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OZET

Planlanan bu tez calismasinda, kolorektal timorlerden kdken alan
metastatik karaciger kanserlerinde (mKK) takip sirasinda olusan nikse ve
kisa sagkalima neden olan genetik ve epigenetik sinyal yolaklarinin
arastirlarak rutin  pratikte kullanilabilecek guglt  bir  biyobelirtecin

tanimlanmasi amaglanmaktadir.

Mevcut tez galismasinda hasta segim kriterleri dogrultusunda belirlenen
mKK’larda ve primer kolorektal kanserlerde, ger¢cek zamanli PCR kullanilarak
kok hticre belirtegleri, RAS, PIK3CA, P53, mTOR, VEGF sinyal yolaklarinin
ve EMT mekanizmasinin aktivitesi incelendi. Web tabanli Sabiosciences
PCR-Data Analiz programindan yararlanilarak, gruplar arasinda mRNA

ekspresyon duzeyindeki degisimleri ifade eden kat degisimleri belirlendi.

Calismada 85 primer kolorektal kanser vakasi degerlendirildi. 21 vakada
(%24.7) mKK gelisimi gozlendi. Metastazektomi sonrasi 21 vakanin 9'unda
nuks belirlendi. Genel sag kalim ortalama 84 ay olarak belirlendi. Hastaliksiz
sag kalim da ortalama 51 ay olarak saptandi. Kok hicre CD44, EMT’den
SNAIL, TWIST, MEK ve mTOR ekspresyonlarinin mKK gelisiminde etkili
oldugu saptandi. CD44, mTOR ve SNAIL yluksek ekspresyonlari

metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde etkili oldugu gosterildi.

Bu calismada, CD44, mTOR ve SNAIL'in primer kolorektal timorlerde
yuksek ekspresyonlarinin ileride gelisecek mKK ve hatta mKK’larda
metastazektomi sonrasinda gelisecek nuksu Oongormede kullanilabilecek

biyobelirte¢ adaylari oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimler: Karaciger metastazlari, metastazektomi, sinyal yolaklari,
RT-PCR, kolorektal kanser



SUMMARY

Is It Possible to Predict Recurrence After Metastasectomy in Metastatic

Liver Cancers with Molecular Parameters? Retrospective Study

In this thesis study, it is aimed to define a strong biomarker that can be
used in routine practice by investigating the genetic and epigenetic signaling
pathways that is associated with recurrence and poor survival during follow-up

of metastatic liver cancers (mCC) originating from colorectal tumors.

In the current thesis study, stem cell markers, RAS, PIK3CA, P53, mTOR,
VEGF signaling pathways and EMT mechanism actvity were investigated
using real-time PCR in mCCs and primary colorectal cancers which are
determined with patient selection criteria. Using the web-based Sabiosciences
PCR-Data Analysis program, changes in multitude between groups that show
changes in mMRNA expression level were determined.

In the study, 85 primary colorectal cancer cases were evaluated. mCC
development was observed in 21 cases (24.7%). After metastasectomy,
recurrence was detected in 9 of 21 cases. The mean overall survival period
was 84 months. Disease-free survival period was also found to be 51 months
on average. Stem cell CD44, SNAIL, TWIST, MEK and mTOR expressions
from EMT were found to be effective in the development of mCC. High
expressions of CD44, mTOR and SNAIL were shown to be effective in the

development of recurrence after metastasectomy.

In this study, it is determined that the high expressions of CD44, mTOR
and SNAIL in primary colorectal tumors seem to be biomarker candidates to
predict future mCC and even recurrence after metastasectomy in mCCs. For

this purpose further studies is required.



Key Words: Liver metastasis, metastasectomy, signaling pathways, RT-PCR,

colorectal cancer



GiRiS

Kolorektal kanser (KRK) dinyada en yaygin gorilen gastrointestinal
sistem tumorlerinden olup kansere baglh olumlerde Uguncu sirada yer
almaktadir. Takip suresi igerisinde KRK’larin yaklasik %35-55 ‘inde senkron
ya da metakron karaciger metastazi (metastatik karaciger kanserleri; mKK)
gorulmektedir. Bu olgularda metastazektomi ya da cerrahi rezeksiyon, mKK
hastalarinda en etkili tedavi yontemidir. Ancak uygulanan bu cerrahi tedavi
sonras| hastalarin yaklasik %50-70 ’inde niks olusabilmektedir. Ayrica bu
hastalarda 5 yillik sag kalim %25-50 oranindadir. Klinikte, primer timore ait
lenf nodu durumu, karacigerdeki lezyon sayisi, preoperatif karsinoembriyonik
antijen (CEA) seviyesi, mKK hastalarinda bu kotu prognozu belirlemede
Onerilen parametrelerdir. Tip alaninda son donemde elde edilen tim
gelismelere ragmen metastaz gelisimi ile ilgili yeterli 6ncll belirteg
belirlenememigtir.

Epitelyal Mezenkimal Tranzisyon (EMT) son yillarda ozellikle epitel
kaynakli timorlerin metastaz olusumunda etkili olan mekanizmalardan biri
olarak gorilmektedir. EMT’nin; PI3K, AKT, mTOR, RAS, MYC, HIF1, TGFB
ve TP53 gibi birgok genetik ve epigenetik sinyal yolagini kullanarak, mKK
olusumuna yol acgtigi savunulmaktadir. Bu mekanizma, normal dokuda,
embriyogenez ve yara iyilesmesi sirasinda epitelyal hicrelerin mezenkimal
karakter yetene@i kazandigi biyolojik bir stre¢ olarak kabul edilmektedir.
Tumor hucreleri, metastaz surecinde bu mekanizmayi kullanarak, hucre-
hicre adezyonu ve polariteyi de igeren farkhlasmis epitel o6zelliklerini
kaybetmekte, migrasyon ve invazyon kapasitesi artmis, ekstraselller matriks
bilesenlerini fazla miktarda Ureten ve apoptoza direng gdsteren kanser kok
hicre yeteneklerine sahip mezenkimal hucre ozellikleri kazanmaktadirlar.
EMT surecine giren hucreler zaman igerisinde kan damarlarina ulagarak
dolasima girebilmekte ve uzak organlara ulasabilmektedirler. Uzak organa
ulasan hucreler tekrar epitelyal hiicre 6zelliklerine dénerek metastaz surecini

tamamlamaktadirlar. Primer kolorektal timorlerin karacigere yaptiklari uzak



organ metastazini bu model Uzerinden gergeklestirdikleri dugunulmektedir.
Ancak literatirde mKK tumoérlerinde EMT calismalari daha ¢ok in-vitro
deneyler ile gosterilmekte olup hasta tabanli arastirma sayisi sinirlidir.
Yapilan galismalarda EMT ’nin hangi sinyal yolaklarini etkileyerek timorleri
daha agresif davranmaya tetikledigi gosteriimektedir (1). EMT ’nin
metastazektomi sonrasi nuks Uzerine etkisi ise bilinmemektedir.

Planlanan bu tez calismasinda, mKK olusumu ve gelisiminde rol
oynayan sinyal yolaklarinin ortaya cikartilarak bu timoérlerin biyolojik
davraniglarinin ongoérilmesi amacglanmaktadir. Mevcut arastirmada epitel
kokenli timorlerin olusumunda ve prognozunda iligkili olabilen RAS, PIK3CA,
P53, mTOR, VEGEF sinyal yolaklarinin ve EMT mekanizmasinin incelenmesi
hedeflenmektedir. Boylece mKK’larin koétl prognozunun altinda yatan
mekanizmalar aydinlatilarak bu tumorlerin takiplerinde kullanilabilecek
molekullerin belirlenmesine ve yeni tedavi seg¢eneklerinin olusturulmasina

katki saglanacagi dusunulmektedir.



GENEL BILGILER

Kolorektal Kanser

Kolorektal kanseri (KRK), kalin bagirsak boyunca olugan agresif bir
gastrointestinal sistem tumoéridir (2). KRK, Dinya capinda tim etnik
kokenlerde kanser kaynakli élimlerin dnde gelen nedenlerinden biri olup
Avrupa’da en sik rastlanilan ikinci kanserdir ve 1000.000' de 447 oraninda
gorulmektedir (2,3). Saglik bakanhgi 2014 verilerine gore KRK, Turkiye’ de
hem kadin hem de erkekler arasinda en sik gozlenen Uglncl kanserdir.
WHO’ya gére 2020 yilinda KRK nedeni ile Dinya genelinde 935 bin Kigsi

Olmasgtar.

Kolorektal Kanserlerde Karaciger Metastazlari

Karaciger en yaygin gorulen KRK metastaz bolgesidir. KRK olgularinda
tani aninda ya da takip suresinde karaciger metastazi gelismesi, KRK'larin
baglica 6lum sebepleri arasinda yer almaktadir. KRK tanisi alan hastalarin
%50’sinden fazlasinin yasamlari boyunca karaciger metastazi olusturma riski
bulundugu rapor edilmektedir. Tani aninda (senkron) metastaz orani %15-
%20, takip suresinde (metakron) metastaz orani ise yaklasik %42'dir. Bu
metastaza sahip hastalarin ise Ugte ikisi 6limle sonuglanmaktadir. Bu nedenle
karaciger metastazina sahip evre IV KRK tumorlerde tedavi, rezeksiyon ve
sonrasinda uygulanan kemo-radyo terapiden olusmaktadir. Bazi iskandinav

ulkelerinde karaciger nakli dahi tedavide yer almaktadir (7-9).

