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OZET

Glncel bulgular KRK’li hastalarda K-ras ve BRAF gen
degisikliklerinin potansiyel prognostik ve prediktif degerlerini gostermektedir.
Bizim calismamizin amaci kolorektal kanserli hasta gurubunda K-ras ve
BRAF genlerindeki mutasyonlari tanimlamak ve c¢esitli klinopatolojik
parametrelerle iligkisini degerlendirmektir.

Bu calismada, kolorektal kanser ve onlarin normal ¢evre dokularinin
alindigi 50 hastanin parafine gomulu doku bloklari kullanilarak K-ras
onkogeni kodon 12, 13, 61 ve BRAF onkogeni kodon 600 nokta mutasyonlari
ile timorun klinikopatolojik karakteristigi arastirilmigtir. BRAF geni ve K-ras
genindeki mutasyonlar dogrudan dizi analizi ile incelendi. Istatistiksel
analizde p< 0.05 degeri anlamh kabul edildi.

50 KRK’li hasta icinde %30 (n=15) K-ras mutasyonu saptadik. Kodon
12, kodon 13 ve kodon 61’deki mutasyon sikliklari sirasiyla %22 (11/50), %6
(3/50) ve %2 (1/50) idi. BRAF mutasyonlari nadirdi ve sadece bir hasta
kodon 600 mutasyon tasiyicisiydi.

Sonuglarimiz tumor lokalizasyonunun K-ras gen mutasyonu ile
anlamli iligki gosteren tek faktor oldugunu gosterdi. Yas, cinsiyet, tumor
diferansiyasyonu, timor morfolojisi ve evre gibi diger klinopatolojik ozellikler

K-ras gen mutasyonlari ile pozitif iligki gostermedi.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, K-ras, BRAF, DNA dizi analizi
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SUMMARY

investigation of K-ras and BRAF Gene Mutations by Molecular Genetic

Methods in Colorectal Cancer Patients

Recent evidence highlights the potential prognostic and predictive
value of BRAF and K-RAS gene alterations in patients with colorectal cancer.
The objective of our study was to identify and assess mutations in the K-ras
and BRAF genes in a cohort of patients with colorectal cancer for their
association with various clinicopathological parameters.

We investigated the clinicopathological characteristics and point
mutations of K-ras oncogene codons 12, 13, 61 and BRAF oncogene codon
600 using paraffinembedded materials from cancerous and the surrounding
normal tissues of 50 colorectal cancer cases. Mutations in the BRAF gene
and the K-ras gene were examined by direct sequence analysis. In statistical
analysis, the level of significance was set at p<0.05.

Among the 50 colorectal cancer patients, we detected %30 (n=15)
mutations in the K-ras gene. Mutation frequencies at codon 12, codon 13 and
codon 61 were %22 (11/50), %6 (3/50) and (%2, 1/50) respectively. BRAF
mutations were rare, and only one patient (%2) harbored a detectable
mutation at codon 600.

Our results showed that tumor location was the only factor that
showed an obvious relationship with K-ras gene mutation. Other
clinicopathological features, such as age, gender, tumor differentiation, tumor
morphology, and stage, showed no positive relationship with K-ras gene

mutations

Key Words: Colorectal cancer, K-ras, BRAF, DNA sequencing

analysis
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GIRIS

Kolorektal kanser (KRK) tum dunyada en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir (1). Dinya Saglik Orguti’'niin (DSO) 2008 yili verilerine gére her vyil
yaklasik olarak 7,6 milyon insan kanser nedeniyle olmektedir. Bu sayi
dunyadaki tum olumlerin yaklagik olarak %13’ Unu olusturmaktadir. KRK
nedeniyle her yil yaklasik olarak 610.000 insan 6lmektedir ve kanserle iligkili
Olumler arasinda dorduncu sirada yer almaktadir (2).

T.C. Saglhk Bakanhdr Kanserle Savas Daire Bagkanligrnin
(TCKSDB) 2004-2006 yillari arasinda yaptigi istatistiklere gore KRK, yasa
standardize insidans hizi bakimindan akciger kanseri ve meme kanserini
takiben Uguncu sirada yer almistir. Yerlesim yerine gore ise erkeklerde KRK
sirasiyla akciger, prostat ve mesane kanserlerini takiben dorduncu sirada yer
alirken, kadinlarda meme kanserini takiben ikinci sirada yer almigtir (3).

KRK’lerin prevelansi her iki cinsiyette birbirine egittir. Hastalarin
blyuk boéluml 60 yas ustindedir ve genellikle aile dykusu yoktur. Sporadik
hastalarda ileri yas ve diyet onemli risk faktorleridir. Herediter KRK’ler tum
olgularin %%’ini olusturmaktadir. KRK’lerin tamamina yakini adenomalardan
kaynaklanmaktadir (1).

KRK onkogenlerin aktivasyonu (Ras v.b), tumor supresor genlerin
inaktivasyonu (APC, Tp53, DCC v.b) ve DNA tamir genlerinin bozulmasi
sebebiyle olugsmaktadir (4). KRK’lerin patogenezinde genetik yatkinlik ve
cevresel faktorlerin etkilegsimi s6z konusudur. Genetik yatkinhigi olanlarda
cevresel faktorlerin etkisiyle kanser gelisme riskinin arttigi ortaya konmustur
(5).

Etiyolojide ¢ok sayida faktorin rol oynadigi dusunulmekle birlikte,
kesin neden bilinmemektedir. Buna karsilik hastalarin ¢ok az bir kisminda
kalitsal gecis sorumludur. K-ras geni, KRK gelisiminde genetik yollardan biri
olan tumor baskilayici yolda yer alan bir protoonkogendir (6). KRK’lerin
yaklasik %20-50’sinde K-ras mutasyonu bulunmaktadir. KRK'de g6zlenen en

yaygin mutasyonlar K-ras geninin 12. ve 13. kodonlari Uzerindedir (7). Kodon



12, 13 veya 61'deki mutasyonlar ras protoonkogenlerinin onkogenlere
donusmesine neden olur. Sonug¢ olarak otonom hucre blyumesi ve
¢ogalmasi meydana gelir. Ras gen mutasyonlarinin KRK olusumunda
baslatici olay oldugu dusunulmus, ras gen mutasyonlu adenomlarin ras gen
mutasyonsuz adenomlardan daha hizli ilerleyerek tumoére yol agtigi
saptanmigtir (6).

BRAF onkogeni serin protein kinaz ailesinden RAF’a ait proteini
kodlar. Bu protein hucre boélunmesi, diferansiyasyonu ve sekresyonunda
onemli olan ‘Mitojen Akive Protein Kinaz' (MAPK)/Erk sinyal yolaginin
dizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. KRK'lerin yaklasik %9-11'inde BRAF
mutasyonu bulunmaktadir. BRAF geninde en sik saptanan mutasyonlar
kodon 600 Uzerindedir (7).

Metastatik KRK’lerin tedavisinde son yillarda ‘Epidermal Buyume
Faktor Reseptord® (EGFR) sinyal iletisini engelleyen ajanlar Kklinikte
kullanilmaya baglaniimigtir. EGFR’yi hedef alan yeni monoklonal antikor
ajanlar tedavide kullaniimaktadir. Bu ajanlar setuksimab ve panitumumab
olarak bilinmektedir (8,9). K-ras mutasyonu setuksimab ve panitumumab ile
tedaviye yanit vermeyen hastalarin %30-40’inda saptanmigtir (10-12). Ayrica
BRAF V600E mutasyonu saptanmis olan hastalarin anti-EGFR ile tedaviye
yanitsiz olduklari bulunmustur (13,14).

Kolorektal Kanser (KRK)

Epidemiyoloji

Tam dunyada her yil 1 milyondan fazla insan KRK tanisi almaktadir.
Gelismis ulkelerde hastaliga 6zgu mortalite yaklasik olarak %33 oranindadir
(15). Avrupa’da gastrointestinal sistem kanserleri en sik kanserlerdir; bunlarin
yarisindan fazlasi kolondan kaynaklanir ve yaklagik olarak her yil 250.000
yeni KRK tanisi konmaktadir. Bu da tum malignitelerin  %9’unu
olusturmaktadir (16). KRK'ler, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) akciger
kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (17). Gelismis Ulkelerde

gelismekte olan Ulkelere oranla daha yuksek insidans oranlari



gozlenmektedir. KRK vakalarinin Ggte birinden azi gelismekte olan ulkelerde
ortaya cikmaktadir. Insidans oranlari Afrika’da ve Japonya digindaki Asya
Ulkelerinde goéreceli olarak daha dusuktur. Japonya, Avrupa ile benzer
insidansa sahiptir. Insidanstaki bu cografik farkhliklar temel olarak genetik
yatkinlik Gzerine eklenen diyet ve ¢evresel faktorlere baglanmaktadir (18).

TCKSDB’nin 2004-2006 yillart arasinda yaptidi istatistiklere gore
KRK’in insidans hizi erkeklerde 100.000'de 17, kadinlarda ise 100.000'de
11,7 olarak saptanmistir. KRK’ler yerlesim yerine gore erkeklerde %7 oranla
dordincu sirada, kadinlarda ise %7,9 oranla Uguncu sirada gorulmektedir
(3).

Etiyoloji

KRK'in gelismesinde hem c¢evresel faktorler hem de genetik faktorler
rol oynarlar. KRK'i, cevresel faktorlerin cok onemli katki sagladigi genetik bir
hastalik olarak tanimlamak mumkundur (19-21).

Cevresel Faktorler

Gunumuzde KRK igin tanimlanan en onemli risk faktori beslenme
aliskanh@! ve fiziksel aktivitedir (22). Diyet ve yagsam tarzi degisikliklerine
uyum gosteriimesi halinde KRK sikliginin %50 oraninda azaltilabilecegi
tahmin edilmektedir. Diyet igerigi ne olursa olsun, toplam eneriji tuketimi KRK
gelisimi ile pozitif yonde baglantihidir. Sigara kullanimi ile basta bira olmak
uzere alkol tuketimi KRK riskini artirmaktadir (23). Agir alkol alanlarda KRK
riski hafif igicilere kiyasla 60 kat artmistir. Sigara igenlerde KRK riskinin hig
icmeyenlere gore 16 kat arttigi belirlenmistir (24). ‘Bati Tipi’ yani kirmizi etten
zengin, dolayisiyla yag orani yuksek, lif orani dusuk beslenmenin KRK
olusumunu kolaylastirdigi dusunulmektedir. Ancak son veriler dusuk yagli
diyetlerin sagladiklari diger saglik avantajlarina ragmen KRK olugsumuna
etkilerinin olmadigini gostermigtir. Diyetteki lif oraninin rolu tartigmalidir.
Meyve ve sebze agirhkh beslenmenin KRK gelisimini engelleyip
engellemedigi hakkindaki arastirmalar devam etmektedir (23). Asagida KRK

etiyolojisinde etkili olan gevresel faktorler 6zetlenmigtir (Tablo-1).



Tablo-1: KRK sikligini arttiran ve azalan faktorler (25).
SIKLIGI ARTTIRANLAR SIKLIGI AZALTANLAR

Fazla doymus yag ve kirmizi etfFolat agirlikli vitamin ve fiberden zegin

tiketimi diyet

Sigara kullanimi [Kolonoskopi ile adenomatdz poliplerin
[Erkek cinsiyet alinmasi

Alkol kullanimi Postmenopozal hormon replasmani
Sedanter yasam NSAI ilag kullanimi

\VKI artisi ve Abdominal Obezite
VKI; Viicut kitle indeksi, NSAI; Non steroid anti inflamatuvar

Genetik Faktorler
KRK’ler ¢ogunlukla sporadik olarak gozlenirken, %25’lik kisminda
aile 6ykusu mevcuttur. Vakalarin %5-6’lik kismi ise major genlerdeki kalitsal

mutasyonlar sonucunda olugsmaktadir (26).

Major KRK Genleri ve Sendromlar

Familyal Adenomatoz Polipozis (FAP)

Genellikle yagamin ilk dekatindan sonra kolon ve rektumda olusan
poliplerle (sayisi yuzlerce-binlerce olan) karakterize, otozomal dominant
(O.D) kalhitim tipine sahip ve diger faktorlerden bagimsiz olarak 40’ yaslarda
KRK gelisimine neden olan bir sendromdur. Tum KRK olgularinin %1’inden
daha azini olusturur. Avupa’daki sikhgr 1/11300-1/37600 arasinda
degismektedir. FAP, osteoma, dis problemleri, konjenital retinal pigment
epitel hipertrofisi ve kolon digi timoarler (desmoid tumorler, mide tumorleri,
diodenum/ince barsak tumorleri, troid kanserleri, pankreas tumorleri,
hepatoblastom ve santral sinir sistemi tumorleri) gibi bulgularla birliktelik
gosterebilir.

Attenie Familyal Adenomat6z Polipozis Sendromu (AFAP), FAP
sendromunun daha selim formudur. Sayisi 10 ile 100 arasinda degisen daha
az sayidaki kolorektal adenomatdz poliplerle karakterizedir. Poliplerin

olusumundan sonra tim yasam boyunca yaklasik olarak %69 oraninda KRK



gelisme riski vardir. Duodenum/periampuller bdlge tumorleri ve troid
kanserleri gibi bazi kolon digi timoérler AFAP sendromuna eslik edebilir (26,
27).

Gardner  Sendromu, FAP  sendromunun  bir  varyantidir.
Gastrointestinal polip, osteoma, dis problemleri, desmoid tumorler ve
epidermoid kistler gibi cok sayida bulgunun eslik ettigi bir sendromdur (28).

Turcot sendromunda kolorektal polipozis ile birlikte merkezi sinir
sistemi (MSS) maligniteleri mevcuttur. Olgularin 2/3’'iGnde APC (Adenomatdz
Polipozis Koli) geninde mutasyon vardir. Digerlerinde ise Herediter Non
Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) olgularinda oldugu gibi DNA
(Deoksiribonukleik Asit) tamir genlerinde (MMR; Mismatch Repair Gen)
mutasyon s6z konusudur. MSS bulgulari arasinda medulloblastoma,
glioblastoma ve epandimoma sayilabilir (23).

FAP, AFAP, Gardner ve Turcot sendromlari kromozom 5qg21
bolgesinde yerlesimli, tumor stupressor bir gen olan APC genindeki germline
mutasyonlar sonucunda olugsmaktadir (29). Ailesel sendroma sahip hastalar
APC geninin mutant bir kopyasini gegirirler; diger APC alelinde iglev kaybina
neden olan bir mutasyon geligtiginde mukoza epitel hucrelerinin baylimesi
normal olarak kontrol edilemez ve polip gelisir (23).

Hastaligin siddeti ve kolon disi tutulum ozellikleri APC genindeki
mutasyonun lokalizasyonu ile iligkilendiriimektedir. Kodon 1250 ve 1464
arasindaki mutasyonlarda ¢ok sayida polip (1000 ve Uzeri) saptanmistir.
Kodon 157'den onceki ve kodon 1595'ten sonraki mutasyonlar ile ekzon
9'daki alternatif baglanti bodlgelerinin  mutasyonlart  AFAP ile iligkili
bulunmustur. APC geninin tekrar bolgelerindeki mutasyonlar ara bir fenotip
olusturur (100 ile 1000 arasinda adenomun oldugu). Kodon 311 ve 1444
arasindaki mutasyonlar, retinal pigment epitel hipertrofisi ve desmoid
tumorler ile iligkili bulunmustur (30).

