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OZET

EGE BOLGESI REKTOSIGMOID KANSERLERINDE DOMINANT K-RAS
MUTASYON TiPLERININ BELIRLENMESI, ILGILI MUTASYONLARIN PROTEIN
FONKSiYONU VE YANITLARINA ETKIiSi

Yusuf Kagan Dagdeviren
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Balgova — Izmir

kagan.dagdeviren@yahoo.com

Rektum yerlesimli tiimorler, tiim kolorektal grubunun ~%27-32’sini olugturmaktadirlar.
Bu bolge tiimorlerinin; tiimoér davranist ve metastatik siireglerinin  kolonun diger
bolgelerinden farklilandig: bildirilmektedir. Ancak bu bdlge tiimdrlerinin gerek karsinogenez
gerekse tedavi seceneklerinde onemli bir hedef olan K-RAS mutasyon durumuna iliskin
literatiirde ayrintil1 bilgi bulunmamaktadir.

Amagc: Calismamizin amaci rektum yerlesimli tiimorlerde K-RAS mutasyonlarinin
durumunu saptamak, bu mutasyonlarin protein fonksiyonlar1 lizerine etkilerini belirleyerek
timor davraniglar lizerine bilgi edinmektir.

Yontem: 2009-2011 yillari arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde
rektosigmoid kanser tanisi konulmus, patoloji bloklar1 uygun orneklerde, Temel Onkoloji
AD’nda K-RAS mutasyon analizi yapildi. Spin kolon tabanli niikleik asit izolasyonu ile elde
edilen DNA materyalinde K-RAS geni kodon 12 ve 13 bolgeleri RT-PCR yontemi ile
incelenerek elde edilen veriler mutasyon agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Rektosigmoid grubun %11.4’4 G12D mutasyonuna, %8.6’s1 G12V ve
%35.7’s1 G12A mutasyonuna sahiptir. Olgularin %65.7’si WT’dir. Buna karsin kolon
grubunun %12.2’s1 G12D, %10.2°si G12V mutasyonuna sahiptir. Kolon grubunun %69.4’1
WT’dir. Kolon grubunda G12A ve G12S mutasyonlar1 hi¢ saplanmazken, rektum grubunda
G12C ve GI3R mutasyonlar1 hi¢ goriilmemistir. Tim olgu grubunda en sik rastlanan
mutasyon G12D (%11.9) mutasyonudur.

Sonug: Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar ve protein modelleme ¢aligsmalari, mutant K-

RAS proteinlerinin heterojen davranis modellerini kanitlamaktadir. Buna bagl olarak tiimor



spesifik mutant K-RAS proteinlerinin tiimor davranisina ve sagiltim ¢iktilarinin farkliligina
yonelik klinik ¢alismalar heniiz bulunmamaktadir.

Calismamiz rektosigmoid ve kolon bolgelerinde, K-RAS mutasyon tiplerinden agresif
ve daha yavas seyirli olarak bilinen fenotiplerin farkli dagilim hizlarina sahip oldugunu
gostermistir. Bu olgularda tiimor davranist ve sagaltim ¢iktilarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamakla birlikte olgu sayimizin azlig1 buna neden olmus olabilir. Bu konuya
odaklanan prospektif, iyi dizayn edilmis ve daha fazla olgunun yer aldigi bir ¢alismanin
literatiire 6nemli katkis1 olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozcikler: Rektosigmoid kanserler, K-RAS genotipi, K-RAS fenotipi



ABSTRACT
DETERMINATION OF DOMINAT K-RAS MUTATION TYPE AND THE
EFFECT OF DETERMINED MUTATIONS ON PROTEIN FUNCTION AND
RESPONSE IN AEGEAN REGION RECTOSIGMOID CANCERS

Yusuf Kagan Dagdeviren
Dokuz Eylul University Hospital Balcova — Izmir

kagan.dagdeviren@yahoo.com

Tumors located at the rectum constitute 27% - 32 of the all colorectal group cancers.
Tumors in this anatomic region have different processes in tumor and metastases behavior
from other parts of the colon tumors. There is no exhaustive information in literature about K-
RAS mutation of tumors located in rectum region.

Objective: Purpose of this study was to determine K-RAS mutation status and
identifying these mutations on protein function and tumor behavior of rectum located tumors.

Method: Recto sigmoid cancer diagnosed patients between 2009-2011 years in Dokuz
Eylul University Hospital enrolled to this study. DNA was isolated from paraffin embedded
pathology blocks with spin column base DNA isolation method in Basic Oncology
Department Laboratory. Isolated DNA was amplified with real time PCR to genetic analyses.

Results: Recto sigmoid groups offered 11.4% G12D, 8.6% G12V and 5.7% of G12A
mutations. %65.7 of cases with rectum tumors were wild type for KRAS mutations. For all
that, colon groups offered 12.2% G12D, 10.2% G12V mutations. %69.4 of colon group was
wild type for KRAS mutation. G12A and G12S mutations were not detected in colon groups
like G12C and G13R mutations in rectum groups. The common mutation in the entire study
group was G12D (%11, 9) mutation.

Conclusion: Molecular and protein modeling studies demonstrate that KRAS mutant
proteins have heterogeneous patterns of behavior. Clinical trials have continued about this
behavior differences relations with treatment outcomes. Aggressive and slowly progressing
K-RAS mutation phenotypes in recto sigmoid and colon study showed different distribution
rates. There were no istaticsel relations between tumor behavior and treatment outcome in our
study. This could be related to small number of study group. A well designed prospective
study with large number of patients contributes to the literature.

Key Words: rectosigmoid cancers, K-RAS genotype, K-RAS fenotype
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1. GIRIS VE AMAC:

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra en sik goriilen 6lim sebepleri arasindadir.
Kolorektal kanserler degisen beslenme ve yasam sekilleri ile kadinlarda ve erkeklerde en sik
goriilen ilk 5 kanser tiirii arasinda yerini almistir. Tiirkiye’ de 2004-2006 yili1 kanser insidansi
caligmalarinda goriildiigii gibi erkeklerde en sik 4. kadinlarda ise 2. sirada yer almaktadir (1).
Rektosigmoid kanserler ise tiim kolorektal kanserler arasinda %29’luk bir kism1 olusturmaktadir
(23). Kolorektal karsinogenezinde epidermal blyime faktor reseptérii (Epidermal Growth Factor
Reseptor, EGFR) 6nem tasimaktadir (2). Bu nedenle EGFR kanser tedavisinde 6nemli bir hedef
haline gelmistir (3,4).

Hiicrenin i¢i ve dis1 arasindaki sinyal iletimini saglayan EGFR’in dis yiiziine epidermal
blyume faktord, transforme edici biuytime faktori-a gibi ligandlarin baglanmas: ile hiicre iginde
bulunan tirozin kinaz alt birimi fosforillenir. Reseptor aktivasyonu K-RAS G proteini, RAF
protein kinazi [Ras/mitojen-aktiflenmis protein kinaz (MAPK) yolagi] ve fosfoinozitid-3-kinaz
(PIBK/Akt) gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarinda yer alan efektorlerin aktivasyonunu yonetir (5). Bu
yolaklardan MAPK yolaginda yer alan ve Kirsten RAS geninden eksprese olan K-RAS proteini
GTPaz aktivitesine sahip olan RAS protein ailesinin tyelerindendir (6).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda kolorektal kanserlerde K-RAS mutasyonlarinin %30-
40 oranlarinda bulundugu saptanmistir (7). En yaygin K-RAS geni mutasyonlarinin ekson2’nin
kodon 12 (tim raporlanan K-RAS mutasyonlarinin ~82%"’ i) ve kodon 13’tinde (tum raporlanan
K-RAS mutasyonlarinin ~17%’ i) bulundugu belirlenmistir. Ayrica kodon 61, 63 ve 146 gibi
farkl1 pozisyonlarda da aktifleyici mutasyonlar raporlanmistir. Ancak bu degisikliklerin
raporlanan tim K-RAS mutasyonlar1 arasindaki orani ¢ok az olmakla birlikte (1-4%)
rektosigmoid kanserlerdeki klinik 6nemleri de belli degildir (8).

EGFR’1n aktiflenip fosforillenmesi ile K-RAS’da gegici olarak aktiflenir. RAS GDP bagh
iken inaktiftir. Ancak GDP’nin GTP’ye doniismesi ile aktiflenir (4). RAS-GTP/GDP duzeyleri
guanin niikleoid degisim faktorleri ve GTPaz aktifleyici proteinlerle diizenlenir ve bu dengedeki

bozukluklar karsinogenezi indiikler (9).



EGFR’m sinyal yolagmin kolorektal karsinogenezindeki roliiniin aydinlatilmasi ile EGFR
karsiti monoklonal antikorlarin metastatik kolorektal kanserinde kullanimi giindeme gelmistir.
Ozellikle cetuximab ve panitumumab gibi EGFR karsiti antikorlar metastatik kolorektal ve
rektosigmoid kanserinde etkili olmuslardir (3). Cetuximab (Erbitux®) ve panitumumab
(Vectibix®) gibi EGFR inhibitorii olarak tasarlanan monoklonal antikorlar EGFR’a baglanarak
reseptore Ozgilin ligandlarin baglanmasini, reseptor internalizasyonunu engelleyerek reseptor
tirozin kinaz aktivitesini ve alt yolaklarin aktivasyonunu direkt inhibe eder (10). Ancak EGFR
yolaginda yer alan RAS proto-onkogeninde fonksiyon kazandiran mutasyonlar; tiimor hiicre
proliferasyonu, apoptoza karsi direng, invazyon ve metastazin artmasi, anjiyogenez
aktivasyonunu saglayan hiicre i¢i sinyal yolaklarinin EGFR’dan bagimsiz olarak ¢alismasina
neden olurlar. Bu ylzden K-RAS genindeki mutasyonlar hedefe yonelik anti-EGFR
sagaltimlarinin basarisiz olmasinin sebebidir (3).

K-RAS mutasyonlarimin hedefe yonelik antikor tedavileriyle iligkisinin belirlenmesi
nedeniyle American Society of Clinical Oncology (ASCO) ve National Comprehensive Cancer
Network (NCCN)’in protokellerinde sagaltimdan yararlanacak hastalarin molekiiler bir testle

belirlenmesi 6nerilmistir (11).

1.2 Arastirmanin Amaci :

Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Patoloji AD arsivinde parafin blok o6rneklerinden
rektosigmoid kanser histopatolojik tanisi konulan ve Klinik Onkoloji AD’nda tedavi edilen
hastalarda K-RAS mutasyon analizi yapilarak K-RAS mutasyonlarint ve dagilimlarini
degerlendirerek mutasyonlarin protein yapist lizerindeki etkinligini, protein fonksiyonlarinin

degisip degismedigini aragtirmaktir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri .

Rektosigmoid kanserlerde K-RAS mutasyonlarin dagilimma ait Tiirk kaynakli veriler
olduk¢a azdir. Diinyada da heniiz arastirma sathasinda olan bir konudur. Aym1 zamanda Ege

bolgesi ve cevresinde rektosigmoid kanser tanisi almig hastalarda K-RAS mutasyonu analizi



yapilarak mutasyon pozitif hastalarin Cetuximab tedavi rejimlerine gore klinik dosyalarinin
incelenme ve degerlendirilmesi saglanabilir.

Insan ve diger canlilarin ele alindigi genom projeleri, yeni deneysel teknolojilerin
uygulanmasiyla beraber bir ¢cok farkli veriye ¢ok hizli olarak ulasim imkani saglamaktadir. Bu
calismalardan elde edilen verilerle genom sonrasi ¢agin giindeme gelmesini ve yeni yiiksek
teknolojilerle donanmis yeni arastirma alanlarinin molekiiler biyoloji ¢aligmalarina katilmasini
saglanabilir.

Ege Bolgesi hasta verileri degerlendirilecegi i¢in, bolgemiz dahilinde rektosigmoid tanisi
almig hastalarin K-RAS mutasyon durumlar1 ve verdikleri yanitlar incelenerek, bdlgesel bir

veritabani elde edilebilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER

Kanser; hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve oliimiinii regiile eden genlerde
bozukluk sonucu olusan hiicrelerdeki anormal biiyiime olarak tanimlanabilir. Diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra engok Oliime neden olan hastalik grubunu
olusturmaktadir (12). Cevresel ve/veya kalitsal bircok faktoriin etki ettigi kanser; bir ¢ok
genin etkili oldugu ¢ok basamakli hiicresel degisimlerdir (13).

Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimii i¢in genomun hasara ugramasi
gerekmektedir. Genomdaki hasar, DNA replikasyonunda meydana gelen hatalarin sonucu
olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda meydana gelen serbest radikallerin bazt DNA bazlari
lizerinden hasar olusturmasi gibi nedenlerden de kaynaklanabilir. DNA hasari, iyonize
radyasyon, UV ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ilede gergeklesebilmektedir
(14).

2.2. KOLOREKTAL KANSERLERDE VE REKTUM KANSERLERINDE
EPIDEMIYOLOJI

2.2.1. Kolorektal Kanserlerde Risk Faktorii:

Kolorektal kanser kolon, rektum ve appandiksdeki biiyiimeleri kapsar. Kolorektal
kanserler en ¢ok adenomat6z polip sonucu ortaya ¢ikar. Bu tiimorler genellikle iyi huyludur,
ancak zaman i¢inde kansere doniisebilir. KRK riski 60 yas ve tizeri kisilerde daha ¢oktur ve
olgularin neredeyse %83’linii olusturmaktadir. Gelismis {ilkelerde yaygin bir sekilde
gozlenmesine karsin az gelismis tilkelerde daha az siklikla rastlanmaktadir (15).

2.2.2. insidans:

KRK; hem erkeklerde hem de kadinlarda tiim kanserler arasinda {igiincii siklikta
goriilen kanserdir. Erkeklerde akciger ve prostat kanserlerinden sonra, kadinlarda ise akciger
ve meme kanserinden sonra kansere bagli 6liim nedenleri arasinda iiglincii sirada yer
almaktadir (Sekil 1).Genel olarak her yil yaklasik 1,200,000 yeni KRK vakasi olustugu
diistiniilmektedir. Bu say1 biitiin kanser vakalariin yaklasik olarak % 10’unu olusturmaktadir
(16). Kolorektal kanser nedeniyle Olenlerin sayisinin yillik 609,000 oldugu tahmin
edilmektedir (17).



Kadmlarda Erkeklerde

W Gogls W Akciger W Kolorektal W Uterus M Prostat M Akciger B Kolorektal B Mesane
M Over B Melanoma B N-H-L Pankreas B N-H-L o Mide Ozafagus W Bdbrek
Losemi Mesane Diger Lésemi Melanoma & Diger

2%

N 22%
2% 3%
3%
35 3%
3%
a%

4%
4%

5%
Sekil 1: Tiim Kanserlerde Kadin ve Erkek insidans1 (17)

ACS verilerine gore 2011 yilinda 101.340 kolon, 39.870 rektum kanseri vakasi
saptanmig olup; kolorektal kanser insidansi son 20 yilda 100.000’de 66,3’ten, 45,3’¢
geriledigi gozlenmektedir. Bu hizli diisiisiin en Onemli nedeni, kanserin erken tanmi ve
teshisini saglayarak hastaligin prognozunu olumlu katkilar saglayan kolorektal kanser
tarama programlarinin gelistirilerek diinyada yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmasidir
(18).

Diinyada kolorektal kanser yliz binde 20’lerde iken, Avrupa Ortalamasi yiliz binde
37°dir. Tiirkiye’de ise; Tiirkiye Kanser Daire Baskanligi’nin son verilerine gore erkeklerde
yiiz binde 20.8 (%7) ile akciger, prostat ve mesaneden sonra 4. siradadir. Kadinlarda ise

meme Ve tiroidden sonra yiiz binde 13.2 ile (%8) 3. siradadir (19).

Kadmlarda Erkeklerde
B Meme W Tiroid M Kolorektal ® Uterus M Akciger M Prostat ™ Mesane B Kolorektal
B Akcifer M Mide Diger o Mide o Larinks Diger

Sekil 2: Tiirkiye Kanser Daire Bagkanligi'na Gore Tiirkiye Insidansi (19)
2006-2010 yillar arasindaki veriler incelendiginde KRK tan1 medyan yas1 69 olarak
gozlenmektedir. Tani icin yas dagilimina bakildiginda ise yaklasik %0.1°1 20 yas alti,



%1.2°s1 20 ve 34 yas arasinda, %4.’1 35 ile 44 yas arasinda, %13.8°1 45 ve 54 yays arasinda,
%20.8°1 55 ve 64 yas arasinda, %24’ 65 ve 74 yas arasinda, %24.1°1 75 ve 84 yas arasinda
ve % 12’si 85 yas iistii olarak kaydedilmistir (20).

KRK insidansini etkileyen en 6nemli demografik faktor yastir. Biitiin gruplar igin
sporadik KRK insidansi 45-50 yas iistiinde belirgin olarak artmaktadir. Hemen hemen biitiin
iilkelerde yasa bagli insidans artist kadinlarda erkeklerden daha azdir. ABD’de ve
Kanada’da yasa bagl insidans artisinda azalma olmasina ragmen Japonya, Kore ve Cin’de
ise insidans giderek artmaktadir (17). Genel olarak KRK insidansi ve mortalite hizlari
sosyoekonomik olarak gelismis olan bati iilkelerinde en fazladir (21). Bunun nedeni yiiksek
yag ve kirmizi et tiketimi, obesiteyle sonuglanan fiziksel aktivite azligi oldugu
diisiiniilmektedir (22). Ozellikle erken tarama testlerinin 6n plana ¢ikmasi sebebiyle 2000
yilindan sonra erkek ve kadin insidanslarindaki azalma gozlenmektedir (23). Asagidaki
tabloda American Joint Committee on Cancer (AJCC)’e gore 1988-2001 yillar1 arasinda

kolrektal kanserlerin yerine gore siniflandirmasi, kisi sayisi, irk ve cinsiyete gore dagilimi

gozlenmektedir (24).
Tablo 1 : AJCC Verilerine Gore KRK’de Tiimér Yeri, Cinsiyet ve Etnik Koken (23)
Cinsiyet Irk
Kolondaki
Toplam Erkek Kadin Beyaz Siyah Diger % Oran

KOLON VE REKTUM | 182589 | 92.880 89.709 150.522 | 16.830 | 15.237 100,0

KOLON 129.445 62.825 66.620 106.695 | 12.732 | 10.018 70,9
Cekum 30.203 13.186 17.017 25.528 3.166 1.509 16,5
Apendiks 1.455 726 729 1.210 146 99 0,8
Cikan Kolon 19.236 8.682 10.554 15.966 1.961 1.309 10,5
Hepatik Egim 6.998 3.361 3.637 5.782 655 561 338
Transvers Kolon 11.142 5.012 6.130 9.231 1.073 838 6,1
Splenik Egim 5.045 2.725 2.320 4.012 689 344 2,8
inen Kolon 8.194 4.248 3.946 6.380 994 820 4,5
Sigmoid Bolge 43.016 22.767 20.249 35.220 3.520 4.276 23,6
Kolonla (")rtiisen 1.129 584 545 911 135 83 0,6
Kolon Dis1 3.027 1.534 1.493 2.455 393 179 1,7

REKTUI\/! VE .

