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1.GIRIS

Kolorektal kanser(KRK) en yaygin gastrointestinal kanser tlridir ve
yasam tarzindaki degisiklikler nedeniyle diinya capinda goriilme sikligi
artmaktadir. Kiiresel Kanser Istatistikleri (Global Cancer Statisitcs-GLOBOCAN
2018) ‘ne gore kolorektal kanser diinya genelinde kadinlarda ikinci en sik,
erkeklerde ise iiciincii en sik kanserdir(1). Ulkemizde ise her iki cinsiyette tiim yas

gruplar1 birlikte diistiniildiigiinde ii¢iincti sirada yer almaktadir(2).

Etiyolojik olarak incelendiginde KRK insidansi siklikla sedanter hayat
tarz1 ve yiiksek gelirin tipik diyet aliskanligina sahip olan iilkelerde yiiksektir.
Islenmis ve kirmiz1 et tiiketimi, artmis alkol alimi ve artmis viicut yagi ortaya

konmus risk faktorlerindendir (3).

Cogu KRK’da patogenez normal mukozal kok hicrelerin genetik ve
epigenetik degisikliklerle adenom ve karsinoma doniismesine yol agan adenom-
karsinom sekansi ile agiklanmaktadir. Adenom-karsinom sekansinda ortaya konan
en sik ve karakteristik genetik mutasyonlar APC, KRAS, TP53, PIK3CA, yanlis

eslesme tamir genlerinde ve POLE geninde meydana gelmektedir(3).

KRK’larmn yalnizca kiiclik bir kismi kalitsal nedenlerle (6rnegin familyal
adenomat6z polipozis) gelisirken biiylik kismi kalitsal olmayan ve cevresel
faktorlere baglidir. Bu nedenler arasinda kronik inflamasyon etiyolojide nadir
ancak onemli bir yere sahiptir. KRK’larin yalniz %1-2’sinin inflamatuar bagirsak
hastaliklarina (IBH) bagh oldugu bilinmektedir(4). Klinik olarak IBH tanisi
olmayan, semptom gostermeyen hastalarda da karsinom patogenezinde
inflamasyonun rol oynadigi diisiiniilmektedir(5).  Inflamasyon ve kanser
iligkisinin arastirilmast 150 yillik bir ge¢mise, Rudolf Virchow’un hipotezine
dayanmaktadir(6). 1863 yilinda Virchow tiimor igerisindeki l6kositleri fark etmis

ve kronik inflamasyon alanlarinda gelisen kanserlerde orjinin “lenforetikiiler



infiltrat” oldugunu Onermistir(7). Gegen yillarda kanser ve inflamasyon iligkisi
daha net ortaya konmus, timor mikrogevresi, kanser gelisimi ve tedavi

secenekleri agisindan pek ¢ok kanser tiiriinde arastirilirmistir.

Kolorektal kanserin molekiiler 6zellikleri ve patogenezi Diinya Saglk
Orgiitt(DSO) Sindirim Sistemi Tiimorleri Smiflamasi’nin 2019 baskisinda daha
dikkatle ele alinmis ve “IBH’ya baghi karsinogenez” ayri bir baslik altinda

incelenmistir.

Inflamatuar, mezenkimal ve tiiméral hiicrelerin salgiladiklar1 inflamatuar
sitokinler tiimor baslangicini, proliferasyonunu ve invazyonunu tetiklemektedir.
Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinlerin tiimor gelisimindeki etkisi
potansiyel tedavi seceneklerini olusturmalar1 agisindan da oOnemlidir. Timor
nekroz faktori (TNF), IL-10, IL-17, IL-21 ve bu sitokinlerin diger aile tiyeleri
arastirilirken IL-6 hemen tum kanserlerin gelisiminin incelenmesinde bir odak
noktasi olmaktadir. IL-6 ekspresyonunun ileri evre ve diferansiyasyon kaybi1 ile

iliskisinin ortaya koyan literatiir verileri mevcuttur(8).

IL-6 duzeylerinin ve IL-6 ile aktive olan yolaklarin belirlenmesi ve
hastalarda gdosterilmesinin prognoz tayininde ve gelecekte tedavi secenekleri
arasinda yer alabilecek anti IL-6 terapiler i¢in uygun hastalarin se¢iminde dnemli

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada sporadik KRK olgularinda IL-6’nin immiinhistokimyasal
olarak degerlendirilmesi, bu sitokinin klinik ve histopatolojik parametrelerle
iliskisinin ~ aragtirilmasi1 amaglanmistir. Amaclardan bir digeri IL-6’nin
karsinogenezde STAT3 araciligiyla MSH3 fonksiyonunu degistirdigini
immiinhistokimyasal olarak ortaya koymaktir. IL-6 aracilifiyla gerceklesen
karsinogenezde gorev alan transkripsiyon faktorii STAT3 ve DNA yanlis eslesme

onarimindan sorumlu MSH3 ekspresyonlar1 ile klinikopatolojik 06zelliklerin



iliskisi degerlendirilmek istenmistir. Bu belirteclerin ileride prognoz ve tedavi

secenekleri arasinda yer alip alamayacagi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kolorektal adenokarsinom

Kolorektal adenokarsinom glanduler ya da misintz diferansiyasyon
gosteren kalin bagirsaktan kaynaklanan malign epitelyal tiimordiir. Yerlesimlerine
gore sag kolon/ proksimal, sol kolon ve rektal olarak iice ayrilmaktadir. Cogu
kolorektal kanser sol kolon ya da rektum kaynaklidir. Pek ¢ok KRK
“adenokarsinom, baska tiirlii siiflandirilamayan™ olarak tanmi alsa da cesitli

histolojik subtipleri vardir(9).

2.2.Kolorektal adenokarsinom patogenezi

Gegtigimiz yillarda kolorektal adenokarsinom patogenezi tek bir adenom-
karsinom sekansi ile agiklanmak yerine KRK’lar benzer morfolojik, molekiiler ve
klinik 6zelliklerine gére siniflandirilmakta ve patogenezde molekdler heterojenite
on plana ¢ikmaktadir(10). Ayrica konvansiyonel adenom-karsinom sekansina ek
“serrated” yolak adi1 wverilen c¢ok basamakli alternatif bir mekanizma

tanimlanmaktadir(11).

1990 yilinda Fearon ve Vogelstein, ¢cok basamakli karsinogenez olarak
tanimladiklar1 teorileri ile normal kolon ve rektum mukozasinin adenomlar
araciligiyla  malign  transformasyonunu  ag¢iklamaktadir.  Karsinogenez,
onkogenlerin aktive ve tiimor silipresdr genlerin inaktive olmasma neden olan

mutasyonlarin sonucunda gelismektedir. Teoriye gore karsinom gelisimi i¢in en



az dort ya da bes gende mutasyon gerceklesmesi gerektigi savunulmaktadir.
Mutasyonlar belli bir siray1 takip etse de ger¢eklesme siralarindan ¢ok birikimleri
timor biyolojisini belirleyici olmaktadir(12). Cok basamakli karsinogenez sekil

1’de gosterilmistir.

5q 12p 18q 1ip
Mutasyonvada Mutasyon Kayp Eayp
k
o K RS DCc 53
FAP DHA
bi il
il Hormal ] ilHiperprnlif-'i | Erken 1 | "Tntennediate" 1 | Geg 1 | : ] ( ]
epitel | erati.f'epi'b&l| adenom | adenom [ adenom | Earsinom | Metastas

Sekil 2.1.Fearon ve Vogelstein’in ¢ok basamakli karsinogez teorileri

“Serrated” yolak RAS, RAF mutasyonlari, Wnt sinyal yolaginda aksamalar
ve CpG adalarinin metilasyonlar1 ile taninmaktadir. Mitojen-aktive edici protein
kinaz yolagini kontrol eden genlerde (KRAS, daha sik BRAF) aktive edici
mutasyon gelismektedir. BRAF mutasyonu CpG adalarinin metilasyonuna ve pek
cok tumor sipresdr genin inaktive olmasma neden olmaktadir (CpG island
methlyator phenotype-CIMP).MLH-1 promoter bdlgesinin hipermetilasyonu
displazi iceren sesil serrated lezyonlardaki mikrosatellit instabiliteden (MSI)
sorumludur. Serrated lezyonlarm progresyonunda Wnt sinyal yolagmmin normal

regiilasyonu bozulmustur (Sekil 2)(13).
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Sekil 2.2.“Serrated” yolakta BRAFmutasyonu, WNT sinyal yolaginin aktivasyonu
2.3. Inflamatuar bagirsak hastahklarinda displazi ve kanser

Ulseratif kolit ve Crohn hastalar1 KRK gelisimi agisindan artmis risk
tagimaktadir. Kronik inflamasyonun karsinogeneze yol actig1 diisiiniilmekte ve
karsinom gelisme riski zaman, kolitin anatomik yaygmlhg: ve eslik eden primer
sklerozan kolanjit gibi diger inflamatuar durumlarla iligkili bulunmaktadir.
Sporadik olgularda oldugu gibi karsinogeneze yol agan durumlarin kromozomal
ve mikrosatellit instabilite ve DNA hipermetilasyonu oldugu diistiniilmektedir.

Ancak IBH iligkili karsinogenezde bu genetik degisikliklerin zamanlamasi ve



siklig1 farkli olabilmektedir. Normal kolon mukozasmin aksine inflame mukoza
histolojik olarak displazi/kanser gelisiminden ¢ok daha Once bu genetik
degisiklikleri igermektedir. Inflamatuar hiicreler tarafindan olusturulan reaktif
oksijen ve nitrojen urunlerinin karsinogenezi onleyen genlerin diizenlenmesinde
degisiklige yol actig1 bildirilmektedir(14). Inflamatuar bagirsak hastaliklarmda

displazi ve kanser gelisimindeki 6nemli degisikliklere Sekil 3°te yer verilmistir.
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Sekil 2.3.Inflamasyonun displazi ve kanser gelisimindeki basamaklara etkisi



KRK’ler 2015 yilinda alt1 ayr1 bagimsiz ¢alismanin entegrasyonu
ile“consensus molecular subtype (CMS)” baslig1 ile dort ayr1 subtipe ayrilmustir.
Bunlar;CMS1 (MSI immun), CMS2 (canonical), CMS3 (metabolik) ve CMS4

(mezenkimal) subtipleridir.