MUTYH (MutY homolog gen) iligkili Polipozis Sendromu

KRK gelisme riski yuksek olan ve kolorektumda cok sayida
adenomato6z polipin varligi ile karakterize otozomal resesif (O.R) kalitilan bir

sendromdur. Onemli gastroenterolojik bulgulari FAP ile ortaktir. MUTYH



iligkili polipozis sendromunun kolonik oOzellikleri AFAP’I taklit eder ve
adenomlarin sayisi 100’e kadar degismektedir. Duodenal ve ekstraintestinal
kanser olusumu gozlenebilir (26, 31).

MutY homolog geni kromozom 1p vyerlesimli olup DNA tamir
mekanizmasindan sorumlu proteinleri kodlamaktadir. Hastaligin
gelismesinde MUTYH genindeki iki mutasyon; Tyr165Cys (kodon 165’te
trozinin sisteine donusmesi) ve Gly382Asp (kodon 382’de glisinin aspartata
donusmesi) mutasyonlari yaygin olarak gozlenmektedir (32).

Lynch Sendromu (Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser
Sendromu)

O.D olarak kalitilan ve MMR (mismatch repair genes; hata onarim
genleri) genlerindeki mutasyonlar sonucunda olugsan bir sendromdur. En sik
gOzlenen herediter KRK sendromudur. KRK sendromlarinin yaklasik olarak
%3’unu olusturmaktadir. Polipozis nadirdir. Lynch sendromu (LS) ile iligkili
genlerde mutasyon tasiyicisi olan bireylerin tim yasamlari boyunca KRK’e
yakalanma riskleri %80’dir.

LS’de gelisen kolon kanserleri genellikle sag tarafta lokalizedir.
Siklikla musindz veya tash yuzik hilcre morfolojisi goOsterirler. Tumor
cevresinde lenfoid agregatlar ve lenfosit infiltrasyonu karakteristik olup artmis
mikrosatellit insitabilitesi gosterirler (33).

HNPCC icin 1990 yilinda uluslararasi katilimin oldugu bir toplanti ile
Amsterdam’da tani kriterleri olusturulmustur; Amsterdam kriterleri olarak
bilinmektedir (Tablo-2). Bu kriterler LS’lu ailelerin belilenmesi amaciyla genel
bir yaklasim saglamistir. Ancak bu kriterleri tagimayan fakat bir takim
germline MMR gen mutasyonlari tasiyan aileler bildirilmigtir. Bu nedenle
kapsamli olarak sayilmamis ve 1999 yilinda bu sorunlari ¢gézmek ve klinik
olarak LS tanisini gelistirmek igin kriterler gelistirilerek revize edilmigtir;

Amsterdam kriterleri |l olarak bilinir (Tablo-2).



Tablo-2: Amsterdam ve Amterdam Il Kriterleri (34).

- 50 yasindan 6nce KRK tanisi almis aile
bireyi

- Etkilenmis iki nesil

- Etkilenmis U¢ akraba; bunlardan biri diger
ikisinden biriyle birinci derece akrabaligi
olmali

- FAP ekarte edilmeli

-LS iliskili kanser (KRK veya endometrium,

ince barsak, Ureter veya renal pelvis
kanseri) tanisi almis en az ¢ akraba.
-Bireyleden biri diger ikisinin birinci derece
akrabasi olmali

-En az ardisik iki nesilde etkilenme

-En az bir birey 50 yasindan 6nce tani almali

-Timorlerin patolojik inceleme ile | -KRK tanili bireylerde FAP ekarte edilmeli

dogrulanmasi gereklidir. -Timorlerin patolojik inceleme ile

dogrulanmasi gereklidir.

KRK; kolorektal kanser, FAP; familyal adenomatéz polipozis, LS; lynch sendomu

Amsterdam kriterlerinin diginda LS’li bireyleri saptamak igin daha kati
kurallari olan Bethesda kriterleri de kullaniimaktadir (Tablo-3) (34-36).

Tablo-3: Bethesda Kriterleri (36).

- 50 yasindan daha geng birisinde tanisi konmus KRK

- Senkron, metakron kolorektal ya da diger LS iligkili timorlerin varligi

- 60 yasindan daha geng bir bireyde MSI-H 6zelligi gosteren KRK varligi; timor infiltrasyonu
gosteren lenfosit varligi, Crohn benzeri lenfositik reaksiyon, misinéz/tagh yluzik morfolojisi
veya mediiller buyime paterni.

- 50 yasindan daha geng birinci derece akrabasinda tanisi konmus KRK veya LS iligkili
timor varligi

- Herhangi bir yasta birinci veya ikinci derece iki akrabasinda tanisi konmus KRK veya LS

iligkili timor varligi

KRK; kolorektal kanser, LS; lynch sendomu, MSI-H; Yuksek derece mikrosatellit instabilite

HNPCC iki alt gruba (Lynch family | ve Lynch family Il) ayrilmaktadir.
Lynch | sendromu; O.D kalitilan, erken baslangi¢ godsteren, baslica sag
tarafta lokalize ve siklikla birden ¢ok kolon kanserinden olugsma o6zelligi
gOsteren bir sendromdur. Lynch Il sendromu; Lynch | sendromuna ek olarak
endometriyum, meme, over ve mide kanserleri gibi kolon disi kanserlere

egdilim gosterir. (37, 38)



LS ile iligkili genler; MSH2 (mutS homolog2) kromozom 2p16
bdlgesinde, MLH1 (mutL homolog1) kromozom 3p21 bdlgesinde, MSH6
(mutS homolog6) kromozom 2p16 bdlgesinde ve PMS2 (Postmeiotic
segregation2) kromozom 7p22 bdlgesinde yerlesimlidir (Tablo-4). MSH2 ve
MLH1 genlerindeki mutasyonlar daha sik gorulmektedir. Bu genler DNA
replikasyonu sirasinda olusan kuguk insersiyon, delesyon ve yanlis baz
eslesmelerinin tamirinden sorumlu olan MMR proteinlerini kodlarlar. Bu
genlerdeki mutasyonlar tumor hucrelerindeki mikrosatellit instabilite (MSI)
acisindan onemlidir (33). Mikrosatellit dengesizliklerin bulundugu tumor
hdcrelerinin kaguk nukleotid tekrarlari iceren genlerindeki mutasyon oranlari
yuksektir. HNPCC olgularinda MSI fenotipine bagh olarak en sik mutasyona
ugrayan gen ‘Transforming Growth Faktor-p’ tip Il resptorudur (TGFR). Bu
resptor normal epitel hucresi buyume ve farklilagsmasini duzenleyen en
onemli bilesenlerdendir (23).

Muir-Torre  sendromunun (MTS) LS’nin bir varyantt oldugu
dugunulmektedir. O.D kaltim tipi gosterir. Siklikla MSH2 ve MLH1
genlerindeki germline mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Sporadik olgular
da bildirilmistir. Nadir bir sendrom olup, en az bir yag bezi neoplazmi ve en
az bir visseral malignite eslik etmektedir. Sebase6z adenomlar, karsinomlar
ve epitelyomalar MTS’nin karakteristik galanduler timorleridir. MTS ile iligkili
en yaygin visseral maligniteler kolorektal bolgeden ve genitouriner bolgeden
kaynaklanmaktadir. Bu visseral maligniteler sanildiginin aksine daha iyi
prognozludur (39).

Hamartomato6z Polipozis Sendromlari (Peutz-Jeghers Sendromu,
Juvenil Polipozis Sendromu, Miks Polipozis Sendromu ve Digerleri)

Peutz-Jeghers sendromu Ozellikle c¢ocukluk c¢aginda gorulen,
gastrointestinal kanalda gelisen hamartomatéz polipler, dudak mukozasi,
yanak mukozasi ve agiz c¢evresinde gelisen pigmente mukokutantz
lezyonlarla karakterize O.D kalitilan bir sendromdur. Prevalansi 1/8300 ile
1/280000 arasindadir. Farkli kanser turlerine (gastrointestinal, pankreatik,
akciger, meme, uterus, over ve testis) yatkinlik olugturur (40, 41). Klinik

olarak tani alan hastalarin bayik kisminda, kromozom 19p13.3 Uzerinde yer



alan ve serin treonin kinaz (STK) proteinini kodlayan tumor stpresor STK11
geninde mutasyonlar tespit edilmigtir (42).

Juvenil poliposis sendromu (JPS) erken baglangigl, nadir gorulen ve
gastrointestinal kanal boyunca hamartomatdz polip olusumuyla karakterize
bir sendromdur . Yasam boyunca KRK gelisme riski %39'dur . O.D
kalitimaktadir. Hastalarin %15 ile %20’sinde kromozom 18qg21.1'de
yerlesimli olan SMAD/DPC4 (deleted in pancreatic cancer lokus 4) geninde
mutasyonlar tespit edilmigti. SMAD/DPC4 geni TGF-beta sinyal yolaginda
kritik stoplazmik mediyatorlerin sentezinden sorumludur. Hastalarin %25 ile
%40'iInda kromozom 10g22-23 yerlesimli BMPR1A (bone morphogenetic
protein receptor 1A) geninde mutasyonlar saptanmistir. Sporadik olgular da
bildirilmistir (25).

Cowden sendromu nadir gorulen, O.D gegis gosteren, cilt ve mukoz
membanlarda ¢ok sayida hamartomat6z poliple karakterize bir sendromdur.
Gastrointestinal polipler, yuzde trikolemmomalar, agizda papillomalar, el ve
ayaklarda keratoz gorulmektedir (23). Polipler siklikla rektosigmoid bdlgede
yerlesmigtir. Nadiren KRK geligir. Bununla birlikte hastalarin yaklasik %10’
unda tiroid tumorleri ve yaklasik %50’sinde meme tumdorleri geligir. Germline

PTEN (phosphatase ve tensin homolog) mutasyonlari bildirilmistir (4).

Tablo-4: Major kolorektal kanser genleri ve iligkili sendromlar (25).

GEN veya GENLER [LISKILI SENDROM | KALITIM SEKLi| KRK GELISME SIKLIGI
APC FAP O0.D %100
APC AFAP O0.D %69
MUTYH MAP O.R %80
IMLHI, MSH2, MSH6, PMS2, LS O0.D %80

TACSTDI (EpCAM)

STK11 PJS 0.D %39
SMAD4 (DPC4), BMPRIA JPS 0.D %39
PTEN CS 0.D NADIR




Adenomlar

Polip, mukozal ylzeyden barsak Ilimenine dogru c¢ikan gozle
gorulebilir buyklikte, stromal hdcre kitlesi olarak tanimlanir (23). Polipler
patolojik olarak nonneoplastik hamartom (juvenil polip), hiperplastik mukozal
proliferasyon (hiperplastik polip) ve adenomatdz polip olarak siniflandirilir.
Daha ¢ok adenomlarin premalign oldugu dusunulmektedir. Toplum
taramalari ve otopsi incelemeleri orta yas ve yaslilarin %30’'undan fazlasinda
adenomatdz polip bulunabildigini gostermistir; ancak bu poliplerin %1’inden
azi maligndir (17). Adenomlar histolojik agidan Ug¢ ana gruba ayrilir. Bunlar;
tubller adenomalar, villoz adenomalar ve tubulovilloz adenomalardir. En sik
rastlanilan ve kolonoskopilerde c¢ikartilan adenomalarin %70-85’i tubduler,
%5’inden azini villbz adenomalar, %10-25'ini tubulovilloz adenomalar
olusturur. Adenomlarda malignite riski histolojik yapi, boyut ve epitel
displazisinin derecesine baghdir (37). Villoz adenomlarda kanser bulunma
riski %40 iken; tubulovilloz adenomlarda %22, tlibuler adenomlarda ise
%5’dir (43). Capl > 2cm ise karsinoma riski %40 duzeyindedir. Yuksek
dereceli displazide karsinoma donusme orani %27’dir (23).

inflamatuvar Barsak Hastaliklari

Ulseratif kolit zemininde displazinin saptanmasi erken kanser
gelisiminin en énemli belirtecidir (23). Ulseratif kolitli hastalarda hastaligin
suresi ile iligkili olarak KRK riskinin ilk 10 yilda yaklasik %3, 10-20 yilda %20,
30 yildan sonra ise %30'dan daha fazla arttigi hesaplanmaktadir (44-46).
Crohn hastaliginda da ulseratif kolitten daha az olmakla birlikte kanser riski
artmistir (47).

Ailesel Kolorektal Kanser

KRK’ler ¢ogunlukla sporadik olarak gozlenirken, %25’lik kisminda
aile Oykusu mevcuttur (48). Ailevi KRK vakalarinda risk ailede kanser
olgusunun gorulme yasi ve etkilenen birinci derece akraba sayisi ile iligkilidir
(49). Birinci derece iki akrabasinda KRK varsa risk 5-6 kat artar (23). 45
yasindan once birinci derece akrabada kanser Oykusu olan kigilerde KRK
riski 5.37 kat artmaktadir (50).
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Klinik Bulgular ve Tani

Kolorektal adenokarsinomlar yillarca klinik olarak sessiz kalabilir.
Belirtiler aylar, hatta yillar boyunca yavas yavas ortaya gikmaktadir (23).
KRK’lerde semptom ve bulgular timaérin lokalizasyonu, makroskopik yapisi,
tumorin yayillim derecesi ile kanama, perforasyon ve tikkanma gibi
komplikasyonlarin olugsumuna gore degisir (51).

Genellikle gorulen klinik bulgular sunlardir; digskilama aligkanliginda
degisiklik, anusten kanama, rektal akinti seklinde veya digkiyla karisik mukus
sekresyonu, digkinin 6zelliklerinde ve ¢apinda degisiklik, tenezm, karin agrisi
ve anorektal agri, distansiyon, obstruksiyon, tumor perforasyonu, abse, fistul,
kilo kaybi, halsizlik, istahsizlik ve anemi gorulmektedir (52).

Gayta ileogekal valvden sag kolona nispeten daha sivi halde
gectiginden ¢ikan kolon ve ¢ekum kaynakli kanserler herhengi bir obstriktif
semptom veya barsak aliskanlhiginda fark edilebilir degisiklige yol agmadan
daha buyuk boyutlara ulasabilir. Sag kolon lezyonlari genellikle Ulsere olup
gaytanin goérinumunde degisiklik yapmaksizin kronik, sinsi kan kaybina yol
acgar. Sonug olarak ¢ikan kolon tumorli hastalarda siklikla halsizlik, ¢carpinti
ve hatta anjina pektoris gibi semptomlar bulunur ve bu hastalarda demir
eksikligini isaret eden hipokrom mikrositer anemi saptanir. Kanser, aralikli
olarak kanama yaptigindan rastgele yapilan gayta gizli kan testi negatif
olabilir. Sonug olarak herhangi bir erigkinde agiklanamayan demir eksikligi
anemisinin varligi (premenapozal multipar kadinlar istisna) kolonun timunun
endoskopik ve/veya radyografik olarak incelenmesini zorunlu kilar .