REKTOSIGMOID 53.144 30.055 23.089 43.827 4.098 5.219 29,1
Rektosigmoid 17.984 9.967 8.017 14.897 1.403 1.684 9,8
Rektum 35.160 20.088 15.072 28.930 2.695 3.535 19,3




Cekum
16%

Apendiks
1%

Cikan Kolon

Rektosigmoi 10%
10%
Hepatik
EEim
Kolon Disi 4%
X% Transvers
. Kolonla sigmoid Kolon
Ortiigen Bilge inen Kolon 6%
1% 2a% 4% splenik
Egim
3%

Sekil 3: AJCC Verilerine Gore Kolon Kanserinin Dagilimi (23)

2.2.3. Mortalite:

Kolorektal kanser akciger sonra kanser oOlimlerinin ikinci en yaygin nedenidir
(Yaklasik % 10). 2006 yilinda Ingiltere'de yapilan arastirmada kolorektal kanser nedeni ile
15.957 6lim gozlemlenmistir. Bunun kolon kanseri nedeniyle olenlerin sayist 10.119°du.
5.838 kisi ise rektum kanseri sebiyle olustu. Tiim erkek kanser dliimlerinin % 11’1 (8.511)

ve tiim kadin 6lumlerinin %10’undan (7.446) sorumludur.

Kadinlarda Erkeklerde
W Akciger WGHE0s ¥ Kolorektal ® Over W Pankreas M Ozafagus W Akciger M Prostat W EKolorektal ®Ozafagus M Pankreas M Mide
N-H-L Mide Lasemi Rahim Diger Mesane Lisemi Bohrek N-H-L Diger

Sekil 4: Erkek ve Kadinlarda Kanserden Dolayi 10 En Yaygin Olim Nedeni (24)
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Sekil 5: 1975-2005 Yillar1 Arasinda Kolorektal Kanserde Erkek ve Kadinlarda insidans
ve Mortalite Degisim Grafigi (24)



2.2.4. Sagkalim:

KRK’de son yillarda yapilan caligmalarda 5 yillik sagkalim oranlarinin arttigt

gozlenmektedir. Bu sonuglar cinsiyet, 1rk ve etnik farkliliktan bagimsizdir. ilk bakista diyet,

yasam tarzi aligkanliklarinda degisimler ya da kemopreventif ajanlarin yayginlasmasinin da

katkida bulundugu diislintilse de polipektomini

ile

uygulamalarinin yayginlasmasinin bu sonuglarda rolii oldugu diisiiniilmektedir (22).

Tablo 2 : KRK Yerlesim Yerine Gore 1, 3, 5 ve 10 Yillik Sagkalim Analizi (23)

birlikte yapilan kolonoskopi

RELATIF SAGKALIM ORANI (%)

TOPLAM ERKEK KADIN
1YIL |3YIL |5YIL |10 YIL [1YIL |3YIL |5YIL|10VYIL |1YIL |[3YIL |5YIL|10YIL

KOLON VE

REKTUM 83,3 | 69,9 | 63,6 57,7 | 842 | 70,6 | 63,7 57,8 | 82,4 | 69,1 | 63,5 57,5

KOLON 82,0 | 69,3 | 64,0 589 | 830 | 704 | 64,7 60,0 | 81,1 | 68,3 | 634 57,9
Cekum 79,8 | 65,7 | 61,2 56,7 80,9 | 66,2 | 60,7 56,6 78,9 | 654 | 61,6 56,7
Apendiks 85,0 | 68,2 59,3 50,4 84,3 | 68,4 59,1 49,2 85,6 | 68,1 59,2 51,3
Cikan Kolon 81,7 | 70,3 | 66,0 60,7 82,8 | 70,6 | 66,0 60,6 80,8 | 70,0 | 66,0 60,8
Hepatik Egim 78,6 | 66,6 62,1 55,0 78,7 | 66,1 61,1 55,0 78,4 | 67,0 | 62,9 54,8
Transvers Kolon | 79,7 | 67,2 | 62,4 56,6 | 80,9 | 69,2 | 63,6 58,6 | 78,7 | 656 | 61,4 54,9
Splenik Egim 80,1 | 64,9 | 59,6 53,3 | 81,0 | 66,3 | 60,3 54,6 | 79,1 | 63,3 | 58,7 51,4
inen Kolon 848 | 724 | 655 58,3 | 859 | 740 | 66,8 60,1 | 836 | 70,8 | 64,1 56,5
Sigmoid Bolge 86,9 | 748 | 68,7 64,0 | 874 | 758 | 69,7 65,5 | 86,4 | 73,6 | 67,7 62,5
Kolonla Ortiisen 74,3 | 60,1 | 54,7 50,9 74,6 | 58,2 | 52,9 43,9 73,9 | 62,2 | 55,9 55,9
Kolon Dis1 50,1 | 346 | 29,2 23,4 52,5 | 38,3 | 33,7 28,4 47,7 | 30,9 | 24,5 17,9

REKTUM VE

REKTOSIGMOID 865 | 713 | 62,7 55,0 | 86,7 | 71,1 | 61,9 53,8 | 86,1 | 71,5 | 63,7 56,5
Rektosigmoid 86,3 | 714 | 628 556 | 864 | 710 | 616 532 | 86,2 | 72,0 | 64,3 58,1
Rektum 865 | 71,2 | 62,6 54,7 | 869 | 712 | 62,1 54,1 | 8,1 | 71,3 | 63,3 55,5




Tablo 3: Tim KRK Olgulari ile Rektum ve Rektosigmoid Kanser Dagiliminin Belli
Yas Araliklarina Gore Sagkalim Oranlari (23)

RELATIF SAGKALIM ORANI
_KANSER (%)
BOLGESI{YAS
ARALIGI Toplam |Yiizde |1VYIL |3YIL |5YIL [10YIL
Tiim Kolon 182.589 100,0
20-49 15.670 8,6 87,6 70,0 62,8 56,7
50-64 44.949 24,6 87,4 72,2 64,9 59,0
65-74 54.379 29,8 85,0 71,7 65,0 59,3
75+ 67.591 37,0 77,9 66,2 61,3 55,1
Rektum ve RS 53.144 100,0
20-49 5.836 11,0 90,3 72,9 64,7 57,0
50-64 15.605 29,4 90,7 75,3 65,9 58,2
65-74 15.816 29,8 87,5 72,8 64,2 56,2
75+ 15.887 29,9 79,4 64,0 55,6 47,7
Rektosigmoid 17.984 100,0
20-49 1.663 9,2 89,6 70,1 61,5 52,8
50-64 5211 29,0 89,9 74,5 65,0 57,9
65-74 5.654 314 87,6 72,7 64,5 57,5
75+ 5.456 30,3 80,1 66,9 58,4 50,2
Rektum 35.160 100,0
20-49 4.173 11,9 90,6 74,0 66,0 58,7
50-64 10.394 29,6 91,1 75,7 66,3 58,3
65-74 10.162 28,9 87,4 72,9 63,9 55,2
75+ 10.431 29,7 79,1 62,5 54,1 46,1

2.3. KOLON KANSERLERINDE ETYOLOJI

Kolorektal kanser etyolojisinde cok sayida faktoriin rol oynayabilecegi diisiiniilmekle
beraber kesin neden bilinmemektedir. Genetik, deneysel ve epidemiyolojik g¢alismalar
hastaligin kalitsal ve c¢evresel faktorlerin biraraya gelmesi sonucu ortaya ¢iktigini
gostermektedir (25).

2.3.1. Kalitsal Risk Faktorleri

Kolorektal kanserlerin ortaya c¢ikisinda genetik degisiklikler onemli rol oynar.
Hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda kolon kanseri bir seri somatik mutasyon sonucunda gelisir.
Kolorektal kanserler malign gelisim ile sonuglanan genetik ve hiicresel olaylar zinciri
acisindan bilgi elde etmek amaciyla oldukca detayli arastirilmis bir kanser tipidir.

Tiimorlerin malign formu zaten var olan benign tiimdrlerden gelisir.



2.3.1.1 Ailesel Polipozis Sendromlart (FAP) (Familial Adenomatous Polyposis):
Otozomal dominant gecis gosteren, hemen hemen tiim vakalarda penetranst %100 olan bir
hastaliktir. Normalde yiizlerce benign poliple seyreden bir durum s6z konusudur. Tiim KRK
insidansinin % 1’ini olusturur. Otuzlu yaslara kadar hastalarda ylizler ve binlerce polip
gelisir ve cerrahi olarak kolon ¢ikarilmaz ise hastalarin timiinde KRK gelisebilir (26). Beyin
tiimori ile kolonda polip birlikteligi Turcot sendromu olarak adlandirilmaktadir. Turcot
sendromundaki poliplerin siklig1 daha azdir fakat klasik FAP’dakinden daha biiytiktiirler
(27). APC geni 15 eksondan olusur ve yaklasik 2850 aminoasid tarafindan kodlanir. APC
genindeki biitiin germline mutasyonlar molekiiler tanisal yontemlerle saptanabilir ve hasta
ve yakinlari i¢in genetik analiz yapilabilir (28).
FAP ile birlikte izlenen kolorektal kanserlerdeki mekanizma su sekilde gergeklesir;
APC genine ait mutant bir allel etkilenmis bir ebeveynden aktarilir. Diger allelde ortaya
cikan kazanilmig bir somatik mutasyon kanser gelisimine yol agar. APC geni 5 numaralt
kromozomun uzun kolunda (5g21) haritalanmig bir tiimoér baskilayict gendir. Bu mutasyon
kolondaki normal epitelyal hiicrelerde ortaya ¢ikar. APC geni Wnt arayolunu kontrol eden
gendir. Wnt arayolu uyarildigt zaman hiicre proliferasyonu artar. Wnt proteinleri hiicre
yiizeyindeki Wnt reseptorlerine baglanirlar. APC-Axin-GSK kompleksini inaktive edecek
proteinleri indiikleyerek devreye sokarlar. Bu kompleks p-katenin proteinini fosforilleyerek
ubiquinizasyonla proteozomlarda yikilmasina yol agmaktadir. Dolayisiyla hiicrede -katenin

miktarinin azalmasi ile Wnt arayolu inaktif, artmasiyla aktif hal almaktadir (Sekil 4).

* Hiicre Iskeletinde Bocunma
* Hiicre-Hiicre Adhervonunda
Diiyme

* Atherent Hiicre Gici

¥

Kanser Gelisimi ve Frogresyon

Normal Hiicre Binyiimesi

Sekil 6: APC Geninde Olusan Inaktivasyon Sonucu Progresyonun Artis (29)

10


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CCwQFjAB&url=http%3A%2F%2Femedicine.medscape.com%2Farticle%2F175377-overview&ei=gubCUdvNJMnV4QSwzoCwDA&usg=AFQjCNFpvMk_CPjtJf93UTKiRoygPSJLtA&bvm=bv.48175248,d.bGE

B-katenin niikleusa girerek transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. Aralarinda c-Myc
geninin de yer aldig1 gesitli genlerin aktiflesmesine yol agar. APC mutasyonlar1 sonucunda
her iki allel de kayba ugrayinca Wnt arayolu iizerindeki kontrol kalkar. Bu yol siirekli agik
kalir. Hiicre boltinmesi kontrolsiiz kalir. Erken adenom evresine gegilmis olur. Bunu takip
eden RAS onkogen mutasyonlari tabloyu bir ileri asamaya tasir. Onkogenlerin bir allelinde
ortaya c¢ikan bir mutasyon onkojenik progresyon icin yeterlidir. 12p iizerinde yer alan RAS
onkogenindeki mutasyonlar APC genindeki mutasyonla {istiiste binince polip giderek biiyiir
ve parmaksi uzantilara sahip bir hal alir. Bu asama intermediate adenom asamasidir. Bunu
takiben 18. kromozomun uzun kolunda kayiplar izlenir. Erken ve intermediate adenomlarin
%]10’unda 18q’da kayip vardir. Ge¢ donem adenomlar ve adenokarsinomlarda bu
kromozoma ait kayip orani %50’lere yiikselir. 18q21°de yerlesim gosteren DCC (deleted in
colon cancer) ve SMAD4 ve SMAD?2 genleri kayba ugramis olur ( 30).

2.3.1.2. Herediter Non Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC): Tiim KRK’in %3'linii
olusturmaktadir. Dikkati ¢ceken fenotipik 6zelligi sag veya proksimal kolonda 100'e kadar
polip (nonpolipozis) igermesidir. HNPCC vakalarinda; APC gen mutasyon mekanizmasina
ek olarak hatali eslesme tamir (MMR) genlerindeki mutasyonlarin bu hastaligin
patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Tip 1 HNPCC hizla kolorektal kansere
progresyon gosterir ve erken yasta kolon kanser gelisimi ile karekterizedir. Ortalama kanser
ortaya ¢ikma yas1 43’tiir. Tip 2 HNPCC mide, ince barsak, safra kanali, renal pelvis, iireter,
mesane, uterus, over, deri gibi ekstrakolonik malignite varligi ile ayirt edilmektedir. Klinik
tanist HNPCC olan ailelerin %15-60’1inda bu genlere ait mutasyonlar saptanmistir. Hayat
boyu KRK gelisim riski % 80 civaridadir (31).

HNPCC ile asosiye oldugu bilinen ve MMR mekanizmasin1 kontrol altinda tutan
MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 olmak fiizere 4 farkli gen bulunmaktadir. HNPCC'li
ailelerin ~%90'inda MLH1 ve MSH genlerinden birisinde, %7-10'unda MSH6 geninde
mutasyonlar saptanirken %5'inden azinda ise PMS2 geninde mutasyonlar gézlenir (Tablo
4). Germline mutasyonu saptanirsa diger aile tiyeleri bu mutasyon ag¢isindan genetik olarak

taranmalidir (32).
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Tablo 4 : HNPCC Hastalarinda Uygulanan Molekiiler Genetik Testler (33)

Mutasyon Saptanma Orani (%)
Tiim Gen DNA Dizi
Gen Analizi Delesyon Analizi
MLH1 60-69 5-10
MSH2 50-69 17-50
MSH6 - nadir

HNPCC*de kolorektal kanserli vakalarin %90’ ninda ve adenomali vakalarin %80’inde
MSI tesbit edilmistir. Bu hastalik, genellikle sag kolon kanseriyle karekterizedir ve erken
yasta ortaya ¢ikar. Lynch I, Lynch II Sendromlar1 olarak da bilinmektedirler. Lynch I’de
kolon ve rektumda kanserler olmasma karsin, Lynch II sendromunda mide, kolorektal,
jinekolojik, tiriner sistem, ve meme kanserleri birlikte goriilebilir (30).

2.3.1.3. Hamartamatoz Polipozis Sendromlari: Gastrointestinal sistem boyunca en ¢ok
ince barsaklarda, daha az oranda mide ve kolonda olmak tizere 1-4 cm biiytikliigiinde
hamartamatéz polipler ile birlikte dudaklar ve agiz mukozasinda melanin lekeleri ve
benekleri ile karakterizedir. Kanser gelisme riski %2-3 kadardir (30).

2.3.1.4. Juvenil polipozis: Polipler genellikle kolon ve rektumdadir, puberte sirasinda
kaybolabilir. Hastalarin %70’inde soliter, geri kalanlarda 2-3 polip olabilir, nadiren say1
10°dan fazla oldugunda hastalik juvenil polipozis olarak nitelendirilir. Kanser bakimindan
risk tasir (34).

2.3.1.5. Ailesel Kolorektal Kanser: Tahmini olarak % 20-30 KRK vakasinda, bilinen

sendromlardan bagimsizdir. Aile hikayesi yasam boyu KRK’e yakalanma riskini arttirir. En
az bir tane birinci derece akrabada KRK varligi KRK’e yakalanma riskini iki kat arttirir.
Ailede bir kigide 60 yas altinda KRK gériilmesi de KRK’e yakalanma riskini arttirir (35).

2.3.2. Polipler

Kolorektal kanserlerin % 33’{liniin etyolojisinde polip bulunmustur. Her bir polip i¢in
kanser riski polipin boyutlar1 ve histolojik tipi ile iligkilidir. Tibiler adenomlar villoz
adenomlara gore daha az kanser riski tasimaktadir. Genel olarak 2 cm’den biiyiik poliplerin
yaklasik yaris1 karsinoma doniismektedir. En sik goriilen polip tipi hiperplastik polipler olup
kanserlesmezler. Adenomatdz polipler ise 2. siklikta goriilen ve neoplastik tipte poliplerdir.
Cap1 2 cm’den biiyiik, sapsiz, villoz yapida, multipl ve displazik Ozellik gosteren
adenomatdz polipler, KRK gelisimi agisindan risk olusturmaktadirlar (36-37).
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2.3.3. Inflamatuar Barsak Hastahklar (IBH)

IBH'nda artmus KRK riski mevcuttur (38). Temel ézellikleri nedeniyle iilseratif kolit ve
granulamatoz kolit (chron) olmak iizere ikiye ayrilir.