Ileri evre olgularda MSI durumunun immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinin kullanimi ve diger subtipler i¢in mekanizmalarin daha iyi
tanimlanmasiyla hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi giindemdedir(15).
Serrated yolaktan BRAF mutasyonu ile gelisen tiimorler CMS1 molekiiler

subtipine uymaktadir(13).

CMS1 belirgin immiin aktivasyon ve mikrosatellit instabilite gosteren
gruptur ve tiim subtiplerin %14’linli olusturmaktadir. Tiim subtiplerin %37’sini
olugturan CMS2 subtipi ise MYC ve WNT yolaklarinda belirgin aktivasyon
icermektedir. CMS3 c¢ok gesitli sinyal yolaklarinda metabolik bozukluk ile
tanimlanmaktadir. CMS4 subtipinde TGF-beta aktivasyonu ve kompleman iliskili
inflamasyon, matriks yeniden sekillenmesi, stromal invazyon ve anjiogenez
iligkili genlerin ekspresyonunun arttigi1 bilinmektedir. Diger gruplar ile
kiyaslandiginda en kotii sagkalim siiresine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica,
mikst 6zellikler gosteren drnekler gruplar arasi gegis fenotipi ya da intratiimoral
heterojeniteye dayandirilabilmektedir(16). CMS subtipleri ve molekiler

ozellikleri sekil 4°te gosterilmistir.



"Hypermutation™
MSI N ChMS1
MEHS, BRAF, FTEN mutasyonu

CMS2 >
APC, KRAS, TP53, SMADY,
CIN > PIK3CA mutasyonu CM53 >
CMS4 >

Sekil 2.4.CMS subtipleri ve molekuler 6zellikleri
2.4 Kolorektal adenokarsinomlarin patolojik incelenmesi ve raporlanmasi

Raporlamada gerekli ve DSO Gastrointestinal Sistem Tumorleri

Smiflamasi’nda 6nerilen parametrelere Tablo 1A’da yer verilmistir.

Tablo 2.1.DSO Raporlama oénerileri

Histolojik subtip

Tiimor derecesi (yiiksek ya da diisiik dereceli)

Invazyon derinligi

Lenfovaskuler invazyon (intramural ya da ekstamural vaskiler invazyon ya da lenfatik invazyon)

Perindral invazyon

Cerrahi sinirlar

Timor ¢ap1

Tumor lokalizasyonu

Rezeksiyon materyalinin dzellikleri

Diseke edilen lenf nodu sayisi

Metastatik lenf nodu sayisi

Tedaviye yanit

Mikrosatellit stabilitesi (mikrosatellit stabil/instabil), yanlis eslesme tamir proteinlerinde ekspresyon
kayb1 var/yok

Timor tomurcuklanmasi

Immun yant

Mliskili mutasyonlarm durumu




2.5.Kolorektal adenokarsinom histolojik subtipleri

Baslica kolorektal adenokarsinom histolojik subtipleri sunlardir:

e Misindz adenokarsinom

e Tash yiiziik hiicreli karsinom

e Meduller karsinom

e Serrated adenokarsinom

e Mikropapiller adenokarsinom

e Adenom benzeri adenokarsinom

e Adenoskuamdtz adenokarsinom

e Sarkomatoid komponent iceren adenokarsinom

e Andiferansiye adenokarsinom

Bu histolojik subtiplerden en sik gdoriileni miisindz adenokarsinomdur.
Miisinéz adenokarsinom tiimoriin  %50’sinden fazlasim1 olusturan miisindz
komponent ile karakterlidir ve kendine 6zgu molekiler ve klinik 6zellikleri

mevcuttur(17).

2.6.Kolorektal adenokarsinomlarda timor derecelendirmesi

Kolorektal adenokarsinomlarda derecelendirme gland formasyonuna goére
yapilmaktadir. Giincel DSO Smiflamasi’nda iki katmanli derecelendirme sistemi
kullanilmakta olup iyi ve orta derece diferansiye olarak bilinen tiimorler “diisiik
dereceli” az diferansiye tiimorler “yiiksek dereceli” olarak smiflandirilmaktadir.
Derecelendirmede en az diferansiye komponent gbéz Oniine alinmaktadir(18).
Miisindz adenokarsinomlarin histopatolojik derecelendirilmesi daha Onceki

smiflamalarda Onerilmezken giincel smiflama konvansiyonel adenokarsinomlar
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icin uygulanan histolojik kriterleri musindz karsinomlar i¢in de uygulamay1
onermektedir. Yine de musindz komponenti olan timorlerde derecelendirme ve

prognoz tayini tartismalidir(19).

2.7.Kolorektal adenokarsinomlarda TNM evrelemesi

Malign tiimorlerin TNM Siniflamas1 2017 yili baskisina gore kolon ve
rektum tiimorleri i¢in TNM siiflamast Tablo 1B, Tablo 1C ve Tablo 1D’de yer

alan verilere gore yapilmaktadir.

Tablo 2.2.DSO bélgesel lenf nodlarmm smiflandiriimasi

Anatomik bolgeler Anatomik bolgelere gore(bolgesel) lenf
nodlar (Bu lenf nodlar1 disinda kalan lenf
nodlarma metastaz uzak metastaz kabul
edilmektedir)

Cekum Ileokolik, sag kolon

Cikan kolon [leokolik, sag kolon, orta kolon

Hepatik fleksura Sag kolon, orta kolon

Transvers kolon Sag kolon, orta kolon, sol kolon, inferior
mezenterik

Splenik fleksura Orta kolon, sol kolon,inferior mezenterik

Inen kolon Sol kolon, inferior mezenterik

Sigmoid kolon Sigmoid, sol kolon, slperior rektal,
inferior mezenterik ve rektosigmoid

Rektum Superior, orta, inferior rektal, inferior

mezenterik, internal iliak, mezorektal,
lateral sakral, presakral, sakral promontor
(Gerota)
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Tablo 2.3.TNM Smiflamast

T-Primer TUmor
TX:Primer  timor
degerlendirileme-
mektedir.

TO: Primer timor
mevcut degildir.
Tis: Karsinoma in
situ:Lamina propria
invazyonu

T1: Submukoza
invazyonu

T2: Muskularis
propria invazyonu
T3:Subserozal/
periton icermeyen
perikolik/
perirektal yag doku
invazyonu

T4: Direkt olarak
komsu organ
invazyonu ve/veya
viseral  peritonun
perforasyonu
T4a:Viseral periton
perforasyonu
T4b:Komsu organ
ya da yapilarin
invazyonu

N-Bolgesel lenf nodlar:
NX: Bolgesel lenf
degerlendirilememektedir.
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi
mevcut degildir.

N1:1-3 lenf nodu metastazi

Nla:1 lenf nodu metastazi

N1b:2-3 lenf nodu metastazi

Nlc: Lenf nodu metastazi olmaksizin
tiimor depoziti varlig

N2: 4 veya daha fazla lenf nodu
metastazi

N2a: 4-6 lenf nodu metastazi

N2b: 7 veya daha fazla lenf nodu
metastazi

nodlar1

M-Uzak metastaz
MO0:Uzak metastaz
mevcut degildir.
M1:Uzak metastaz
M1a:Peritoneal metastaz
olmaksizin tek organa
sinirli metastaz
M1b:Birden fazla organa
metastaz

MZ1c:Organ metastaz
durumundan ~ bagimsiz
peritoneal metastaz
olmasi
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Tablo 2.4. TNM’ye gore evreleme

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 T1,T2 NO MO
Evre 2 T3, T4 NO MO
Evre 2A T3 NO MO
Evre 2B T4 NO MO
Evre 3 Herhangi  bir T | N1, N2 MO
evresi
Evre 3A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Evre 3B T1, T2 N2b MO
T2, T3 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Evre 3C T3, T4a N2b MO
T4a NZ2a MO
T4b N1, N2 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.8.Kolorektal adenokarsinomlarda immun yamit ve tiimorii infiltre eden

lenfosit degerlendirilmesi

Gectigimiz on yilda pek cok solid tiimorde tiimor mikrogevresinin
degerlendirilmesi immiin aktivasyonunun gostergesi ve bagimsiz prognostik
faktor olmasi nedeniyle biiyiikk Oonem kazanmistir. 2014 yilinda Uluslararas:
Tiimér I¢i Lenfosit Calisma Grubu (ITWG) meme kanserinde hematoksilen-eozin
kesitlerde timori infiltre eden lenfosit (TIL)oraninin belirlenmesi igin standardize
bir yaklagim gelistirmistir. 2020 yilinda Fuchs ve arkadaslar1 kolorektal
adenokarsinomlarda TIL degerlendirilmesinde ITWG’nin onerilerini kolorektal

adenokarsinomlar i¢in uyarlanmaistir.
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Buna gore kolorektal adenokarsinomlarda TIL degerlendirilirken;

1. TIL sadece stromal komponentte degerlendirilmeli ve stromal alana
gore yiizdelendirilmelidir (6rnegin %60 orani stromal alanin %60’ nin
mononiikleer infiltrat tarafindan dolduruldugunu belirtmektedir).

2. Degerlendirme invaziv tlimoriin sinirlarinda yapilmalidir. Timor alani
disindaki TIL degerlendirme dis1 tutulmalidir.

3. Nekroz, abse formasyonu vya da fibrozis icerisindeki TIL
degerlendirme dis1 tutulmalidir.

4. Tek bir kesit tiim tiimorii temsil etmesi agisindan yeterli sayilmalidir.

5. TUm kesit igin genel bir ortalama verilmeli, oranin en yiiksek oldugu
“hotspot” alanlarin skoru genele yansitilmamalidir.

