir. Malign plevral mezotelyoma olgularinda yapilan ¢aligmalarda Opitz ve
ark. (173) 206 olgunun %62’sinde PTEN kaybi1 saptadiklarini belirtse de Cedres ve
ark. 30 mezotelyoma vakasinda (174), olgularin %95’inde PTEN ekspresyon kaybi
bulunmadigini bildirmislerdir. Cedres ve ark. nin yaptigi calisma ve daha 6nce
yayinlanmis bazi c¢aligmalarda (175) PTEN ekspresyonu ile ilgili sonuglarin
gosterdigi degisiklikler, kullanilan antikor klonlarinin ve hiicre igerisinde gosterdigi

ekspresyon lokalizasyonunun farkli olmasina baglanabilir.

Hsu ve arknin 133 kolorektal karsinoma vakasinda Western blot ve
immiinhistokimya yontemlerini kullanarak 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin ve
irinotekana kars1 tiimor hiicre kemosensitivitesini degerlendirdikleri ¢aligsmalarinda
(176) normal kolon mukoza epitelinde yiiksek oranda izlenen niikleer PTEN
ekspresyonunun adenomatdz polip ve kolorektal karsinoma olgularinda belirgin
olarak azalmis oldugu, bunun yani sira olgu gruplari arasinda sitoplazmik
boyanmada anlamli fark bulunmadigi ayrica yiiksek oranda PTEN ekspresyonu
gozlenen tiimorlerin 5-FU ve oxaliplatin kemoterapisine duyarli olduklar
bildirilmistir. Aym1 c¢alismada tiimor capr artttkca PTEN kaybmin da arttig
belirtilmistir.

Daha 6nce yapilan galismalarda (162,165) kolorektal karsinoma olgularinda
orta diizeyde PTEN kayb1 saptandig1 bildirilmistir. PTEN kayb1 bir¢ok solid timdrde
beklenen bir bulgu olmakla birlikte ekspresyon kaybinin diizeyi ¢aligmalar arasinda
biiytik farkliliklar gostermektedir (174). Bu durumun kullanilan antikorlarin teknik
ozellikleri ve klonlar1 ile immiinhistokimyasal yontemlerin sensitifligine bagh
olabilecegi diisiniilmektedir (171). Literatiirde, adenomat6z polip olgularinda PTEN
ekspresyon degerlerini bildiren ¢ok fazla ¢alisma bulunsa da “serrated” poliplerde
PTEN ekspresyonu hakkinda ¢alisma bulunmamaktadir. Chen ve ark. (177) 2007
yilinda yaymlanmig, 85 kolorektal karsinoma, 18 adenomatdz polip ve 9

perikanserdz tiimorsiiz  kolon dokusunu inceledikleri ¢alismalarinda PTEN

116



ekspresyon degerlerini kolorektal karsinoma, adenoma ve tiimorsiiz kolon
dokularinda benzer nitelikte saptadiklarini; bu ¢alismadan bir yil sonra ise Colakoglu
ve ark., (165) adenomat6z poliplerde, invaziv kanser olgularina oranla PTEN kaybini
daha yiiksek bulduklarini bildirmislerdir. Benzer sekilde 2010 yilinda yapilan bir
calismada (175) niikleer PTEN ekspresyon siddeti ve oranmin normal kolon
mukozasindan adenomatdz polip ve kolorektal karsinomaya dogru gidildik¢e giderek

azaldig bildirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz PTEN antikoru niikleer ekspresyon ozelligi
gostermektedir. PTEN ekspresyon siddeti, yayginlig1 ve ekspresyon paterni agisindan
adenomatdz polip, “serrated” polip ve CA grubu arasinda anlamli fark
saptanmazken, polip alt tiplerinde niikleer PTEN ekspresyonu en yliksek oranda HP
ve KSA grubu poliplerde; en diisiik oranda ise TVA grubu poliplerde izlenmistir.
Calismamizda, polip grubunda PTEN ekspresyon siddeti ve yayginligi ile displazi ve
cap arasinda korelasyon izlenmemistir. CA grubunda PTEN ekspresyon siddeti ve
yayginligt ile LVI, tiimor grade, TNM durumu arasinda korelasyon gozlenmemistir.
Bu bulgular ile literatiir bilgileri karsilagtirildiginda, literatiirde de ¢eligkili sonuglarin
bulundugu dikkati ¢ekmektedir. PTEN mutasyonunun ileri evre hastalik ve metastaz
varlig1 ile iliskili oldugu yam sira lokal niiksii 6ngérmede etkili oldugunu bildiren
(178,179) calismalar bulunmaktadir. Chen ve ark.nin (177) yaptigi ¢alismada PTEN
ekspresyonu ile tiimor grade’i arasinda belirgin bir korelasyon bulundugu ve PTEN
mutasyonunun kolorektal karsinogenezde ge¢ donemde etkili oldugu bildirilmistir.
Iki ayr1 galismada ise, PTEN ekspresyonu ile kolorektal karsinoma vakalarindaki
klinikopatolojik degiskenler (grade, evre, timor ¢api, LVI, preoperatif serum CEA
diizeyleri ve karaciger metastazi varligl) arasinda iliski bulunmadigi bildirilmistir

(165,176).