2.3.3.1. Ulseratif Kolit: Spesifik olarak iilseratif kolitte (UK) hastaligin siiresi,

yayginlig1 ve displazi ile iliskili olarak yiiksek KRK riski s6z konusudur. UK’li olgularda
tanidan 20 y1l sonra KRK riski % 5-10, 30 y1l sonra % 10-20 bulunmustur (39).

2.3.3.2. Graniilomatoz Kolit: Chron hastaligi ileokolik bolgeyi veya kolonun sinirli bir
bolgesini etkilemektedir. Kolonik tutulum yoklugunda KRK riskinde artis s6z konusu
degildir. Kolonik tutulum 30 yasindan 6nce saptanmis ise risk artmaktadir. Karsinomlar
chron hastaliginin lokalizasyonu ile iligkilidir. Chron hastaligindaki intestinal kanserlerin
%73"i kolon ve rektumda saptanmustir (40).

2.3.4. Cevresel Faktorler

2.3.4.1. Kalori Alimi, Fiziksel Aktivite ve Obezite: Viicut kitle indeksinde artis KRK
riskinde iki kat artigla sonuglanabilir. Ayrica yiiksek acglik kan sekeri, yiliksek insiilin
diizeyleri ve obezite ile KRK riskinde artis gosterilmistir (39). Fiziksel inaktivite KRK
riskinde artisla iliskilendirilebilir. En son verilerde, evre I-III kolon kanseri tanis1 aldiktan
sonra fiziksel aktivitenin kanser iligkili riski ve genel sagkalimi arttirdig1 ve evre III kolon
kanserinde rezeksiyonu takiben rekiirrens riskini azalttigi saptanmustir (40).

2.3.4.2. Kirmizi Et Tiiketimi: Yiksek ateste pisirilmis et tiiketiminin de o6zellikle
rektum kanserinde olmak {izere KRK riskini arttirdig1 bilinmektedir. Yiiksek proteinli diyet
karsinogeneze yol acabilir ve yiiksek proteinli diyet artmis epitelyal proliferasyonla
iligkilidir. Kirmiz1 etteki yag komponentleri tiimor baglatict olabilir ve yaglar luminal
bakteriler tarafindan kolonik epitelyal proliferasyona yol acan karsinojenlere doniisebilir
(41).

2.3.4.3. Yiiksek Lifli Diyet: Bugday kepegi, meyve ve sebze yliksek lifli besinlerdir.
Yiiksek lifli diyet fekal karsinojenleri diliie eder, kolon geg¢is stiresini kisaltir, ve uygun bir
luminal ¢evre olusumuna yol agar. Bununla beraber en son yapilan ¢alismalarda ytiksek lif
alimi ile KRK arasinda ters bir iligki saptanmamistir (42).

2.3.4.4. Meyve ve Sebze tiiketimi: Kolorektal kansere karsit koruyucu etkisi oldugu
kabul edilmistir. Antioksidan vitaminler (E, C, ve A), folat, tioeter, terpenler, bitki fenolleri,

etkin kemopreventif ajanlar olup olmadigini gosteren ileri ¢alismalara ihtiyag vardir (43).
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2.3.4.5. Alkol Ve Sigara Tiiketimi: Gunlik alkol alimi KRK riskini iki kat
arttirmaktadir. Asetaldehid aracili folat metabolizmasi bu iliskiden sorumlu tutulmaktadir.
Alkol tiiketimi ile ozellikle erkeklerde goriilen rektal kanseri arasinda kuvvetli iligki
mevcuttur (44). Uzamis sigara kullanimi ile KRK riski iligkilidir. 35 paket yili asan sigara
icimi riskde artisla iliskili oldugu saptanmustir.

2.3.4.6. Non Steroid Antiinflamatuvar ilaglar (NSAID): Pek ¢ok ¢alismada aspirin ve
NSAID kullaniminin KRK ve adenom insidanst ile ters iliskisi oldugu gosterilmistir (45).

24.  ANATOMI

Kalin barsaklar yaklagik 120-200 cm olup ileogekal valvden aniise kadar uzanir. Bu
mesafe, toplam gastrointestinal sistem uzunlugunun 1/5° ini teskil eder. Terminal ileum
ileogekal valvde posteromedial sinirda ¢ekuma eklenir. Cekum, ¢ikan kolon, transvers
kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusmaktadir. Sag kolon; ¢ekum, apendiks,
cikan kolon, fleksura hepatika ve transvers kolon baslangicina kadar, sol kolon; transvers
kolonun distali, fleksura lienalis, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusur (46).

Kolorektal kanserlerde metastaz asamasinda etkili olan serdz tabaka varlig ise kalin
bagirsagin her yerinde aymi yapida degildir. Inen ve ¢ikan kolonlarin sadece 6n yiizleri seréz

tabaka ile kapli olmasina karsin rektum bolgesinde bu yap1 bulunmamaktadir (Sekil 7).

Cikan Kolon

(Seroza sadece on

yizde) Apandiks

Rektum

1 (Seroza
Seroza Yok

sadece On

Sekil 7: Kalin Bagirsak Anatomisi ve Seroza Yoniinden Degerlendirmesi (47)

Sag kolon arteryel beslenmesini ince barsaklar gibi superior mezenterik arter (SMA),
sol kolon arteryel beslenmesini inferior mezenterik arter (IMA) saglar. Rektum ve anal
kanalin arteryel beslenmesini ise siiperior, orta, inferior ve median sakral arterler saglar.
Ayni isimli arterlerin besledigi alanlardaki vendz doniisli saglarlar. Sag kolonun vendz

doniisti siiperior mezenterik ven (SMV) yoluyla portal vene ulasirken sol kolonun vendz
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doniisii ise inferior mezenterik ven (IMV) yoluyla splenik vene, ordanda portal vene gider.
IMV inen kolon, sigmoid kolon ve proksimal rektumu direne eder. Rektumun iist kismi
siiperior rektal ven araciligiyla IMV'e direne olur. Bu drenaj portal sistemdir. Orta ve alt
bolge ise orta rektal ven ve inferior rektal ven araciligiyla internal pudental vene oradan da
internal iliak ven yoluyla sistemik dolagima drene olurlar (48). Kolorektal kanserlerin, kalin
bagirsaktaki dagilimlar1 yiizdesel olarak degisiklik gostermektedir. Dagilim yiizdeleri
rektumda %27, sigmoid kolonda %20, ¢ekumda %14, ¢ikan kolonda %8, inen kolonda %3,
transvers kolonda %5, splenik fleksurada %2, hepatik fleksurada %3 olarak tanimlanmustir.

Rektosigmoid kavsakta ise %7 olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 8)

Hepatik Egim
%3

Splenik Egim
002

Cikan Kolon
%8 T

Transvers Kolon

%35 inen Kolon %3

Rektosigmoid
Cekum %14 Kavsak %7
! — Sigmoid Kolon
3 %20
Apendiks %1

——=—— Rektum %27

Aniis %2

Sekil 8. Kolorektal Kanserlerin Yerslesim Dagilimi (49)

25.  PATOLOJI

Kolorektal kanserlerin % 85-90’1 adenokarsinom (sekil 9) kalan %10-15’1ik kisim ise
intraselliiler miisin birikimine bagli miisindz, ya da kolloid olarak smniflandirilir. Skuamoz ve
adenoskuaméz kanserler ise nadir olarak bildirilmektedir. Kolorektal kanserler iyi
diferansiye, orta derecede diferansiye ve kotii diferansiye olarak siniflandirilmaktadir. Kolon
kanserinin %20°si kotii diferansiyedir ve kotii prognoza sahiptir (50). Miisindz kolon
kanserinin tash yiiziik hiicreli tipinde kanserdz hiicreler ¢ok fazla misin igerir ve ¢ekirdek
perifere dogru yer degistirmistir. Bu kanser tipi agresif seyreder ve kotli prognozla iliskilidir
(51).
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Sekil 9: Adenokarsinoma goriintiisii (52 Y, Kadin, Stage II) (52)

2.6. KOLOREKTAL KANSER TANISI

Hikaye, fizik muayene ve tamsal testlerle tanmiya gidilir. Ozellikle aile hikayesi,
kanama, digkilama aligkanligindaki degisiklikler ve kilo kaybi sorgulanmalidir. Kolorektal
kanserlerde semptom ve bulgular timoriin lokalizasyonu, makroskopik yapisi, tlimoriin
yayilim derecesi ve kanama, perforasyon ve tikanma gibi komplikasyonlarin olusumuna
gore degisir (53). Rektum ve kolon kanseri karsilastirildiginda rektumda hig kitle varlig
gozlenmezken agrida da olduk¢a az bir oran karsimiza ¢ikmaktadir. Kusma ise kolonun

diger bolgelerine gore hig gozlenmemektedir (Sekil 10).

Belirti Rektum
Agri %5
Kitle

Kanama
Barsak Aligkanhig:

Degigimi

Kilo Kaybi
Kusma

Tikaniklik

Sekil 10: Kolon Yerine Gore Belirti Farkliliklar
2.6.1. Fizik muayene
Hastaligin lokal yayilim derecesi ve varsa uzak yayilim bulgulari arastirilmalidir.
Karnin muayenesinde ve tuse rektalde kitle varligi arastirilmalidir. Ayrintili anorektal
muayene yapilmahdir. inspeksiyonda abse, siniis, eksternal hemoroid, dermatit ve cilt
lezyonlarinin varligi arastirlmahidir. Daha sonda anal kanal ve rektumun parmakla

muayenesi yapilmalidir.
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2.6.2. Radyolojik Tani: (54)

Akciger Grafisi: Kolorektal karsinomlar karacigerden sonra en sik akcigere metastaz
yaparlar. Bu nedenle cerrahi girisim Oncesi ve takipler esnasinda akciger grafisi ¢ekilmelidir.

Baryumlu Kolon Grafisi: Digital radyografi cihazlari ile yapilan ¢ift kontrast yontem
en etkin primer bagvurulmasi gereken radyolojik goriintiileme yontemidir.

Ultrasonografi (USG): Batin ig¢i kitlelerin degerlendirilmesinde, karaciger
metastazlarin saptanmasinda ve rektum tiimorlerinin evrelendirilmesinde kullanilmaktadir.

Bilgisayarli  Tomografi:  Cerrahi  girisim  Oncesi  abdominal  kavitenin
degerlendirilmesine imkan tanir. Tetkikin tek dezavantaji barsak duvari katmanlarinda
invazyon derinligini ayirt edememesidir.

Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG): Yumusak dokunun goriintiilenmesinde
BT’ye gore daha iistiin bir yontem olmasi ve multiplanar inceleme olanagi saglamasi
avantajlaridir.

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): Pelvisteki niiks tiimér ile fibroz dokuyu ayirt
etmekte kullanilir. Temeli hastaya fluorodeoksiglukoz adli substrat enjekte ederek doku
metabolizmasindaki  farklihigi  ortaya koymaya dayanir. Kanserli hiicrelerde
hipermetabolizma olmasi nedeniyle kanser hiicrelerinin bulundugu yerde aktivite tutulumu
olacaktir (55).

Endoskopik Incelemeler: Endoskopik tetkik &ncesi iyi bir barsak temizligi yapilmasi
sarttir. Endoskopi ile direk tan1 ve inceleme i¢in biopsi alinabilir.

Rektosigmoidoskopi: Linea dentata’nin 20-25 cm proksimalindeki lezyonlar
goriintlilenebilir. 40 yas alt1 diistik riskli bireylerin taramasi i¢in uygundur.

Fleksibl Sigmoidoskopi: Kolorektal kanserlerin % 50°si bu bdlgede oldugu i¢in double
kontrastli baryum enema ile birlikte yapilirsa kolonoskopiye alternatif olabilir.

Kolonoskopi: Diger radyolojik teshis metotlarina karsin endoskopik tetkikin en dnemli
Ustiinliigli; biyopsi alma, taniy1 dogrulama ve gereginde tedaviyi ayni anda
gerceklestirmesidir.

2.6.3. Laboratuar Tetkikleri

Laboratuar tetkiklerinde; Kan sayimi, karaciger fonksiyon testleri, CRP, diskida gizli
kan, Siayltransferaz, Galaktosiltransferaz I, Procalcitonin, CEA, CA-19-9, CA 50, CA 242,
TPA ve TPS’dir. En sik kullanilanlari CEA, CA 19-9 ve TPA’dir. Primer timorin

rezeksiyonundan 6nce CEA diizeyi tespit edilirse prognoz ag¢iSindan yol gdsterici olabilir.
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Ancak bunlarin higbiri tek bagina tan1 koymaya uygun degildir. Diger radyolojik tetkiklerle
desteklenmesi gerekmektedir (56).

2.7. KOLOREKTAL KANSERLERDE EVRELEME

Evrelemede amacg; hastaligin yayilim derecesini saptamak bu sekilde tedavinin
planlanmasi ve prognoz agisindan tahminde bulunabilmektir. Kolon kanserleri genellikle
intramukozal epitelyal lezyonlar olarak baslarlar ve timorin gelismesi ile submukozaya
ulasarak invaziv kanser haline gelirler. Bu asamadan sonra lokal yayilim yaninda lenfatik ve
hematojen yayilim da ortaya cikabilir. Lokal yayilimda tiimdriin barsak katlart boyunca
yayilarak serozaya dogru ilerlemesi s6z konusudur. Serozaya ulasan timor komsu organlari
tutabilir. Rektum bolgesinin serozasi olmadigindan 6zellikle rektum karsinomlarinda komsu
organ tutulumu daha ¢ok goriilir. Kolon kanseri perikolik, intermediate ve ana lenf
digiimleri araciligiyla lenfatik yayilim gosterir. Kotii difaransiye tiimorlerde lenfatik yayilim
daha sik goriilir. Hematojen yayilim en sik portal ven araciligi ile karacigerde goriliir.

Karacigerdeki metastatik tiimorlerin %80’e yakininda primer odakli bir kolorektal
timordiir. Karaciger ve akciger metastazi olmadan diger organlara hematojen yayilim nadir
olarak gorilir. Proksimal rektum kanserleri superior hemoroidal venler araciligiyla
karacigere hematojen metastaz yaparken distal rektum kanserlerinde portokaval
anastomozlar ve inferior vena kava araciligi ile akcigerlere ve diger organlara erken
hematojen yayilim goriilebilir. Kolon kanserinde yayilim prognoz agisindan son derece
onemli oldugundan degisik evreleme yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar iginde Dukes
tarafindan olusturulan evreleme sistemi ve TNM sistemi (T:Tumor invazyonu, N:Lenf nodu

tutulumu, M:Metastaz) en sik kullanilan sistemlerdir (57).

TNM Klinik Siniflamast
Tis: Insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok
T1: Submukoza invazyonu N1: 1-3 lenf nodu tutulumu

T2: Muskularis propriaya invazyon N2: >4 lenf nodu tutulumu
T3: Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok

T4: Komsu organ invazyonu M1: Uzak metastaz var
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Dukes Evrelendirmesi

A Sadece mukozada

B Tim duvar (+), lenf ganglionu (-)

C Tiim duvar(+), lenf ganglionu (+)

D Uzak metastaz (+)
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Sekil 9: Kolorektal Kanser Evrelendirmesi (A) TNM (B) Dukes (58)

Tablo 5 : Kolorektal Kanserlerde Evrelemenin Karsilastirilmasi (57)

5 Yilhk
Dukes Sagkalim
Evre TNM Smiflamasi | Tiimér invazyon Derecesi ihtimali
0 TO,NO,MO Gozle goriiliir timor yok
I T1,N0,MO Tiimor miiskiilaris mukoza ve %97
| T2,NO,MO A submukozayla sinirli %90
I T3,NO,MO Timor miiskiilaris propriaya %78
I T4,NO,MO B1 B2 sinirhi %63
1l T1'4,N1, MO Timor s€rozaya ula$m1$tlr. %56-65
Komsu organ tutulumu
1l T1,4,N2,M0 ci1C2 olabilir. %26-37
v T1-4N1-2,M1 D Uzak metastaz var. %1

2.8. KANSERIN MOLEKULER TEMELLERI

Kanserin kokeninde dliimciil olmayan genetik hasar yatar. “Genetik kanser hipotezi”

olarak ifade edilen bu goriiste, bir tlimoriin mutasyona ugrayan tek bir Onciil hiicrenin

bliyiimesi ve c¢ogalmasi ile olustugu, dolayisiyla tiimdriin monoklonal oldugu ileri

stirilmektedir. S6z konusu genetik hasar, hiicrenin biiylimesini stimiile eden proto-

onkogenler, hiicrenin bilylimesini inhibe eden tiimér baskilayici genler, programli hiicre

Olimiinii regiile eden genler ve DNA yanlis eslesme tamir genlerinde gergeklesmektedir.
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Proto-onkogenler; Normal bir hiicrede; hiicre boliinmesi ihtiyaca gore kontrollii bir
sekilde yiiriitiilmektedir. Bu durum normal hiicrede proliferasyon ve diferensiyonu kontrol
eder. Proto-onkogenler hiicre boliinmesi sirasinda gorev alan proteinleri kodlarlar, sayet
mutasyona ugrar ve aktivasyon kazanirlarsa (onkogene doniisme) hiicrenin siirekli olarak
boliinmesine ve biiyiimesine neden olurlar.

Tiimor Siipresor Genler; Hiicre boliinmesini baskilayici 6zellikte olan proteinleri
kodlarlar. Bu genlerde meydana gelen bir mutasyon, hiicre boliinmesinin artik
baskilanamamas1 ve kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile sonuglanir.

DNA Yanls Eslesme Tamir Genleri; DNA polimerazin 3°-5° ekzoniikleaz aktivitesi ile
yanlig eslesmeler diizeltilirken, ancak tekrarlarin oldugu bazi bolgelerde diizeltme gézden
kacabilmektedir. Onarimdan kacan bu alanlar, DNA yanlis eslesme tamir genleri tarafindan
diizeltilirler. Bu genlerde mutasyon olmasi durumunda, onarim yapilamayacagindan,
mikrosatellit instabilitesi olarak bilinen durum ortaya ¢ikmaktadir (59).

