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OZET

Kolorektal Adenokarsinomlarda SOCS 1 Gen Polimorfizmi Analizi ve

SOCS 1 Ekspresyonu ile iligkisi

Kolorektal karsinom (KRK) tim dinyada kanser kokenli morbidite ve
mortalitenin en dnemli sebeplerinden biridir. Gelisiminde genetik yatkinlik ve
cevresel farkhliklar 6nemli rol oynamaktadir. Karsinogenezisde immun
sistem hucrelerinin yani sira birgok organ sistemlerinin yasamini,
proliferasyonunu ve islevsel aktivitesini etkileyen glikoprotein yapisinda olan
sitokinlerin dnemli bir rolu oldugu bilinmektedir. Sitokinlerin  induklenebilen
inhibitorleri Sitokin Sinyal Supresorleri’dir (Supressor Of Cytokine Signaling;
SOCS). SOCS proteinleri, sitokin sinyal transduksiyon regulatorleri olarak
gorev yaparlar ve sinyal iletisinin farkli agsamalarinda rol alarak sitokinlerin
aktivitelerini inhibe ederler. SOCS ailesindeki proteinler CIS ve SOCS 1-
SOCS 7 olarak 8 grup altinda toplanmaktadir. Bunlardan SOCS-1'’in
hepatoselliler kanser, pankreas kanseri, 6zofagus adenokanseri gibi
kanserlerde, hayvan deneylerinde kolorektal karsinomda, karsinogeneziste
etkili oldugu ve tumor baskilayici aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir.
Literatlr tarandiginda inflamasyonla giden bazi hastaliklarda SOCS-1 gen
polimorfizmi ¢ahisildidi (Astim, Tip 1 diabetes mellitus vs) fakat KRK igin
SOCS-1 gen polimorfizmine dair bir calismanin insanda yapiimadigi
gorilmustar. Planladigimiz bu calismayla KRK'li hastalardaki SOCS1 1478
CA/DEL gen polimorfizmini ve immunhistokimyasal olarak SOCS1
ekspresyonu ile KRK’li hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve sagkalim

analizleri arasindaki iligkiyi ortaya koymaya calistik.

Calismaya KRK tanisi almis ve rezeksiyon yapilmis 53 hasta ve
yaslari benzer cesitli sebeplerle (delici-kesici alet yaralanmasi, megakolon
vs) opere olmus normal kolon mukozasi olan 25 olgu dahil edilmigtir.
Hastalarin ve kontrol grubunun patoloji arsivindeki parafin bloklari gikarilarak
hem SOCS1 igin spesifik immunhistokimyasal arastirma kiti ile boyanmasi
yapiimis hem de dokulardan elde edilen DNA'larda SOCS1 1478 CA/DEL



gen polimorfizmi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Fragmani

Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi ile tayin edilmistir.

Calismamizda SOCS1 ekspresyonu ile TNM evresi, diferansiyasyon,
tumor lokalizayonu, tumoér boyutu, Duke’s evresi, cinsiyet, yas,
lenfovaskuiler, perindral ve venovaskuler invazyon gibi klinikopatolojik
Ozellikler arasinda istatiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir. Ayrica
SOCS1 ekspresyonu ile hastaliksiz ve tam sagkalim arasinda da anlamli bir
fark bulunmamigtir. Bulgularimiz SOCS1’in prognozu belirleyici bir kriter
olmadigi yonundedir.

Gen polimorfizmi analizinde ise SOCS1 DEL/DEL (minér homozigot)
gen polimorfizmi’nin hastaliksiz sagkalim ile iligkili oldugu bulunmus
(P=0.049) ve daha koétu prognoza sahip oldugu gosterilmigtir. SOCS1 1478
CA/DEL gen polimorfizmi ile diger klinikopatolojik 6zellikler arasinda ise iligki
saptanmamistir. Yine SOCS1 ekspresyonu ile SOCS1 1478 CA/DEL gen
polimorfizmi arasinda da anlamli bir iliski saptanmamistir.

KRK’da SOCS proteinlerinde meydana gelebilecek polimorfizm inflamatuar
sure¢ gelisimine katkida bulunarak hastalik etiyopatogenezinde yer aliyor

olabilir.

Calismamiz KRK’li hastalarda SOCS1 ekspresyonu ve SOCS1 1478
CA/DEL gen polimorfizmini arastiran ilk ¢alisma olmasi nedeniyle dnemlidir.
Elde edilen veriler fazla sayida olgu iceren calismalarla daha anlamli

sonuglara ulasilacagi kanaatini uyandirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal karsinom, SOCS1, SOCS-1 1478
CA/DEL gen polimorfizmi.



SUMMARY

SOCS 1 Gene Polymorphism Analysis and Relationship with SOCS 1
Expression in Colorectal Adenocarcinoma

Colorectal carcinoma (CRC) is one of the most important reasons of
cancer-based morbidity and mortality all over the world. Genetic
predisposition and environmental differences plays an important role in the
development of colorectal carcinoma. It is known that cytokines which have
glycoprotein structure and effect functional activity, proliferation and live of
many organ systems besides immune system cells have an important role in
carcinogenesis. The inducable inhibitors of cytokines are suppressors of
cytokine signalling (SOCS). SOCS proteins serves as cytokine signal
transduction regulators and inhibits the activity of cytokines by acting
different levels of signal transmission. Proteins in SOCS family divided to
eight groups as CIS and SOCS1-SOCSY7. It has been shown that SOCS1
plays role in carcinogenesis of hepatocellular cancer, pancreatic cancer,
eeosophageal adenocancer and experimental animal colorectal carcinoma
and also have tumor suppressing activity According to literature, there are
some studies on the SOCS-1 gene polymorphism in some inflammatory
disease (such as asthma, type 1 diabetes mellitus) but no evidence SOCS-
1 gene polymorphism in CRC in man. The aim of this study was investigate
SOCS-1 1478 CA/DEL gene polymorphism of patients with CRC,
immunohistochemically SOCS1 expression and relationship between survival

analysis and clinicopathologic features of CRC patients.

This study were include CRC diagnosed and resected 53 patient and
25 control with normal colon mucosa which has been operated any reason
(injury, megacolon etc) The paraffin blocks of patients and controls were
stained by specific immunohistochemical research kit for SOCS1. SOCS1
1478 CA/DEL gene polymorphism was determined in tissue DNAs by using



Polimerase Chain Reaction and Restriction Fragment Lenght Polymorphism

technics.

There is no statistical difference between the SOCS1 expression and
clinicopathologic features such as TNM stage, differentiation, tumor
localization, tumor dimension, Duke’s stage, gender, age, lenfovascular,
perineural and venovascular invasion. Furthermore, There was no statistical
difference between SOCS1 expression and disease-free or overall survive.
According to our findings, SOCSL1 is not a determinant criterion for prognosis.
The relationship was found between SOCS1 DEL/DEL (minor homozigot)
gene polymorphism and disease-free survival in analysis of gene
polymorphism (p=0.0049). It was also worse the prognose. There was no
relationship between the SOCS1 1478 CA/DEL gene polymorphism and the
other clinicopathologic features. Additionally it was not relationship between
SOCSL1 expression and SOCS1 1478 CA/DEL gene polymorphism.

A polymorphism that may occure in SOCS proteins in CRC may play
role in etiopathogenesis of disease by contributing to development of

inflammatuar process.

SOCS1 expression and SOCS1 1478 CA/DEL gene polymorhism
were the first time investigated in this. The results of present study suggested

that the data from more patients are needed for meaningful results

Key words: Colorectal carcinoma, SOCS1, SOCS-1 1478 CA/DEL

gene polymorphism.



GiRiS

Kolorektal karsinom (KRK) kanser kokenli morbidite ve mortalitenin en
onemli sebeplerinden biridir. Gelisiminde genetik yatkinhk ve cevresel
farkhliklar 6nemli rol oynamaktadir. Klinik ve patolojik birgok prognostik faktor
KRK’in seyrini etkilemektedir. Karsinogenezisde immun sistem hucrelerinin
yani sira birgcok organ sistemlerinin yasamini, proliferasyonunu ve iglevsel
aktivitesini etkileyen glikoprotein yapisinda olan sitokinlerin 6nemli bir rolu
oldugu bilinmektedir. Sitokinlerin  induklenebilen inhibitorleri Sitokin Sinyal
Supresorleri’dir (Supressor Of Cytokine Signaling; SOCS). SOCS proteinleri,
sitokin sinyal transduksiyon regulatorleri olarak goérev yaparlar ve sinyal
iletisinin farkl asamalarinda rol alarak sitokinlerin aktivitelerini inhibe ederler.
SOCS ailesindeki proteinler CIS ve SOCS 1- SOCS 7 olarak 8 grup altinda
toplanmaktadir. Bunlardan SOC1’in birgok kanserle iligkisi gdsterilmistir. Su
ana kadar elde edilen veriler KRK’li hastalardaki SOCS1 1478 CA/DEL gen
polimorfizmi  ve immudnhistokimyasal olarak SOCS1 ekspresyonu ile
hastalarin  klinikopatolojik ~ Ozellikleri  arasindaki iliski  olabilecegini

dusundurmektedir.

1. Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi

1.1 insidans ve Mortalite

Kuresel olarak yaklasik 800.000 yeni kolorektal kanser vakasi
olduguna inanilmaktadir, bu tim kanserlerin yaklasik %10’u kadardir.
Kolorektal kanserden mortalite oraninin ise yaklasik 450.000 oldugu tahmin
edilmektedir (1). Prevalans tahminleri 50 yas ve Uzerinde taranmamis
bireylerde invaziv kolorektal kanser riskinin % 0,5-2, insitu karsinom riskinin
% 1-6, 1 cm veya daha blUylk adenom riskinin % 7-10 ve herhangi bir
blayUklikte adenom riskinin ise % 25-40 oldugunu ortaya koymaktadir (2,3).

1.2. Yas

Kolorektal kanser (KRK) insidansina yas diger demografik
faktorlerden daha fazla etkilidir. Tium gruplarda 45-50 yas Uzerinde sporadik



kolorektal kanser riski dramatik olarak artmaktadir. Hemen hemen tim
ulkelerde kadinlarda erkeklerden daha az gorulmekte ,1990’da insidans
her 100.000 kiside erkek igin 19.4, kadin iginse 15.3 olarak ortaya
konmustur (Landis 1998). Amerikada 1992-1995 arasinda tum irklarda yas
standardize iken insidans erkekte 50.5 kadin icinse 37.0 olarak tespit
edilmistir (Landis 1998). llgingtir ki yasam boyu kolorektal karsinom riski
ABD‘de kadin ve erkek igin yaklasik % 6 iken , 6lum riski kadinlarda %
2.7, erkeklerde ise % 2.6 olarak bulunmustur (4). Bu celiskili bulgulara
ragmen kadinlarda ortalama yasam suresi beklentisi erkeklerden daha
fazladir. Turkiyede ise Saglik Bakanli§i Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi
tarafindan 2005 yilinda yayinlanan Turkiye kanser insidansi verilerine gore
total kanser insidansi 173.85 / 100.000 olarak tespit edilmis, bu tablo
icerisinde kolon kanseri 7.51 /100.000 ile tum kanserler igcinde 7.sirada,
cinsiyet dagilimina gére erkeklerde 8.69 /100.000 ile 6.sirada, kadinlarda ise
6.31 /100.000 ile yine 6.siradadir (5).

1.3 Cografik Degiskenler

Cografi c¢esitlilik  kolorektal kanser insidansini buylk o6lgude
etkilemektedir. insidans oranlari en diisiik ve en yliksek arasinda 30-40 kat
kadar farkhlik gostermektedir. Alaska yerlilerinde insidans yluzbinde 70 iken
Gambiya ve Cezayirde yuzbinde 2’den azdir (1). Genellikle KRK insidansi
ve mortalite oranlarinin gelismis bati toplumlarinda daha fazla oldugunu
soyleyebiliriz (1,4).

Yukarda bahsedildigi gibi ABD’de yas standardize edilerek yapilan
incelemelerde KRK insidansi ve mortalite oranlari son zamanlarda
azalmaktadir (6). ilaveten 5 yillik yasam siireside diizelmektedir. Bu egilim
Hintli Amerikalilar hari¢ irk, cinsiyet veya etnik koken ayirt etmeksizin
gérilmektedir. ik bakista diyet ve hayat tarzi degisiklikleri veya
kemopreventif ajanlarin kullanimi buna yol agar dislincesi uyanmakta ama
bazi bolgelerde artmis kolonoskopi ve polipektomi uygulamalari énemli bir
sebep olarak goérulmektedir (7).

Turkiyede yine Saglik Bakanliginca 2005’te yayinlanan 8 ili (Ankara,

Antalya, Edirne, Eskisehir,Erzurum, izmir, Samsun, Trabzon) kapsayarak



yapilan analizlerde en yiiksek KRK insidansi Izmirde (10.69/100.000), en
dusuk ise Erzurum’da (2.72/100.000) tespit edilmistir (5).
1.4 Irk ve Etnisite
Kalitsal APC gen mutasyonu, 11307K, sik olan Askenazi
Yahudilerinde KRK riskinin diger etnik gruplara goére daha yusek oldugu
gosterilmistir (8). DNA uyumsuz onarim genlerinde kalitsal mutasyonlar
Afrikan-amerikanlarda daha fazladir ve kismen ABD’deki irklar arasinda
kolon kanseri anatomik varyasyonlarini agiklar (9).
1.5 Sosyo-ekonomik Faktorler
Genellikle kanser insidans ve mortalitesi ekonomik olarak ileri
Ulkelerde daha fazladir (4). Bu yuksek yag, fazla kirmizi et tiketimi, fiziksel
aktivite yoklugu sonucu ortaya g¢ikan obesite ile iligkilidir.
1.6 Anatomik SQift
Klasik olarak kolon kanserinin bir sol veya distal kolon hastaligi
olduguna inaniliyordu. Ancak sag kolon veya proksimal kolon kanseri sikligi
Kuzey Amerika (9) ve Avrupa’da (10) artmaktadir. Benzer egilim Asya
Ulkelerinde de gorulmektedir (11). Bu anatomik kayma muhtemelen
multifaktoriyeldir:
e Artmis uzun omur
e Luminal prokarsinojenlere ve karsinojenlere yanit kolonun diger
yerleri ile rektum arasinda degiskenlik gosterebilir
e Genetik faktorler, proksimal kolon kanserlerinde mikrosatellit
instabilite ile sonuglanan uyumsuz onarim genlerindeki defekt
ile ilgili olabilir ve kromozomal instabilite yolagi sol kolon ve
rektal kanserlerde baskin olabilir.
Anatomik varyasyondaki bu gelismelerde kemoprovensiyon,
kemoterapi (3,12,13) ve nihayetinde hastalia spesifik tarama islemlerinin

kayda deger etkisi oldugunu dusundurmektedir.



2. Etiyoloji: Genetik ve Cevresel Risk Faktorleri

Kolorektal karsinom etiyolojisi ¢evresel ve genetik faktorlerin
etkilesimini igeren bir komplekstir. Bu faktérler uzun yillar icinde premalign
bir adenomatdz polipten asikar KRK ‘a kadar gegen bir suregte mukozal
degisikliklere yol acgabilir.

2.1 Kalitsal Yatkinlik

Ailesel faktorler sporadik KRK riskine 6nemli oranda katkida bulunur ,
birinci veya derece akrabalik , ve bunlarda kolorektal kanser baglama yasi
bunda 6nemlidir. Birinci dercede akrabasinda KRK olanlarda 2 kat artmis
KRK riski vardir (14). Birinci derece akraba 60 yasindan once etkilenmisse
risk artmaktadir. Birinci derece akrabada KRK olan kigilerde premalign
adenom ve KRK olma olasiligi artmistir (15,16). Milli Polip Calismasi ( The
National Polyp Study) (16) ilging veriler ortaya koymakta, adenomlu
hastalarin ebeveyn ve kardeslerinde risk 1.8 kat artmakta, eger ilk hasta
birey 60 yasindan kiglkse bu oran 2.6 kat artmis olarak tespit edilmistir.

Nufus grubunun provokatif degerlendirmelerinde kolorektal adenom ve
kanserlerde dominant kalitimsal duyarliik ileri strlimektedir, fakat bu
kalitimsal degdiskenlik g¢evresel faktdér maruziyetine baglh olabilir (17). Bu
duyarhlik faktorleri nelerdir? Henliz ortaya cikarilamamistir. Buna ragmen
genetik polimorfizmler (Glutatyon S transferaz , etilentetrahidrofolat rediktaz
ve N asetiltransferaz 6zellikle NAT1 ve NAT2 gibi) hersey den dnemli
olabilir (18,19,20). Gergekten genetik polimorfizm farkli irklar ve etnik gruplar
arasinda c¢ok degisken olabilir, ilave olarak kolorektal kanserlerin cografik
varyasyonu hakkinda ipucu saglar (3,20).