6. Tidm mononukleer inflamatuar hicreler (lenfositler, plazma hicreleri)
degerlendirmeye dahil edilmeli; graniilosit ya da nétrofiller gibi diger
inflamatuar hiicreler degerlendirme dis1 birakilmalidir.

7. Displastik degisiklikler gosteren ve in situ alanlar degerlendirme disi

birakilmali sadece invaziv tiimor alan1 dikkate alinmalidir(20).

2.9.1L-6

IL-6 kanser ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayan
pleiotropik, proinflamatuar bir sitokindir. 21-28 kDA agirlhiginda, 184 amino
asitten ve 4 sarmal demetinden olusan bir glikoproteindir. Patolojik strecglerin

haricinde anjiogenez, kemik yeniden sekillenmesi, immiinite, ndral gelisim ve
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hematopoez gibi biyolojik streclerde rol alan IL-6 makrofajlar, monositler, kas
hicreleri, epitelyal hticreler, stromal hiicreler ve hematopoetik hiicreler gibi pek
¢ok hiicreden salinmaktadir. Timor mikrogevresinde IL-6 saliminda rol alan
baslica hiicreler tiimorii infiltre eden immiin hiicreler, fibroblast stromal hiicreler
ve tumor hicrelerinin  kendisidir. IL-6 islevini membrana bagli reseptori
(konvansiyonel/klasik-mIL6R) ya da ¢Ozunir  reseptoru(soluble,  sIL-

6R)araciligiyla gergeklestirmektedir(21, 22).

2.10.1L-6 sinyal mekanizmalari

IL-6’nin  baglandig1 reseptore gore islevi ve islev mekanizmasi
degismektedir. Klasik sinyal yolagi (mIL6R) Ilokositlerde ve hepatositlerde
bulunur ve anti-inflamatuar yanittan sorumludur. Trans sinyal yolagi (¢oziiniir
reseptOr aracili yolak) pro-inflamatuar iliskili yolaktir ve ¢oziliniir reseptor pek ¢ok
hlicrede bulunabilmektedir. sIL-6R aracili yolak aktive olduktan sonra Janus kinaz

(JAK) aktive olmaktadir ve olas1 3 yolagin aktivasyonu gerceklesmektedir.

1. Sinyal iletimi ve aktivasyonu-3 (Signal transducers and activation-
3/STAT-3)’lin dimerizasyonu ve aktivasyonu

2. Ras/Raf yolagmin, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolaginin
aktivasyonu ve serin/threonine kinaz aktivitesinde artis

3. Fosfoinozitol-3 kinaz (PI13K)-protein kinaz B (PKB)/Akt yolagmnin

aktivasyonu (22).
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2.11.STAT-3

STAT-3"1in kanser hiicrelerinin proliferasyonunda, diferansiyasyonunda ve
invazyonunda etkili onkojenik bir transkripsiyon faktorii oldugu diistiniilmektedir.
Kirki askin sitokin STAT sinyal yolagini aktive edebilmektedir. STAT3 normalde
sitoplazmada yerlesiktir. JAK, epidermal buyume faktori reseptéri ve IL-6R
aktivasyonu ile fosforile olmakta ve STAT ailesinin diger iiyeleri ile birlikte
dimerlerini olustumaktadir. Bu aktivasyonla birlikte sitoplazmadan niikleusa yer
degistirmesi  gergeklesmektedir ve  hedef  genlerinin  transkripsiyonu
baslatilmaktadir. Bu hedef genler arasinda siklin D1, Bcl-XL, c-myc, Mcll ve

vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) yer almaktadir(Sekil 5)(23).
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2.12.hMSH3 ve EMAST

Mikrosatellitler 1-6 baz cifti iceren, Okaryotik genomda pek cok kez
tekrarlayan birimlerdir. Bu tekrarlar DNA replikasyonu sirasinda hataya acik
olarak tanimlanmaktadir. Bu hatalarin diizeltilememesi mikrosatellit instabilite ile
sonuglanmaktadir(24). Mikrosatellit instabilite mono ve dinikleotid DNA
mikrosatellit  tekrarlarinda meydana gelen c¢er¢eve kaymalar1 olarak
tanimlanmaktadir. hAMLH1 ve hMSH2 en ¢ok bilinen DNA yanlis eslesim onarim
(missmatch repair) proteinleridir. Diger proteinler hMSH2-hMSH6, hMSH2-
hMSH3, hMLH1-hPMS2 olarak bilinmektedir. hMLH1 ve hMSH2 Lynch
sendromlu hastalarda germline mutasyonlarin hedefindeki en 6nemli iki proteindir
ve bu hastalar kolorektal kanser basta olmak iizere pek ¢ok kansere yakalanma
acisindan yiiksek risk altindadir. Sporadik mikrosatellit instabil kolorektal
karsinom olgularinda hMLH1’in hipermetilasyonu DNA yanlis eslesim onarim
mekanizmalarmim fonksiyon kaybmim nedenini olusturmaktadir. Mikrosatellit
instabil olgular, DNA yanlis eslesim onarim mekanizmalar1 korunmus olan
olgulara goére daha iyi prognoza sahiptirler. Ancak 5-FU (florourasil) tedavisine

klinik yanitsiz olduklar1 bildirilmektedir(25).

Mikrosatellit degisikliklerinin bir diger formu secili tetraniikleotid
tekrarlarinda artmis mikrosatellit degisiklikleridir (Elevated Microsatellite
Alterations at Selected Tetranucleotide Repeats-EMAST). EMAST solid organ
timorlerinde  degisen sikliklarda raporlanmaktadir. Calismalarda kolon

karsinomlarmin %60’inda ve rektum karsinomlarinin %33 ’tinde bildirilmektedir.
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Immiinhistokimyasal olarak azalmis ve heterojen hMSH3 ekspresyonu EMAST-
pozitif timorlerde gorulmektedir. Mikrosatellit instabil olgularin aksine EMAST-

pozitif timorler kotii prognozla iligkilendirilmektedir. (26).

MSH3 immiinhistokimyasal boyanmasinin heterojen olmas1 ya da niikleer
boyanmanin kayb1 siklikla EMAST sporadik kolorektal karsinom olgularinda
goriilmektedir. Bu fokal/heterojen kayip MSH3’iin genetik kaybmin olmadigma
isaret etmektedir. Baz1 immiinolojik ve inflamatuar yanitlarin EMAST tiimorlerin
patogenezinde rol oynadig1 distiniilmektedir(27). Tseng-Rogenski  ve
arkadaslarinin IL-6 ve oksidatif stresin MSH3’ilin niikleustan sitoplazmaya yer
degistirmesine neden oldugunu gosteren calismalar1 mevcuttur. Bu calismada
kolon ve akciger hiicre kiiltlirlerinde IL6 ve reseptor diizeyleri akim sitometri ve
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemleri ile degerlendirilmistir.
Proteinlerin yerlesimi immiinfloresan ve immunoblot ile ortaya konulmustur. IL-6
sinyal yolag1 IL-6 ¢OzUnUr reseptoriine ve STAT3 e kars1 gelistirilen antikorlar ile
bloke edilebilmisti. EMAST, DNA fragman analizi ile tespit edilmistir. IL6
ekspresyonu 20 olguda ayrica immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmistir.
Sonugta IL6 sinyal yolagmm hMSH3 lin niikleustan sitoplazmaya gegisine neden
oldugu ortaya konmustur. EMAST pozitif timdrlerin negatif olanlara gore anlamli

sekilde daha fazla IL-6 ekspresyonu gosterdigi gosterilmistir(28).

Bahsedildigi iizere MSI-H olgularin 5-FU direnci kemoterapotik ajanin
DNA’ya entegre olmasinda MMR sistemini kullanmasindan ileri gelmektedir.

EMAST  kolorektal karsinom olgularinin  5-FU  duyarli olabilecegi
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distiniilmektedir. GUnimiz MSI testleri MSI-H ve MSS kolorektal karsinom
hastalarin1 tespit edebilmektedir. MSI panellerine heniiz eklenmemis olan
tetranukleotid mikrosatellit belirtegleri EMAST kolorektal karsinomlar: tespit
edebilecektir. Heniiz tedavi se¢ciminde Onemi olmadigi diisiiniilse de prognoz
tayini ve gelecekteki tedavi segeneklerinin degerlendirilmesinde cerrahiye ek
tedavi ihtiyaci olan olgular i¢gin MSI-H ya da EMAST karsinomlarin taninmasi

onemlidir(29, 30).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Olgularin secilmesi

2008-2016 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anablim Dali’nda kolorektal adenokarsinom tanisi almis ve klinik izlem bilgisi
mevcut olan 178 vakanin rezeksiyon materyalleri incelenmistir. Hastalarin tanisi,
yas1, cinsiyeti, timor yerlesimi, patolojik tiimor evreleri, bolgesel lenf nodu, uzak
metastaz durumu kaydedilmistir. Sag kalim siireleri, 6liim verileri toplanmistir.
Bu 178 vakadan bloklarina ulasilamayan, sag kalim bilgileri net olarak ortaya
konamayan 7 tanesi ¢alisma dis1 birakilmistir. Calismaya sporadik olgular dahil

edilmis, senkron-metakron tiimorii olan olgular ¢calisma dis1 birakilmastir.

Calismamuz ile ilgili Gazi Universitesi Olgme Degerlendirme Etik Alt
Calisma Grubu’nun 10.10.2019 tarih ve 10 sayili toplantisindan 2019-316 kod
numarasiyla etik kurul onayr alinmistir. Bu ¢alisma Gazi Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan, 01/2019-58Nolu proje kod numarasi ile

desteklenmistir.
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3.2.Morfolojik parametreler

Giincel Diinya Saghk Orgiitii Smiflamasi’nda iki katmanli derecelendirme
sistemine gore timor derecelendirmeleri yeniden gozden gegirilmistir. Timor ici
lenfosit oranlar1 ylizde olarak(Resim 1) skorlandirilmistir. Bu yiizdelere gore TIL

gruplar1 diisiik, orta ve yiiksek olarak siniflandirilmistir.