2.8.1. Karsinogenez:

Karsinogenez, bircok mutasyonun birikimi sonucu fenotipik ve genotipik diizeyde ¢ok
basamakli olarak ilerleyen bir siiregtir. Farkli hiicrelerde birbirinden bagimsiz olarak biriken
mutasyonlar, tiimorii olusturan hiicrelerin heterojenitesine yol agar. Bdylece, tlimorlerin
cogu monoklonal orjinli olmalarina ragmen, genellikle farkli karakterde yapilar ortaya ¢ikar
(61). Kanserlerde karsinogenez mekanizmasi olduk¢a karmasik ve ¢ok faktorlidiir. Kansere
sebep olan ajanlara karsinojen denir.

2.8.2. Kolorektal Kanserlerde Multi-Step Karsinogenez:

Kolorektal karsinogenez, normal hiicrenin malign hiicreye doniisiimiinde genetik ve
epigenetik degisikliklerin rol aldigi ¢ok basamakli bir siiregtir (Sekil 10). Bu siirecte her
basamakta farkli lezyonlar gelismekte ve bdylece molekiiler degisimlere farkli morfolojik
lezyonlar eslik etmektedir (61,62).

Kolorektal kanser genetik temeli adenom-karsinom doéniisiim basamaklar ile benign
prekiirsor lezyonlardan KRK olusum modeline dayanir. Adenomlar epitelyal asir1 biiyiime,
displazi, anormal diferansiyasyon, bazen kii¢iik invaziv hiicre odaklar ile karekterizedir.
(63). Onkogenler, timdr siipresor genleri, ve DNA hasarin1 6nleyen genlerden olusan iig

simif gende meydana gelen degisiklerle timor olusumu gergeklesir. (64).
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KRAS [

Hipo/Hiper Metilasyon I

HiPeﬁrolifere Gelismis Geg Adenom Adenokarsinom
Epitelyum Adenom

Erken Adenom

Sekil 10: Kolorektal Adenom-Karsinom Olusum Siirecinde Degisiklikler
e Siklooksijenazlarin yiiksek ekspresyonuyla 5q iizerindeki APC geninin kayb1 veya
mutasyonu (Hiperprolifere Epitelyum olusur)

e DNA Hipermetilasyonu (Erken Adenom olusur)

e Kromozom 12p’deki KRAS geninin mutasyonu (Gelismis Adenom)

e Kromozom 18q’daki DCC geninin kayb1 veya mutasyonu (Ge¢ Adenom)

e Kromozom 17p’deki p53 geninin kayb1 veya mutasyonu (Karsinoma olusur)

Adenom-karsinom olusum basamaklart da gbéz Oniinde bulunduruldugunda, bu
mutasyonlar, kanserin hiicre yasami, biiylimesi ve invazyonunda rol alan dogal
kontrolktalarinda bozulmalarla karekterize cok yonlii bir hastalik oldugunu destekler.

Tablo 6: Kolorektal Tiimor Gelisiminde Rol alan Genler, Lokalizasyon ve Fonksiyonu (65)

Hiicre
Gen Tip Kromozom Yerlesimi Fonksiyon
APC | Tiiméor Baskilayer Gen 5021-22 | Stoplazma Biiyiime Sinyali inhibisyonu

Hiicre-hiicre adhezyon
DCC | Tiimor Baskilayci Gen 18021 Hiicre Membram | Etkilesimi

Transkripsiyon Faktorii,
Biiyiime Inhibisyonu, Hiicre

p53 | Tiimdr Baskilaycit Gen 17p13.1 | Niikleus Dongiisii Kontrolii
Hiicre Membrani
KRAS | Proto-Onkogen 12p12.1 |/ Stoplazma Intraselliiler Sinyal letimi
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Kolorektal kanserlerin gelisimini agiklamak tizere iki model tanimlanmustir.
1. Kromozomal instabilite yolu
2. DNA mikrosatellit instabilitesi yolu

2.9.2.1. Kromozomal instabilite yol: Baslica tiimor baskilayici genlerin aktivitelerinin

kaybiyla iligkilidir. Bunlar; adenomatdz polipozis coli (APC), retinoblastom (Rb), p53 ve
Von Hippel-Lindau (VHL) genleri olup normalde anormal hiicre biiylimesini &nleyen
‘kapicilar’ olarak gorev yaparlar. APC genindeki anormallikler siktir ve genellikle somatiktir
ancak familyal adenomatéz polipozis koli hastalarinda kalitsal olabilir. Ayrica hiicre
siklusundaki Rb ve p53 yollarindaki anormalliklerle, DCC ve K-RAS genleriyle de oldukca
sik iligkilidir. Bu yol siklikla andploid tiimdrlerle sonuglanir. Bu yoldaki genler, promoterin
hipermetilasyonu ile inaktive edilebilir; bu da gerekli proteinlerin yapiminda yetersizlige
neden olur. Bu durum, genetik instabiliteyle de iliskili gorinmektedir. Genetik instabilite
kanserin 6nemli bir 6zelligi olarak One siiriilmektedir. Kromozomal instabilite yolaginda

proliferasyon inhibisyonunun kayb1 sézkonusudur (66).

Normal Aberran Kript Odag Adenom Adenom zemininde invaziv Karsinom Lenf nodiilii metastazi
Kanserlesme

5q21 (APC) KRAS DCC ps3 Nm23

Beta-catenin 18q LOH 17P LOH E-cadherin
SMAD 2 CD44
SMAD 4 MMPs

TIMPs

‘ PROLIFERASYON INHiBISYONUNUN KAYBI >

Sekil 11. Kromozomal Instabilite Yolu (68)

2.9.2.2. DNA mikrosatellit instabilitesi yolu: Bu siire¢ lokalize epitelyal proliferasyon

ile baglar ve 10-35 yil gibi oldukga yavas gelisen bir siirectir. Gelisim sebebi siiregelen
mutasyonlarin birikimidir. Biyolojik temeli; proliferasyon inhibisyonunun kaybolmasidir.
Molekiiler temeli ise; timor baskilayici genlerde mutasyon veya kayiplar nedeniyle olusan
islev kayiplaridir. Ayrica Proto-onkogenlerde mutasyonlar nedeniyle olusan islev
kazanimlaridir. Bu yol DNA “mismatch” onarim genlerinde olusan bozukluklar nedeniyle,
mikrosatellit instabilitesi (MSI) iizerinden gergeklesir. Burada da gen mutasyonlarinin

birikmesi izlenir. Ancak etkilenen genler farklidir. Herediter non polipozis kolorektal
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kanserlerin (HNPKK) gelisimi bu yolla agiklanmaktadir. Cogu replikasyon hatalan DNA
polimerazin 3°, 5’ekzoniikleaz aktivitesi ile hemen diizeltilir. Bu onarimdan kagan hatalar
ise “mismatch repair” (MMR) denilen bir sistem yolu ile onarilir. MMR genleri onanmda rol

alan bir ¢ok protein ve enzimi kodlar (66).

Normal Hiperplastik Polip Sesil Serrated Adenom Serrated Adenom Karsinom
KRAS (Metilasyon) BRAF KRAS MSI-H
BRAF hMLHI (CIMP) MSI-L

MGMT MSS

APOPITOZUN iNHIiBiSYONU >

Sekil 12: DNA Mikrosatellit instabilitesi Yolu (68)

2.9. K-RAS ONKOGENI

K-RAS onkogeni RAS gen ailesinin bir iiyesi olup, Kirsten Rat Sarkom Viriisi ile
hiicresel homoloji gostermektedir (22). K-RAS geni, kolorektal karsinom gelisimindeki
genetik yolaklardan biri olan tiiméor baskilayict yolda yer alan bir proto-onkogendir. K-RAS
geni ekstraselliiler mitojenik sinyallarin iletiminde rol alan, GTP baglayabilen bir membran
proteinidir. Sitoplazma zarmin iginden efektor molekiillere sinyal iletimini saglayan
intrensek GTP-az aktivitesine sahip bir protein kodlar. Hiicre biiyiimesini ve boliinmesini
uyaran herhangi bir dig uyar1 ile K-RAS geni GTP'ye baglanir ve aktif hale gecerek uyariyi
hiicre i¢i ileti yollarna aktararak hiicre biiylime ve boliinmesinde fizyolojik rol oynar. K-
RAS mutasyonu ile GTP-az aktivitesi ortadan kalkar ve hiicre proliferasyonu diizensizlesir.
RAS gen mutasyonlart tiimor tiplerinde farkli insidanslarda bulunmaktadir. En yiiksek
insidanslari, pankreas (%90), kolon (%50) ve akciger adenokarsinomlarda (%30)
rastlanmaktadir. Bu kanserler iginde ozellikle K-RAS geni mutasyonlart diger RAS
genlerine (N-RAS ve H-RAS ) oranla daha sik goriilmektedir (70).

Mutasyonlarin sikhigi ¢ ras genine benzer olarak dagilmamistir. Her ne kadar mutant
H-RAS ilk olarak kesfedilmis olsa da daha sonra yapilan yogun ¢alismalar K-RAS ve N-

RAS mutasyonlarinin insan kanserlerinde daha sik goriildiigii ortaya ¢ikmustir. En sik olarak
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nokta mutasyonlar kodon 12 (%86) ve kodon 13(%11)’te nadiren de kodon 61(%1) ve
146(<%1)’da gozlenmektedir (Sekil 13). Mutant Kodon proto-onkogenlerinin onkogenlere

doniismesine neden olur ve bu otonom hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasiyla sonuglanir (72).

" awon2 | ewond | eond
] % (e[ % =] %
5 0.02 L] 0.08

—— 17 001
' 8 002 60 001 146 009
9 002 61 147
1 003 6 oo
/ 12 8695 T2 001
I II 1 104 82 001

'. | 14 o003
86.95 (12) ,.l'l 15 0.02
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18 002
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7 001

3 001

B 001

COSMIC-collection Of Somatic Mutations In Cancer

Sekil 13: En Sik Gozlenen K-RAS Mutasyon Dagilimi (89)

Bu mutasyonlar KRK’lerin gelisimi siirecinde erken evrede meydana gelir ve timor
progresyonu siiresince de korunur. Bu mutasyonlar kii¢iik poliplerde de bulunabilir ve
lezyon boyutu arttikga sikligi artar (22). K-RAS mutasyonlarin, adenom olusum
baslangicinda rolii olmamasina ragmen adenom progresyonunda kesinlikle biiyiilk dnemi
mevcuttur. K-RAS mutasyon sikligi; 1 cm'den kiigiik adenomlarda % 10-15, 1 cm'den
biiyiik adenomlarda % 30-60 ve primer kolorektal karsinomlarda yaklagik %50'dir (70).

RAS izoformlar1 yanlis mutasyonunda en yaygin olarak %85 K-RAS’a , az olarak ise
%12 N-RAS’a ve %3 H-RAS’a rastlanmaktadir (Sekil 14 A,B,C). lging bir sekilde, her
yanlis mutasyonda, izoformlarin siklig1 arasindaki farkliliklar gesitlilik gdstererek Q61°de en
fazla N-RAS’da iken; G12 mutasyonu en fazla K-RAS’ta olmustur (Sekil 14 D).

Ug ras genini kodlayan proteinler giiclii amino asit benzerligi (%90) gosterirler. Hiicre
kiiltiirii ve hayvan deneylerinde ayni giiclii transforme edici etkiyi sergilerler. Tim RAS
genleri farkli kromozomlar iizerinde lokalize olmasina ragmen (K-RAS; 12. kromozom, H-
RAS; 11. kromozom, N-RAS; 1. kromozom) tiimii 21 kD'luk bir protein kodlamaktadir.
Bunlardan K-RAS kromozom 12'nin kisa kolunda (12p12.1) lokalizedir (Sekil 15). Dort
ekzon iceren K-RAS geninde dordiincli ekzon alternatif olarak kirpilirken, 4A ekzonlu
transkript 189 amino asit; 4B transkript ise 188 amino asitli bir protein tiretmektedir. Bunlar

arasindaki fark karboksil ugtaki 25 amino asittir. Bu transkriptlerden 4B varyanti 10-20 kat
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daha fazla eksprese edilmektedir (90).

H-Ras A N-Ras B
QEIR (81)
Q1L (56)
g::m} 612D (281)
avam] [omen] |Gt 6125(10n | | 61300152)
amen | | oot || ety orvin || owia | | s
e | 1ok | Siah 67% G12,613, and Q61 mutations GlA@) | cucen || ook
ci2ap) | | e1sain || es1R0) Rare mutations at 9 other residues gg:“? g:@g? g:h{g’]
[ T ] .
o) || G() | |ceme | 9% B12.013 and G61 mulafions
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Sekil 14: RAS Izoform Mutasyonlar1 (A) H-RAS izoformlarinin (B) N-RAS
izoformlarinin (C) K-RAS izoformlarinin Mutasyon sikligi (D) Izoform mutasyonlarin
kodon bolgesindeki % Dagilimlart (74).

RAS proteinlerinin biyolojik aktivasyonu ig¢in lipid modifikasyonu ve plazma
membranina kuvvetli baglanmasi gerekmektedir. RAS proteinleri baslangigta inaktif
sitoplazmik protein olarak sentezlenir. Daha sonra bir dizi posttranslasyonel modifikasyona
ugrayarak plazma membraninin i¢ yiizeyine transloke edilirler. Karboksi ucun

modifikasyonu proteinin hidrofobik 6zelligini arttirir (74).

[ ]
[ DERN T oIS CEENqrl IR | CEERY ICPEEN 0 W |

HE858_PATCH SCHR12_1_CT G2 HSCHR12_1_CTG2_1 HSCHR12_3_CTG2_1
HSCHR12_1_CTGL HSCHR12_2_CTG2_1

HE1133_PATCH

HSCHR12_2_CTG2

HG244 PATCH

Sekil 15: K-RAS Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (75)
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Efektor domen Membrana baglanan

l domen l,g.)

I
v [ W] (I 0
GDP/GTP baglama domeni GDP/GTP baglama domeni A

5

Switch Il

Switch |

Sekil 16: K-RAS Proteini (A) Proteinin sematik Yapisi (B) K-RAS Proteinin 3
Boyutlu Yapist (P-loop: Yesil, 1. BaglanmaBolgesi: Mavi, 2.Baglanma Bolgesi : Kirmizi.
GTP ve Mg*? iyonlan kiigiik Toplar olarak goziikmektedir (76).

Normalde RAS proteinleri GDP bagli inaktif formdadir. Ekstraselliiler ligandlarin bir
cesidi ile hiicre yiizeyinde uyar1 baglatilir. Sitokinler (interlukin), norotransmitterler
(karbakol), hormonlar (insulin) ve biiyiime faktorleri (EGF) ile gegici olarak aktive
edilirler. Guanin niikleotidi saliveren proteinler (GNRPs), (6rnegin; SOS 1/2, Ras
GRF/CDC25) inaktif formdaki GDP yerine GTP baglayarak aktif forma dontisiimi
(Ras*GTP) saglar. Aktif RAS, bu uyaranlarin olusturdugu sinyali ilettikten kisa bir siire
sonra tekrar inaktif formuna (Ras*GDP) dontstirilir. GTPaz aktive eden proteinlcr
(GAPs) (6rnegin; pl20,NFI-GAP) RAS'n intrinsik GTP hidrolizini uyarir ve onun inaktif

formuna dontismesine neden olur (Sekil 17) (77).

Kromozom 12 C_NNSCDEN NI WEE NN 1T 1D
K-RAS G N
Kod
1 0 " 12 13 189
Kodon 0 11 12 13 10 11 12 13
DNA GGC GCC.GGC GGT GGC GCC GTC GGT
Protein .. Gly Ala Gly Gly Gly Ala Vval Gly
RAS-GDP
&
AKktif RAS Olusumu
RAS-GTP RAS-GTF
Normal biiyiime, proliferasyon Normal olmayan biyilme,
ve diferansiyasyor proliferasyon ve
diferansivasyon

Sekil 17: Ras Proteinlerinin Inaktivasyon ve Aktivasyonu (78)
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K-RAS aktivitesi normal kosullarda guanozin difosfat (GDP) ve guanozin trifosfat
(GTP) baglh proteinler araciligiyla kontrol edilmekte olup, GTP’nin baglanmasi sonucu
aktive olmaktadir. Sitoplazma zariin i¢inden efektér molekiillere sinyal iletimini saglayan
intrensek GTP-az aktivitesine sahip bir protein kodlar. Hiicre biiyiimesini ve boliinmesini
uyaran herhangi bir dis uyar1 ile K-RAS geni GTP'ye baglanir ve aktif hale gecerek uyariyi
hiicre igi ileti yollarina aktararak hiicre biiyime ve boliinmesinde fizyolojik rol oynar. K-
RAS mutasyonu ile GTP-az aktivitesi ortadan kalkar ve hiicre proliferasyonu diizensizlesir
(71).

K-RAS, EGFR sinyal yolaklar1 ile etkilesim sonucu hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. RAS proteinleri ¢ok sayida sinyal yolaginin
diizenlenmesinde rol oynarlar. RAS sinyalinin hedef alt yolaklar1 arasinda RAF serin treonin
kinazlar (ARAF-BRAF-RAF1) ve bunlarin da aktive ettigi RAS-RAF-MEK-ERK yolag1 yer
alir (Sekil 18).