Gayta transvers kolon ve inen kolondan gegerken daha konsantire
hale geldiginden buradan kaynaklanan tumorler pasaja engel olur, abdominal
kramp gelisimi, ara sira obrtriksiyon ve hatta perforasyona neden olurlar.
Batin radyografileri siklikla karakteristik aniler ve daralmig lezyonlari
gosterir.

Rektosigmoid bolgeye yerlesmis kanserler siklikla hematokezya,
tenesmus ve gayta g¢apinda incelme ile beraberdir. Anemi nadir bir bulgudur.

Bu semptomlar hastalar ve doktorlari hemoroid slphesine goturebilirken,
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rektal kanama ve/veya barsak aligkanhiginda degisiklik gelismesi acil dijital
rektal muayene ve prokto-sigmoidoskopiyi mecbur kilar (17).

KRK’lerin tanisinda oyku, fizik muayene, laboratuvar ve radyolojik
tetkiklerin akilct  kullanimi énem tasir. Oyklide daha 6nceden KRK,
adenomato6z polip, inflamatuvar barsak hastaligi, kalitsal KRK sendromlari ve
birinci derece akrabalarda KRK bulunup bulunmadiginin sorusturulmasi
gerekmektedir (23).

Rektal muayene anal kanaldan itibaren 7 cm mesafede bulunan
lezyonlarin saptanmasinda oldukga yararlidir. Tum KRK’lerin yaklasik %20'si
bu bolgede yerlestiginden rektal muayene fizik muayenenin bir parc¢asi olarak
mutlaka yapiimahdir (53). Fizik muayene ile ele gelen kitle, rektumda taze
kan bulagigl (genellikle sol kolon kanserlerini ) veya melena ( sag kolon
kanserlerinde ) ve gizli kanama bulgusu olarak gaitada gizli kan saptanabilir.
Adenopati, hepatomegali, sarilik ve pulmoner bulgular metastaza bagli olarak
saptanabilir (5).

KRK’li hastalarin rutin kan sayiminda anemi varligi tespit edilebilir
(54). KRK'li hastalarin tanisinda digkida gizli kan saptanmasi neoplazi
varligina dair kuskuyu artirir ancak testin negatif olmasi lezyon bulunmadigi
anlamina gelmez ve ileri arastirmalar sonlandiriimaz. Kolonik mukozanin en
saghkh arastirnimasi ve supheli lezyondan biyopsi alinmasi kolonoskopi
sayesinde olur. Hastalarin %95’inde c¢ekuma kadar tam bir inceleme
yapilabilir (55). Kolonoskopi KRK’lerin tanisinda altin standarttir. Cift kontrast
baryumlu kolon grafisi kolonun primer ve senkron tumorlerinin tespitinde
kullaniimaktadir (54). Cift kontrast kolon grafisi kolonoskopiye secenek bir
tetkik yontemi olsa da kuguk lezyonlari kagcirabilir. Ancak kolonoskopi
uygulamasi mumkun degilse, teknik olarak guglik arz ediyorsa ya da hasta
reddediyorsa bu tetkik halen blyuk adenomlari ve kanserleri saptamada
oldukga dogru bir yontemdir. Kolonoskopun gegcemedigi darliklarin
proksimalini de arastirmak mumkundur (55). Serum CEA duzeyleri kolorektal
kanserler icin spesifik olmamakla birlikte cerrahi 6oncesi bazal degeri ile
birlikte degerlendirildiginde cerrahi sonrasi tUmor rekurrensi veya metastaz

varligi agisindan takipte kullaniimaktadir. Endorektal ultrasonografi veya
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endorektal coil ile yapilan manyetik rezonans goruntileme (MR) ile timorin
barsak duvarindaki invazyon derinligi ve lenf nodu tutulumu tespit edilebilir.
Bilgisayarli tomografi (BT) uzak metastazlarin tespiti, kitlenin komsu
organlarla iligkisi ve lenf nodu tutulumu ile ilgili bilgi verir. Pozitron emisyon
tomografisi (PET), pahal bir ydontem olup BT ve MR’de reklrrens ya da skar
dokusu ayirimi yapilamayan hastalarda kullaniimaktadir (56).

Tarama

KRK erken tani konuldugu takdirde tedavi edilebilir oldugu igin
tarama testleri c¢ok ilgi uyandirmigtir. Genig asemptomatik nufusun
arastirilmasi amaciyla yapilan tarama testleri digskida gizli kan testi ve
sigmoidoskopi Uzerine yogunlagsmistir. 50 yasin Uzerindeki kisilerde diskida
gizli kan testinin rutin olarak yapilmasi birgok dernek tarafindan
onerilmektedir (55). Rijid rektoskop ile KRK’lerin taramasinda onemli yer
tutar. Rijid rektoskopla gorulen yaklasik 25 cm’lik bélumde KRK'lerin %35 ile
45’i tespit edilebilmektedir (54). Fleksibl sigmoidoskopi ile daha uzun bir
mesafe (60 cm) ve mukoza alani daha iyi gorulur. Guncel oneri 50 yasin
Uzerindeki her asemptomatik bireye 5 yilda bir tarama amagh fleksibl
sigmoidoskopi uygulanmasidir. Adenomatoz polipleri ve KRK’leri saptamada
en etkili tarama yontemi kolonoskopidir ancak prospektif randomize klinik
calismalarda toplanan yeterli veri bulunmamaktadir (55).

Evreleme

1930’lu yillarda temel olarak rektal kanser klasifikasyon semalari
Uzerinde calisan Cuthbert Dukes isimli Iskogyali bir patolog kendi adi ile
anilan bir klasifikasyon sistemi gelistirdi. Bu siniflandirma ameliyat
materyalinin patolojik degerlendiriimesine bagh bir siniflandirmaydi. Bu

siniflandirma (Tablo 5) A, B, C olmak Uzere 3 grup igermekte idi .
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Tablo-5: Dukes siniflandirmasi (57).

Astler ve Coller tarafindan 1954 yilinda tekrar modifiye edilmis ve
lenf nodu pozitifligi dikkate alinmigtir. Astler Coller siniflandirmasi Tablo 6’da
gOsterilmistir (57).

Tablo-6: Astler-Coller Siniflandirmasi (57).

KRK evrelendirimesinde gunumuzde standart olarak kullanilan
American Joint Committee on Cancer (AJCC)/Union International Centrale
Cancer (UICC) tarafindan degerlendirilen tumdér-nod-metastaz (TNM)
klasifikasyonudur (58). Gunumizde KRK'de TNM evrelemesinin AJCC
tarafindan yapilan 6. basimi (Tablo-7) kullaniimaktadir (57, 59).



Tablo-7: Kolorektal kanserde tumor-nod-metastaz (TNM) evrelemesi (59).

KOLOREKTAL KARSINOM TNM EVRELEMESI

TX Primer tumor saptanmamis

TO Saptanan timor yok

Tis Karsinoma insitu

T1 TUmor submukozayi tutmus

T2 Tumor muskularis propriayi tutmus

T3 Tumor muskularis propiadan subserozaya yayilmis veya nonperitoneal
perikolik veya perirektal tutulum

T4 Tumorin direk organ veya yapilara ve/veya visseral peritoneumu
perfore ederse

NX Rejyonel lenf nodu degerlendiriimemis

NO Lenf nodu metastazi yok
N1 1-3 rejyonel lenf nodu metastazi
N2 4 veya daha fazla lenf nodu metastazi

MX Uzak metastaz degerlendiriimemis.

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

I T1 NO MO A A

T2 NO MO A B1
A T3 NO MO B B2
IIB T4 NO MO B B3
A T1-2 N1 MO C C1
B 13-4 N1 MO C C2/C3
nc Herhangi T N2 MO C C1/C2/C3
v Herhangi T | Herhangi N M1 - D
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Tedavi

KRK standart tedavisi primer tumorle birlikte, bolgesel lenf nodlarinin
ilgili lenfovaskuler pedikulin cerrahi olarak gikarilmasidir. Kuratif rezeksiyon
icin cerrahi sinirlarin da negatif olmasi gereklidir. Prognoz agisindan barsak
duvari tutulumu ve komsu organlara yayihm onemlidir.

Evre 0 kolon kanserlerinin tamami ylUzeysel olup, lamina propria
invazyonu diginda mukozada sinirlidir. Ylzeysel olmasindan dolayi, cerrahi
tedavi yontemi olarak lokal eksizyon ya da basit polipektomi, cerrahi sinir
negatif olmak sartiyla yapilabilir. Lokal eksizyonla c¢ikarilmasi mumkin
olmayan buylUk lezyonlarda segmenter kolon rezeksiyonu oOnerilmektedir
(60).

Evre I-Il kolon kanserlerinde, cerrahi tedavi basarisinin ylUksek
olmasi agisindan genis cerrahi rezeksiyon ve ug¢ uca anastomoz
onerilmektedir. Cerrahi sonrasi kontrollere ¢agrilarak sistemik ya da rejyonel
kemoterapi, radyoterapi ya da biyolojik tedavinin gerekliligi agisindan hasta
degerlendiriimelidir. Cogu hastada adjuvan tedavi endikasyonu yoktur. Tek
basina cerrahi uygulananlarla, cerrahi ve adjuvan 5-FU kemoterapisi alan
hastalar arasinda genel sagkalim agisindan fark bulunmamigtir. (61)

Evre Il kolon kanserlerinde Onerilen strateji, genis cerrahi rezeksiyon
ve anastomozu takiben adjuvan kemoterapi uygulanmasidir.

Evre IV kolon kanserleri, uzak metastazlarin var oldugu hastalik
olarak kabul edilir. Karaciger metastazlarinin tedavisinde lokal bdlgesel
yaklasim, hepatik rezeksiyonu ve intraarteriyel implante edilen port ya da
pompalarla kemoterapi uygulanmasini igerir. Karacigerde sinirli 3 ya da daha
az sayida metastazin varliginda hepatik rezeksiyon yapilmasi, 5 yillik
sagkalim oranini %20-30 artirabilmektedir. (60, 62)

EGF (Epidermal buiyume faktort), VEGF (Vaskuler endotel kdkenli
blyime faktori) vel/veya onlarin reseptorlerinin  KRK hucrelerinin
otokrin/parakrin proliferasyonunda veya anjiogenez ve metastaz gelisiminde
rol oynadiklari  gdsteriimistir.  iki monoklonal antikor Anti-VEGF
(bevasizumab) ve Anti-EGFR (setuksimab) halen metastatik KRK tedavisinde
kullaniimaktadir (63).
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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
%20-50'sinde aktifteyici K-ras mutasyonlari saptanmaktadir (64). Bu K-ras
mutasyonlari EGFR hedefli ajanlara karsi direnglilikle iligkilidir (65).

Patoloji

Kolon ve rektumdaki kanserlerin dagihmi soyledir; %22 ¢gekum/gikan
kolon, %11 transvers kolon, %6 inen kolon, %55 rektosigmoid, %6 diger
bdlgeler.

Makroskopik olarak proksimal kolondaki timorler polipoid, eksofitik
kitleler halinde gelisme egilimi gosterirler. Distal kolondaki karsinomlar tespit
edildiklerinde anuler, barsadi halka biginde saran lezyonlar seklinde

gorulurler ve pecgete halkasi denen kontraksiyonlar (Sekil-1) olustururlar (66).

Sekil-1: Kolorektal adenokarsinomun patolojik kesitleri. A) erken evre
adenokarsinom B) vaskuler invazyon C) yaygin vakuler tutulum D) vaskuler
tutulumun histopatolojik gorinumu. Lezyonlar ilerleyerek barsak limeninde
kontraksiyonlar olusturmus (67).
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KRK’lerin %90’dan fazlasi adenokarsinomdur. Adenokarsinomlar
gland olusturma yetenegi gosteren neoplastik epitelyal hicrelerden olusurlar.
Bu tumorler gland olusturma vyeteneklerine gore differansiasyon
derecelendiriimesine tabi tutulurlar. Konvansiyonel adenokarsinomlardan
bagka varyantlar da mevcuttur; misin6z adenokarsinoma, tasli yuzuk hucreli
karsinoma, meduller karsinoma, serrated adenokarsinoma, kribriform-
komedo tip adenokarsinoma, mikropapiller adenokarsinoma, adenoskuamoz
karsinoma, igsi hucreli karsinoma ve andifferansiye karsinomadir (68).

KRK’lerin histopatolojik siniflandirmasi sekil-2'de gosterilmistir.

Kribriform komedo
tip adenokarsinom

ADENOKARSINOM

ADENOSKUAMOZ Medullar Karsinom

KOLOREKTAL KARSINOM
KANSER

Miisinoz
iG HUCRELIT adenokarsinom
KARSINOM

KLASIFIKASYONU

Mikropapiller

S— 2 Karsinom
SKUAMOZHUCRELI

KARSINOM Serrated
Adenokarsinom

BASKALASIM
GOSTERMEYEN
KARSINOM

Tash Yiiziik Hiicreli
Karsinom

R

Sekil-2: Kolorektal kanser klasifikasyonu (68)

Karsinogenez

lyi tanimlanmis olan familyal sendromlarin disinda KRK’lerin gogu
sporadik olarak meydana gelir (66). KRK’'ler hicre migrasyonu,
diferansiyasyonu, apoptozisi ve proliferasyonunun molekuler kontrol
yolaklarinda disregilasyonla sonuglanan bir dizi genetik bozukluk (Sekil-3)
sonucunda olugsmaktadir (69). Fearon ve Vogelstein'in onerdikleri model,
KRK gelisiminde bir prototipik sekans 6rnegi olarak herkes tarafindan kabul
edilmistir. Bu modelin patolojik temeli adenom-karsinom sekansi olarak
adlandiriimaktadir (66).
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MSI

MMR mutasyonlari
. PIK3CA
MLH1 metilasyonu PTEN

v v
—> —> —>
l
APC, SMADA4
B-katenin TGFBR2

Sekil-3: Kolorektal kanser progresyonuna neden olan genetik bozukluklar.
Mavi ile boyali genlerin aktivasyonu, yesil ile boyali genlerin inhibisyonu
kanser olusumuna neden olmaktadir. Metastaza neden olan mekanizmalar
henlz tam olarak agiklanamamigtir (70).

Kolorektal karsinogenezde genetik instabilitenin tipine bagli olarak iki
farkli molekiler gelisim modeli tanimlanmistir (71). Bunlar; kromozomal
instabilite arayolu ve DNA mikrosatellit instabilite arayoludur. (Sekil-3). Her iki
yolakta da birbirini takip eden basamaklar halinde ¢ok sayida mutasyonun
birikimi gorulir. Rol oynayan genler ve mutasyonlarin birikim mekanizmalari
farkhdir (66).
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Kolorektal Kanser

N _—

CIN CIN CIN MSI MSI

Sporadik FAP MUTHY Lynch Sporadik
Edinsel Oo.D O.R Oo.D Epigenetik fak-
APC, TP53 Germline Germline Germline Torler; MLH1 hi-
DCC, K-ras APC Bialelik MMR permetilasyonu
LOH MUTHY Genleri Braf mutasyonu
%84 < %1 < %1 %2-5 %12

Sekil-4: Kolorektal kanser olusumuna neden olan yolaklar ve iligkili genler.
Kromozomal instabilite yolagr (CIN) daha c¢ok sporadik vakalarda
gozlenirken, mikrosatellit instabilite yolagi (MSI) ise lynch sendromunda
karsimiza gikmakta (72).

