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OZET

“Kolon kanserinde S100A4 ekspresyonunun klinik ve patolojik Gnemi”
Dr. Serhat OZER, GATA Genel Cerrahi AD. Uzmanhk Tezi, ANKARA,
2010.

Bu calisma, invitro ve invivo metastaz ve invazyon belirteci olarak
gosterilmis olan S100A4 ekspresyonunun kolorektal kanserli hastalarda klinik
ve patolojik donemini belirlemek amaciyla yapiimistir.

111 kolon kanserli hastanin bloklanmig rezeksiyon materyallerinden
kesitler alinmig ve immunhistokimya boyama skorlamasi(iIHKBS) yapilarak
S100A4 ekspresyonu degerlendiriimistir. IHKBS ile hasta yasi, cinsiyeti,
tiumor lokalizasyonu, tumor capi, ameliyat tipi, perindral invazyon varligi,
perivaskuler invazyon varligi, T evresi, N evresi, M evresi, hastalik evresi,
tumor grade’i, metastatik lenf nodu ylzdesi, sagkalim ve mortalite arasindaki
iliski karsilastiriimistir.

Hasta cinsiyeti, hasta yasi, tumor lokalizyonu, ameliyat tipi ve tumor
cap! ile IHKBS arasinda yapilan karsilagtirmalarda anlamli bir istatiksel fark
elde edilmedi. Tumor progresyonu ve agresivitesini arttiran perivaskuler
invazyon, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu ve metastaz
parametrelerinin ise IHKBS ile dogru orantili olarak arttigi gdzlenmistir.

Sonug olarak tiumoér metastazi ve invazyonunu artiran S100A4’nln
ekspresyonundaki  artisin  kotl  prognoz  goOstergesi  olabilecedi
degerlendirilmigtir.  Kotu  prognostik  faktorlerle  iliskili  olan  S100A4
ekspresyonunun Kkolorektal kanser tedavi stratejilerinin belirlenmesinde
kullaniimasi muamkun olabilir. Bu konunun klinik pratige yansitilmasi igin daha

ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Kolon kanseri, S100A4
Danismanlar: Prof.Hv.Tbp.Kd.Alb. Ali ihsan Uzar, GATA Genel Cerrahi AD.,
Dog. Tbp. Yb. Ali HARLAK, GATA Genel Cerrahi AD.



SUMMARY

“Clinic and pathologic importance of S100A4 expression in colon cancer”
Serhat Ozer MD., Residency Thesis, Department of General Surgery
GATA, Ankara, 2010.

This study has been carried out to determine the clinical and
pathological importance of S1000A4 which has previously shown as a
marker for invasion and metastasis at colorectal carcinoma cases.

Slides of archived formalin fixed paraffin embedded tissue blocks of
primary tumor were obtained for 111 patients with colon cancer and S100A4
expression was evaluated on the basis of immunochemistry staining
scores(IHCSS). By means of IHCSS, relationships between, age and,
gender of the patient, localization and diameter of the tumor, type of
operation, presence of perineural and vascular invasion, T Stage, N stage, M
stage, grade of tumor, percent of metastatic lymph node, survival and
mortality were comparatively elucidated.

The study reveals that differences were not statistically significant at
those comparsions realised between IHCSS and variables including gender
and age of the patient, type of operation and diameter of the tumor. The
corelation between IHCSS and the parameters which increase the tumor
aggreasivity such as perineural invasion, perivascular invasion, lymph node’s
invasion and metastasis, was statistically significant.

In conclusion, the results of the study reveals that S1000A4
overexpression, which contribute to the metastasis and invasion, may be an
indicator of poor prognosis. Indeed, it may be possible to utilize S100A4
expression in the determination of strategies for the treatment of colorectal
cancers. Further advanced reserach is required to reflect the issue into
clinical practice.

Keywords: Colon cancer, S100A4
Counsellors : Ali ihsan UZAR MD.,(Professor) and Ali HARLAK MD.,
(Asociated Professor) Department of General Surgery, GATA. ANKARA,
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- GIRIS

Kolorektal kanserler (KRK'ler), gorilme sikhdi bakimindan tim
kanserler arasinda dorduncu sirada yer alan énemli bir saglik sorunu olarak
kargimiza ¢ikmaktadir. KRK nedeniyle dlimler, kansere bagl 6lum nedenleri
arasinda; erkeklerde akciger ve prostat kanserinden sonra, kadinlarda ise
akciger ve meme kanserinden sonra Gguncu sirada yer almaktadir(1).

Kanser, hucre buyumesini ve oOlumunu dogrudan kontrol eden
genlerdeki mutasyonlarin  birikimi  sonucu gelisir. Adenom-karsinom
ardisikhgl, kolorektal karsinogenezis icin temel mekanizma olarak
disundlmektedir. Sporadik ve familiyal kolorektal kanserlerin olusumunda
protoonkogenler, tumor baskilayici genler ve mismatch repair genler etkilidir.
Protoonkogenler, normal hucresel buyume ve bdlinme igin gerekli olan
hicresel genlerdir. Noktasal mutasyonlarla, kromozomal translokasyonlarla
ve gen amplifikasyonlariyla aktive olan protoonkogenler hiicre biylimesinin
artigsina yol agar. K-ras, c-myc, c-src gibi protoonkogenlerin kolorektal
kanserlerle iliskisi gosterilmigtir. TUmor baskilayici genler hiicre buyumesini
sinirlarlar. Tiumor baskilayici fonksiyon kayboldugunda hicre bluyumesi artar.
Tumor baskilayici gene ornekler; 17 p’deki p53, 5q'daki adenomatoz
polipozis koli (APC) ve ‘deleted in colon cancer’(DCC), SMAD-4 ve JV18-
1/MADR2 genleridir(2-4).

Cok sayida hiicresel fonksiyon kalsiyum (Ca®*) iyonunun hiicre igi
konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir. Ca2+; hicre bélinmesi, farklilagsmasi
ve apoptozis gibi fonksiyonlarda onemli bir sinyal molekuli olarak etki
gOsterir. Ancak Ca* konsantrasyonunun uzun sureli yukselmesi hucre igin
tehlikelidir. Kalsiyum baglayici proteinlerin(CaBP) tamponlama etkisi ile
hicrede yuksek kalsiyuma bagl olarak ortaya ¢ikacak zararli etkiler ortadan
kaldirilir. Bu molekullerin hicredeki konsantrasyonunun artigi ya da azalisi
canlilarda kanser ve kalp hastaliklari gibi énemli patolojik durumlara yol
acgabilmektedir(5). CaBP’lerin ileri laboratuvar teknikleri ile incelenmesi bu

protein ailesinin 6neminin daha iyi anlagiimasini saglayacaktir.



CaBP olan S100 proteinleri ilk olarak Moore tarafindan tanimlanmig
olup ismini %100 amnion sulfat ¢dzeltisinde soluble olmasindan dolayi
almistir(6). S100 protein ailesi ortak kalsiyum baglayici EF-el motifine sahip
en az yirmi bir farkl proteinden olusur ve molekdl agirliklari 9-13 kDa
arasinda degisir(7). S100 proteinleri farkli hedef proteinlerle etkilesimlere
girerek; protein fosforilasyonu, immun cevap, buyume, farklilasma, hicre
iskeleti hareketi, enzim aktivitesi ve Ca®" homeostazisi gibi cesitli
fonksiyonlarda 6nemli rol oynar. Hicre diginda yer alan S100 proteinleri
inflamatuar hucrelerin aktivitesini uyararak néronal farklilasma, astrosit
proliferasyonunda rol alir(8,9).

Kalp hastaliklari, norodejeneratif ve inflamatuar hastaliklar, sedef
hastaligi, yara iyilesmesi ve Ozellikle melanoma gibi kanser hastaliklarinda
S100 proteinlerinin asiri ekspresyonu goézlenmektedir(7,10). S100A4 klinikte
metastatik timorlerle iligkili molekiler belirte¢ olarak kullaniimaktadir(11).
S100A8 ve S100A9un asir ekspresyonu prostat kanserlerinin erken
doénemlerinde go6zlenir(12). Dolasimdaki S100B konsantrasyonu melanoma
gibi kanserlerde tedavinin yonunu tayin etmede belirleyici olmaktadir(13).

CaBP ulzerine etki ederek hlicrede kalsiyum konsantrasyonunun belirli
duzeyde tutulmasini saglayan gesitli ilaglarin arastiriimasi ve bu ilaglarin bazi
hastaliklarin tedavisindeki rollerinin belirlenmesi arastiriimay! bekleyen
konular arasindadir ve kanimizca ¢ok énemli bir arastirma alanidir.

KRK’ler ile ilgili klinikle korele pek ¢gok molekuler arastirma yapilmakta
ve Ozellikle hastaligin seyrini belilemede tedavi ekibine yol gosterecek yeni
belirtecler aranmaktadir. KRK’lerin hangi tipinin hangi hastada nasil
seyredecegine dair elde edilecek yeni bilgiler tedavi alternatiflerinin dogru
secimi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesi bakimindan ¢ok 6nemlidir.
Bu calismada, GATA Genel Cerrahi Kliniginde Kolon kanserli hastalarda
S100A4 protein ekspresyonunun tumor progresyonu ve metastaz
karakteristikleri ile iligkili olup olmadigini ortaya koymak ve prognostik
dnemini gbézlemek amaclanmistir. invitro ve invivo invazyon ve metastazi

kolaylastiran S100A4 proteinin  kolon kanserinin klinik ve patolojik



Ozellikleriyle iligkisinin ortaya konulmasi ve bu 6zelligin bir prognostik kriter

olarak degeri arastiriimistir.



Il- GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanserlerle ilgili genel bilgiler

2.1.1. Epidemiyoloji

Kolorektal Kanserler (KRK’ler), goérulme sikhdr ve kansere bagli
olimler bakimindan; kadinlarda akciger ve meme, erkeklerde ise akciger ve

prostat kanserlerinden sonra UGgtincl siradadir(1).

Amerika Birlesik Devletler’nde(ABD’'nde) yilda yaklagik 148,300 yeni
KRK tanisi konmakta ve bunlarin yaklasik olarak 105,000’ini kolon, kalanini
ise rektum kanserleri olusturmaktadir. Her yil KRK’e bagh 56,600 o6lim
gerceklesmektedir. Bu rakam tum kansere bagh &limlerin %10’unu
olusturmaktadir(1). KRK insidansi genel olarak, dunyada gelismis ve
gelismekte olan Ulkelerde artmistir. Ulkemizde kanser kayit sistemlerinin
yeterli olmamasi nedeniyle uUlke geneline ait gergek rakamlar bilinmemekle
birlikte; KRK sikligi ABD verileriyle benzerlik gostermektedir.

KRK’ler gorulme sikligr ve kansere bagll 6lum nedenleri arasindaki

yeriyle dnemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.1.2. KRK Etiyolojisi

Diyet: Diyette emilemeyen bitkisel liflerin azhgi, karbonhidrattan ve
yagdan zengin besinlerin ¢ok, A, C ve E vitaminleri gibi koruyucu besinlerin
az tuketilmesinin KRK gelisiminde rolu oldugu one surulmustar. Diyette lif
iceriginin dusuk olmasi diski hacminin az olmasina, diskinin barsakta kalma
suresinin uzamasina ve bakteriyel floranin degismesine yol acarak etkili
olmaktadir. KRK’ler, bati tipi (yuksek kalorili, yagdan zengin) beslenme
aligkanhigi olan ve sedanter yasayan toplumlarda daha sik goralur. Et
tuketimi, sigara ve alkol kullanimi risk faktorleridir. Buna zit olarak; taze
sebze tuketimi, uzun sureli nonsteroid antiinflamatuar ilag kullanimi ve

Ostrojen replasman tedavileri bu riski azaltmaktadir(14).