Kinases
e.g. Src, PAK

Sitozol ve Hiicre|
iskeleti
substratlar

P 60—
/‘@ —
/s & E Nikleus

eu
Substratlan SR 3 Gene Transkripsiyonu

DAl IRl 111

RAS-RAF-MEK-ERK Yolu

Sekil 18: RAS-RAF-MEK- MAPK Sinyal Yolag (79)

RAS aktive olduktan sonra RAF onkogenini harekete gecirmektedir. RAF onkogeni de
MAPK1 ve MAPK?2’yi fosforilleyerek hiicre biiylimesi ve sagkalim ile iligkili proteinlerin
ekspresyonunu arttirmaktadir. Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinazlar olan ERK-1 ve
ERK-2, siklikla K-RAS mutasyonuna eslik eder ve mitojen aktive edici protein kinazlarin
(MAPK) aktivasyonunu gosterir. K-RAS aracili biliylime faktorii sinyal kaskadi RAF
kinazlar1 plazma membranina toplar ve G1-S hiicre sikliis degisimini kontrol eden faktorleri
fosforile eden ERK1 VE ERK2’yi aktive eden MEK1 ve MEK2 ERK kinazlar1 uyarir.
MAPK kaskadini aktive eden eden K-RAS dis1 aracili biiyiime faktorleri ile de MAPK
kaskad1 aktive olmasina ragmen, kanser olusum siirecinde sinyalizasyon bozulmasi, temel

olarak K-RAS ve BRAF mutasyonlarina bagli olusur. (80).
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BRAF ve K-RAS mutasyonu MEK ve ERK yolaklarini fosforile ederek bozulmus
biliylimeye yol acar. K-RAS ve BRAF mutasyonlar1 KRK’de birbirinden bagimsiz olarak
hareket ederler fakat iki onkogen birbirlerinin etkilerini ayni sonuca giden farkli yollardan
ortak hiicresel yolaga dogru gii¢lendirirler (80). MAPK kaskad: ile birlikte, K-RAS sinyali,
intraselliler 3. pozisyondaki lipid fosfatidil-inositol-4,5-bifosfat1  fosforilleyen,
fosfatidilinozitol 3-kinaz yolagi araciligiyla hiicre biiylimesi ve yasamini destekleyen
kaskad1 uyarir (81). KRK’lerin %15-30’unda PI3K alt birimi olan katalitik p110’u kodlayan
PIK3CA aktive edici mutasyonlar saptanir. PIK3CA mutasyonlart K-RAS-mutant KRK’de
yaklasik %10 gorilir. Mutant K-RAS PI3K sinyalizasyonunu etkisiz olarak aktive edebilir
(82).

R
-] k-
=5 o

o

Reseptorleri

Sekil 19: P13 Kinaz/AKT ve RAS-RAF-MEK-ERK Sinyal Yolag: (83)

Hedefe yonelik monoklonal antikorlar, kanser tedavisinde son yillarda 6nemli yer
tutmaktadirK-RAS mutasyonu setuksimab direnci i¢in prediktif bir gosterge olarak kabul
edilmekte olup metastatik KRK’lerde K-RAS mutasyonu olmayan tiimorlerde cetuksimab
tedavisine iyi yanit alinmaktadir. Bu nedenle KRK'de K-RAS genindeki mutasyon varliginin
gosterilmesi, hastalarin prognozunu ve molekiiler hedeflenmis tedavilere cevabi belirlemede
onemli hale gelmistir (84).

2.9.1. Genotip Protein Fonksiyon Tliskisi:

Wild Type 12. ve 13. kodon dizilimleri sirasiyla GGT ve GGC’dir, ve protein
translasyonunda bu kodon glysin aminoasidini kodlamaktadir. Glysin protein yapisi
icerisinde genellikle diiz zincirlerin yer aldig1 nétral/non-polar kii¢lik bir aminoasittir. Buna

karsin p.G12A fenotipinde alanin ve p.G12V fenotipinde valin aminoasitlerine degisim

28



olmakla birlikte her iki aminoasitte nétral ve non-polar yapidadir. P.G12R fenotipinde glisin
yerine bazik polar ve oldukga biiyiik bir aminoasit olan arjinin gelmistir. P.G12S fenotipinde
serin aminoasidi yer alir. Bu polar bir 6zelliktedir. P.G12D ve p.G13D fenotiplerinde glisin
yerine oldukga biiyiik asidik ve polar 6zellikteki aspartat aminoasidi gelmistir.

Bu degisimler; iyonik bag kapasitesi oldukc¢a diisiik bir aminoasit yerine bazik ve/veya
asidik polar aminoasitlerin gelmesi kimyasal olarak iyonik bag kapasitesini degistirecektir.
Kiiclik bir aminoasit yerine daha biiyiik aminoasitlerin gelmesi ise protein katlanma ve
fonksiyonel konformasyonunu etkileyecektir.

A (8) ©

WT G12D G13D

Sekil 20: K-RAS Mutasyonlariin 3D ProteinYapisinda Yolagtig1 Degisikliklerin
Biyoinformatik Analizi (76)

Sekil 22°de Yapilar1 (A) WT, (B) G12D ve, (C) G13D K-RAS proteinlerinin P-loop
bolgeleri goziikmektedir. Mavi ile gosterilen I ve II bolgelerindeki baglanma en diisiik,
kirmiz1 ile gosterilen bolgelerde en yiliksek B-faktor degerini verir. Diger bolgelerdeki yapi
daha dar ve beyazdir. B-Faktor’den bagimsizdir.
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Tablo 7. Kolorektal Karsinomlarda K-RAS Mutasyonu

Codon 12 13 DNA Protein Aminoasit |Kisaltibus| Kimyasal Sekil | Yapisi
Gly
0
I )
HyN——CH—C—0H Notral
MNon-
WT GGT | GGC c.34G: p.G12G Glycine Giglv) Polar
Ser o
HyM——CH—C—0OH
Notral
AGT | GGC c.34G>A p.G118 Serine S(ser) Polar
Arg
Bazik
CGT | GGC c.34G=>C p.GLIR Arginine R(arg) Polar
Cys
HM—CH—C—OH
Natral
Hafif
TGT | GGC c.34G=T p.G12C Cysteine C(cys) Polar
Asp TI'
HyN——CH—C——0H
Asidik
GAT | GGC c.35G=A p.G1ID Aspartate | Diasp) Polar
Ma
]
l
b —cH—i—uk | Natral
MNon
GCT | GGC c.35G=>C p.G12A Alanine Alala) Polar
Val
0
.
= b — O H———H
B Notral
Non
GIT | GGC c.35G=>T p.GLIV Valine Viwal) Polar
Asp Ti
HaN—CH—E—0OH
Asidik
GGT | GAC c.38G=A p.G13D Aspartate | D(asp) Polar
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Ozellikle hem yapisal olarak daha biiyiik hem de bag kapasitesi asidik ve polar yonde
degismis olan p.G12D ve p.G13D’nin 3 boyutlu protein yapisinda bu komformasyonel
degisim en agik sekilde goriilmektedir.

Bu aminoasit degisimleri 3D protein yapisinda proteinin aktif hale gelmesini saglayan
GTP baglanma bolgesinde yer almaktadir. Ozellikle iyonik bag kaasitesinin farklilagmasi
GTP molekiiliinlin baglanmasini ve baglanma siirecini etkilemektedir. Daha siki
baglanmasina yol agarak protein yapisinin devamli aktif kalmasini saglamaktadir. Proteinin
aktif bolgesinde iyonik bag kapasitesini degistiren mutasyonlarin; ras proteininin EGFR
yolagindaki kendinden sonra gelen RAF/MAPKinaz yolaginin siirekli aktif kalmasi tizerine
fonksiyonel etkisi daha biiytik olacaktir.

p.G13D’nin konformasyonel yapida olusturdugu degisiklik, GTP baglanma yarigini
wild type’e daha yakin bir 3D yapi1 olustururken, p.G12D fenotipinde GTP/Protein iliskisi
daha siki olmaktadir. Bu 3D yap1 degisikliliginin protein fonksiyonuna yansimasi
p.G13D’nin  ¢ok yavas seyirli, p.G12D’nin ise ¢ok agresif bir tablo ¢izmesine sebep
olmaktadir. K-ras mutasyonlar1 Finkelstein Klasifikasyonu’na gore ayrilmaktadir.

Tablo 8: K-RAS Mutasyon Klasifikasyonu (67)

Grup Ozelligi Transversiyon
Cok yavas seyirli 13 aspartat GGC — GTC
Yavas seyirli Nodal Metastaz Var. I¢ Organ Metastaz1 Yok 12 valin GGT— GTT
Cok Agresif Seyirli Hizli Yayilim ve Hematojen Metastaz 12 aspartat GGT— GAT

2.9.2. K-RAS Gen Mutasyonun Klinik Onemi

KRK'lerin gelisiminde rol alan genetik mekanizmalarin ortaya konmasi, gerek erken
tanida ve gerekse ileri donemlerde prognozun belirlenmesi ve buna uygun ilave tedavilerin
uygulanmasinda molekiiler birer belirte¢ olarak kullanilmasini saglayacaktir. Ayrica yiiksek
risk grublarimin  tamimlanmasina da yardimci olacaktir. Kolon kanserleri genetik
mekanizmas: en iyi tamimlanmis kanserlerden biridir. Molekiiler temellerin bilinmesi
hastaligin Kklinigi agisindan 6nemli ipuglart vermektedir. Bu degisimler hastaligin erken
tamisinin konmasi, prognozu ve tedavinin etkinliginde 6nemli bir role sahiptir. RAS
mutasyonunun tanist sonrasi, terapdtik yaklasim séz konusu olabilmektedir. Mutasyonlar
kolorektal kanserlerin gelisimi siiresinde erken evrede ortaya ¢ikmaktadir. (85).

Kodon 12 ve 13'teki K-RAS mutasyon sikligi, tekrarlayan hastaligi olmayanlarda

%25, tekrarlayan tiimorii olanlarda ise %71 'dir. G—T ve G—C transversiyonlar: kolorektal
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karsinomlarin metastatik davranisiyla iliskili bulunmustur. G—A transversiyonunda bdyle
bir iligki yoktur. Tiimdr evresi arttik¢a ¢oklu mutasyonlarin siklig1 da artar. Hematojen veya
lenfatik metastazi olan tiimorler, bu 6zellikleri tasimayan tiimorlerle karsilastirildiginda
anlamli olarak daha yiiksek (%65) mutasyon oranina sahiptir. Kolorektal karsinomlarda
spesifik K-RAS mutasyon tipi arastirildiginda, Kodon 13'te mutasyonu bulunan tiimérlerin
lokal veya uzak metastaz yapmadiklari goriilmiistir. Kodon 12 mutasyonu bulunan
timorlerin ise perikolonik perirektal lenf nodlarina metastaz yapmadiklari saptanmistir.
Ancak uzak hematojen yayilim gosterdikleri bulunmustur. Mutant RAS'in varhig: hastalarin
kemoterapiye direngli olabilecegini gosterir. Cesitli hedef molekiillere yonelik monoklonal
antikorlar kanser tedavisinde gilinimiiziin en etkin araglari arasina girmistir. KRK
tedavisinde en son varilan nokta ise molekiiler olarak hedeflendirilmis tedavidir. Metastatik
kolorektal kanserlerde K-RAS mutasyonu olmayan tiimérlerde Cetuximab tedavisine iyi

yanit alinmaktadir. Bu nedenle mutasyon analizi 6nemli hale gelmistir (86).

2.10. HEDEFE YONELIK TEDAVI YAKLASIMI

Hastalarda tedavi yanit1 ve ilag¢ toksisitesi farkliliklar1 kanser tedavisinin en dnemli
problemlerindendir. Glinlimiizdeki onkolojik uygulamalar, kisisel dozlarin hastanin agirlig
ve viicut alanina gore ayarlanmasi temeline dayanmaktadir. Ancak, bu uygulama tiimor
cevab1 veya toksisite agisindan tedavinin sonuglarmin 6ngoriilebilmesinde yeterli
olmamaktadir. Bireye ve tiimore bagl faktorlerin tedaviye yanitta degisikliklere yol
acabilecegi diisiiniildiiglinde, bu durum sasirtict degildir. Bu nedenle, son yillarda bu sorunu
asabilmek i¢in hedefe yonelik tedavi protokolii icerisinde tliimdriin molekiiler temeline ve
bireyin genetik yapisina dayanan bireysel tedaviler gelistirilmektedir.

Hedeflenmis tedavide, 6zgiil molekiiler defekti olan tiimdr hiicrelerine yonelerek
kanser hiicresini hedef hiicre araciligiyla 6ldiiriirken, normal hiicrelerin saglikli bir ortamda
devamina imkan taninmaktadir. Bu nedenle, hedeflenmis tedavilerin en 6nemli {istlinligi
terapotik indekslerinin yiliksek olmasidir. Hedefe yonelik tedavide, hedeflenecek hiicresel
komponentler, hiicre membran reseptorleri, sinyal iletim yollari, hiicre siklus ajanlari,
anjiyogenez inhibitorleri, hiicre-matriks veya protein reseptorleridir. Kolorektal kanser
tedavisinde son yillarda kullanilmaya baslanan anti-EGFR tedavisi de hedefe yonelik ve
bireysel temelli bir tedavi ornegidir. Bireye yonelik tedavi yaklasiminda kisinin yas ve

cinsiyetinin yaninda genotip ve fenotip 6zellikleri de 6nem kazanmustir (87).
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2.10.1. Anti-EGFR Tedavi

EGFR blokaj1 ile alt yolak sinyallerinin kesilmesi, timor hiicrelerinde biiyiimenin
inhibisyonuna neden olabilmekte ve bodylece kanserli hastalarda potansiyel iyilesme
saglanabilmektedir (87).

EGFR sinyal sistemi aktivasyonu icin genellikle 3 adim gereklidir. {1k olarak, spesifik
ligandlar konformasyonel bir degisiklik ile EGFR’nin ekstraseliiler domainine baglanir.
Daha sonra, bu yapisal degisiklik EGFR iligkili HER reseptorlerinden biri ile (heterodimer)
ya da bir baska ligand bagimli EGFR ile (homodimer) bir dimer formu olusturmasina izin
verir. Reseptor dimerizasyonu, sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu baslatan reseptorlerin
intraseliiler domaini ile birlikte tirozin kinaz rezidiilerinin otofosforilasyonuna neden olur.
EGFR gibi hiicre ylizey reseptorlerinde, baglanma ya da modiilasyon olmaksizin alt
yolaklarin aktivasyonu, kontrolsiiz hiicre biiylimesi, proliferasyon, apoptozun baskilanmasi,
anjiogenezin uyarilmasi ve metastatik yayilim gibi sonuglar dogurabilir. Bu nedenle EGFR
ve EGFR’nin alt yolaklarinda yer alan diger molekiiller (RAS ve RAF proteinleri gibi) de
malign transformasyonun regiilasyonunda temel rol oynamaktadir (87,88).

2.10.2. Kolorektal Kanserde Anti-EGFR Tedavisi

Bugiin i¢in, iki anti-EGFR antikoru kolorektal kanserin tedavisinde kullanilmak {izere
FDA tarafindan onaylanmistir (88). Insan fare kimerik IgG-1 monoklonal antikoru olan
Cetuximab, kolorektal kanser tedavisi i¢in onaylanan ilk EGFR hedefli ajandir. Digeri ise
insan 1gG-2k monoklonal antikoru olan Panitumumab onaylanmis ikinci ilagtir. Anti-EGFR
tedavi ile metastatik kolorektal kanserlerde yasam siiresinin 23.5 aya dek uzatilabildigi
gosterilmistir. Ancak, Cetuximab ve Panitumumab tedavileri son derece pahali ve baz1 yan
etkileri olan tedavi yontemleridir (90).

2.10.3. Kolorektal Kanserlerde K-RAS Fenotipinin Cetuximab Tedavi
Yanitlarina Etkisi

Cetuximab bir insan-murin kimerik antikor olup 1gG-l yapisindadir ve EGFR'nin
ekstraselliiler uzantisina yiiksek afinite ile baglamr. insanda birgok karsinom tiiriinde EGFR
ekspresyonu goriilmektedir. KRK'li vakalarin da yaklasik %25-77'sinde EGFR ekspresyonu
saptanmistir. Metastatik KRK'lerde primer ve metastatik odakla uyumlu olarak olgularin
%40'inda aktifteyici K-RAS mutasyonlari saptanmaktadir. Bu K-RAS mutasyonlart EGFR
hedefli ajanlara kars1 direnclilikle iligkilidir. Anti-EGFR tedavileri igin Cetuximab veya
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Panitunumab'a yanit verecek hastalarin belirlenmesi 6nemli bir klinik bilgidir. Cetuximab
genellikle haftalik intravendz infiizyon seklinde uygulanir. Standart doz 400 mg/m? yiikleme
dozunu takiben 250 mg/m? haftada bir infiizyon seklinde uygulanir. En sik gozlenen yan etki
%75 gibi biiylik bir oranla akne benzeri cilt dokiintiisiir. Dokiintiiniin ortaya ¢ikmasi ilacin
terapotik etkinligi ile iliskili bulunmustur (87).

fleri evre KRK hastalarimin 1.sira tedavisinde Folfiri rejiminin Folfiri+Cetuximab
kombinasyonu K-RAS mutasyonu olmayan hastalarda tedaviye anlaml: genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim artisin1  saglarken, K-RAS mutasyonu olanlarda Cetuximab'in

tedaviye eklenmesi ek katki saglamamaktadir.

cetuximab Fab EGFR vill
deleted region
(6-273)
EGFR domain Ill

; =
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Sekil 21: Cetuximab ile EGRF Reseptoriiniin Baglanmasi (91) Cetuximab; VL bolgesi
tizerinden reseptdriin aktif domain III kismina baglanarak etkisini gostermektedir

K-RAS mutasyon durumu, kolorektal kanser hastalari i¢in tedaviye iliskin kararlarda
dikkate deger bir role sahiptir. EGFR hedefli ajanlarin molekiiler temeli dikkate alindiginda,
K-RAS mutasyonlu ve aktif RAS proteinli tiimorlerde, reseptor seviyesinde EGFR blokaji,
“alt yolak” sinyal aktivasyonunu durduramaz. Ciinki aktif RAS proteini EGFR’den
bagimsiz olarak sinyal aktivasyonunu saglar. Bu ylizden Cetuximab tedavisi verilmeden
once timor dokusunda K-RAS mutasyonu analizi yapilmasi mutlaka Onerilmektedir.
Ozellikle K-RAS geni 12. ve 13. kodonlarindaki mutasyonlar EGFR inhibitorlerine mutlak
yamtsizlik gosterir. Mutasyonu olmayan hastalarda EGFR hedefli tedavilerin yararl

olacagina dair bir garanti yoktur ve bu hastalarda tedavi yaniti yaklasik %30'lardadir (86).
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Sekil 22 : K-RAS WT ve Mutasyon Durumunda Cetuximab Tedavi Farkliligi (92)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi
Arastirma, DNA oOrneklerinden izolasyon ile elde edilen iiriinlerde DNA dizileme
yapildiktan sonra K-RAS mutasyonunun varliginin veya olmadiginin gosterilmesini

kapsayan tanimlayici ve deneysel bir siirecden olusmaktadir.

