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OZET

Kolorektal Kanserli Hastalarda Interlgkin-6, Interlikin-18 Gen Polimorfizmlerinin
ve Plazma Diizeylerinin Arastiriimasi

Diinyada goriilme sikhig1 giderek artan kolorektal kanser (KRK), 6zellikle gelismis
toplumlarda goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Kansere bagh 6liim siralamasinda
erkeklerde akciger ve prostat kanserinden, kadinlarda akciger ve meme
kanserinden sonra iiciincii sirada yer almaktadir. KRK Kkarsinogenezisinin
anlagilmas1 icin tiimor gelisimi sirasinda olusan molekiiler degisikliklerin
arastirillmas1 gerekmektedir. Kolon kanserlerinin bazi alt tiplerinde bagisikhik
sisteminin baslatici etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgilerden hareketle Tiirk
populasyonu icin Mersin oOrnekleminde interlokin-6 ve interlokin-18 gen
polimorfizmlerinin KRK’ye yakalanma riskine olas1 etkisinin belirlenmesi ve
kanda Kki diizeylerinin hastalhikla iliskisi temel hipotezimizi olusturmustur.
Cahsmamiz Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde KRK tamis1 konmus
yas ortalamasi 56,96 olan 96 kolorektal kanserli birey ve yas ortalamasi 52,56 olan
96 saghkh birey (kontrol grubu) olmak iizere toplam 192 kisiden olusturulmustur.
Kontrol ve hasta grubundaki bireylerden aliman kan orneklerinden DNA
izolasyonu yapilmis ve genotipler Real-Time PCR yontemi kullanilarak
belirlenmis ve plazma diizeyleri ELISA kit yontemiyle saptanmustir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda: IL-6 G>C polimorfizmine ait G ve C
allelleri ve GG, GC ve CC genotip oranlari ile kolon kanseri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iliski oldugu belirlenmistir. Aym sekilde IL-18 C>A
polimorfizmine ait C ve A allelleri ve CC, CA ve AA genotip oranlar ile kolon
kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski oldugu belirlenmistir.
Yapilan plazma oél¢iimlerinde ise IL-6 degerleri bakimindan hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark vardir. (p<0,001) Hasta
bireylerde IL-6 degerleri anlamh sekilde yiiksektir. IL-18 degerleri bakimindan
hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktur
(p=0,966).

Anahtar Kelimeler: Interlokin-6, Interlokin-18, Plazma Diizeyi, Polimorfizm,
Kolorektal Kanser.
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ABSTRACT

The Investigation of Interleukin-6,Interleukin 18 Gene Polymorphisms and Their
Plasma Levels in Patiens with Colorectal Cancer

The prevalance of colorectal cancer is increasing in the world. Especially in the
development countries, the colorectal cancer which is the second most common
type of cancer in the world, in the death cases due to cancer it is the third common
type of cancer after prostate and lung cancers in men and lung and breast cancers
in women. To find out Colorectal cancer carsinogenesis it is necessary to study
molecular changes in tumor development. In some subtypes of colon cancers it is
thought that immun system has a initiator effect. For this reason, in this study, the
association between Interleukin-6 and Interleukin 18 gene polymorphism and their
levels in blood and colorectal cancer were aimedin Mersin in Turkish population.
Our study’s sample volume is including the average age 56,96 of 96 individuals
have taken colorectal cancer diagnosis as patient group and 96 healty individuals
with the average age is 52,56 for a total of about 192 people at Mersin University
Medical Faculty. The molecular analysis of the blood samples which have taken
from both experimental and healty group, was performed by using Real-Time
PCR method and plasma levels were analysis by using ELISA kits. As a result
from sytatistical findings; there was an association with IL-6 G>C gene
polymorphism, G and C allels and GG, GC, CC genotypes and colon cancer.
Similarly, there was an association with IL-18 C>A gene polymorphism and colon
cancer. In plasma measurement, for IL-6 levels there was a meaningful difference
between patient and healty group (p<0,001). In experimental group, IL-6 levels
was higher. For IL-18, there was not a meaningful differance between patient and
healty group (p=0,966)