Jang ve ark. nin 19 normal kolon mukozasi, 14 adenomatdz polip, 482
kolorektal karsinoma ve 56 metastatik lenf nodiilii 6rneginden hazirlanan doku
mikroarray blogu kesitlerinde immiinhistokimyasal yontemle PTEN ekspresyonunu
degerlendirdikleri c¢alismada (175) normal kolon dokularinin tamaminda,
adenomatdz polip olgularinin %85,7, karsinoma olgularinin %50, metastatik lenf

nodiillerinin ise %46,4’iinde PTEN ekspresyonu gozlendigi bildirilmis ve PTEN
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kaybinin MMR defektine bagli ortaya ¢iktig1 one siiriilmiistiir. Ayni ¢alismada PTEN
kaybmin rektal lokalizasyonlu tiimorlere oranla kolon lokalizasyonlu tiimoérlerde
daha fazla saptandigi; PTEN ekspresyonu ile hasta yasi, cinsiyet, tiimor capi,
bliylime paterni, grade, invazyon derinligi, lenf nodiilii invazyonu, uzak organ
metastaz1 ve timor evresi arasinda korelasyon bulunmadigi bildirilmistir. Buna
karsin, Li ve ark. (180), PTEN ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler ve caspase-3
ekspresyonu arasinda karsilastirma yaparak, diisik PTEN ekspresyonu; invazyon
derinligi, lenfatik invazyon, lenf nodu metastazi, ileri tiimor evresi ve azalmis
caspase-3 ekspresyonu arasinda korelasyon saptamislardir. Ayni ¢alismada PTEN
ekspresyonu bulunmayan hastalarda, ekspresyon gosteren hastalara oranla yasam
stiresinin daha kisa oldugu belirtilmis ve lenfatik invazyon, vendz invazyon ve PTEN
ekspresyonunun kolorektal karsinomada bagimsiz prognostik faktorler olduklar:
sonucuna vartmugtir. Literatiirde PTEN ekspresyonunun sol kolon yerlesimli
timorlerde sag kolona oranla, diisiik olarak saptandigi bildiren c¢aligsmalar
bulunmaktadir (165,181). Calismamizda PTEN ekspresyon siddeti ve yaygmligi
acisindan sag ve sol kolon arasinda anlamli fark saptanmamistir. Kullanilan PTEN
antikorlarinin ¢esitliligi, immiinhistokimyasal analizlerde elde edilen sonuglarin ve
dolayisiyla  ekspresyon kaybinin  yorumlanmasinda, literatiir  bilgilerinin
giivenirliginin de sorgulanmasi ve heniliz bu konuda kesin degerlendirmelerden

kaginilmasi gerektigini diisiindlirmektedir.

p85 regiilator subunit ve pl10 katalitik subunitlerinden meydana gelen
heterodimerik “class”l PI3K’larmn (152) timor gelisimi ve progresyonundaki
etkilerini AKT tizerinden kontrol ettikleri bilinmektedir (182). AKT kinaz ailesi
yapisal olarak homolog olan ve benzer yollarla aktive olan, farkli 6zelliklere sahip 3
alt tipe sahiptir (AKT1, AKT2, AKT3). Kolon, pankreas, over ve bazi hormon
direncli meme kanserlerinde yiiksek AKT ekspresyonu bildirilmistir (154,181,183).
Bunun yani sira kolorektal karsinomada AKT fosforilasyonunun hiicre ¢ogalmasi,
apopitoz inhibisyonu, invazyon derinligi, vaskiiler infiltrasyon, lenf nodu metastazi
ve timor evresi ile korele oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir (170,184).
Yapilan c¢alismalarda PI3K/AKT yolunda rol alan elemanlarin inhibisyonunun
yavaglayan timor biiyiime hizi, artan apopitoz, artan kemoterapi duyarliligr ve

azalmis metastaz kabiliyeti ile iligkili oldugu bildirilmistir (181,185,186). Bu
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arayolda, protein translasyonu, bliylime ve anjiyogenezden sorumlu olan, mTOR’un
da i¢inde bulundugu bir grup hedef molekiil AKT tarafindan kontrol edilmektedir
(187).