Kolorektal Kanser Olugumunun Molekiiler Mekanizmalari

KRK, bir dizi genomik ve epigenomik degisiklik ile karakterize olan

heterojen bir hastaliktir. Bu kanserlerin yaklasik %15’i ailesel olup sadece

%%’inde kanserlesme surecini duzenleyen genlerde kalitsal mutasyonlar



saptanmistir(10). KRK %75-80 oraninda sporadik formda olusmaktayken,
hastalarin %20-25'inin ailesinde kolorektal kanser oykusu bulunmaktadir.
Bunlarin %5'i ylksek penetrant genlerde, adenomatous polipozis koli (APC)
geninde (%1) ve mismatch repair (MMR) genlerinde (%3-5) bir germline
mutasyondan kaynaklanirken, kalan kisminda aile 6ykusu olmasina ragmen
herhangi bir sendrom kategorize edilememektedir(11).

KRK’nin patogenizinde yer alan molekuler degisimler ilk olarak Fearon
ve Vogelstein tarafindan tanimlanmistir. Bu modele gére KRK, onkogenlerde,
tumor baskilayici genlerde ve DNA vyanlis eslesme genlerinde biriken
mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir (12) (Sekil-1).

Kromozomal Kararsizlik (CIN) Artan CIN
Loss of 18q

SMAD4
AP KRAS DC4 ‘
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Whnt signalling KRAS cocd TGFBR?

DNA tamir genlerinde (MMR)

Mikrosatellit Kararsizlik {MS) mutasyonlar

Sekil-1: Fearon ve Vogelstein Kolorektal kanser modeli (12).

Normal epitel hdcresinde meydana gelen bir seri mutasyonlar
sonucunda, epitel 6nce adenoma sonrasinda ise kansere donusmektedir. Bu
nedenle olusturulan modele adeno-karsinoma sekansi adi verilmektedir.
Model kromozomal kararsizlik (chromosomal instability: CIN) ve mikrosatellit
kararsizlik (microsatellite instability: MSI) olmak Gzere iki temel mekanizma ile
acgiklanmaktadir (13).

CIN, baskilayici veya standart yolak olarak da ifade edilmektedir.
Feraron ve Vogelstein modeline goére Kolon adenokarsinomlarinin %80-85’i bu
mekanizma ile meydana gelmektedir. Bu surecte ilk olarak 5g'da lokalize
APC, 17p’de lokalize p53 ve 18qg’da lokalize DCC/SMAD4 alel kayiplari
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meydana gelmektedir. CIN mekanizmasi, bu kromozomal kayiplar ile birlikte
gen amplifikasyonlari ve translokasyonlarla da olusabilemktedir (14).

Mikrosatellit kararsizlik ise KRK’larin olusumunu agiklayan bir diger
mekanizmadir. Mikrosatellitler(MS), genomun belli bélgelerinde goérilen kisa
baz dizi tekrarlaridir, bu yizden Kisa Tandem Tekrar (Short Tandem Repeat:
STR) olarak da bilinmektedir. MS, bir ya da birden fazla bazin gesitli tekrarlari
ile olusmaktadir. Bazi MS bolgelerinde ¢ bazin 10 tekrari gézlemlenirken bazi
bdlgelerde 2 bazin 30 tekrari saptanmaktadir. DNA replikasyonuna bagli
hatalar sonucunda MS bolgelerinde delesyonlar veya insersiyonlar meydana
gelmekte, bu durum MSI olarak isimlendiriimektedir. MSI olusumunda DNA
tamirinde gorev alan MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 (MMR) genlerindeki
kayiplarin etkili oldugu bilinmektedir. Bu mekanizma, MMR genlerinde
meydana gelen metilasyonlar ya da bu genlerin somatik mutasyonlar sonucu
inaktivasyonlari ile meydana gelmektedir (15).

Bununla birlikte KRK gelisminde genetik mekanizmalar ile birlikte
epigenetik mekanizmalarin da rol oynadigi bilinmektedir. Epigenetik
mekanizmalar araciligi ile DNA baz diziliminde herhangi bir degisiklik meydana
gelmeden, gen ifadesi duzenlenmektedir. Epigenetik degisimler DNA ya da
RNA temelli olarak DNA promotdr metilasyonu, histon modifikasyonlari ve
kodlama yapmayan RNA (ncRNA)larin etkileri ile kromotinin yeniden
dizenlenmesi ve transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin degismesi gibi slrecler
ile timor baskilayici genlerin ve onkogenlerin duzensizliklerine sebep olarak
tumoran gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (16-18).

Whnt/beta-katenin ve RAS KRK gelisiminden sorumlu temel sinyal
yolaklaridir. Wnt sinyal yolagindan kilit protein APC’dir. 5g21’de lokalize olan
APC geni 15 ekzondan meydana gelmektedir. Sporadik KRK’larin %60’1 APC
mutasyonlart sonucu aktif hale gelen Wnt sinyal yolagr nedeniyle
olusmaktadir. Wnt sinyal yolaginda APC, Kazein kinazi 1 (CK1) ve Glikojen
Sentaz Kinaz 3b (GSK3-b) ve AXIN’den olusan yikim kompleksi araciligi ile
Beta-katenin dusik sitoplazmik konsantrasyon altinda tutulmaktadir. Wnt
liganti yoklugunda APC, GSK3b, CK1 ve Axin sitoplazmada bir araya gelerek

yikim kompleksi olugturmaktadirlar. Bu kompleks sitoplazmada bulunan Beta-
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katenin‘i Ubikitinleyerek bu proteinin proteosomal yikimini saglamaktadir.
Ortamda Whnt liganti bulundugu zaman ligant, hicre zarinda yer alan Fzd ve
LRP5/6 reseptor proteinlerini taniyarak bu proteinlere baglanmaktadir. Fzd ve
LRP5/6 koreseptorlerine bagh Wnt ligandlari, Dvl-fzd kompleksinin olusumunu
ve LRP'nin GSK3b tarafindan fosforilasyonunu tetiklemektedir. Bu
fosforilasyon sonucunda bir scaffold protein olan Axin2’nin de reseptor ligand
kompleksine katilmasini saglar. Bdylece sitoplazmadaki yikim kompleksi
dagilir ve Beta-katenin’in yikimi saglanamamaktadir. Sitoplazmada biriken
Beta-katenin nukleus icerisine gegerek hulcre proliferasyonunda etkili genlerin
transkripsiyonunun artmasini tegvik ederek timoér olusum sirecini baslatir.
Whnt sinyal yolagi APC protein kaybi1 sonucu da aktif hale gegmektedir. APC’nin
az olmasi ya da hi¢ olmamasi durumununda sitoplazmada yikici kompleks
olusmamakita, bunun sonucunda Beta-katenin degredasyonu
saglanamamaktadir (19).

Proto-onkogenler, hiicrede sinyal uyari iletiminde ve hicre biylimesinin
kontroliinde rol oynamaktadirlar ve bu genlerin cesitli nedenler ile
aktivasyonlari sonucunda hlcre proliferasyonu artmaktadir. KRAS,
12pl12.1’de lokalize bir proto-onkogen olup 21 kDa buyukliginde GTP-
baglanma proteini Uretmektedir. KRAS proto-onkogeni, EGFR sinyalinin BRAF
aracilikl MAPK sinyal mekanizmasinda yer alan bir molekulldir. KRAS
mutasyonuna bagli RAS aktivitesi, erken evre KRK tiimorlerinin %35-42‘sinde
rapor edilmektedir. KRAS proteini GTP'ye baglandidinda aktif hale gecgerek
EGFR sinyal yoladi icerisinde yer alan RAS yolagi araciligi ile birgok farkh
surecgte gorev almaktadir. RAS aktivetasi sonucunda mitojenle aktive olan
protein kinazlar (MAPK) gibi bircok transduksiyon sinyal yollari agik hale
gelmektedir. KRAS geninin 2. ekzonunda meydana gelen kodon 12 ve 13, 3.
ekzonunda meydana gelen kodon 61 nokta mutasyonlari RAS aktivitesine
neden olan en temel genetik degisimlerdir. Son zamanlarda, KRAS’in, kolon
epitelindeki hiperplastik buyumeyi tegvik ettigi bildirilmektedir. Ayni zamanda
RAS aktivasyonu epitel hicre polaritesini duzenlemekte, KRK gelisimi
sirasinda birlesme aracili hiicre-hlcre temaslarini azaltarak epitel hticrelerinin

polaritelerini kaybetmelerini saglamaktadir (20).
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Bununla birlikte 18q kaybi da KRK’da onmli genetik bir olaydir. 18.
kromozomun uzun kolunda meydana gelen delesyonlar KRK’larin %60’ inda
belirlenmektedir. Bu bdlgede bulunan gen “Kolorektal Kanserde Silinmig
(Deleted in colorectel carcinogenesis: DCC)” olarak adlandiriimaktadir. DCC
tumor baskilayici bir gendir ve bu genin delesyonu kolorektal kanserlerin
%70’inde ve ileri derecede displazi gosteren adenomlarin da yaklasik olarak
yarisinda  gorulmektedir. Hafif  displazi gosteren  adenomlarda
gorulmemektedir. DCC, Netrin-1 ile etkileserek Kaspaz 9 Ulzerinden apoptozu
dizenlemektedir (21).