3.2 Arastirmanin Yeri Ve Zamani

Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Patoloji AD’ndan parafin blok
orneklerinden rektosigmoid kanser histopatolojik tanis1 konulan ve Klinik Onkoloji
AD’nda tedavi edilen hastalarda K-RAS mutasyon analizi yapilarak K-RAS
mutasyonlarini ve dagilimlarini degerlendirmek, mutasyonlarin protein yapisi tizerindeki
etkinligini, protein fonksiyonlarinin degisip degismedigini arastirmak tizere 2012-2013

tarihleri arasinda yapildi.

3.3 Arastirmanin Evreni Ve Orneklemi/Cahsma Gruplari
Arastirmanin evrenini; klinik ve patolojik olarak rektosigmoid tanisi almis hasta
ornekleri olusturacaktir. Orneklememiz ise bu hasta grubunda aym zamanda K-RAS

mutasyonu gozlemlenen verilerden olusmustur

3.4 Calisma Materyali

2009-2011 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde rektosigmoid
kanser tanis1 konulmus, patoloji bloklar1 uygun 6rneklerde, Temel Onkoloji AD’nda K-
RAS mutasyon analizi yapilmigtir. Mutasyon analizi yapilan yasa ve cinse gore 84 adet
olgunun retrospektif arsiv verileri de ¢alismaya dahil edilmistir. Olgularimizdan 35 adedi
rektosigmoid tanis1 almis 6rneklerden geri kalan 49 adedi ise karsilastirma yapilmasi
amaciyla veri bankamizda bulunan kolon kanseri tanisi almis hastalardan seg¢ilmistir.
Olgularin 6zellikleri onkoloji poliklinik kayitlarindan elde edilmistir. Olgularin dosya
numarasi, patoloji numarasi, yasi, cinsiyeti, dogduklar1 ve yasadiklar1 yer, 6zgecmis ve
soygecmis oOzellikleri, timor evresi, primer tiimor yerlesimi, timoér boyutu, varsa

metastaz yeri, patolojik tani tarihi, kemoterapi alip almadigi, aldiysa ¢esidi, en iyi yanit,
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(Klinik Onkoloji Hasta Rapor formundaki klinik degerlendirmelere gore yapilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin tedaviye cevap kriterleri referans alinmistir.) hastanin son

izlem durumu klinik ve patolojik kayitlardan veriler elde edilmistir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmamizda bagimli degisken klinik ve patolojik olarak rektosigmoid tanisi
almig hasta drneklerinden olugsmustur. Bagimsiz degiskenimiz ise patolojiden alinan arsiv
materyalinin Temel Onkoloji laboratuarinda DNA izolasyonu iglemlerinin ardindan K-

RAS mutasyonu sapladigimiz hasta 6rnekleridir.

3.6. Veri Toplama Araclar

Dokuz Eyliil Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dali kolorektal kanser grubu
kayitlari, Klinik Onkoloji Anabilim Dali dosya kayitlari, Patoloji Anabilim Dali hasta
kayitlari, Temel Onkoloji Anabilim Dal1 laboratuar kayitlar1 kaynak olarak kullanilmustir.
Izolasyonu ve kalite kontrolii yapilan izole DNA’lar kullanilarak hedeflenmis gene gore
tasarlanan primerler esliginde hedef bolgeler PCR (Polimerase Chain Reaction) ile
cogaltilmistir. PCR amplifikasyon {irtinleri kolon tabanli ticari piirifikasyon kitiyle
ptirifiye edilmistir. Tiim bu islemler Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Laboratuari’nda
yapilmistir. Calismalar sirasinda genel laboratuar giivenlik dnlemlerine uyulanmis ve iyi

laboratuar uygulamalar1 kilavuzu temel alinmustir.

3.6.1. Spin Kolon Tabanh Niikleik Asit izolasyonu

Kolon tabanli niikleik asit ekstraksiyonu, niikleik asitlerin kolayca ayrilmasini
saglayan kat1 faz ekstraksiyon metodudur. Bu metot niikleik asitin kat1 faza (silika veya
bagka bir madde) tampondaki tuz miktan veya pH bagimli olarak aynlmasini saglar. Bu
yontem dort temel basamak igerir:

1. Hiicrenin parcalanmasi

2. Niikleik Asitlerin kolona adsorbsiyonu

3. Kolonun yikanmas1

4. Niikleik asitlerin kolondan tampon veya su ile deliie edilmesi (93)

37



3.6.1.1. DNA Izolasyonunda Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

- DNA izolasyon kiti: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit(50) (Cat. N0:56404,
Hilden, Almanya)

- Ksilol (molekiiler g¢alismalar igin) (Merck KGaA, kat no: 1.08681.2500,
Almanya)

-> Etanol (saf) (Sigma-Aldrich, kat. no: 32221, Almanya)

- Mikrosantrifiij tiipti (1,5 mililitre/ml hacimli) [Citotest, ref.no (referans
numarasi1):34730015S, Cin]

- Plastik konik tiip ( 12 ml hacimli) (Becton Dickinson Falcon, 4-2097-8, Amerika
Birlesik Devletleri)

- Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

-> Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

- Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no: 54119,
Almanya)

- Kuru 1s1 blogu (Eppendorf Thermomixer Compact, seri no: 535YP233107,
Almanya)

- Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y 0451206, Almanya)

- Atik kab1
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Ornek Lysis Buffer ve Proteinaz K Lizata Baglayic: Buffer
Kullanarak Lizat Hazrlama ve Etanol Elkdeme

= —
—_—
= =
@ :
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Yikama Buffer ile fki Ornege Spin
Defa Yikama Uygulama

1
=
,:1-

Yikama Buffer ile Iki Elitsyon Buffer ile
Defa Yikama DNA Eldesi

Sekil 23: DNA izolasyonu ig akis1 sematik gdsterimi

3.6.1.2. DNA izolasyonu islem basamaklari

*  Qldamp& DNA FFPE Tissue DNA izolasyonu prosediirii

- Ependorftaki kesitlerin tizerine 1 ml Ksilol kondu. (10 mikronluk 3 kesit
kullanilir)

- Ornek 10 sn vortekslendi.

-> Ksiloliin eriyip erimedigi gézlemlendi. (Buna gore ksilolle muamele uzatilabilir)

- Vorteksle 2 dk maksimum hizda g¢evirildi.
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- Ustteki siipernatan pellet kaldirilmadan cekilip atildi.

-> Pelletin tizerine 1 ml etonol konuldu.

- 10 sn vortekslendi.

- 2 dk maksimum hizda santrifujlendi.

- Ustteki supernatan (etanol) pellet kaldirilmadan cekilip atildh.

- Ornek iginde kalma ihtimali olan etanol 37°C de kuru 1s1 blogunda uguruldu.

-> Buffer ATL ve proteinase- k karigim1 hazirlandi.

* Her hasta i¢in Buffer ATL: 180 puL Proteinase-k: 20 uL olarak hesaplandi.

- Proteinase-k ve Buffer ATL karisim1 mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi. (Karisim
hazirlanirken yarim 06l¢li fazla konulur. Mikrosantrifiij tiipline once buffer ATL sonra
proteinase-k konulur ve faz farki kaybolana kadar pipetajlanir)

- Kuru 1s1 blogunda alkolun iyice ugtugu goriildiikten sonra orneklerin iizerine
hazirlanan buffer ATL+proteinase-k soliisyonundan 200 pL konuldu. Ardindan iyice
pipetajlandi.

- Ornekler 56 °C kuru 1s1 blogunda biitiin gece inkiibe edildi. (Pargalanmanin olup
olmadigi kontrol edilir. Eger pargalanma olmadiysa ek siire eklenebilir veya enzim ilavesi
yapilabilir)

- 90 °C de kuru 1s1 blogunda 1 saat inkiibe edildi.

-> Mini bir spin yapildi. (Santrifiij de 6000 G veya 8000 rpm de 10 sn)

- Orneklerin iizerine 200 uL AL buffer’dan konuldu ve vortekslendi.

- 200 pL etanol konuldu ve vortekslendi.

-> 6000 G’de mini bir spin yapildi.

-> Mikrosantrifiij tiiptiniin i¢indeki drnekler filtreli koleksiyon tiiplerine alindh.

- 6000 G’de 1 dk santrifiij yapildi. (Santrifiij sonrasi alttaki koleksiyon tiipleri
atilir ve filtreler yeni koleksiyon tiiplerine gecirilir)

- Filtrelerin tizerine 500 pL yikama tampon 1 (wash buffer 1 = AW1) konuldu.

- 8000 rpm’de 1 dk gevirildi. (Santrifiij sonrasi alttaki koleksiyon tiipleri atilir ve
filtreler yeni koleksiyon tiiplerine gegirilir)

- Filtrelerin tizerine 500 pL yikama tamponu 2 (wash buffer 2 = AW2) konuldu.

-> 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
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— Santriflij sonras1 alttaki koleksiyon tiipleri atildi1 ve filtreler yeni koleksiyon
tiiplerine gecirildi.

-> 14000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi ve filtreler kurutuldu.

- Alttaki koleksiyon tiipleri atilip, filtreler steril 1.5’luk mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildu.

- Filtrelerin tam ortasina gelecek sekilde 55 pL tampon ATE (elution buffer)
konuldu.

- Oda 1s1sinda 1 dk inkiibe edildi. (inkiibasyon siiresi 5 dk’ya kadar uzatilabilir)

- 14000 rpm’de 1 dk ¢evrildi ve filtreler atildi. (Mikrosantrifiij tiiptinde elde edilen
stvi DNA’dir. Elde edilen DNA hemen ¢alisilabilir veya -20° C’de saklanabilir.)
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3.6.2. Gercek Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonu:

Kantitatif Real-Time PCR da denilen gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Real time polymerase chain reaction, RT-PCR), klasik PCR ile aym prensibe dayanir.
Fakat bu yontem her amplifikasyon turundan sonra hedefin kantitasyonuna olanak
saglar. Boylelikle PCR’1n kalitatif 6zelliginin yanisira RT-PCR kantitatiftir. Bu teknikte
floresansi saptayabilen thermocyclerlar iirlin konsantrastonunu es zamanh takip ederek,
spesifik niikleik asit dizisini amplifiye etmek i¢in kullanilir. RT-PCR iirlin
kantitasyonunda iki genel metot vardir.

a) Cift iplikli DNA arasina giren floresans 6zellikli boyalardan yararlanilir.
veya;

b) Tagman tekniginde oldugu gibi komplementer DNA ipligine hibridize
olan, floresans 1s1ma yapan modifiye DNA oligoniikleotid problar kullanilir. Bu metot
floroforun (floresans ozellikli molekiil) diger molekiill ile soguruldugu bir
oligoniikleotid prob kullanimini igerir. Komplementer DNA’ya baglanmasinin ardindan
prob PCR reaksiyonu boyunca prob 5’3’ Taq polimeraz aktivitesi tarafindan degrade
edilir.

RT-PCR’1n en biiyiin avantaji duyarliligt ve es zamanli olarak bir¢ok Ornegi

islemesidir (93).

3.6.2.1. RT-PCR’ da kullanilan malzeme ve cihazlar

-> Roche LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Instrument 1)

- Therascreen: K-RAS Mutation Kit (CE, IVD)

—> Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

— Mikrosantrifiij tiipii (0,2 — 0,5 ve 1,5 mililitre/ml hacimli) [Citotest, ref.no
(referans numaras1):34730015S, Cin]

— Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

— 96°11ik well-plate (Falcon BT Microtest™ 96 , ref.no. 353072, Cin)

- Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no: 541109,
Almanya)

- Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y 0451206, Almanya)

— Soguk Blok

— Atik kabia.
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3.6.2.1. RT-PCR Islem Basamaklar
Roche LightCycler 480 Instrument/ Therascreen: K-RAS Mutation Kit (CE, 1VD)

Calisma I¢in Therascreen K-RAS Mutation Kit’i i¢inden alinacak tiipler: 1-9-10
nolu tiipler.

Kontrol ¢alismasi; izole edilen Orneklerin DNA miktarinin calisma igin
uygunlugunu saptamak amaciyla yapilir. Uygun degerler 24 < Cp(Ct) <29’dr.

— Her bir hasta basma: 19,8ul kontrol reaksiyon miksi (1 no’lu kirmizi vial) +
0,2 pul taq polimeraz (10 no 'lu vial) olmak tizere 20pl miks hazirlandi.

— Kontrol reaksiyon miks ¢oziindiikkten sonra homojenizasyonu saglamak
amactyla kisa bir siire vortekslendi.

— Kontrol reaksiyon miks ve taq polimeraz kullanilmadan once tiip ¢eperinde
kalan damlaciklar tiipiin dibinde toplamak amaciyla mini bir spin yapildi. (Kisa siireli
ve diistiik rpm’de spin yapilmasi soliisyon i¢indeki maddelerin merkezkag kuvveti etkisi
ile tiip dibine go¢ etmemesi ve homojenizasyonu bozmamasi amactyla yapilmaktadir.
Bunun igin 10 sn boyunca 2000 rpm yeterlidir. Tag polimeraz vortekslenmez. VVorteks

enzimi degrade edebilir.

5Hasta i¢in ¢alisma 6rnegi hesaplamast:

e 5 hasta + | standart miks (9 no'lu vial) + 1 negatif kontrol + 1 fazlalik/pipetaj
hatas1 = 8 kat olarak diistiniiliir.

- 19,8 x 8 = 158,4 ul kontrol reaksiyon miksi

- 0,2 x 8 = 1,6 nl taq polimeraz kullanilmasi1 gerekmektedir.

- Ependorfun igine hesaplanan miktarlar konuldu ve iyice pipetaj yapildi.

Plate hazirlama:

- Hazirladigimiz miks’den her bir kuyucuga 20 pl konuldu. (Toplam hasta
sayisinin 2 fazlasi kadar kuyucuga miks’den konulur. 5 hasta + | standart miks + | ntc =
7 gibi) Kuyucuklara en bastaki [Al] kuyucugundan baslayarak yatay dogrultuda [BI],
[CI], [DI], [EI].... seklinde yiikleme yapilir.

- Koydugumuz 20ul master kontrol mikslerinin iizerine 5 pl hasta DNA’s1

konulup pipetaj yapildi. (Boylelikle her bir kuyucukta toplam 25 pl karisim olmus oldu)
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- Standart kuyucugu i¢in 20 pl master kontrol miks iizerine 5 pl standart
miks (9 no ’lu vial) konuldu.

- Negatif kontrol kuyucugu i¢in sadece 20 pl master kontrol miks konuldu.

- Kuyucuklara yiikleme sirasinda pipet dik tutulup pipet i¢indeki sivi kuyucugun
tam dibine birakildi ve pipetaj yapildi. (Miks ve DNA o6rneklerinin kuyucuk dibine
birakilmasi, ¢eperlere dokunulmadan pipetaj yapilmasi 6nem tagimaktadir)

Kontrol caligsmasi igin plate kullanim semas1 Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 9. Plate kullanim Semasi

Test 1 2 3 11 12
A Ornek Ornek | Ornek
Kontrol NTC 1 9 10

- Yiikleme islemi bittikten sonra plate foil ile kapatilir.

e Foilin plate yiizeyinde ¢ikinti yapmadan yapismasi1 gerekmektedir. Cikinti olup
olmadig1 yatay eksende plate ylizeyine bakilarak anlasilabilir. Eger ¢ikint1 var ise foil
cok dikkatli bir sekilde ¢ikarilir ve yeni bir foil ile tekrardan kapatilir. Foilin yapiskan
kismin1 agarken ve plate lizerine yapistirilirken tizerine dokunulmamasi gerekir. Foilin
tizerinin kirlenmesi veya lekelenmesi i1sinlarin kirilmasmna yol agarak floresans
siddetinin cihaz tarafindan yanlis 6l¢iilmesine sebep olacaktir.

—> Plate cihaza yiiklendi ve ¢ikan sonuglarda Cp degeri dl¢iildii. Cp degeri 24 -29
araliginda olanlar bir sonraki mutasyon ¢alismasina dogrudan alindi. Cp degeri 24’den
az olanlar diliie edilerek ¢alismaya alindi. Cp degeri 29’dan fazla olanlar ¢alismaya

alinmada.

Mutasyon calismast islem prosediirii

Roche LightCycler 480 Instrument/ Therascreen: K-RAS Mutation Kit (CE, VD)

Mutasyon Analizi Calisma Prosediirii
Calisma i¢in Therascreen: K-RAS Mutation Kit’i i¢inden alinacak tiipler: 1-2-3-4-
5-6-7-8 nolu tiiplerdir. Ornekler plate kuyucuklarina yiiklenmeden once reaksiyon

miksler hazirlanir ve bunlar plate kuyucuklarina uygun hacimlerde konulur.
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Reaksiyon Miks Hazirlama Safhast:

- Ilk olarak steril ependorflar 1°den 8’e kadar numaralandirild.

- Her bir ependorfa kendi iizerindeki numarayla ayni reaksiyon miksinden
konuldu.

- Kit igindeki tiipler -20°C’den cikarilip birka¢ dakika erimesini bekledikten
sonra 2-3 sn vortekslenip hafif bir mini spin yapildi.