AKT c¢ogu kanserde aktivasyon gosterdigi bilinen ve bu nedenle kanser
tedavisinde gelecek vaad eden bir molekiildir (188-190). Bununla birlikte,
literatiirde, pAKT ekspresyonu ve kanser prognozu iligkisini arastiran ¢aligsmalarda
bildirilen sonuglar birbirinden farklilik gostermektedir (191-196). pAKT
ekspresyonunun kolorektal karsinomada hasta sagkalimi {izerinde etkisinin
olmadigini bildiren ¢alismalar bulunsa da (136,165,197,198), Baba ve ark.nin (199)
717 kolorektal karsinoma olgusu iizerinde yaptig1 calismada pAKT ekspresyonunun

erken evre hastalik ve iyi prognoz ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Bazi c¢aligmalarda (136,154) hem kolorektal adenomalar, hem de kolorektal
karsinomalarda kuvvetli AKT immiin ekspresyonu gozlenmistir. Bu ekspresyon,
kolorektal kanser gelisiminde AKT aktivasyonunun erken donemde gelistigini
gostermekte ise de, literatiirde bu bulgular ile ¢elisen yayinlar bulunmaktadir (177).
Ayrica, pAKT ekspresyonunu prekanserdz kolon lezyonlarinda degerlendiren
calismalarinda 6rneklem genisliklerinin sinirli olmasi, bu calismalarin sonuglarinin
degerlendirmesini giiglestirmektedir. Henderson-Jackson ve ark. 101 kolorektal
karsinoma, 8 adenoma, 14 normal kolon mukoza Ornegi kullanarak yaptiklar
caligmalarinda (200) pAKT ekspresyonunu niikleer+sitoplazmik boyanan bazi
vakalar haricinde sitoplazmik lokalizasyonda saptadiklarini belirtmislerdir. Ayni
calismada normal mukozadan CA’ya dogru gidildikge pAKT ekspresyonunda artis
gozlendigi belirtilmistir. Roy ve ark.nin yaptigi calismada (154) normal kolon
mukozas1 ve hiperplastik poliplerde AKT ekspresyonunun izlenmedigi, kolorektal
karsinoma ve adenomatdz polip olgularinda ise %50°den fazla oranda ekspresyon
bulundugu bildirilmistir. Colakoglu ve arkadaslari; 75 kolorektal karsinoma, 25
adenomat6z polip olgusunda (165) karsinoma vakalarinda, poliplere goére pAKT
ekspresyon oranimnin daha yiiksek oldugunu, kolorektal kanserlerin %30,7’sinde
kuvvetli pAKT ekspresyonu bulundugunu ve ayrica literatiirden farkli olarak
adenomatdz poliplerde kuvvetli ekspresyon izlenmedigini bildirmistir. Aym

calismada, pAKT ekspresyonu ile yas, cinsiyet, tiimor grade’i, LVI durumu, KC
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metastazi durumu arasinda iliski saptanmadigi belirtilmistir. Calismamizda ise, CA
grubunda izlenen pAKT ekspresyon yiizdesi ve diffiiz ekspresyon orani polip
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Bu bulgunun
yanm sira, “serrated” polip olgularinda niikleer boyanma izlenmezken, adenomatéz
polip ve CA olgularina dogru gidildikce, Henderson-Jackson ve ark. ile uyumlu
olacak sekilde, anlamli olarak artan oranda niikleer+sitoplazmik boyanma
gozlenmistir (200). Benzer sekilde, “serrated” polip grubunda boyanma siddetinin,
adenomat6z polip ve CA gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli 6l¢giide diisiik
oldugu saptanmistir. Ayrica polip grubunda cap ve pAKT ekspresyonu agisindan
pozitif  korelasyon  bulundugu gozlenmis, lokalizasyona gbre yapilan
degerlendirmede ise, pAKT ekspresyon siddetinin sol kolon lezyonlarinda, saga gore
daha diisiik oldugu anlasilmistir. Literatiirle uyumlu olarak CA grubunda grade,
TNM ve LVI durumu ile pAKT ekspresyonu arasinda iligki saptanmamistir.
Sonuglarimiz pAKT ekspresyonun adenom-karsinom sekansi iizerinden gelisen
kolorektal karsinomalarda erken karsinogenezde etkili oldugu hipotezini
desteklemektedir. Buna karsin, AKT 1n “serrated” neoplazi sekansinda belirleyici

roliiniin olmadig1 sonucuna varilmaistir.