Ayrica DPC4/Smad4 ve SMAD2,18q’da yerlesim gosteren ve KRK’da
delesyona ugrayabilen diger genlerdir. Bu genlerin proteinleri, htcre
blylumesini kontrol eden TGF sinyal yolaginda gérev almaktadirlar (22).

KRK basta olmak Uzere birgok kanserde P53 kaybi énemli bir olay
olarak degerlendiriimektedir. P53, 17p13.1’de lokalize tumor baskilayici gen
olan TP53 tarafindan kodlanmaktadir. P53 proteini, cevresel veya onkojenik
strese maruz kalan hucrelerin replikasyonu sirasinda DNA onarimini
kolaylastirmak i¢cin G1 hucre dongusu durmasini tetiklemektedir. Bu protein,
DNA hasari onarilamayacak kadar buyuk oldugunda, apoptozu tetiklemede
temel rol oynamaktadir. Tum kanserler degerlendirildiginde insan
tumorlerinin% 50'den fazlasinda p53 kaybi belirtimektedir. TP53 mutasyonu
veya kaybi genellikle KRK’da adenomdan kansere geciste meydana
gelmektedir. Calismalarda TP53 anormalliklerinin  sikhdinin  lezyonun
ilerlemesi ile arttigi vurgulanmaktadir. P53 kayiplari adenomlarin %4-26’sinda,
ge¢ adenomlarin % 50’sinde, karsinomalarin ise %50-75'inde gozlenmektedir
(23).

Kolorektal Kanserlerde Karaciger Metastazinin Molekiuler Olusum

Mekanizmalari ve Metastazda Giincel Belirtecgler
Kanser hucrelerinin primer dokudan ayrilip uzak dokularda yeni

koloniler  olusturmasi  sureci, invazyon-metastaz kaskadi olarak

tanimlanmaktadir. Bu sure¢ bes adimdan olugur: kanser hucrelerinin primer
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tumord cevreleyen matrikse lokal invazyonu (Adim 1), tumor hucrelerinin
dolagim sistemine intravazasyonu (Adim 2), tumor hadcrelerinin sistemik
tasinmasi  (Adim 3), tumoér hdcrelerinin @ uzak organ parenkimine
ekstravazasyonu (Adim 4), uzak organlarin kolonizasyonu ve makroskopik
tumorlerin olusumu (Adim 5). Bu adimlardan bazilarinin altinda yatan biyoloji
henldz tanimlanmamig olsa da, son zamanlarda birka¢ mekanizma ortaya
cikmis ve istila-epitelyal mezenkimal gecgis (EMT) mekanizmasinin metastaz
olusumunun desteklenmesinde énemli roller oynadidi belirlenmistir (24) (Sekil-
2).

= Epitel hiicre

. Sirkiile tiimor hiicresi Adim 3

B Immin hiicreler ® Proliferasyon

%.. Kanser kok hiicresi ’\
Adim 1 Mikrometastaz Makrometastaz
‘ . . Adim 2
e ,'. - '
SN\ B
'

Adim 4 Adim 5
Primer TUmor L)

Sekil-2: Primer timdérden uzak organa metastaz sureci (24).

EMT, hducrelerin epitel 06zelliklerini  kaybederek daha invaziv
mezenkimal hicre Ozelligi kazanmalandir. EMT ile iligkilendirilmis cesitli
molekuler surecler; transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, spesifik hicre
yuzey proteinlerinin  ekspresyonu, sitoiskelet proteinlerinin  yeniden
duzenlenmesi, ekstrasuleler matriks bozucu enzimlerin Uretimi ve spesifik
NcRNA’larin ekspresyonlarinda degisiklikler, seklinde siralanmaktadir (24).

KRK’dan karaciger metastazi sirasinda EMT sureci, hlcreler arasi
etkilesimde gorev alan E-kaderin proteini kaybi ile baglamaktadir. Epitelyal
hacreler tarafindan eksprese edilen bir transmembran protein olan E-kaderin,

epitel hicre polaritesini korumada ve hicrelerin  epitel durumlarini
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surdurmelerine izin veren hicre-hlcre temaslarini stabilize etmede énemli bir
rol oynamaktadir. E-kaderin ekspresyonunun asagi regulasyonu, lenf nodu
metastazi, ileri evre, =zaylf farkhlasma ve vaskller invazyon ile
iliskilendiriimektedir. E-kaderin seviyelerinde bir azalmayi genellikle epitelyal
olmayan dokularda bulunan bir adezyon molekldli olan N-kaderin
duzenlenmesi izlemektedir. N-kaderin, fibroblast biyume faktoru reseptoru
(FGFR) sinyalini ve nukleer B-katenin aktivitesini gugclendirerek tUmaorin
ilerlemesini desteklemektedir (25).

KRK’da karaciger metastaz olusumunda E-kaderin ekspresyonunu
dizenleyen transkripsiyon faktorleri dogrudan ve dolayl baskilayicilar olmak
Uzere iki gruba ayrilmaktadir. SNAIL (SNAIL,2), ZEB (ZEB1,2), E12 / EA47,
Brachyury ve AP4 dogrudan E-kaderin promoterine baglanan baskilayicilardir.
TWIST (TWIST1,2), FOXC2, TCF4, SOX2, OCT4, Nanog, PROX1, SIX1,
PRRX1, HMGAL ve Fra-1 birden fazla spesifik hedefe sahip olan ve E-kaderini
dolayli sekilde baskilayan transkripsiyon faktorleridir.  Bununla birlikte
Vimentin, MMP ve integrin hiicre-bazal membran bozulmasinda EMT sUlrecine
katki saglayan proteinlerdir (26).

EMT sdreci, tumdr mikro ortamindaki ¢ok sayida hicre disi sinyal
tarafindan tetiklenmekte ve ardindan tum hucre i¢i sinyal yollari ile baglanti
kurabilmektedir. Karaciger metaztazi olusumu sirasinda KRK olusumunda yer
alan tim sinyal yolaklarinin EMT’ye katkida bulundugu goérilmektedir. EMT
sureci ile iligkilendirilen sinyal yolaklari ise, Wnt ve TGF-beta’dir (27). Bununla
birlikte bu konuda calismalar devam etmektedir.

Son donemde 6zellikle senkron mKK olan hastalarda, geleneksel tedavi
duzenini tersine geviren bir yaklagim uygulanmaktadir. Bu tedavi segeneginde
once kemoterapi ile baglanmakta, ikinci olarak karaciger cerrahisi yapiimakta
son olarak da primer KRK cerrahisi uygulanmaktadir. Bunun amaci, metastatik
hdcrelerin uzak organda yerlesimlerinden sonra primer dokuya gonderdikleri
sinyallerden dolaylr metastatik kaskadin surekli agik kalmasini engellemektir.
Yani bu yaklasim ile metastatik timor odaginin primer timor igin davetkar ve
yer acan bir yaklasim sergilemesinin 6nlne gecilmektedir, diyebiliriz.

KRK’larin ¢ogu epitel kokenlidir ve tumor buayuyup yayildikga tumor
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mikrogevresi bilesimi degismektedir. Bu mikrogevre, hucre digi matristen,
kanserle iligkili fibroblastlardan (CAF'ler), endotelyal hicrelerden, bagisiklik
hicrelerinden ve kanserin ilerlemesi igin gerekli olan birgok ¢ozunUr faktdrden
olusmaktadir. Tumor ve bitisik stromal dokular arasindaki etkilesim,
tumorojenik surecin 6nemli bir ayagidir. Tumor hucrelerinin, donugturuci
buayime faktord B (TGFB)'nin salgilanmasi yoluyla normal fibroblastlarin
CAF'lere donusmesini indukleyebildigi bildiriimektedir. Ayni zamanda, CAF'ler,
kanser hucresi proliferasyonunu ve istilasini tesvik etmek icin fibroblast
bayume faktort (FGF), trombosit kaynakl buyime faktori (PDGF) ve vaskuler
endotelyal buyume  faktort  (VEGF) gibi  buyume  faktorlerini
salgilayabilmektedir. Béylece primer timor ve metastatik timoér arasindaki
kaskat karacigere metastaz yapan hicrelerden dolayi surekli agik kalmaktadir.
Guncel tedavi yaklagsimlarinda bu metastatik kaskadi ortadan kaldirmak
uzerine ¢alisiimaktadir (28).

KRK olustuktan sonra karaciger metastaz surecinde ise genetik ve
epigenetik degdisimlerin birlikte goérev aldiklari gorilmektedir (28). Tumor
biyolojisi ve metastaz mekanizmalarinin anlasiimasinda c¢ok ilerleme
saglanmistir, ancak oOzellikle KRK’da tumor hdcrelerinin metastatik yolunu
etkileyen faktorler hakkindaki bilgiler yetersiz kalmaktadir (29). Son ¢alismalar
ile kan bazl belirte¢ adaylarinin da metastatik lezyonlarin tanimlanmasi igin
kullanilabilecegi vurgulanmaktadir (30,31). Plazma bazli faktor CEA da yaygin
olarak KRK prognozunu izlemek i¢in kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu
belirte¢ prognoz igin yeterli degildir. Hala gelistirme asamasinda olmasina
ragmen, dolasimdaki yeni biyobelirte¢ adaylari tanimlanmaktadir. Sirktle
tumor hucreleri (CTC'ler), cfDNA, mikro-RNA (miRNA) ve eksozomlar gelisme
potansiyeline sahip metastatik biyobelirte¢ adaylaridir (30).