Kromozomal instabilite (CIN) yolagi KRK'de meydana gelen en
yaygin genetik bozukluktur ve tum vakalarin hemen hemen %8%5’inde
tanimlanmigtir (73). APC/B-katenin yolagi (Sekil-5) olarak da bilinen
kromozomal instabilite yolagi bir seri onkogen ve tumor baskilayici gende

adim adim basamakli mutasyon birikimi ile karakterizedir (66).

Hiperpastik | APC/B Catenin l

Epitel

K Ras

Normal
Epitel

MMR inaktivasyonul

Sekil-5: APC/B-catenin yolaginin kanser olusumundaki rolu (74).

20



APC geni 5921°'de haritalanmistir (66). APC genindeki kalitsal
mutasyonlarin gastrointestinal kanalda ¢ok sayida adenomatoz polipin
gelisimiyle karakterize O.D bir bozukluk olarak bilinen FAP sendromu ile
sonuglandigdi bilinmektedir. APC tUmor stpresor bir gendir ve sporadik KRK
lerin gogunda ve ayrica ¢ok erken donemlerde adenomlarin gelisiminde
mutant formlari tespit edilmistir (75). Bu genin mutasyonu 1970’lerde
Knudson tarafindan gelistirilen ‘ilk darbe’ kavramini olusturmaktadir (66).
APC geni 2843 aminoasitten olugsan 312 kDa’lik mikrotibll demetlerini
baglayan ve hicre gocu ile adezyonunu kontrol eden buyuk bir proteini
kodlar (76). APC ayni zamanda Wnt/B-katenin sinyal yolaginda onemli bir
mediyator olan [-katenin dizeyini kontrol eden bir bekgi (‘gate-keeper’)
protein olarak rol oynar. Bu sinyal yolagi normal barsak epitelinin
gelismesinde kritik bir rol oynar. Ayrica KRK'lerin gelismesinde de etkilidir.
KRK’lerin %80’den fazlasinda inaktif APC, APC mutasyonunun olmadigi
kanserlerin de %50’sinde B-katenin mutasyonlari vardir. B-katenin kaderin
temelli hiicre adezyon kompleksinin bir Gyesi olup, bir transkripsiyon faktoru
olarak da rol oynar. E-kaderin’e baglanmadigi zaman hucre-hucre
adezyonuna katilir. E-kaderin’e bagh olmadiginda ve hucre-hucre
adezyonunda rol aldiginda stoplazmik bir degradasyon kompleksi (APC,
Aksin, GSK-3B ve B-katenin’den olusur) B-katenin’in fosforilasyonuna ve
degradasyonuna yol agar. APC mutasyonu oldugu zaman (normal
fonksiyonu kayboldugunda) sitoplazmada (-katenin birikir ve nukleusa
gecerek T-hucre faktoru veya lenfosit ¢ogaltici faktor (TCF veya LEF)
proteinleri olarak bilinen bir transkripsiyon faktorl ailesine baglanir. TCF,
DNA baglayan bolgeye, B-katenin bir transaktivasyon bolgesine katilir. -
katenin-TCF kompleksi ile aktive edilen genlerin c-myc ve siklin D1 gibi hicre
proliferasyonunu ve apoptozu dizenleyen genler oldugu dusuniimektedir.
Normal APC fonksiyonu hlcre adezyonunu yonlendirir ve hucre
proliferasyonunu duzenler. APC fonksiyonunun olmayigi hicre adezyonunu
azaltir ve hucre proliferasyonunu artirir. APC geninde tanimlanan
mutasyonlar ‘missense’ mutyonlar ve delesyonlar olup, kisalmis (budanmis)

APC proteininin uretilmesi ie sonuglanir. Mutant -katenin, normal hicrelerde
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B-katenin’i fosforile eden ve degrade eden bir kinaz olan GSK-3B’ya
baglanma afinitesini kaybeder (66).

Ras genlerinin kodon 12, 13 ve 61’deki mutasyonlari bu genleri aktif
onkogenlere donusturmektedir. Ras genlerindeki aktivasyona yol acan
mutasyonlar insanlarda tum kanserlerin %30’unda gorulmektedir.(77) Ras
gen mutasyonlari tumor tiplerinde farkli insidanslarda bulunmaktadir (Tablo-
8). Bu kanserler iginde Ozellikle K-ras geni mutasyonlari diger ras genlerine
(N-ras ve H-ras) oranla daha sik gorulmektedir (78). Mutant K-ras geni
pankreas, kolon ve akciger adenokarsinomlarinda daha yaygin iken, mutant

N-ras daha ¢ok hematopoetik neoplazilerde gorulur (79).

Tablo-8: Kanserli doku ve organlarda saptanan K-ras gen mutasyon oranlari
(80).

Safra yolu %33 Karaciger %38

Meme %4 Melanoma %2

Kolon %32 Over %17

Bobrek %1 Troid %4

K-ras geni, KRK gelisiminde major rol oynayan bir proto-onkogendir.
K-ras geni hlcre zar i¢ yluzeyinde bulunan 21 kDa buyukliginde GTP
baglayabilen bir membran proteini kodlar. Bu protein GTP’ye bagliyken aktif
formdadir. K-ras geni ekstraselluler mitojenik sinyallarin intraseltler alana
iletiminden sorumludur. K-ras geni 12. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir
(Sekil-6). Hiucre buylimesini ve bolinmesini uyaran herhangi bir dis uyari ile
K-ras geni GTP'ye baglanir ve aktif hale gecerek uyariyi hicre ici ileti

yollarina aktararak hucre buyume ve bolunmesinde fizyolojik rol oynar. K-ras



mutasyonu ile GTP-az aktivitesi ortadan kalkar ve hucre proliferasyonu

duzensizlesir.(81)
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Sekil-6: K-ras geninin 12. kromozom uzerindeki yerlesimi. (82)

KRK ile iligkili K-ras mutasyonlari daha sik exon 1°de kodon 12, 13 ve
exon 2’de kodon 61’de bulunmaktadir. Bu mutasyonlar GTPaz aktivitesinin
azalmasina bu da poliplerin gelismesine ve progresyonuna neden olan aktive
K-ras proteini ile sonuglanmaktadir. K-ras’in KRK patogenezindeki oynadigi
belirgin rol K-ras mutasyonunun vakalarin %50’sinden fazlasinda bulunmasi
gercegi ile vurgulanmaktadir. Benign adenomlar mutant K-ras eksprese
etmezler. Artmis ekspresyon displastik poliplerde gorilmektedir ve ayrica
adenom-karsinom dizisinin progresyonu ile iligkilidir (83).

APC ve K-ras gen mutasyonlarini takiben 18. kromozomun uzun
kolunda kayiplar izlenir. Kromozom 18q21°'de vyerlesim gosteren DCC
(deleted in colon cancer) ile SMAD4 ve SMAD2 genleri kayba ugramig olur
(84). DCC olarak adlandirilan genin ekspresyonun kaybi KRK'lerin
%70’'inden fazlasini olustururken; ayni zamanda bu gen sinir sisteminin
normal gelismesinde aksonal yol gostermede 6nemli olan molekuller igin bir
reseptori  kodlar. Sporadik kolon kanserlerinin  %15’inde TGF-lI
(transforming buyume faktoru- Bll) reseptorlerinden sinyallerin azaltiimasinda
gorev alan SMAD4 geninin mutasyona ugradigi gozlenmistir (85). DCC’nin
kaybi apoptozis mekanizmasini bozmakla birlikte metastaz ve kot prognozla
iligkilidir. (86)
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P53 tumor baskilayici geni 17. kromozomun kisa kolunda lokalize
hidcre siklusunun progresyonu ve apoptozun kontrolinde anahtar rol
oynayan, 53 kDa'lik nukleer fosfoprotein kodlamaktadir. KRK’lerin %50’si
inaktif olmus P53 proteini tagimaktadir. Cogu mutasyon sonucunda p53’lin
yariflanma suresi artar ve hicre igerisinde Dbirikir. Bu  birikim
immunhistokimyasal yontemlerle gosterilebilir. P53 gen degisimleri KRK'lerin
gelisimi surecinde ge¢ donemde yer alir. Cogunlukla koti prognoz,
hematojenik metastaz ve tedaviye direng gelisiminden sorumlu oldugu
belirtimektedir (87).

KRK geligsiminde ikinci bir yolak olan mikrosatellit instabilitesi (MSI)
genom boyunca nukleotid tekrar dizilerinde meydana gelen mutasyonlar
olarak ortaya cikan bir ¢esit genomik instabilitedir. KRK’lerin yaklasik %15’i
MSI yoluyla olusmaktadir ve bu timdrlerin buyuk bir kismi sporadiktir. MSI
yoluyla meydana gelen KRK'lerin kuguk bir kismi kalitsaldir vee MMR
genlerinden birinin germline mutasyonu ile olugsmaktadir. Mikrosatellitler
genom igerisinde bulunan basit DNA dizileridir. Bir veya daha fazla baz
ciftinin 100°’den fazla tekrariyla olusurlar. Tekrar oOzellikleri g6z Onunde
bulunduruldugunda DNA replikasyonu boyunca hataya yatkindirlar (72). CIN
yolaginin tersine MSI ile sonuglanan molekuler mekanizmalar goreceli olarak
daha iyi bilinmektedir. Bu yolak DNA replikasyonu boyunca DNA polimeraz
tarafindan yapilan hatalarn tespit eden MMR sistemiyle iligkilidir (88).
Mikrosatellit dizileri 6zellikle replikasyon hatalarina kargi hassastirlar ve bu
nedenle MMR sisteminin etkisini zayiflatan ¢esitli mutasyonlar MSI geligimine
yatkinlik olusturabilir (89). MMR sistemi, farkli yollarla heterodimerik
proteinler olusturarak DNA replikasyonundaki “mismatch” hatalari taniyip
tamir eden en az 7 farkh protein (MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1
ve PMS2) icermektedir (90). MMR genlerinde germline mutasyonlara sahip
HNPCC’li hastalarda MSI tumorleri geligir (91). MMR sistem defektine neden
olan bir baska alternatif yol promotor hipermetilasyon ile MMR genlerinin
susturulmasidir. Bu sporadik MSI timorlerinin altinda yatan mekanizma gibi
gorunmektedir. Daha spesifik olarak, MLH1 promotor hipermetilasyonun

yuksek derecede olmasi ve bu nedenle bu genin susturulmasi sporadik MSI
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tumorlerde tespit edilmistir (92). MSI yolagi nadir molekuler genetik
Ozellikleriyle birlikte normal bir karyotip gostermesiyle CIN yolagindan farklilik
gosterir (93). Cogu laboratuvar MSI'yi, yluksek sensitivite ve spesifisiteye
sahip oldugu bilinen 5 mononukleotid marker paneli olan BAT-25, BAT-26,
NR-21, NR-24 ve MONO-27 arasindan en az %30 stabil olmayan lokus
bulunmasi olarak tanimlamaktadir (94). MSI pozitif tumorler instabilite
derecesindeki kantitatif farklihklara bagli olarak MSI-yuksek (MSI-H)ve MSI-
duguk (MSI-L) olarak alt bolumlere ayrilirlar. %10-29 oraninda anstabil (stabil
olmayan) lokus i¢ceren timorler MSI-dusuk grubundadir. MSI pozitif timorla
hastalar CIN tumoérlerine gore daha iyi bir prognoza sahip olma
egdilimindedirler (95)

CpG ada metilator fenotip (CIPM) yolagi sporadik KRK geligsiminde
kolon dokusunun malign transformasyonu ile sonug¢lanan en sik ikinci yoldur
ve sporadik KRK'lerin yaklasik %15'inde gorulir. Bu yolak, kendi
promotorlerinin  hipermetilasyonu ve beraberinde var olan genel DNA
hipometilasyonu araciligi ile tumoér supresér genlerin  susturulmasi
sonucunda gelisen epigenetik instabilite ile karakterizedir. CpG adalari iceren
bu promotorler hipermetilasyona karsi degdisik derecelerde hassastirlar ve
cogunlukla spesifik DNA dizileriyle belirlenirler. Genel DNA hipometilasyonu
ve genlerin susturulmasina neden olan promotor hipermetilasyonunun altinda
yatan molekuler mekanizmalar hentz tam olarak anlasilamamigtir (83).

Son zamanlarda KRK gelisimde Uuzerinde durulan bir diger
mekanizma serrated yolagidir (96). Onceden adenom ve hiperplastik polip
seklinde iki gesit kolorektal polipin olduguna inanilirdi. Bunlardan hiperplastik
poliplerin malign potansiyeli olmayip benign olduklari digunulirdd. Bununla
birlikte adenomlarin KRK'lere prekursor lezyonlar oldugu bilinmekte idi.
Onceden hiperplastik polip olarak siniflandirilirken aslinda TSA (traditional
serrated adenomas; klasik serrate adenomlar), SSA (sessile serrated
adenomas; sesil serrate adenomlar) ve THP (true hyperplastic polyps; gergcek
hiperplastik polipler) gibi heterojendz bir grup polip olduklari ortadadir (97).
Hiperplastik polipler en sik polip tipidir ve sol kolon-rektumdaki poliplerin

%80’ini olusturur. Her lezyon igin farkli morfolojik 6zellikler olup, TSA tek tip
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anormal hudcre populasyonu icermesiyle SSA’dan farklilik gosterir. Sesil
serrate adenomlar tek tip degildir (98). Bu lezyonlarin malignite gelistirme
potansiyeline sahip olduklarini gosteren yeterli deliller bulunmaktadir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar TSA ve SSA'nin farkli yollarla progrese
olduklarini gostermektedir. Cogu serrate adenokarsinomun MSI-L veya MSS
(mikrosatellit stabil) olarak TSA zemininden kaynaklandigi kanitlanmigtir.
%15-20 oraninda serrate adenokarsinom SSA zemininden
kaynaklanmaktadir ve bunlar MSI-H'dir (99). Bu yolaklarin her ikisinde de
mikrosatellit dizileri ve CpG ada metilasyonu Ust Uste binen rol oynuyor
gorunmesine ragmen, her biri igin belirli spesifik mutasyonlar tanimlanmistir.

Adenom-karsinom dizisinin progresyonunda K-ras’in rolu detayh bir
sekilde aciklanmistir ve K-ras mutasyonlart TSA'larin ve serrate rektal
lezyonlarin %80’inde saptanmistir fakat SSA’da ¢ok nadirdir (100). SSA
lezyonlari BRAF mutasyonlari ile karakterize olma egilimindedirler (101).