Key words: Interleukin-6, Interleukin-18, Plasma levels, Polymorphism, Colorectal
cancer.
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1. GIRIS

Kolorektal kanserler (KRK) diinya ¢apinda en sik goriilen tiglincii kanser tiirii
olup, bat1 iilkelerinde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir
ve sikligr giderek artmaktadir. KRK’ lerin nedeni bilinmesine ragmen basta diyet
olmak lizere yasam tarzi ve fiziksel aktivitenin % 30-50 oraninda KRK insidansini
arttirdigr distinilmektedir (1). KRK” ler ABD* de kanserden oliim oraninda ikinci
sirada yer alir. 2009 yilinda 147,000 yeni tan1 konmus ve hastalikla iliskili 50,000 6lim
oldugu rapor edilmistir (2). Tiim gastrointestinal kanser 6liimlerinin yarisindan fazlasini
temsil eder. Kanserin cerrahi tedavisindeki gelismelere ragmen KRK o&liimciil bir
hastalik olmaya devam etmektedir (3). Tiim kanserler igerisinde KRK goriilme orani
erkeklerde % 4, kadinlarda ise % 3,7 olarak belirlenmistir (4). Aile dykiisii, olumsuz
sosyo-ekonomik kosullar, sigara-alkol tiiketimi, obezite, fiziksel hareketsizlik, pisirme

teknikleri KRK ile iligkili bulunmustur (5).

Gelismis tarama yontemleri erken taniya katki saglamakla beraber etkili tedavi
yontemlerinin uygulanmasi hayatta kalmada agisindan 6nem tasimaktadir. Timoriin
barsakta goriilme zamani erken teshiste olduk¢a dnemlidir erken teshis edilen tiimdrler
genellikle tedavi edilebilir ve cerrahi miidahale en iyi tedavi yontemi olarak bilinir (6).
KRK kanserler tedavi edilebilir olmalarina ragmen hastalarin yaklasik % 50’ si metastaz

nedeniyle 6lmektedir (6).

Sporadik kolorektal kanser riski ile spesifik gen polimorfizmleri arasindaki iligki
iilkemizde bircok arastirmanin konusu olmus, molekiiler risk faktorleri belirlenmeye
calistlmistir (7). Bu c¢alismalarla prognozun ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar anlasilmaya baslamistir. Tiirkiye’deki sporadik kolorektal kanser riski ile
iligkili genetik polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in daha biiyiik ¢alisma gruplarini igeren

¢ok merkezli aragtirmalara ihtiyag vardir (7).



Kolon kanserlerinin bazi alt tiplerinde bagisiklik sisteminin baslatict etkisi
oldugu disiiniilmektedir. Daha 6nemli bir yaklasim ise kolon kanseri biyolojisinin
degerlendirilmesinde dolasimdaki sitokin ve sitokin reseptorlerinin diizeyi kanser

hastalarinda tan1 ve prognostik amagla biomarker olarak kullanilabilecegidir (10).

Kolon kanserlerinde, onemli bir sitokin interlokin-6 (IL-6) ve pleotropik
ozellikleridir. IL-6 aktive olmus tiimor hiicreleri, makrofaj ve monositten salgilandiktan
sonra hedef hiicrelere hareket edebilmektedir. IL-6, ilk olarak membrana bagh IL-6
reseptOriine baglanir. Bu reseptor; hepatositlerde, notrofillerde, monosit, makrofajlarda
ve bazi lenfositlerde eksprese olur. Interlokin-6, kolon kanseri iizerinde Onemli bir
etkiye sahiptir. IL-6’nin in vitro doz-bagimli bir yontemle; insan kolon karsinomu
hiicrelerinde koloni olusumunu arttirdigi goriildiigiinden kanser biiylimesini baslattigi
saptanmistir (10). Esas olarak vaskiiler endotelyal hiicreler, mononiikleer fagositler,
fibroblastlar, aktive T lenfositler ile mesane ve serviks tiimorlerinden salinir. Etkisini
ozellikle B lenfositler ve hepatositler iizerinde gosterir. B lenfositlerin antikor {ireten
hiicrelere farklilasmasini saglarken; hepatositlerden C-reaktif protein (CRP), mannoz
baglayan lektin (MBL) ve kompleman komponentleri gibi akut faz reaktanlarinin
salimimina neden olur. Boylece inflamatuar cevabin ortaya ¢ikmasini ve gelismesini
saglar. T lenfosit ve timositler iizerine etkilidir. Diger sitokinlerle beraber kemik
iligindeki hematopoietik kok hiicrelerin gelisimini uyarir. IL-1 ile beraber T-helper
hiicreleri aktive eder (11). Ayrica kendi anjiogenik potansiyelinden dolayi, sekonder