Resim 3.1.Timor invaziv simirlari igerisinde yogun olarak izlenen mononiikleer
inflamatuar hiicreler (x10)

3.3.0lgularin hazirlanmasi

Formol fiksasyonunun iyi oldugu ve tiimoriin tipik alanlarmi igeren,
nekroz ve abse formasyonlarindan olabildigince uzak oldugu o6rneklerden IL-6,

STAT3, hMSH3 ekspresyonunu belirlemek iizere kesitler hazirlanmistir.
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Belirteglerin normal mukozadaki ekspresyonlarini tiimorle karsilagtirabilmek
amactyla miimkiin olan vakalarda kesitlere non tiimoral mukoza da dahil

edilmistir.

3.4.immiinhistokimyasal boyama

3.4.1.1L-6 boyama yontemi

KRK parafin bloklarindan pozitif sarjli lamlara 3 pm kalinhiginda kesitler
alinmistir.Kesitler 60°C etivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x5 dakika ksilole
almarak deparifinizasyonlar1 saglanmistir. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan
alkol serilerinden gegirilip rehidrate (%100, %96, %80, %70) edilmistir. Kesitler
alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile sudan gegirilmistir.
Antijen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue EDTA Buffer (PH:8) (AP-9004-999
Thermo scientific) PT Modlli  (A80400012 Lab Vision) ile 98 C’de 30 dk

uygulanmastir.

Immiinhistokimya cihazinda rack yuvalarma lamlar coverplate ile birlikte
takilmig, PBS ile 5 dakika yikama yapilmistir. Bes dakika 9%3’liikk hidrojen
peroksit(TA-125-HP Thermo Scientific) ile etkin birakilan doku kesitleri endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edilmistir. PBS ile yikanan doku kesitleri 5 dakika

Protein Bloke(TA-125-PBQ Thermo Scientific) edilmistir.

Primer antikor IL-6 Antibody (Novus NBP2-44953) oda sicakliginda 1
gece inkube edilmistir. PBS ile 5 dakika yikama yapilmistir. Amplifier Quanto
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(TL-125-QPB Thermo Scientific ) 30 dakika bekletilmistir. HRP Polymer Quanto
(TL-125-QPH Thermo Scientific) 30 dakika bekletilmistir. Her asamada PBS ile
yikama yapilmistir. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek icin DAB Chromogen (TA-
125-HD Thermo Scientific ) ile boyama yapilmistir. Zemin boyamasi igin 30
saniye slreyle Hematoksilen (HHS32 Sigma) uygulanmistir. Distile su ile 2x1
dakika yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek ( %70, %80,
%96, %100), 2x1 dakika ksilole alinmig ve entellan (C1795 Merck) ile

kapatilmistir.

3.4.2.STAT3 boyama yontemi

KRK parafin bloklarindan pozitif sarjli lamlara 3 pm kalinliginda kesitler
almmis, Ventana Benchmark immiinhistokimya cihazina yerlestirilmistir. Antijen
retrieval i¢in sitrat buffer iginde 1 saat cihazda bekletilmistir. Primer antikor
inklibasyonu icin “STAT3 (9D8) NBP2-22471” cihazda 32 dk bekletilmistir.
Pozitif hicreleri belirleyebilmek icin “Ultraview universal DAB detection Kkit”
kullanilmistir. Ventana marka hematoksilen I ile zit boyama tamamlanmistir.
Lamlar ¢esme suyunda yikanmus, sirasiyla 2 dakika alkolde ve 2 dakika ksilolde

tutulmustur. Entellan kullanilarak lamlar kapatilmistir.

3.4.3.MSH3 boyama yéntemi

KRK parafin bloklarindan pozitif sarjli lamlara 3 pm kalinliginda kesitler
alinmig, Ventana Benchmark immiinhistokimya cihazina yerlestirilmistir. Antijen

retrival icin EDTA buffer (pH:8.0) i¢inde 1 saat cihazda bekletilmistir. Primer
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antikor inkubasyonu icin “Anti-MSH3 antibody [EPR4334(2)]” cihazda 32 dk
bekletilmistir. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek igin “Ultraview universal DAB
detection kit” kullanilmigtir. Ventana marka hematoksilen I ile zit boyama
tamamlanmistir. Lamlar ¢esme suyunda yikanmus, sirasiyla 2 dakika alkolde ve 2

dakika ksilolde tutulmustur. Entellan kullanilarak lamlar kapatilmistr.

3.5.immiinhistokimyasal boyamanin degerlendirilmesi

IL-6, STAT3 i¢in boyanma yogunlugu (boyanma yok=0, zayif=1, orta=2,
kuvvetli=3) degerlendirildi. Boyanan tiimor hiicrelerinin alani, tiim tiimor alanina
bolunerek boyanma yaygmlig1 yiizde olarak belirlenmistir. Sitoplazmik-ntkleer
kahverengi boyanma anlamli kabul edimistir. MSH3 immunhistokimyasal
boyamalarmim degerlendirilmesinde 1iyi fikse, internal kontroliin ¢alistig
alanlardaki nikleer boyanma, normal mukoza ya da tumdr ici mononukleer
hiicrelerdeki boyanmayla karsilastirilarak yogunluk olarak 0,1,2,3 seklinde
skorlandirilmistir. Niikleer boyanmanm oldugu tiimor hiicrelerinin tiim timor
hiicrelerine oranmma gore yaygmlik ylizde olarak belirlenmis, yaygmlik ve
yogunlugun  carpimi  Histoskor  olarak  hesaplanmistir.  Mikroskopik

degerlendirmeler Olympus marka BX53 model 151k mikroskopta yapilmistir.
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Resim 3.2.IL-6 ile %100 yayginlikta 3+ boyanma (x20)
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Resim 3.3.1L-6 ile internal kontrol olan inflamatuar hticrelerde boyanma (x20)
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Resim 3.4.STAT3 ile timodrde normal kolona gore daha yogun boyanma (x1,25)
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Resim 3.6.STAT3 (-) timor hucreleri (x20)
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Resim 3.7.Miisindz karsinom, hematoksilen&eozin boyasi (x4)

Resim 3.8.Misindz karsinom olgusunda®100 yayginlikta 3+ nikleer boyanma
(x10)
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Resim 3.10.MSH3 ile tiimor hiicrelerinde azalmis ve heterojen
ekspresyon (x20)

niikleer
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Resim 3.12.Tiimor hiicrelerinde MSH3 ekspresyon kaybi1 (x60)
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3.6. Istatistiksel yontem

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yOntemler (Kolmogorov Smirnov Testi) kullanilarak
incelenmistir. Stirekli degiskenlerin normal dagilima uymadig: tespit edilmistir.
Tanimlayic1 analizler yiizde olarak ve siirekli degiskenler ortalamatstandart
sapma(S) ve ortanca(minimum-maksimum) degerleri kullanilarak verilmistir.
Bagimsiz gruplarda kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasinda pearson ki-kare
testi ve ki-kare testinin sartlarinin saglanmadiginda ise Monte-Carlo Exact test ile
degerlendirilmistir. Normal dagilima uymayan verilerde, ii¢ ve Tlzeri grup
arasindaki karsilastirma analizleri i¢in Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli ¢ikan degiskenlerin ikili grup degerlendirmesinde
Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. iki
grubun siirekli degiskenlerinin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U  testi
kullanilmistir. Siirekli degiskenlerin iligkilerini degerlendirmek i¢in Spearman
korelasyon analizi yapilmistir. Korelasyon katsayilar1 (r) 0,0-0,19 “cok zayif”,
0,20-0,39 “zayif”, 0,40-0,59 “orta”, 0,60-0,79 “giicli”, 0,80-1,00 “cok giiclii”
olarak degerlendirilmistir. Remisyon durumunun zaman degiskeni ile
degerlendirmesi log-rank testi ile yapilmis ve Kaplan Meier grafigi ile
sunulmustur. Sonucglar %95 giiven araliginda, istatistiksel hata pay1 (alfa hata)
0,05 olarak kabul edilmistir. Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) for Windows 25.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL)

programi kullanilarak yapilmustir.
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4 BULGULAR

4.1.Demografik ve klinik ozelliker

Calismaya alman 171 kolorektal adenokarsinom olgusundan 104’1
(%60,8) erkek, 67°si (%39,2) kadindir. Hastalarin cerrahi sirasindaki yaglar1 29 ve
85 arasinda degismekte olup ortalama yas 60,1°dir. Rezeksiyon materyallerinin
Ozelligine gore tiimdr yerlesimleri incelendiginde tlimorlerin 57’°sinin (%33,3) sag
kolon, 92’sinin (%53,8) sol kolon ve 22’sinin (%12,9) rektum kaynakli oldugu
goriilmiistiir. 1 Mart 2021 tarihine dek ortalama takip siiresi 68,8 aydir. Hastalarin
67’sinin (%39,2) 6ldiigi belirlenmistir(Tablo 2). En kisa takip siiresi 1 ay, en

uzun takip stresi 153 aydir.

Tablo 4.1.Hastalarin Takip Zaman Siireleri Ve Prognoz Ozellikleri Dagilim1

Degisken n(%0)
Prognoz

Remisyon 95(55,6)
Metastatik 9(5,3)

Ex 67(39,2)
Takip Zamani (ay)

OrtalamaxStandart Sapma 68,8+39,3
Median (Min-Maks) 67(1-153)
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4.2 Histopatolojik Ozellikler

Patoloji raporlarindan elde edilen verilere gore olgularin eski
derecelendirme sistemlerine gore derecelendirmeleri 6grenilmis yeni iki katmanlt
sisteme goOre tiim derecelendirmeler revize edilmistir. Gegtigimiz yillarda
derecelendirilmeyen miisindz karsinomlar i¢cin de gilincel veriler 1s18inda iki
katmanli derecelendirme sistemi uygulanmistir. Buna gore olgularin 152’si
(%88,9) diisiik dereceli, 19°u (%11,1) yiiksek derecelidir. Yeni DSO
derecelendirme sistemine gore revize edilen yiiksek ve diisiik dereceli gruplar
arasinda ya da iyi, orta, az diferansiye gruplar arasinda sagkalim agisindan anlamli
farklilik bulunmamistir. Tiimor diferansiyasyonu ve tiimor yerlesimleri birlikte
degerlendirildiginde az diferansiye/yiiksek dereceli tiimorlerin sag kolonda daha

sik yerlestigi izlenmistir(Tablo 3).