2.2 Cevresel Faktorler

2.2.1 Diyet

Obesite ve total kalori aliminin kohort ve olgu-kontrol c¢alismalarinda
kolorektal karsinom icin bagdimsiz risk faktorleri oldugu gdsterilmistir (21).
Artmig vucut kitle indeksi kolorektal kanserde 2 kat artig ile sonuglanabilir ve

erkeklerde kolon (rektum degil) kanseri ile kuvvetli iliski gostermektedir (3).



2.2.2 Et, Yag ve Protein

Kirmizi et tiketimi artmig KRK ile iligkilidir (22,23) ve kendi basina
kirmizi et tiketimi bagimsiz bir risk faktoradur. Ancak kirmizi etten tamamen
yoksun beslenmenin kolorektal kanser sikhgini  azalttigina dair c¢alisma
bulunmamaktadir. Kizartma,mangal ve islenmis etler KRK ile iligkilidir,
Ozelliklede rektal kanserle (20). Yuksek protein alimi karsinogenezisi
artirmaktadir ancak bunun kesin bir kaniti yoktur. Mekanik olarak yuksek
proteinli diyet hizlanmis epitelyal proliferasyon ile iligkilidir (24).

Kirmizi etteki yag bilesenleri tumor baslatici olabilir ¢unkl yaglar
luminal bakteriler tarafindan karsinojenlere metabolize edilebilir (25), bu da
anormal kolonik epitelyal proliferasyona neden olur. Yag tipinin énemli olup
olmadigi  hakkinda tartigsmalar vardir. Bazi c¢alismalar doymus yag
asitlerinin yuksek riskli oldugunu 6ne sirmekte ancak henuz diger ¢calismalar
herhangi  spesifik diyet yagin artmis riske sahip olduguna dair kanit
olmadigini ileri surmektedir (3,26).

2.2.3 Lifli Beslenme

Klasik olarak Afrikada yuksek lifli beslenme dusik KRK insidansi ile
iligkilidir (27). Bu 6nermeyi kanitlayan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.
Bugday kepegdi, meyve ve sebzenin korumay! sagladigina inaniimaktaydi
(23). Yuksek fiberli diyet fekal karsinojenleri dilie ederek , kolon transit
zamanini azaltarak uygun bir luminal ¢evre sagladigina inanilmakta idi (25).
Ancak bu standart kavramlar son zamanlarda yapilan KRK ve fiber alimi
arasinda ters iligki olmadigini gOsteren iyi kontrollu c¢aligmalarla
sorgulanmaktadir (3,23).

Yaglari 34-59 arasinda yaklagik 90.000 kadin Uzerinde yapilan bir
calismada fiber ve adenomatdz polip yada KRK sikligi arasinda koruyucu
etki olmadigi kaydedilmistir (28). Bu iki buyuk randomize kontrollu ¢alisma
ile orta vadede yuksek fiberli diyetin kolonoskopide bulunan poliplerin sayisi,
blyUkligu ve histolojisi Uzerinde etkisi olmadigi dogrulanmistir (29). Bu
noktada kanitlarin buylk c¢ogunlugu liften zengin diyetin KRK gelisme

riskinde rolu olmadigini gostermektedir (3).



2.2.4 Meyve ve Sebzeler

Meyve ve sebzelerin genellikle KRK ‘a karsi koruyucu etkisi olduguna
inaniimaktadir (22). Kalsiyumun KRK’den koruyucu bir etkiye sahip oldugu
ileri surdlmustir. Kalsiyum bu etkisini zararli safra asitlerine baglanarak
kolonik epitelyal proliferasyonu azaltici etkisi ile gostermektedir. Bu hicre
kultird modelleri ile desteklenmektedir. Ancak toplum bazli galismalarda
kesinlik kazanmamigtir (3,22,25).

2.2.5 Yagam Tarzi

Fiziksel inaktivite rektal kanserden ziyade kolon kanseri igin risk
olusturmaktadir (25). Sedanter bir yasam tarzi mekanizma tam olarak
anlasilmamasina ragmen artmig kolorektak kanser riskinden sorumludur.
Son veriler evre I-lll  kolon kanseri teshisinden sonra kanser iliskili
mortaliteyi azaltabilecegini ileri sUrmektedir ve aerobik egzersiz evre Il kolon
kanserinin rezeksiyon sonrasi rekurrensinin azaltilmasi ile iligkili bulunmugtur
(30,31). Alkolle ilgili ¢cogu calismada minimal pozitif etki gosterilmistir.
Erkeklerde alkol tliketimi ile rektal kanser arasinda kuvvetli bir iliski vardir .
Asetaldehit Gzerinden folat metabolizmasi ile etkilesim sorumlu olabilir. Uzun
sure sigara i¢cimi KRK riski ile iligkilidir (25) . 20 paket-yildan fazla sigara
icimi buyluk adenom , 35 paket —yildan fazla igimse kanser riski ile iligkilidir.
Kronik ¢ay yada kahve kullaniminin KRK riski ile tekrarlanabilen iligkisi
saptanmamistir (3,32).

2.2.6 llaglar

Toplum bazli calismalar aspirin ve diger NSAIi kullanimi ile hem KRK
hemde adenom arasinda ters bir iligki oldugunu kuvvetle desteklemektedir
(33). NSAIi ilag kullanim siiresi énemlidir, sag kolon kanserleri sol taraf
kanserlerinden daha fazla faydalanabilir. ilging olarak NSAIi tipi énemli
degildir. Sonuc olarak bu ve diger calismalarda NSAIi’ler ve selektif COX-2
inhibitorleri FAP ve sporadik kolorektal kanserde yogun sekilde

arastiriimaktadir (3).



2.2.7 Familyal Kolorektal Kanserler

I. Familyal Adenomatoz polipozis

FAP tum kolorektal kanserlerin %1’ini olugturmaktadir. Belirgin 6zelligi
hastalarin geng¢ yaslarindan 30’lu yaslarina kadar yuzlerce binlerce polip
gelismesidir, eger kolon cerrahi olarak c¢ikarilmazsa hastalarin %100’Gnde
kolorektal kansere ilerleme olmaktadir. Kolon digi bulgulari benign durumlari
(retinal pigment epitelinin konjenital hipertrofisi, mandibular osteomalar,
aksesuar digler, epidermal kistler, adrenal kortikal adenomlar, desmoid
tumorler) ve  malign durumlari (tiroid tumorleri, gastrik kiglk intestinal
polipler, %5-10 duodenal vel/veya ampuller adenokarinomlar ve beyin
tumorleri) icermektedir (34). Beyin tumorleri ( glioblastoma multiforme veya
medulloblastoma olabilir) ile kolon polipleri arasindaki iliski Turcot
sendromu olarak adlandirilir. Turcot sendromundaki kolonik polipler daha az
ve klasik FAP’tan daha buyuktir. FAP'In daha zayif bir formunda yaklagsik
100 kadar kolonik polip bulunmakta ve hastalar 50-60 yaslarina geldigi
zaman kolorektal kansere egilim yaratmaktadir (35).

FAP otozomal dominant gegisli ve hemen hemen %100 penetrans
(Tablo-1) (3) gosteren bir bozukluktur. Ancak hastalarin %30’da denovo
mutasyon var ve gorunur bir aile dykusu bulunmamaktadir. Karyotip analizi
insan kromozomu 5q Uzerinde interstisyel bir delesyon gostermektedir
takiben yapilan genetik baglanti analizinde 5921 FAP’tan sorumlu gen
adenomatozis polipozis koli i¢in sorumlu gen APC olarak tanimlanmistir.
FAP hastalari mutasyona ugramis APC gen kopyasi edinirler, boylece erken
baslangich polipozis olusumuna egilim olur. Hayat boyunca FAP hastalari
kalan APC gen kopyasinin inaktivasyonuyla KRK ‘e progresyonu hizlandirir.
APC gen mutasyonu lokalizasyonu ile belli klinik belirtiler arasinda (retinal
pigment epitelinin konjenital hipertrofisi , desmoid timérler ve zayiflatiimis

FAP’ a karsin klasik FAP gibi) ilging genotipik-fenotipik iliskiler vardir (3).



Tablo-1: Ailesel ve Ailesel Olmayan Kolorektal Kanser Sebepleri

Adenomatoz Polip Sendromlari

APC gen mutasyonlari (1%)

Familial adenomatous polipozis

Attenuated APC

Turcot sendromu (Ailelerin 2/3’de)

MMR gen mutasyonlari (3%)

Herediter nonpolipozis kolorektal kanser tip | vetip Il
Muir-Torre sendromu

Turcot sendromu (Ailelerin 1/3'0)

Hamartomat6z Polip Sendromlari (1%)
Peutz-Jeghers (LKB1)

Juvenil polipozis (SMAD4, PTEN)

Cowden (PTEN)

Bannayan-Ruvalcaba-Riley

Mixed polipozis

Diger Ailesel Sebepler (Yaklasik % 20- 25)
Adenomat6z polip aile hikayesi (MYH)

Kolon kanser aile 6ykisU

Risk >3A— kolon kanseri olan iki birinci derece akraba veya 50 yasindan kiicik bir birinci
derece akraba

Risk 2A— eger ikinci derece akraba etkilenmisse
Ailesel kolon-meme kanseri

Ailesel Olmayan Sebepler

Kisisel adenomatoz polip 6ykisu

Kisisel kolorektal kanser dykusu

inflamatuar barsak hastaligi ( Ulseratif kolit, Crohn's koliti)
Radyasyon koliti

Ureterosigmoidostomi

Akromegali

Cronkhite-Canada sendromu

Il.Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser

Tdm kolorektal kanserlerin  %3’Unden sorumludur. Goéze c¢arpan
Ozellikleri yaklagik 100 kadar kolonik polip icermeleri 6zel olmasa da sag
veya proksimal kolonda yerlegsmeleridir. Bu dimunitif bazen flat polipler hizla

kolorektal kansere progresyon gosterirler KRK baslangi¢ yasi ortalama



43'tur. Bu HNPKK tip 1 olarak tanimlanmistir. HNPKK tip 2 mide ince
barsak, safra kanali, renal pelvis, mesane, uterus ,over, deri ve belki de
pankreastan orijin almaktadir. HNPKK’da hayat boyu kolorektal kanser riski
%80, endometrial kanser riski %40 ve diger kanserler ise %10’dan azdir.
Dikkat ¢ekici bir nokta HNPKK’nin bir varyanti Muir-Torre sendromu olarak
tanimlanmigtir. HNPKK  klasik olarak modifiye Amsterdam kriterleri ile
tanimlanmigtir (Tablo-2) (3). Kalitsal kolorektal kanserlerde yapilan genetik
testler ve izlenecek yol Tablo-3 te gosterilmigtir (3).

[ll. Hamartomatoz Polipozis Sendromlari

Nadirdir cogunlukla pediatrik ve addlesan yas grubunu etkiler ve yillik
kolorektal kanserlerin %1’den azini temsil eder. Peutz-Jeghers sendromu
blylk ancak az sayida kolonik ve incebarsak poliplerini kapsar. Bunlar da
gastrointestinal kanama veya obstriksiyon ve artmis kolorektal kanser riski
ile bulgu verebilir. Polipler submukozadaki bir kas bandi ile ayirt edilir. Fizik
muayenede ayirt edici Ozellikleri ellerde , dudak etrafinda , yanak
mukozasinda ve periorbital bolgedeki cillerdir. Sinus brongial ve mesane
polipleri iligkili 6zellikleri vardir ve yaklasik hastalarin %5-10’'unda seks kord
timorleri vardir. Hastalarda akciger ve pankreas kanseride geligebilir. Bu
sendromla iligkili gen LKB1 olarak adlandirilir ve bir serin treonin kinazdir.
Juvenil polipozis Peutz-Jeghers in klinik bulgulari ile értlisebilir fakat polipler
kolona sinirli olmak egilimindedir, buna ragmen mide ve incebarsak polip
vakalarli da tanimlanmistir ve artmis kolorektal kanser riski vardir. Kolon digi
belirtileri yaygin dedildir. Poligenik bir hastaliktir, PTEN, SMAD4, BMPR1 da
ve henlz aydinlatlamayan diger genlerde germline mutasyonlari
icermektedir (3).

IV. Cowden sendromu

Gastrointestinal sistemin herhangi bir yerinde bulunabilir sasirtic
sekilde KRK riski yoktur. Ancak hastalarin %10 kadarinda tiroid timorleri ve
yaklasik %50’sinde meme timdrleri bulunmaktadir. Germline PTEN

mutasyonlari bildirilmistir.



Kolorektal kanserlerin 9%20-30’'unun bilinen sendromlardan bagimsiz

olarak bir kalitsal yatkinlikla uyumlu oldugu tahmin edilmektedir (36). Diger

sorumlu genlerin tanimlanmasi buyuk klinik etki yapacaktir.

Tablo-2: Kolorektal Kanserleri Tarama Kriterlerii

Amsterdam | Kriterleri

En az 3 akrabada kolorektal kanser olmasi

Bir akraba birinci derece olmasi en az iki ardisik jenerasyon etkilenmis olmalidir
En az birisinin 50 yagindan dnce kolorektal kanser olmasi

FAP dislanmis olmaldir

Tumorler histopatolojik olarak degerlendirilmis olmalidir

Amsterdam Il Kriterleri

e En az 3 akrabada HNPCC iliskili kanser (kolorektal, endometrial, incebarsak, treter
veya renal pelvis olmasi

e En az iki ardisik jenerasyon etkilenmis olmalidir

e En az birisinin 50 yasindan 6nce bir kanser olmasi

o FAP dislanmig olmalidir

e Tumorler histopatolojik olarak degerlendiriimis olmalidir

Bethesda Kriterleri

Amsterdam kriterlerini karsilayan ailelerdeki kanserler

HNPCC iliskili iki kanser (kolorektal veya kolon disi)

Kolorektal kanser velveya birinci derece akraba ile iligkili kolorektal kanser veya
HNPCC iligkili

Kolon disi kanser ve/veya kolorektal adenom : bir kanser 45 yasindan dnce ve
adenom 40 yasindan 6nce

Kolorektal kanser veya endometrial kanser (45 yasindan once )

45 yasindan 6nce undiferansiye sag yerlesimli kolorektal kanser

45 yasindan 6nce tagli yuzuk hcreli kolorektal kanser

Adenom 40 yasindan 6nce
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Tablo-3: Kalitsal Kolorektal Kanserlerde Genetik Testler

FAP APC protein truncating test (tercih edilen)
(Familyal Adenomatéz APC mutasyonu varsa ailede mutasyon taramasi
Polipozis Koli Sendromu) Daha az tercih edilen alternatifler: gen sekanslama
ve linkeage analizi
HNPCC Timodrde mikrosatellit instabilite testi (MSI)
(Herediter non-polipozis koli sendromu) Egder MSI varsa hem hMLH1 hemde hMSH2 gen
sekanslama
Mutasyon bulundu ise aile mutasyon taramasi
Peutz —Jeghers sendromu, Gen mutasyon analizi
Juvenil polipozis, Cowden sendromu

3. Patofizyoloji ve Molekiiler Genetik

Kolon kanseri molekuler genetik acisindan en iyi anlasiimig ¢ok adimli
kompleks bir kanserdir. Karsinogeneziste ilk adim neoplastik poliplerin
gelisimidir. Polip histolojisi malign potansiyeli belilemede hayatidir (37). iki
yaygin histolojik tip vardir birisi hiperplastik digeri ise adenomat6z. Histolojik
olarak hiperplastik polipler azalmig sitoplazmik mukus ve artmig sayida
glanduler hicre icerir. Fakat nukleer hiperkromatizm, tabakalagma veya atipi
yoktur (38). Adenomatdz genellikle hiperkromatik genislemis sigara seklinde
ve kalabaliktir. Adenomlar tubuler veya Vvilloz olarak siniflandiriimistir.
Tubuler adenomlar dalli tipler seklindedir, ancak villéz adenomlar bir yaprak
icinde parmaksi sekilde yerlesmis villuslar halindedir. Tubulovilloz adenomlar
her ikisinide igerir. Kolon kanserlerinin ¢cogu epidemiyolojik, klinik, patolojik
ve molekuler genetik bulgularla gosterildigi gibi adenomlardan olugmaktadir.
Birincisi kolon kanseri iceren operasyon spesmenleri siklikla es zamanli

adenomlar igerir. Ikincisi kolonda adenomatdz polip sayisi arttikga kolon
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kanser riski artmaktadir (39). Ugiinciisii adenomatdz doku siklikla belirgin
karsinom bitisiginde bulunmustur (40).