PIBK/AKT yoluna ait elemanlarda meydana gelen degisiklikler veya
mutasyonlar mTOR aktivitesinin artmasi ile sonuglanir (201) ve bu degisiklikler
artmis protein sentezine bagli olarak, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 ve anjiyogenez ile
sonuglanir (202,203). Yapilan ¢alismalarda, fosforilasyon yoluyla substratlari olan
4E-BP1 ve S6KI iizerine direk etki eden mTOR’un protein sentezi lizerindeki rolii
gosterilmistir (204). Bu modele gore, mTOR, hiicre i¢i ve hiicre disi1 ortamda
meydana gelen degisikliklere cevap olarak artan protein sentez hizina hiicrenin ayak
uydurabilmesi i¢in gerekli olan metabolik diizenleyicidir. mTOR, serin/treonin kinaz
aktivitesine sahip, iki ayr1 fonksiyonel alt yapidan (mTORCI1, mTORC2) meydana
gelen bir molekiildiir. AKT m alt yol molekiilii olan mTORC1, 4E-BP1 ile birlikte
protein translasyonunu kontrol eden S6K fosforilasyonunu arttirirken (187),
mTORC2 ise, AKT’1 serin 473 bdlgesinden fosforile ederek AKT aktivitesini
diizenler. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, mTOR’un AKT yani sira S6 kinaz
(S6K) tarafindan da diizenlendigi bildirilmektedir (205). Kolorektal karsinoma
dokularinda artmis ekspresyon gosterdikleri bildirilen (206) mTORC1/mTORC2
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proteinleri ve mTOR, kolorektal karsinomanin hedefe yonelik tedavisinde giin
gectikce daha fazla 6nem kazanmaktadir. mTOR’un 6nemi PI3K arayolu ile hiicre
icine iletilen sinyalin niikleusa gegisinde anahtar molekiill olmasindan ileri
gelmektedir. Biiylime faktorlerinin hiicre igine ulasan sinyallerinin niikleusa
ulagabilmesi mTOR’a baghidir (207). Hiicre siklusunun ilerlemesi, translasyonun
baslamasi, protein stabilitesi ve hiicre yasamiin siirdiiriilmesi gibi hayati
fonksiyonlar1 devam ettirebilmesi i¢in, PI3K ve MAPK arayollarinin birbirleriyle
paslasarak mTOR’a ilettikleri sinyallerin, 4EBP1 ve S6K1 {izerinden niikleusa
iletilmesi gerekmektedir (207).

Literatiirde, tedavi almamis olgularda mTOR ekspresyonunu bildiren ¢ok az
sayida yaymn bulunmaktadir. Zhang ve ark.nin 50 kolon CA, 50 tiimdrsiiz kolon
dokusu kullanarak mTOR ekspresyonunu arastirdiklar1 ¢alismalarinda (208) kontrol
dokulara oranla CA dokularinda mTOR ekspresyonunun arttig1 ve bu artisin lenf

nodu metastazi ve tiimdr grade’i ile korelasyon gdsterdigi bildirilmistir.

Altmis yiiksek ve diisiik dereceli displazi gosteren kolorektal adenomatoz
polip, 60 normal mukoza 6rnegi ve 56 kolorektal karsinoma vakasi kullanilarak
yapilan bir baska c¢alismada ise p-mTOR (Ser2448), p-4EBP1 ve p-p70S6
ekspresyonlar arastirilmig (209) ve mTOR ekspresyonun sitoplazmik lokalizasyonda
izlendigi belirtilmistir. S6z konusu c¢alismada diisiik derece displazili adenomatoz
poliplerde normal mukozaya oranla ekspresyon farki bulunmazken; yiiksek dereceli
displazi gosteren adenomatdz poliplerde normal mukozaya oranla mTOR sinyalinin
belirgin olarak artmis oldugu bildirilmistir. Aynmi calismada, kolorektal
karsinomalarda yiiksek derece displazili adenomatdz poliplere benzer sekilde
belirgin artmis kuvvetli mTOR ekspresyonu saptanmis, ancak, sitoplazmik mTOR
ekspresyonu gosteren adenomatéz poliplerden farkli olarak  kolorektal
karsinomalarda ekspresyonun hiicre membranina dogru yer degistirdigi bildirilmistir.
Zhang ve ark.nin aksine, bizim g¢alismamizda mTOR ekspresyonu tiim vakalarda
sitoplazmik lokalizasyonda izlenmistir ve mTOR ekspresyonu polip ile CA grubu
arasinda degiskenlik géstermemis, ancak SP grubundan AP grubuna dogru gidildikg¢e
MTOR ekspresyonunun arttig1 ve ayrica polip grubunda displazi varlig: ile mTOR

ekspresyonunun pozitif korelasyon gosterdigi gozlenmistir. AP grubunda izlenen
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ekspresyon oranini polip alt tipleri bazinda degerlendirdigimizde, TA’dan VA’ya
dogru gidildikge artan ekspresyonun da, artan displazi derecesinin varligiyla
aciklanabilecegi diistiniilmiistiir. Zhang ve ark. (209) mTOR ekspresyonunu
klinikopatolojik verilerle de (yas, cinsiyet, tiimor lokalizasyonu, histolojik grade, lenf
nodu metastazi, timor invazyon derinligi) karsilastirmis ve tiimdr invazyon derinligi
ile mTOR ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon bulduklarmi belirtmistir. Buna
karsin, ¢alismamizda, timorlerde mTOR ekspresyonu ve LVI, grade, TNM arasinda
ve kolondaki lokalizasyon durumu agisindan herhangi bir iliski saptanmamistir. Bu
sonuclara gére, mTOR, serrated neoplazi sekansinin 6ncii lezyonlar1 olan serrated
poliplerde adenomatdz sekansin dncii lezyonlarina gore ve genel olarak karsinomlara
gore daha diisiik diizeyde etkili bir molekiil izlenimi vermektedir. Kolorektal
karsinogenez agisindan ise, ileri donemde etkin oldugu ve adenomlarda da

progresyonu belirlemesi agisindan 6nemli oldugu anlagilmstir.