tiimdr olusumunu baglatmaktadir (10).

Interlokin-6 geni, 7. kromozomun kisa kolunda, 7p14-7p21 arasinda lokalize
olmustur (12). Olgun IL-6 molekiilii 26 kDa agirliginda bir proteindir (11). IL-6‘nin
rs1800795 polimorfizmi en ¢ok calisilan polimorfizmlerden biridir. Bu polimorfizmin
GG genotipini tasiyanlarda IL-6‘nin trankripsiyon diizeyi artar, CC fenotipini

tastyanlarda ise kolorektal kanser riskini arttirdig: diistiniilmektedir (13).

Interldkin-18; inflamasyon, anjiogenez ve kanserle iliskili faktdrlerden biridir.
Interferon-A indiikleyici faktor olarakta bilinen IL-18, proinflamatuar sitokinlerin 1L-1
siiperailesinin bir iiyesidir. Ozofagal, gastrik, ovaryum, kolon, deri, hepatoseliiler ve

miyeloid 16semi hiicrelerinde, bas ve boyun kanserlerinde; IL-18 seviyesinin arttigi
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rapor edilmistir (10). Yapisal olarak IL-1 ile homolog bir sitokindir. Oncelikle 24
kDa’luk bir prekiirsor seklinde salgilanir. Enzimatik bir reaksiyonla (IL-1B doniistiiriicii
enzim veya kaspaz-1) aktif formu olan 18 kDa’luk olgun forma doniistir. IL-1 ile benzer
Toll benzeri reseptorleri ( Toll like receptor) olmasina ragmen, IL-1’den oldukga farkli
fonksiyonlart vardir. 1L-18 Kupffer hiicreleri ve aktive makrofajlardan, lipopolisakkarit
ve diger mikrobiyal {iriinlere yanit olarak sentezlenir. NK ( naturel killer) ve T
hiicrelerinden IFN-gama (interferon gama) tiretimini stimule eder ve IL-12 ile bu
nedenle sinerjistik etki gosterir. Anti CD40 ve IL-4 ile uyarilmis B hiicrelerinden IFN-
gama tiretimini stimule eder ve otokrin bir sekilde IgE yapimini inhibe eder. NK ve T
hiicrelerinin maturasyonunu, sitokin {iretimini ve sitotoksisitesini artirir (14). IL-18 ‘in
promotor bolgesinde bulunan rs1946518 polimorfizmi kanser ve ilerlemis hastaliklarda
marker olarak kullanilan énemli polimorfizmlerden biridir (15). Promotor bélgedeki bu
polimorfizmin, promotdriin ¢alismasint degistirdigi ve trankripsiyonu arttirdig1

belirlenmistir (16).

Bu c¢alismanin amaci kolorektal kanserli hastalarda, inzerlokin-6 geninin
promotor bolgesindeki — 174 pozisyonundaki (G>C) polimorfizmi ile interiokin-18
geninin promotor bolgesindeki -607 pozisyonundaki (C>A) gen polimorfizminin ve
plazma diizeylerinin kolorektal kanserle ile iliskili olup olmadiginin arastirilmasidir.
Kolorektal kanser hastalarina, erken tami konuldugunda ve etkili cerrahi tedavi
uygulandiginda hastalik ortadan kaldirilmakta, tan1 konulmasinin geciktigi durumlarda
tedavi sans1 bulunmamaktadir. Kolon kanserinde daha etkili koruma yontemlerinin
gelistirilmesi, erken tespit edilmesi ve tedavisi i¢in, c¢evresel ve endojen faktorlerin

daha 1yi anlagilmasi1 gerekmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda Tiirk toplumunda kolorektal kanserli hastalarda,
interlokin-6 ve interlokin-18 gen polimorfizmleri ve plazma diizeyleri arasinda iliski

olup olmadigi ile ilgili ¢aligmalara heniiz rastlanmamastir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kalin Barsak Hakkinda Genel Bilgi