Metastaz olusumu ile ilgili diger bir belirte¢ aday! integrinlerdir. Lenfosit
fonksiyonu ile iligkili antijen-1 (LFA-1), yapisma Ozelligi olan bagisiklik
hicrelerinin enflamasyon slrecinde karacigeri istila etmek icin kullandiklari bir

integrindir. Ancak son zamanlarda, bu integrinin KRK dahil solid tumorler
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Uzerinde de eksprese edildigi gdsterilmistir. in vitro analiz ve bir in vivo fare
modeli kullanilarak yapilan yeni bir ¢alisma; integrin aktivasyonu, yapisma ve
sinyal verme icin gerekli olan LFA-1'in B2 alt biriminin azalmis ifadesinin,
karacigere metastaz gelisimini zorlastirdig1 saptanmistir(31,32).

KRK'daki metastatik yayilmanin, kanser kok hucre belirteclerinin farkli
ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmigtir. KRK’da karaciger metastazi,
kanser kok hicre markerleri CD133, CD44 ve [B-katenin ekspresyonu ile
baglantiidir, oysa peritoneal karsinomatozda bu kok hicre markerlerinin
ekspresyonu bulunamaz. Bu, peritoneal karsinomatozlu KRK'nin yayilmasi igin
gerekli kok hucre ozelliklerinden yoksun oldugunu ve hastaligin klinik seyrini
tasimasinin muhtemelen lokal olarak agresif bir timoérin ileri evresi olarak
yorumlanabilecegini gosterebilir. Peritoneal karsinomatozla iligkili kdk hticre
belirtecleri hakkindaki bilgiler hala yetersiz olsa da, yakin zamanda karaciger
metastazi ile ilgili birkag yeni belirte¢ tanimlanmistir. Oct4 gen ekspresyonu
yoklugu, karaciger metastazi icermeyen sagkalim ile iligkilidir ve Oct4-ylksek
hicreler aktif olarak in vivo karaciger metastazi olusturur. Kok hicre belirtecleri
Notchl ve ALDH1, lenf nodu metastazi, ileri evre ve tUmor nuksu ile iligkilidir
ve KRK’da bagimsiz bir prognostik faktéri temsil eder (34-36). Ozetle, kanser
kok hucreleri guglu bir gog ve istila kabiliyetine sahip gibi gérinmektedir ve kok
hicre belirteglerinin bagimsiz prognostik faktérler oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, organotropizmin bir parcasi olarak kanser hticrelerinin farkh
metastatik bolgelere dagilimi ve biyolojik 6zelliklerin surdartlmesi de mikro
ortam ve karmasik bir ¢ift yonli mekanizmanin parcasi tarafindan kontrol
edilmektedir.

Ote yandan mKK’larda RO rezeksiyon sonrasinda reklrrensin nedeni
metastatik odagin yeniden aktivasyonu veya yeni metastaz midir? Metastatik
ortamin rezekisyon alani digina da tasabilecegini dusunebilir miyiz? Ya da
metastaza komsu alan, primer timor igin davetkar bir ortam midir? gibi sorular

akla gelmektedir.

KRK'daki klinik 6nemi ile ilgili olarak, AP4, SOX2 ve OCT4
baskilayicilari karaciger metastazi ile iligkilendirilmistir (34,36,37). Ayrica, KRK
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hastalarinin%85'inin orta ila guglu ifade gosterdigi, bastirici TWIST1'in asiri
ifadesi lenf nodu metastazi ve kotu sonugla iligkilidir. SNAI2'nin yukari
regulasyonu, gucli vimentin ekspresyonu ile énemli élgtde iligkilidir ve hem
SNAI2 hem de vimentin ekspresyonu, lenf nodu metastazi ve kétl prognoz ile
iligkilidir.
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GEREG ve YONTEM

GEREG

Kullanilan Aletler ve Cihazlar

+4 Sogutucu (Alaska, Turkiye)

-20 Derin Dondurucu (Vestel, Tarkiye)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

Santriflij (Ntve, Turkiye)

Mikrosantrifiij (Cleaver Scientific, ingiltere)

Sogutmali Santrifdj (Labogene, Danimarka)

Vorteks (Velp Scientifica, italya)

UV/Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD)

Isitici Blok (Cleaver Scientific, ingiltere)

20 Kuyulu Isitici Blok (Techne, ingiltere)

Profilex PCR sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Step One Plus System Real-Time PCR (Applied Biosystem, ABD)
Fluoroskan Microplate Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, ABD)
0.5-10ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)

10-100ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)

20-200ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)

100-1000ul pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Ethennol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
Methanol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
izopropanol %99 HPLC Grage (Sigma Aldrich, ABD)
Ksilen (Sigma Aldrich, ABD)

RNeasy FFPE Kit(Qiagen, Hollanda)
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High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

Tagman Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

TagMan Non-coding RNA Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)
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YONTEM

Hasta Grubu

Uludag Universitesi Tip Fakultesi Genel Cerrahi Anabilim Dalina 1997-
2014 tarihleri arasinda basvuran hastalardan c¢alismaya uygun 85 vaka
secilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin ailelerinde kanser o6ykusu
bulunmamaktadir. Tum vakalar sporadik KRK timorlere sahiptir. Segilen
grupta, ameliyat dncesi kemoterapi ve radyoterapi gormeyen hastalar yer
almaktadir. Arastirmaya dahil edilmesi planlanan hastalarin normal ve timaor
doku materyallerinin temini; Uludag Universitesi Tip Fakultesi Arastirma Etik
Kurulu 'nun 2019-6/35 no ’lu karari ile uygun bulunduktan sonra, bu hastalara
ait tumora ve normal dokuyu en iyi temsil eden parafin bloklar Patoloji Anabilim
Dal arsivinden elde edildi. Hastalara ait klinik 6zellikler ise Genel Cerrahi ve
Patoloji Anabilim Dali arsivlerinden elde edildi.

Hasta Sec¢im Kriteleri,

1. Primer tumorlu kolon ya da rektum kanseri olup metastatik
karaciger tumor tanisi almis olmasi

2. RO Metastazektomi uygulanmis olmasi

3. Neadjuvan tedavi almamis olmasi.

Hasta Ret Kriteleri,

1. Rezeksiyona uygun olmayan metastatik karaciger timaorine sahip
olmasi

2. Primer tumorun kolorektal digi olmasi

3. Neadjuvan tedavi almis olmasi.

Ameliyat sonrasi hastaligin tekrarlamasi olarak tanimlanan niks ve
metastaz varligini tespit etmek i¢in hastalarin kayitlari, tani sonrasi en az 5
yillik sdre ile incelendi. Nuks olusumuna kadar gecen sure hastaliksiz sag
kalim olarak ifade edildi. Lokal ilerleme ve uzak metastaz durumu bilgisayarh
tomografi/manyetik rezonans goéruntileme cihazlari ile radyolojik olarak

degerlendirildi. Periyodik olarak fiziksel muayene, rutin kan analizleri ve
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karaciger fonksiyon testleri yapiimis olan hastalar galismaya dahil edildi.
Hastalarin, hastalikli ve hastaliksiz ortalama yasam sureleri hesaplandi. Elde
edilen klinik verilerden yararlanilarak hastalar, niks, lenf nodu metastazi ve
uzak metastaz varligina goére gruplara ayrildi. Bununla birlikte hastalarin
adjuvant tedavileri hastane bilgi sisteminden elde edildi. Karaciger
metastazlarinda 5FU birinci basamak adjuvant kemoterapi olarak
uygulanmaktadir. Bu molekll bir urasil analogudur ve DNA ile RNA’nin
yapisina girerek nukleik asitlerde kiriklar meydana getirlmektedir. Boylece
kanser hucrelerinin  apoptoza gitmesi planlanmaktadir. Mevcut tez
calismasinda degerlendirilen ve adjuvant tedavi alan hastalarin tamamina

5FU-bazl kemoterapi uygulanmistir.

Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Ameliyat sonrasi cikartilarak formalin ile fikse edilip parafin igerisine
goémdurilen ve patolog tarafindan degerlendirilen dokular patoloji arsivinden
temin edildi. Normal ve tumdr doku olarak tanimlanmis hastaya ait parafin blok
icin ependorf tlpler olusturuldu ve parafin bloklardan 0.2-0.4 cm kesilerek bu
tupler icerisine alindi. Materyaller, BIOstic (MO BIO Laboratories, Carlsbad,
CA) ile 2 kez muamele edilerek parafinden arindirildi. BlOstic ile doku
Uzerindeki parafin ¢cozduruldikten sonra materyaller, %100-%70 ve %40 'lik
alkol agsamalarindan gegirildi ve alkol oda isisinda uguruldu. Bu asamalardan
sonra 85 hastaya ait tumoér doku ve 12 hastaya ait normal dokudan, parafin
bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari kit (Qiagen RNeasy FFPE Kkit)
kullanilarak prosedure uygun sekilde RNA izolasyonu gergeklestirildi.

Elde Edilen RNA’larin Miktar ve Kalite Tayini
Elde edilen RNA ’larin miktari ve kalitesi NanoDrop 2000 Spektrometre

(Thermo scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi kullanilarak olgildd. RNA

orneklerinin 260 ve 280 nm ’deki dalga boylarinda yapilan dlgimleri ve bu
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dalga boylarindan elde edilen degerlerin birbirlerine olan oranlari, miktar ve
kalite konusunda bilgi verdi.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 06zelligi gdstermektedirler. Bu nedenle 260 nm ’de dlgllen
absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen nukleik asitlerin ng/uL
veya pg/mL dizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. RNA ’nin
konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik yéntemler
DNA ’'nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA 'nin
miktarinin belirlenmesinde kullanilan formul farkhdir.