Ayni arayola ait diger belirteclerle karsilastirildiginda, calismamizda AP alt
tiplerinde PI3K ve mTOR ekspresyon orani dagilimlarinin benzer olmasi ve pAKT
ile mTOR’un, TVA ve VA’larda yiiksek ekspresyon gostermesi, , PI3K ve pAKT’ ta
oldugu gibi adenomatdz polip zemininde gelisen kolorektal karsinomalarda
mTOR’un da erken donemde ekspresyon degisikligi gostermesi bu arayoldaki
molekiillerin ortak olarak erken karsinogenetik etkilerini ortaya koymasi agisindan
onemlidir. Sonuglarimizin, PI3K arayolu aktivasyonunun SP’den ¢ok, AP ve CA’ya
dogru arttigimi gostermesi, mevcut az sayidaki literatiir bilgilerini destekleyebilecek
niteliktedir. Johnson ve ark.nin yaptigi ¢aligmada (158) tiimorsiiz kolon dokulart
arasinda AKt2, p-mTOR(Ser2448), p-S6K, Aktl siddetlerinin de ileri evre timorlii
hastalardan alinan 6rneklerde, erken evre tiimorlii hastalardan alinan dokulara oranla
daha yiiksek oldugu saptanirken, timor dokularinda p85a disindaki antikorlar ile
benzer korelasyonun goriilmedigi One siirlilmiistiir. Bu durum, neoplastik doku
komsulugunda yer alan, morfolojik olarak normal goriiniime sahip fakat aslinda
kanser hiicrelerinde bulunan molekiiler degisikliklerin bazilarin1 bulunduran
prekanseréz hiicrelerin varligina baglanmis (saha etkisi) (158,210) ve sorumlu
olarak, = mukoza  epitelinde  PISBK/AKT/mTOR  arayolundaki malign
transformasyonun, karakteristik neoplastik degisiklikler ortaya ¢ikmadan c¢ok daha

once meydana gelmis olma olasilig1 6ne siiriilmiistiir.
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PI3K/AKT/mTOR arayoluna bir biitiin olarak baktigimizda ¢alismamizda
vardigimiz sonuglar, PI3K/AKT arayolunda meydana gelen degisikliklerin artmis
mTOR ekspresyonuna yol ag¢tigini, literatiirle uyumlu olacak sekilde (201)
gostermektedir. Birbiri ile korelasyon gosteren bu degisikliklerin, SP alt tiplerinden
daha cok AP alt tiplerini takip ederek CA’ya dogru ilerlemeleri de bizi, KRAS
mutasyonu bulundurmayan konvansiyonel kolon karsinomalarinda, KRAS
mutasyonu bulunduran tiimorlere paralel sekilde gozlenebilen anti-EGFR tedavi
direncinde basvurulabilecek alternatif yolun, PI3K arayoluna ait bu molekiiler
degisiklikler iizerinden bulunabilecegi sonucuna yoneltmektedir. Sonuglarimiz, bu
hastalarda, PI3K arayolunda yer alan s6z konusu molekiillerin tedavi se¢iminde
kullanilmast olasiligini giiclendirmektedir. MAPK arayoluna baktigimizda ise, elde
edilen sonuclar yol gostericilik agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu arayola ait
caligmalarin molekiiler yontemlere dayanmasi, immiinhistokimyasal ekspresyonlari
degerlendiren kisitl sayida literatiir bulunmasi, yeterli yorum yapmay1
giiclestirmektedir. Iki arayolun karsilikli siirekli etkilesim icinde olmasi ve
“feedback”  mekanizmalarin  aktif  olarak  ¢alismast da  sonuglarin

degerlendirilmesinde gii¢liik yaratmaktadir.

Adenomatéz ve serrated neoplazi sekanslart agisindan sonuglarimizi
degerlendirdigimizde, MAPK arayolu molekiillerinden, MEK1 ve daha belirgin
olarak ERK2 ekspresyonu her iki sekansta erken donemdeki ekspresyonu daha
yiiksek iken, karsinomlarda azalma gostermistir. ERK1 her iki sekansta da belirgin
degisme gostermeksizin eksprese olmustur. PI3K arayolunda ise, PI3K serrated
sekansta minimal varyasyon gosterirken, adenomatoz sekansta ise ekspresyon diizeyi
sekans boyunca degismeden ayni diizeyde seyretmistir. PTEN ekspresyonu serrated
sekansta progresyonla negatif korele sekilde azalmis, adenomatoz sekansta ise
degismemistir. pAKT ekspresyonu hem serrated sekansta hem de adenomatoz
sekansta progresyonla uyumlu sekilde yiikselme gostermistir. mTOR her iki sekansta
da erken lezyonlarda yiisek ekspresyonuna karsin, neoplastik ugta belirgin azalma
gostermistir. Bu sonuglar, RAS sinyal iletimi agisindan adenomatdz sekans ile
serrated noeplazi sekansi arasinda belirgin bir fark bulunmadigini ortaya koyan tek
calismaya ait olmalar1 agisindan Onemli olmakla birlikte, molekiiler yontemlerin