Kronik inflamasyon: KRK etiyolojisinde inflamatuar barsak
hastaliklarinin dnemli yeri vardir. Yapilan ¢calismalar, Ulseratif kolitli hastalarin
KRK nedeni ile 6lme oranlarinin normal polpulasyona gore 4.4 kat daha fazla
oldugunu gostermektedir(15,16). Crohn hastaligi olanlar da ince ve kalin
barsak kanserleri acisindan risk altindadir ve bu hastalarda KRK riskinin 3

kat fazla oldugu gosterilmistir(17).

Radyasyon: Radyasyona maruz kalmanin KRK’ler igin risk faktoru

oldugu gosterilmistir(18).

Lokalizasyon: KRK'ler daha c¢ok sigmoid kolon ve rektumda
yerlesmekle birlikte epidemiyolojik ¢alismalar anatomik dagilimin distalden
proksimale yer degistirme egiliminde oldugunu gostermektedir(19). Molekuler
calismalar; c¢ekum, c¢ikan kolon ve transvers kolon tumorlerinde ras

protoonkogen mutasyonunun daha fazla oldugunu gostermektedir(20,21).

Genetik faktorler: KRK’ler kalitsal, sporadik veya ailesel sekillerde
meydana gelmektedir. KRK’in kalitsal formu; aile 6ykusu, geng yasta gorilme
ve diger spesifik tumor ve defektlerin varligi ile karakterizedir. Ailesel
adenomatdz polipozis (FAP) ve kalitsal nonpolipozis KRK’ler (HNPCC), KRK
patogenezine isik tutan birgok calismanin konusu olmustur. Sporadik KRK,
aile 6ykusu olmadan ortaya cikar ve genel olarak yasl populasyonu (60-80
yas) etkiler. Hastalarin tUm hucrelerinde spesifik mutasyonlarin oldugu
kalitsal hastaligin aksine, kanserle iligkili genetik mutasyonlar tUmaorun
kendisiyle sinirlidir. Hastaligin kalitsal modellerine iliskin ¢alismalar kanserin
¢ok daha sik olan sporadik seklinin genetiginin buyuk olgude anlagiimasini

saglamistir(22).

Diger Faktérler: Ozellikle karin bdlgesi yaglari fazla ve viicut kitle
indeksi artmig olan hastalarda ve sigara tuketenlerde KRK daha sik
goOrulmektedir(23). DivertikUlozisli hastalarda sol kolon neoplazmlarinin

gorulme sikhgr artmaktadir. Gastrinin tumor gelisiminde rol oynadidi yonunde



calismalar vardir. Ayrica akromegalik hastalarda da daha fazla kolonik
adenoma ve karsinoma gorulme olasihigr bildirilmistir. Benzer sekilde

steroidlerin de kolon kanseri ile iligkili oldugu savunulmaktadir(24).

2.1.3. Karsinogenez

Kolorektal karsinogenezle ilgili g¢alismalar kanser gelisiminin temel
mekanizmalari konusunda birgok dnemli noktanin kavranmasini saglamistir.
KRK gelisiminde iki farkli yol oldugu bilinmektedir. Her iki yolda da birden
fazla sayida mutasyonun asamali olarak birikimi s6z konusudur. APC/beta-
katenin yolu olarak adlandirilan yol, bir seri onkogen ve tumor baskilayici
gende mutasyonlarin asamali olarak gergeklesip birikmesine neden olan bir
kromozomal dengesizlik ile karakterizedir. Once kolonda lokalize bir epitel
proliferasyonu meydana gelir ve kigik adenomlar olusur. Bunlar progresif
olarak genislerler. Bir yandan da daha displastik hale gelerek invaziv kansere
donusurler. APC tumor baskilayicl genin kaybinin adenom olugsumunda
baslatici olay oldugu dustnulmektedir. Adenomlarin meydana gelmesi igin
APC geninin her iki kopyasi da kaybedilmelidir. Normal APC, beta-katenin
yikimini saglarken, APC’nin fonksiyon kaybi durumunda biriken beta13
katenin, nukleusta MYC ve siklin D1 aktivasyonunu ve DNA
transkripsiyonunu hizlandirir. Sporadik kolon kanserlerinin %80’'inde APC
mutasyonlari mevcuttur. K-RAS mutasyonu APC kaybinin ardindan meydana
gelir. Mutasyona ugramis RAS aktif halde sabit kalarak mitotik sinyalleri
iletmeye devam eder, apoptozu engeller. K-RAS mutasyonu, 1cm’ den kuguk
adenomlarin %10’'undan azinda, 1cm’den blyuk adenom ve karsinomlarin
%50’sinde mevcuttur. 18921 delesyonu, lokalize kanser baskilayici gen
oldugu dusindlen bir genin kaybidir ve kolon kanserlerinin %60-70‘inde
saptanmigtir. Bu kromozom bdlgesinde 3 genin varligi bilinmektedir. Bunlar,
DCC (deleted in colon carcinoma), DPC4/SMAD4 (deleted in pancreatic
carcinoma) ve SMADZ2'dir. Bunlardan hangisinin kolon karsinogenezinde rolu
oldugu bilinmemektedir. Wild tip P53 de (TP53) bir baska timor baskilayici
gendir ve bu genin kaybina kolon kanserlerinin %70-80’inde rastlanmaktadir.



Bu kayip adenomlarda seyrek goruldugunden TP53 mutasyonlarinin
kolorektal karsinogenezinde geg bir olay oldugu dugsunulmektedir.

Genetik lezyonlarin varlhigi ile karakterize ikinci yol DNA mismatch
tamir genleri ile iligkilidir. Sporadik vakalarin %10-15'inde saptanmistir. Bu
yolla gelisen kolorektal kanserlerde en olasi ve en énemli baslangi¢ noktasi,
DNA mismatch tamir genlerinin inaktivasyonu sonucu DNA tamirinde
meydana gelen aksakliklardir. Bes DNA mismatch tamir geninden (MSH2,
MSH6, MLH1, PMS1 ve PMS2) birindeki kalitsal mutasyon herediter
nonpolipozis kolon karsinomu ile sonuglanir. Bu genlerden MLH1, sporadik
kolon karsinomu ile en sik iligkilendirilen gendir. Bu tUmorler genel olarak,
ayni evredeki APC/Beta katenin yolundan kaynaklanan tumorlerden daha iyi
prognoza sahiptirler.  DNA mismatch tamir genlerinin kaybi sonucu,
mikrosatellit denen kisa DNA dizileri, DNA replikasyonu sirasinda dengesiz
hale gelirler. Ortaya ¢ikan mikrosatellit dengesizligi, hatali DNA mismatch
tamirinin molekuler isaretidir. Mikrosatellit dizilerinin ¢odu, genlerin kodlama
yapmayan bolgeler Uzerindedir. Bu genler arasinda tip [I TGF-beta
(transforme edici biyume faktor) reseptorid ve BAX'da vardir. TGF-beta
sinyalizasyonu kolon epitelyum hucrelerinde buyumeyi engeller, BAX geni ise
apoptoza neden olur. Mismatch tamir kaybi, bu genlerde mutasyonlarinin
birikmesine ve KRK’lerin ortaya ¢ikmasina yol acar(25).

Klinik ve epidemiyolojik gdézlemler, KRK’in benign poliplerin invaziv
karsinoma ilerleyigi suUresince evrim gecirdigi hipotezini desteklemektedir.
Kanserin genetik yollarinin aydinlatiimasi bu hipotezin gecerliligini
dogrulamistir.  Kolon mukazasinin invaziv kansere donusurken cesitli
asamalardan gectigi, molekuler biyologlar tarafindan yapilan gézlem ve
calismalar ile gosterilmigtir. Kolon epitel hucreleri normal olgunlasma ve
hicre 6lumu basamaklarini kaybeder ve giderek daha kontrolsuz ¢ogalmaya
baslarlar. Bu kontrolsiz gogalma sonrasinda hucreler barsak limeninde polip
seklinde birikmeye baslar. Daha fazla ¢ogalma ve hilcresel duzensizlik ile
hicreler invaziv kansere donusmek Uzere muskularis mukazaya dogru

yayilir. Bu ileri safhada bile KRK karsinogenezisi genellikle muskularis



mukaza, perikolik doku,

lenf nodlari

invazyonu ve son olarak uzak

metastazlar seklinde duzenli bir sira izler(26)(Sekil 2.1).

APC

K-ras

|

TGF-B  pcc

pS3

l

l

Normal iﬁ(en Geg Displazi Kanser Metastatik
Epitel cnom Adenom Evresi Kanser
10-20 y1l 25yl 3 2-5y1l ﬂ
Genomik
hMSH2 Metilasyon Karisiklik
hMLH1 bozukluklari

Sekil 2.1. Kolorektal karsinogenez modeli

2.1.4. KRK Histopatolojisi

KRK’lerin gogu adenokanserlerdir ve degisik miktarlarda ve boyutlarda
gland benzeri yapilar olugtururlar. Musinoz, tasl yuzuk ve kuguk hucreli
adenokanserler klasik tipe gobre daha kotu prognozludur(27). Nadiren
adenoskuamo6z karsinoma, meduller karsinoma, undiferansiye karsinoma,
igsi hdcreli komponent iceren timorler, karsinosarkoma, pleomorfik (dev
hicreli), koryokarsinoma, pigmente, berrak hucreli, “stem cell’, paneth

hicresinden zengin (“crypt cell carcinoma”) karsinoma histoljik tipleri goralur.

2.1.5. Prognostik Faktorler

Morfoloji: Tumorin makroskopik ve mikroskopik ozellikleri, TNM

siniflandirmasindaki  yeri, invazyon paterni, diferansiasyon derecesi,

ekstramural ven6z tutulum, lenfatik veya perindral tutulum, anjiyogenezis,



infiltrasyona lokal inflamatuar veya dezmoplastik yanit, rezeksiyon sinirlarina
timoran uzakhgr ve kalinti tUmor bulunup bulunmamasi prognozu etkiler.
Ayrica; tumorun buyuk, ulsere, cevreye infiltre olmasi, tumuyle tikaniklik
olusturmasi, perforasyon yapmasi ve serozal depozitler icermesi kotu
prognoz ile iligkilidir. Derin invazyon yapmasi, ekspansif yerine infiltratif

paternde bluylimesi de kétl prognoz ile iligkilidir(28,29).

Histolojik tip: KRK’lerin gogunun histolojik tipinin evreden bagimsiz
prognostik 6nemi yoktur(27). Ancak, ¢ok az gdrulen alt tipler olan tash ytzuk
hicreli karsinoma ve kuguk hucreli karsinoma; digerlerine gore daha kotu,

meduller karsinoma ise digerlerine gore daha iyi seyretmektedir(27).

Grade: Pratikte histolojik derecelendirme subjektifdir. Genel olarak
kabul edilen ve su an kullanilan derecelendirme U¢ agsamalidir.

Grade | : iyi diferansiye (>%95 glanduler yapt)

Grade Il : orta derecede diferansiye (aradaki olgular)

Grade llI: az diferansiye.(>%95 solid)

Histolojik grade’in tek basina evre-bagimsiz bir prognostik faktor

olarak dnemli oldugunu istatistiksel olarak gosteren galigmalar vardir(30).