Doérdinclusu familyal adenomatdz polipli hastalar yuzlerce veya binlerce
polip icerir, kaginilmaz olarakta bunlarda kolon kanseri gelisir (41). Besincisi
baryumlu enema ile tespit edilen 1 cm’den buyuk adenomlarda kolonoskopik
polipektomi yapilmazsa yillik olarak % 1-1.5 oraninda kolon kanseri geligir
(42). Cogu hiperplastik polibin kolon kanseri ile iligskisinin ¢ok az olmasi
veya olmamasina ragmen, bazi hiperplastik poliplerin kolon kanseri ile iligkisi
bulunmaktadir. Hiperplastik poliplerde malignensi gelisimi icin risk faktorleri
hiperplastik poliplerin boyutu (>1 cm ¢ap) sag kolonda yerlesik olmasi, mikst
hiperplastik- adenomatéz yapida olmasi, kolonda 20’den fazla hiperplastik
polip olmasi, ailesel hiperplastik polipozis olmasi ve ailede kolon kanseri
hikayesi olmasi (43). Daha onceden bir hiperplastik polip olarak
siniflandinlan serrated adenomun son zamanlarda yeniden siniflandirmasi
ile hiperplastik poliplerin kolon kanseri ile baglantili oldugu gdérilmektedir
(44). Bir serrated adenom bir hiperplastik polip dahilinde ortaya ¢ikar fakat
kript epitelinin anormal proliferasyonu  ve nukleer atipisi ile siradan
hiperplastik polipten ayrilir (45). Bir ¢alismada orijinal olarak hiperplastik
olarak raporlanan c¢ikarilmig olan poliplerin %18’i yeniden siniflama
kullanildiginda serrated adenom olarak tanimlanmistir (46). Serrated
adenom  konvansiyonel adenomlardan farkli sekilde kolon kanserine
donusmektedir. Serrated adenomlarda diger adenomlardan farkli olarak
siklikla BRAF genetik mutasyonuna sahiptir ve yaygin DNA metilasyonu
gOsterir fakat adenomatdz polipozis koli (APC) gen mutasyonu yoktur (47).
Serrated adenom  ylksek mikrosatellit instabiliteli (MSI-H) kolorektal
karsinomun bir preklrsor lezyonudur, buda sporadik kolon kanserlerinin
yaklasik %15’ini olusturur (48). MSI-H kolon kanserleri serrated adenomlar
gibi BRAF gen mutasyonu ve yaygin DNA metilasyonu gdsterirler fakat
genellikle APC gen mutasyonu ve K-ras onkogeni yoktur. Promoter bdlgede
DNA metilasyonu DNA mutasyonu olmaksizin gen ekspresyonunu
sessizlestirebilir ve sonlandirabilir (49). Ornegin DNA metilasyonu DNA
uyumsuz onarim genlerini inaktive edebilir, hMLH1 gibi, ve sonra
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Mikrosatellit instabiliteye (MSI) yol agar (50,51). Ancak serrated adenomdan
sorumlu spesifik genetik defektler bilinmemektedir (37).

3.1 Histoloji

Kolon kanserleri normal bez yapisinin korunma derecesine ve
sitolojik 6zelliklerine gore iyi, iyi-orta ve az diferansiye diye siniflandirilir. Az
diferansiyasyon muhtemelen altta yatan siddetli genetik mutasyonlarin bir
histolojik belirtecidir az diferansiyasyon ile ilgili altta yatan genetik
mutasyonlar  bilinmemektedir. Kolon kanserlerinin yaklagsik %20’si az
diferansiyedir. Kotu prognozlari vardir (52). Kolon kanserlerinin%15’i belirgin
intraselliler musin birikiminden dolayimusin6z veya kolloid olarak
siniflandinlir. Musindz kolon kanserinin tagli ylziUk varyantinda kansertz
hlcreler oldukga fazla musin icerir dyleki nukleus perifere yer degistirir. Bu
kanser tipi cok agresifdir ve kotu bir prognoza sahiptir (53).

HNPCCile iligkili kolon kanseri olagandisi histopatolojik 6zelliklere
sahiptir, musindz diferansiyasyon, belirgin lenfositik reaksiyon ve meduller
biyime paterni gibi (54) . Kolon kanserinin meduller formu dnceden glanduler
elementlerin olmadid1 kuglk lenfositlerle yogun sekilde infiltre  poligonal
hicreler ve eozinofilik tabakalarla karakterize andiferansiye karsinom
olarak siniflandirilirdi. Kanserin bu formu yliksek MSI ile iligkilidir (55) .

Kolonun diger kanserleri nadirdir. Kaposi sarkomu kazaniimis immun
yetmezlik sendromu dissemine hastaliginin bir pargasi olarak kolonu tutabilir
(56).

Kolon lenfomasi nadirdir. Non-Hodgkin lenfoma goérulir. Kazaniimis
immun yetmezlik sendromu ile iliskili olabilir (56) . Karsinoid timér genellikle
rektum veya apendikste olur, kolonun kalan kisminda nadiren goéralar (37).

3.2 Gros Patoloji

Kolon kanseri sapli polip, sesil polip, kitle veya striktir seklinde ortaya
cikabilir. Dimunitif poliplerin sadece yaklasik %1 kadari kanser igerir (57).
Sesil polipten kayanaklanan kanserde sapli polibe gbére metastaz daha
erken olur ¢unkul lenfatik drenaja daha yakindir (58). Yine flat lezyon sapli
polipten biyolojik olarak daha agresif olabilir ginkli hucresel buyume kolonik

[imenden ziyade kolonik duvara dogrudur. Sag kolon kanser sikligi nispeten
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gecmis yillara gore tedricen artti ve simdi kolon kanserlerinin yaklasik yarisi
sag kolondadir (59). Bunda fleksibl sigmoidoskopi ile premalign sol kolon

poliplerinin polipektomi ile gikarilmasi etkili olmus olabilir (60).

4. Kolon anatomisi

Kalin barsak 150 cm uzunlugundadir, vaskuler beslenmesine ve
ekstraperitoneal veya retroperitoneal yerlesimine goére 5 kisima
ayrilmaktadir. Bu segmentler ¢ekum ve gikan kolon, transvers kolon, inen

kolon, sigmoid kolon ve rektumdur.

5.Tani

Kolorektal kanserle iligkili alarm semptomlari alt GiS kanama, barsak
aligkanhiginda degisiklikler, karin agrisi, kilo kaybi, istah degigiklikleri ve
Ozellikle obstriktif semptomlardir (61) . Obstruktif semptomlar disinda diger
semptomlar hastaligin evresi ile korele veya belli bir tani habercisi olmasi
gerekmemektedir. Yakin bir takip nemlidir.

Fizik muayenede palpabl bir kitle, genellikle sol kolon veya rektum
yerlesimli kanserlerde parlak kan, sag kolon yerlesimli kanserlerde ise
melena veya daha az miktarda kanama gorulebilir. Adenopati, hepatomegali,
sarilik veya hatta pulmoner hastalik bulgulari metastatik hastalikla birlikte
olabilir. Obstriksiyon genellikle sigmoid veya sol kolon yerlesimli kolon
kanserlerinde gorullr, abdominal distansiyon ve konstipasyonla sonuglanir,
sag kolon kanserleri daha sinsi olma tabiatindadir. KRK komplikasyonlari
akut GIS kanama, akut obstriiksiyon, perforasyon ve uzak organ
fonksiyonlarinda bozulma ile giden metastazlardir (71).

Laboratuar degerleri demir eksikligi anemisi, elektrolit bozukluklari ve
karaciger fonksiyon anormallikleri yansitiyor olabilir. CEA seviyesi ylukselmis
olabilir, eger cerrahi sonrasi sonuglar normale kadar dismusse postoperatif
takipte en yardimci tetkik olur (62). Degerlendirme igin iyi bir anamnez, aile
hikayesi, fizik muayene ve laboratuar testleri, kolonoskopi, tium vicut
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bilgisayarli tomografisi yapiimahdir (63). BT eger primer hastalik tanisi
konmussa yapilmalidir. Tani ve evreleme tamamlanmasi Uzerine (rektal
kanser evrelemesinde endoskopik ultrason olaya entegre edilmelidir)
medikal, radyasyon ve cerrahi onkologlarin tedavi plani hazirlamak ve
uygulamak icin bir araya gelmesi gereklidir

Molekuler biyolojik tekniklerin gelismesiyle dikkat gayta bazli araglara
ve yeni kan bazli testlere yonelmigtir. Gaytadan protein veya genomik DNA
elde ederek genetik degisiklikleri kanitlamak igin simdiki teknoloji uygundur
(64,65) .

Diski bazli tani tarama modaliteleri kolorektal kanserleri dusuk, orta
ve yuksek diye tabakalandirmak suretiyle de katki saglayacaktir. Kan dayali
testler kesinlikle hastaligin teshisi yani sira adjuvan tedavi ile cerrahi ve
cerrahi sonrasi rekurrensi takip etmek igin cazip olacaktir.

Ortalama riskli hasta herhangi bir gizli veya akut gastrointestinal
kanamasi olmayan kisisel veya ailesel adenomat6z polip ve kolorektal kanser
Oykisu olmayan 50 yas Ustu erke veya kadin olarak tanimlanmigtir.
Gecgmiste rektal tuse , gaytada gizli kan testi, sigmoidoskopi, baryumlu
enema ve kolonoskopi gibi birgok tarama metodu uygulanmistir.

Optik kolonoskopi glnimizde en duyarlh tarama metodur. Direkt
gorintileme , anatomik yeri ve boyutu hiz kisitlayici faktérler olmasina
ragmen poliplerin c¢ikartilmasi ve biyopsi alinmasi avantajli taraflaridir.
Dezavantajlari ise hazirlik asamasi, islemin invaziv tabiati ve %1’den az
olmasina ragmen perforasyon gibi potansiyel yan etkileridir (71) .

5.1 Evreleme

Reklrrens ve yasam suresi Uzerine birgok faktdér tanimlanmis olmasina
ragmen higbirisi prognostik onem acgisindan evrelemenin yerini tutmamigtir
(66). Kolorektal kanser siniflamasinda gunuimizde  Joint Committee on
Cancer (AJCC)/Union Internationale Contre le Cancer (UICC) evreleme
sisteminin timoér-nod-metastaz (TNM) siniflamasi kullaniimaktadir (67). Diger
sistemler sadece tarihi Gneme sahip olarak kabul edilmelidir ve bu anlamda
eski siniflamalar gecgmiste yapilan c¢alismalari anlamak amaciyla

kavranmalidir.
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5.1.1 Dukes Siniflamasi ve Modifikasyonlari

1930’larda Isko¢ patolog Cuthbert Dukes rektal kanser igin bir
siniflama semasi Uzerinde ¢alismaktaydi ve gelistirdigi siniflama onun adini
tasimaktadir. Yaygin bir sekilde kolon ve rektum kanserine uygulanmis olan
bu sistem cerrahi spesmenlerin patolojik muayenesi ile elde edilen bilgilere
odaklanmaktadir. Tumorler A, B veya C olarak siniflandiriimigtir. Evre A
barsak duvarinda mukozaya sinirli, Evre B barsak duvarina penetrasyonu
gostermekte ve Evre C ise lokal bolgesel lenf nodlarina yayilimi
gOstermektedir. Dukes daha sonra Evre C’yi C1 (lokal lenf nodu tutulumu
var) ve C2 (rektal duvari asmis lenf nodu tutulumu var) diye ikiye ayirdi,
daha sonrada buna uzak metastaz icin doérduncu evre eklendi (Evre D
olarak bilinen) (71).

Cesitli arastiricilar Dukes siniflamasinda modifikasyon yaptilar (Kirklin,
Astler ve Coller, Gunderson ve Sosin) (71). Dukes siniflanmasinda sorun
uygun nodal oOrnekleme tespiti  yapllamamasi ve lenf nodu tutulum
yayginhginin degerlendirilmemesi idi. National Surgical Adjuvant Breast and
Bowel Program (NSABP) tarafindan 844 lenf nodu pozitif hastanin
analizinde (68) tumorin penetrasyon derinligi ve pozitif lenf nodu sayisi iki
onemli prognostik faktér olarak bulundu. Bir ila dort lenf nodu pozitif olanlarin
daha buyuk sayidaki lenf nodu tutulumu olanlara goére belirgin sekilde daha
iyi prognoza sahip oldugu gosterildi. Pozitif lenf nodu sayisi en énemli
prognostik faktor olarak goriimektedir.

Orijinal ve modifiye Dukes siniflamalarinda diger bir zayiflikta timor
derecesi ve diger patolojik 6zelliklerin degerlendiriimemesi idi (71).

5.1.2 TNM Siniflamasi

Kolorektal kanser icin gegerli ortak AJCC ve UICC evreleme sistemi
artik kullanilmasi gereken tek siniflandirma sistemidir (69). TNM sistemi
primer invazivlik (T evresi), metastatik kanser iceren lokal rejyonel lenf bezi
sayisi (N) ve uzak metastatik hastalik varligi ve yoklugu (M evresi) (67)

esasina dayanan kolorektal kanser siniflamasidir.
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Tablo-4: TNM Siniflamasi (70)

Primer Tumor (T)
X
T0
Tis

Il
T2

I3

T4a
T4b

Regional lenf nodu

NX

Z

Z|Z|Z
[y [y )
()

Z
funy
O

zZ
[
(@)

|Z
N

Z
N
fob)

Z
o

2

Uzak metastaz (M)

MO
M1
M1la

<
funy
(@n

Primer tumor degerlendirilemedi

Primer timor kaniti yok

Karsinoma in situ:intraepitelyal veya lamina propiriya
invazyonu

TUmoér submukozaya invaze

TUumodr muskularis propriaya invaze

TUumor perikolorektal dokular icine muskularis propria
araciligiyla invaze

TUmor visseral peritoneum ylzeyine penetre

Tumor diger organlara direkt olarak invaze yada yapisik

Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor

Bolgesel lenf nodu metastazi yok

1-3 Bolgesel lenf nodu metastazi

1 boélgesel lenf nodu metastazi

2-3 bolgesel lenf nodu metastazi

Bolgesel lenf nodu metastazi olmaksizin subserozada
mezenterde veya nonperitonealize perikolik veya
perirektal dokuda tumor depositleri.

4 veya daha fazla bdlgesel lenf nodu metastazi
4-6 bolgesel lenf nodu metastazi

7 veya daha fazla boélgesel lenf nodu metastazi

Uzak metastaz yok
Uzak metastaz

Bir organ veya yere metastaz (Karaciger , akciger , over,
bdlgesel olmayan lenf nodu)

Birden fazla organ veya yerde veya peritonda metastaz
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Tablo-5: Anatomik Evreleme / Prognostik Gruplar (70)

Evre T N M DUKES MAC
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B Bl
1B T4A NO MO B B2
A T1-2 N1/N1lc MO C C1
T1 N2a MO C C1
B T3-T4a N1/Nlc MO C Cc2
T2-T3 N2a MO C c1/c2
T1-T2 N2b MO C C1
nc T4a N2a MO C Cc2
T3-T4a N2b MO C Cc2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA AnyT  AnyN Mla - -
VB Any T  AnyN M1b - -

6. Prognostik Belirleyiciler

Kolorektal karsinomun rezeksiyon sonrasi sonuglarinin  en o6nemli
gOstergesi baslangictaki patolojik evresidir (Tablo-5) (70,72).

Bes yillik sagkalim oranlari kolon kanserleri igin daha yuksek olma olma
egilimindedir (73).