kullanildig: ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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Sporadik kolorektal karsinomanin oncii lezyonlar1 olan adenomatdz ve
“serrated” poliplerin molekiiler o&zellikleri ve bu molekiiler o6zelliklerin
karsinogenezdeki Oneminin bilinmesi ile Oncii lezyonlarin karsinoma gelisim
siirecindeki yerleri ve invaziv karsinomaya yol a¢ma potansiyelleri daha iyi
anlasilacak ve kolorektal karsinoma erken tani ve tedavisinde 6nemli gelismeler
saglanabilecektir. Calismamizda incelenen tiim molekiillerin kolorektal karsinoma ile
iliskisi literatiir bilgileri ile de karsilastirilarak ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Sonug
olarak elde ettigimiz bulgularla incelenen molekiillerin kolorektal karsinoma ile
iligkili oldugu goriilmektedir. Ancak, gilinlimiize kadar yapilan caligmalarla bu
molekiillerin kolorektal karsinogenezde erken ya da ge¢ donem ile iliskileri,
klinikopatolojik degiskenler {izerindeki etkileri konusunda net sonuglar elde
edilememistir. Bunun en temel nedeni, kolorektal karsinogenez tartismasina gorece
yeni katilan, tanim ve klasifikasyonlar1 son yillarda standardize edilmis olan serrated
polipler ve serrated neoplazi sekansinin, literatiirdeki agligmalarda heniiz tam olarak
yer almamis olmasidir. Calismamiz bu nedenle de literatiire O6nemli bir katki
saglamaya adaydir; klasik adenoma-karsinoma sekansi yami sira serrated polip-
neoplazi sekansi da standard tanim, terminoloji ve klasifikasyon kullanilarak genis
bir seride degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda, kolorektal karsinogenezde etkili olan
RAS arayolunun alt yolaklarinin birbirleri ile iligkisinin degerlendirildigi
calismalarin da yetersiz olmasi ¢alismamizin 6nemini arttirmaktadir. Bu ¢alismanin
1s18¢1nda, kolorektal karsinogenez modelinde 6zellikle molekiiler diizeyde yapilacak
caligmalarla, MAPK-PI3K arayollarinin iliskilerinin aydinlatilmasi, molekiiler
patogenezin daha 1yl anlasilmasina ve hedefe yonelik tedavi secgeneklerinin

cogaltilmasina katki saglayacaktir.

Anabilim Dali’mizda bu giine kadar kolorektal karsinogenezle ilgili olarak;
kolorektal adenomatdz polipler ve adenokarsinom odagi iceren adenom olgularinda
angiogenez, miisin antijen ekspresyonlari, B-catenin arayolu ile ilgili caligmalar
yapilmis ve karsinogenetik basamaklardaki farkliliklar degerlendirilmistir. Bu
caligmalarin devami olarak doku “array” yoOnteminin kullanilarak adenoma
zemininde karsinom gelisimi ve progresyonunda APC/B-catenin arayolu, TGF-
B/Smad arayolu, matrix metalloproteinazlar ve doku inhibitorlerinin rolii ve iligkisi

de degerlendirilmistir. Son olarak ise, yine ayn1 grup oncii lezyonlar ve tiimdrlerde
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KRAS ve BRAF mutasyonlar1 degerlendirilmistir. Tiim bu ¢alismalarin bir devami
niteligi tastyan bu tez ¢alismasinda, RAS aracili sinyal arayollarinin karsilastirmali
olarak degerlendirilmesi, adenomatdz ve serrated neoplastik sekanslarinin genis bir
olgu serisiyle irdelenmesi ve sonuglarin literatiir esliginde tartisiimasi

gerceklestirilmistir.
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6. SONUCLAR

Caligmamizda kolorektal karsinogenezde onemli rol oynayan MAPK ve PI3K
arayollarini1 degerlendirmek amaciyla 19 TA, 24 TVA, 24 VA, 24 HP, 14 SSA,13
KSA, 29 KonCA, 26 MisCA olgusunda MEK1, ERK1, ERK2, PTEN, PI3K,
pAKT ve mTOR, ekspresyonlar: arastirilmistir.

Olgularin %31,8’1 kadin ve %68,2’si erkektir.

Olgularin yas ortalamasi1 57,83+12,121 olarak hesaplanmustir.

Calismamizda polip grubu yas ortalamasi konCA grubundan diisiiktiir.

En geng hastalar hiperplastik polip grubundadir.

Tiim olgularin ¢gogunlugu (%61,3) sol kolon yerlesimlidir.

Ortalama ¢ap HP grubundan SSA, KSA, TA, TVA, VA ve CA grubuna dogru
gittikce artmaktadir.