Timor yerlesimi ile cinsiyet, yas, TIL, pT, pN arasinda anlamli iligki

saptanmamistir
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Tablo 4.2.Tiimériin Yerlesim Yeri Ile Diger Degiskenlerin iliskisi

Sag(n=57) Sol(n=92) Rektum(n=22) P
Cinsiyet,n(%o)
Erkek 34(32,7) 53(51) 17(16,3) 0,231
Kadmn 23(34,3) 39(58,2) 5(7,5)
Grade (Eski) ,n(%0)
Iyi 17(32,7) 27(51,9) 8(15,4) 0,039
Orta 28(28) 58(58) 14(14)
Az 12(63,2) 7(36,8) 0(0)
Grade (Yeni) ,n(%)
Diisiik 44(28,9) 86(56,6) 22(14,5) 0,002
Y liksek 13(68,4) 6(31,6) 0(0)
PT Grup,n(%o)
pT1+pT2 4(16,7) 14(58,3) 6(25) 0,158
pT3 33(33,7) 53(54,1) 12(12,2)
T4 20(40,8) 25(51) 4(8,2)
PN Grup,n(%)
PNO 22(26,8) 50(61) 10(12,2) 0,172
PN1 27(45) 25(41,7) 8(13,3)
PN2 8(27,6) 17(58,6) 4(13,8)
TIL,n(%)
Diisiik 48(33,8) 78(54,9) 16(11,3) 0,315
Orta 7(29,2) 13(54,2) 4(16,7)
Y liksek 2(40) 1(20) 2(40)
Yas
Ort+S 60,1+12,5 59,9+11,5 61,0+13,6 0,896
Median(Min-Maks.) 62(36-84) 61(29-81) 62,5(30-85)
Disseke Edilen lenf
nodu
Ort+S 30,7+16,6 18,8+10,3 22,1+10,1 <0,001
Median(Min-Maks.)  26(8-78) 16(2-46) 20,5(6-45)
TIL
Ort+S 11,9+17,2 9,8+11,8 16,1+20,4 0,444
Median(Min-Maks.)  5(0-90) 5(0-60) 5(0-70)

Olgulardan 5’1 (%2.,9) pT1, 19’u (%11,1) pT2, 98’1 (%57,3) pT3, 49’u

(%28,7) pT4 patolojik tiimor evresindedir. pT1 ve pT2 olgularin %79,2’si; pT3

olgularin %62,2’si, pT4 olgularm ise %49’u hayattadir. pNO olgularin %73,2’si;

pN1 olgularm %58,3’i ve pN2 olgularin %31°1 hayattadir. pT ve pN evreleri
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arttikca hayatta kalan hasta

azalmaktadir(Tablo 4).

Tablo 4.3.Sag kalim ile diger degiskenlerin iligkisi

istatistiksel

olarak anlaml

sekilde

Sag(n=104) Ex(n=67) p
Cinsiyet,n(%o)
Erkek 65(62,5) 39(37,5) 0,575
Kadm 39(58,2) 28(41,8)
Yerlesim,n(%)
Sag 33(57,9) 24(42,1) 0,809
Sol 58(63) 34(37)
Rektum 13(59,1) 9(40,9)
Grade(Eski) ,n(%0)
Iyi 35(67,3) 17(32,7) 0,303
Orta 60(60) 40(40)
Az 9(47,4) 10(52,6)
Grade (Yeni) ,n(%)
Diisiik 94(61,8) 58(38,2) 0,463
Yiksek 10(52,6) 9(47,4)
PT Grup,n(%)
pT1+pT2 19(79,2) 5(20,8) 0,042
pT3 61(62,2) 37(37,8)
pT4 24(49) 25(51)
PN Grup,n(%)
PNO 60(73,2) 22(26,8)
PN1 35(58,3) 25(41,7) <0,001
PN2 9(31) 20(69)
TIL,n(%)
Diisiik 85(59,9) 57(40,1) 0,735
Orta 15(62,5) 9(37,5)
Yiksek 4(80) 1(20)
Yas
Ort+S 57,4+11,3 64,2+12,2 <0,001
Median(Min-Maks.) 59(29-82) 66(34-85)
Disseke Edilen LN
Ort+S 23,8+12,1 22,3+16,1 0,107
Median(Min-Maks.) 21,5(2-66) 18(2-78)
TIL
Ort+S 11,9+16,7 10,5+12,3 0,823
Median(Min-Maks.) 5(0-90) 5(0-70)

Kaplan Meier sagkalim analizine gore pT1 ve pT2 olgularda ortalama sag

kalim 121,6 ay, pT3 olgularda 103,4 ay ve pT4 olgularda 90,7 aydir(Grafik 1).
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Grafik 4.1.pT grubu ve sag kalim iliskisi

Tim olgular birlikte degerlendirildiginde diseke edilen lenf nodu sayisi
ortalama 23,2°dir. Diseke edilen lenf nodu sayisi tiimor yerlesimine gore
degiskenlik gosterip sol kolon rezeksiyonlarinda sag kolon rezeksiyonlarma gore

anlamli olarak daha az lenf nodu diseke edildigi gortilmiistiir.

TIL oraninin timor yerlesimine gore degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis
testi uygulandiginda rektum yerlesimli tiimorlerde TIL yilizdesi sag ve sol kolon
yerlesimli tiimorlere gore fazla izlenmistir. Istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmamustir. TIL oranlar1 literatiir verileri 1s1gmnda diisiik, orta, yiiksek olarak
gruplandirildiginda da tiimor lokalizasyonu ile TIL oranlar1 arasinda anlamli iliski

goriilmemistir(Tablo 5,6,7).
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Tablo 4.4.Hastalarin TIL grubu dagilimlar

Degisken n(%)
TIL Grup

Diisiik 142(83)
Orta 24(14)
Yuksek 5(2,9)
TIL

Ortalama+Standart Sapma 11,4+15,1
Median (Min-Maks) 5(0-90)

Tablo 4.5.Tumor lokalizasyonu ile TIL deger dagilimi iligkisi

Sag (n=57) Sol(n=92) Rektum(n=22) P
TIL
Ort+S 11,9+17,2 9,8+11,8 16,1+20,4 0,444
Median(Min-Maks.) 5(0-90) 5(0-60) 5(0-70)

Kruskal-Wallis Testi

Tablo 4.6.Tumar lokalizasyonu ile TIL iliski durumu

Sag Sol Rektum P
TIL, n(%)
Diisiik 48(33,8) 78(54,9) 16(11,3) 0,312
Orta 7(29,2) 13(54,2) 4(16,7)
Yuksek 2(40) 1(20) 2(40)
Ki-Kare Testi

TIL oranlari ile sag kalim iliskisi degerlendirildigine yiiksek olan grup i¢in
ortalama sag kalim 121 ay, orta grup i¢in 111,5 ay ve diisiik grup icin 90,6 ay
olarak belirlenmistir. Yiiksek TIL oranina sahip grup en uzun sagkalima sahip
olarak izlenmis olmakla birlikte TIL gruplar1 arasinda sagkalim farklari

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(Tablo 8).
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Tablo 4.7.Hastalarin TIL grubu ile ortalama sagkalim suresidagilimi

Ortalama Sag kalim Zamam

Zaman(Ay) Std. Hata %95 Giiven Arahg P
TIL Alt Simir Ust Simir
Diisiik 90,648 4,533 81,764 99,531
Orta 111,505 10,911 90,12 132,891 0,556
Yiiksek 121 23,255 75,42 166,58
Overall 103,28 4,779 93,912 112,647

Log Rank Test

Histopatolojik incelemede 5 olguda peritimoral Crohn hastaligi benzeri
lenfoid agregatlardikkati ¢ekmistir(Resim 13). Bu olgularin ikisinde yiiksek
dereceli timdr morfolojisi goriilmiistir. Bu olgularm TIL oranlar1 %20-90
oraninda degiskenlik gostermektedir. Tki olgu orta, {i¢ olgu yiiksek TIL oranima

sahip olarak degerlendirilmistir.

Resim 4.1.Peritiiméral Crohn hastalig1 benzeri lenfoid agregatlar (x1,25)
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4.3. Immiinhistokimyasal boyama degerlendirmesi

IL-6 immiinhistokimyasal boyanma yayginlik frekanslari Tablo 9’da

gosterilmektedir. %60,8 olguda boyanma izlenmistir. . IL6 immiinhistokimyasal

boyamalar1 i¢in yaygmlik ve yogunluk arasinda anlamli pozitif korelasyon

izlenmektedir.