Tumorun evresi: KRK'lerde en 6nemli prognostik faktdr evredir(27).
Gecgmiste Dukes ve Aster Coller siniflamalari ¢ok kullaniimistir. Ancak
gunumuzde en ¢ok kabul goren “American Joint Committee on Cancer
(AJCC)” ve “International Union Aganist Cancer (UICC)” nin tUmor, lenf bezi
ve metastaz komponentlerini gruplandirmasiyla ortaya konmus olan TNM

evreleme sistemidir(31). “p”, patolojik olarak tespit edilmis TNM siniflamasini,
“c” ise klinik olarak tespit edilen siniflamayi anlatir. “c” TNM radyolojik olarak
elde edilen veriler ile yapilir. TNM siniflamasi tablo 2.1’de, TNM siniflamasi
ile hayatta kalim arasindaki iligki ise tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

“‘pTis” terimi, neoplastik hucrelerin bazal membrani gec¢cmedigi
durumlar igin kullanilir. Bu bodlgede, lamina propriya invazyonunun lenf nodu

metastazi riski bulunmamaktadir. Dolayisiyla hem neoplastik hicrelerin bazal



membrani agsmadigl hem de glanduler bazal membrani yirtip mukozal lamina
propriyaya invazyon gostermeleri (intramukozal karsinoma) durumu pTis
sinifi i¢cinde degerlendirilir. Bu bolge tumorleri i¢cin karsinoma in-situ ile

intramukozal karsinoma arasinda prognostik agidan fark yoktur (27).

Tablo 2.1. TNM siniflamasi(32-36)

Primer TUmor

X Primer tumor degerlendirilemiyor.

T0 Primer tumor yok

Tis Karsinoma in situ (intraepitelial veya intramukozal
karsinoma)

T1 Tumor submukozaya infiltre

T2 Tumor muskularis propriaya infiltre

T3 Tumor muskularis propriadan subserozaya infiltre

veya perikolik veya perirektal dokuya infiltre.

PT3a- Minimal invazyon: Muskularis propria sinirini
<1mm agan minimal invazyon

PT3b- Hafif invazyon: Muskularis propriya sinirini 1-5
mm asan invazyon,

PT3c- Orta dereceli invazyon: Muskularis propriya
sinirint 5-15 mm gecgen invazyon,

PT3d- Genis invazyon: Muskularis propriya sinirini >

15 mm gegen invazyon.

T4 4a-tumor visseral peritona penetre
4b-Tumor direkt olarak diger organ ya da yapilara

invaze.

Rejyonel Lenf Nodlari

NX Rejyonel lenf nodlari degerlendirilemiyor.
NO Rejyonel lenf nodu metastazi yok
N1 1-3 rejyonel lenf nodunda metastaz mevcut.
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N2

1a-1 rejyonel lenf nodunda metastaz mevcut

1b-2-3 rejyonel lenf nodunda metastaz mevcut

1c-rejyonel

lenf nodu

tutulumu

olmadan

subseroza,mezenterde veya peritonize olmayan

perikolik ve perirektal dokularda timoér depozitlerinin

olmasi

> 4 |lenf nodunda metastaz mevcut.

2a- 4-6 rejyonel lenf nodunda metastaz mevcut

2b- >7 rejyonel lenf nodunda metastaz mevcut

Uzak Metastaz

MO
M1

Uzak metastaz yok.

Uzak metastaz mevcut.

1a-1 organ veya bolgeye metastaz

1b->1 organ ve bolgeye metastaz veya periton

tutulumu

Tablo.2.2. TNM siniflandirmasi ve evrelere gore prognoz. (33,34)

EVRE T N M 5 yilhk
survi
Evre | T1,2 NO MO %93,2
Evre ll A | T3 NO MO %84,7
B | T4a NO MO %72,2
C | T4b NO MO %70
Evre lll A | T1,2/T1 N1/N2a MO %83,4
B | T3,4a/T2,3/T1,2 N1/N2a/N2b | MO %64,1
C | T4a/T3,4b/T4b N2a/N2b/N1,2 | MO %44,3
Evre IV A |Any T Any N M1a %8,1
B|Any T Any N M1b %8,1
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Anjiyogenezis: Yuksek miktardaki mikrodamar olusumu kétu

prognostik kriter olarak gorilmektedir(37).

Yas: Cok geng ve cok yagli kisilerde gorulen timorler kotu prognoz ile
iliskilidir(31,38).

Cinsiyet: Prognoz kadinlarda erkeklerden biraz daha iyidir(31,38).
Tumor lokalizasyonu: Prognoz Uzerine etkisi tartismalidir.

Vaskuler invazyon: Vaskuler invazyon varliginda 5 yillik sag kalim
suresi belirgin azalma gosterir. Lenfatik damar invazyonu, kan damari

invazyonundan daha az 6nem tasimaktadir (31,38).

Perindral invazyon: Genellikle ileri evre tumore isaret eder ve diger

kotu prognostik bulgularla birlikte olma egilimindedir(31,38).

inflamatuar yanit: Polimorfoniikleer 6kositler, dzellikle eozinofiller,
plazma hucreleri, mast hicreleri ve histiyositleri iceren inflamatuar yanit; iyi

prognoz gostergesi olarak gorulmektedir(39).

Rezeksiyon siniri: Rezeksiyonda timoére yakin cerrahi sinir

2-5cm’den yakinsa lokal nuks olasiligi artar.

Genetik belirtegler: Bazi genetik degisikliklerin KRK ile iligkili oldugu
disundlmektedir. Kromozom 18qg’nun allelik kaybi koéti prognoz olarak
bildirilmektedir. Ayrica, 17p, 1p, 5q veya 8p’nin allelik kayiplarinin, p53’un
yiksek, siklin A'nin yiiksek, p27<"'nin azalmis ekspresyonunun, ras gen
mutasyonunun, apoptozisde gorev alan genlerin ekspresyonunun, matriks
degradasyonu yapan enzimlerin ve bunlarin inhibitorlerinin ekspresyonunun

(katepsin-L, Urokinaz, doku tipi plazminojen aktivatorl, doku metalloproteinaz
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inhibitorleri) prognostik dnemi vardir. Yine hicre ytzey moleklllerinin (CD44
ve varyantlari, ICAM1, galektin 3) ve metabolik enzimlerin (GLUT1 glokoz
transport edici protein, manganesesuperoksid dismutaz, timidilat sentetaz,
ornitin dekarboksilaz, siklooksijenaz 2) ekspresyonu da koétu prognoz ile
iliskilidir(22,26).

Tumorun boyutu: Tek basina prognostik olarak anlaml olmadigi

gosterilmigtir(30).

DNA ploidisi: Adenomalarin karsinomaya donusuminde DNA
miktarinin artisi yani sira DNA anormallikleri de gorulmektedir. Cesitli
serilerde farkli (%40, %90) (40,41) olmakla birlikte, kolon karsinomalarinin
anoploid olma sikligi yuksektir. Anoploid timorlerde genellikle vaskuiler

invazyon gorulmektedir(4).

2.1.6. KRK de Tumor Yayilimi ve Metastaz

Tum KRK’ler ¢evre dokulara veya yapilara direkt olarak invazyon ile ya
da lenfatikler ve kan damarlari ile metastaz yaparak yayilirlar. Metastatik
yayllim en sik bolgesel lenf dugumleri ve karacigerde gorulur. Lenf duguma
metastazi, az diferansiye alanlar iceren ve yuksek infiltratif blyume paterni
gOsteren tumorlerde daha siktir. Lenf dGgumuandn mikrometastazi; kademeli
hematoksilen-eosin kesitler, immunhistokimyasal olarak sitokeratin ve diger
belirteglerin boyanmasi, CK19/20 i¢in ya da mutant K-ras geni igin PCR
teknigiyle tespit edilebilir. Karaciger metastazi kan damari invazyonunun
yaygin bir gostergesidir. Diger sik gorilen metastaz bdlgeleri; periton, akciger
ve overlerdir. Daha nadir metastaz bdlgeleri santral sinir sistemi, kemik,

testis, uterus ve oral kavitedir(42).
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2.1.7. Tumor Belirleyiciler

Karsino embriyonik antijen (CEA), Karbonhidrat antijen (CA) 19-9, CA
50 ve CA 195 KRK ile iligkili bulunan serum tumor belirtegleridir. Ancak
benign hastalik grubunda da ylUkselis gOsterebilecegdi icin bu belirtegler KRK
tanisinda Ozellikle erken evre tumoérlerde duslk tanisal degere sahiptir.
Uzerinde en fazla galisilan timor belirleyici olan karsinoembriyonik antijen
(CEA) dusuk duyarhligr ve spesifitesinden dolayi genis capli kitle taramasi
yapmak icin uygun degildir. Akciger, mide ve pankreas kanserlerinde de
degeri yUksektir. Sigara igcenlerde CEA yuksek degerlerde cikabilmektedir.
Ancak, preoperatif evrelemede ve postoperatif takiplerde ntksu belirlemede

yararli oldugu gosterilmigtir(43,44).

2.2. Kalsiyum Baglayici Proteinler

Kalsiyum iyonu (Ca®"), remeden apoptosise kadar birgok hiicresel
fonksiyonun kontrolinden sorumlu ikincil haberci molekuldir(45). Hcre igi
depolardan ya da hiicre disindan Ca®* salinmiyla sitozolik serbest Ca**
konsantrasyonundaki degisim, kalsiyum baglayici proteinlerin (CaBP)
aktivasyonuna ve buna bagli olarak spesifik protein kinazlarin
fosforilasyonuna neden olur(46). Ca®** bagimh sinyal iletim sistemi; kas
kasilmasi, sekresyon ya da enzim aktivasyonu gibi fonksiyonlar i¢cin dnemli
bir mekanizmadir(47). Bu sinyalin birgok buyume faktoru ve mitojeni DNA
transkripsiyonu duzeyinde aktive etmesiyle hucre farklilagsmasi saglanir(46).
Kalsiyum baglayici proteinler hiicre ici Ca®* konsantrasyonundaki degisime
bagll olarak enzim, kanal ve yapisal proteinlerin aktivitelerini duzenleyen bir
dizi protein grubudur(48). CaBP’ler spesifik gelisim ve dagilim ornekleri
goOstererek yapisal olarak farkl alt siniflara ayrilirlar(49). Bu proteinlerin
blayuk bir bolumu EF-el adi verilen ortak kalsiyum badglayici motife sahiptir.
CaBP ailesinin 6nemli bir Gyesi de anneksinlerdir. Bu proteinler fosfolipitler ve
hicre membrani ile etkilesim halindedirler(50). C2-bodlgesi bulunan CaBP’ler

ise bagka bir sinifi olugturmaktadir(51). En 6nemli gorevi dedisen sitozolik
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Ca** konsantrasyonunu kontrol etmek olsa da, CaBP’lerin tiim fonksiyonlari
tam olarak bilinmemektedir. CaBP’ler hiicrede Ca®"‘un tasinmasinda ve
tamponlanmasinda rol oynar. Ayrica iyon kanallarinin aktivitesini
diizenleyerek Ca** girisinin kontrolinii saglarlar. Bu proteinlerin eksikligi

bircok patalojik duruma yol agar(49). Bu proteinleri kisaca hatirlayalim;

2.2.1. Kalmodulin

Kalmodulin, hemen hemen tim 6karyotik hiicrelerde bulunur. Ca?*
iyonunun baslica hicre ici reseptéridir ve cesitli protein kinazlarin

aktivitesini kontrol etmektedir(52).

2.2.2. Kalretisulin ve kalsekestrin

Kalretisulin, eritrositler disinda her hucre tipinde bulunur ve molekul
agirhgr yaklasik 46 kDa’dur. Baslica goérevi hucre ici ve endoplazmik
retikulum (ER) ca* konsantrasyonunu duzenlenmektir(53). Kalretisulin,
ayrica; gen ekspresyonunun duzenlenmesi, hicre adezyonu, anjiyogenesis,
timoral gelisimin inhibisyonu, T ve NK hucrelerinde perforin por olusumunun
inhibisyonu gibi gesitli fonksiyonlara sahiptir(54). Kalsekestrin, iskelet ve kalp
kasi sarkoplazmik retikulumunda en sik rastlanan CaBP’dir. Bu protein elli
kalsiyum baglama bodlgesi icerir. Kalsekestrinin yuksek depolama kapasitesi

2+

kasilma i¢in gereken Ca“"’un 20mM'’a kadar depolanmasini saglar(55).