TNM evresi klinik ve patolojik metodlar tarafindan belirlenen sadece
tumoran anatomik  boyutu ile ilgili unsurlar igerir. Artan sayida bagimsiz

prognostik faktor tespit edilmektedir, bunlardan bazilari sonug¢ tahminlerinii ve

18



tedavi kararlarini etkileyebilir.  Hasta tedavisinde kullanilabilen ve iyi
literatlrle desteklenen faktorler arasinda reziduel hastalik, histolojik tip ve
grade, CEA seviyesi, ekstramural vendz invazyon, malign poliplerde
submukozal vaskuler invazyon sayilabilir  (74). 1999'da CAP
biyolojik,molekuler ve diger doku bazli faktorlerin rolunu degerlendirmek igin
bir prognostik faktorler konsensus toplantisi duzenledi (75). Varsayilan
prognostik faktorler yayinlanmis olan onlarin prognostik degerlerini gosteren
kanitlarin gucune gore kategorilere ayrildi. Prognostik faktor kategorileri

asagidaki gibi tanimlandi:

e Kategori I: ¢ok sayida istatistiksel olarak guc¢li yayinlanmis
calismalara ve genellikle tedavi yonetiminde kullanilan kanitlara dayali
kesinlikle prognostik 6nemi oldugu kanitlanmig

e Kategori IIA: yaygin sekilde biyolojik ve/ veya Klinik olarak galisiimis
ve sonu¢ ve tedaviye yanit acisindan prediktif degeri olan ve
prognostik degeri gosterilmis.

e Kategori IIB: c¢esitli calismalarda umut verici oldugu godsterilmis,
kategori | ve lIIA’ya dahil etmek igin yetersiz veriler.

o Kategori Ill: prognostik degerlerini gostermek icin  hentz yeterli
calisma yok.

o Kategori IV: iyi ¢caligiimig ve prognostik onemi olmadigi gosterilmis.
6.1 Kategori | Faktorler
6.1.1 Lokal Timor Boyutu

Hastaligin lokal boyutu (timo&r penterasyon derinligi vs.) bagimsiz olarak
yasam suresini etkilemektedir (76). Ancak T evresinin belirlenmesi ve
raporlanmasi degigkenlik gosterir, 6zellikle de serozal tutulumun varhgi veya
yoklugu. Tumor tarafindan serozal tutulum olmaso kétu bir ptolojik faktordir
(72). Ancak serozal tutulum tanimlanmasi konusunda belirgin karisiklik
vardir. Serozal penetrasyonun histolojik tanimlanmasi zordur ve konservatif

yorumlama hastaligin dusik evrelenmesine yol acabilir. Ornek olarak
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serozal kazintilarin sitolojik incelemesinde histolojik olarak pT3 olarak
tanimlanan spesmenlerin yakalsik %26’sinda malign hucreler gorulmektedir
(77) . Peritoneal tumor tutulumu ile iligkili histopatoljik bulgular heterojendir ve
onlarin tanisal yorumunda standart rehberler yetersizdir. Lokal peritoneal

tutulum agagidakilerden biri tarafindan yansitilabilir:

e TUmore yakin serozal yuzeyle mezotelyal inflamatuar ve/veya

hiperplastik reaksiyon.

e Bir inflamatuar reaksiyonla, mezotelyal hiperplazi vel/veya erozyon

veya Ulserasyonla iligkili serozal ylzeyde tumor varligi.

e Altta yatan Ulsere visseral periton iginde serozal yuzeyde serbest

tumor hicreleri.

Lokal peritoneal tutulumun Ug¢ tipide serozal tutulumu tanimlamak igin
kullanilabilir (6rnegin T4A timor ) ve ve hepside prognoza kotu etki eder
(75,77). Serozal ylUzey uzerinde serbest hicre varligi intraperitoneal
rekurrensi ve /veya kalicilligi diger iki formdan daha iyi gosterir (77).
Peritoneal tulumu belli olmayan vakalarda daha dusik evre (6rnegin T3 )
verilmelidir.

6.1.2 Bolgesel Lenf Nodlari

Bolgesel lenf nodu tutulumu kolrektal kanserin cerrahi rezeksiyonu
sonrasi ortaya c¢ikan en Kkuvvetli prediktorlerinden biridir, ikincisi uzak
metastazdir . nodal yayillm hem kolon hemde rektal kanserde adjuvan
tedavi icin bir endikasyondur.

Hem kolon hemde rektal kanser icin bdlgesel lenf nodu tutulumu insidansi
hem primer tumor transmural invazyon derinligi ile hemde histolojik grade ile
iligkilidir. Tutulan lenf nodu sayisi sonucun en kuvvetli bir prediktériudir
(74,78). Boylece 2010 TNM siniflamasi tutulan lenf nodu sayisina goére
nodal tutulumu tabakalandirir (Tablo 4).

Tutulan lenf nodu sayisina ilave olarak cerrahi spesmendeki total lenf
nodu sayisi direkt olarak hem evre Il (nod negatif) hemde evre Ill (nod
pozitif) hastaligin prognozunu etkiler. 17 galismalik bir meta analizde her

hastanin incelenen lenf nodu sayisi (tumor tutulumu olsun olmasin) ever Il ve
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[Il hastahgi olan hastalarda 5 yillik hastaliksiz sag kalim ve tam sag kalim ile
belirgin sekilde korele bulunmus (79). Lenf nodu orani kullanimi (metastatik
lenf nodu /incelenen lenf nodu sayisi) prognostik tabakalamada anlamii
oldugu ileri siralmustar (80,81,82).

Evre Ill kolon veya rektal kanser olan 33.984 hastayi iceren 16 galismalik
bir sistematik derlemede LNR tam sag kalim hastaliksiz ve kanser spesifik
sag kalimda bagimsiz bir prediktor oldugu sonucuna varildi ve LNR
prognostik tabakalamada pozitif lenf nodu sayisina (N evresi) gore daha
Ustliin oldugu sonucuna varildi (81). Ancak optimal cuttoff dederi konusunda
fikir birligi bulunmamaktadir. Bu konuya vurgu yapan prospektif bir ¢calisma

yoktur ve mevcut retrospektif analizlerde kullanilan degerler ¢ok degiskendir.

En asikar aciklama ne kadar fazla lenf nodu ¢ikarilirsa evreleme
dogrulugu o kadar artmaktadir. Ancak total lenf nodu sayisi ve sagkalim
arasindaki kuvvetli iliski evreleme ile tam olarak agiklanamamaktadir.cok
sayida lenf nodu cerrahinin kalitesini ve daha fazla tam mezenterik sap
rezeksiyonu yapildiginini yansitabilir. Alternatif olarak  tutulan lenf nodu
acisindan kolon kanserli hastalardaki bireysel farkhliklar alttaki biyolojik
farkhli§i yansitabilir (83,84).

Celigkili bulgulara ragmen rehberler nodal durumu tam olarak
belirlemek igin en az 12 nodun histolojik olarak incelenmesini dnermektedir,
ancak bu sayi eski buyuk gozlemsel verilere dayanmaktadir, T evresi ve
tumor derecesine gore hesaplanmis degildir (85,86).

6.1.3 Mezenterik nodiiller

2010 TNM siniflamasinda komsu mezenter icindeki perikolik ve
perirektal yag icerisinde herhangi bir boyutta farkli yuvarlak timoér nodallerini
belirlemek icin satellit timoér depositleri terimi kullaniimaktadir (74). Bunlar
nodal metastazin esdegeri olarak dugunulmektedir ve baska nodal metastaz
yoklugunda N1c hastalik olarak evrelenmektedir. pN durumunu belirleyen
tutulmus lenf nodunun her biri ayri ayri sayilmalidir.

Tamor depositlerinin varhigi gagliu bir kétt prognostik faktérdar (87).
izole timér hiicreleri tek timér hiicreleridir veya en biyigi 0.2 mm veya

daha az buyuklikte kuguk tumor hucre kumeleridir. Histolojik kesitlerde
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veya immunhistokimyasal metodlar kullanilarak veya RT-PCR gibi molekuler
metodlar ile tespit edilirler (88). Bu mikrometastazlarin biyolojik dnemi agik
degildir, bUtin c¢alismalarda olmasa da bazi c¢alismalarda prognozu
degistirdigi gosterilmistir (88). Klinik degerlendirme igin iyi tasarlanmig
calismalara ihtiyag vardir.

Tdm bu sebeplerden dolayr 2010 TNM siniflamasinda standart
histolojik tetkiklerle veya immunhistokimyasal olarak tespit edilen tumor pNO
(i+) olarak s ve 6zel molekuler tetkiklerle (RT-PCR ) gibi tespit edilen bir
tumorde pNO (mol+) olarak kodlanmistir (74 ).

6.1.4 Vaskiiler invazyon

Venlere veya klguk kas tabakasi olmayan damarlara timaor invazyonu
ya post kapiller lenfatikleri veya vendlleri temsil eder énemli bir prognostik
belirtectir. Sadece polipektomi ile rezeke edilmis T1 KRK'da lenfovaskuler
invazyon varligi hem lokal hemde uzak metastaz artmis riskini gosterir ve
daha yaygin bir cerrahi rezeksiyon gerektirir. T2-4 tumoérl olan hastalarda
vendz invazyon Ozellikle ekstramural venlerde butlun ¢alismalarda olmasada
cogunda bagimsiz risk faktérl olarak tanimlanmistir (89,90). Benzer veriler
lenfatik invazyon iginde raporlanmistir (90,91).

6.1.5. Reziduel Tumor
Kesin tedavi sonrasi reziduel tumor ko6tu bir prognostik faktordar (92). R
tanimi tedavi tamamlandiktan sonra ve sadece MO hastallk durumunda
lokal rezidiel hastaliyi gostermek i¢im yapilmistir. TNM siniflamasinda
reziduel hastalik (RO, R1, R2) asagidaki sekilde tanimlanmistir (74):
e RO- Tum kenarlanyla histolojik tutulumu olmayan tam tumor
rezeksiyonunu gosterir.
e R1- Mikroskopik cerrahi rezeksiyon kenar tutulumu inkomplet timoér
rezeksiyonunu gosterir.
e R2- Tam rezeke edilemeyen buyuk reziduel tumor olan inkomplet
tumor rezeksiyonunu isaret eder.
6.1.6 Serum CEA

CEA seviyesi preoperatif rutin olarak ol¢timelidir. Bunun iki sebebi vardir:
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e Preoperatif CEA seviyeleri ylksek olan degerler cerrahi
rezeksiyonu takiben normallesmez ise persistan hastaligi isaret
eder ve ileri degerlendirme gerektirir.

e Preoperatif CEA degerlerinin prognostik 6nemi vardir. CEA
seviyesi = 5.0 ng / ml ise tumor evresinden bagimsiz olarak sag

kalim Uzerine kotu etkisi vardir (93).

Preoperatif CEA seviyesi >5 ng/mL olmasi klinik karar verme Uzerine
etkisi acik degildir Ozellikle lenf nodu pozitif kolon kanserinde eger

preoperatif CEA degeri ylksek ise farkh bir tedavi gerekli degildir.

Ancak nod-negatif kanserli hastalarda yuksek preoperatif CEA olanlarda
sadece cerrahi olanlara gore rekurrens daha fazladir, bu adjuvan
kemoterapi verilmesi kararini etkileyebilir 6zellikle diger risk faktorleride varsa
(obstriksiyon, perforasyon). Ancak bu durumda adjuvan kemoterapi
verilmesinin direkt faydasini destekleyen veri yoktur (94 ) (98). 2010 TNM
evreleme sistemin kriterlerinde serum CEA icermemektedir fakat prognostik

deger icin bilgi toplanmalidir dnerinde bulunulmaktadir (Tablo 1) (74).
6.2. Kategori Il A
6.2.1 Tumor Derecesi

Histolojik derece timor diferansiyasyon derecesini gosterir ve evreden
bagimsiz bir faktdr olarak gosteriimektedir (95).. Ancak histolojik derece
subjektiftir, inceleyen kisiye gore farklilik gdstermekte, tek basina uniform bir
sistem olarak kabul edilmemektedir (72). Calismalarin ¢ogu grade’in
prognostik dnemini istatistiksel analiz igin iki tabakali degiskene dugurmustur;
disuk grade (iyi ve orta diferansiye) ve vyuksek grade (koti veya
andiferansiye). CAP ve AJCC/UICC KRK icin hem iki tabakali dercelendirme
sistemini hemde gland formasyonunu grade de@erlendirmek igin (<%50
gland formasyonunu yulksek grade olarak degerlendirmekte) salik
vermektedir (74). lyi belilenmis kesme noktasi ile iki tabakali sistemin

23



gOzlemci varyasyonunu azaltacagi ve grade’in prognostik gucunu

iyilestirecedi umut edilmektedir (72).

6.2.2 Dairesel (Radial) Kenar

Dairesel rezeksiyon kenari cerrahi olarak diseke edilmis nonperitonealize
spesmen ylzune tekabul eder. Rektal kanser igin cerrahi teknigin kalitesi ve
Dairesel kenarin durumu sag kalim yani sira hem lokal hemde uzak
rekurrensin  en Onemli prediktif faktorlerinden biridir.  Cerrahi numune
analizinde dairesel kenar Olculmeli ve milimetre oalak kaydedilmelidir.
Tartismali olmakla beraber dairesel kenar <1 mm ise pozitif kabul edilmelidir
(96).

CRM durumu ve sonug¢ arasindaki iliskiyi tanimlayan calismalar kolon
kanserleri igin yetersiz olsa da, rektal kanser de oldugu gibi, herhangi bir
non-peritonealize segmentte lokal tUmor nUksU igin daha buyldk risk
beklemek mantiklidir. Preoperatif radyoterapi almayan hastalarda, CRM
pozitifligi 6zellikle rektal kanser igin, lokal timoér yayginligi ne olursa olsun,

ameliyat sonrasi radyoterapi endikasyonu gereksinimi oldugunu gdsterir (72).
6.2.3 Neoadjuvan Tedavi Sonrasi Tumor Regresyonu

TNM evreleme sistemi baslangigta daha Oonceden tedavi edilmemis
timorler icin gelistirilmistir. Preoperatif veya neoadjuvan tedavi rektal
timorler igin  kullanimi artmaktadir. Neoadjuvan adjuvan tedaviye gore
daha kisa sureli tedavi toksisitesi ile iligkili ve bazi vakalarda sfinkter

fonksiyonunu korumaktadir.

Patolojik TNM evrelemesi neoadjuvan tedaviyi takiben  cerrahi
rezeksiyon yapilan hastalarda ayri bir siniffama yapmistir (ypTNM
siniflamasi). ilaveten preoperatif tedaviye bagli timér regresyon derecesi
onemli bir prognostik faktérdir (97) ve patoloji raporunda belirtiimelidir.

CAP/AJCC kilavuzunda timor regresyon derecesi degerlendiriimektedir.
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6.3 Kategori IIB Faktorler
6.3.1 Histolojik Tip

Genel bir kural olarak, histolojik tipin birkag yuksek dereceli alt tipi
(6rnegin, tash yuzuk, kotu diferansiye veya undiferansiye tumorler) disinda
kolorektal adenokarsinom igin bagimsiz bir prognostik faktor oldugu
kanitlanmig degildir (98). Sinirli sayida ¢alisma mikrosatellit instabilite (MSI)
varhgi ve yokluguna gore histolojik alt tiplerin etkinligini degerlendirdi.

TUumdr infiltre eden lenfosit varligi birgok ¢alismada kayda deger bir
prognostik faktor olarak degerlendirildi. Lenfoid infiltrasyon MSl ile iliskisinden
dolayl prognostik bir faktor olarak gorulmektedir. Tumoér c¢ok sayida lenfoid
hlcre igerir. Meduller karsinoma KRK’un bir histolojik tipidir ve hemen daima
mikrosatellit unstable ve HNPCC ile iliskilidir. intratiméral lenfositik
infiltratlarla karakterizedir. Ancak bir bildiride MSI-H ve intratimdral lenfositik
infiltrasyonun her biri bagimsiz bir prognostik faktér olarak belirtildi (99).

Lenfositik infiltrasyon klinik kullanimda  rutin standart prognostik
indikator olarak gorulmeden once daha buyuk galsmalarla intratimoral ve

peritimdral lenfositik infiltrasyon arasindaki farklilik analiz edilmelidir (72).
6.3.2 18q Delesyon

18.kromozom uzun kolunda bir bolgede allelik kayip goralir. Bu
bdlge intestinal timorigenezisi etkileyen 3 alan igerir (DCC, SMAD4 ve
SMAD?2 ), bunlardan en iyi ¢caligilani DCC (Deleted in colon cancer) genidir.
18q heterozigosite kaybi ve veya onun tarafindan eksprese edilen protein
yoklugu hem nod pozitif hemde nod negatif KRK de koéti prognozla
iligkilidir (100 ).