Tablo 4.8.1L-6yaygimlik frekans ve yiizdeleri

Cumulative
Frequency | Percent Valid Percent | Percent

Valid ,00 67 39,2 39,2 39,2
10,00 16 9,4 9,4 48,5
20,00 12 7,0 7,0 55,6
30,00 7 4,1 4,1 59,6
40,00 3 1,8 1,8 61,4
50,00 16 9,4 9,4 70,8
60,00 7 41 4,1 74,9
70,00 5 2,9 2,9 77,8
80,00 12 7,0 7,0 84,8
90,00 8 4.7 47 89,5
100,00 18 10,5 10,5 100,0
Total  §171 100,0 100,0
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STAT3 ile %90,6 olguda boyanma  izlenmistir. =~ STAT3
immiinhistokimyasal boyamalar1 i¢in yayginlik ve yogunluk arasinda anlamli
pozitif korelasyon izlenmektedir. Buna ek olarak STAT3 icin normal kolon
mukozasinda boyanma ile timorde boyanma arasinda anlamli pozitif korelasyon
saptanmustir. Hasta yasi, cinsiyeti, pT evresi, pN evresi, timor yerlesimi, TIL
orani, tiimor derecesi ile 1L6, STAT3 boyanmalari arasinda anlamh fark
gorilmemistir. Her iki antikorun boyanma yogunlugu ve yaygmliginin sagkalim
ve prognoz tayininde duyarli belirtecler olup olmadigini gdstermek amaciyla
yapilan ROC(receiver operating characteristic) egrisi analizinde egrinin egimi ve
egri altinda kalan alan (AUC) verilerinin degerlendirilmesinde belirteglerin
sagkalim tayininde duyarh ya da 6zgiil belirtecler olmadig1 diisiiniilmiistiir. AUC

analizi ve belirteglerin ROC egrileri grafik 2’degdsterilmistir.
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ROC Curve

Source of the
Curve

ILBylzde

— stat3yuzde
msh3yizde
Reference Line

Sensitivity

00 02 04 06 08 10

1 - Specificity
Diegonal segments are produced by tiss
AUC Std. P AUC 95% Confidence Interval
Errora
Lower Bound  Upper Bound

IL6yayginhk 0,522 0,045 0,633 0,434 0,61
stat3yayginhk 0,532 0,047 0,479 0,441 0,623
msh3yayginhk 0,52 0,044 0,667 0,432 0,607

Grafik 4.2.Immiinhistokimyasal belirteclerin AUC analizi ve ROC egrileri

MSH3 boyamalarinda olgularin 85’inde (%49,7) fokal ya da diffiiz olarak
kuvvetli niikleer boyanmanin kayboldugu goriilmistiir. Histoskor degerleri 0-300
arasinda degismektedir. Bu skorlamaya gore frekans grafigiGrafik 3’te

gosterilmistir. 7 olguda niikleer ekspresyon tiimiiyle negatiftir.
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Grafik 4.3.Histoskora gore frekans tablosu

MSH3  boyanmalarinin  yayginhigi  ve  histoskor  degerlerinin
karsilagtirilmasinda sag kolon, sol kolon ya da rektum yerlesimli tiimorler i¢in
anlaml farklilik saptanmamustir. TIL oranlarma gore degerlendirildiginde ise TIL
oranmi yiksek olarak degerlendirilen olgularda MSH3 boyanma yayginhgi ve
histoskor, diisiik ve orta olarak degerlendirilen olgulara gére anlamli olarak azdir
(p degeri 0,019 ve 0,035). TIL orani yliksek olgularda MSH3 ekspresyonunun
azaldig1 dikkati ¢ekmistir(Tablo 10). Hasta yasi, cinsiyeti, pT evresi, pN evresi,
timor yerlesimi, tiimor derecesine gore MSH3 boyanmalar1 agisindan anlamli fark

goriilmemistir.
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Tablo 4.9.TIL ve immiinhistokimyasal belirteglerin boyanma yaygmligi iligkisi

TIL IL6ylzde stat3yuizde msh3ylizde Hscore
Diisiik N 142 142 142 142
Mean 35,7 55,8 73,9 144.6
Std. 37,3 35,7 29,2 87,1
Deviation
Median 20 50 90 180
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximum 100,0 100,0 100,0 300,0
Orta N 24,0 24,0 24,0 24,0
Mean 26,7 60,8 71,7 120,0
Std. 36,7 33,0 32,3 84,4
Deviation
Median 5 70 90 100
Minimum 0 0 0 0
Maximum 100,0 100,0 100,0 300,0
Y tksek N 5 5 5 5
Mean 14,0 60,0 32,0 48,0
Std. 26,1 31,6 20,5 37,0
Deviation
Median 0 70 30 50
Minimum 0 10 0 0
Maximum 60 90 50 100
P 0,242 0,884 0,019 0,035
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5. TARTISMA

Calismamizda DSO verileriyle de paralellik gosterecek sekilde ¢ogu
tiimoriin sol kolon ve rektum kaynakli oldugu goriilmiistiir. Yiiksek dereceli (az
diferansiye) tliimorlerin sag kolonda daha sik yerlestigi dikkati g¢ekmistir.
Literatlirde sag kolon tiimorlerinin siklikla daha az diferansiye olmasi gibi
morfolojik farkliliklarin yani sira yas ve cinsiyet dagilimlari, bliylime paternleri,
MSI durumlari, prognozlart ve tedaviye cevaplar1 agisindan 6nemli farkliliklar
icerdigini belirten veriler mevcuttur. Aynmi1 organda iki ayr1 lokalizasyondaki bu
keskin farkliliklarin sebebi embriyolojik donemdeki farkli kokenleri ve yasam

boyu farkli karsinojenlere maruz kalmalari ile agiklanmistir(31)(32).

pT evrelemesi KRK olgularinda prognozu belirlemede ve raporlamada
olduk¢a oOnemli bir parametredir. Olgularimizda beklendigi tlizere pT arttikca
sagkalim anlamli olarak azalmaktadir. Makroskopik ve histopatolojik incelemenin
dikkatle yapilmasi pT ve pN evrelerinin belirlenmesi dolayisiyla klinik gidisin
ongoriilebilmesinde oldukga degerlidir. Diseke edilen lenf nodu sayisinda
patologun makroskopik incelemedeki ¢abasi kadar spesmen ve hasta 6zellikleri de
belirleyicidir(33). Lenf nodu metastaz durumu uzak metastazi olmayan olgularda
adjuvan tedavi kararinda belirleyicidir(34). Betge ve arkadaslarinin kilavuzlarda
belirtilen en az 12 sayisinin iizerinde yapilan diseksiyonlarin prognoz ve diger
parametrelerle iliskisini arastirdiklar1 381 KRK olgusunu iceren c¢alismada
ortalama 18.1 lenf nodu diseke edildigi saptanmistir. Lenf nodu sayisinin spesmen
uzunlugu, timdr ¢apr ve tiimor lokalizasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur. Sag
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kolon tiimérlerinde diseke edilen lenf nodu sayisinin sol kolon tiimorlerine gore
anlamliolarak fazla oldugu bulunmustur. Ozellikle T3/T4 olgularda 12’yi askin
sayida lenf nodu saptamak daha iyi klinik sonuglarla iliskilendirilmistir(35). Sag
kolon tiimorlerinde anlamli olarak daha fazla lenf nodu diseke edildigini belirten
baska literatiir verileri de mevcuttur(35-37). Calismamizda lenf nodu diseksiyon
ortalamalar1 sag kolon i¢in 30,7, rektum tiimorleri icin 22,1 ve sol kolon timorleri
icin 18,8’dir. Sag kolon tiimorlerinde, literatiir ile uyumlu olarak daha fazla lenf
nodu diseke edildigi goriilmiistiir. Sag kolonun farkli embriyolojik gelisiminin
olmas1 ve mezenter kokiinlin daha uzun olmast bu durumun olasi
aciklamalaridir(38). pN2 hasta grubu pNO ve pN1 gruplarina gére anlaml olarak

daha kisa sagkalim siiresine sahiptir(Grafik 4).

Survival Functions

10 : pNgrup
T-L[ . TPNO

__ PN
! — | F1PN2
08 . Ty {~ PNO-censored
—/ L I ——PN1-censorad
1 L‘_|ﬁ_‘ bt ——— —+—PN2-censored
b

06 —|-\ -
1
04 L

02

A

Cum Survival

00

o] a0 100 150 200

Zaman(Ay)

Grafik 5.1. pN grubu ve sag kalim iligkisi
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TIL ve prognoz arasi iliskiyi degerlendirmede 21015 kolorektal karsinom
olgusunun 43 c¢aligma ile dahil edildigi bir meta analizde yiiksek TIL oranlarinin
iyi prognozla iliskilendirilebilegi ortaya konmustur. Bu ¢aligmalarda CD3, CDS,
CD45R0, FOXP3 alt gruplar1 tayin edilmistir. Buna gore TIL ve spesifik TIL
gruplar1 prognostik biyobelirtegler olarak kullanlabilir(39). Calismamizda yiiksek
TIL grubundaki olgular en uzun sag kalima sahip olsalar da diisiik, orta ve yiiksek
grubundaki olgular i¢cin sagkalim farki istatistiksel olarak anlamli degildir. TIL
oranlarinin  yalnizca  hematoksilen eozin  kesitlerle  degerlendirilmesi,
immiinhistokimyasal olarak alt gruplarin tayin edilmemesi, tumoér ici
heterojenitenin yiiksek oldugu olgular ve ¢calismamizda kullanilan kriterler, esik

degerler bu farkliliga neden olarak yorumlanabilir.

Bu c¢alismanin odak noktalarimdan biri olan KRK’larda IL6 ekspresyon
diizeylerinin degerlendirilmesinde 104(%61,1) olguda yaygmligi %10 ile %100
arasinda degisen IL-6 ekspresyonu goriilmiistiir. Bu 104 olgunun 35’inde sag
kolon, 57’sinde sol kolon ve 12’sinde rektum yerlesimli tiimor vardir. Boyanma
yayginligi, kuvveti ve iki degerin ¢carpimi (Hscore) ile pT, pN, cinsiyet, yas, timor
yerlesimi, TIL orani, sagkalim siireleri arasinda anlamli farklilik saptanmamastir.
Literatirde IL-6’nin ileri pT, pN evresi ve azalmig sagkalim i¢in bagimsiz
prognostik faktor oldugunu gdsteren, 50 olguya immiinohistokimyasal boyamanin
uygulandigi  bir  ¢alisma  mevcuttur(8). Bu  ¢alismada  uygulanan
immiinhistokimyasal  ekspresyon  degerlendirme  kriterleri  caliymamiza