Total RNA (ng/ul) = 260 nm ’deki absorbans x 40 x Diliusyon Faktoru

RNA molekdlleri i¢in 1 optik dansitenin 40 ug/mL ’ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
degerler arasindaki oran nukleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir.
Proteinlerde bilindigi gibi 280 nm ’de absorbsiyon 06zelligi gosterirler. Bu
nedenle 280 nm 'de Olgllen bir degerdeki artisi A260/A280 oraninda dismeye
neden olur. izole edilen total RNA érneklerinin safligindan bahsetmek icin bu

oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir.
RNA’lardan cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA 'nin 5 ng 'ProtoScript M-MuLV First Stand cDNA
Synthesis Kit ’i kullanilarak komplementer DNA (cDNA) elde edildi. Calisiimasi
hedeflenen her bir érnek i¢in 0,2 ul ’'lik PCR tlpu icerisine Tablo-1'de verilen
malzemelerden reaksiyon karigimi olusturuldu. Elde edilen miks pipetaj
yapilarak karisgtirildi ve santrifije alinarak spin atildi. PCR tapu igerisindeki
miks, 37°C 'de 2 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi elde edilen

cDNA ’lar Uzerine reaksiyon karigimi bulunan her bir PCR tapune 90 pl dHZO

ilave edilerek karistirildi ve UrlGnler bir sonraki asamaya kadar -20°C ’de

saklandi.

23



Tablo-1: cDNA sentezi igin olusturulan reaksiyon karisimi.

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon

RNA 50 ng-200 ng (0.5 pg- 2 ug)
M-MuLV Enzyme Mix (10X) 3.5 i
M-MuLV Reaction Mix (2X) 7.5 ul

Random Primer (60 uM) 2.5 pl

Nucleas-free H20 Toplam hacim 20.0 ul olacak sekilde dH20 ile tamamlanir

Real-Time PCR ile mRNA Ekspresyon Analizleri

MRNA ekspresyonlarinin Ct degerleri, Lighy Cycler480II cihazinin veri
tabanindan yararlanilarak elde edildi. Esik deger (Threshold) olarakta
tanimlanan CT degeri, floresan isimada (ARn) artigin basladigi ilk siklusu ifade
eder. Rn(+), yuklenen drnegdin reaksiyona giren tim komponentlerin floresan
emisyonu, Rn(-) ise negatif kontrolin ve reaksiyonu gergeklesmeyen
orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn, Rn(+) ve Rn(-)
arasindaki fark olup, CT degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel
gostergedir. Calismada, housekeeping gen olarak kullanilan beta-aktin
geninin ortalama Ct degeri belirlenerek PCR Array 'den elde edilen verilerin

normalisazyonu yapildi.

istatistiksel Analiz

MRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimleri inceleyebilmek igin
oncelikle LightCycler 480 Il cihazinin veri tabandan, yuklenen orneklerin Row
Data ve CT degerleri elde edildi. Hastalar, klinik 6zelliklerine gore gruplara
ayrildi ve Sabioscience sitesinde yer alan PCR Array Veri Analizi sayfasina
yuklendi.

Web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT2 profiler PCR array
data analysis version 3.5) programindan yararlanilarak, evreler arasinda

MiRNA ekspresyon duzeyindeki degisimleri ifade eden kat degisimi (fold
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change) grafikleri ve degerlendirilen gruplara gére mRNA ’larin hangilerinin
yuksek eksprese (up-regule) hangilerinin dusik eksprese (down- regule)
oldugunu gosteren Clustrogram gorintlsu olusturuldu. Sabiosciences PCR-
Data Analiz sisteminde 2 ’deltact dederlerinden Student T testi yapilarak her
bir mMRNA ’'nin p degeri belirlendi. Sonuglar % 95 ’lik guven araliginda ve
anlamlilik p<0.05 duzeyinde degerlendirildi. mMRNA ekpresyon seviyelerindeki
farkhliklarin, hastalarin klinik 6zellikleri ile iligkili olup olmadidini ortaya koymak

icin ise Sabiosciences PCR-Data analiz programindan yararlanildi.
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BULGULAR

Calismamizda, 1997-2014 yillari arasinda KRK tanisi almis, operasyon
oncesi radyoterapi ya da kemoterapi almamis, en az 5 yillik takibi olan, hasta
secim ve red kritelerlerine uygun, patoloji argivinde parafine gomulu dokusu
bulunan ve materyalinden kaliteli RNA elde edilebilen, 85 hasta degerlendirildi.

Bu hastalarin akis semasi sekil 3’te verildi.

Primer Kolorektal Kanser
N=302

q 1 I\/ f )

ilk Operasyon Sonrasi Takipsiz /-gr§llvgren DOkI:JISlrJ
Hastalar <+ ulunmayania

N=78 L N=97 )
\, /
4 N
Kolorektal Kanser Digi Nedenlerle RNA Elde Edilemeven
Olenler <+ | N=30 y
N=12
\ J

Primer Kolorektal Kanser
N=85
(Senkron Metastatik Kolorektal kanser n=5)

V

Karaciger Metastazi Gelisen ve

Metastazektomi Uygulanan Karaciger Metastazi Geli,smeyen

N=21 N=64
Metastazektomi Sonrasi Niiks Gelisen Metastazektomi Sonrasi Niks Gelismeyen
N=9 NO12

Sekil 3:Calismaya dahil olan hastalarin akis semasi

Hastalarin yas araligi 38-67 arasinda olup ortalama yas 54 olarak
belirlendi. Calismaya dahil edilen hastalarin 38 i erkek, 47 ’si kadindi. 16
vakada primer tumorun rektumda, 69 vakada ise kolonda lokalize oldugu
saptandi. 21 hastada musin6z kompanent varligi belirlendi. 36 hastada lenf
nodu metastazi belirlendi. Segilen hastalarin en az bes yillik kayitlari incelendi
ve2l hastada karacigere metastazi gelismis oldugu goruldi. Degerlendirilen

hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo-2 ’de verildi.
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Tablo-2: Hastalara ait klinik 6zellikler

Parametreler Hasta Sayisi (%) Parametreler Hasta Sayisi (%)
Yas Miisin6z Kompanent
30-40 4 (%A4.7) Yok 64 (%75.3)
40-50 33 (%38.8) Var 21 (%24.7)
50-60 25 (29.4) Tiimor Lokalizasyonu
60-70 23 (%27.1) Kolon 69 (%81.2)
Cinsiyet Rektum 16 (%18.8)
Kadin 47 (%55.3) Evre
Erkek 38 (%44.7) | 4 (%A4.7)
Tumor Capi I 16 (%18.8)
<3 36 (%42.4) 1] 60 (%70.6)
>3 49 (%57.6) (Y, 5 (%5.9)
Lenf Nodu Metastazi Metastaz Durumu*
Yok 49 (%57.6) Yok 64 (%75.3)
Var 36 (%42.4) Var 21 (%24.7)

* Takip slresi icerisinde karaciger metastazi yapanlar

ilk olarak 85 KRK dokusunda kanser kék hiicre belirteclerinden CD133,
CD44, SOX2 ve NANOG ekspresyon profilleri incelendi. Kontrol olarak 12
kolon normal dokusu kullanildi. Normal doku ile karsilastirildiginda, KRK
tumorlerinde, CD133, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlarinda istatistiksel
bir degisim go6zlenmezken, CD44 ve NANOG ekspresyonlarinda KRK
tumorlerinde anlaml artig belirlendi (P= 0.0650, P= 0.2051, P= 0.0721, P=
0.0014 ve P=0.0002; sirasiyla). Bu mRNA’larin ekspresyon degisimleri Sekil-
4’te ifade edildi.
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p=0.0014 P 0080
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]
Normal doku ortalama kat degisimi : o Normal doku ortalama kat degigimi :
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Kolon tiimér doku ortalama kat 3 Tiimdr Doku ortalama kat degisimi:
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Sekil-4:  Normal

kolon dokusu

ile karsilastirildiginda,

KRK timorlerinde kok hicre

belirteglerinin ekspresyon profilleri. (A) CD44, (B) CD133, (C) NANOG, (D) OCT4 ve (E)
SOX2. CD 44 (A) ve NANOG (C) ekspresyonlari KRK’da normal dokuya gore daha ylksek