-> Reaksiyon miksler isi bittikten hemen sonra -20°C’ye kaldirildi. (Taq
polimeraz ise kullanilacagi zaman -20°C’ den ¢ikarilip gerekli miktarda kullanildiktan
sonra hemen -20°C’ye kaldirilir. Taq polimeraz enzimi vortekslenmez. Reaksiyon
miksler ve taq polimeraz disarida kaldigi siire iginde de soguk blok iizerinde
tutulmalidir.)

Mutasyon analizinde kullanilan ticari kitin igineki tiipler farkli renklerde ve

hacimdedirler.

20 reactions| 80 reactions
Reagents Suppled ™ Volme | Volume | '

Control Reaction Mix! 1300 pl 5200 pl

12ALA Reaction Mix 650 pl 2600 pl 2
I2ASP Reaction Mix | 650 pl 2600l |03
12ARG Reaction Mix 650 pl 2600 il -
12CYS Reaction Mix 650 pl 2600 il

12SER Reaction Mix 650 pl 2600 pl )
12VAL Reaction Mix 650 pl 2600 il 7
I3ASP Reaction Mix 650 pl 2600 il

Mixed standard 300 pl 1000 pl

72g DNA polymerase| 60 pl 240 pl 10

Sekil 26: Mutasyon Analizinde Kullamilan Ticari Kitin Igindeki Tiiplerin Renkleri

Nolu Tiipte Kontrol Reaksiyon Miks

Nolu Tiipte — 12ALA (Alanin) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 12ASP (Asparajin) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 12ARG (Arginin) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 12CY'S (Sistein) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 12SER (Serin) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 12VAL (Valin) reaksiyon miks

Nolu Tiipte — 13ASP (Asparajin) reaksiyon miks hazirlandi.

© N o g M w0 DN E
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—> Her bir hasta i¢in kitin igindeki 1-8 no’lu tiiplerden 19.8 ul reaksiyon miks, kitin
igindeki 10 no’lu tiipden 0.2 ul taq polimeraz enzimi konuldu. (Her bir kuyucuga
hazirlanan karisim toplam 20 pl oldu)

e Master miksler epondorfun i¢inde hazirlanir.

Ornegin 5 hasta icin; 5 hasta + 1 standart miks + negatif kontrol + 1 pipetaj hatasi=
8 ornek tlizerinden hesaplama gergeklestirildi.

19.8 ul x 8 = 158.4 pl reaksiyon miks

0.2 ul x 8 = 1.6 ul tag polimeraz hesaplanarak hazirlandi.

- Bu karigimlarin herbiri 160 pl’lik ependorflara hazirlandi. (Bu asamada enzim
ependorfun en dibine girilerek birakilir. Burada pipet ucundan ¢ikan baloncugu gorecek
sekilde en sona kadar basilarak pipet disar1 ¢ikarilir.  Yikama ependorfun {ist
kisimlarinda yapilir.  Ciinkii enzimi en alta biraktigimizdan iist kisimlarda enzim
bulunmadigi i¢in pipet ucu enzimden temizlenmis olur)

¢ 6 hastaya kadar olan ¢aligmalarimizda yarim paylik pipetaj hatasi verebiliriz. 6
hastadan sonrasi igin 1 pipetaj hatas1 vermek daha saglikli olacaktir.

Plate Hazirlanmasi:

ePlate hazirlanmasi sirasinda reaksiyon mikslerin ve tagq polimeraz enziminin
sicaktan etkilenmemesi i¢in tiim islemler buz akiisii tizerinde yapilir.

e Plate kullanmadan hemen oOnce posetinden ¢ikarilmalidir ve kuyucuklarin
bulundugu iist ylizeyine dokunulmamalidir.

e Ependorflara hazirlanan master miksler plate’e yiiklenmeden once ependorfun
icindeki hacmin yaris1 kadar hacimle iyice pipetaj yapilmalidir.

e Her bir kuyucuga hazirladigimiz master miks karsimindan 20 pl olacak sekilde
yiikleme yapilir. Her bir yiikleme plate’in sol kisimindaki harflerin dogrultusunda yatay
olarak yapilir.

e Plate yiikleme islemi miimkiin oldugunca hizli yapilmalidir. Aksi taktirde taq

polimeraz aktivitesini kaybedebilir.
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Tablo 10: Mutasyon Analizi I¢in 96 Kuyucuklu Plate Yiikleme Semasi

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10
Ornek | Ornek | Ornek Ornek | Ornek Ornek | Ornek

NTC 1 2 3 5 6 9 10

Plate’e Orneklerin yiiklenmesi:

e Master mixlerin kuyucuklara yiiklenmesinden sonra ilgili kuyucuklara 5 pl
pozitif kontrol, negatif kontrol veya hasta DNA’larindan konulur. Burada yiikleme
islemi yukandan asagiya dogru siitunlar1 takip ederek yapilir. Yiikleme islemine
oncelikle hasta DNA’lannin yliklenmesi ile baglandi.

e Plate’deki 20 pl’lik master mix’lerin tizerine 5 pl’lik DNA’lar kuyucugun en
dibine verilir ve dipte iyice pipetaj yapildi. (Bu islem 10 kez tekrarlandi)

e Ik hastanin DNA’s1 3 numarali siitundan baslanarak yapildi. (Her bir hasta i¢in
ayni siitundaki toplam 8 kuyucugun her birine 5’er pl olacak sekilde yiikleme yapilacagi
icin toplam 40 pul DNA kullanilir. Bu negatif ve pozitif kontrol i¢inde gegerlidir)

e Hastalarin DNA’lariin yiiklenmesinden sonra negatif kontrol ve en son pozitif
kontrol yiiklemesi yapildi. Negatif kontrol i¢in 2. siituna her bir kuyucuga 5 pl olacak
sekilde DNA/RNAaz free water (veya PCR grade su da konabilir. Bunlarin higbirisi
yoksa higbirsey konulmaz.) kondu. Kuyucuklarda sadece 20 ul master miks olur. Pozitif
kontrol i¢in 1. siituna her bir kuyucuga 5 pl olacak sekilde standart miks konulur.

(Pozitif kontrolu en son yliklenmesinin sebebi bulasa engel olmaktir)
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Plate Uzerine Foil’in Yapistirilmasi:

Kuyucuklara yiikleme islemi bitirildikten sonra foilin sag ve sol kenarlarindaki
beyaz bantlardan tutularak seffaf kisimi ayrilir. Bu sirada foilin seffaf kismina
dokunulmaz. Foil plate’in kenarlarindan tagsmayacak sekilde yapistirilir ve kendi aparati
ile kuyucuklann aralarindan gecilerek sabitlenir. Bu islem sirasinda kuyucuklann
igcerisindeki karigimlarin kenarlara sigramamasi i¢in plate dikkatlice tutulur. Tutma
islemi sirasinda plate’in iist kismina dokulmamalidir. Cihaz {istden okudugu i¢in hatali
okumaya sebep verebilir. Daha sonra plate cihaza verilir (93).

RT-PCR’1in en biiyiik avantajlarindan birisi kabul edilen gorsel verilerin es
zamanli gozlenebilmesi ilkesini sagladig: sekilde her bir 6rnegin, orjinali ile grafiksel
olarak degerlendirmesi yapildi. Reaksiyonlar sonrasi grafiklerden mutant varligi ve

mutantin hangi protein degisimiyle gerceklestigi saptandi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi:

Ocak 2012

Olgulann Secimi

<

Subat2012

Malzeme Siparisi ve Literatlir Tarama

$

Mart2012
Laboratuar Egitimi ve Validasvonu

-

Nisan - Haziran 2012

DMNA izolasyonlarinin Yapilmasi

-

Temmuz - Aralik 2012

Mutasyon analizlerinin Yapilmasi

¢

Subat— Mart 2013

Olgu Verilerinin wve Sonuglarin Analizi

-

Nisan 2013

Literatir Guncelleme

-

Mayis - Haziran 2013
Yayina Hazirhk

<

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Veri SPSS 15.0 paket programinda degerlendirildi. Istatistiksel ¢oziimlemeler Ki-
kare testi, Kaplan Meier yasam analizi ile yapildi. Istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05
kabul edildi.
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar::

Caligma biitge kisitliligr nedeniyle tek merkezli olarak yapilmistir. Hastanemizde
kolorektal cerrahi agirlikli olarak uygulan bir merkez olmasi sebebiyle caligma bir

yanlilik icerebilir.

3.10 Etik Kurul Onay1

Bu arastirma, Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu’ nun (izmir) 24.11.2011 tarihli ve 373-GOA protokol numarali goriismesinde
“Ege Bolgesi rektosigmoid kanserlerinde dominant Kras mutasyon tipinin belirlenmesi,
ilgili mutasyonlann protein fonksiyonu ve ilag yanitlarina etkisi” isimli proje ile etik

onay alinmistir.

3.11. BAP Basvuru Onaym:
Bu arastirma DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan

2012.KB.SAG.063 say1 ile desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 DEMOGRAFIK VERILER

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Carrah Anabilim Dali’nda kolon kanseri
ve rektosigmoid kanseri olarak opere edilen ve histopatolojik tanist Patoloji Anabilim
Dali’nda konulan, klinik izlemleri Tibbi Onkoloji Bilim Dali’nda yapilan 35 rektosigmoid
kanser ve 49 kolon kanseri olgusu ¢aligmaya alindi.

84 olgunun %57,1 (n:48)’1 erkek, %42,9 (n:36)’u kadindz.

Cinsiyet
.Erloel

B Kiaain

% 579

Sekil 27. Olgularin cinsiyete gore dagilimlari

Sadece rektosigmoid kanser olgularindaki cinsiyet dagilimi; %48.6 erkek, %51.4

kadin olguydu.
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Cinsiyet
B Erkek
. Kadin

%48.6
%514

Sekil 28 : Rektosigmoid Olgularin Cinsiyete Gére Dagilimi

Calisma grubumuzun yas ortalamasi ( + SD), 62,8 ( +9,1) ; medyan 62.8’dir (min-
max; 42-87). Tan1 almig kolorektal olgularimizin %32’si 55-60 yas arasindadir (Sekil 29).
Rektosigmoid olgularin yas ortalamasi ortalamasi ( + SD), 63,6 ( +9,1) ; medyan 63.6’dir
(min-max; 48-87). (Sekil 30) Rektosigmoid olgularimiz toplam olgularimiza benzemektedir.

Frequency

Mean =£2,77
Ztd. Dev. =5,103
I =84
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Sekil 29 : Tiim olgularin Yas Dagilimi

10+

Frequency

//

7 Mean =£3,55
Std. Dev. =a3,48&
o T
40 =30} €0 70 g0 S0

Yasg

Sekil 30 : Rektosigmoid Olgularin Yag Dagilim1
Olgularin primer timor yerlesimleri %42 (n:35)’si rektosigmoid, %58°i (n:49) kolon

yerlesimlidir.

Yerlegim Yeri
B rektosigmaid

. kolon

%d41.7

%58.3,

Sekil 31 : Olgularin Primer Tiimor Yerlesim Yeri Dagilimi
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Kolon anatomisine gore primer tiimor yerlesimleri degerlendirildiginde %50.0
(n=42) sag kolon, %25.0 (n=21) rektum, %16.7 (n=14) sigmoid bolge, %4.8 (n=4) Inen
kolon, %2.4 (n=2) Splenik Fleksure ve %1.2 (n=1) ¢ekumda oldugunu gézlemledik.

.Qekum
Blsag kolon
O zplenik
Winen kolon
Esigmoid
Drek‘tum

2%50.0

%16.7

%wd8 904

Sekil 32 : Tiimor Yerlesim Yeri
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4.2 MUTASYON BULGULARI
Kolon ve rektosigmoid olgular birlikte degerlendirildiginde; olgularin %67,9’u
yabanil tip (WT), %32,1°’1 KRAS geni mutant olarak saptanmustir.

Mutasyon
ok
. “ar

Sekil 33: Olgular Kras Mutasyon Durumuna Gore Dagilimi

Rektosigmoid grubumuzun ise olgularin %85.7 (n=23)’si yabanil tip (WT), %34,3
(n=12)"1t KRAS geni mutant olarak saptanmuistir.

Mutasyon
ok
X ear

Sekil 34 : Rektosigmoid Olgularin KRAS Mutasyon Durumuna Gore Dagilimi
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Tablo 11: Calismaya Alinan Olgularin KRAS Fenotipi

OLGU K-RAS MUTASYON L
NUMARALARI DURUMU DEGISIM
KRASCOL1 WT GGT/GGC
KRASCOL?2 WT GGT/GGC
KRASCOL3 G12C GGT>TGT
KRASCOL4 Gl2v GGT>GTT
KRASCOLS5 WT GGT/GGC
KRASCOLS6 WT GGT/GGC
KRASCOL7 WT GGT/GGC
KRASCOLS WT GGT/GGC
KRASCOL9 G12D GGT>GAT
KRASCOL10 G12D GGT>GAT
KRASCOL11 WT GGT/GGC
KRASCOL12 Gl12v GGT>GTT
KRASCOL13 WT GGT/GGC
KRASCOL14 G12D GGT>GAT
KRASCOL15 WT GGT/GGC
KRASCOL16 G12D GGT>GAT
KRASCOL17 WT GGT/GGC
KRASCOL18 G12D GGT>GAT
KRASCOL19 WT GGT/GGC
KRASCOL20 WT GGT/GGC
KRASCOL21 WT GGT/GGC
KRASCOL22 WT GGT/GGC
KRASCOL23 WT GGT/GGC
KRASCOL24 G13D GGC>GAC
KRASCOL25 WT GGT/GGC
KRASCOL26 WT GGT/GGC
KRASCOL27 Gl2v GGT>GTT
KRASCOL28 WT GGT/GGC
KRASCOL29 WT GGT/GGC
KRASCOL30 WT GGT/GGC
KRASCOL31 G13R GGC>CGC
KRASCOL32 WT GGT/GGC
KRASCOL33 WT GGT/GGC
KRASCOL34 WT GGT/GGC
KRASCOL35 WT GGT/GGC
KRASCOL36 Gl2v GGT>GTT
KRASCOL37 WT GGT/GGC
KRASCOL38 G12D GGT>GAT
KRASCOL39 WT GGT/GGC
KRASCOL40 WT GGT/GGC
KRASCOL41 G12C GGT>TGT
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KRASCOLA42 WT GGT/GGC
KRASCOLA43 WT GGT/GGC
KRASCOL44 WT GGT/GGC
KRASCOLA45 WT GGT/GGC
KRASCOLA46 WT GGT/GGC
KRASCOL47 Gl2v GGT>GTT
KRASCOLA48 WT GGT/GGC
KRASCOLA49 WT GGT/GGC
KRASREC1 WT GGT/GGC
KRASREC2 WT GGT/GGC
KRASREC3 WT GGT/GGC
KRASREC4 WT GGT/GGC
KRASREC5 WT GGT/GGC
KRASREC6 WT GGT/GGC
KRASRECY WT GGT/GGC
KRASRECS G12A GGT>GCT
KRASREC9 G12D GGT>GAT
KRASREC10 G12S GGT>AGT
KRASREC11 Gl2v GGT>GTT
KRASREC12 Glz2v GGT>GTT
KRASREC13 WT GGT/GGC
KRASREC14 WT GGT/GGC
KRASREC15 WT GGT/GGC
KRASREC16 WT GGT/GGC
KRASRECT7 WT GGT/GGC
KRASRECTS WT GGT/GGC
KRASRECT9 WT GGT/GGC
KRASREC20 WT GGT/GGC
KRASREC21 WT GGT/GGC
KRASREC22 WT GGT/GGC
KRASREC23 G12A GGT>GCT
KRASREC24 G13D GGC>GAC
KRASREC25 WT GGT/GGC
KRASREC26 WT GGT/GGC
KRASREC27 G12D GGT>GAT
KRASREC28 WT GGT/GGC
KRASREC29 WT GGT/GGC
KRASREC30 WT GGT/GGC
KRASREC31 G12D GGT>GAT
KRASREC32 G12D GGT>GAT
KRASREC33 G13D GGC>GAC
KRASREC34 Glz2v GGT>GTT
KRASREC35 WT GGT/GGC

*WT: Yabanil tip, *COL : Kolon Grubu Hastas1 *REC : Rektosigmoid Grubu Hastas1
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4.3 KLINIK BULGULAR

Tiim olgu grubumuzun genel sagkalim siire ortalamasi (ort + standart hata; min-
max) 61,03 = 5,57; 50,1-71,9 olarak gozlenmistir.

Medyan sagkalim 58,47 +6,61; 45,5-71,4’diir.
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Sekil 35: Tiim Olgularda Sagkalim Analizi

Sadece kolon grubunun genel sagkalim siire ortalamas1 (ort + standart hata; min-
max) 56,45 + 6,49; 43,7-69,2 olarak gozlenmistir. Medyan sagkalim 57,5 =+ 10,68; 36,6-
78,4 ddir.

Rektosigmoid grubumuzun ise genel sagkalim siire ortalamasi (ort & standart hata;
min-max) 58,19 + 4,19; 49,9-66,4 olarak gézlenmistir. Medyan sagkalim 60,6 + 7,72;
45,5-75,7°dir.
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Tablo 12 : Genel Sagkalim Ortalamasi

Genel Sagkalim Siire Ortalamasi
Std.
Tahmin Hata [ En Diisiik | En Yiiksek
Rektosigmoid 58,195 4,192 49,979 66,410
Kolon 56,450 6,486 43,736 69,163
Tiimii 61,030 5,570 50,113 71,948

Tablo 13 : Genel Sagkalim Medyan

Medyan Sagkalim
Std.
Tahmin Hata [En Diisiik | En Yiiksek
Rektosigmoid 60,600 7,725 45,459 75,741
Kolon 57,500 | 10,681 36,565 78,435
Tiimii 58,467 6,613 45,506 71,427

Log Rank p= 0,133
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Sekil 34 : Karsilastirmali Sagkalim Analizi

Olgu grubunda 12 aylik sag kalim %96, 24 aylik sag kalim %84, 5 yillik sag kalim

59



%45 olarak bulunmustur.

Kolon kanseri olgularimizda 12 aylik sag kalim %93, 24 aylik sag kalim %83, 5
yillik sag kalim %42 olarak bulunmustur.