uygulandiginda ve uygun istatiksel analizlerle degerlendirildiginde anlamli sonug
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elde edilememistir. Bizim ¢aligmamizda daha fazla hasta degerlendirilmis; ancak
IL-6’nin farkli bir klonu kullamilmustir. Iki ¢alisma arasindaki uyumsuzlugu
yaratan antikor klonu ya da degerlendirmelerin siibjektivitesi olabilecegi gibi IL-
6’nin iyi bir prognoz ya da sagkalim belirte¢ adayr olamayacak olmasi da
muhtemeldir. Serum IL-6 ekspresyon duzeylerinin prognostik belirteclerle
iliskisini inceleyen 18 g¢alismayr kapsayan bir meta-analizde sonuglar
tartigmalidir. pT, pN, TNM evresi, vaskiiler invazyon, uzak metastaz ile iligkinin
degerlendirildigi bu analizde 18 g¢alismadan 11’inin anlamli iligki gosterdigi
saptanmigtir. Calismalarmn  ¢ogunda sadece birkag parametreyle iliski
bulunmustur(21). Serum IL-6 seviyesini arastiran ¢ok sayida yaym olmasina
karsin KRK’lerde dokuda ekspresyonu arastiran nadir yaym bulunmaktadir ki
bunlardan ilki 1999 yilinda Kinoshita ve arkadaslarma aittir. Calismalarinda KRK
olgularmin %60’mda IL-6 ile boyanma goriilmiistiir(40). Chung ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada ise %46,3 olguda boyanma izlenmistir. Yazarlar bu fark:
Kinoshita ve arkadaglarmin calismasinda poliklonal antikor kullanilmasina
baglamiglardir(41). Bizim ¢alismamizda ise monoklonal antikor kullanilmis olup
olgularm %:60,1’inde degisen yayginlikk ve yogunlukta boyanma izlenmistir.
Karsinogenezde ve tliimdr invazyonu, metastazinda IL-6’nin farkh islevleri in
vitro caligmalar ile gosterilmis ve serum IL-6 seviyelerinin prognostik ¢nemi
aragtirilmis olsa da dokuda ekspresyonu gosteren daha fazla sayida ¢aligmaya
ihtiya¢ vardir. Calismamiz retrospektif olarak yiriitiildiigiinden dokudaki
ekspresyonun serum ile iligkisi ortaya konamamistir. Farkli monoklonal ve

poliklonal antikorlarin denenmesi, serum seviyelerinin arastirilmast ve daha
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biiyiik hasta gruplartyla IL-6 ekspresyonunun gosterilmesi literatiire katki
saglayacaktir. IL-6 elimizdeki veriler ile uygun bir prognostik belirte¢ olarak
goriilmemistir. Ancak literatiirde preklinik fare modellerinde anti IL-6 tedavilerin
immiin kontrol noktas: inhibitorlerine duyarlhiligini arttirdigmi gosteren verilerin
mevcut olmasi nedeniyle gelecekte anti-IL6 terapilerin kullanilmasi ihtimali goz
oniine alindiginda ¢alismamiz boyanma insidansin1 ortaya koymus olmasi
nedeniyle 6nemlidir. (42). Ayrica immiinhistokimyasal boyanma ile prognoz
iligkisini degerlendiren ¢alismalar arasinda bildigimiz kadariyla en biiyiik hasta

grubunu ve en uzun takip suresini icermektedir.

KRK patogenizde sitokinlerin JAK/STAT3 yolaginin aktivasyonunun
hiperproliferatif ve invaziv Ozellikle iliskili oldugu gdosterilmistir(43). Biz de
calismamizda KRK’da STAT3 immiinhistokimyasal boyanma sikligin1 ve IL6 ile
iliskisini incelemeyi amacladik. STAT3 olgularm 155’inde (%91) degisen
yaygmlik ve yogunlukta boyanma gostermektedir. IL-6 boyanma yaygmligi ve
yogunlugu artmis gruplarda STAT3 histoskor degeri diger gruplara gore daha
fazladir; ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p degeri 0,426 ve
0,537). Literatiirde KRK ve adenom olgularinda STAT3 ekspresyonunu inceleyen
ilk c¢alisma olan Kusaba ve arkadaslarmin calismasinda %55,4 olguda
immiinreaktivite izlenmis ve boyanma lenf nodu metastazi yapma, tiimor
invazyonu ve vendz invazyon ile iligkilendirilmistir(44). Burada olgularimizin
tamaminin invaziv karsinom olmasi, kullandigimiz klonun fosforile forma

spesifik olmamas1 ve ¢aligmalarda siibjektif metodlarla degerlendirme yapilmis
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olmasi nedeniyle daha vyiikksek boyanma insidansina sahip oldugumuz
diisiiniilebilir. Prognoz ve sagkalim tayininde IL-6’ya benzer olarak ROC egrisi

ve AUC degerlerinin analizinde iyi bir belirteg olmadig: diisiiniilmiistiir.

Literatiirde 2346 KRK hastasinin dahil edildigi, 17 calismanm incelendigi
en kapsamli meta analizde p-STAT3 ekspresyonu lenf nodu metastaz ile iliskili
bulunmus; ancak TNM evrelemesi, tiimdr derecesi ya da cinsiyetle anlamli iligki
saptanmamistir(45). STAT3’tin prognozla iliskisini agiklayacak ¢ok sayida
calisma  mevcut olsa da  ¢alismamiz  IL-6/JAK/STAT3  yolagmi
immiinhistokimyasal olarak ortaya koymayi1 hedeflemis olmasi nedeniyle
onemlidir. IL-6 yogun eksprese eden tiimorlerde STAT3 ekspresyonunun da
artmis olarak izlenmesi istatistiksel olarak anlamli izlenmese de bu yolagin aktive
oldugunu diisiindiirebilir. Sadece fosforile STAT3 e spesifik, niikleer boyanmanin
saglanabildigi bir baska klonla ¢aligmalarin yapilmasi IL6/JAK/STAT3 yolagini
hedefleyecek gelecek tedaviler ve prognoz belirlemedeki tartismalari

sonlandirabilecek olmasi agisindan dnemlidir.

Calismamizda en 6nemli soru in vitro olarak gosterilmis olan IL-6’nin ve
oksidatif stresin STAT3 araciligiyla MSH3’i niikleustan sitoplazmaya yer
degistirmesinin immiinhistokimyasal analizler ile gosterilip gosterilemeyecegidir.
Ayrica oksidatif stres ve IL-6 ile iliskili oldugu varsayilan EMAST pozitif KRK
olgularmm MSH3 heterojen ya da azalmis ekspresyonuyla belirlenip
belirlenemeyecegi tartigmalidir. 2019 yilma dek KRK olgularinda MSH3

boyanmasinin degerlendirildigi ii¢ ¢alisma mevcuttur(30, 46, 47). 2019 yilinda ise
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Watson ve arkadaslart MSH3 ekspresyonunun EMAST ile iliskisini daha objektif
degerlendirebilecek bir metod arayisina girmis ve immiinistokimyasal belirtecin
degerlendirilmesinde dijital analizi kullanmiglardir. 152 olgunun degerlendirildigi
bu calismada olgularin PCR ile degerlendirilmesinde 50 olgunun (%33) EMAST
pozitif oldugu ve 44’liniin ayni zamanda MSI-H oldugu ortaya konmustur.
EMAST durumu ile MSH3 boyanmasindaki kayip iliskili bulunmamistir. EMAST
olgularm ve MSI-H olgularin biiyiik oranda ortiismesi nedeniyle EMAST 1n ayr1
bir antite degil MSI-H olgularm bir grubu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu hipotezi
destekleyen bir bagka nokta EMAST olgularin da MSI-H olgular gibi siklikla
proksimal kolonda yerlesmesidir(48). EMAST durumuyla MSH3 boyanmasinin
iliskilendirilemeyecegini destekleyen, 40 pankreatik duktal adenokarsinomun

incelendigi baska bir ¢alisma da mevcuttur(49).

Bizim calismamizda PCR teknigi kullanilmadigindan olgularm EMAST
durumlar1 net olarak ortaya konulamamistir. Ancak smirli sayidaki MSH3
immiinhistokimyasal degerlendirmesinin oldugu literatiire katkis1 olabilecek
olmas1 ve IL6/STAT3/MSH3 yolagm incelemesi nedeniyle faydali olabilecegi
diistiniilmistiir. Olgularimizin %49,7’sinde fokal ya da diffiz MSH3 kaybinin
oldugu izlenmistir. Yedi olguda boyanma goriilmemistir. Hasta yasi, cinsiyeti, pT
evresi, pN evresi, tliimor yerlesimi, timdr derecesi ile MSH3 boyanmasi arasinda
anlaml iligki bulunmamistir. Ancak TIL yani tlimére immiin yanitin yiiksek
oldugu olgularda MSH3 boyanmasmnin diger gruplara gore anlamli olarak daha az

oldugu belirlenmistir. MSH3’tin EMAST durumunu belirleyip belirleyemecegi
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tartigmalidir. Ancak boyle bir iligkinin ortaya konmasi durumunda TIL yiiksek
vakalarda MSH3 kaybinin goriilmesi MSI-H olgular gibi EMAST pozitif
timorlerin de fazla immiin cevaba sahip oldugunu gostermis olmamiz katki
saglayabilir. Ayrica olgularin yaklasik yarisinda goriilen bu bulgunun tiimori
baslatan “driver” bir olay degil tiimorogenez siirecinde ve yaslanmayala
gerceklesebilen bir degisiklik oldugu savunulabilir. Bu nedenle goérece fazla
sayida olgunun incelemeye alindigi ¢alismamizda MSH3 boyanma kaybinin

ortaya konmas literatiire katk: saglayacaktir.