belirlendi.
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Takip suresi igerisinde karaciger metastazi gosteren 21 KRK tumord, bu
sure igerisinde metastaz gelisimi belirlenmeyen 64 KRK dokusu ile
kargilastirildiginda, CD133, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlarinda yine
anlamh bir farkhhk bulunmazken, CD44 ve NANOG ekspresyonlarinda
karaciger metastazi saptanan dokularda anlamli artis belirlendi (Sekil-5,
P=0.0680, P=0.6859, P= 0.0628, P< 0.001 ve P< 0.0001; sirasiyla).
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Sekil-5: Takip suresi igerisinde karaciger metastazi belirlenen (n=21) ve belirlenmeyen (n=64)
KRK timorlerinde (A) CD44, (B) CD133, (C) NANOG, (D) OCT4 ve (E) SOX2 mRNA
ekspresyon profilleri. Metastaz yapan 21 timoérde, primer timoér dokusundan metastaz
yapmayanlara gére CD44 (A) ve NANOG (C) gen ekspresyonlarinda artis gozlendi.
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Metastatik karaciger tumorleri (n=21), takip suresi igerisinde niks eden
(n=9) ve nuks etmeyen (n=12) seklinde iki gruba ayrildiginda degerlendirilen
tim kdk hicre belirteclerinden sadece CD44 ekspresyonunda anlamh artis
belirlendi (P=0.022). Bu hasta gruplarinda kok hlicre belirteglerinin ekspresyon
degisimleri Sekil-6'da ’ifade edildi.
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Sekil-6: Niks yapan ve yapmayan karaciger timoérlerinde (A) CD44, (B) CD133, (C) NANOG,
(D) OCT4 ve (E) SOX2 mRNA’larinin ekspresyon degerleri. mKK’da metastazin cerrahi tedavi
sonras! nuksunde, primer KRK timdral doku 6rneklerinde, sadece CD44 ekspresyonu farkl
idi.
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KRK’dan karaciger metastaz olusum surecinde EMT durumunu incelemek
icin VIMENTIN, E-KADERIN, N-KADERIN, TWIST, SNAIL, SLUG ve MMP-9
mRNA’larina ait ekspresyon profilleri RT-PCR yoéntemi ile analiz edildi. ilk
olarak 12 normal kolon dokusu ile 85 KRK dokusunda bu belirtecler incelendi.
Normal doku ile karsilastirildiginda KRK dokularinda VIMENTIN, N-KADERIN,
SLUG ve MMP-9 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak bir anlamlilik
belirlenmezken, E-KADERIN ekspresyonunun 4.3-kat azaldigi, TWIST ve
SNAIL ekspresyonlarinin ise sirasi ile 2.6-kat ve 3.9-kat artti§i saptandi (P=
0.0585, P=0.0621, P=0.0593, P=0.0762, P= 0.0001,P= 0.0042 ve P=0.0012;
sirasiyla). EMT belirteclerinin normal dokuya gore KRK dokularindaki 2/(-
Avg.(Delta(Ct)) degerleri ve ekspresyon profilleri Tablo-3’te verildi. istatistiksel
olarak anlamli bulunan E-KADERIN, TWIST ve SNAILin normal doku ile
karsilastirilarak bulunan KRK dokularindaki ekspresyonlari Sekil-7 ve S$ekil-
8'de ifade edildi.

Tablo-3: Normal doku ile karsilastinldiginda KRK timdrlerinde EMT belirteclerinin

ekspresyon profilleri.

27 (-Avg.(Delta(Ct))

MRNA Kat Degisimi P Degeri
Normal Doku KRK Doku
VIMENTIN 0.076 0.164 2,1 0.058
E-KADERIN 0.192 0.045 4,3 0.001
N-KADERIN 0.025 0.031 1,2 0.062
TWIST 0.067 0.173 2,6 0.046
SNAIL 0.021 0.082 3,9 0.004
SLUG 0.037 0.044 1,2 0.059
MMP-9 0.021 0.034 1,6 0.076

RT2 profiler PCR dizi veri analizi bagimsiz érnek T-testi ve SPSS 'de ki-kare testi

ile degerlendirilmistir.*p < 0.05'ten kiglk degerler kalin harf ile yaziimistir.
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Sekil-7: Normal doku ile karsilastinldiginda KRK dokularinda istatistiksel olarak anlamli
ekspresyon degisimi gosteren (A) E-KADERIN, (B) SNAIL ve (C) TWIST ekspresyonlari.
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Sekil-8: Takip suresi icerisinde karaciger metastazi belirlenen (n=21) ve belirlenmeyen (n=64)
primer KRK timoérlerinde (A) E-KADERIN, (B) SNAIL, ve (C) TWIST mRNA ekspresyon
profilleri. TWIST mRNA ekspresyonu metastatik KRK’da yuksek bulundu.
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Metastatik karaciger tumorleri (n=21), takip suresi igerisinde nuks eden
(n= 9) ve niks etmeyen (n=12) seklinde iki gruba ayrildiginda ise SNAIL
ekspresyonunda niks etmeyen karaciger dokularina gére niiks eden grupta 2-
kat artis belirlendi (P<0.0001). Bu hasta gruplarinda E-KADERIN, SNAIL ve
TWIT mRNA’larinin ekspresyon degdisimleri Sekil-9'da ifade edildi.
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Sekil-9: Niks yapan ve yapmayan karaciger timorlerinin primer KRK’lardaki (A) E-KADERIN,
(B) SNAIL ve (C) TWIST mRNA’larini ekspresyon dederleri. SNAIL mRNA ekspresyonu niiks
gelisen mKK olgularinda yiiksekti (C)
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Metastaz ve metastazektomi sonrasi nuks surecinde PI3K, AKT, mTOR,
RAS, MYC, HIF1, TGFB ve TP53 sinyal yolaklarinin kesisim noktalarinda yer
alan APC, AXIN, P53, MYC, TNF, PIK3CA, mTOR, VEGF, SOX2, CERBB2,
SMAD4, SMAD2, LTB, ICAM, PPH1A, MEK, STATZ3’ in ekspresyonlari mRNA
duzeyinde analiz edilerek sinyal yolaklarinin aktiviteleri incelendi.
Degerlendirilen 19 mRNA arasindan MEK, mTOR, SMAD3 ve STAT3
ekspresyonlari normal dokuya gore tumoér dokuda ylksek ekspresyon
gosterdi. mRNA’larin ekspresyon profilleri Sekil-10’da clustergram grafigi
olarak gosterildi. Belirte¢ adaylarinin ekspresyon profilleri ise Tablo-4’te ifade
edildi.

dnouig joruoly

T dnoug
7 dnoug

Magnitude of gene expression

min avg miax

Sekil-10: Clustergram analizi. *Control group: Normal kolon dokusu (n=12), Group 1: Metastaz
yapmayan KRK (n= 64), Group 2: Metastaz yapan KRK (n=21).

37



Tablo-4: Normal doku ile karsilastirildiginda KRK timérlerinde farkhlik
gOsteren mRNA'lar.

27 (-Avg.(Delta(Ct))

mMRNA Kat Degigimi P Degeri
Normal Doku KRK Doku

MEK 0.023 0.082 3,56 0.0023

mTOR 0.063 0.156 2,47 0,0001

SMAD3 0.092 0.198 2,15 0.0045

STAT3 0.192 0.449 2,34 0.0234

RT2 profiler PCR dizi veri analizi bagimsiz 6rnek T-testi ve SPSS 'de ki-kare testi ile
degerlendirilmistir.*p < 0.05'ten kug¢uk degerler kalin harf ile yazilmistir.

Takip suresi igerisinde karaciger metastazi gosteren 21 KRK tumaora, bu

sure igerisinde metastaz gelisimi belirlenmeyen 64 KRK dokusu ile
karsilastirildiginda, SMAD3 ve STAT3 ekspersyonlarinda anlamli bir degisim
belirlenmedi. Bununla birlikte metastaz yapan KRK dokularinda MEK
ekspresyonu 2.3-kat, mTOR ekspresyonu ise 2.2-kat artti (P= 0.001,
P<0.0001; MEK ve mTOR

ekspresyonlari Sekil-11’de ifade edildi.
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Sekil-11: Takip suresi icerisinde karaciger metastazi belirlenen (n=21) ve belirlenmeyen
(n=64) KRK tuimdrlerinde (A) MEK ve (B) mTOR mRNA’larinin primer KRK’lardaki ekspresyon
profilleri.
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Metastatik karaciger tumorleri (n=21), takip suresi igerisinde niks eden
(n= 9) ve nuks etmeyen (n=12) seklinde iki gruba ayrildiginda ise bu iki
MmRNA’dan sadece mTOR’un ekspresyonunda niks etmeyen Kkaraciger
dokularina gore nuks eden grupta istatistiksel olarak anlamlik belirlendi (Sekil-
12; P<0.0001).
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Sekil-12: Niks yapan ve yapmayan karaciger timoérlerinde (A) MEK ve (B) mTOR mRNA’larini
primer KRK’lardaki ekspresyon degerleri. (Primer KRK hucrelerinden ¢ahsildi)

Hastalarin %73’ (n=62) 5-FU bazli adjuvant KT aldi. Bu tedaviyi gore
62 hastanin 21’i 5FU bazli tedaviye ek olarak anti-EGFR (cetuximab,
panitumumab) tedavisi gordu. Adjuvan tedavinin hastaliksiz ve genel sag
kalima bir etkisi belirlenmedi (Long Rang: 2.093, P=0.222, Long Rang: 2.097,
P= 0.192). Gruplar arasinda vyetersiz dagihmidan dolayr molekuler

parametreler ile tedavi arasinda istatistiksel analiz yapilamadi.
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Takip suresince 14 hasta yagamini yitirdi. Genel sag kalim ortalama 84 ay
olarak belirlendi. Hastaliksiz sag kalim da ortalama 51 ay olarak saptandi.
CD44 ve mTOR kisa sag kalim ile anlamlilik gésterdi (Long Rank: 1.904, P=
0.0243, P= 0.0104). Ozellikle metastazektomi sonrasi tekrarlayan niikslerde
anlamli gelen parametrelerden CD44, TWIST, MEK ve mTOR’un hastaliksiz
kisa sag kalim ile iligkileri incelendiginde, CD44 ve MEK ile kisa hastaliksiz
sag kalim arasinda bir iligki saptanmazken, yuksek mTOR ekspresyonu
hastaliksiz kisa sag kalim ile istatistiksel olarak anlamhlik gosterdi (Sekil-13,
P=0.001).
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Sekil-13: (A) CD44, (B) MEK ve (C) mTOR ekspresyonlarinin metastazektomi sonrasi primer
KRK’lardaki hastaliksiz kisa sag kalim ile iligkileri.
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Bununla birlikte mTOR aktivitesinin, CD44 ve MEK yuksek ekspresyonlarinin

genel sag kalimla anlamh bir ilisksi saptanmadi (P= 0.324, P=0.102, P=

0.073).
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Sekil 14: (A) CD44, (B) mTOR ve (C) MEK ekspresyonlarinin metastazektomi sonrasi genel

sag kalim ile iligkileri.
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TARTISMA ve SONUG