2.2.3. Anneksinler

Anneksinler, yalnizca 6karyotik hucrelerde bulunan kalsiyum baglayici
membran proteinleridir. Hucrede kalsiyum sinyalizasyonu, vezikll hareketi,
hicre bolinmesi, apoptozis ve buylimenin dizenlenmesi gibi fonksiyonlari
vardir(56).
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2.2.4. C2-Bolgesi Bulunduran Kalsiyum Baglayici Proteinler

C2-bdlgesi, yuz otuz aminoasit uzunlugunda kalsiyum baglayici bir
yapidir. C2-bolgesi; GTPazlarin aktivasyonu, membran trafigi, lipit-ikincil
habercilerin Uretimi ve protein fosforilasyonunun kontroll gibi dnemli hiicresel
fonksiyonlarda rol oynar. Grup olarak C2-bélgesi bulunan proteinler; Ca®*
fosfolipitler ve inozitol polifosfatlar gibi hicre igi farkli birgok liganda

baglanabilme &zelligi gosterirler(51).

2.2.5. EF-el Yapisina Sahip Diger Kalsiyum Baglayici Proteinler

“‘Calmyrin”, dort EF-el yapisi igeren mebrana bagli bir proteindir.
“Calbindin”, Ca?“a yiiksek afinitesi olan EF-el motifine sahip, ndronal
fonksiyonlar ve bdbrek ile ince bagirsak epitel hiicrelerinde Ca®* tasinmasi
icin gerekli 6nemli bir proteindir(57).

“‘Aralar 17 ve  “citrin” mitokondride  kalsiyum  baglayan
aspartat/glutamate tastyicisidir.  Kalsiyum baglayici  bu proteinlerin
ekstramitokondriyel matriksde bulunmasi organele Ca** girisi olmadan
mitokondriyel Ca?* sinyal iletimini saglamaktadir(58) .

Kalneksin, protein sentezi, katlanma ve posttranslasyonel
modifikasyonlar sirasinda proteinlerin kalite kontrolinde dnemli rol oynar(59).
“Centrin” EF-el yapisi igeren kalmodulinin prototipi olarak kabul edilebilen
CaBP’dir(27).

2.3. Apoptozis

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen, hasar
gormus ya da potansiyel olarak neoplastik hucrelerin uzaklagtiriimasinda
bagvurulan bir hucre intihar mekanizmasidir. Bu igsel intihar formunun

temelinde genetik mekanizma vardir. Apoptozis tipik morfolojik ve
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biyokimyasal o6zelliklere sahiptir. Géze c¢arpan morfolojik degisimler hucre
kigulmesi, nikleer kromatinin yogunlasmasi, nukleusun fragmantasyonu ve
DNA’nin internukleozomal alandan ayrilmasidir(60).

Apoptozis ilk kez 1885'de Flemming tarafindan gobzlenmis ve bu

durum kromatolizis (chromatolizis) olarak isimlendirilmigtir.

1984’de Wyllie ilk kez apoptozis terimini kullanmistir. Spesifik
biyokimyasal belirtegler  ekleyerek apoptotik hacrelerin farkl
morfolojik degisimlerini gozlemistir. Bu bulugla birlikte apoptozisle ilgili

arastirmalar artmistir.

Genomik DNA’nin internikleozomal fragmantasyonu son yillarda
apoptozisin en belirgin biyokimyasal isareti olarak dusunulmektedir. Tum bu
Ozelliklerin olusumu enerjiye bagimlidir. Bundan dolayi apoptozis enerjiye
bagimli iglemlerle hicreyi 6lime surlkler. Caspase ailesi proteazlari, BCL-2
ailesi proteinleri ve p53 gen urunu apoptozisin duzenlenmesinde merkezi rol
oynar. Hucre igi Ca®" konsantrasyonu apoptozisde ¢ok onemlidir. Hucre
olumu ile iligkili kalsiyum bagimli molekuller hakkinda yapisal bilginin sinirl
olmasi, Ca®* ve apoptozis arasindaki iliskinin detayl olarak bilinememesine
neden olmaktadir(61). Hiicre ici Ca®*’un gegcici olarak yiikselmesi kasiima,
sekresyon, fertilizasyon, proliferasyon, metabolizma, kalp atisi ve hafiza gibi
bircok durumda sinyal rolii oynamaktadir. Ancak, Ca®* konsantrasyonunun
uzun sureli yukselmesi (10pM’in Uzerine ¢gikmasi) apoptozisi uyarir ve hlcre
icin tehlikelidir(5).

Organizmanin geligimi sirasinda hicre proliferasyonu, farklilasmasi ve
dlimi cok sayida diizenleyici molekil ile kontrol edilir(62) . Ozellikle kasta,
Ca?* dengesinin bozuklugu bircok hastalia neden olur(5). inguinal herni,
hidrosel ve inmemis testis dokularinda farkli kalsiyum konsantrasyonlari
saptanmigtir. Cesitli patolojik durumlarla ilgili keselerdeki Ca®* oranlari,
cocuklugun farkl evrelerinde cesitli nedenlere bagli olarak inguinal herni

veya hidrosel olusmasina neden olabilir(63).
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Miyokard enfarktlisl, felg ve beyin travmasi gibi bircok hastaligin,
“calpain” aktivitesinde meydana gelen degisiklikler sonucunda ortaya ¢iktigi

ileri surtimektedir(64).

2.4. S100 Protein Ailesi

S100 protein ailesi ortak kalsiyum baglayici EF-el motifine sahip en az
yirmi bir farkli proteinden olusur ve molekdl agirliklari 9-13 kDa arasinda
degisir(7). S100 proteinleri farkh hedef proteinlerle etkilesimlere girerek;
protein fosforilasyonu, immun cevap, blyume, farklilasma, hlcre iskeleti
hareketi, enzim aktivitesi ve Ca?* homeostazisi gibi cesitli fonksiyonlarda
onemli rol oynar. Hucre disinda yer alan S100 proteinleri inflamatuar
hicrelerin  aktivitesini  uyararak, noéronal farkllasma ve astrosit
proliferasyonunda rol alir(8,9).

S100’ler tum hucre tiplerinde eksprese olmamaktadir(65). Bundan
dolayl degisik S100’ler degisik fonksiyonlara sahiptir. S100’lerin temel
fonksiyonu kalsiyum baglama kapasitesidir. Bu proteinlerin tipik olarak N-
terminal ucu zayif Ca®* baglayan EF-el motifine sahiptir. C terminal ucu ¢ok
daha siki EF-el motifine sahip olup, N terminal ucuyla karsilastirildiginda yuz
kez daha fazla Ca®* baglama affinitesine sahiptir(66). Ca** baglanmamis
hicbir S100 proteini bildirilmemesine ragmen S100’lerin Ca®* baglamasi,
fonksiyonel aktiviteleri icin énemli oldugu dustntlmastir. S100 protein
ailesinin ekstraselller ve intraseliler kompartmanda regulator rolleri
bulunmaktadir. Kanser progresyonundaki S100 proteinlerinin fonksiyonu tam
olarak anlasilamamistir. Fakat S100 proteinleri kanser progresyonunu sinyal
yolaklarini  sitimule ederek saglamaktadir(66,67). Kalp hastaliklari,
ndrodejeneratif ve inflamatuar hastaliklar, sedef hastaligi, yara iyilesmesi ve
Ozellikle melanoma gibi kanser hastaliklarinda, S100 proteinlerinin asiri

ekspresyonu gozlenmektedir(7,10) (tablo 2.3.).

S100 A4 klinikte metastatik tumoarlerle iliskili molekuler belirte¢ olarak
kullaniimaktadir(11). S100A8 ve S100A9un asiri ekspresyonu prostat

kanserlerinin erken donemlerinde go6zlenir. Serumda S100A9 prostat
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kanserlerinin

belirlemektedir.

belirlenmesinde yardimci bir belirteg olarak
kullaniimaktadir(12).
S100B konsantrasyonu tumor katlesini  ve tedavinin  etkisini

S100B konsantrasyonunun azalmasi tedaviye cevap

verildigini, artan S100B duzeyi ise tumoérun gelistigini gdsterir. Dolagimdaki

S100B de melanoma gibi kanserlerde tedavinin yoninud tayin etmede

belirleyici olmaktadir(13).

Tablo 2.3. S100 Protein Ailesi(68,69)

Gen adi | Gen haritalamas1 | Kanserde varsayilan fonksiyonu
lokusu
S100A1 1921 RAGE aktivasyonu
S100A2 1921 Tiimor hiicresi motilitesinin inhibisyonu
S100A3 1921
S100A4 1921 P53 inhibisyonu ile invazyon ve metastaz aktivitesi
S100A5 1921
S100A6 1921 Ca”'sinyal modulasyonu ile hiicre siklusunun regiilasyonu
S100A7 1g21 Jab-1 aktivasyonu, CD4(+) hiicrelerde kemotaksis
S100A8 1921
S100A9 1921
S100A10 1921
S100A11 1921 Tiimor hiicresi motilitesinin inhibisyonu
S100A12 1g21 RAGE aktivasyonu
S100A13 1921 Fibroblastlarda growth faktor-1 salinimi
S100A14 1921
S100A15 1921
S100B 21q22.2-q22.3 RAGE aktivasyonu, mikrotiibul inhibisyonu
S100P 4pl6
S100Z 5ql4.1

“Calprotectin”, S100 ailesinde yer alan ve nétrofillerde sik rastlanan
bir CaBP’dir.

durumlarda hdcre disi sivilarda yuksek duzeyde “Calprotectin® bulunur.

Romatoid artrit ve kistik fibrosis gibi c¢esgitli inflamatuar
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Notrofiller, timdr hlcreleri ve normal fibroblastlar gibi cesitli hiicrelere karsi
biyume engelleyici ve apoptozisi uyarici aktiviteye sahiptir ve bu
fonksiyonunun “calprotectin” den kaynaklandigi dugunulmektedir(70).

Cok sayida hiicresel fonksiyon Ca?* iyonunun hiicre ici
konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir. Ca®* hiicre boliinmesi, farklilasmasi
ve apoptozis gibi 6nemli fonksiyonlarda énemli bir sinyal molekull olarak etki
gosterir. Ancak Ca* konsantrasyonunun uzun sureli yukselmesi hicre igin
tehlikelidir. Kalsiyum bagdlayici proteinlerin tamponlama etkisi ile hucrede
yuksek kalsiyuma bagli olarak ortaya ¢ikacak zararli etkiler ortadan kaldirilir.
Ozetlemek gerekirse bu molekdillerin hiicredeki konsantrasyonunun artigi ya
da azahg!i canlilarda kanser ve kalp hastaliklari gibi 6nemli patolojik
durumlara yol agar. CaBP’lerin ileri laboratuvar teknikleri ile incelenmesi
onUmuzdeki yillarda, bu protein ailesinin éneminin daha iyi anlagiimasini

saglayacaktir.

2.5. Kanserde S100 Ekspresyonu

Cesitli S100 proteinlerinin kanser sureciyle ilgili oldugunu gosteren
c¢alismalarda; normal hucreler ile kanserli hucreler arasinda ekspresyon
seviyeleri degismektedir. Kanserde asiri ekspresyon gosteren S100’ler;
S100A4, S100A6, S100A7 ve S100B’dir. S100A2 ekspresyonu ise kanserli
hicrelerde azalmaktadir. S100’lerin aksiyonel mekanizmalari ve ekspresyon
degisiklikleri belirlenmelidir. Cesitli calismalarda S100 proteinlerinin asiri
ekspresyonunun tani, evreleme ve prognoz tayininde kullanimlari klinik

calismalarda gosterilmistir(71).