DCC kaybi mevcut molekuler prognostik belirteclerin en umut verici
olanidir.Nod negatif ve DCC kaybi olan hastalar &zellikle kéti prognozu
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temsil eder, bu grupta Ozellikle ilave teadvi stratejileri hedeflenmelidir.
Randomize kontrollu c¢alismalar bu prensibi dogrulamak igin devam

etmektedir.
6.3.3 TUmOr siniri

Kolorektal kanser igin tumor sinirindaki tumor konfigirasyonu evreden
bagimsiz ve karaciger metastazini dngorebilir prognostik 6neme sahip
oldugu gosterilmistir. Ozellikle irregiler infiltratif blyime paterni diiz

genigleyici kenarin aksine bagimsiz bir faktor olarak gosterilmistir (101).

Cesitli calismalarda, tek basina perinéral invazyon c¢ok degiskenli
analizlerde kotu prognoz ile iligkili bulunmustur (69). Yinede hala kategori
[IB faktor olarak kabul edilir.

TUmodr tomurcuklanmasi timor kenarinda bulunan diger bir spesifik
Ozelliktir invaziv timoértin hemen 6ninde farkhlasmamis kanser hicrelerinin
mikroskopik kumelenmesi olarak tanimlanir ve fokal dediferansiyasyon
olarak adlandiriimaktadir  (102). T1 Abdominoperineal rezeksiyon
spesmenlerinde ve ylzeyel T2 rektal kanserlerde prediktif dederi vardir ve
tek basina lokal eksizyon (transanal disk eksizyonu) sonrasi rekirrens

riskinin kullanigh bir endikatéri oldugu ileri striimektedir (102).
6.4 Kategori Ill Faktorler
6.4.1 DNA igerigi

DNA icerik anormallikleri (anéploidi) cogu calismada bagdimsiz sekilde
kotl prognozla iligkili bulunmustur (103). Tumdral DNA icerigi flow sitometri
veya analitik goruntuleme teknikleri ile elde edilebilir. Akim sitometri rutin
kullanim igin pratik degildir ve prosedur standardizayonu yetersizliginden

(6zellikle taze olmayan dokular igin) dolayi sinirhidir.

6.4.2. Diger Molekiiler Belirtegler
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KRK’'da calisiimis ve prognozda potansiyel olarak klinik kullanimda

uygulanabilir ve umut vaat eden belirtecler agsagidadir (72);

e Tumor suppressor genes (LOH 1p, LOH 8p; LOH 5q; LOH 17p)

e Onkogenler (K-ras; c-myc)

o Apoptosis iligkili genler (bcl-2;BAX;Apoptosis protease activating
factor-1)

« DNA sentez iligkili genler (thymidylate synthetase; thymidine
phosphorylase)

e Growth faktor ve growth faktor reseptor genleri (TGFa; TGFb; HER2
[c-erbB-2]; EGF-R)

o Siklin ve siklin bagimli kinaz inhibitdr genleri (p27; p21)

« Anjiogenezis iligkili genler (vascular endothelial growth factor [VEGF])

o Adhezyon molekul ve glikoprotein genleri (CD44; E-cadherin [CDH1];
sialo-Tn antigen)

e Matrix metalloproteinases ve onlarin inhibitérleri (MMPs; urokinase-
type plasminogen activator)

o Metastaz suppressor genler (nm23-H1)

e microRNA Over-ekspresyonu

o Epigenetik aberrasyon

o Peroxisome proliferator-activated reseptor-gamma (PPARG)
6.4.3 Mikrodamar Yogunlugu

intratiméral mikrodamar yogunlugu (MVD) timorin indukledigi
anjiogenezisi yansitir. MVD bazi c¢alismalarda daha kisa sag kalimla
bagimsiz olarak iliskili bulunmustur. MVD 6lciminde CD31 veya CD34’e
karsi antikorlar kullanildiginda immunhistokimyasal ekspresyon ve sag kalim
arasinda ters bir iliski bulunmustur. Prognostik faktér olarak MVD

degerlendirmesi acisindan c¢ok degiskenli analizlere gerek vardir (102) .

6.4.4 Hiicre Yuzey Molekilleri
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Simdiye kadar genis bir gesitlilikte htcresel proteinler ve karbonhidratlar
calisilmigtir. Ancak klinik ¢calismalar kategori |, IIA veya |IB kriterlerini iceren

faktorleri karsilamamaktadir . Asagida bunlardan bazilar bulunmaktadir;

o Kilas | veya Il HLA molekulleri

e« CA19-9ve CAT24

o Sialyl Lex veya sialosyl-Tn

o Urokinase-type plasminogen aktivator (uPA) ve plasminojen aktivator
inhibitor 2 (PAI-2)

e Glikoprotein 72

e P-glikoprotein (MDR gen urinu)

e MUC-1 musin

o E-cadherin, integrins, type IV kollajen, gelatinase B (MMP-9), laminin,

ve tenascin
6.4.5 Peritiimoral Fibrozis ve inflamatuar Yanit

invaziv KRK’da desmoplastik stromal yanit yaygindir. Bazi calismalarda
tim calismalarda olmamakla beraber bagimsiz kota faktér olarak
gOsterilmistir (77). Birgok calismada 6zellikle timar iliskili grantlositik veya
miks sellller inflamasyonun prognostik éneminin oldugu vurgulanmaktadir
(101).

6.4.6 Fokal Noroendokrin Diferansiyasyon

Yaygin noéroendokrin diferansiyasyon KRK’'da koétu bir prognostik faktor
olmasina ragmen yaygin veya fokal néroendokrin diferansiyasyonun énemi
acik degildir (104)). Degerlendirme rutin HE kesitlerde yapilmalidir, veriler
yetersiz olursa 6zel boyalar kullaniimasi 6nerilmektedir (kromogranin, néron

spesifik enolaz veya sinaptofizin).
6.4.7 Proliferatif Aktivite

Her bir timor igindeki proliferatif oran , argyrophilic nukleolar organizing

regions (AgNORs), mitotik indeks, akim sitometri ile S fazi analizi ve immiin
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histokimyasal proliferasyon markerlari (Ki67 nukleer antijen ve prolifere

olabilen hicre nukleer antijeni (PCNA) ile degerlendirilir.

7. insan DNA’sinin Ozellikleri ve islevleri

insanda kalitsal bilginin  tasiyicisi  deoksiriboniikleik asit (DNA)
molekulidar. DNA her insan hucresinde ¢ekirdek icinde bulunan 23 cift
kromozom Uzerinde cesitli bicimlerde bulunmaktadir. Polimerik bir molekul
olan DNA’'nin temel birimi nukleotiddir. DNA’da bilginin gifrelenmesi 4
nikleotid ile yapilmaktadir. Yaklasik iki metre uzunlugundaki DNA hucre
bolinmesiyle yavru hicrelere aktarilir.

Bir ntkleotidin baz, seker ve fosfat olmak Uzere Ug¢ bileseni vardir. Bu
nukleotidlerin farklih@i i¢erdikleri bazlarin farkhligindan kaynaklanmaktadir.
DNA’nin yapisinda bulunan purinler adenin (A) ve guanin (G); pirimidinler de
sitozin (C) ve timin (T)'dir. ikinci seker ise halka formunda bes karbon atomlu
bir pentozdur. Fosfat grubu bu pentozun 5. karbon atomuna baglidir. DNA'da
nikleotidlerin dizilimi fosfat grubunun bir sonraki nukleotide 3’ karbonundan
baglanmasi seklindedir ve karsitinda ters paralel uzanan diger dal ile bazlar
arasindaki hidrojen baglar ile olugur. Bu sekilde DNA molekulinin
fosfodiester baglari ile olusmus saga donusimlu A-helikal yapisi olusur. Bu
yapida fosfat gruplari sulu dis ylzeyde, hidrofobik bazlar ise molekilin ig
kisminda yer alirlar. Molekulun bir donugimu 10 nukleotid icerir. DNA
dallarinin kopyasi daima 5 —3’ yénunde, RNA sentezi (transkripsiyon) ise
3'—5 ybénunde gercgeklesir. Molekill vyapisinda bilgi sifresi olarak
kullanilabilecek tek degisken bazlardir. Seker-fosfat zinciri ayni sekilde
tekrarlar.

7.1. Sitokin Sinyal Siipresorleri

Sitokin sinyal slpresor proteinleri sitokin sinyalinin inhibitorleridir ve
ekspresyonlari sadece JAK/STAT yolagi ile induklenir. SOCS proteinlerinin
kesfiyle sitokin-JAK-STAT yolaginin negatif regulasyonu taninmig, yapilan
birgok c¢alisma ile SOCS proteinlerinin immuanolojik ve patolojik birgok
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durumla olan iligskisi ortaya konulmustur (105). Sekiz CIS/SOCS proteini
mevcuttur: CIS, SOCS 1, SOCS 2, SOCS 3, SOCS 4, SOCS 5, SOCS 6 VE
SOCS 7. Her biri src hemoloji-2 (SH2) domain igermekte, degisen
uzunluklarda aminoterminal domen, SOCS-box adi verilen 40 aminoasit
motifinden olusan karboksiterminal domainden olusmaktadirlar (Sekil-3)
(105,106). Tum aile Uyeleri arasinda sekans homolojisi olmasina ragmen
(6zellikle SOCS box ve SH2 domainde) CIS ile SOCS 2, SOCS 1 ile SOCS
3, SOCS 4 ile SOCS 5 ve SOCS 6 ile SOCS 7 arasinda daha yakin
homolojiler mevcuttur (105). Ayrica, SOCS 1 ve SOCS 3'te digerlerinden
farkh olarak SH2-domaine bitisik kinaz inhibitdr bdlgesi (Kinase inhibitory
Region; KIR) bulunmaktadir (105).

Hem SH2 domain hem de SOCS-box, sitokin reseptérine veya
JAK’lara baglanarak ve sinyal iletisini direkt olarak zayiflatarak ya da
proteozomlarda ubiquitin-aracili degradasyon igin reseptér komplekslerini
hedef alarak uygun islevlerin gergeklesmesinde rol alir (106). SOCS
proteinlerinden doérdundn (CIS ve SOCS 1-3) fizyolojik islevleri diger kalan
dort SOCS proteinine gore (SOCS 4-7) daha iyi ortaya konulabilmistir. CIS ve
SOCS1-3’U0 kodlayan genlerin ekspresyonu bazal durumdayken dusuktar,
fakat JAK/STAT yolagini aktive eden sitokinler tarafindan hizla uyarilir (106).

Bu da STAT yolaginin negatif regllasyonuna yol acar.

socs1

socs2

socss %

socsa I B [ [
socss == B [
socse == B [
socs7 | = .
cis — B

Sekil-1: SOCS proteinlerinin molekuler yapilari (106).
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. CIS

CIS-transgenik farelerde bliyumenin geriledigi, meme doku geligiminin
durdugu, natural killer (NK) hicre sayisinin azaldigi goéraimustir (105). Bu
farelerde gorulen Ozellikler STAT 5a ve STAT 5b eksik farelerle benzerdir.
CIS, STAT 5 aracili sitokin cevabinda spesifik bir role sahiptir. CIS’in
reseptorlerinin STAT 5 baglayan bolgesini maskeleyerek eritropoetin (EPO),
IL-2, IL-3, BH ve prolaktin sinyal iletisini inhibe ettigi in vitro deneylerde
gosterilmigtir (107).

Il. SOCS1

invitro calismalar SOCS 1'in IFN-y, IL-4, IL-6 ve IL-12 gibi cesitli
sitokinler tarafindan aktive edilen farkli sinyal ileti yollarini inhibe edebildigini
gostermigtir. Yani, SOCS 1’in bu duzenleyici 6zellikleri tek bir 6zel sitokin
sinyal ileti yoluyla sinirh degildir (108). SOCS 1 eksik olan farelerin
dogduklar anda normal iken buytumelerinin durdugu ve 3 hafta iginde ciddi
lenfopeni, periferik T hlcre aktivasyonu, karaciger nekrozu ve ana organlarda
makrofaj infiltrasyonu sonucu oldukleri gosterilmistir (109,110). Hem SOCS 1
hem de IFN-y bulunmayan farelerin ise sadece SOCS 1 eksik farelerin
gosterdigi letal fenotipe sahip olmadigi rapor edilmistir (111). Bu durum IFN-y
regulasyonunun SOCS 1 tarafindan duizenlendigini ve kontrolsiz IFN-y
aktivitesinin letal fenotipin gelismesine katkida bulundugunu
dusundurmektedir.

SOCS 1 SH2 domaini ile direkt olarak JAK’larla etkileserek onlarin
tirozin kinaz aktivitesini inhibe edebilir (106). Ayrica SOCS 1’in tip-l IFN
reseptor ve IFN-y reseptoriine de direkt olarak baglanabildigi ve béylece ¢ok
disuk duzeylerde SOCS 1 ekspresyonlari oldugunda bile IFN sinyalini
baskilayabildigi rapor edilmistir (112). SOCS 1 ekspresyonu STAT yolagini
aktive eden sitokinlerin yani sira insulin, lipopolisakkarid (LPS), CpG DNA ve
diger bazi molekdller tarafindan da induklenebilir (113).

lll. SOCS 2

SOCS 2'nin BH reseptdrine baglanarak STAT 5b aktivasyonunu
inhibe ettigi bilinmektedir (114). SOCS 2 eksik olan farelerde kilo artisi,
karaciger ve diger visseral organlarda hipertrofi oldugu goérilmustiar. SOCS 2
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aktive BH reseptorunun SHP2-baglanma bdlgesine baglanmakta ve IGF-1
geninin transkripsiyonu icin gerekli olan aktive BH reseptor yolaginin son
molekullerden biri olan STAT 5b’nin fosforilasyonu ve aktivasyonunu
onlemektedir (115).

Ote yandan SOCS 2'nin asiri ekspresyonu BH sinyalini arttirmakta ve
SOCS 2 transgenik farelerde hafif bir jigantizm gelismektedir (116). Bu
bulgular SOCS 2’nin BH sinyalini dizenlemede daha karmasik dual rolintn
oldugunu gostermektedir. Nitekim dusuk duzeydeki SOCS 2’nin tim BH ile
induklenen STAT 5 aktivasyonunu inhibe etmesine kargin yuksek
konsantrasyonlarinin sinyal aktivitesini arttirdigi titrasyon deneyleri ile
g6sterilmistir (117). ilging olarak SOCS 2 hem BH hem de IGF-1
reseptorlerine baglanir, fakat sadece BH tarafindan direkt olarak
induklenebilmektedir (116).

IV.SOCS 3

SOCS 3, gpl30 gibi reseptorlerin varliginda JAK’1 inhibe
edebilmektedir (118). Ayrica, SOCS 3’Un dnce reseptorle yluksek afiniteli
etkilesiminden sonra JAK’a baglandidi hipotezi de ileri striimektedir (119).
SOCS 3 eksik olan farelerin plasenta fonksiyon defekti nedeniyle embriyonik
dénemde 0Oldugu goézlenmistir (105). SOCS 3 eksik farelerde kardiyak
hipertrofi nedeniyle prenatal 6lum olmasi LIF reseptorleri veya gp130 sinyal
iletisi icin gerekli oldugunu gdstermektedir (105). SOCS-3’Un miyeloid
hucrelerde ve hepatositlerde ekspresyonlari engellenerek yapilan
calismalarda, SOCS-3 eksikliginin IL-6’'ya yanit olarak STAT-3'Un
aktivasyonunda uzamaya yol actigi gosterilmistir (120). In vivo SOCS-3’Un
sinyal komponenti olarak gp130’u kullanan IL-6-LIF ailesi sitokinlerin
inhibitéri  oldugu icin, inflamasyonun negatif dlzenleyicisi olabilecedi
disundlmektedir (112). Son zamanlarda SOCS 3’Un endokrin sistem
Uzerindeki etkileri belirlenmistir. SOCS 3 eksik farelerin kilo alimi ve
hiperleptinemiye direngli olduklari ve insulin direnci geligtirmedikleri
saptanmistir. Bu kanitlar dogrultusunda SOCS 3’ln diyetle indiklenen leptin

duzeylerinde ve insulin direncinde anahtar rol oynadigi sonucuna varilmigtir
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(105). SOCS 3’Un basta diyabet ve obezite olmak Uzere bircok metabolik
durumda dnemli gorevleri oldugu dustunulmektedir.

V.SOCS 4-7

SOCS 4’den 7’'ye kadar olan SOCS proteinleri ile ilgili sinirli sayida
veri bulunmaktadir. SOCS 5’in IL-6 ile induklendigi ve IL-4’U inhibe ettigi,
SOCS 6’'nin MAPK, protein-kinaz B ve insulin reseptor substrat-1 (IRS-1)

aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (121).