Dinyada en yaygin gorllen gastrointestinal sistem timarlerinden biri olan
KRK’da en o6nemli problem senkron ya da metakron karaciger metastazi
gelisimdir. Metastazektomi, mKK hastalarinda en etkili tedavi yontemidir.
Ancak uygulanan bu cerrahi rezeksiyon sonrasi hastalarin yaklasik %50-70"’
inde nuks olusabilmektedir. Bazi hastalar bu amagla major cerrahi rezeksiyona
ihtiyag duymakta ve bu da iglem riskini arttirmaktadir. Bu hastalarda 5 yillik
sag kalim %25-50 oranindadir (2). Dolayisiyla hangi hastalarda metastaz
gelisebilecegini veya hangi hastalarin metastazektomi sonrasinda nuks
ihtimalinin ~ ydksek oldugunu ©6ngoérmek icin kullanilabilecek ideal
biyobelirteclere ihtiyag duyulmaktadir. Klinikte, primer timdre ait lenf nodu
durumu, karacigerdeki lezyon sayisi, preoperatif CEA seviyesi, mKK
hastalarinda prognozu tahmin etmede 6nerilen parametrelerdir (2,4). Ancak
ginimizde bu hastalarda niksi ve kisa sag kalimi belirlemede
kullanilabilecek guglu bir parametre ya da skorlama sistemi bulunmamaktadir.
Bu nedenle mevcut tez cgalismasinda KRK’dan mKK olugsumunda ve
metastazin cerrahi tedavisi sonrasinda da nuks eden tumorlerde prognostik
belirteclerin belirlenmesine calisiimistir.

Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak takip stresinde mKK gelisimi gézlenen
21 hasta ile mKK gelismeyen 64 hastanin primer KRK dokularinda kok hicre
ve EMT belirtecleri ve kanser gelisiminde énemli sinyal yolaklari incelendi.
Cahismanin ikinci asamasinda ise prognostik belirte¢ adaylari, mKK’da cerrahi
tedavi yapildiktan sonra nuks eden 9 hastanin primer tumor dokusu ile nuks
gelismeyen 12 hastanin primer tumor dokusunda karsilastirilarak analiz edildi.

Takip suresinde mKK gelisimi gdzlenen hastalara ait primer KRK’larda kok
hicre belirteglerinden CD133, NANOG, OCT4 ve SOX2'de istatistiksel bir
ekspresyon farkliligi belirlenmezken CD44 ekspresyonu bu timoérlerde, mKK
gelisimi gozlenmeyen tumdrlere goére yuksek bulundu. Non-kinaz bir
transmembran glikoproteini olan CD44, kanser kok hucreleri de dahil olmak

uzere cesitli hucre tiplerinde asiri eksprese edilmektedir ve siklikla kanser
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gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigi belirtiimistir (33). CD44'Un ana ligandi
olan Hyaluronan, CD44'e baglanarak hucre proliferasyonunu indukler, hicre
sagkalimini arttirir, hicre iskeleti degisikliklerini modile ederek hicresel
hareketliligi saglayan sinyal vyollarinin aktive eder. CD44’Gn yuksek
ekspresyonu KRK’da artan hiicre gogu ve 5FU kemoterapisine karsi direngle
iliskilendirilmektedir (34). Mevcut tez ¢calismasinda artmis CD44 ekspresyonu
metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde de istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Bununla birlikte bu kok hticre belirtecinin yiksek ekspresyonunu
metastezektomi sonrasi nuUks ile iliskilendiren bir c¢alisma literatirde
bulunmamaktadir. Yeterli vaka sayisi ile desteklenmesi halinde, CD44 ve
NANOG ekspresyonlari yluksek hastalarda metastaz gelisiminin 6nceden
Ongorilmesi, mevcut goruntlileme ydntemleri ile saptanmamis olmasina
ragmen hidcre dizeyinde metastatik oldugu dusunulen vakalarda neoadjuan
kemoterapi secgeneginin degerlendiriimesi mumkuin olabilir. Mevcut KRK
tedavi protokollerinde yeri tam olarak belilenmemis olan neoadjuan
kemoterapi verilecek hastalrin secilmesinde bu acgidan fayda saglanabilir.
Ayrica takip surecinde bu hastalarda rutinden erken goruntileme yapilabilir.
EMT son yillarda 6zellikle epitel kaynakh timaorlerin metastaz olusumunda
etkili mekanizmalardan biri olarak goérulmektedir (4). EMT nin; PI3K, AKT,
mTOR, RAS, MYC, HIF1l, TGFB ve TP53 gibi birgcok sinyal yolaklarini
kullanarak, mKK olusumunda goérev aldigi savunulmaktadir. Bu mekanizma,
normal dokuda, embriyogenez ve yara iyilesmesi sirasinda epitelyal hiicrelerin
mezenkimal karakter yetene@i kazandigi biyolojik bir stre¢ olarak kabul
edilmektedir. Kanser gelisiminde ise, tumor hlcreleri metastaz surecinde bu
mekanizmayi kullanarak, hucre-hicre adezyonu ve polariteyi de iceren
farklilagsmig epitel 6zelliklerini kaybetmekte, migrasyon kapasitesi artmisg,
ekstraselller matriks bilegsenlerini fazla miktarda ureten ve apoptozise direng
gosteren kanser kok hucre yeteneklerine sahip mezenkimal hucre 6zellikleri
kazanmaktadirlar (5). Mevcut tez calismasinda EMT belirteclerinden
VIMENTIN, E-KADERIN, N-KADERIN, TWIiST, SNAIL, SLUG ve MMP-9 6nce
primer KRK’larda normal kolon dokusu karsilastirilarak analiz edilmigtir.
Normal doku ile karsilastinldiginda KRK’larda, E-KADERIN, TWIiST ve
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SNAIL'in yuksek ekspresyon profili gozlenmistir. Metastaz gelisen hastalarda
ise sadece TWIST ekspresyonu yuksek bulundu. Metastaz takip suresinde
niks gelisimi gozlenen KRK’larda ise bu u¢ EMT belirtecinden sadece
TWISTin mKK gelisiminde rol oynadigi belirlenmigtir. Bununla birlikte
mKK’larda metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde EMT belirteglerinde
istatistiksel olarak anlamh bir degisim belirlenmemistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda EMT’nin primer KRK’dan mKK olugsumunda goérev aldigi ancak
metastazektomi sonrasi nidks olusumu slrecinde etkili olmadigi
ongorulmastir. Metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde ise EMT
belirteglerinden sadece SNAIL ekspresyonu artigi anlamli geldi. Tek bir
belirtecteki artis EMT aktivitesini gostermek igin yeterli olmadiginda elde edilen
sonuglar dogrultusunda EMT’nin primer KRK'dan mKK olusumunda gérev
aldigr ancak metastazektomi sonrasi nuks olusumu surecinde etkili olmadigi
ongorulmastur. Mevcut literatirde, EMT'nin, timor hicresi istilasi ve metastazi
ile iligkili hepatositlerin malignitesinde bir artisa neden oldugunu gdsteren bir
calisma mevcuttur (35). Bu ¢alisma da in-vitro ortamda yapilmis olup mKK’da
degdil primer hepatoseluler kanser hucrelerinde gergeklestiriimistir (35).
Gunumuzde, EMT mekanizmalarinin kronik inflamasyon ve hepatik fibroz
sirasinda miyofibroblastlar olusturmak icin kullanildigina dair kanitlar
birikmektedir ve hepatosit soyunun fibrozisin ilerlemesine katkida
bulundugunu géstermektedir (35). Ancak mKK’larda EMT sUlrecinin aktivitesini
gosteren bir yayin bulunmamaktadir.