2.6. S100A4 Proteini

Mts1, P9Ka, metastatin, FSP-1, 18A2, pEL98, p9Ka, CAPL,
calvaskulin olarak da bilinir. Kanserdeki roli en iyi olarak bilinen ve en
karateristik S100 proteinidir(71-73). Barraclough ve arkadaslari S100A4’°G
meme metastazli rodent modelinde upregule olmus m-RNA olarak

tanimlamistir(73). Memeden akcigere metastaz gelisimini saglayan Murine
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modelinde de m-RNA olarak gdsterilmistir(74,75). Meme, kolorektal, mide,
medullablastoma, prostat ve mesane gibi gesitli kanser tiplerinde S100A4
ekspresyonu goOsterilmigtir(76-81). S100A4°lu transgenin farelerde MMTV
(The mouse mammary tumor virus) kontrolu altinda meme glandinda
hedeflenmis S100A4 proteini Uretildi. S100A4 proteininin ekspresyonu
spontan meme timoér formasyonunda eksprese olmadigi goézlenmistir.
S100A4’lu transgenik fareler MMTV'li yeni fareler ile gaprazlandiginda yeni
kusakta S100A4’Un metastaz gelisimini arttirdigi goérulmastir. Buna gore
S100A4 timodr olusumunda rol oynamaz(82). Fakat tUmdr progresyonunda
baslatici olarak growth faktdr yolaklarini degistirerek sinerjize olabilir. Bu
bilgilere dayanarak S100A4’Gn invazyonda spesifik rolini gormekteyiz.
invitro galismalarda antisense-RNA ile S100A4’Un inhibisyonu metastatik
hicrelerde, hicre motilitesini ve invazyonunu azaltmaktadir(83). Cesitli
proteinlerin etkilesimi metastazi baglatmasi acisindan ipucu olsa da
S100A4’Un mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Hucre iskeleti ve
yapisinda bulunan proteinlerin (f-aktin, myozin, nonmuscle tropomyozin)
S100A4 ile etkilesimi goOsterilmistir(84-86). Ayni zamanda melanoma
hicrelerinde tubllun polimerazisyonunda da rolli oldugu goésterilmistir(87).
Tumor supresor protein olan P53’an S100A4 ile olan etkilesimi bulunmustur.
Bu etkilesimin bir sonucu olarak, invitro protein kinaz C’nin inhibisyonu ile
P53’lin fosforile oldugu gdsterilmistir(88). invitro S100A4 P53‘e baglanmasi
P53 DNA baglama aktivitesine engel olabilir. Wildtip P53(TP53) eksprese
eden hucrelerde S100A4 induksiyonu sonrasinda, bazi P53 hedef genlerinde
transkripsiyonun downregulasyonu (P21/WAF,trombospondin1,MDM2 gibi)
g6zlenmistir. Fakat bazi deneylerde S100A4 ekspresyonu sonrasinda
proapoptotik ve P53 gen regulatoru BAX'In ekpresyonunun uyarildigi
gorulmustar. Wild tip P53 ve P53 bagimli apoptozisin artmasina yardimi ile
S100A4’Un tumor progresyonu uzerine etkisi olabilir ve bu timorde TP53’Un
fonksiyon kaybini hizlandirabilir(87). Alternatif dustnce olarak hicre
sitoplazmasinda S100A4 sekestre edilen P53’e baglanarak P53’Un nulkleer

fonksiyonlarini inhibe edebilir(89).
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S100’ler yiksek derecede homolojik dizilise sahip olmasina ragmen,
dokulardaki dagihimlari ve moddle ettikleri biyokimyasal reaksiyonlar farkhdir.
Sekestre edilen ekstraseliler S100’'ler, RAGE (Receptor for advanced
glycation of end prodnots) ile etkilesir ve sinyal yolaklarini aktifler. Meme ve
akciger tumor dokularinda, RAGE ekspresyonu ile S100A4 ve S100A6
ekspresyonu bol miktarda bulunmustur(90). S100 proteinlerinin RAGE
aktivitelerinin Uzerine direkt etkisi ispatlanmis olup, S100’ler RAGE’leri
aktivite edebilir. Fakat bu hipotezi dogrulamak icin bircok calismaya ihtiyag
vardir. Hedeflenmis terap6tik mudahalenin amaci; S100’ler ile hicre
yuzeyindeki RAGE’lerin etkilesmesini engelleyerek, RAGE blokajini
onlemektir. Degistirilmis RAGE sinyalinin akis yonunun etkisi NF-kB ve pro-
survival yolaklarini etkileyebilir.

Birgok S100 intraselluler kompartmanda bulunur ve degisik goérevlerde
karsimiza c¢ikar. CUnkd bu proteinlerin katalitik aktiviteleri yoktur. Baska
proteinlerin aktivitelerini modifiye ederler. S100’lere bagl olarak cesitli
intrasellUler etkilesimleri olmakla birlikte, P53 tumdr supresoér proteinleriyle
olan etkilesimi merak uyandiracak niteliktedir. Bazi vakalarda etkilesim
sonucunda P53 hedef olan genlerin promoter bolgesine daha fazla
baglanamaz ve bodylece gen trankripsiyonunu aktive edemez. Cesitli P53
bagimli genler pro-survival’dir. Diger vakalarda etkilesimin P53’Un
sitoplazmadaki sekesterasyonu sonucu olustugu duastUnulmuistar. Bu
sekesterasyon hucrede apoptozisin baglamasini durdurur ve bunu apoptotis
sinyalinden kurtulabilen mutant timaor hucrelerini kapsayan kisim takip eder.
Boylelikle kanser hucreleri geligir ve agresif tumor olarak kargimiza ¢ikar. Bu
hipotez degisik c¢eliskiler tasir. P53 bagimli gen olan BAX S100A4’Un katkisi
sonucu Uretilir. Bu regulatér faktorlerin dominant fonksiyonlari saptanmasi
veya farkli hucre tipleri ve model sistemleri arasi c¢egitlilik, degisik
calismalarda kullanilmasina bagli olabilir. S100A4 ve P53 arasindaki
etkilesim ne olursa olsun S100A4’Un invazyonu basglatici selller roluyle
uyumlu olarak goézikmektedir. Hucre icinde S100’ler cesitli proteinlerle
degisik hucre lokalizasyonlarinda etkilesebilir. Hlcre yuzey reseptorleri ve

intraseluler etkilesimlerle, S100 gen ailesi bircok dedisik etkiye sahiptir.
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S100’lerin etkileri kanser progresyonunu baslatmalarindaki rollerine katkida
bulunur. intraseluler ve ekstraseliiler aktivasyonlarinin etkisi, pro-survival
yolaklar Uizerine ortaktir(71). ileride yapilacak mekanizma calismalari
S100’Un tedavi icin hedef olarak kullanilip kullaniimayacagini gosterecektir.

S100 proteinleri ntkleus ve sitoplazmada bulunabilir ve ekstrasellller
olarak sekrete edilebilir. Ekstraselller aktiviteleri RAGE ve hicre tipleri
arasinda degisebilen MAPK'y1 igeren transdiksiyon sinyal kaskadinin
aktivasyonu ile kontrol edilir. Sonug¢ olarak prosurvival/anti-apoptotik genler
NF-kB transkripsiyon faktérleri ile regiile edilir. intraseliiler aktiviteleri
transkripsiyon faktorlerinin etkilesimi ve kofaktorler ile diizenlenir. Ornegin
S100A7 jab1 ile etkilesebilir ve nukleusta aktif form olarak Bcl-3 gibi
transkripsiyon genleri ile etkileserek NF-kB’ye bagl transkripsiyonu aktifler.
Jab-1, c+jun ile etkileserek AP-1 kirik genlerini aktifler. Hipoksik kosullarda
jab-1, HIF-1(Hipoksi olusturan faktor 1) ile etkileserek hipoksik genleri regule
eder. S100A4 ve jab1, TPS3 ile etkileserek DNA'ya baglanmayi ve gen
transkripsiyonunu engeller(71)(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. S100’lerin etki mekanizmasi. . Ethan D. Emberley, Leigh C.
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Murphy, and Peter H. Watson. S100 proteins and their influence on pro-
survival pathways in cancer. Biochem. Cell. Biol. 2004;82:508-515" den

alinmistir.

Sonu¢ olarak yuksek seviyede S100A4 ekspresyonu cesitli kanser
turlerinde metastaz igin 6nemli faktor olup, kotu prognoz ile korele olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Metastatik aktivite transgenik farelerde S100A4’Un
asiri ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. S100A4°IU farelerde tumor
progresyonu ve metastaz gelisiminin suprese oldugu goézlenmistir. S100A4
ekspresyon geni beta-katenin sinyal yolagi ile regule edilir. Beta-katenin
S100A4 ekspresyonunu indukler. Bu kulture edilmis hucrelerin migrasyonunu
ve invazyonunu artirir(91).

KRK’ler ile ilgili, klinikle korele pek ¢cok molekuler arastirma yapiimakta
ve Ozellikle hastaligin seyrini belilemede tedavi ekibine yol gosterecek yeni
belirtecler aranmaktadir. KRK'in hangi tipinin hangi hastada nasil
seyredecegine dair elde edilecek yeni bilgiler tedavi alternatiflerinin dogru
secimi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesi bakimindan ¢ok 6nemlidir.
Bu calismada, GATA Genel Cerrahi Kliniginde Kolon kanserli hastalarda
S100A4 protein ekspresyonunun tumor progresyonu ve metastaz
karakteristikleri ile iligkili olup olmadigini ortaya koymak ve prognostik
dnemini gdézlemek amaclanmistir. invitro ve invivo invazyon ve metastazi
kolaylastiran S100A4 proteinin, kolon kanserinde klinik ve patolojik
Ozellikleriyle iliskisinin ortaya konulmasi ve bu 6zelligin bir prognostik kriter

olarak degeri arastiriimistir.
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ll- GEREG VE YONTEM

Planlama asamasinda galisma projesi hazirlanarak GATA yerel etik
kurulundan 05.03.2010 tarihli ve 1491-688-10/1539 sayili onay alind1.

Calisma 1995 ile 2008 yillari arasinda GATA Genel Cerrahi
Anabilim Dal’'nda tedavi edilen kolon kanserli hastalara ait parafin
bloklardan hazirlanan preparatlar ve kayith klinik veriler kullanilarak
yapimigtir.

Calisma kriterlerini  karsilayan hastalarin, GATA Patoloji AD
arsivindeki parafin bloklarindan hazirlanan preparatlarda asagida ayrintili
aciklanan yontemlerle S100A4 ekspresyonlari belirlenmis ayrica hastalara
ait klinik veriler retrospektif olarak toplanmis ve kolon kanseri klinik seyri

ile S100A4 ekspresyonu arasindaki iligki arastiriimistir.

3.1. Hasta Grubu ve Verilerin Toplanmasi

Calismaya, kabul kriterlerini karsilayan 67’si erkek, 44’0 kadin toplam
111 hasta dahil edildi. Hasta dosyalarindan ve hastane bilgi sisteminden
hastalara ait yas, cinsiyet, tumor lokalizasyonu, M evresi, ameliyat tipi,
mortalite ve sag kalim sdreleri retrospektif olarak c¢ikarildi. Patoloji
raporlarindan timor buydklaga, T evresi, N evresi, metastatik lenf nodu
yuzdesi, diferansiasyon derecesi, perivaskuler invazyon, perindral invazyon
ve evresi retrospektif olarak derlendi. Parafin bloklardan yeni preparatlar
hazirlanarak S100A4 immunhistokimya boyamasi yapildi ve boyama skoru
hesaplandi. Sag kalimin dederlendiriimesi i¢in tum hastalara veya yakinlarina

telefon ile ulasilarak hayatta olup olmadiklari belirlendi.