BRAF, KRAS gibi serin/treonin kinazlardan olusan RAF ailesinin bir
uyesidir ve  ERK/MAPK yolaginin ¢ok o6nemli bir komponentidir (102).
RAS/RAF/MEK/ERK/MAPK vyolu ile BRAF aktivasyonun hicre proliferasyonu
ile sonuglandigi ve apoptozis inhibisyonunda rol oynadigi bilinmektedir (103).
insanlarda 1796. niikleotidin timinden adenine transversiyonu ile sonuglanan
V600E donusumd yaygin bir BRAF mutasyonudur. Bu mutasyon yolagin
aktivasyonuna ve sonrasinda hucresel proliferasyona yol agmaktadir (104).
K-ras’da oldugu gibi BRAF mutasyonlari 6zellikle malign melanomda oldugu
gibi diger tumorlerde de tespit edilmigtir (105).

KRK'de aktif BRAF mutasyonlarinin orani  %5-15 olarak
bildiriimektedir.  Mutasyonlarin ~ bayuk ¢ogunlugu VG600E hotspot
mutasyonlaridir. BRAF VG600E hotspot mutasyonlari siklikla MSI fenotip ile
birliktedir. ilging olarak, BRAF mutasyonlari sadece aberan MLH1 promotér
metilasyonu sonucu MSI fenotip sporadik tumorlerde bulunmaktadir. BRAF
mutasyonu MSI-pozitif HNPCC’li hastalarda belirlenememistir. MSI-pozitif
sporadik timorlerin buyuk gogunlugu CpG ada metilator fenotip (CIMP) olup
genin promoter bolgesinde lokalize CpG adalarinda yaygin hipermetilasyonla

katekterizedir. Hem MSI pozitif hem de CIMP pozitif timorlerin buylk
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hiperplastik poliplerden ve serrate adenomalardan gelistigi dusunulmektedir.
Arastirmalar bu lezyonlarda BRAF mutasyonlarinin ylksek siklikta oldugunu
gostermektedir. Ozetle, BRAF V600E mutasyonu KRK'lI hastalarda
mikrosatellit instabilite ve CpG ada metilator fenotip (CIPM) ile birliktedir
(106).
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GEREG VE YONTEM

Materyal

Bu calisma 2009-2011 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Tibbi Onkoloji Bilim Dali tarafindan
KRK tanisi almis ve/veya takip edilmekte olan, K-ras geni mutasyonlari
(kodon 12, kodon 13) bakilan 50 hasta lizerinde, Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu onayi (13 Mart 2012, 2012-6/5) ile
retrospektif olarak yapilmigtir. K-ras geni kodon 12 ve kodon 13 mutasyonlari
bakilan 50 hastaya BRAF geni kodon 600 mutasyonu ve K-ras geni kodon 61
mutasyonu bakildi. Caligmaya alinan hastalarin demografik 6zellikleri (yas,
cinsiyet), patolojik o6zellikleri (tmor lokalizasyonu, buylime paterni, histolojik
tip, diferansiyasyon, klinik evreleme) ve K-ras (kodon12, 13, 61) ile BRAF

(kodon 600) gen mutasyonlari sonuglari kaydedildi.

DNA izolasyonu

QIAmp DNA FFPE Tissue Kitiyle DNA Eldesi

Izolasyon iglemine baglamadan 6nce &rnekler oda sicakhgina
getirildi. Isi blogu 70°C’ye ayarlandi. Tum santrifij basamaklari oda
sicaklhiginda gergeklestirildi.

Parafinize kolorektal timor bloklarindan lam Gzerine kesitler alinarak
hazirlanmig olan 6rnekler 70°C’'de 1 saat inkibe edildi. Dort adet sale
ierisine ksilen konuldu. ilk li¢ sale igerisinde drnekler ikiser dakika bekletildi.
Son sale igerisinde ise 10 dakika bekletildi. Dort adet sale icerisine %96’lik
etil alkol konuldu. Ornekler sirasiyla dért adet sale igerisindeki alkolden
gecirildi ve kuramaya birakildi. Daha onceden isaretlenmig olan tumor
bdlgesi Uzerine bir damla distile su damlatildi. Bolge dikkatli bir sekilde bisturi
ile kazinarak temiz ependorf tiipe alindi. Ornekler (izerine 180 ul Buffer ATL

eklendi. 25 yl Proteinase K eklenerek iyice vortekslendi. 56°C’de dokular
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tamamen lizise ugrayana kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda érnekler
1 saatte birkag kez vortekslendi. Gerekli durumlarda Ornekler gece
inkiibasyonuna birakildi. Ornekler son olarak 90°C’de bir saat daha inkibe
edilerek kisa sureli santrif(jj yapildi. Ornekler lzerine sirasiyla 200 pl Buffer
AL ve 200 pl %96’lik etil alkol eklendi. Kisa sureli vortekslenerek santrifuj
edildi. Tuplerin icindeki karisim QIAamp MinElute spin kolonlara aktarildi.
Tuaplerin kapaklari kapatilarak 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifuj
edildi. Spin kolonlarin yerlestigi tupler atildi. QIAamp MinElute spin kolonlar
temiz 2 ml'lik collection tuplere yerlestirildi. QlAamp MinElute spin kolonlar
dikkatlice acilarak iclerine 500 pl Buffer AW1 eklendi. Tuplerin kapaklari
kapatildiktan sonra 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifuj edildi. Spin
kolonlarin yerlestigi tupler atildi. Tekrar QlAamp MinElute spin kolonlar temiz
2 mllik collection tuplere yerlestirildi. QlAamp MinElute spin kolonlar
dikkatlice acilarak iclerine 500 ul Buffer AW2 eklendi. Tuplerin kapaklari
kapatildiktan sonra 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifuj edildi. Spin
kolonlarin yerlestigi tupler atildi. QlAamp MinElute spin kolonlar son kez
temiz 2 ml’lik collection tuplere yerlestirildi. 20.000xg (14.000 rpm) hizda dort
dakika santriftj edildi. QIAamp MinElute spin kolonlarin yerlestirildigi 2 ml’lik
collection tupler atildi. QlAamp MinElute spin kolonlar 1,5 ml'lik ependorf
tuplere yerlestirildi. QlAamp MinElute spin kolonlar dikkatlice agilarak tam
ortalarina gelecek sekilde 50 pl Buffer ATE eklendi. Kolonlarin kapaklari
kapatilarak 1 dakika oda sicakliginda inkube edildi. 20.000xg (14.000 rpm)
hizda iki dakika santrifij edildi. Spin kolonlar atildi. 1,5 ml’lik epedorf tlplerde
DNA elde edildi. Bu sekilde elde edilen DNA'lara sample assesment igin
calisma yapildi. Sonuca gore K-ras ve BRAF genleri igin mutasyon analizleri

yapildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Protokolu
PCR yontemi, genomik DNA’nin sicakhgin etkisiyle gift zincirinin tek

zincir hale gelmesi sonrasinda uygun sicaklikta ilgili primerlerin ilgili primer

bolgesine yapismasi ve DNA Taq polimeraz enzimi katalizorligunde
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ortamdaki dort deoksinukleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni

zincire eklenmesi sonucunda ilgili gen bdlgelerinin ¢ogaltiimasi temeline

dayanmaktadir.

Bu galismada K-ras geninde kodon 12 ve 13 bolgelerini iceren ekzon

1’i, kodon 61 bolgesini iceren ekzon 2'yi ve BRAF geninde kodon 600

bolgesini iceren ekzon 15'i ¢ogaltmak igin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyon)

yontemi kullanildi.

Oncelikle PCR reaksiyonu karisimi hazirlandi. Yaklagik 25 pl'lik PCR

karisimi 0,2 ml'lik PCR tipunde asagidaki sira ile karistirildi (Tablo 9).

Tablo-9: K-ras geni 1. ve 2. ekzon ile BRAF geni 15. ekzon igin

PCR reaksiyonu karisiminda kullanilan malzeme ve miktarlari

Kullanilan malzeme Miktar
dNTP (10 mM) 0,4 pl
10x PCR Buffer (Magnezyumlu) 3 pl
2 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer forward 2 pl
2 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer reverse 2 pl
Distile su 14,4 ul
Genomik DNA 4,0 ul
Taq polimeraz enzimi (5 unite/pl) 0,2 ul

dNTP: dort deokriboniikleozid trifosfat, pmol: pikomol

K-ras geni 1. ve 2. ekzon bolgelerinin PCR

reaksiyonu

ile

cogaltiimasi igin bu bdlgelere spesifik forward ve reverse primer dizileri

(Tablo-10) kullanildr.
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Tablo-10: K-ras geni 1. ve 2. ekzonlari mutasyon analizi igin kullanilan

primer dizileri ve annealing sicakliklari.

5-GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG-3’
K-ras (Ekzon 1) 53°C

5-TGAAACCCAAGGTACATTTCAG-3'

5-TTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAG-3’
K-ras (Ekzon 2) 53°C
5-CCTTTATCTGTATCAAAGAATGGTC-3’

Ayni sekilde BRAF geninde kodon 600 bdlgesinin bulundugu 15.
ekzonun PCR reaksiyonu igin bu bolgeye spesifik forward ve reverse primer
dizileri (Tablo-11) kullanildi.

Tablo-11: BRAF geni 15. ekzon mutasyon analizi igin kullanilan primer dizisi

ve annealing sicakhgi.

BRAF 5-TCTTACCTAAACTCTTCATAATGCTTG-3'

60 °C
(Ekzon 15) | 5-GACTTTCTAGTAACTCAGCAGCATC-3'

ilgili gen bdlgelerinin kopya sayisini godaltmak igin PCR tiiplerine
Tablo-9'da belirtilen malzemeler karsilarindaki miktarlarda konularak PCR
karisimi hazirlandi. Hazirlanan bu reaksiyon karisimlari PCR yapilmak Uzere
PCR cihazina yerlestirildikten sonra belirlenen program uygulandi. K-ras geni
1. ve 2. ekzonlarinin analizi igcin PCR dongu programi olarak Tablo-12'de,
BRAF geni 15. ekzon analizi igin PCR dongu programi olarak Tablo-13'de
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belirtilen sicaklik ve sureler kullanilarak PCR igslemi PCR cihazinda
gerceklestiriidi. ‘DNA  Taq PolimerazZ enziminin  katalizérligunde
gerceklestiriien PCR iglemi sonrasinda ilgili gen bolgelerinin kopya sayilari

¢ogaltiimis oldu. Bunu dogrulamak icin drtnler jel elektroforezinde yurutuldua.

Jel Elektroforez Protokolii

Agaroz Jel Elekroforezi, DNA ve PCR durunlerinin ayrilmasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan standart bir metotdur. Bu calismada PCR ile
cogaltilmig Urdnlerin tanimlanmasi icin %Z2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi i¢cin 5 ml 10xTris-Borik Asit-EDTA (TBE)
solusyonu 45 ml distile su ile beher igerisinde karistirildi. Karigimin igine 1 gr
agaroz eklendi. CoOzelti mikrodalga firinda “medium” ayarinda agaroz
¢ozununceye kadar 1sitildi. Eriyen jel igine 5 pl etidyum bromid eklenerek
karistirildi.  Jel, elektroforez aparatina dokulerek sogumaya birakildi.
Elektroforez tanki, 1XTBE ile doldurularak jel yuritme islemine hazir hale
getirildi. PCR urunleri brom-fenol mavisi ile muamele edilerek agaroz jele
yuklendi. 90-100 volt akimda 15 dk kadar yudratuldd. Yurutme islemi
tamamlandiktan sonra ultraviyole 1sin altinda jel goruntistine bakildi. Jel
goruntisunde ilgili bolgelerde parklak renkte bant olup olmadigina bakildi.
Bant goruntisu alinan ornekler dizi analizi ile genotiplerinin belirlenmesi igin
islemlere devam edildi. Bant goruntusu alinamayan orneklere dnceki islemler

sirasiyla tekrar uygulandi.
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Tablo-12: K -ras geni Ekzon 1 ve Ekzon 2 i¢cin PCR D6ngu Programi

1-Baslangi¢ denatlrasyonu 95 °C 15 dakika
2-Denaturasyon 95 °C 20 saniye
3-Annealing (primere 6zgu sicaklik) 53 °C 30 saniye
4-Extention 72 °C 20 saniye
5-Son extention 72 °C 5 dakika
Kapak sicakligi 103 °C

2,3 ve 4 islemler sirasiyla 42 siklus

Tablo-13: BRAF geni Ekzon15 i¢cin PCR Dongu Programi.

1-Baslangi¢ denatlrasyonu 94 °C 10 dakika
2-Denaturasyon 94 °C 30 saniye
3-Annealing (primere 6zgu sicaklik) 60 °C 30 saniye
4-Extention 72 °C 30 saniye
5-Son extention 72 °C 7 dakika
Kapak sicakligi 103 °C

2,3 ve 4 islemler sirasiyla 40 siklus
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DNA Dizi Analizi “Cycle Sequencing” iglemi

Agaroz jelde yurutulerek kontrol edilen PCR urlnleri, DNA dizi
analizi i¢cin Tablo-14'te belirtlen malzemelerle kargilarinda belirtilen
miktarlarda karisgtirildi. Karisim her ornek icgin ayri ayri hazirlanarak PCR
tUplerine konuldu. Sonrasinda ikinci kez PCR iglemi iglemi icin tupler PCR

cihazina yuklendi.

Tablo-14: ikinci PCR islemi igin kullanilan malzeme ve miktarlari

Big Dye Cycle Sequencing v3.1 Kit 2 ul
5x Sequencing Buffer 2,5 ul
Forward ya da reverse primer 1,5 pl
PCR Uriin 1,5 ul
Distile H20 4 ul

PCR cihazinda belirlenmis olan sicaklik ve sureler kullanilarak PCR
reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo-15). Ikinci kez gergeklestirilen PCR iglemi
sonrasinda elde edilen Urunlere ‘Sephadex G-50’ ile temizleme iglemi yapildi.
Bunun icin 1 gr Sephadex 14 ml distile suda ¢ozulur ve calkalanarak oda
Isisinda bekletilir. Sephadex kolonlarinin igerisine 600 ul dagitihr. 2000xg’de
2 dakika santrifuj edilir. Santriflj sonrasi Sephadexli kolonlar 1,5 ml'lik tipe
aktariir. 10 pl Cycle Sequencing drund Sephadex Uzerine birakilir.
2750xg’de 2 dakika tekrar santrifuj edilir. Alttaki tUpe aktarilmis olan Urin
dizileme igin uygun olan Uranddr. Olusan yaklasik 10 pl'lik Grunler Applied

Biosystems 3130 Genetic Analyzers cihazina yuklenir.
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Tablo-15: ikinci kez PCR iglemi icin kullanilan malzeme ve miktarlari

1-Baslangi¢ denatirasyonu 96 °C 1 dakika
2-Denaturasyon 96 °C 10 saniye
3-Annealing (primere 6zgu sicaklik) 50 °C 5 saniye
4-Extention 60 °C 4 dakika
5-Bekleme 4 °C w0

Kapak sicakligi 103 °C

2,3 ve 4 islemler sirasiyla 25 siklus

Genotiplerin Belirlenmesi

Olgularin genotiplerini belirlemek icin Grunler ‘Applied Biosystems
3130 Genetic Analyzers’ cihazinda yudrutulda. Ydrutulen drtnlerin bilgileri
“Sequencing Analysis” programinda analiz edildi. Kodon 600’Un yer aldigi
BRAF geni ekzon 15 bolgesi (Sekil-7), Kodon 12 ve 13'Un yer aldigi K-ras
geni ekzon-1 bolgesi (Sekil- 8) ve kodon 61’in yer aldig1 K-ras geni ekzon-2

bolgesi (Sekil- 9) analiz edilerek olasi mutasyonlar saptandi.