Kalin barsak ileumun son kismindan aniise kadar uzanir ve ortalama 1.5 m
uzunlugundadir (17). Bu uzunluk gastrointestinal sistem uzunlugunun yaklasik olarak
beste birini teskil eder. Terminal ileum ileogekal valvde posteromedial sinirda ¢ekuma
eklenir. Cekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan
olusmaktadir (18). Rektum proksimal ve distal sinirlari tartisilabilir olmakla beraber 12—
15 ¢cm uzunluga sahip olarak kabul edilir. Gastrointestinal sistemin son pargasi olan
rektum aniisle son bulur. Kolon ve rektum birbirlerine ¢ok yakin olmalarindan dolayi iki

organin kanserleri kolorektal kanser terimi altinda birlikte tartigilir (19).

Kalin barsagin fizyolojik gorevleri; mikroflora metabolizmasi1 ile alinan
gidalarin yikilmasi, su ve elektrolitlerin emilmesi, semisolid maddelerin depolanmasi,
mikrofloral metabolizma ile alinan materyallerin yikilmas: ve fegesin rektum ve aniise

dogru ilerletilmesi olarak bilinir (20).
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Sekil 2.1 Kalin Barsagin Baglica Boliimleri

2.1.1 Cekum

Uzunlugu 4-8 cm, ¢ap1 yaklasik 7-8 cm olmakla birlikte, kolonun en genis kismint
olusturmaktadir. Kolonun ¢ap1 sigmoid kolona dogru giderek kiigiiliir. Cekum tiimorleri
belirti vermeden biiyiik boyutlara ulasir, sigmoid tiimorler daha kiigiik boyutlarda belirti

Verir.

2.1.2 Cikan Kolon

Cekumdan baglar, karacigerin alt yliziinde hepatik fleksuray1 yapar. Uzunlugu 15-
20 cm olan bu boliim retroperitoneal yerlesimlidir.
2.1.3 Transvers Kolon

Ortalama 30-60 cm uzunlugunda olmakla birliktei hepatik fleksura ile splenik
fleksura arasinda uzanir. Transvers kolon peritonize olup uzun bir mezoya sahiptir.
2.1.4 inen Kolon

Splenik fleksuradan sigmoid kolona kadar uzanir. Uzunlugu 25- 30 cm olup

retroperitoneal yerlesimlidir.



2.1.5 Sigmoid Kolon

Inen kolonun bitim yeri olan krista iliaka hizasinda baslar, rektumla sonlanr.
Kolon ¢apinin en dar yeri olup yaklasik uzunlugu 40 cm kadardir. Alt ve {ist kenarlari
sabit orta kism1 hareketlidir ve sigmoid kolon volvulusun en sik goriildiigii yerdir.
2.1.6 Rektum

Yaklasik uzunlugu 12-15 cm olan rektum, sigmoid kolon ile baslar anal kanal ile
sonlanir. Rektumun {ist ticte birlik boliimii, 6n ve yan yiizeyleri peritonla ortiiliidiir. Orta
ticte birlik boliimiinlin sadece 6n ylizii periton tarafindan cevrilir ve alt iigte birlik

boliimii peritoneal izdiisiimiin altindadir (18).