“Serrated” polipler ile karsilastirildiginda adenomat6z poliplerde displazi orani
fazladir.

MEKI1 ile, CA grubunda, polip grubuna oranla diffiiz ve siddetli ekspresyon
oraninin yiiksek, sitoplazmik boyanma oraninin diisiik oldugu saptanmustir.
Poliplerde ERK1 ekspresyon siddeti CA grubuna oranla yiiksektir.

ERK1 ekspresyonu poliplerde niikleus ve sitoplazmada, CA grubunda
sitoplazmik lokalizasyonda izlenmistir. Bu fark serrated sekansta daha belirgin
olarak izlenmistir.

Poliplerde ERK2 ekspresyonu, CA grubuna gore yiiksektir. Bu oran adenomattz
sekansta daha belirgindir.

AP grubunda konCA, miisCA ve SP’ye oranla ERK2 ekspresyon siddeti
yiiksektir.

ERK2 ile AP grubunda, konCA, miisCA ve SP’ye oranla N+S boyanma orani
yiiksektir.

PI3K ile olgu gruplar1 arasinda ekspresyon siddeti oranlari ve ortalamalari

anlaml fark gostermemistir.
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PI3K ekspresyonu, ekspresyon gosteren tiim olgularda diffiiz karakterde

izlenmistir.

PI3K ekspresyonu AP grubunda sitoplazmik, SP grubunda niikleer baskin
karakterdedir.

HP ve SSA grubunda PI3K diffiiz ekspresyon oram1 TA, TVA, VA ve KSA
gruplaria gore fazladir.

SP grubunda HP’den KSA’ya dogru PTEN ekspresyon siddeti artmaktadir.
Niikleer PTEN ekspresyonu en sik HP (%91,7) ve KSA (%91,7) grubu
poliplerde; en az ise TVA (%58,3) grubu poliplerde izlenmistir.

pAKT ekspresyon orani, siddeti ve niikleer ve sitoplazmik boyanma oran1 CA
grubunda poliplere oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir. Bu fark
SP grubunda daha belirgindir.

pAKT sitoplazmik ekspresyonu SP-AP-MiisCA-KonCA sirasini takip ederek
azalmaktadir.

pAKT ekspresyonu CA grubunda, poliplere oranla daha fazla oranda diffiiz
ekspresyon gostermektedir. Bu fark SP grubunda daha belirgindir.

AP grubunda mTOR ekspresyon oran1 SP ve konCA’ya gore yiiksek
bulunmustur. mTOR diffiiz ekspresyon oran1 ise CA grubundan sirasiyla AP ve
SP’ye dogru gidildik¢e azalmaktadir.

AP grubuna ait ortalama mTOR ekspresyon siddeti SP grubuna oranla anlaml
derecede yiiksektir.

Polip grubunda ¢ap arttikca MEK1, ERK1, ERK2, pAKT ve mTOR ekspresyon
siddeti artmaktadir.

ERK1, ERK2 ve mTOR ekspresyon siddetleri displazi gosteren poliplerde
displazi gostermeyen poliplere oranla daha yiiksektir.

Sol kolon lezyonlarinda ERK2 ve pAKT ekspresyon siddeti sag kolona gore
yiiksektir.

PI3K serrated sekansta minimal varyasyon gosterirken, adenomatdz sekansta ise
ekspresyon diizeyi sekans boyunca degismeden ayni diizeyde seyretmistir.
PTEN ekspresyonu serrated sekansta progresyonla negatif korele sekilde azalmus,

adenomatdz sekansta ise degismemistir.
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pAKT ekspresyonu hem serrated sekansta hem de adenomatéz sekansta
progresyonla uyumlu sekilde yiikselme gostermistir.

mTOR her iki sekansta da erken lezyonlarda yiliksek ekspresyonuna karsin,
neoplastik ugta belirgin azalma gostermistir.

MEKI1 her iki sekansta erken donemdeki ekspresyonu daha yiiksek iken,
karsinomlarda azalma gostermistir.

ERK1 her iki sekansta da belirgin degisme gostermeksizin eksprese olmustur.
ERK?2 her iki sekansta erken lezyonlarda artmis ekspresyonuna karsin, neoplastik

progresyonla negatif korele sekilde karsinomlarda belirgin azalma gdstermistir.
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OZET