Rektosigmoid kanser olgularimizda ise 12 aylik sag kalim %96, 24 aylik sag kalim
%90, 5 yillik sag kalim %48’dir.

Tablo 14 : Olgular Arasi 12 ay, 24 ay ve 5 Yillik Sag Kalim Analizi

Tiim Olgular Kolon Grubu | Rektosigmoid Grup
(%) (%) (%)
12 Aylik Sagkalim 96 96 93
24 Aylik Sagkalim 84 90 83
5 Yilhik Sagkalim 45 48 42

Yasam siireleri agisindan karsilastirildiginda kolon ve rektosigmoid grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. (p=0,13)

K-RAS Mutasyon Durumu Acisindan Degerlendirme

K-RAS mutasyonu gozlenen grupda genel sagkalim siire ortalamasi (ort + standart
hatamin-max) 66,81 + 11,03; 45,2-88,4 olarak gozlenmistir. Medyan sagkalim 61,7 +
12,62; 36,9-86,3 tiir.

K-RAS mutasyonu gozlenmeyen tiim olgularda genel sagkalim siire ortalamasi
(ort+ standart hata; min-max) 56,12 + 4,90; 46,5-65,7 olarak go6zlenmistir. Medyan
sagkalim 57,5 + 6,33; 45,1-69,9’dur.
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Tablo 15: K-RAS Mutasyonu Genel Sagkalim Siire Ortalamasi

Genel Sagkalim Siire Ortalamasi
Tahmini Std. Hata En Diisiik En Yiiksek
KRAS Mutasyonu Yok 56,125 4,903 46,515 65,735
KRAS Mutasyonu Var 66,816 11,025 45,208 88,425
Tiimii 61,030 5,570 50,113 71,948
Tablo 16: Medyan Sagkalim Ortalamasi
Medyan Sagkalim
Tahmin Std. Hata En Diisiik En Yiiksek
KRAS Mutasyonu Yok 57,500 6,336 45,081 75,741
KRAS Mutasyonu Var 61,667 12,616 36,940 78,435
Tiimii 58,467 6,613 45,506 71,427
1,0 krasmut
L\_‘i‘l;_t 1 ¥ok
E + Tok-censored
0,87 1t var-censored
“r.ml':
HE 0,5 't"l] -
B L
: "
w
5 0, 4= J-|_
v |-4#
0,2
0,0 ‘
T T T T T
25 50 75 100 125
osay
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Tablo 17: Mutasyon Durumu Cinsiyet Karsilastirmasi

Kolon Rektum
K-RAS K-RAS
WT Mut WT Mut Toplam
Erkek 23 8 10 7 48
Kadin 11 7 13 5 36
Toplam 34 15 23 12 84

Log Rank p= 0.338 (kolon), p=0.403 (Rektosigmoid) Anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Cinsiyet etkili bir degisken degildir.

Rektosigmoid grubun %11.4’4 G12D mutasyonuna, %8.6’s1 G12V ve %5.7’s1
G12A mutasyonuna sahiptir.

Olgulari %65.7°si WT’dir. Buna karsin kolon grubunun %12.2’si G12D, %10.2’si
G12V mutasyonuna sahiptir. Kolon grubunun %69.4’t WT dir.

Kolon grubunda G12A ve G12S mutasyonlari hi¢ saplanmazken, rektum grubunda
G12C ve G13R mutasyonlari hi¢ goriilmemistir.

Tiim olgu grubunda en sik rastlanan mutasyon G12D (%11.9) mutasyonudur.

Iki grup arasinda mutasyon cesitleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamugtir.

Tablo 18: KRAS Mutasyon Durumu Karsilastiriimasi

Mutasyon Durumu Rektosigmoid Kolon Toplam
23 34 57
KRAS Mutasyonu Yok %65,7 %69,4 %67,9
12 15 27
KRAS Mutasyonu Var %34,3 %30,6 %32,1
35 49 84
Toplam %100 %100 %100

Log Rank p=0.722 Anlaml bir fark bulunmamaktadir.
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Tablo 19: Kolon ve Rektumda Mutasyon Fenotip Dagilimlar

Mutasyon Tipi | Rektosigmoid Kolon Toplam
23 34 57
WT %65,7 %69,4 %67,9
2 0 2
G12A %5,7 %0 %2,4
0 2 2
G12C %0 %4,1 %2,4
4 6 10
G12D %11,4 %12,2 %11,9
1 0 1
G12S %2,9 %0 %1,2
3 5 8
Gl2v %8,6 %10,2 %9,5
2 1 3
G13D %5,7 %2 %3,6
0 1 1
G13R %0 %2 %1,2
35 49 84
Toplam %100 %100 %100
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5. TARTISMA

Ilk 6nce calismamizi demografik agidan inceleyecek olursak; K-RAS mutasyon
durumu ile cinsiyet iliskisinde kadin ve erkek hastalar arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir. Okulczyk ve arkadaslart 63 kolorektal kanseri hasta tizerine yaptiklari
calismada K-RAS mutasyon oranlarmmin kadin ve erkeklerdeki dagilimlarini bizim

calismamiza benzer olarak rapor etmislerdir. Kadin ve erkek hastalar arasinda anlamli bir

fark bulamamislardir (96).

Okulczyk ve ark. Kolorektal Grubumuz

Hasta Sayisi

K-RAS Mutasyon

Hasta Sayisi

K-RAS Mutasyon

Erkek 30 10 (%33.3) 48 15 (%31.3)
Kadin 33 13 (%39.4) 36 12 (%33.3)
p=0.612 p=0.512

Ayni calismada 60 yas alti ve 60 yas istii olarak yasa bagimli demografik
aragtirmada 60 yasin Ustiindeki hastalarin %36.9°’unda K-RAS mutasyonu saptanmigken,
bizim ¢alismamizda ayn1 yas grubundaki bu hastalarda oran %27.7°dir. Her iki ¢alismada
da 60 yas alt1 ve {istli degerlendirilmesinde anlamli bir fark bulunamamustir.

Okulczyk ve ark.

Kolorektal Grubumuz

Hasta Sayis1

K-RAS Mutasyon

Hasta Sayis1

K-RAS Mutasyon

60 Yas Alti 17 6 (%35.3) 37 14 (%37.8)
60 Yas Ustii 46 17 (%36.9) 47 13 (%27.7)
p=0.90 p=0.224

Okulczyk ve arkadaslarinin diginda Liu X ve ark.lar1 da (97) kolon ve rektum K-

RAS mutasyon durumlarimi degerlendirmisler ve anlamli bir fark saptamamislardir.

Bizim calismamizda da istatistiksel olarak anlamli olmasa da rektum grubu hastalarinin

daha biiyiik bir oranda gozlemlendigini géormekteyiz.

Okulczyk ve ark. Xiluli Liu ve ark. Kolorektal Grubumuz
Hasta Hasta Hasta
Sayis1 | K-RAS Mutasyon | Sayis1 | K-RAS Mutasyon [ Sayisi K-RAS Mutasyon
Rektum 30 10 (%33.3) 23 3 (%13) 35 12 (%34.3)
Kolon 33 13 (%39.4) 90 30 (%30.0) 49 15 (30.6)
p=0.480 p=0.201 p=0.451
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Kodon farkliligi olmaksizin Tiirkiye’ninde i¢inde bulundugu 3 ortadogu {ilkesi
arasinda K-RAS mutasyon sikligini belirlemek igin yapilan ¢alismada (98) Tiirkiye
popiilasyonunun  Urdiin populasyonuna yakin oldugu belirtilmistir. Okulczyk ve
ark.larinin Polonya ve Cek Cumbhuriyeti’ni baz aldig1 bir ¢alisma yapmislardir. Bizim
yaptigimiz c¢alisma ise; her iki ¢alisma ile karsilastirildiginda K-RAS mutasyon siklig
acisindan Cek Cumhuriyeti ile Urdiin populasyonlari ile benzer ézellikler gdstermektedir

(99).

Hasta Sayis1 | K-RAS Mutasyon

Urdiin 59 16 (%33.3)
Misir 93 16 (%18.4)
Tiirkiye 95 28 (%34.2)
Cek Cumhuriyeti 53 18 (9%33.9)
Polonya 36 15 (%41.7)
Kolorektal

Grubumuz 84 27 (%32.4)

Kodon12 ve 13 mutasyonlariyla ilgili yapilan ¢alismalarda Martinez ve ark. (100)
Kuzey Meksika popiilasyonu olgularinda %53 kodon 12 ve %39 kodon 13 mutasyonu
saptamiglardir. Yine yapilan baska bir calismada (Andersen ve ark.) (101) iskandinav
tilkelerinde  kodon 12 mutasyonuna %31, kodon 13 mutasyonuna %9 oraninda
rastlanmistir. Bizim ¢alismamizda ise tiim olgularda kodon 12 mutasyonu %27.4 (n=23),
kodon 13 mutasyonu %4.8 (n=4) bulunmus ve Kuzey Iskandinav iilkeleri ile benzerlik
gostermektedir.

Liu X. Ve ark.armin Cleveland’da 198 kolorektal kanserli hastada yaptiklar
calismada 65 hastada (%32.8) K-RAS mutasyonu saptamiglardir. Bu oran bizim
calismamizdaki  %32.1 oraninda saptanan K-RAS mutasyonu ile benzerlik
gostermektedir. Calisma sadece kodonlardaki mutasyon acisindan degerlendirildiginde
kodon 12 mutasyonuna %69 (n=45) ve kodon 13 mutasyonuna %31 (n=20) oraninda
rastlanmistir. Bizim ¢alismamizda ise tiim mutasyonlarin %85.2°si kodon 12°de, %14.8’1
kodon 13 de gozlenmistir. Liu X. Ve ark’larmin yaptigi calismada G12S ve GI13R
mutasyonu hi¢ gozlenmemis, bizim g¢alismamizda ise birer hastada bu mutasyonlara

rastlanmistir. G12R ve G13A mutasyonlarina ise ¢alismamizda hi¢ rastlanmamustir.
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Liu X. ve Bizim
Mutasyon ark. Calismamiz

Kodon12 G12D |Gly12Asp| 22 (%33.8) | 10 (%37.0)
G12C | Glyl2Cys| 12 (%18.5) 2 (%7.4)
G12Vv | Glyl2val | 8 (%12.5) 8 (%29,6)
G12R | Glyl2Arg 1 (%1.5) -
G12A | Gly12Ala 1 (%1.5) 2 (%7.4)
G12S Gly12Ser - 1 (%3.7)
Diger 1 (%1.5)

Kodon 13| G13D |Glyl13Asp| 18 (%27.7) 3 (%11.1)
G13A | Gly13Ala 1 (%1.5) -
G13R | Gly13Arg - 1 (%3.7)
Diger 1 (%1.5)

Toplam 65 (%100) 27 (%100)

Kolorektal kanserler diinyada oldugu gibi iilkemizde de goriilme sikligi agisindan
onemli, etnik ve cografi olarak da siklig1 degisen kanserlerdir. Kolon kanserinin
karsinogenezinde RAS geni Onemli bir yere sahiptir. Hedefe yonelik tedavilerin
gelismesiyle birlikte K-RAS gen mutasyonlarinin bu tedavileri predikte edici rolii
nedeniyle tedavi segeneklerinde de klavuzlarda zorunlu biyomarker olarak yerini almistir.

Rektosigmoid bolge kanserleri  kolorektal kanserler i¢inde morfolojik,
epidemiyolojik, tiimor davranislar1i agisindan farklilik gostermektedir. Sagaltim ve
metastatik siiregleri de farklidir (102).

Birkenkamp-Demtroder K. ve ark.’min c¢alismalarinda kolon Kkanseri ile
rektosigmoid bolge kanserleri arasinda timor davranist ve sagaltima yanit farkliliklar
acisindan gozlenen farkliliklart aciklayacak pekcok genetik ekspresyon farkliliklar
bildirilmistir. Grubun yaptig1 c¢aligma normal mukozadan farklilanan ekspresyon
stireclerini de kapsamaktadir. Bu agidan dikkat ¢eken calismada rektosigmoid bolgenin
karsinogenezinde gen ekspresyon farkliligina dayandirilan bir farklilik olustugunu, bu
nedenle hasta prognozlarinin ve tedavi hedeflerinin farklilanacagini sdylemektedirler.

Bizim ¢alismamiz rektosigmoid bolge tiimorlerinin K-RAS mutasyon farkliligina
odaklanmistir. Literatiirde kolorektal karsinogenezinde ve tedavi segeneklerinde dnemli
bir molekiiler marker olan K-RAS’in protein fonksiyonlar1 diizeyinde rektosigmoid

bolgede farklilndigin1 gosteren bir bilgiye ulasilamamustir.

67



Calisma grubumuzda G12A ve G12S mutasyonlari kolon grubunda, GI3R ve
GI12C rektum grubunda saptanmamistir. Buna karsin sik rastlanan GI12V ve G12D
mutasyonlar1 her iki grupta da benzer sikliktadir.

Monticone M. ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada K-RAS mutasyon durumunun hiicre i¢i
yolaklarda hiicre siklusu, apoptoz ve nitrojen metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli
oldugunu bildirmektedirler (103). Mutasyon tipine gore degisen fonksiyonlar1t G12D ve
G12V agisindan tanimlamiglardir. GI12V fenotipinin hiicrenin apoptozdan kagmasini ve
interlokin-8 aracilikli anjiyogenezi arttirict bir fonksiyon gordiigii ve daha agresif bir
fenotip yarattigini sOylemektedirler. Buna karsin G12D mutasyonunun apoptozu
diizenleyen genleri  etkilemeksizin  hiicre-hiicre  adhezyonunu ve  kromatin
organizasyonunu etkiledigini bildirmislerdir.

G12D ve GI2V mutasyon durumunu koregiile ettigi genler kanserle iligkili
biyolojik proseslerle olduk¢a yakin iligkili bulunmustur. G12V genotipinin wild type’e
kars1 hiicre siklus aresti, apoptozis ve nitrojen metabolizmasini ilgilendiren hiicre
yolaklarinda ekspresyon farklilig1 yarattigi, buna karsin G12D fenotipinin biyogenez ve
hiicre iskelet organizasyonunu kontol eden siireglerde farklilandigi; G12D’nin G12V’ye
gore immun sistem, sterol metabolizmasi ve steroid biyosentesinin ekspresyonunun
farklilandigimi bildirmislerdir. Bu ¢alisma tek bir gen mutasyonunun hiicrenin diger
genetik sistemini etkileyerek tiimor progresyonunu etkileyebilecegini gostermistir. G12D
ve G12V mutant RAS proteinleri, kanserde 6nemli bir yolak olan EGFR yolaginda
downstream  proteinlerini  farkli  etkileyerek,  timoér  progresyonunu  da
farklilandirabilmektedirler.

Bu grubun yaptig1 calismada G12V fenotipini daha agresif olarak tanimlamiglardir.
Ucaryilmaz E.’nin 2006 tezinde G12D fenotipi daha agresif tanimlanms ancak molekiiler
bir dayanak sunulmamustir.

Costa ve Ark’lann tiroid karsinomunda, Oliveira ve ark’larinin kolorektal
karsinomalarda yaptiklar1 ¢alismalarda da Monticone grubu ile benzer bir sonuca
ulagsmiglardir (104-105).

Ihle N.T. ve ark’larmin protein modelleme c¢aligsmalar1 K-RAS mutasyonlarinin
olusturdugu komformasyonel yap1 degisiklerini bildirmektedir. G12D mutasyonun
fosfatidil inozitol-3-kinaz (PI3K) ve mitojen aktivated protein/ekstraselliiler signal
regulated kinazkinaz (MEK) sinyal yolagini aktive ederken; G12C ve GI12V
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mutasyonlarinin Ral (Ras Releated) sinyal yolagini aktive ettigi ve biiyiime faktorii baglh
Akt aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar ve protein modelleme ¢alismalar1 (106),
mutant K-RAS proteinlerinin heterojen davranis modellerini kanitlamaktadir. Buna bagl
olarak tiimor spesifik mutant K-RAS proteinlerinin tiimdér davranisina ve sagiltim
ciktilarinin farkliligina yonelik klinik ¢alismalar hentiz bulunmamaktadir.

Calismamiz agresif ve daha yavas seyirli K-RAS mutasyon fenotiplerinin
rektosigmoid ve kolon bolgelerinde farkli dagilim hizlarina sahip oldugunu gostermistir.
Bu olgularda tiimor davranisi ve sagaltim ¢iktilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte olgu sayimizin azligi buna neden olmus olabilir. Bu konuya
odaklanan prospektif, iyi dizayn edilmis ve daha fazla olgunun yer aldig1 bir ¢aligmanin

literatiire 6nemli katkis1 olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bizim olgu grubumuzda kolon ve rektosigmoid yerlesimli tiimorler arasinda K-
RAS mutasyon durumu agisindan istatistiksel olarak herhangi bir anlamli fark saptanmasa
da, anatomik yerlesime gore tlimorlerin molekiiler karakteristiklerinin, buna bagli olarak
davraniglarinin  degistigi bilinmektedir. Anatomik yerlesime gore degisebilen timor
karakteristikleri, anatomik yerlesime gore farkli ajanlarin kullanilmasini veya hastalik
yonetiminin farklilanmasini beraberinde getirebilir. Yerlesim farki gozetmeksizin ayni
rejimlerin kullanilmasi, kanserin altinda yatan molekiiler degisikliklerle ortiismeyebilir.

Bu c¢aligma bireysellestirilmis tip yaklasimi agisindan yalnizca genetik
mutasyonlarin degil protein modelleme ve protein-protein etkilesiminin timor davranisi ve
sagaltim ciktilarinda 6nemli oldugunu gostermistir.

Yeterli drneklem biiytikliigiinde klinik ¢aligmalarla molekiiler ve biyoinformatik
diizeyde tartistlan bu bilgilerin hastaya yansimalari da aragtirilmalidir. Bu agidan

translasyonel bir ¢alisma modeline ihtiya¢ bulunmaktadir.
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