8. SOCS Proteinleri ve Hastaliklar

8.1 SOCS 1 Proteini ve Kanser

SOCS proteinlerinin kanser gelisiminde rol oynayabilecekleri birgok
merkez tarafindan bildirilmistir. Kanser gelisimine bliyume faktorlerine agiri
cevaplilik gostermeleri ve onkogenezde rol alan cesitli sitokinler tarafindan
module edilmeleri sonucu neden olduklar dustnudlmektedir. SOCS 1
ekspresyonunun hipermetilasyon sonucu azalmasi ile hepatosellller
karsinoma gelisebilecegi veya progrese olabilecegi gosterilmistir (122).
SOCS 1 gen DNA hipermetilasyonu kolon, mide, over, akciger ve meme gibi
bircok solid organ tumoérunde saptanabilir ancak bu hepatoselluler
karsinomdaki kadar sik degildir (105). Ayni zamanda SOCSH1
ekspresyonunun I6semi, lenfoma ve multipl miyelom gibi hematolojik
malignitelerdeki IFN direnci ile de iliskili oldugu bulunmustur (123).
Hipermetilasyon disinda SOCS 1 gen silinmeleri ve mutasyonlari da
lenfomalarin gelismesinde rol oynamaktadir (123).

8.2. SOCS 1 Proteini ve Enfeksiyon

SOCS 1 tip | ve tip Il IFN sinyalini inhibe eden bir proteindir. Bu
nedenle IFN’larin antiviral ve inflamatuar etkilerini dengelenmesinde énemli
rol oynamaktadir. SOCS 1 olmayan farelerin viral enfeksiyona direncli
olduklari gosterilmistir (112). SOCS 1’in pankreas beta hucrelerinde asiri
ekspresyonu ile coxsackie virus tarafindan indiklenen diabetes mellitus,
kardiyak miyozitlerde ki asiri ekspresyonu ile kardiyomiyopati gelistigi
bildiriimistir (124). Kardiyak miyozitlerde SOCS 1 inhibe edildiginde ise
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enteroviral enfeksiyonlarla olusturulan akut kardiyak hasara karsi direng
olustugu saptanmistir (124). Yapilan g¢alismalarda SOCS 1 eksik farelerin
hlcre igi parazitlere kargi direngli oldugu bildirilmektedir. SOCS1 eksik fare
makrofajlarinin IFN-y’ya asiri duyarlihk gostermesi bunun nedeni olarak
dusunulmektedir (125).

8.3. SOCS 1 Proteini ve inflamatuar-Alerjik Hastaliklar

SOCS proteinleri sitokin aracili immun duzenleyiciler olduklari igin
inflamatuar hastalik patogenezinde rol oynamaktadirlar. Romatoid artritli
hastalarin kanindan izole edilen CD4+ T hucrelerinin saglikli kontrol
hastalarindan daha yuksek dizeyde SOCS 1 eksprese ettikleri rapor
edilmistir (126). Zimosan ile artrit olusturulan STAT 1 -/- farelerde sinoviyal
SOCS 1 ekspresyonunun belirgin olarak dustigunun goésteriimesi SOCS 1'in
Ozellikle STAT 1'in kontrol ettigi eklem inflamasyonunda altta yatan
mekanizmalardan biri olabilecegini dustndurmektedir (126). Ancak, SOCS
1’in eklem inflamasyonu ve artritteki rolleri henlz tam olarak agikliga
kavusturulamamistir.

SOCS 7'’in insanlarda hepatit ile iligkili oldugu dustntlmektedir. SOCS
1’in HCV hepatitinde DNA metilasyonu ile etkisizlestigi ve SOCS 1 gen
metilasyonunun karaciger fibrozisinin siddeti ile korele oldugu saptanmistir
(127). Bu bulgulara dayanilarak DNA metilasyonu ile ortaya ¢ikan SOCS 1
gen ekspresyonunun azalmasinin karaciger inflamasyonuna neden oldugu
dusunulmektedir.

8.4. SOCS Proteinleri ve Terapotik Yaklagimlar

SOCS proteinleri kullanilarak sitokin sinyallerinin baskilanmasinin
Ozellikle inflamatuar hastaliklarin tedavisinde ve transplantasyon sonrasi
rejeksiyonun 6nlenmesinde kullanilabilece@i bildiriimektedir. SOCS protein
mimetigi olan tirozin kinaz inhibitdr peptid JAK 2 aracii STAT1 aracil
fosforilasyonu inhibe ederek etkili olmaktadir (128). Bu peptidin farelerde
alerjik ensefalomiyelit gelisimini 6nledigi ve STAT 3 aktivasyonu gorllen
prostat kanseri hlcre dizisinde proliferasyonu baskiladigi gosterilmistir (128).
Dominant negatif SOCS proteinleri kullanarak SOCS gen ekspresyon

duzeylerinin agsag! cekilmesi ve boylece anti-viral veya antitumoral aktiviteyi
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kuvvetlendirmek igin sitokin sinyalinin arttirilmasi da bagka bir yaklagimdir.
SOCS 1 kuguk karisik ribonukleik asit (small interfering RNA, sSiRNA)
sistemik uygulanmasinin farelerde goézlenen B16 tumorlerinin kiglulmesine

neden oldugu bildirilmigtir (129).

9. SOCS Proteinlerinin insiilin Direnci ve Metabolik Sendrom ile

lligkisi

insiilin direnci ve metabolik sendromda kronik inflamasyon oldugu ve
proinflamatuar sitokinlerin arttigi  bilinmektedir. Obez diyabetik db/db
farelerde SOCS 1 mesenger RNA ve karacigerdeki protein ekspresyonunun
arttig1 gosterilmigtir (130). Metabolik sendrom ve tip 2 diabetes mellitusun
patogenezinde hepatik insulin duyarlligi ve insllin reseptor substrat-2 (IRS-
2) Onemli rol oynamaktadir. SOCS 1 eksik olan farelerde IRS-2
ekspresyonunun ve hepatik insilin duyarlihdinin artti§gi in vivo olarak
saptanmistir (131). SOCS 1 IRS-2yi hedeflemekte ve farelerde IRS-2
eksikligi insanda gorllen tip 2 diyabetine benzer bir tablo olusturmaktadir
(132). SOCS 1 IRS-2 fosforilasyonunu ve IRS-2'ye spesifik insdlin
reseptorine baglanmay inhibe ederek insulin iletimini bozmaktadir. Bunun
da uzamis sitokin stimilasyonunun insulin direncine neden olabilecegini
gOstermektedir (133)

10. SOCS1 ve Kolorektal Kanser iliskisi

Suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS1) sitokin yanitlarinin
fizyolojik dizenlenmesinde dnemli bir rol oynar ve birgok insan kanserinde
DNA metilasyonu ile olusan SOCS1 gen sessizligi bulunmustur.

Sporadik kolorektal kanserde en az iki yolak vardir birisi kromozomal
instabilite (CIN) yolagi digeri ise CpG island methylator phenotype (CIMP)
(134). CIN yolagi kolorektal kanserlerin yaklasik %80’inden sorumludur.
Anoplodi ile adenom karsinom skansini devam ettirmek icin gerekli genetik

istikrarsizligi saglar (135). Kolorektal kanserde DNA metilasyonu iki temel
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degisiklik gecirir; Hipometilasyon ve hipermetilasyon. Kanserdeki metile
genler tip A (yasla iliskili genler) ve tip C (kanser spesifik genler) seklinde
karakterize edilmigtir (136).

Genellikle tip A genler hem normal hemde neoplastik dokuda
metiledir. Metilasyon derecesi doku yasi ile orantihdir (136,137). Cogu tip A
genin  hipermetilasyonu  kolorektal  karsinogenezisi  direkt  olarak
etkilemeyebilir fakat doku yaslanmasinin bir indikatoru olabilir (136,137).

Ancak tip C genlerin metilasyonu neoplastik dokular igin daha
spesifiktir. DNA metilasyonu niceliksel olarak Tip A belirtecler (ESR1,
GATAD5, HIC1, HPP1, SFRP1) ve tip C belirtegler (MGMT, MLH1,CDKNZ2A,
MINT2, MINT31, IGF2, CACNA1G, NEU-ROG1, SOCS1, RUNX3) ve LINE1
olarak tanimlanmigtir. Tip C’deki 5 belirte¢ (IGF2, CACNA1G, NEU-ROG],
SOCS1, RUNX3) CIMP paneli kapsamindadir (140) .

CIN yolaginin aksine CIMP kanserleri siklikla proksimal kolonda
yerlesir adenomatdz poliplerden ziyade serrated poliplerden gelisir ve yasli
bayanlarda daha siktir, survival ve tedavi sonuglari farkhdir (138).

Hanada ve arkadasglari insan kanserlerinin yaklasik % 20’sinin kronik
inflamasyondan kaynaklandigi bilgisinden hareketle c¢alismalarinda SOCS1
eksik farelerde 6 aylikken spontan nUkleer beta katenin ve p53 mutasyonu
iceren kolorektal kanseri gelistigini gostermigler ve SOCS 1’in inflamasyon
iligkili kolon kanserinde timoér supressor adaylardan biri oldugunu , SOCS 1
eksikliginde STAT 3, NF-kB ve STAT 1 aktivasyonu’ nun arttigini ifade
etmislerdir (139).

Kolorektal Kanserlerde SOCS proteinlerinde meydana gelebilecek
polimorfizm inflamatuar sdre¢ gelisimine katkida bulunarak hastalik
etyopatogenezinde yer aliyor olabilir.

Biz bu calismamizla ilk kez olmak Uzere kolorektal kanserli
hastalarda SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizm ve tipleri (major homozigot
CA/CA, mindr homozigot DEL/DEL, heterezigot CA/DEL) ile kolorektal
kanserli dokuda SOCS1 ekspresyonu durumunu ve bunlarin klinikopatolojik

Ozellikler ile olan iligkisini incelemeyi amacladik.

36



GEREG VE YONTEM

1. Calisma Protokoli

Bu calismada Uludag Universitesi Tip Fakdltesi’'nde 1999-2008 yillari
arasinda kolon kanseri tanisi ile takip ve tedavi edilen hastalarin dosyalari
tarandi. Uludag Universitesi Tip Fakuiltesi Etik Kurulu ( Etik Kurul onam tarihi:
04.06.2009 ve karar no: 2009-9/55) tarafindan onaylanan protokole gore
calisma yuarutaldd. Primer tumort opere edilmis, TNM evreleme sistemine
gore degerlendirilmis ve en az 3 yil sure ile takip edilmis 67 hasta belirlendi.
Bu hastalardan primer tiimore ait kesitleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Ana Bilim Dali argivlerinde olup immunhistokimyasal
degerlendirme igin yeterli dokuya sahip olan 53 hasta caligsmaya alindi.
Kontrol grubu olarakta c¢esitli sebeplerle (travma vs) barsak rezeksiyonu
yapilmig olgular ¢alismaya alindi.

Hasta dosyalarindan yas, cinsiyet, tani tarihi, timor yerlesim yeri,
tumor invazyonu (T), perindral-lenfovaskuler-venovaskiler invazyon varlidi,
nodal tutulumu (N), timoérin evresi, boyutu, timdrin histolojik derecesi,
hastaliksiz sag kallm (HSK), tam sad kalim (TSK) ve takip sureleri gibi
parametrelere ait bilgiler elde edildi. TSK tani tarihinden 6lim tarihine kadar
gecgen sure; HSK ise tani tarihinden ilk nlkstn saptandigi tarihe kadar gegen

sure olarak belirlendi.

2. Laboratuar Yontemleri

2.1. immiinhistokimyasal Boyama

Dokularda SOCS1 ekspresyonunun varligi immunohistokimyasal
boyama ile arastirildi. Primer antikor olarak Qiagen marka SOCS 1 antikoru
1/100 oraninda dilile edilerek kullanildi. immiinhistokimyasal boyama
streptovidin—avidin—biotin yontemiyle yapildi. Dort mikron kalinliginda lizinli
lamlara alinan kesitler bir gece boyunca 60 °C etiivde deparafinize edildi. Ug
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kez 5 dakika ksilen, 3 kez 5 dakika %96’lik sitrat buffer (ph 6.0) icinde
bekletildi. Mikrodalga firinda 750 watt esdegeri 1sida 5 dakika araliklarla
distile su eklenerek toplam 20 dakika kaynatildi. Oda isisinda 20 dakika
bekletildikten sonra PBS (phosphate buffer saline) igine alindi. PBS ile 2 kez
yikandi. Kesitler kurulanarak nemlendirilmis 25 °C oda IsisI ortaminda %3’llk
hidrojen peroksit tatbik edilerek 15 dakika bekletildi. PBS ile bir kez yikanarak
protein blocking’de 10 dakika bekletildi. Kesitler primer antikor ile 1 saat
inkibe edildi. Daha sonra iki kez 3 dakika PBS ile yikandi. 15 dakika
Biolynated Link (sekonder antikor)’den sonra PBS ile yikanarak 10 dakika
DAB kromojene alindi.

Distile su ile yikanan kesitler i1sitk mikroskobunda degerlendirildi.
Boyama vyayginhgina ve siddetine gore degerlendirildi. Dokuda belirgin
boyanma olan preparatlar pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 2,3,4,5).

Sekil 3: SOCS1 Pozitif- Normal Mukoza (DAB X 400)



(DAB X 100)

Sekil 5: SOCS1 Negatif -Tumoér dokusu (DAB X 100)

2.2 QlAamp DNA FFPE Tissue Kit-Doku izolasyonu
Calismaya dahil edilen parafin dokulardan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali immiinoloji Bilim Dali laboratuvarinda QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)
kullanarak genomik DNA izolasyonu icin 2x 10um kesit alinip ¢alisma
yapildi.
2.2.1 Deparafinizasyon
e ince parcalar halinde kesilmis doku érnegi tizerine 1 ml xylene eklenip
vortekslenerek oda i1sisinda 10 dk bekletildi.
e 14000 rpm 3 dk santrifijlendi
e Sdipernatan atilarak tekrar 1 ml xylene eklenip, vortekslenerek 10 dk
oda isisinda bekletildi.
e 14000 rpm 3 dk santrifijlendi
e Sipernatan atilarak 1 ml % 96 etanol eklenerek, vortekslendi.
e 14000 rpm 3 dk santrifGjlendi
e Sipernatan atilarak 1 ml % 80 etanol eklenerek, vortekslendi.
e 14000 rpm 3 dk santrifujlendi

e Sipernatan atilarak 1 ml % 60 etanol eklenerek, vortekslendi.
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14000 rpm 3 dk santrifajlendi
Supernatan atilarak 1 ml distile su eklenerek, vortekslendi.
14000 rpm 3 dk santrifujlendi

Supernatan tamamen atilirak,izolasyon iglemine gecildi.

2.2.2 DNA izolasyonu

Deparafinizasyon islemi tamamlanmis 6rnek Gzerine 180 ul Buffer ATL
ve 20 ul Proteinase K eklenerek iyice vortekslendi.

56 ° C de 1 saat bekletildi.

90 ° C de 1 saat bekletildi.

TUp ¢eperindeki damlalari dibe indirmek igin kisa sure santrifijlendi.
200 plI Buffer AL ve 200 pl % 96 etanol eklenerek 10 sn vortekslendi.
TUp ¢eperindeki damlalari dibe indirmek igin kisa stre santrifljlendi
Tapun igindeki karisimin tamami QlAamp Min Elute spin kolona
aktarildi.

8000 rpm de 1 dk santrifljlenerek spin kolonun yerlestigi tip atilarak,
spin kolon temiz 2 ml lik toplama tipUne yerlegtirildi.

Spin kolon tuplerine 500 yl AW1 eklenerek 8000 rpm de 1 dk
santrifijlendi.

Spin kolonun yerlestigi tip atilarak, spin kolon temiz 2 ml lik toplama
tUpune yerlestirildi.

Spin kolon tuplerine 500 pyl AW2 eklenerek 8000 rpm de 1 dk
santrifijlendi.

Spin kolonun yerlestigi tip atilarak, spin kolon temiz 2 ml lik toplama
tipune yerlestirildi.

Spin kolon tipleri 14000 rpm de 3 dk santrifljlendi.

Spin kolonun yerlestigi tip atilarak, spin kolon temiz 2 ml lik ependorf
tUpe yerlestirildi.