3.2. Calismaya Kabul Kriterleri

Yukarida belirtilen tarihlerde kolon kanseri nedeniyle GATA Genel
cerrahi kliniginde takip ve tedavi edilen hastalardan ¢alisma parametrelerini

kargilayacak Klinik  ve patolojik  verilerine ulasilabilenler ile
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immunhistokimyasal inceleme icin kullanilabilecek vyeterli parafin bloklari

mevcut olan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

3.3. Calisma Digi1 Birakilma Kiriterleri

Calisma icin belirlenen klinik ve patolojik verilerine ulasilamayan
hastalar, takipte kaybolan hastalar ve telefonla ulagilamayan hastalar
calisma digi birakildi. Ayrica teknik olarak immunhistokimya boyamasi
basarisiz olan hastalar da calisma disi birakildi. TNM evre
degerlendirmesinde homojenitenin  saglanmasi igin rektum yerlesimli
kanserler calismaya alinmadi. Ameliyat sonrasi 30 gun iginde cerrahiye bagli
komplikasyonlar sonucu 6lum veya hastaneye ilk kabulden sonra hastaneden
cikmadan 6lim, calisma disi birakilma kriteri olarak kabul edildi. Kolon disi
ikincil primer tumoru olan hastalar, senkron veya metakron tumorlerin varhgi
ile hastanin olimune neden olan belirgin yandas hastaliklarin varligi da

¢alismaya alinmama nedeni olarak degerlendirildi.

3.4. immiinohistokimya

Toplam 111 vakaya ait tamponlanmig nétral formalinde tespit edilmis,
parafinde bloklanmis dokulardan hazirlanan 4-6 mikrometre kalinhgindaki
kesitler pozitif sarjli lamlara (Menzel, superfrost plus slides) alindi ve 37°C’de
12 saat inkube edildi.

S100A4 ile boyanacak kesitler, ksilen ve yuksek konsantrasyonda alkol ile
deparafinize edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin
%3’lik hidrojen peroksit solisyonunda 10 dakika inkibe edildi. Ardindan
antijen geri kazanimi amaciyla sitrat tamponu icersinde PH 6.0’da 10 dakika
kaynatilip, oda isisinda 20 dakika sogutulmaya birakildi. UltraV blok protein
blokaj sollisyonu 2-3 damla damlatilarak, 3-5 dakika bekletildi. Bundan sonra
kesitlere 1/100 oraninda dilie edilmis tavsan S100A4 antikoru damlatilarak,
60 dakika oda isisinda inkube edildi(resim 3.1). Biotinylated Goat Anti-
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Polyvalent solusyonu yine kesitlerin Uzerine 2-3 damla damlatilarak, 20
dakika bekletildi. Basamaklar arasinda kesitler PBS yikama soltisyonunda 3-
5 dakika bekletildi. Streptavidin Peroksidas solisyonu da yine kesitlerin
uzerine 2-3 damla damlatilarak, 20 dakika bekletildi. DAB kromojeni ile 5-10
dakika inkube edilen kesitlere, hematoksilen ile counter stain yapildi (yaklasik
20 saniye). Kesitler alkolden gegirilerek (sekil 3.2), etlvde kurutuldu ve

ondan sonra entellan ile kapatildi.

Sekil 3.1. inkiibasyon sehpasi
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immiinhistokimya uygulanan tim kesitler, ki bagimsiz gézlemci
tarafindan c¢ift kor incelendi. DAP’In kahverengisi baz alinarak, S100A4 icin
sitoplazmik boyanma asagidaki boyama skorlama sistemi uygulanarak

degerlendirildi.

Pozitif kontrol olarak bir tonsil ve melanoma kesiti alindi. Negatif
kontrol icin primer antikorlarin yerine non-spesifik immun serum damlatilarak
geri kalan boyama islemlerine devam edildi immunhistokimya kesitlerin
degerlendiriimesinde S100A4’Un periferik sinirde godsterdigi boyama en
kuvvetli kabul edilerek, buna gére boyanma yogunlugu negatif(0), zayif(+1) ,
orta(+2) ve kuvvetli (+3) olarak belirlendi. Boyanan hucre ylzdesi %0-10 (1),
%10-25 (2), %25-50 (3) ve %50-100 (4) olarak belirlendi. Bu iki skor birbiriyle
carpildi. Skoru 0 olanlar 1(sekil 3.3) ,skoru 1-4 arasi olanlar 2(sekil 3.4a ve
sekil 3.4b), 5-8 arasi olanlar 3(sekil 3.5a ve sekil 3.5b), 9-12 olanlar 4(sekil
3.6a ve sekil 3.6b) olarak immunhistokimya boyama skoru (IHKBS) elde
edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Immunhistokimya boyama skorlamasi

Boyama yogunlugu Skor
Negatif 0
Zayf +1
Orta +2
kuvvetli +3
Boyanan hucre yuzdesi Skor
%0-10 1
%11-25 2
%26-50 3
%51-100 4
IHKBS Toplam skor(axb)
1 0

2 1-4

3 5-8
4 9-12
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Sekil 3.4a. IHKBS 2 olan timérde S100A4 ekspresyonu (x200 biiyiitme)
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Sekil 3.4b. IHKBS 2 olan tiimérde S100A4 ekspresyonu (x400 biiyiitme)

Sekil 3.5a. IHKBS 3 olan timérde S100A4 ekspresyonu (x200 biiyiitme)
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Sekil 3.6a. IHKBS 4 olan timérde S100A4 ekspresyonu (x200 biiyiitme)
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Sekil 3.6b. IHKBS 4 olan timérde S100A4 ekspresyonu (x400 biiyiitme)

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler
icin “SPSS 15.0 for Windows” paket programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlar icin %, ortalama + standart
sapma kullanildi. Vakalarin iHKBS’u yas, cinsiyet, timor lokalizyonu, timor
differensiasyonu, metastatik lenf nodu yuzdesi, perivaskiler invazyon,
perindral invazyon, tumor ¢api, T evresi, N evresi, M evresi, ameliyat tipi,
mortalite ve sag kalim sureleri ile karsilastirildi.

Niteliksel verilerin karsilastiriimasinda ise Ki kare Testi, Logrank Testi,
Tek Degiskenli Cox-regresyon Testi ve Cok Degiskenli Cox-regresyon Testi
kullanildi. P degerinin 0.05’den kuguk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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IV- BULGULAR

Calismada, 67’si erkek 44’G kadin olmak Uzere 111 hastadan elde
edilen veriler kullanilmistir. Cinsiyet ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-
square testi ile kargilagtirildi. Yapilan karsilastiriimalarda cinsiyet ile IHKBS

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. (P=0,519) (Tablo. 4.1)

Tablo.4.1. IHKBS ile cinsiyet iliskisi

IHKBS Erkek Kadin Toplam P degeri
1 8(%66,7) | 4(%33,3) 12

2 36(%57,1) | 27(%42,9) | 63

3 20(%69) 9(%31) 29 P=0,519
4 3(%42,9) | 4(%57,1) 7

Toplam 67(%60,4) | 44(%39,6) | 111

Hastalarin yas ortalamasi; 60,9 (21-90) olarak tespit edildi. Yas ile IHKBS
arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile karsilastirildi. Yapilan
kargilastirmada anlamli sonug elde edilmedi (P=0,551).

Hastalarin; 64’unde sag kolon yerlesimli, 28’'inde sol kolon yerlesimli,
9'unda sigmoid kolon yerlesimli ve 10°'unda multisentrik yerlesimli tumorler
mevcuttu. TUmor lokalizasyonu ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-
square testi ile karsilastirildi. Yapilan karsilastirmada anlamli sonug¢ elde
edilmedi (P=0,216).

Grade 1 (iyi diferansiye) tumoru olan 6, Grade 2 (orta derecede
diferansiye) tumoru olan 72 ve Grade 3 (az diferansiye) tumaord olan 33 hasta
mevcuttu. Timdr Grade'i ile IHKBS arasinda (P=0,751) (Tablo. 4.2) Pearson

Chi-square testi ile yapilan karsilastirmalarda anlamli sonug elde edilmedi.
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Tablo. 4.2. Timér grade’i ile IHKBS arasindaki iliski.

IHKBS Grade1 Grade2 Grade3 Toplam P degeri

1 1 7 4 12

2 5 41 17 63

3 0 19 10 29 P=0,751
4 0 5 2 7

Toplam | 6(%5,4) | 72(%64,) | 33(29,7) | 111

Metastatik lenf nodu sayisi ve metastatik lenf nodu ylizdesi ile IHKBS
arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile karsilastirildi. Metastatik lenf
nodu sayisi ve metastatik lenf nodu yiizdesi yiikseldikge IHKBS nun arttig
belirlendi. (P=0,001).

111 hastanin 27’sinde perivaskuler invazyon oldugu gozlendi. Preivaskuler
invazyon ile IHKBS Pearson Chi-square testi ile karsilastirildi. Perivaskiiler
invazyonu olan hastalarda, [HKBS'nun daha ylksek oldugdu
g6zlendi(P=0,022) (Tablo.4.3) (Sekil 4.1).

Tablo. 4.3. PVi(Perivaskiiler invazyon) ile IHKBS iligkisi

IHKBS PVi(-) PVi(+) P degeri
1 11 1 P=0,022
2 51 12

3 16 13

4 6 1

Toplam 84(%75.7) | 27(%24.3)
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Sekil 4.1. PVi(Perivaskiiler invazyon) ile IHKBS iligkisinin grafigi

Hastalarin 19’'unda perindral invazyon oldugu goézlendi. Perindral
invazyon ile IHKBS arasindaki iligki Pearson Chi-square testi ile
karsilastirildi. Perindral invazyonu olan hastalarda, iIHKBS’'nun yiiksek oldugu
g6zlendi(P=0,023) (Tablo.4.4) (Sekil4.2).

Tablo.4.4. PNi(Perindral invazyon) ve IHKBS iligkisi

IHKBS PNi(-) PNi(+) P degeri
1 12 0

2 55 8

3 19 10 P=0,023
4 6 1

Toplam 92(%82.9) | 19(%17.1)
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Sekil 4.2. PNi(Perinéral invazyon) ve IHKBS iliskisinin grafigi

Timoér capi ile IHKBS arasindaki iliski istatiksel olarak anlamli
bulunmadi(P=0,628).

Hastalarin 59’una sag hemikolektomi,14’ine transvers kolektomi, 20’sine
sol hemikolektomi, 9Quna anterior rezeksiyon, 10’'una total kolektomi
operasyonu uygulandi. IHKBS ile ameliyat tipi arasinda yapilan istatiksel
analizde herhangi bir anlam bulunmadi.

Hastalarin T evreleri degerlendirildiginde 1’i T1, 8'i T2, 11'i T3 ve 91 tanesi
T4 evresindeydi. T evresi ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square testi

ile karsilastirildi (P=0,030) (Tablo.4.5.)(Sekil 4.3)

Tablo.4.5. IHKBS ile T evresi arasindaki iligki

IHKBS T1 T> Ts Ta P degeri
1 1 3 2 6

2 0 3 5 55

3 0 2 4 23 P=0,030
4 0 0 0 7

Toplam 1(%0.9) | 8(%7.2) | 11(%9.9) |91(%82)
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Sekil 4.3. IHKBS ile T evresi arasindaki iligkinin grafigi

N evresinin degerlendiriimesinde ise NO 58 hasta, N1 24 hasta ve N2

29 hasta tespit edildi. N evresi ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square
testi ile karsilagtinidi (P<0,001) (Tablo.4.6.) (Sekil 4.4).