PIK3CA, AKT, mTOR, RAS ve Wnt, metastaz surecinde dnemi belirlenen
baglica sinyal yolaklandir (36). Bu yolaklar hicre ylzey reseptorlerinden
baglayarak nukleus i¢i sinyalizasyona kadar devam etmektedirler. Bu dort
yolagin herhangi birinin aktivasyonu sonucunda hucreler, proliferasyonda
artma, apoptozdan kagma ve kemotrapiye karsl diren¢ gibi bircok 6zellige
kavusmaktadirlar. Sinyal yolaklarinin aktivasyonlari genetik degisimler ile
olusabilecegi gibi epigenetik degisimler sonucunda da gergeklesebilmektedir.
Epigenetik degisimler populasyonlar arasi farklilik gdsterdiklerinden dolayi
sinyal yolaklarinin aktivasyonlari etnik kokenlere, beslenme sekillerine ve

cevre kosullarina gore degisken olabilmektedir (37). Mevcut tez galismasinda
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KRK’dan mKK olusumunda PI3K, AKT, mTOR, RAS, MYC, HIF1, TGFB ve
TP53 sinyal yolaklarinin kesisim noktalarinda yer alan APC, AXIN, P53, MYC,
TNF, PIK3CA, mTOR, VEGF, SOX2, CERBB2, SMAD4, SMAD2, LTB, ICAM,
PPH1A, MEK, STAT3 genleri mRNA dlzeyinde incelenerek, bu siregte aktif
olan sinyal yolaklari arastiriimigtir. Normal doku ile karsilastinldiginda primer
KRK’larda RAS, TGFB ve mTOR yolaklarinda gorev alan MEK, mTOR,
SMAD3 ve STAT3 mRNA'lar yliksek eksprese bulunmustur. KRK’'dan mKK
yapan timorlerde bu mRNA’lardan sadece MEK ve mTOR ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Bununla birlikte metastazektomi
sonrasi nuks gelisimi gézlenen mKK’larda ise mTOR yolaginin aktif oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda primer kolorektal timor
hicrelerinin, mTOR sinyal yolagini kullanarak, hiicre blylimesini ve hulcre
proliferasyonunu  arttirdigi, bdylece mKK  olusumunun  basladigi
dugunulmektedir. Kanser hucrelerinde sinyal iletimi siklikla sitoplazmik
serin/tirozin kinazlar tetikleyen reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonunu
icermektedir. mTOR, hucre i¢i sinyal kaskatlarinda merkezi bir noktaya
yerlesmis olan hdcre igi bir serin/treonin protein kinazdir. Kanserde énemli
oldugu saptanan PI3K/AKT, MAPK/Ras gibi bircok blyuk sinyalizasyon yolu
arasinda yer almaktadir. Mevcut tez galismasinda metastazektomi sonrasi
niks gelisimi ile anlamhlik gésteren MEK ise RAS/RAF/MEK/ERK yolagini
kullanarak mTOR sinyalisazyonunun aktif olmasina neden olmaktadir.
RAS/RAF/MEK/ERK hemen hemen tim okaryotik organizmada birgok genin
transkripsiynunu kontrol ederek; hicre buyumesi, bélinmesi, transformasyon,
metabolizma kontrolu, hicre gogu, apoptoz gibi birgok 6nemli hicresel sureci
etkiler. Diger bir ifade ile buyime, ¢gogalma, farklilagsma ve apoptoz gibi 6nemli
hicresel gorevleri kontrol eden sinyalizasyon sistemi ile hicre digi sinyalleri
birbirine baglayan, evrimsel olarak korunmus bir sinyalizasyon yolagidir ve son
basamagi ile mTOR yolagini aktive ederek bu sureglerin olusumuna neden
olmaktadir. Mevcut tezde metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde onemi
belirlenen CD44’ Un MEK Uzerinden mTOR’'u uyardigi dusunidlmektedir.
Literatirde mide tumodrleri ve l6semi ile ilgili gerceklestirilen iki ¢alismada

CD44’Gn MEK aktivitesini uyardigi gosterilmistir. (38,39) Mevcut tez verileri
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bu literatur ile birlikte degerlendirildiginde CD44 yiksek ekspresyonunun MEK
uzerinden mTOR yolagini aktive ederek, KRK’larda metastaz surecini

baslattigi ve devam ettirdigi distnulmektedir.

sopReme L’® | l
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Sekil15: Primer kolorektal kanserden mKK olusumu.

Primer kolorektal kanserde EMT aktivitesi ile epitel kdkenli hicreler
mezenkimal 6zellik gostermekte (1), EMT aktivitesi ile primer tumor hicresi
kan damarlarina girerek karacigere tasinmakta (2), Ozellike metastazektomi
sonrasi nuks gelisiminde de rol oynayan bu hucrelerde mTOR yolagi ve
CD44 hucre yuzey belirteci aktivitesi bulunmaktadir (3), Mevcut tez sonucunda
elde edilen veriler literatirle karsilastirildiginda CD44'Un MEK Uzerinden
MTOR'u aktive ederek metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde rol oynadigi

ongorulmektedir.
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Karaciger metastazlarinda klasik tedavi yontemlerinden  biri
kemoterapidir. Bununla birlikte, bir ¢cok hastada adjuvan ya da neadjuvan
kemoterapi karacigerdeki metastazlari tek basina kontrol edememektedir. 5FU
ileri evre KK’larin birinci basamak kemoterapisinde standart olarak kullanilan
bir ilagtir. 5FU, DNA ve RNA'nin pirimidin molekullerine benzer yapiya sahip
olan heterosiklik bir aromatik organik bilesiktir. Bu molekil, C-5 konumunda
Hidrojen (H) yerine Flor atomu olan urasil analogudur. Bu nedenle urasil gibi
pasif tasima mekanizmasini  kullanarak hicre igerisine  hizlica
tasinabilmektedir. 5FU intra vendz ya da oral yolla verilmektedir. Ancak
vicuda girdikten sonra ilacin %80’i, bir karaciger enzimi olan dihidropirimidin
dehidrojenaz (DPD) tarafindan dihidroftirolrasile (DHFU) dénuastirilmektedir.
5FU, hicre icerisinde, florodeoksitridin monofosfat (FAUMP), florodeoksiridin
trifosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) gibi gesitli aktif metabolitlere
cevrilmektedir (38). mKK’da diger bir kemoterapi yaklasimi monoklonal
antikorlardan olugsmaktadir. Bevacizumab ve Cetuximab ileri evre kolon
timorlerinde kullanilan monoklonal antikorlar olmalarina ragmen bu
timorlerde bes yillik sag kalim orani %12°dir (40). Mevcut tez calismasinda 85
hastanin 62’si adjuvant KT almistir. Adjuvant KT Alan hastalarin %33.9'u ise
5FU tedaviye ek anti-EGFR tedavisi gormustir. Gergeklestirilen bu tedavilerin,
tedavi almayan hastalar ile karsilastirildiginda sag kalima veya kisa
hastaliksiz sag kalima bir etkisi saptanmamistir. Hasta sayisi arttirilarak
KT’nin mKK ile iligkisi net incelenebilir.

Calismamizin retrospektif yapilmis olmasi ve vaka sayisinin yetersizligi
en buyuk dezavantajimizi olugturmaktadir. Bu nedenle istatistiksel analizler
sirasinda gerek genetik ve epigenetik gerekse Kklinik farkliliklarin
degerlendiriimesinde ve anlaml sonugclar elde edilmesinde sinirli kalinmistir.

Diger yandan 6rneklemin sadece primer tumor odaginda yapilmasi, metastatik
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ortamda yapilmamasi ¢alismanin bir diger eksik tarafidir. Metastatik alanda
olusabilecek 6zellikle potansiyel epigenetik degisikliklerin durumunu da tespit
etmek calismaya deger katabilirdi. ileriki calismalarda hem metastatik odak
ve gevresinden hem de nuks gelisen odaktan yapilan érneklemeler bu sorulara
yanit olacaktir.

Yapilan bu calismada, mKK olusumu ve gelisiminde rol oynayan
molekiler mekanizmalar ortaya c¢ikartilarak bu timarlerin biyolojik davranislari
ongorulmeye calisildi. Mevcut arastirmada epitel kokenli tumorlerin
olusumunda ve prognozunda iligkili olabilen RAS, PIK3CA, P53, mTOR, VEGF
sinyal yolaklarinin, kok hicre belirtecleri ve EMT mekanizmasi incelendiginde
kok hucre belirteclerinden CD44’Gn sinyal yolaklarindan ise mTOR’un
metastazektomi sonrasi nuks gelisiminde etkili olduklari saptanmigtir. Yuksek
vaka sayisi ile validasyon ve fonksiyonel analizler ile verilerin desteklenmesi
gerekmekle birlikte primer KRK timarlerinde ve/veya mKK’larda bu iki belirteg
adayinin takibi ile prognoz ve metastaz gelisiminin 6ngorulebilecegdi
dusunulmektedir.

Bununla birlikte, mevcut tezin sonucunda, bu belite¢ adaylarinin
hedeflenmesi ile KRK'li hastalarda neoadjuan kemotearpi gerekliligine ve
metastazli hastalarda metastazektomi yapilip yapilmamasina karar vermek
gibi yeni tedavi secgeneklerinin olusturuimasina katki saglanacagi
distnulmektedir. Ozellikle primer KRK’larda saptanan CD44, MEK ve mTOR
aktivasyonlarinin prognoz agisindan degerlendiriimesi gerektigi mevcut tez ile
ortaya cikartiimigtir. ileri analizler ve korelasyon calismalari gerekmekle
birlikte bu belirte¢ adaylarinin hedeflenerek bireye 6zgu tedavi segeneklerinin
olugsmasina yonelik calismalara yol goOstereci olacaktir. Ayrica Turk

toplumunda bu konuda vyapilmig bir c¢alisma olmamasi agisindan da
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calismamiz Onem arzetmekte ve bu tur c¢alismalara o6ncli olmasi

arzulanmaktadir.
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TESEKKUR

intisasim sirasinda degerli tecriibelerini, bilgilerini ve zamanlarini benimle
paylasan kiymetli hocalarima, meslektaslarima ve mesai arkadaslarima ayrica

sevgili aileme en kalbi duygularla tesekkur ederim.
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