100 pl Buffer ATE eklenerek 1 dk oda isisinda bekletildi

14000 rpm de 1 dk santriflijlenerek, spin kolon tip atilip, ependorf tlpu
kapatildi.
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2.2.3 DNA Konsantrasyon Olgiimii

Spektrofotometre ATE buffer ile sifirlanarak bitlin 6rneklerin dlgimleri
yapilmistir.

2.2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

SOCS1 polimorfizmi (1478CA/Del) PZR-RFLP yontemi ile tayin edildi.
Bunun igin promotor bdlgesi ileri; (5-TGTCGTCCAGCTGCACCTC-3), ve geri
primerler; (5-ACCACAGGCTTCAGAGGAAC-3) ile amplifiye edildi.
Reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde karisim hazirlandi; 1x PCR Buffer ,
25mM MgCl,,  10mM dNTP, ileri-geri primer 0,5 yM , 2U Simpler Red™

DNA Polymerase enzimi (Thermo Fisher Scientific Inc - UK), distile su
14,8 yl  ve parafinden izole 2 pyl DNA eklenerek termal déngu cihazinda
(Corbett Research-Australia) PCR islemi baglatildi.

PCR icin Kullanilan Termal Déngii Programi;

islem Derece (santigrat) Sire islem sayisi
ilk Denatiirasyon 95 2 dk 1
Denatlrasyon 94 30 sn 37
Baglanma 69 30 sn 37

Uzatma 72 30 sn 37

Son uzatma 72 10 dk 1

2.2.5 PZR-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmleri (Restriction

Fragment Length Polymorphisms-PZR-RFLP)

SOCS-1 1478 CA/DEL allellerini saptamak icin kesim enzimi (Ddel-
HpyF 3l Fermentas) kullanildi. RFLP deneyinde 10 pyl PZR Grind, RE 0,22 ul
(500 U) RE, 2.1 yl RE tamponu ve 7.68 pl distile suya 10,1 pl pcr drini
eklendi ve 37 °C de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.2.6 Elektroforez

Elektroforez igin etidyum bromir (EtBr) iceren % 2 lik agaroz jel

hazirlandi. Kesim Urunleri ve “ size marker” yukleme sollusyonu ile birlikte
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kuyulara yuklenerek 40 dk 100 volt olacak sekilde elektroforez islemi
uygulandi. Olusan bantlar transliUminator Gzerinde uv 1s1Iginda “ size marker”

ile karsilastinlarak degerlendirildi (Sekil 6).

CAICA

v

DEL/DEL

v

CA/DEL

v

v

SIZE
MARKER

250 be

Sekil 6: SOCS1 promotor bélgesinde gen polimorfizmlerinin RFLP jel gorinttst. CA/CA,
DEL/DEL ve CA/DEL gen polimorfizm bélgeleri gériilmektedir En altta size marker ; Olgl
birimi Base Pair (Baz gifti) 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 .....

3. istatistiksel Analiz

Hastalarin verileri daha Onceden hazirlanan calisma formlarina
kaydedildi. Daha sonra bu formlardaki verilerin kantitatif degerler olarak
istatistiksel analizleri yapildi. istatistiksel hesaplamalar IBM uyumlu MS-DOS
ve Windows XP isletim sistemi altinda calisan bir bilgisayarda SPSS for
Windows 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences INC., Chicago,
USA) programi kullanilarak yapildi.

Kantitatif degerler ortalama + standart sapma olarak belirtildi. Kategorik
degiskenlerin karsilastirlmasinda Pearson ki-kare ve Fisher’in kesin ki-kare
testleri  kullanildi. Kolmogorov-Smirnov testiyle slrekli degiskenlerin
normallik varsayimi  (olasilik dagilimina uyumluluk goésterip géstermemesi)
saptandi ve gruplar arasi kargilagstirmalarda parametrik olmayan bir test olan
Mann-Whitney U testi kullanildi. Tum bu istatistiksel ¢alismalarda p degerinin

<0.05 olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Kolorektal Karsinom tanisi konmus hastalarin verilerine merkezi
arsivden dosya taramasi yapilarak ulasiimistir. Parafin bloklara gomalt 53
adet kolorektal kanser ve 25 adet gesitli sebeplerle (delici-kesici alet
yaralanmasi, megakolon vs) barsak rezeksiyonu gecirmis ve patolojik
incelemeleri normal olarak dederlendirilmis kigilerin biyopsi materyalleri
degerlendirmeye alinmistir. Bu dokularda hem SOCS1 immunhistokimyasal
boyama yapilmis ve  hemde DNA’lari elde edilerek SOCS1 1478 CA/DEL
gen polimorfizmi ¢alismasi yapilmistir. Ayrica klinikopatolojik 6zellikler ve
sagkalim analizleri yapilmigtir.

Kolorektal kanserli olgularin yas ortalamasi 60.57+12.239 (en kiguk
32 en blyuk ise 84 yasinda), 23’0 kadin (% 43.4), 30’u erkek (% 56.6) ;
Kontrol hastalarin yas ortalamasi ise 51.60+£18.894 (en kiguk 20, en blyuk
83 yasinda) 8'i kadin (% 32.0), 17’si erkek (% 68.0) idi (Tablo 6).

Kolorektal kanserli hastalarin TNM siniflamasina gore 2’si (% 3.8)
evre 1,23’0 (% 43.4) evre Il, 21’i (% 39.6) evre lll, 7’si (% 13.2) evre IV
durumunda idi. T evresine gore T1'de 2 (% 3.77), T2'de 4 (%7.55), T3'de 45
(%85), T4'’te 2 (%3.77) olgu vardi. N evresine goére 22 olgu (% 41.5) NO, 19
olgu (% 35.8) N1, 12 olgu (% 22.6) N2 evresinde idi. Olgularin 7’sinde
(%13.2) tani aninda, 6’sinda (%11.3) ise daha sonradan karaciger metastazi
vardi, 40 olguda (%75.5) karaciger metastazi yoktu (Tablo 7)

Duke’s siniflamasina gore ise 1'i (% 1.8) A, 25'i (% 47.1) B, 20’si (%
37.7) C, 7’si (% 13.2) D evresinde idi. Tumorlerin 15'i (% 28.3) rektum, 22’si
(% 41.5) sigmoid, 1'i (% 1.8) inen kolon, 15’i (% 28.3) sag kolon yerlesimli idi.
Olgularin 40’1 (%75.47) iyi-orta diferansiye, 13’0 (%24.53) az diferansiye idi.
Tumor dokusunda perinéral invazyon 8 (%15) olguda vardi, 45 (%85) olguda
yoktu. Venovaskuler invazyon ayni sekilde invazyon 8 (%15) olguda vardi,
45 (%85) olguda yoktu . Lenfovaskdler invazyon ise 18 (%34) olguda izlendi,
35 (%66) olguda ise yoktu (Tablo 7).
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TUumor genisligi agisindan 23 olgu (% 43.3) 5 cm ve Uzeri, 30 olgu (%
51.7) 5 cm alti boyutta idi. Olgularin 11’i (%21) rekurrens gosterdi. Kanserle
iligkili 6lum 16 (% 30) olguda izlendi, bunlarin 14°G (%26.4) 5 yildan once, 2’si
(%3.8) 5 yil ve sonrasi idi (Tablo 7).

SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmi agisindan yapilan
degerlendirmede hastalarin 6’sinda (%11.3) DEL/DEL , 35'inde (% 66)
CA/DEL, 12’sinde (%22.7) CA/CA, kontrol grubunda ise 6’sinda (% 24)
DEL/DEL, 16’sinda (% 64) CA/DEL, 3’Unde (%22.7) CA/CA gen
polimorfizmi tespit edildi (Sekil 8, Tablo 8)

immiinhistokimyasal incelemede hasta grubunda boyanma
olmayanlar (SOCS 1 negatif) 26 (%49), boyanma olanlar (SOCS 1 pozitif) 27
(%51) olgu seklinde idi. Baglangicta boyanmalar zayif pozitif ve pozitif olarak
ikiye ayrildi. Pozitif boyananlardan 9'u (%17) zayif pozitif, 18’i (%34) pozitif
olarak go6zlendi, ancak istatistiksel analiz agisindan yorum yapilabilmesi igin
ikisi birlestirilerek degerlendirmeye alindi. Kontrol grubunda ise SOCS 1
negatif 13 (% 52), SOCS 1 pozitif 12 (%48) olgu izlendi. SOCS 1 pozitif
olanlardan 2’si (%8) zayif pozitif, 10’u (%40) pozitif idi (Sekil7,Tablo 9)

Devamli bir veri olarak, incelenen tum klinikopatolojik veriler ve SOCS
1 gen polimorfizmi ile SOCS 1 ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (p > 0.05). Ayni sekilde kontrol grubunda da SOCS 1
ekspresyonu ile yas, cinsiyet, yerlesim ve SOCS 1 gen polimorfizmi arasinda
anlamli bir iligki saptanmadi (p > 0.05) (Tablo 10)

SOCS 1 gen polimorfizmi ile hastalarin klinikopatolojik verileri arasinda
ve yine kontrol grubunun Klinik Ozellikleri arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (p > 0.05) (Tablo 10).

Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyet, SOCS 1 ekspresyonu ve
SOCS 1 gen polimorfizmi acisindan yapilan karsilastirmasinda anlamli bir
istatiksel iliski bulunamadi (p > 0.05) (Tablo 10)).
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Tablo-6: Hasta ve kontrol grubu arasinda yas, cinsiyet ve SOCS1 ekspresyonu / gen

polimorfizmi iligkisi

HASTA KONTROL P
YAS 60.57+12.239 | 51.60+18.894 = 0.055
CINSIYET KADIN 23(% 43.4) 8 (% 32.0) 0.337
ERKEK 30 (% 56.6) 17 (% 68.0)
SOCS1 EKSPRESYONU SOCS1 NEGATIF 26 (%49.1) 13 (%52.0) 0.808
SOCS1 POZITIF 27 (%50.9) 12 (%48.0)
SOCS1GEN CAICA 12 (%22.6) 3 (%12.0) 0.314
POLIMORFIiZMi
CA/DEL 35 (%66.0) 16 (% 64.0)
DEL/DEL 6 (%11.3) 6 (%24.0)

Sagkalim analizlerinde erken evre (TNM I-II) ve ge¢ evrenin (TNM llI-
V) hastaliksiz sagkalim (sirasiyla 135 ay, 71 ay) ve tam sagkalimla
(sirasiyla 135 ay, 66 ay) iliskili oldugu goérulda (her ikisi icinde p = 0.02). Geg
evre prognozu kotu etkilemekte idi. Karaciger metastazi olanlarda da
prognoz anlamli sekilde kota oldugu goéruldi. Karaciger metastazi olanlarin
ortalama sagkalimi 23.8 ay iken metastaz olmayanlarda 125.5 ay’di (p=
0.000).

SOCS 1 gen polimorfizmi ile sagkalim arasindaki iligkiye bakildiginda
DEL/DEL gen polimorfizmi ile hastaliksiz sagkalim arasinda anlamili iligki
oldugu goruldi (p=0.049). DEL/DEL gen polimorfizmi olanlarda ortalama
hastaliksiz sagkalim slresi 27 ay iken CA/DEL gen polimorfizmi olanlarda
110 ay, CA/CA gen polimorfizmi olanlarda ise 99.9 ay idi. SOCS 1 gen
polimorfizmi ile tam sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmadi (P=0.063). SOCS 1’in immunhistokimyasal ekspresyonu ile
hastaliksiz ve tam sagkalim arasinda anlamli iligki tespit edilemedi (sirasiyla
P degerleri 0.062 ve 0.716 idi).
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Tablo 7 : Kolorektal kanserli hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

OZELLIK n (%)
Yas >55 yas 39 (73.6)
<55 yas 14 (26.4)
Cinsiyet Erkek 30 (56.6)
Kadin 23 (43.4)
Tiim6r Lokalizasyonu Rektum 15 (28.3)
Sigmoid kolon 22 (41.5)
inen kolon 1(1.8)
Sag kolon 15 (28.3)
Patolojik Evre (TNM) Evre 1 2 (3.77)
Evre 2 23 (43.39)
Evre 3 21 (39.62)
Evre 4 7 (13.20)
T Evresi pT1 2 (3.77)
pT2 4 (7.55)
pT3 45 (85)
pT4 2 (3.77)
N Evresi NO 22 (41.5)
N1+N2 31 (58.5)
Dukes Siniflamasi A+B 26 (49)
C+D 27 (51)
Diferansiyasyon iyi 2(3.77)
Orta 38 (71.7)
Az 13 (24.53)
Perinéral invazyon Var 8(15)
Yok 45 (85)
Vendz invazyon Var 8(15)
Yok 45 (85)
Lenfatik invazyon Var 18 (34)
Yok 35 (66)
SOCS1 Polimorfizmi DEL/DEL 6(11.3)
CA/DEL 35 (66)
CA/CA 12 (22.7)
SOCS1 Ekspresyonu Negatif 26 (49)
Pozitif 27 (51)
Kanserle iliskili 6lim > 5YIL 2(3.8)
<5YIL 14 (26.4)
Tiimor genisligi <5CM 30 (56.7)
>5CM 23 (43.3)
Rekiirrens Var 11 (21)
Yok 42 (79)
Karaciger metastazi Var 13 (24.5)
Yok 40 (75.5)
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Tablo 8: KRK’li olgularda SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmi ve
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iliski.

- . . DEL/DEL M M
KLINIKOPATOLOJIK OZELLIK —r P degeri

Yas >55 YAS 4 (66.7) 25 (71.4) 10 (83.3) 0.748
<55 YA$ 2(33.3) 10 (28.6) 2(16.7)

Cinsiyet Erkek 3 (50.0) 19 (54.3) 8 (66.7) 0.635
Kadin 3 (50.0) 16 (45.7) 4 (33.3)

Tiimor lokalizasyonu Rektum 2(33.3) 11 (31.4) 2(16.7) 0.471
Sigmoid kolon 3 (50.0) 12 (34.3) 7 (58.3)
inen kolon 0( 0.0) 1(2.9) 0(0.0)
sag kolon 21(16.7) 11 (31.4) 3(25.0)

T evresi pT1+ pT2 1(16.7) 4(11.4) 1(8.3) 0.1.0
pT3+ pT4 5(83.3) 31 (88.6) 11 (91.7)

N evresi NO 1(16.7) 18 (51.4) 3(25.0) 0.191
N1+N2 5(83.3) 17 (48.6) 9(75.0)

TNM evresi EVRE 1+2 2(33.3) 18 (51.4) 5(41.7)
EVRE 3+4 4 (66.6) 17 (48.6) 7(58.3) 0.386

Dukes siniflamasi A+B 3(50.0) 17 (48.6) 4(33.3)
C+D 3(50.0) 18 (51.4) 8 (66.6) 0.502

Diferansiyasyon Iyi 2(33.3) 8(22.9) 3(25.0)
Orta+Az 4(66.7) 27 (77.1) 9(75.0) 0.543

Perinéral invazyon Var 1(16.7) 6(17.1) 1(8.3)
Yok 5(83.3) 29 (82.9) 11 (91.7) 0.701

V.vaskiiler invazyon Var 1(16.7) 5(14.3) 2(16.7) 1.00
Yok 5(83.3) 30(85.7) 10 (83.3)

Lenfatik invazyon Var 2(33.3) 12 (34.3) 4 (33.3) 0.947
Yok 4(66.7) 23 (65.7) 8 (66.7)

Kc metastazi Var 1(16.7) 9(25.7) 3(25.0) 1.00
Yok 5(83.3) 26 (74.3) 9 (75.0)

Kanser iligkili_6lim Yok 2(33.3) 26 (74.3) 9(75.0) 0.07
Var 4 (66.7) 9 (25.7) 3(25.0)
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Tablo 9: KRK Kilinikopatolojik Ozellikleri ve SOCS1 Ekspresyonu iligkisi