Tablo.4.6. IHKBS ile N Evresi arasindaki iligki

IHKBS No N; N P degeri
1 11 0 1

2 43 11 9

3 4 12 13 P<0,001
4 0 1 6

Toplam 58(%52.3) | 24(%21.6) | 29(%26.1)
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Sekil 4.4. IHKBS ile N Evresi arasindaki iliskinin grafigi

MO evresi olan 85 hasta ve M1 evresi olan 26 hasta mevcuttu. Yine M

evresi

ile IHKBS arasindaki

iligki

Pearson

Chi-square testi ile

karsilastirildi(P=0,001) (Tablo 4.7)(Sekil 4.5). Sonugta iIHKBS'un; T evresi, N

evresi ve M evresi arttikga yukseldigi gozlendi.

Tablo.4.7. IHKBS ile M evresi arasindaki iligki

IHKBS Mo M; P degeri
1 10 2

2 56 7

3 15 14 P=0,001
4 4 3

Toplam 85(%76.6) | 26(%23.4)(
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Sekil 4.5. [HKBS ile M evresi arasindaki iligkinin grafigi

TNM evrelemesine gore hastalarin 8’i Evre |, 49’u evre Il, 28'i evre lll
ve 26’si evre IV idi. Evre II'lerin 2’si Evre llIA, 42’si Evre 1IB idi. Evre Il
hastalarin 1 evre IlIA, 13’0 Evre IlIB ve 140 Evre lIIC idi. IHKBS ile evre
arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile karsilastirildi(p<0,001)(Tablo

4.8)(Sekil 4.6). Anlamli olarak tiimorlerin evreleri ilerledikce, IHKBS'lari
yuksek olarak bulundu.

Tablo 4.8. IHKBS ile Timor evresi arasindaki iligki

IHKBS Evre | Evre Il Evre lll Evre IV P degeri

1 4 6 0 2

2 3 40 13 7

3 1 3 11 14 P<0,001

4 0 0 4 3

Toplam 8(%7.2) 49(%44.1) | 28(%25.2) | 26(%23.5)
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Sekil 4.6. IHKBS ile timér evresi arasindaki iliskinin grafigi

Mortalite ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile
karsilagtirildi(P=0,025) (Tablo 4.9)(Sekil 4.7). IHBS yiikseldikge, mortalitenin
arttig1 goraldu.

Hastalarin ortalama takip siresi 44 ay(2-113 ay) idi. IHKBS ile 5 yillik
sagkalim arasindaki iliski Logrank testi ile degerlendirildi. IHKBS arttikca
sagkalim oranlarinin dustugunu gorulda(P=0,002)( tablo 4.10). Mortalite ile
IHKBS arasinda iliski Cox-regresyon testi ile degerlendirildi. IHKBS'lari 1 ile 2
olanlar arasinda 0,43-29,8 glven araliginda ORmortaiite 1,13 olarak hesaplandi
(P=0,809). iHKBS’lari 2 ile 3 olanlar arasinda, 1,20-8,98 giiven arali§inda
ORmortalite 3,29 olarak hesaplandi ve anlaml istatiksel sonug¢ elde
edildi(P=0,020). IHKBS’lari 3 ile 4 olanlar arasinda 0,22-6,11 gliven
araliginda ORnoraite 1,16 olarak hesaplandi (P=0,856). iIHKBS ile mortalite
arasinda skoru 1 ile 2 ve 3 ile 4 arasinda Cox-regresyon testiyle anlaml

sonuglar elde edilemedi.
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Tablo 4.9. iHKBS ile mortalite iligkisi

IHKBS sagkalim | exitus P degeri
1 7 5

2 40 23

3 9 20 P=0,025
4 5 2

Toplam | 61(%54.9) | 50(%45.1)
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Sekil 4.7. IHKBS ile mortalite iligkisinin grafigi

Tablo 4.10. iHKBS ile 5 yillik sag kalim oranlart iligkisi

m sagkalim
M exitus

IHKBS N 5 yilhk sagkalim | P degeri
oranlari
1 12 | %65,4
2 63 | %60,7
P=0,002
3 29 | %21,8
4 7 %57,1

41




V- TARTISMA

Toplumda gorulme sikhdr agisindan 6nemli yer tutan KRK’ler, kanserle
iligkili mortalite siralamasinda kadin ve erkeklerde doérduincu sirayi
almaktadir. DUnyada yilda 900 binden fazla yeni vaka bildiriimekte ve
yaklagik 500 bin kisi KRK nedeniyle kaybedilmektedir. KRK’lerin buyuk
¢ogunlugunun adenoma zemininden gelistigi kabul edilmektedir(92).

KRK’ler ile ilgili, klinikle korele pek ¢ok molekuler arastirma yapilmakta
ve Ozellikle hastaligin seyrini belilemede tedavi ekibine yol gosterecek yeni
belirtecler aranmaktadir. KRK’lerin hangi tipinin hangi hastada nasil
seyredecegine dair elde edilecek yeni bilgiler tedavi alternatiflerinin dogru
secimi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesi bakimindan ¢ok 6nemlidir.
Bu nedenle KRK'lerde kemoterapiden fayda gorecek hastalarin secimini
saglayacak yeni biyolojik ve genetik belirleyicilere ihtiyag vardir(92,93).

Ayni zamanda timor olugsum surecini en iyi yansitan KRK’ler bu sureg¢
icinde olusan genetik ve biyolojik degisikliklerin arastirimasina da uygun
ortam saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda KRK gelisiminde etkili olan myb,
c-myc, APC, K-Ras ve tumor supressor (p53 gibi) genlerinde gesitli genetik
degisiklikler yayinlanmigtir(94).

Kanserler, cesitli patolojik bozuklar icerir. Bunlar bozulmus Ca*?
hemoastasis ile iliskilidir. Ca*? baglayan protein olan S100 proteinleri spesifik
hicre ve dokularda eksprese olurlar. S100’ler, cesitli kanser turlerinde
downregule veya overeksprese olmaktadirlar. Gunumuzde S100

proteinlerinin karsinogenezisdeki roll tam olarak bilinmemektedir(88,95-98).

S100A4 proteini; S100 multigen protein ailesinin Uyesi olup mts-1,
metastatin, FSP-1,18A2, pEL98, p9Ka, CAPL veya calvaskulin olarak bilinir.
EF-el yapisinda olup, kalsiyum baglayan proteindir. Bu gen ailesi 1921
kromozomda kodlanmistir. Ca*? bagimli protein olan S100A4 hiicre iskelet
proteinleri (tropomiyozin, agir zincirli nonmuscle miyozin vd.) ile etkileserek

miyozin filamentinin depolarizasyonunu artirir. Bunu protein kinaz ve CK2
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enzimi ile miyozin fosforilasyonunu inhibe ederek yapar(86, 87, 99, 100).
Son zamanlarda S100A4’Gn liprinb1  ve S100A1 ile etkilestigi
gosterilmistir(101,102).  S100A4’GUn  degisik  sekillerde  homodimer,
heterodimer ve oligomer olan 3 formu vardir. Bu 3 form proteinin fleksible
yapisini yansitmaz fakat hucre dinamigi ve motilitesi ile yakindan
iliskilidir(103).

Yuksek seviyede S100A4 ekspresyonu cgesitli kanser turlerinde(108-
112) ve KRK’lerde(78,104-106) metastaz i¢in dnemli faktor olup kotu prognoz
ile korele olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Meme, Kkolorektal, mide,
medullablastoma, prostat ve mesane gibi gesitli kanser tiplerinde S100A4
ekspresyonu gosterilmistir (76-81). Bizim ¢alismamizda da kolon kanserinde
tumor hacrelerindeki S100A4 asiri ekspresyonu immunhistokimyasal boyama
ile ortaya konuldu. Literartirde, S100A4 asiri ekspresyonunu gdsteren
IHKBS'lari veya S100A4 pozitifligi degisik sekillerde hesaplanmistir. Bu
calismada, immunhistokimya boyama skorlari degerlendirilirken S100A4’Un
periferik sinirde gosterdigi boyama en kuvvetli kabul edilerek hesaplandi.
Buna gore boyanma yogunlugu, negatif(0), zayif(+1) , orta(+2) ve kuvvetli
(+3) olarak belirlendi. Boyanan hicre yluzdesi; %0-10 (1), %10-25 (2), %25-
50 (3) ve %50-100 (4) olarak belirlendi. Bu her iki skor birbiriyle ¢arpildi.
Skoru 0 olanlar 1,skoru 1-4 arasi olanlar 2, 5-8 arasi olanlar 3, 9-12 olanlar 4
olarak immunhistokimya boyama skoru(IHKBS) elde edildi (113). Yong-Gu
Cho ve arkadaslarinin yaptigi calismada boyanan hicre ylzdesinin, %30’dan
yuksek olmasi pozitif olarak kabul edilmigtir(114). Ok-Jae Lee ve
arkadaslarinin yaptigi skorlamada boyama yogunlugu ile boyanan hucre
yiizdesinin ¢arpimiyla elde edilen skor 0 olanlarin IHKBS 0, 1-2 arasi olanlar
1, 2-6 arasi olanlar 2, 5-12 olanlar 3 olarak kabul edilmistir (115).

Yapilan c¢alismalarda, S100A4 ekspresyonunun normal kolon
epitelinde de az da olsa gozlenebilecegi ortaya konmustur. Adenomlarda
%33 oraninda, adenokarsinomlarda %38 oraninda ve Kkaraciger
metastazlilarda %97 oraninda asiri ekspresyon olmaktadir. Bu gdzlemler,
calismalar arasinda farkl sonuglara neden olabilecek faktorlerden bir
tanesidir (116).
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Son zamanlarda yapilan cgesitli ¢calismalarda timér dokusuna yakin
saglam dokularda S100A4 seviyelerinin artigi goézlenmistir. Bu durum
Western blotting yontemi ve RT-PCR yontemi ile tumor dokusuyla ve hemen
komsu saglikh doku arasindaki S100A4 ekspresyon seviyeleri karsilastiriimig
(Komatsu et al, 2001) ve istatiksel anlam elde edilememistir. Fakat
immunhistokimya boyama ile yapilan kargilastirmalarda, tumor dokusuyla
saglikli komsu doku arasinda ekspresyonun ayirt edilmesi agisindan anlamli
farklar elde edilmistir (P=0.0016, Fisher exact test)(116).

ileri evre metastatik kolon kanserlerinde, metastatik olmayanlara gére
daha fazla S100A4 mRNA ekspesyonu oldugu gosterilmistir (91). Yine
transgenik ratlarda asiri eksprese olan S100A4’Un metastatik aktivitesi
gosterilmigtir. Bircok hayvan modelinde yapilan c¢alismalarda, tamor
gelisimine etkisi olmayan S100A4’GUn metastaz gelisimini sagladigi
bildirilmistir(82, 117). Asiri S100A4 ekspresyonunun, kétl prognoz ve diusuk
sagkalim ile korele oldugu ortaya konmustur(118). KRK'de S100A4
ekspresyonunun olmasi; tumor progresyonunu arttirip, karacigerde metastaz
gelismesine neden olur(83, 119, 120). immunohistokimyasal tekniklerle
degerlendirilien S100A4’Gn asiri ekspresyonunun dusuk sagkalim suresi ile
korele oldugu gosterilmistir(121). Metastatik olmayan kolon kanserli
hastalarda yapilmis c¢alismada, S100A4 ekspresyonu gdsteren hastalarin
takiplerinde daha ¢ok metastaz ortaya ¢iktigi gézlenmistir(91).

Barret 6zafaljit zemininde gelisen adenokarsinomlar lzerinde yapilan
calismada, S100A4 ekspresyonunun kuvvetli oldugu gésterilmistir. istatiksel
olarak lenf nodu tutulumu ile S100A4 ekspresyonu arasinda kuvvetli bir iligki
oldugu, farkh histolojik alt tipler karsilastirildiinda daha kotl prognoza sahip
olduklari gosterilmistir(122)

Degisik klinik c¢alismalarda, c¢esitli kanser tarlerinde S100A4
ekspresyonu ile kotu prognostik faktorler arasinda karsilastirmalar yapilmis
ve anlamh sonuglar bulunmustur(122-129).