SPORADIK KOLOREKTAL KANSER VE PREKURSOR LEZYONLARDA
RAS ARAYOLUNUN DEGERLENDIRILMESI

Kolorektal karsinomada son yillarda 6zellikle metastatik hastalikta hedefe yonelik
anti-EGFR tedavinin tiimor tedavisinde ve prognostik degerlendirmelerde giderek
yayginlastigi diistiniildiigiinde, kolorektal Kkarsinomalarda da tedavi se¢imini
belirleyecek molekiiler belirteclerin kullanimi ve olgularin buna gére klasifikasyonu
son derece onemli ve gereklidir. Hedefe yonelik tedavide kullanilabilecek kisitli
sayida terapotik ajana karsi timor direnci gelisimi ve bu ajanlarla uygulanan tedavi
maliyetinin yiiksek olusu hedefe yonelik tedavide yeni molekiiler hedeflerin
bulunmasint zorunlu kilmaktadir. RAS-RAF-MAPK ve PI3K-AKT-mTOR
arayolunda rol oynayan molekiiller son yillarda anti-kanser tedavilerinin potansiyel
hedefleri konumunu almaktadirlar. Bu nedenle, 6zellikle MAPK arayolu ile PI3K
arayoluna ait molekiiller ve bunlar arasindaki iligkinin ortaya konmasi hastanin
tedavi gereksinimini belirlemede yardimeci olacaktir. Calismamizda kolorektal
karsinogenezde 6nemli rol oynayan RAS sinyal iletiminde yer alan, MAPK arayolu
ile PIBK arayolunu degerlendirmek amaciyla doku array” teknigi ve
immunhistokimyasal yontem ile toplam 55 kolorektal karsinoma, 118 kolorektal
polip olgusunda PTEN, PI3K, pAKT, mTOR, MEK1, ERK1 ve ERK2 ekspresyonu
arastirilmistir. PTEN ekspresyon 6zellikleri agisindan olgu gruplari arasinda anlamh
fark izlenmemistir. PI3K ekspresyonu, tiim olgularda diffiiz karakterde izlenmistir.
PI3K ile olgu gruplar1 arasinda ekspresyon siddeti ortalamalari anlamlhi fark
gostermemistir. Sitoplazmik PI3K ekspresyonu en yliksek AP grubunda, niikleer
PI3K ekspresyonu en yliksek SP grubunda izlenmis ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). pAKT ekspresyon orani ve siddetinin SP grubundan
sirastyla AP ve CA grubuna dogru gidildikce arttigi gdzlenmistir. Poliplerde ¢ap ve
pAKT ekspresyonu arasinda korelasyon izlenmistir. mTOR ekspresyonunun

adenom-karsinoma sekansina ait oncii lezyonlarda timorlere oranla daha yiiksek
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oldugu ve polip ¢ap1 artttkca mTOR ekspresyon siddetinin arttigi goézlenmistir.
MEKT1 ile yapilan incelemede CA grubunda, polip grubuna oranla, ERK1 ve ERK2
ile yapilan incelemede polip grubunda CA grubuna oranla ekspresyon siddetinin
yiiksek oldugu bulunmustur. ERK1 ve ERK2nin de kolorektal karsinogenezde erken
degisiklik gosteren molekiiller oldugu sonucuna varilmistir.

Sonug¢ olarak pAKT, mTOR, MEKI1, ERK1 ve ERK2’nin 6zellikle adenomatoz
polipler {izerinden gelisen erken karsinogenez basamaklarinda etkili oldugu
diistintilmiistiir. Calismamiz, “serrated” ve adenomatdz karsinoma sekansinin tiim ara
lezyonlarin1 uygun sayidaki Orneklerle temsil edecek sekilde planlanmig olmasi
nedeniyle, sonuglarimizin Ozellikle PI3K-AKT ile MAPK arayollar1 ve bu
arayollarin birbirleri ile iliskisi acisindan literatiire katkida bulunacagina

inanmaktayiz.

Anahtar Sézciikler: Kolorektal karsinogenez, RAS/MAPK arayolu, PI3K/AKT

arayolu
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SUMMARY

The significance of RAS dependent pathways in colorectal carcinoma and its

precursors

In recent years, for metastatic disease, in particular, targeted anti-EGFR therapy is
becoming the treatment of choice for colorectal carcinoma. It is crucial to determine
the appropriate molecular markers and to select the patients for therapy to achieve
the best result. Tumor resistance to the limited targeted therapy agents and the low
cost-effectivitiy increase the need to find new molecular targets for therapy.
PISBK/AKT/mTOR and MAPK pathway molecules are the most frequently studied
potential agents for targeted therapy. In our study, a large series of cases grouped
according to the polyp-carcinoma sequence were analysed for molecules involved in
MAPK and PI3K pathways using tissue array and immunohistochemistry in order to
evaluate their role in the sequence. Our results showed that MEK1 expression was
higher in carcinomas compared to polyps in contrast to ERK1 and ERK2. pAKT
expression significantly decreased from carcinomas to adenomatous polyps and
serrated polyps. There was a significant correlation between the increased expression
of AKT and the size of polyps. mTOR expression was higher in adenomatous polyps
than in carcinomas and the expression levels increased with the size of polyps.

In conclusion, our results suggest that, pAKT, mTOR, MEK1, ERK1 and
ERK2 seem to take place in the early stages of colorectal carcinogenesis. These
results may have an important impact on the current literature since our study was
designed so that both adenomatous and serrated neoplastic sequences were

represented by large numbers of cases allowing a thorough evaluation.

Key words: Colorectal carcinogenesis, RAS/MAPK pathway, PI3K/AKT pathway
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