Forward Primer

TCTTACCTAAACTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTT
CCTTTACTTACTACACCTCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATA
GGTGATTTTGGTCTAGCTACABAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGA
ACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGA
TTAAATTTTTGGCCCTGAGATGCTGCTGAGTTACTAGAAAGTC

Reverse Primer

Sekil-7: BRAF geni ekzon 15 nukletid dizisi. Kullanilan forward ve rewerse
primer dizileri sari ile isaretli ve BRAF geni kodon 600 bdlgesi kirmizi ile
isaretli olarak gosterilmistir.
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Forward Primer

GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACCTTATGTGTGACATGTTCTAATATA
GTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTT
GTGGTAGTTGGAGCT-GGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTC
AGAATCATTTTGTGGACGAAT ATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGTTTTAATA
TGCATATTACTGGTGCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAGGTTTCTCTGACCAT
TTTCATGAGTACTTATTACAAGATAATTATGCTGAAAGTTAAGTTATCTGAAATGTA
CCTTGGGTTTCA Reverse Primer

Sekil-8: K-ras geni ekzon 1 nukletid dizisi. Kullanilan forward ve rewerse
primer dizileri sari ile isaretli, kodon 12 bolgesi kirmizi ile isaretli ve kodon 13
bolgesi yesil ile isaretli olarak gosterilmigtir.

Forward Primer

TTTGTATTAAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACCTTATGTGTGACA
TGTTCTAATATAGTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGATTCCTACAGGAAGCA
AGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTCTTGGATATTCTCGACACAGCAGGTIHEE
GAGGAGTACAGTGCAATGAGGGACCAGTACATGAGGACTGGGGAGGGCTTTCTT
TGTGTATTTGCCATAAATAATACTAAATCATTTGAAGATATTCACCATTATAGGTAA
ATCTTGTTTTAATATGCATATTACTGGTGCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAG

G Reverse Primer

Sekil-9: K-ras ekzon 2 nukletid dizisi. Kullanilan forward ve rewerse primer
dizileri sar ile isaretli, kodon 61 bolgesi kirmizi ile igaretli olarak gosterilmistir.

Istatistiksel Analiz

Calismada yas degiskeni medyan (minimum-maksimum) degerleriyle
ifade edilmis olup, ¢aligmada yer alan kategorik degiskenler say! ve ilgili
yuzde degerleriyle belirtiimistir. Kategorik degiskenlerin mutasyon gruplari
arasinda yapilan kargilastirmalarinda Pearson ki-kare ve Fisher’in kesin ki-
kare testleri kullaniimistir. Calismanin analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL.)

programinda yapiimig olup p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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BULGULAR

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim
Dali, Tibbi Onkoloji Bilim Dali tarafindan KRK tanisi almis ve/veya takip
edilmekte olan 50 hasta dahil edildi. Hastalarin demografik bulgulari (yas ve
cinsiyet), timor 6zellikleri (lokalizasyon, buyime paterni, histolojik tip, grade
ve evre) ile K-ras geni kodon 12, 13, 61 ve BRAF geni kodon 600 mutasyon
analiz sonuglari kullanildi (Tablo-16a, 16b ve 16c¢).

Tablo-16a: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, buyume paterni,

hisyolojik tip, grade, evre ve mutasyon sonuglari

1 E 66 Sigmoid Ui Adeno Ca | 2 v N N N
2 K 54 Rektum Ui 2
Adeno Ca W N N N
3 E 70 Sag kolon uv 2
Adeno Ca W N N N
4 E 59 Rektum ov 2
Adeno Ca W N N N
5 K 41 Rektum Aniler 2
Adeno Ca W N N N
6 K 66 Sigmoid uv 2
Adeno Ca W N N N
7 K 56 Rektum ov 2
Adeno Ca W N N N
E 62 Rektosigmoid ul Adeno Ca 3 Y, N N N
E 67 Sag kolon ul Adeno Ca | 2 v GAT N N
10 E 49 Rektosigmoid Polipoid Adeno Ca 2 v N GAC N
11 E 49 Cekum Polipoid Muisin6z
P 2 IV N N N
12 K 59 Sigmoid ul Adeno Ca
9 2 IV N N N
13 K 49 Rektum uv Musin6z
2 \Y N N N

E: erkek, K: kadin, UV: ulserovejetatif, Ul: Ulseroinfiltratif, Adeno Ca: adenokarsinom,
N: mutasyon negatif
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Tablo-16b: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, buyime paterni,

hisyolojik tip, grade, evre ve mutasyon sonuglari

14 .
E 67 Rektosigmoid Ul Adeno Ca 2 v N N N N
15
K 66 Cikan kolon uv Adeno Ca 9 Y, GTT N N N
16 . .
E 56 Rektum Infiltratif Adeno Ca 9 v N N N N
17
5 3l XA i Adenoca | 2 v N N N N
1 8 E 51 Rektum - 2
uv Adeno Ca [\ N N N N
Transvers
19 K 60 kolon - 2
uv Adeno Ca [\ N N N N
20
= 2 REHTi) oV Adenoca | 2 v | GcT N N N
21 3 o L
E 32 Sag kolon Polipoid musin6z 2 v N N N N
22 o
: i Slgimar oV Adenoca | 3 v N N N N
23 K 56 Sigmoid - 2 GAT
uv Adeno Ca [\ N N N
24
5 e XA oV Adenoca | 2 IV A N N N
25 y , .
K 44 Sag kolon Infiltratif Adeno Ca 2 Y, N GAC N N
26 E 43 Sigmoid Polipoid 2
Adeno Ca [\ N N N N
27
E 59 Rektum uv Adeno Ca 2 v N N CAT N
28
B 41 XA - Adenoca | ° v N N N N
29
5 £ XA i Adenoca | 2 v N N N N
30
5 ot S Wi i Adenoca | 3 v N N N N
Transvers
31 E 35 kolon infiltratif 3
Adeno Ca [\ N N N N
32 o
E 56 Rektosigmoid uv Adeno Ca 2 v N N N N
33
K 61 Sol kolon 0] Adeno Ca 2 v N N N N
34 K 61 Rektum uv 2 GTT
Adeno Ca [\ N N N
35 E 58 Cekum uv 2 GTT
Adeno Ca [\ N N N
36 K 38 Rektum uv 2 GAG
Adeno Ca [\ N N N
37 E 58 Cekum uv 2 GAT
Adeno Ca [\ N N N
38 E 58 Rektum uv 3 N
Adeno Ca [\ N N N

E: erkek, K: kadin, UV: ulserovejetatif, Ul: Ulseroinfiltratif, Adeno Ca: adenokarsinom,

N: mutasyon negatif
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Tablo-16¢: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, buyume paterni,

hisyolojik tip, grade, evre ve mutasyon sonuglari.

Tubllo
39 K 43 Villoz 2 GAT
Rektum Adeno Ca [\ N N
40 E 49 uv 2 N GAC
Rektum Adeno Ca [\ N
41 .
K 57 Sag kolon uv Adeno Ca 2 v TGT N N
42
E 70 Sol kolon uv Adeno Ca 2 v N N N
43 E 70 Rektum ul 2 GTT
Adeno Ca \ N N
44 . .
K 62 Sol kolon Ulseratif Adeno Ca 2 v N N N
45
K 65 Rektum uv Adeno Ca 2 v N N N
46 E 73 Rektosigmoid uv 2
Adeno Ca \ N N N
47 ) o
K 30 Sag kolon ul musin6z 3 v GAT N N
48
K 63 Sol kolon uv Adeno Ca 2 v N N N
49 S
K 76 Sigmoid uv Adeno Ca 2 Y, N N N
50 E 66 Cikan kolon uv 2
Adeno Ca \ N N N

E: erkek, K: kadin, UV: ulserovejetatif, Ul: Ulseroinfiltratif, Adeno Ca: adenokarsinom,
N: mutasyon negatif

Calismaya alinan 50 hastanin 29'u erkek (%58), 21’i kadin (%42)
olup, erkek/kadin orani 1,38 idi. Hastalarin medyan yas degeri 58 (30-76) yil
olarak saptandi. Erkek hastalarin ortalama yasi 57+10,98 yil iken, kadin
hastalarin ortalama yagi 54,67+11,45 yil olarak bulundu. Hastalarin 35’i
(%70) 50 yas ve ustunde idi. Tumor lokalizasyonuna gore siniflandirildiginda
50 hastanin 4’0 (%8) ¢ekum, 8’i (%16) ¢ikan kolon, 2’si (%4) transvers kolon,
4’0 (%8) inen kolon, 7’si (%14) sigmoid kolon, 5'i (%10) rektosigmoid ve 20’si
(%40) rektum yerlesimli idi. Histolojik tiplerine gore degerlendirilen tumor
orneklerinin 46’s1 (%92) adenokarsinom, 4’G (%8) musin6z karsinom tipinde
idi. Degerlendirmeye alinan tumor orneklerinin 43’0 (%86) orta derece
diferansiye (grade Il), 7’si (%14) kotu derece diferansiye (grade Ill) idi. Tumor
evresine gore degerlendirmeye alinan 50 hastanin tamami evre |V idi.
Buylme paternine gore siniflandinidiginda tumoér orneklerinin 5'i (%10)
polipoid, 30’u (%60) Ulserovejetan, 10°u (%20) Ulseroinfiltratif, 1’i (%2) andler,
3’0 (%6) infiltratif ve 1'i (%2) Ulseratif tipte idi (Tablo-17).
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Tablo-17: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu,

histolojik tip,

diferansiyasyon, bliyume paterni ve evre bakimindan dagilimlari.

Sayi (%)
Cinsiyet
Erkek 29 (%58)
Kadin 21 (%A42)
Yas
50> 15 (%30)
50< 35 (%70)
Tumor Lokalizasyonu
Cekum 4 (%8)
Cikan kolon 8 (%16)
Transvers kolon 2 (%4)
inen kolon 4 (%8)
Sigmoid kolon 7 (%14)
Rektosigmoid kolon 5 (%10)
Rektum 20 (%40)
Histolojik Tip
Adenokarsinom 46 (%92)
Misin6éz karsinom 4 (%8)
Diferansiyasyon
Orta diferansiye 43 (%86)
Kétu diferansiye 7 (%14)
Biiyiime Paterni
Polipoid 5 (%10)
Ulseroinfiltratif 10 (%20)
Ulserovejetan 30 (%60)
Anuler 1(%2)
infiltratif 3 (%6)
Ulseratif 1(%2)
Evre
Evre IV 50 (%100)
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Tum olgular K-ras geni agisindan degerlendirildiginde; %30’unun
(n=15) K-ras mutasyonu tasidigi, %70’'inin (n=35) yabanil tip oldugu
saptanmigtir. K-ras mutasyonu tasiyan 15 hastanin %93,3’4nde (n=14) K-ras
ekzon 1 mutasyonu saptanmis olup, bu mutasyonlarin dagilimina
bakildiginda %73,3’Unin (n=11) kodon 12 Uzerinde oldugu ve Gilisin ile
Aspartat (Gly12Asp: %33,3, n=5), Glisin ile Valin (Gly12Val: %26,6, n=4),
Glisin ile Sistein (Gly12Cys: %6,6, n=1) ve Glisin ile Alanin (Gly12Ala: %6,6,
n=1) arasinda yer degistirme seklinde nokta mutasyonu oldugu ($ekil-10),
%20’sinin (n=3) kodon 13 Uzerinde ve Glisin ile Aspartat arasinda yer
degistirme (Gly13Asp: %20, n=3) seklinde nokta mutasyonu oldugu (Sekil-
11), %6,6'sinin (n=1) ekzon 2 kodon 61 Uzerinde Glutamin ile Histidin
(GIn61His; %6,6, n=1) arasinda yer degistirme geklinde nokta mutasyonu
oldugu (Sekil-12) gozlenmigtir (Tablo-18).

) . /
Sekil-10: K-ras geni kodon 12 yabanil tip (solda) ve heterozigot mutasyon

tasiyicihgr (sagda). Kodon 12 Uzerinde GGT'den GTT'ye heterozigot
donusum okla gosterilmistir.
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l<odon 12 kodon 13

(=2 L= =
L

iy

Sekil-11: K-ras geni kodon 13 yabanil tip (solda) ve heterozigot mutasyon
tasiyicihgr (sagda). Kodon 13 uzerinde GGC’den GAC'’ye heterozigot
donusum okla gosterilmistir.

Sekil-12: K-ras geni kodon 61 yabanil tip (solda) ve heterozigot mutasyon
tasiyicihgr (sagda). Kodon 61 uUzerinde CAA’dan CAT'ye heterozigot
donusum okla gosterilmistir.
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Tablo-18: Hastalarin K-ras gen mutasyon tipleri ve ylzde degerleri

Dizi analizi yontemi ile saptanan K-ras geni kodon 12, 13 ve 61
mutasyonlari
Yabanil Tip | Nokta Mutasyonu | Sayi (%)
(AA) (AA)
K-ras kodon 12 | GGT (Gly) GAT (Asp) 5 (% 33,3)
GGT (Gly) GTT (Val) 4 (% 26,6)
GGT (Gly) GCT (Ala) 1 (% 6,6)
GGT (Gly) TGT (Cys) 1 (% 6,6)
K-ras kodon 13 | GGC (Gly) GAC (Asp) 3 (% 20)
K-ras kodon 61 | CAA (GIn) CAT (His) 1(% 6,6)

AA; Aminoasit, Gly; Glisin, GIn; Glutamin, Asp; Aspartat, Val; Valin, Ala; Alanin,
Cys; Sistein, Asp; Aspartat, His; Histidin

Ayrica olgular BRAF geni agisindan degerlendirildiginde; %2’sinin
(n=1) BRAF mutasyonu tasidigi, %98'’inin
saptanmigtir. BRAF geninde kodon 600 bodlgesinde GTG'den GAG'ye

(n=49) vyabanil tip oldugu
heterozigot donusum (V600E mutasyonu) saptanmistir (Sekil-13).

kodon 600

( Il|1 { lII :"l, | |_ f { l

Sekil-13: BRAF geni kodon 600 yabanil tip (solda) ve heterozigot mutasyon
tasiyicihgr (sagda). Kodon 600 uUzerinde GTG'den GAG’ye heterozigot
donusum okla gosterilmistir.

Cinsiyet gruplar arasinda yas ortalamalari bakimindan anlamh fark
bulunmadi. Tum hastalar medyan yas agisindan degerlendirildiginde, K-ras

mutasyonu tagiyan hastalar ile yabanil tip olan hastalar arasinda istatistiksel
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olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte, K-ras mutasyon tasiyicisi olan
hastalarin medyan yas degeri 57 olarak, yabanil tip olan hastalarin medyan
yas deg@eri 59 olarak saptanmistir (Tablo-19).