IL6/STAT3/MSH3 yolaginin immiinhistokimyasal degerlendirmesinde
IL6 boyanmasi arttikca MSH3 boyanmasinda anlamli degisiklik saptanmamustir.
STAT3 boyanma yaygmlig1 ile MSH3 yayginligi arasinda anlamli pozitif
korelasyon saptanmistir (p<0,01). Ancak bu bulgular yolagin aktive olusunda
beklenen bir sonug degildir. Sonug olarak hiicre kiltirl galismalar ile gosterilmis
olan  IL-6/STAT3/MSH3  yolagi  imiinhistokimyasal  belirtegler ile
gosterilememistir. Bu ¢alisma bu ii¢ belirtecin birlikte insan dokusunda
kullanildig1 ilk caligmadir. Farkli klonlar, farkli hasta sayilar1 ile caligmalarin
yapilmas1 sonuglar1 degistirebilir. Ayrica Crohn hastalig1 ya da iilseratif kolit
oldugu bildirilen olgularla yapilacak ¢aligmalar inflamasyonun yogun oldugu ve
timorogenezin  esas nedeni oldugu kesinlesen bu vakalarda yolagin
immiinhistokimyasal olarak kanitlanmasmi kolaylastiracaktir. Ancak bu
caligmada giinliik rutin pratigimizde ¢ok sik gordiiglimiiz, gastrointestinal

sistemin en sik tiimorii olan KRK olgularinda siklikla IL-6 ve STAT3 artmis
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ekspresyonunun ve MSH3 niikleer ekspresyon kaybinin oldugunu ortaya

koymustur.

Cogu organ-sistem tiimoriinde oldugu gibi KRK olgularinda da molekiiler
subtipleme mevcuttur. “Hypermutated” olgularda MSH3’lin rolii simdilik
tartismalidir. Olgularimizda IL-6 artmis ekspresyonunun MSH3’lin niikleer
boyanma kaybma neden oldugu kanitlanamamistir. Literatiirde de pankreatik
duktal adenokarsinom olgularinda yapilan ¢alismada IL6 ekspresyonuu ile MSH3
boyanmasi arasinda anlamli iliskinin bulunamadigi c¢alisma mevcuttur(49).
Burada MSH3’iin kaybmi agiklayabilecek baska mekanizmalar diisiiniilebilir.
Literatiirde bu konuyla ilgili en giincel agiklamanin Watson ve arkadaslarina ait
oldugu disiiniilmiistir. Bu agiklama MLH-1 kaybmm MSH-3 genindeki
mononiikleotid tekrar aracihigiyla c¢erceve kaymasina neden olabilecegi
yonindedir(48). Yakin zamana dek MSH3’tin germline mutasyonu olmadigi
digiiniilse de 2016 yilinda Adam ve arkadaslar1 agiklanamayan adenomatdz
polipozis olan 102 olguyu dahil ettikleri ¢alismada iki olguda MSH3 geninde iki

ayr1 germline mutasyon tespit etmislerdir(50).

Son olarak bahsedilen bu MLH-1, MSH-3 iliskisini ortaya koyabilmek ve
EMAST vakalarin MSI-H olgularin bir formu olabilecegi hipotezini arastirmak
amaciyla gelecekte MSH-3 ekspresyon kayb1 olan olgularimizin MSI durumlarim
immunhistokimya ve mumkiinse polimeraz zincir reaksiyonu (polimerase chain

reaction-PCR) ile analiz etmek amaglanmistir.

53



6. SONUCLAR

¢ Gastrointestinal sistemin en sik tiimorii olan ve ililkemizde de insidansi
giderek artmakta olan KRK’lar i¢in standart tedavilere ek tedavi
segeneklerinin bulunmasinin gerekliligi agiktir.

e Preklinik deneyleri olan anti IL-6 tedavilere uygun hasta segimi igin
rezeksiyon materyallarinde IL-6 ekspresyonunun incelenmesi faydalidir.
Calismamizda hastalarm %60,8’inde degisen yaygmlik ve yogunluklarda
boyanma izlenmistir.

o IL6 ve oksidatif stresin STAT3’iin fosforilasyonu araciligiyla MSH3’iin
nikleustan sitoplazmaya gecmesine ve timor gelisimine neden oldugu
hicre Kkiltirlerinde gosterilmistir. Calismamizda bu yolak sporadik
olgularla arastirilmig; ancak asikar kanit bulunamamistir. Bu ¢alisma bu
Uc imminhistokimyasal belirtecin KRK’larda birlikte arastirildigi ilk
calismadir.

e MSH3’iin heterojen ya da azalmis boyanmasi literatiirde EMAST adi
verilen mikrosatellit degisikliginin bir formu ile iligkilendirilse de
tartigmal1 bulgular mevcuttur. Calismamizda olgularin yaklasik yarisinda
azalmis MSH3 ekspresyonu goriilmiistiir. MSH3 ekspresyonunun yiiksek

TIL grubunda anlamli olarak daha az oldugu saptanmuistir.
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e|L-6, STAT-3 ve MSH-3 boyanma yayginlik ya da yogunluklariyla
sagkalim arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Bu belirteglerin
sagkalimi belirlemede sensitif belirtegler olmadig diistintilmiistiir.

e MSH3 boyanmasmnin insan dokusunda degerlendirildigi genis hasta
sayisina sahip ¢aligmalardan biridir. Boyanma kaybi izlenen olgularin
MSI durumlarinin PCR ve immiinhistokimya ile degerlendirilebilecegi

yeni ¢alismalara yon verebilecegi diisiiniilmiistiir.
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8. OZET

Kolorektal Adenokarsinomlarda immiinhistokimyasal Olarak 11-6 Ekspresyon

Duizeyinin ve 11-6/Stat3/Hmsh3 Yolaginin Degerlendirilmesi

Kolorektal kanser en yaygin gastrointestinal kanser tiiriidiir ve yasam
tarzindaki degisiklikler nedeniyle iilkemizde ve diinya capinda goriilme sikligi
artmaktadir. Cogu herediter olmayan nedenlerle ortaya c¢ikan kolorektal
kanserlerde inflamasyon etyolojide nadir; ancak 6nemli bir yere sahiptir.
Inflamatuar bagirsak hastahgina sahip olmayan olgularda da etyolojide
inflamasyonun rol alabilecegini gdsteren literatiir verileri mevcuttur.
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-6 karsinom gelisiminde, invazyonunda ve

metastazlardaki potansiyel rolii nedeniyle arastirmalarm odak noktasindadir.

Gegtigimiz on yilda kolorektal karsinom patogenezi tek bir adenom-
karsinom sekansi ile agiklanmak yerine benzer morfolojik, molekiiler ve Kklinik
Ozelliklerine gore siniflandirilmakta ve patogenezde molekiiler heterojenite 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu molekiiler alt gruplardan biri siklikla tiimore yiiksek
immiin yanit ile iliskilendirilmekte ve bu alt grubun patogenezinden DNA yanlis
eslesme onarim (missmatch repair) gen ve proteinlerindeki kayip ve sonucunda
olusan mikrosatellit instabilite sorumlu tutulmaktadir. Mikrosatellit instabilitenin
daha yeni tanimlanmis bir formu da secili tetraniikleotid tekrarlarinda meydana
gelmekte ve EMAST (Elevated Microsatellite Alterations at Selected

Tetranucleotides) olarak adlandirilmaktadir. Timorlerin EMAST pozitif
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olmalarmdan  sorumlu tutulan bir mekanizma da IL-6 araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu galigmalar hiicre kiiltiirlerinde IL-6 ve oksidatif stresin

EMAST pozitif tiimdrlere yol agabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bu ¢aligmada 171 sporadik olguda IL-6, STAT3 ekspresyonlar1 ve IL-
6/STAT3/MSH3 yolaginin aktivasyonu arastirilmistir. Inflamasyon ve IL-6’nin
MSH3 ekspresyonunu azalttigina dair bir sonu¢ alimamamistir. Ancak olgularm
%60,8’inin degisen yogunluk ve yayginliklarda IL-6 eksprese ettigi goriilmiistiir.
TUmord infiltre eden lenfositlerin yogunlugu ile MSH3 ekspresyonun azalmasi
arasinda anlamli iliski saptanmugtir. MSH3 boyanmasmin insan dokusunda
degerlendirildigi genis hasta sayisina sahip calismalardan biridir. Boyanma kayb1
izlenen olgularm mikrosatellit instabilite durumlarmin degerlendirilebilecegi yeni
caligmalara yon verebilecegi, ayrica gelecekte anti IL-6 tedavilerine uygun hasta

secimi acisindan literatiire katki saglayacagi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Mikrosatellit instabilite, MSH3, IL-6, EMAST
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9.SUMMARY

Immunohistochemical Evaluation Of Il-6 Expression Level And 11-6/Stat3/Hmsh3

Pathway In Colorectal Adenocarcinomas

Colorectal cancer is the most common type of gastrointestinal cancer, and
its incidence is increasing worldwide due to changes in lifestyle. While only a
minority of colorectal carcinomas develop due to hereditary causes, the majority
are due to non-hereditary, environmental factors. Among these reasons, chronic
inflammation has a rare but important place in etiology. Inflammation is thought
to play a role in the pathogenesis of carcinoma in patients who do not have a

clinical diagnosis of inflammatory bowel disease and show no symptoms.

In recent years, the pathogenesis of colorectal adenocarcinoma is classified
according to similar morphological, molecular and clinical features. Instead of
being explained with a single adenoma-carcinoma sequence, molecular
heterogenity comes to the fore in pathogenesis. A form of microsatellite changes
is “Elevated Microsatellite Alterations at Selected Tetranucleotide Repeats”-
EMAST is reported in 60% of colon carcinomas and 33% of rectal carcinomas.
There are studies showing that IL-6 and oxidative stress cause cytosolic shift of
MSH3 and cause EMAST tumors. Some immunological and inflammatory

responses are thought to play a role in the pathogenesis of EMAST tumors.
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Although our cases frequently demonstrated increased expression of IL-6
and loss of MSH3 nuclear expression, it has not been proven that increased
expression of IL-6 causes loss of nuclear staining of MSH3. Other mechanisms
that could explain the loss of MSH3 can be considered here. MSH3 staining was
found to be significantly less in patients with high immune response to the tumor
compared to the other groups. Whether MSH3 can determine the EMAST status is
controversial. If such a relationship is demonstrated, the loss of MSH3 in cases
with high tumor infiltrating lymphocytes may contribute to the fact that we have
shown that EMAST positive tumors have an excessive immune response. Also it
is thought that determination of IL-6 expression by immunohistochemistry may be

important in patient selection for anti-IL6 therapies in the future.

Keywords:Microsatellite instability, IL-6, MSH3, EMAST, microsatellite

instability
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