KLINIKOPATOLOJIK OZELLIK SOCS1 ekspresyonu n (%) P DEGERI
NEGATIF POZITIF
YAS >55 YAS 9 (34.6) 5(18.5) 0.184
<55 YAS | 17 (65.4) 22 (81.5)
CiNSIYET ERKEK 24 (61.5) 23 (59.0) 0.817
KADIN 15 (38.5) 16 (41.0)
T EVRESI pT1+ pT2 2(7.7) 4 (14.8) 0.669
pT3+pT4 24 (92.3) 23 (85.2)
N EVRESI NO 11 (50.0) 15 (48.4) 0.565
N1+N2 11 (50.0) 16 (51.6)
DUKES SINIFLAMASI A+B 13 (50) 11 (40.7) 0.344
C+D 13 (50) 16 (59.3)
DIFERANSIYASYON ivi 26 (100) 25 (92.6) 0.491
ORTA+AZ 0 2(7.4)
PERINORAL iNVAZYON VAR 4 (15.4) 4 (14.8) 0.954
YOK 22 (84.6) 23(85.2)
VENOVASKULER iNVAZYON VAR 3(11.5) 5(18.5) 0.497
YOK 23 (88.5) 22 (81.5)
LENFATIK iINVAZYON VAR 10 (38.5) 8(19.7) 0.704
YOK 16 (61.5) 19 (70.3)
REKURRENS VAR 6(23.1) 5(18.5) 0.682
YOK 20 (76.9) 22 (81.5)
KARACIGER METASTAZI VAR 5(19.2) 8(29.6) 0.379
YOK 21 (80.8) 19 ( 70.4)
SOCS1 GEN POLIMORFiZMi DEL/DEL 4 (15.4) 2(7.4) 0.390
CA/DEL 15 ( 57.7) 20 (74.1) 1.00
CA/CA 7 (26.9) 5(18.5) 0.554
TUMOR GENISLIGi <5CM 12 (0.48) 18 (66.7) 0.173
>5CM 13 (52) 9(29.3)
OLUM VAR 8(30.8) 8(29.6) 0.928
YOK 18 (69.2) 19 (70.4)
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Tablo 10:Kolorektal Kanserili Hastalarda Klinikopatolojik Ozellilgler ile SOCS 1 Ekspresyonu
ve SOCS 1 Gen Polimorfizmi’nin Hastaliksiz ve Tam Sagkalim lligkisi

Hastaliksiz Anlamlilik Tam Anlamlilik

Sagkalm Sagkalm

P DEGERI P DEGERI
Yas 0.085 A.D 0.057 A.D
Cinsiyet 0.088 A.D 0.746 A.D
TNM Evresi 0.02 A 0.02 A
T Evresi 0.930 A.D 0.756 A.D
N Evresi 0.154 A.D 0.183 A.D
Dukes Evresi 0.121 A.D 0.112 A.D
Diferansiyasyon 0.409 A.D 0.746 A.D
Lenfatik invazyon 0.790 A.D 0.894 A.D
Perinéral invazyon 0.045 A 0.020 A
Venovaskiiler Invazyon 0.173 AD 0.233 AD
Karaciger Metastazi 0.000 A 0.000 A
Socs 1 Ekspresyonu 0.062 A.D 0.716 A.D
SOCS 1 Gen Polimorfizmi (DEL/DEL) 0.049 A 0.063 A.D

A.D: Anlaml1 degil
A: Anlaml

Hasta Grubu SOCS1 Ekspresyon Durumu

30
25
20
15

n:26

10

SO0CS1 NEGATIF SOCS1 POZITIF

Sekil 7: Hasta grubundaki olgularin SOC1 boyanmasi agisindan (negatif ve

pozitif) sayisal dagilhmi.
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Sagkalim Yiizdesi (%)
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Sekil 10: SOCS 1 Gen Polimorfizmi Tam Sagkalim Analizi
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TARTISMA VE SONUG

Karsinogenezin temelinde, hucrenin yasamasi, bliyuimenin kontrolli ve
diferansiyasyon gibi biyolojik olaylari etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi surecinde tumoér hucreleri
birgok fenotipik 6zellikler kazanir. Bu degisimler, timor hucrelerinin hizli ve
sinirsiz ¢ogalmalarina ve gevre dokuya yayillmalarina neden olur. Ayrica, bu
hicreler 6zgin mikrogevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve
metastaz yapma Ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tumoér baskilayici
genlerin seri mutasyonlari farkh mekanizmalar araciligiyla malign fenotipin
olusumuna katkida bulunur .Sinyal iletimi yollarini ve sinyal proteinlerini hedef
alan onkojenik mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde
meydana gelen degisimler hlcrenin ¢ogalma velveya yasama islevlerinin
kontrolund ortadan kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi timor gelisimi ile
invazyon/metastaz surecinde etkin rol oynamaktadir.

Sitokin sinyal supresor proteinleri sitokin sinyalinin inhibitérleridir ve
ekspresyonlari sadece JAK/STAT yolagi ile indiklenir. SOCS proteinlerinin
kesfiyle sitokin-JAK-STAT yolaginin negatif regulasyonu taninmis, yapilan
bircok calisma ile SOCS proteinlerinin immunolojik ve patolojik birgok durumla
olan iliskisi ortaya konulmustur (105). Sekiz CIS/SOCS proteini mevcuttur: CIS,
SOCS 1, SOCS 2, SOCS 3, SOCS 4, SOCS 5, SOCS 6 VE SOCS 7 (106).
SOCS proteinlerinden dérdinin (CIS ve SOCS 1-3) fizyolojik islevleri diger
kalan dort SOCS proteinine gére (SOCS 4-7) daha iyi ortaya konulabilmistir.

invitro calismalar SOCS 1’in IFN-y, IL-4, IL-6 ve IL-12 gibi cesitli
sitokinler tarafindan aktive edilen farkl sinyal ileti yollarini inhibe edebildigini
goOstermistir. Yani, SOCS 1’in bu dizenleyici 6zellikleri tek bir 6zel sitokin sinyal
ileti yoluyla sinirli degildir (108). SOCS 1 eksik olan farelerin dogduklari anda
normal iken buytumelerinin durdugu ve 3 hafta iginde ciddi lenfopeni, periferik T
hlcre aktivasyonu, karaciger nekrozu ve ana organlarda makrofaj infiltrasyonu
sonucu Oldukleri gosterilmistir (109,110). Hem SOCS 1 hem de IFN-y
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bulunmayan farelerin ise sadece SOCS 1 eksik farelerin gosterdigi letal fenotipe
sahip olmadigi rapor edilmistir (111). Bu durum IFN-y regulasyonunun SOCS 1
tarafindan duzenlendigini ve kontrolsiz IFN-y aktivitesinin letal fenotipin
gelismesine katkida bulundugunu distundurmektedir.

SOCS 1 SH2 domaini ile direkt olarak JAK’larla etkileserek onlarin tirozin
kinaz aktivitesini inhibe edebilir (106). Ayrica SOCS 1'in tip-l IFN reseptor ve
IFN-y reseptorine de direkt olarak baglanabildigi ve bdylece ¢ok dusuk
dizeylerde SOCS 1 ekspresyonlari oldugunda bile IFN sinyalini baskilayabildigi
rapor edilmistir (112). SOCS 1 ekspresyonu STAT yolagini aktive eden
sitokinlerin yani sira insulin, lipopolisakkarid (LPS), CpG DNA ve diger bazi
molekuller tarafindan da indiklenebilir (113).

SOCS proteinlerinin kanser gelisiminde rol oynayabilecekleri birgok
merkez tarafindan bildirilmigtir. Kanser gelisimine buyume faktorlerine agiri
cevaplihlk goéstermeleri ve onkogenezde rol alan cgesitli sitokinler tarafindan
module edilmeleri sonucu neden olduklar duastndlmektedir. SOCS 1
ekspresyonunun hipermetilasyon sonucu azalmasi ile hepatoselltler karsinoma
gelisebilecegi veya progrese olabilecegi gosterilmistir (122). SOCS 1 gen DNA
hipermetilasyonu kolon, mide, over, akciger ve meme gibi bircok solid organ
tumorunde saptanabilir ancak bu hepatosellller karsinomdaki kadar sik degildir
(105). Ayni zamanda SOCS1 ekspresyonunun lésemi, lenfoma ve multipl
miyelom gibi hematolojik malignitelerdeki IFN direnci ile de iligkili oldugu
bulunmustur (123).

Suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS1) sitokin yanitlarinin fizyolojik
duzenlenmesinde onemli bir rol oynar ve bircok insan kanserinde DNA
metilasyonu ile olusan SOCS1 gen sessizligi bulunmustur.

Sporadik kolorektal kanserde en az iki yolak vardir birisi kromozomal
instabilite (CIN) yolagi digeri ise CpG island methylator phenotype (CIMP)
(134). CIN yolag kolorektal kanserlerin yaklasik %80’inden sorumludur.
Anoplodi ile adenom karsinom skansini devam ettirmek igcin gerekli genetik
istikrarsizligi saglar (135). Kolorektal kanserde DNA metilasyonu iki temel

degisiklik gecirir; Hipometilasyon ve hipermetilasyon. Kanserdeki metile genler
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tip A (yasla iligkili genler) ve tip C (kanser spesifik genler) seklinde karakterize
edilmigtir (136).

Genellikle tip A genler hem normal hemde neoplastik dokuda metiledir.
Metilasyon derecesi doku yasi ile orantilidir (136,137). Cogu tip A genin
hipermetilasyonu kolorektal karsinogenezisi direkt olarak etkilemeyebilir fakat
doku yaslanmasinin bir indikatora olabilir (136,137).

Ancak tip C genlerin metilasyonu neoplastik dokular igin daha spesifiktir.
CIN yolaginin aksine CIMP kanserleri siklikla proksimal kolonda yerlesir
adenomato6z poliplerden ziyade serrated poliplerden gelisir ve yasli bayanlarda
daha siktir, survival ve tedavi sonuglari farklidir (138).

Hanada ve arkadaslari insan kanserlerinin yaklasik % 20’sinin  kronik
inflamasyondan kaynaklandigi bilgisinden hareketle calismalarinda SOCS1
eksik farelerde 6 aylikken spontan nukleer beta katenin ve p53 mutasyonu
iceren kolorektal kanseri gelistigini gdstermisler ve SOCS 71’in inflamasyon
iligkili kolon kanserinde tumor supressor adaylardan biri oldugunu , SOCS 1
eksikliginde STAT 3, NF-kB ve STAT 1 aktivasyonu’ nun arttigini ifade
etmislerdir (139).

Prognoza gore tedavi planlamasi gerekliligi kolorektal kanserde
SOCS1T’in prognoz belirleyici olup olmadiginin arastiriimasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Birgcok onkolojik hastalik hicre proliferasyonuna ve malign blylimeye
katkida bulunan artmis JAK/STAT aktivitesi ile iliskili bulunmustur (141).
Hepatoselluler, pankreatik, akciger, over ve meme kanserlerinde gen mutasyon
ve delesyonlarina bagh SOCS inaktivasyonu veya DNA hipermetilasyonu
tarafindan sessizlesmeye bagli SOCS ekspresyonunda azalma sik bulunur
(142,143,144,145,146). Tip C olarak ifade edilen genlerin metilasyonu
neoplastik dokular icin daha spesifiktir. Tip C'deki 5 belirte¢ (IGF2, CACNA1G,
NEU-ROG1, SOCS1, RUNX3) CIMP paneli kapsamindadir ve kolon kanseri ile
iligkili bulunmustur (147).

Lésemi ve lenfomayi igeren birgok hematolojik malignensi JAK-STAT
yolaginin yapisal aktivasyonunun baskilanmasi ile iligkili bulunmustur (148) Bu
galismalar SOCS proteinlerinin timor supressér fonksiyonlarinin oldugunu
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gOstermektedir. Bu da SOCS ekspresyonun forse edilmesinin bazi
malignensilerde faydali olabileceg@ine isaret etmektedir. SOCS proteinlerinin
yapisal olarak ekspresyonu da tanimlanmig ve buda SOCS proteinlerinin
koruyucu bir fonksiyonu olduguna isaret etmektedir (149).

Klinik olarak literaturde SOCS1 ekspresyonu ve gen polimorfizmi ile
TNM evresi, lenfatik, perinéral ve venovaskuiler invazyon varhgi,
diferansiyasyon derecesi, tumoér boyutu gibi klinikopatolojik 6zellikler arasindaki
iligkiyi irdeleyen bir calismaya rastlanmamistir.

Calismamizda immunohistokimyasal olarak SOCS1 ekspresyonu tumor
dokusunda % 51, kontrol grubunda ise % 49 olarak tespit edilmistir (Tablo 6).
TNM evresi, diferansiyasyon, timor lokalizayonu, timor boyutu, Duke’s evresi,
cinsiyet, yas, lenfovaskuler, perindral ve venovaskuler invazyon gibi
klinikopatolojik  6zellikler ile arasinda istatiksel olarak anlamli iligki
saptanmamistir. Ayrica SOCS1 boyanmayan ve boyanan olgularla hastaliksiz
ve tam sagkalim arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir. Cok degiskenli
analizlerde prognozun bagimsiz belirleyicileri olarak TNM evresi, perindral
invazyon ve karaciger metastaz varligi belirlenmistir (Tablo 10). Bulgularimiz
SOCS1’in prognozu belirleyici bir kriter olmadigi yontndedir.

Literatirde SOCS1 ekspresyonu ile kolorektal kanserin klinikopatolojik
Ozellikleri arasinda iligkiyi ortaya koyan bir baska ¢alisma bulunmamaktadir.
Kolorektal kanserler icin bolgesel lenf nodu tutulumu, kanserin derinligi, nodal
mikrometastaz, vaskiler invazyon, diferansiyasyon ve karaciger metastazi gibi
belirgin prognostik faktérler vardir ve bunlar sagkalimi etkileyen faktorler
arasinda gosterilmistir. Calismamizda da badimsiz prognostik faktor olarak
TNM evresi, perindral invazyon ve karaciger metastazi bulunmustur (Tablo 10).

Yine galismamizda SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmi ile kolorektal
kanserli olgularin yukarda belirtilen klinikopatolojik ozellikleri ile arasinda iliski
olup olmadigi ve sagkalim iligkisi ortaya konmaya calisiimistir. SOCS1
DEL/DEL (min6r homozigot) gen polimorfizmi’nin  hastaliksiz sagkalim ile
istatiksel olarak anlamli iligkisi oldugu bulunmustur (P=0.049) (Tablo 10).
SOCS1 DEL/DEL gen polimorfizmi olanlarin daha koétli prognoza sahip oldugu
gosterilmigtir. SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmi ile diger klinikopatolojik
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Ozellikler arasinda iligki saptanmamistir. Yine SOCS1'’in immunohistokimyasal
ekspresyonu ile SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmi arasinda da anlamli bir
iliski saptanmamistir. SOCS1 gen polimorfizmi alt gruplari iginde en sik %66
oranla CA/DEL (heterozigot) gen polimorfizmi izlenmekte, bu oran kontrol
grubunda da %64 olarak yakin bulunmustur (Tablo 8).

Kolorektal Kanserlerde SOCS proteinlerinde meydana gelebilecek
polimorfizm inflamatuar sldre¢ gelisimine katkida bulunarak hastalik
etyopatogenezinde yer aliyor olabilir.

Calismamizin sagkalim analizlerinde erken evre (TNM I-1I) ve ge¢
evrenin (TNM l1I-IV) hastaliksiz sagkalim (sirasiyla 135 ay, 71 ay) ve tam
sagkalimla (sirasiyla 135 ay, 66 ay) iligkili oldugu goruldu (her ikisi icinde p =
0.02). Geg evre prognozu kotu etkilemekte idi. Karaciger metastazi olanlarda da
prognozun anlamli sekilde kot oldugu goruldl. Karaciger metastazi olanlarin
ortalama sagkalimi 23.8 ay iken metastaz olmayanlarda 125.5 ay’di (p= 0.000).

SOCS 1 gen polimorfizmi ile sagkalim arasindaki iliskiye bakildiginda
DEL/DEL gen polimorfizmi ile hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli iligki
oldugu goérildi  (p=0.049). DEL/DEL gen polimorfizmi olanlarda ortalama
hastaliksiz sagkalim suresi 27 ay iken CA/DEL gen polimorfizmi olanlarda 110
ay, CA/CA gen polimorfizmi olanlarda ise 99.9 ay idi. SOCS 1 gen polimorfizmi
ile tam sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmadi (P=0.063).
SOCS 71’in immlnhistokimyasal ekspresyonu ile hastaliksiz ve tam sagkalim
arasinda anlamli iligki tespit edilemedi (sirasiyla P degerleri 0.062 ve 0.716 idi).

Calismamiz kolorektal kanserli hastalarda SOCS1 ekspresyonu ve
SOCS1 1478 CA/DEL gen polimorfizmini arastiran ilk ¢galisma olmasi nedeniyle
onemlidir. Elde edilen veriler fazla sayida olgu iceren ¢alismalarla daha anlamli

sonuglara ulasilacagi kanaatini uyandirmaktadir.
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