Tum hastalar cinsiyet agisindan degerlendirildiginde, K-ras
mutasyonu tasiyan hastalarin %53,3'Unun erkek (n=8), %46,7’sinin kadin
(n=7) oldugu, yabanil tip olan hastalarin %60’inin erkek (n=21), %40’ inIn
kadin (n=14) oldugu ve K-ras mutasyon tasiyicilari ile yabanil tip olan olgular
arasinda cinsiyet acisindan anlamli bir fark bulunmadigi gorulmustar (Tablo-
19).

Tum hastalar tumor lokalizasyonu agisindan degerlendirildiginde, K-
ras mutasyonu tasiyan hastalarin %13,3'u (n=2) gekum, %33’3’u (n=5) ¢ikan
kolon, %6,7’si (n=1) sigmoid kolon %6,7’si (n=1) rektosigmoid ve %40’ (n=6)
rektum yerlesimli olarak, yabanil tip olan hastalarin %5,7’si (n=2) ¢ekum,
%8.6’s1 (n=3) ¢ikan kolon, %5,7’si (n=2) transvers kolon, %11.4’G (n=4) inen
kolon, %17,1'i (n=6) rektosigmoid, %11,4’4 (n=4) sigmoid kolon ve %40’
(n=14) rektum vyerlesimli olarak bulunmustur. K-ras mutasyonu tagiyan
hastalar ile yabanil tip olan hastalar arasinda tumoriun gekum, transvers
kolan, inen kolon, rektosigmoid kolon, sigmoid kolon ve rektum yerlesimi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi goralmustar. K-ras
mutasyonu tagiyan hastalarin, yabanil tip olan hastalara gore timorun c¢ikan
kolon yerlesim oraninin daha yuksek oldugu ve iki grup arasindaki bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu anlasiimistir (p=0.043) (Tablo-19).

Tam ornekler grade agisindan degerlendirildiginde, K-ras mutasyonu
tasiyan hastalarin %93,3'U (n=14) grade I, %6,7’si (n=1) grade Il oldugu,
yabanil tip olan hastalarin %82,9'u (n=29) grade Il, %17,1’'i (n=6) grade Il
oldugu ve K-ras mutasyon tasiyicilari ile yabanil tip olan olgular arasinda
grade acisindan anlamh bir fark bulunmadigi gorilmustar. Tum Ornekler
histolojik tip acgisindan dedgerlendirildiginde, K-ras mutasyonu tasiyan
hastalarin %93,3’'Unun (n=14) adenokarsinom, %6,7’sinin (n=1) musin6z
karsinom oldugu, yabanil tip olan hastalarin %91,4’4nin (n=32)
adenokarsinom, %8,6’sinin  (n=3) musin6z karsinom oldugu ve K-ras

mutasyon tagsiyicilari ile yabanil tip olan olgular arasinda histolojik tip
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acisindan anlamh bir fark bulunmadigr goérulmuagtur. Tum Ornekler bayime
paterni acisindan degerlendirildiginde, K-ras mutasyonu tasiyan hastalarin
%13,3’'Unun (n=2) polipoid, %20’sinin (n=3) ulseroinfiltratif, %60’INIn (n=9)
Ulserovejetan, %6,7’sinin (n=1) infiltratif oldugu, yabanil tip olan hastalarin
%8,6’sinin (n=3) polipoid, %20’sinin (n=7) ulseroinfiltratif, %60’ (n=21)
ulserovejetan, %2,9’unun (n=1) andler, %5,7’sinin (n=2) infiltratif ve
%2,9’unun (n=1) Ulseratif oldugu ve K-ras mutasyon tasiyicilari ile yabanil tip
olan olgular arasinda buyume paterni agisindan anlamli bir fark bulunmadigi

gorulmastur (Tablo-19).
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Tablo-19: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, histolojik tip,
diferansiyasyon, buyume paterni ve evre bakimindan istatiksel olarak
kargilagtiriimasi.

Yas 59 (32-76) 57 (30-70) 0.539
Cinsiyet (E/K) 21 (60)/14 (40) 8 (563.30)/7 (46.7) 0.900
Tm.lokalizasyonu

Cekum 2 (5.7) 2 (13.3) 0.574
Transves Kolon 2 (5.7) 0 (0) 1.000
inen Kolon 4 (11.4) 0 (0) 0.302
Sigmoid Kolon 6(17.1) 1(6.7) 0.659
Rektosigmoid Kolon 4 (11.4) 1(6.7) 1.000
Rektum 14 (40) 6 (40) 0.753
Bliyiime Paterni

Polipoid 3(8.6) 2 (13.3) 0.629
Ulseroinfiltratif 7 (20) 3 (20) 1.000
Ulserovejetatif 21 (60) 9 (60) 0.752
Anller 1(2.9) 0 (0) 1.000
infiltratif 2(5.7) 1(6.7) 1.000
Ulseratif 1(2.9) 0 (0) 1.000
Histolojik Tip

Adenokarsinom 32 (91.4) 14 (93.3)

Musindz Karsinom 3 (8.6) 1(6.7) 1
Grade

Orta Diferansiye 29 (82.9) 14 (93.3)

Koétu Diferansiye 6 (17.1) 1(6.7) 0.659

Not: TUumor lokalizasyonu agisindan bakildiginda mutasyon tasiyan olgularda gikan
kolon yerlesiminin yabanil tip hastalara gére anlamlh olarak daha yuksek
oldugu gorulmektedir (p= 0.043).
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TARTISMA VE SONUG

KRK tim dunyada en yaygin gorulen malignitelerden biridir. KRK
tedavisinde onemli gelismelere ragmen Onemli derecede morbidite ve
mortalite nedenidir (107). KRK tum dinyada erkeklerde doérdinclu en sik,
kadinlarda aguncu en sik gorulen kanser taradur (108).

Afrika ve Asya’da en az; Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya’da en
sik oranda gorulir (109). KRK’e yakalanma sikhgi, gelismis ulkelerde hizla
artmaktadir. ABD’de KRK gorulme sikhgi akciger kanserinden sonra ikinci
siradadir. Her 10 yilda bir, risk iki katina ¢ikmaktadir (110). Her yil ABD‘de
160.000 yeni KRK tanisi konulmakta ve her yil KRK hastalarinin 57.000’i
Olmektedir (111).

TCKSDB’nin verilerine gore ulkemizde kanser sikhgr giderek
artmaktadir. 2004-2006 yillari arasindaki verilere gore 41.438'i erkek,
27.709’u kadin olmak Uzere, toplam 69.147 kanserli olgu degerlendirilmistir.
Bu verilere gore kadinlarda KRK gorulme sikliginin, oOzellikle 40-45
yaslarindan sonra, erkeklerde ise 55-60 yaslarindan sonra arttig
belirlenmistir. KRK yasa standardize insidans hizi bakimindan akciger
kanseri ve meme kanserini takiben 3. sirada yer almistir (3).

KRK gelisiminde hem c¢evresel, hem de genetik faktorler rol
oynamaktadir. Genetik yatkinlik, kanser gelisme riskini belirgin olarak
artirmaktadir. KRK'lerin yaklasik %85’i sporadik olup, yalnizca %15’i kalitsal
Ozellik gostermektedir (68). Ras-MAPK ara yolu, aktive olmus hucre ylzey
reseptorlerinden hucre nukleusundaki transkripsiyon faktorlerine dogru akan
intraseluler sinyal iletiminin onemli bir kaskadidir. RAS ve RAF proteinleri
kaskada katilan 6nemli molekullerdir ve mutasyonlari birbirini diglayarak
kesintisiz MAPK sinyal iletimine neden olmakta ve hicrenin apoptotik hicre
olumunden kagarak surekli proliferasyonuna yol agmaktadir (112).

KRK kadin ve erkekleri ayni oranda etkilemektedir. KRK tum
duinyada gorulen kanserlerin %9,4’unde erkekleri ve %10,1’inde kadinlari
etkiler (22). TCKSDB’'nin 2004-2006 verilerine gore ulkemizde KRK olgu

sayisi erkeklerde 2.888, kadinlarda 2.186 olarak saptanmistir. Bu verilere
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gore KRK’lerin %7’si erkekleri, %7,9'u kadinlari etkilemektedir (3). 2010
yiinda Yunxia ve ark.’nin (113) 101 KRK tanili hasta Uzerinde yaptiklari
calismada %58,4’Unu erkek, %41,6’sin1 kadin olarak bulmuslardir. Bizim
calismamizda degerlendirmeye alinan toplam 50 hastanin 29'u erkek (%58),
21’i kadin (%42) olup, erkek/kadin orani 1,38 idi. KRK en sik 60-79 yaslari
arasinda gorulmektedir. Tum olgularin %10’undan azi 50 yasindan once
ortaya ¢ikmaktadir (23). 2011 yilinda Lanthaler ve ark.’nin (114) 31 KRK
hastasi Uzerinde yaptiklari calismada median yasi 64 olarak bulmusglardir.
Bizim galigmamizda hastalarin medyan yasi 58 (30-76) olup, hastalarin
%30’u 50 yasin altinda idi.

Kolon ve rektumdaki kanserlerin dagilimi su sekildedir; %22
cekum/gikan kolon, %11 transvers kolon, %6 inen kolon, %55 rektosigmoid
kolon ve %6 diger bolgeler (66). 2011 yilinda Shen ve ark.’nin (7) 118 KRK
hastasi Uzerinde yaptiklar ¢calismada %23,7’sini gekum/gikan kolon, %6,8'ini
transvers kolon, %4,2’sini inen kolon, %65,3'Unu rektosigmoid kolon
yerlesimli olarak bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda kolon ve rektumdaki
kanserlerin dagilimi su sekildedir; %24°G ¢gekum/gikan kolon, %4’U transvers
kolon, %8'i inen kolon, %64’G rektosigmoid kolon yerlesimli olup literaturde
verilen bilgiler ile uyumludur.

Kolerektal adenokarsinomda derecelendirme tiumor dokusunda tubal
olusumunun derecesi ve hucresel dizilime gore yapilir (115). 2011 yilinda
Herreros ve ark.’nin (116) 186 KRK hastasi Uzerinde yaptiklari ¢alismada
hastalarin %9’unu grade |, %84’Unu grade Il ve %7’sini grade Ill olarak
bulmuslardir. Bizim galismamizda KRK hastalarinin %92’si grade I, %8’i
grade lll olarak saptandi. Az diferansiyasyon gosteren tumorlerde lenf nodu
metastaz riski %81, iyi differansiyasyon gosteren tiumorlerde ise %30 dur.
Sagkalim Gzerinde tUmor diferansiyasyonu dnemli ve bagimsiz bir prognostik
faktordur. (117)

Kolorektumdaki kanserler yuksek oranda adenokanser histolojik
tipindedir. Musin6z karsinoma tanisi igin musin6z komponentin tumorin %
50’sinden fazla olmasi gerekir. Tagh yuzik hdcreli karsinomlar da bu gruba

dahil edildiginde, kolorektal karsinomlar igerisinde gortulme sikligi %10’dur.
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Musinoz karsinomlar diger tiplere gore daha ileri evrede, daha hizli yayilim,
daha fazla lenf dUgumu tutulumu ve daha kotl prognoz gosterirler. Msin6z
karsinomlar igerisinde tasli yuzik hucreli karsinom daha saldirgandir ve
prognozu daha koétudur (115). Chen ve ark. (118) 45 tagh yuzuk hucreli, 332
musindz karsinom ve 2984 diger histolojik tip KRK hastasi Uzerinde yaptiklari
calismada tagh yuzik hacreli kanserin musinbz kansere gore, musindz
kanserin ise diger tiplere gore sagkaliminin belirgin olarak daha kotu
oldugunu belirtmiglerdir (119). 2010 yilinda Zlobec ve ark.’nin (120) 404 KRK
hastasi Uzerinde yaptiklari ¢alismada tumdrlerin %7,4 oraninda musindz
komponent i¢erdigini tespit etmislerdir. 2008 yilinda Akkirpik ve ark.’nin (121)
yaptigi calismada K-ras gen mutasyonlari timorin musin6z kompanentinin
varligi ile yuksek oranda birliktelik gostermistir. K-ras kodon 12/13 nokta
mutasyonlarinin yanisira ras gen ailesinin asiri ekspresyonunun bu
hastaligin gelisiminde 6nemli oldugunu fakat sagkalimin bir 6n belirteci
olmadigini belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda hastalarin %92’sinin histolojik
tipi adenokarsinom iken, %8’i misindz ve tagh yuzuk hucreli kanser tipinde
idi. Ayrica K-ras mutasyon tasiyicilari ile yabanil tip olan olgular arasinda
histolojik tip agisindan anlamli bir fark saptanmadi.

Onceki yillarda KRK hastalarinda yapilmig birgok ¢alismada K-ras ve
BRAF genlerinde farkli oranlarda mutasyon saptanmistir (Tablo-20). Ornegin
2008 yilinda Georgiva ve ark.’nin (122) 23 KRK hastasi Uzerinde yaptiklar
calismada K-ras geni kodon 12°de %30 oraninda, kodon 13’te %4,3 oraninda
ve BRAF geni kodon 600’de %8,7 oraninda nokta mutasyonu saptamislardir.
Ayni calismada ERK aktivasyonu ile K-ras geni kodon 12 mutasyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark oldugunu ve kodon 12
mutasyonlu  hastalarda ERK  aktivasyonunun  ylksek  oldugunu
saptamiglardir. K-ras geni kodon 13 ve BRAF geni kodon 600 mutasyonlari
ile ERK aktivasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptamamiglardir. 2010 yilinda Yunxia ve ark.’nin (113) 101 KRK hastasi
Uzerinde yaptiklar galismada %32,7 oraninda K-ras gen (kodon 12, 13, 45,
69 ve 80) mutasyonu saptamiglardir. Metastaz sonrasi K-ras mutasyonu

saptanan hastalarda median sagkalimi 18 ay, yabanil tip olan hastalarda
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median sagkalimi 19 ay olarak saptamislardir. K-ras mutasyon durumunun
metastaz sonrasinda bagimsiz bir prognostik faktor olmadigini belirtmislerdir.
2009 yilinda Chen ve ark.’nin (118) 90 KRK hastasi Uzerinde yaptiklari
calismada %36 oraninda K-ras gen (kodon 12 ve 13) mutasyonu
saptamiglardir. K-ras geni kodon 12 Uzerinde GGT'den GAT’ye heterozigot
donusimu kodon 12 ve kodon 13’deki diger mutasyonlara gore daha yuksek
oranda saptamiglardir. 2010 yihinda Zlobec ve ark.’nin (120) 404 KRK
hastasi Uzerinde yaptiklari galismada %30,1 oraninda K-ras gen (kodon 12
ve 13) mutasyonu ve %12 oraninda BRAF gen (kodon 600) mutasyonu
saptamiglardir. Ayni g¢alismada BRAF gen mutasyonunun sag kolon
yerlesimli, yiksek gradeli, peritimoral lenfositik infiltrasyonu olmayan ve MSI-
H olan tumorlerde anlamli derecede daha sik goéruldugunu saptamiglardir.
BRAF gen mutasyonunun sag kolon yerlesimli KRK hastalarinda kotu
prognostik faktor oldugunu vurgulamiglardir. 2010 yilinda Kaji ve ark.’nin
(122) 101 KRK hastasi Uzerinde yaptiklari galismada lateral yayilim gosteren
tumor orneklerinde K-ras gen (kodon 12 ve 13) mutasyon tagiyicilik oranini
% 58 saptarken, BRAF (kodon 600) geninde mutasyon saptamamiglardir.
Bizim calismamizda, karsinomlarin %30’unda (n=15) KRAS gen (kodon 12,
13 ve 61) mutasyonu, %2’sinde (n=1) BRAF gen (kodon 600) mutasyonu
saptanmigtir. BRAF gen mutasyonu tasiyan bu olgu 38 yasinda kadin hasta
idi. Bu olguda tumor rektum yerlesimli, Glserovejetan ve grade |l adenokanser
histolojik tipte idi.