KRK’lerde lenf nodu tutulumu ile S100A4 asiri ekspresyonu arasinda

korelasyon gosterilmistir(128).
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Erken evre meme kanserinde S100A4 ekspresyonu potansiyel
metastaz belirteci ve sagkalim belirteci olarak gosterilmistir(129).

S100A4’Un intraselliler ve ekstraselller fonksiyonlari bulunmaktadir.
intraselller S100A4 vital hiicre fonksiyonlari olan motilite, invazyon, hiicre
bdlinmesi ve hlicre yasam suresini etkiler. Ayni zamanda, tiumér hicresinde
S100A4 hicre motilitesi ve invazyon vyetenedini arttirarak metastaz
kabiliyetini arttirdig1 gosterilmistir(85,88).

S100A4 P53’Un kuvvetli bir inhibitéradar. S100A4 ekspresyonu ve kotu
prognoz arasindaki iliskiye ragmen S100A4’Gn bunu nasil yaptigi ve
mekanizmasinin ne oldugu hala tam olarak bilinmemektedir ve arastirma
konusudur(130).

immunhistokimya boyama sirasinda yalnizca timér hicreleri
boyanmaz. Bunun yaninda parankimal doku, reaktif fibroblast-like hlcreler,
sinir hucreleri, lenfositler ve kan damarlari da azalmis oranlarda
boyanmaktadirlar. Tumor hucrelerinin boyanmasi, boyamanin etkinligini
goOsterir.  S100A4°GUn  heterojen boyanma paterni, antijenin antikora
baglanamamasi nedeniyle bir takim yanlis sonuglar dogurabilir. Bunlar
boyama esnasindaki hatalar nedeniyle karsimiza ¢ikmaktadir (131).

Rodent modellerde metastazlara yol agtigi gosteriimis olan
S100A4’Un, bir grup meme kanserli hastada kotu prognozla birlikteliginin
goOsteriimesi  bircok metastatik kanserde ispatlanmayi bekleyen bir
konudur(132).

Bu calismadaki amag; degisik evredeki Kolon kanserli olgularda
S100A4 ekspresyon durumlarinin hastalarin cinsiyetleri, tani anindaki yaslari,
tumor lokalizasyonlari, ameliyat tipi, timor ¢api, histolojik diferansiyasyonlari,
metastatik lenf nodu ylzdesi, T evresi, N evresi M evresi, vaskller invazyon,
perindral invazyon, sag kalim ve mortalite ile iligkilerini degerlendirmektir.

Bu c¢alismada; badimsiz bir prognostik faktor olup olmamasi
agisindan S100A4 ekspresyonu, c¢esitli parametreler ile tek tek
karsilastiriimistir. immunohistokimya boyamayla degerlendirilen S100A4 asiri

ekspresyonu ile hasta cinsiyeti, hasta yasi, tumor lokalizyonu, ameliyat tipi ve
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tumor ¢api arasinda yapilan karsilastiriimalarda anlaml bir istatiksel fark elde
edilmedi. S100A4’Un bu parametrelerden bagimsiz oldugu goérulda.

Bu calismada tiimér grade’i ile IHKBS arasinda (P=0,751) Pearson
Chi-square testi ile yapilan karsilastirmalarda anlamli sonu¢ saptanmadi.
Bunun, calismaya danhil edilen grade 3 hastalarin sayilarindaki yetersizlik ve
boyama skorlarina gore grade dagilimlarinin homojen olmamasina bagl
oldugu dusunuldu.

Metastatik lenf nodu yiizdesi ile IHKBS arasindaki iligki Pearson Chi-
square testi ile karsilastirildi. Metastatik lenf nodu sayisi ve metastatik lenf
nodu yiizdesi yikseldikce IHKBS’'nun arttigi belirlendi. (P=0,001). Boyama
skorlarindaki artis ile metastatik lenf nodu yuzdesinin yukselmesi diger
literartUr bilgilerine paralel olarak S100A4’Un invazyon ve metastazda etkin
oldugunu gdstermisgtir.

Perivaskiiler invazyon ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square
testi ile karsilastirildi. Perivaskiiler invazyonu olan hastalarda iIHKBS nun
daha vylksek oldugu (P=0,022) izlendi. Perindral invazyon ile IHKBS
arasindaki ve hastalik evresi arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile
karsilastirildi. Perindral invazyonu olan hastalarda iIHKBS’nun yiiksek oldugu
(P=0,023) izlendi. Perindral ve perivaskuler invazyonlarin kotu prognostik
faktor olduklar disundldugunde; bu vakalarda S100A4’Gn asiri eksprese
olmasi yine S100A4’nln invazyon ve metastaz agisindan 6énemli bir faktor
oldugunu ve prognostik degerinin oldugunu ortaya koymustur.

T, N ve M evreleri ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square testi
ile karsilastirildi Her Ugu de istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sonugta T
evresi, N evresi ve M evresinin yiiksek oldugu olgularda IHKBS nunda
yuksek oldugu gozlendi. Tumor baglatici etkisinden ziyade tiumaorin invazyon
ve metastaz kabiliyetini gosteren S100A4 asiri ekspresyonu T, N ve M
evreleri ilerledikge olmasi sasirtici degildir. Evreyi belirleyen bu parametreler
ile S100A4’Gn yakin iliskisi prognostik agidan anlam tagsimaktadir.

IHKBS ile patolojik evre arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile
kargilastinldi  (p<0,001). Anlamh olarak tumorlerin evreleri ilerledikge,

IHKBS'lari yiiksek olarak bulundu. Prognostik deger olarak en énemli faktdr
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oldugu bilinen timoér evresi ilerledikge, S100A4 ekspresyonun kuvvetlenmesi
en onemli bulgu olmustur. Evreye gore tedavinin planlandigi dusunaldagunde
erken evrede asiri ekpresyonunun belirlenmesi, bekli de ileride kisiye 6zel
tedavi endikasyonlarinin olabilecegini dusundurebilir.

Mortalite ile IHKBS arasindaki iliski Pearson Chi-square testi ile
karsilastirildi(P=0,025). IHKBS yiikseldikge mortalitenin arttigi gérildi.
IHKBS ile 5 yillik sagkalim arasindaki iliski Logrank testi ile degerlendirildi.
IHKBS arttikga sagkalim oranlarinin distigu gorildi(P=0,002).

ileri evrelerde; lenf nodu tutulumu ve metastazlarin oldugu
dusunuldugunde kotu prognoz olmasini beklemek surpriz degildir. Bu
hastalarda S100A4 asiri ekspresyonu olmasi ise anlamlidir. S100A4 agiri
ekspresyonu olan hastalarda invazyon ve metastaz yetenegi artmig bir timor
s6z konusu ise bu hastalarda lenf nodu tutulumu, perivaskiler invazyon,
perindral invazyon ve metastaz gibi kotu prognostik faktorlerin birlikte
olabilecegi dusunulur. Erken evrede vyakalanmig hastalarda, S100A4
ekspresyonunun gosterilmesi (tUmordn ileride agresivite kazanacaginin
gbstergesi olarak disunildiginde) olduk¢a énemlidir. ileride bu konuya
yonelik yapilacak galismalarda, beklide tedavi stratejilerimizi degistirecek ve
kisiye Ozel tedavi protokollarinin uygulanmasini gerektirecek sonuglar elde
edilebilir.

Bizim yaptigimiz calismada prognoza etki eden temel faktorlerle
S100A4 asiri ekspresyonu karsilastirilmigtir. Timor diferansiasyonu haric
diger tum parametreler ile arasinda anlamli sonuglar elde edilmistir.

Bu calismada S100A4, timor agresivitesini artiran bir faktor olarak
bulunmustur. Fakat S100A4 tek basina kotlu prognostik faktor olarak
karsimiza ¢ikmamigtir. Bunun nedenleri olarak; ¢alisilan hasta sayisindaki
yetersizlik ve evrelere gore hasta dagiliminin homojen olmamasi gibi
faktorler sayilabilir.

Hemandas ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma da bizim yaptigimiz
calismayla paralellik  gostermistir.  Yaptiklari calismada S100A4
ekspresyonunu tek basina bagimsiz bir prognostik faktor olarak ortaya

koyamamiglar ve bunun nedeni olarak c¢alismaya dahil ettikleri hasta
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sayilarinin az olmasini gostermiglerdir. Ayrica evre |ll olan hastalarda en az
12 lenf nodu eksize edilmesinin gerektigini vurgulamiglar.15’den fazla lenf
nodu cikarilmasinin metastaz saptama insidansi %85, 15’den az ¢ikmasi
halinde %22 oldugu dusunulduginde; her vakada standart olarak en az 12
lenf nodunun ¢ikmig olmasi evreyi etkileyecedi gibi tedaviyi de etkileyecek bir
faktordur. Yaptiklari calismada 4 lenf nodu ve ustl tutulan S100A4 pozitif
olan hastalarda 5 yillik sagkalimi 57 ay olarak bulmuglar. S100A4 negatif
olan hastalarda ise bu 74 ay olarak bulunmus (P=0,0052). S100A4’Un
prognoz agisindan yararli bir parametre oldugunu goésterebilmek icin, her
vakada c¢ikarilan lenf nodu sayisinin standardize edilmesinin gerekliligi
vurgulanmistir. Cunku her vakada c¢ikan lenf nodu sayilari arasinda
farkliliklarin olmasi, S100A4°Gn prognoz uzerine etkisinde degisik ve yanlis
sonugclar ortaya cikarabilir. Saglikli sonuglar i¢in daha fazla sayida hasta ve
zaman gerekmektedir. Biz de calismamizda, ideal olarak kag¢ lenf nodu
cikariimasi gerektiginden ziyade metastatik lenf nodu sayisi ve yuzdesinin
S100A4 ile olan iligkisini gostermeye ¢aligtik(133).

Yaptigimiz calismada evre dahil diger tim parametreler ile korele olan
S100A4’Gn ekspresyon derecesinin belirlenmesi kanimizca oldukca
onemlidir. Ozellikle lenf nodu tutulumu ile birlikte olmasi timorin
agresivitesini gostermesi agisindan degerlidir. Prognostik faktor olarak
disundldigiunde erken evrelerde S100A4 ekspresyonuna rastlanmasi belki
de ileride tedavi yaklasimini degistirecektir. Bunun icin daha fazla sayida

hastayla, daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.
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VI- SONUG VE ONERILER

Bu calismada; GATA Genel Cerrahi Kilinigi'nde, kolon kanserli
hastalarda bloklanmis rezeksiyon materyallerinden alinan kesitlerde S100A4
ekspresyonunun klinik ve patolojik 6nemi ortaya konmaya caligiimistir.

Cesitli kanserle asiri ekspresyon gosterilen S100A4 proteini invazyon
ve metastaz belirteci olarak da bilinmektedir. Degisik kanser tiplerindeki
ekspresyonu kotu prognozla karakterizedir.

Bizim calismamizda, Kolon kanserinde S100A4 ekspresyonu tumor
evresi ve lenf nodu tutulumu gibi timor progresyonu ve agresivitesini artiran
bir parametre olarak degerlendirildi. ileri evrelerde ve metastaz gelisen
hastalarda S100A4 ekspresyonunun arttigi istatiksel olarak gosterildi.

Mekanizmasi tam olarak bilinmeyen, metastaz ve invazyonu artiran bu
proteinin erken evrelerde ekspresyonunun gosterilmesi ileride olusacak nuks
ve metastazlarin onlenmesini saglayabilir. Hatta bu hastalara 6zel tedavi
protokollari gelistirilebilir. Bunun igin daha genis serilerde yapilacak

¢alismalara ihtiyag vardir.
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