2007 yilinda Yoshida ve ark.'’nin (124) yaptiklari calismada 45 duz ve
deprese erken evre KRK 6rnegini ve 43 polipoid erken evre KRK 6rnegini
BRAF ve K-ras gen mutasyonlari agisindan analiz etmislerdir. Duz ve
deprese erken evre KRK drneklerinin %11°1'inde BRAF mutasyonu, polipoid
erken evre KRK orneklerinin %30,2’sinde K-ras mutasyonu saptamislardir.
Submukozal invazyon derinligini BRAF mutasyonu tagiyan orneklerde K-ras
mutasyonu tagsilyan Orneklere gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek saptamislardir. Bizim ¢alismamizda KRK 6rnekleri buyime paternine
gore siniflandirildiginda hastalarin 5 (%10)inde tumor polipoid, 30

(%60)’'unde Ulserovejetan, 10 (%20)’'unda Ulseroinfiltratif, 1 (%2)'inde anller,
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3 (%6)Unde infiltratif ve 1 (%2)'inde Ulseratif tipte idi ve K-ras mutasyon
tasiyicilar ile yabanil tip olan olgular arasinda buyume paterni agisindan
anlaml bir fark saptanmadi.

2008 yilinda Jeon ve ark. (125) 78 KRK o6rnegini K-ras mutasyon
durumu agisindan incelemigler ve %29,5'inde K-ras mutasyonu
saptamiglardir. K-ras geninde en sik kodon 12 Uzerinde %78,3 oraninda
mutasyon saptamiglardir. Kodon 12 Gzerinde sirasiyla %43,5’inde GGT’den
GAT'ye, %21,7’sinde GTT'ye ve %13’unde AGT’ye donusum saptamiglardir.
Kodon 13 Uzerinde %17,4’Unde mutasyon saptamislardir. Ayrica ayni
calismada tumor vyerlesim yeri ile K-ras mutasyon durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmamislardir. Bizim calismamizdaki 50
olgunun %30’'unun (n=15) K-ras mutasyonu tasidigi, %70’inin (n=35) yabanil
tip oldugu saptanmistir. K-ras mutasyonu tagiyan 15 hastanin %93,3'Unde
(n=14) KRAS ekzon 1 mutasyonu saptanmis olup, bu mutasyonlarin
dagilimina bakildiginda %73,3’'Unun (n=11) kodon 12 Uzerinde oldugu ve
Glisin ile Aspartat (Gly12Asp: %45,45, n=5), Glisin ile Valin (Gly12Val:
%36,36, n=4), Glisin ile Sistein (Gly12Cys: %9,09, n=1) ve Glisin ile Alanin
(Gly12Ser: %9,09, n=1) arasinda yer degistirme seklinde nokta mutasyonu
oldugu, %20’sinin (n=3) kodon 13 Uzerinde ve Glisin ile Aspartat arasinda yer
degistirme (Gly13Asp: %100, n=3) seklinde nokta mutasyonu oldugu,
%6,6’sinin (n=1) ekzon 2 kodon 61 Uzerinde Glutamin ile Histidin (GIn61His;
%100, n=1) arasinda yer degistirme seklinde nokta mutasyonu oldugu
gozlenmisgtir.

2007 yihinda Poehlman ve ark. (126) yaptiklarn galismada 65 KRK
tanih  hastanin % 29unda K-ras mutasyonu saptamiglardir. Kras
mutasyonlarinin % 15,4’ini kodon 12, % 12,3’'unu kodon 13 ve % 1,3'ini
kodon 61 Uzerinde saptamiglardir. Kodon 12 Uzerinde en sik olmak Uzere %
63 GGT'den GATye, % 26 GGT'den GTT'ye ve % 5 GGT'den GCT'ye
donusum izlemiglerdir. Kodon 13 tzerinde % 100 GGC’dan GAC'’ye ve kodon
61 Uzerinde % 100 CAA’dan CAC’ye donusum izlenmislerdir. Bu ¢alismada
ortalama sagkalim, cinsiyet, tumorun distal ve proksimal lokalizasyonu,

grade, evre ve lenf nodu metastazi agisindan incelenmis ve K-ras mutasyonu
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tasiyan hastalar ile yabanil tip olan hastalar arasinda bu parametreler
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bununla birlikte,
ortalama sagkalim ve tumor lokalizasyonu agisindan kodon 12 mutasyonu
tasiyan hastalar ile yabanil tip olan hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark saptamiglardir. Kodon 12 mutasyonu tasiyan hastalarda
ortalama sag kalimi daha kisa ve tumor lokalizasyonunu ylksek oranda
distal kolon yerlesimli olarak bulmuglardir. 2011 yilinda P. Vasovcak ve
ark.’nin (127) yaptid1 bagka bir galismada, 103 KRK o6rneginde K-ras geni
mutasyon (kodon 12, 13 ve 61) orani % 31,1 BRAF geni mutasyon orani %
8,7 olarak saptamistir. Ayni calismada hastalarin K-ras ve BRAF gen durumu
ile cinsiyet, lokalizasyon, evre, L.N metastazi acgisindan kiyaslanmigtir ve
BRAF mutasyonu tasiyan hastalarda tumor anlamli olarak yuksek oranda
proksimal yerlesimli olarak saptanmistir. Bizim ¢alismamizda hastalar K-ras
mutasyon durumu ile yas, cinsiyet ve tumorun histolojik tipi, lokalizasyonu,
baylme paterni, diferansiasyonu, evresi agisindan incelendi. Sadece tUmor
lokalizasyonu ile K-ras mutasyon durumu arasinda anlamli iliski oldugu
goruldu. K-ras mutasyonu tagiyan hastalarin, yabanil tip olan hastalara goére
cikan kolon yerlesim oraninin daha yuksek oldugu ve iki grup arasindaki bu
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

2011 yilinda Shen ve ark’nin (7) 118 KRK tanili hasta Uzerinde
yaptiklari galismada %34,7’sinde K-ras gen mutasyonu ve %1,7’sinde BRAF
gen mutasyonu saptamislardir. K-ras mutasyonlarinin %23'7’sini kodon 12,
%10,2’sini kodon 13 ve %0,8’ini kodon 61 Uzerinde saptamiglardir. Kodon 12
Uzerinde %13,6 oranla en sik GGT'den GAT'ye, %6,8 GGT'den GTT'ye ve
%1,7 GGT'den GCT’ye ve AGT’ye donusum izlemislerdir. Kodon 13 Uzerinde
%10,2 GGC'den GAC’ye ve kodon 61 uzerinde %0,8 CAA'dan CAT'ye
donusum izlenmiglerdir. Ortalama sagkalim, cinsiyet, yas, tumor
lokalizasyonu, tumor diferansiyasyonu ve tumor TNM siniflamasi agisindan
incelenmis ve sadece cinsiyet agisindan K-ras mutasyonu tasiyan hastalar ile
yabanil tip olan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmigtir. Kras mutasyonu kadinlarin % 44,7’sinde, erkeklerin %

28,2'sinde saptanmistir. Bizim ¢alismamizda K-ras mutasyonu tasiyicilari ile
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yabanil tip olanlar arasinda cinsiyet agisindan istatiksel olarak anlamli bir
saptanmadi.

Farkli caligmalarda degisik parametreler K-ras ve BRAF genlerinin
mutasyon durumu ile karsilastinlmistir. Ornegin, 2010 yilinda Naguib ve
ark.’nin (128) 186 KRK hastasi Uzerinde yaptiklari calismada % 22’'sinde K-
ras gen (ekzon 1 ve 2) ve % 15,6'sinda BRAF gen (ekzon 11 ve 15)
mutasyonu saptamiglardir. Cinsiyet, yas, tumoér lokalizasyonu, tumor
diferansiyasyonu, Dukes siniflamasi, MSI, vucut kitle indeksi, alkol ve sigara
kullanimi, fiziksel aktivite, hormon replasman tedavisi, HDL (yuksek dansiteli
lipoprotein), LDL (dusuk dansiteli lipoprotein), TG (trigliserit), ve plazma
vitamin C duzeyi agisindan incelenmis. K-ras mutasyon tasiyiciligini Dukes
C, D olan hastalarda istatistiksel olarak anlamli ve yuksek oranda, MSI olan
hastalarda ise istatistiksel olarak anlamli ve dusuk oranda saptamiglardir.
Ayrica HDL duzeyi, K-ras mutasyon tasiyan hastalarda anlaml olarak duguk
duzeyde saptanmistir. Tumor diferansiyasyonu kot olan hastalarda ve MSI
olan hastalarda BRAF mutasyon tastyiciligi anlamh olarak yuksek
bulunmustur. Ayrica distal kolon yerlegimli timoru olan hastalarda BRAF gen
mutasyonu duguk oranda saptanmigtir. Ayrica 2011 yilinda Yokota (129) ve
ark.’nin ileri evre ve nuks KRK tanili 229 hasta Uzerinde yaptiklari calismada
K-ras gen (kodon 12 ve 13) mutasyon oranini % 34,5 ve BRAF gen (kodon
600) mutasyon oranint % 6,5 olarak saptamislardir. Ayni calismada
hastalarin K-ras ve BRAF gen durumu ile yas, cinsiyet, tumor lokalizasyonu,
klinik durum (ileri evre veya nuks), ortalama sag kalim, tumoran
diferansiyasyonu, tumorin metastaz yaptigi yer ve metastaz sayisi, kan ALP
duzeyi, beyaz kire sayisi, kemoterapi protokolleri ve Anti-EGFR tedavisi alip
almadiklari agisindan kiyaslanmigtir. BRAF mutasyon tagiyicilarinda ve K-
ras kodon 13 mutasyon tasiyicilarinda timorin sag kolon yerlesimini anlaml
olarak daha yuUksek oranda saptamiglardir. Ayrica ileri evre ve niks KRK
hastalarinda BRAF gen mutasyon durumunun gugla bir prognostik faktor

oldugunu vurgulamiglardir.
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Tablo-20: Gecmis yillarda kolorektal kanser hastalarinda yapilan K-ras

analizlerinde saptanan mutasyon yuzdeleri (7, 113, 116, 118, 120-135)

Yapilan Calismalar ve yillari Vaka | K-ras gen bolgeleri Mutasyon
Sayisi Yizdeleri
A. Poehlmann ve ark. (2007) 65 Kodon 12, 13 ve 61 % 29,2
Akkirpik ve ark. (2008) 53 Kodon 12 ve 13 % 11
T. Yokota ve ark. (2011) 229 Kodon 12, 13 ve 61 % 34,5
C. H. Jeon ve ark. (2008) 78 Kodon 12, 13 ve 14 | % 29,5
Georgieva ve ark. (2008) 23 Kodon 12 ve 13 % 34,3
P. Vazovcak ve ark. (2011) 103 Kodon 12, 13 ve 61 % 31,1
S. Yoshida ve ark. (2008) 88 Kodon 12 ve 13 % 30, 2
E. Kaji ve ark. (2011) 98 Kodon 12 ve 13 % 58
Naguib ve ark. (2010) 186 Kodon 12 ve 13 % 22
H. Shen ve ark. (2011) 118 Kodon 12, 13 ve 61 % 34,7
Y. L. Chen ve ark. (2009) 90 Kodon 12 ve 13 % 36
Yunxia ve ark. (2010) 101 Ekzon 1 ve 2 % 32,7
Zlobec ve ark. (2010) 404 Kodon 12 ve 13 % 30,1
Baldus ve ark. (2010) 100 Kodon 12 ve 13 % 41
Hutchins ve ark. 1583 |- % 34
A. Jakubauskas ve ark (2010) 20 Kodon 12,13 ve 66 | % 25
Vaughn ve ark. (2011) 2121 | Kodon 12 ve 13 % 42,4
P. Woijcik ve ark. (2010) 163 - % 36
M. Herreros ve ark. (2011) fultex | 186 Kodon 12 ve 13 % 48
Lang ve ark. (2011) 125 Kodon 12 ve 13 % 35,2
Bizim galismamiz 50 Kodon 12, 13, 61 % 30

Piotr Wojcik ve ark.nin (134) 2010 yilinda yapmig olduklari bir
calismada KRK hastalarinda %3,5-20,6 arasinda degisen farkli oranlarda
BRAF gen mutasyonlarinin olabilecegini vurgulamislardir (Tablo-21). Ayni
calismada BRAF gen mutasyonlarinin Anti-EGFR tedavilerine direng

olusturduklarini ve kotu bir prognostik faktor olduklarini saptamislardir.
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Ozellikle V60OE nokta mutasyonlarinda bu durumun daha belirgin oldugunu
saptamiglardir. Biz galismamizda % 2 oraninda (n=1) BRAF mutasyonu

saptadik.

Tablo-21: BRAF gen mutasyon calismalari (134).

Calisma Yil Vaka Mutasyon Mutasyon
sayisi Yiizdesi Tipleri
Miranda ve ark. 2006 202 3.5 (7) V600E
Maestro ve ark. 2007 324 3.7 (12) V600E
Lee ve ark. 2008 134 4.5 (6) V600E
Asaka ve ark. 2009 908 4.5 (41) V600E
Yuen ve ark. 2002 215 5.1 (11) Exon 11 ve 15
Suehiro ve ark. 2008 199 6.5 (13) Exon 11 ve 15
Ikehara ve ark. 2005 82 7.3 (6) Exon 11 ve 15
Nagasaka ve ark. 2004 234 9.0 (21) V600E
Samowitz ve ark. 2005 911 9.5 (87) V600E
Rajagopalan ve ark. 2002 330 9.7 (32) Exon 11 ve 15
Deng ve ark. 2004 80 10.0 (8) V600E
Shen ve ark. 2007 87 12.6 (11) Exon 11 ve 15
Barault ve ark. 2008 585 13.3 (78) V600E
Weisenberger ve ark. 2006 187 13.9 (26) V600E
Ogino ve ark. 2006 837 14.1 (118) V600E
Goel ve ark. 2007 126 20.6 (26) V600E

KRK' tedavisi, hedefe yonelik yeni tedavi ajanlarinin kullaniimaya
baslaniimasiyla kisisellesmistir. Metastatik KRK hastalarinda K-ras mutasyon
durumu tedavi protokolu Uzerinde artmig etkiye sahiptir (114). EGFR’'ye
yonelik ajanlar EGFR’yi reseptor duzeyinde bloke eder. K-ras mutasyonu
bulunan hastalarda EGFR’ye yonelik ajanlar etkili degildir. K-ras mutasyon

durumu EGFR’ye yonelik tedavi seciminde faydali bir biyomarkerdir (114).
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