2.2 Kolorektal Kanserler

Kolorektal kanserler (KRK) diinya ¢apinda en sik goriilen {igiincii kanser tiirii olup,
bat1 iilkelerinde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve
siklig1 giderek artmaktadir. KRK’ lerin nedeni bilinmesine ragmen basta diyet olmak
lizere yasam tarzi ve fiziksel aktivitenin % 30-50 oraninda KRK insidansini arttirdigi
disiiniilmektedir (1). KRK’ ler ABD* de kanserden 6liim oraninda ikinci sirada yer alir.
2009 yilinda 147,000 yeni tan1 konmus ve hastalikla iliskili 50,000 6liim oldugu rapor
edilmistir (2). Tiim gastrointestinal kanser liimlerinin yarisindan fazlasini temsil eder.
Kanserin cerrahi tedavisindeki gelismelere ragmen KRK 6liimciil bir hastalik olmaya
devam etmektedir (3). Tiim kanserler igerisinde KRK goriilme orani erkeklerde % 4,
kadinlarda ise % 3,7 olarak belirlenmistir (4). Aile dykiisii, olumsuz sosyo-ekonomik
kosullar, sigara-alkol tliketimi, obezite, fiziksel hareketsizlik, pisirme teknikleri KRK ile
iligkili bulunmustur (5).

Gelismis tarama yontemleri erken taniya katki saglamakla beraber etkili tedavi
yontemlerinin uygulanmasi hayatta kalmada agisindan 6nem tasimaktadir. Tiimoriin
barsakta goriilme zamani erken teshiste olduk¢a dnemlidir erken teshis edilen tiimdrler
genellikle tedavi edilebilir ve cerrahi miidahale en 1yi tedavi yontemi olarak bilinir (6).
KRK kanserler cerrahi miidahale ve diger tedavi yontemleriyle tedavi edilebilmelerine

ragmen hastalarin yaklasik % 50’ si uzak metastaz nedeniyle dlmektedir (21).



Sporadik kolorektal kanser riski ile spesifik gen polimorfizmleri arasindaki iligki
tilkemizde bircok arastirmanin konusu olmus, molekiiler risk faktorleri belirlenmeye
calistlmistir (7). Bu c¢alismalarla prognozun ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar anlasilmaya baslamistir. Tiirkiye’deki sporadik kolorektal kanser riski ile
iliskili genetik polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in daha biiyiik ¢alisma gruplarini igeren

¢ok merkezli aragtirmalara ihtiyag vardir (7).

Yapilan c¢alismalar c¢esitli cografik bolgelerde farkli bes yillik sagkalim
oranlarini bildirmektedir. ABD' de % 61, Avrupa’da % 41, Hindistan'da % 42, Cin'de %
32-38 ve en diisiik oranlar % 30 ile Dogu Avrupa iilkelerinden bildirilmektedir (22).
KRK insidansi, geligsmis tiilkelerde gelismekte olan iilkelere oranla daha yiiksek
bulunmustur. Kolorektal kanser vakalarinin {i¢te birinden az1 gelismekte olan iilkelerde
ortaya ¢ikmaktadir. Insidanslardaki keskin artis Dogu Avrupa ve Japonya'da
goriilmektedir. Ulkeler arasindaki bu cografik farkliliklar temel olarak genetik yatkinlik
basta olmak iizere diyet ve cevresel faktorlere baglanmaktadir (23). Hastaligin
etiyolojisi hakkindaki bilgiler son 30 yil igerisinde 6grenilmistir (24). Ulkemizde
saglikli istatistikler bulunmamakla birlikte Saglik Bakanligi verilerine gore tiim

kolorektal kanserler 4. sirada yer almaktadir (25).

2.3 Kolorektal Kanserde Etiyolojik Faktorler

Kalin barsakta, karsinomlar genel olarak displazik adenomatdz poliplerden
gelismekte olup, sag kolon yerlesimli olanlar, sol kolon yerlesimli olanlara oranla daha
fazla goriilmektedir (26). KRK’larin meydana gelmesinde genetik faktorler bagta olmak
tizere; c¢evresel faktorlerinde etkili oldugu bilinmektedir. Sporadik olarak gelisen
kolorektal kanser sendromlart genetik faktorlerin KRK gelisiminde o6nemli rol
oynadigini gostermistir (27).

Kolorektal kanser etyolojisinde ¢ok sayida faktdriin rol oynayabilecegi
diisiiniilmekle beraber kesin neden bilinmemektedir; genetik, deneysel ve
epidemiyolojik caligmalar hastaligin genetik ve g¢evresel faktorlerin biraraya gelmesi

sonucu ortaya ¢iktigini gostermektedir (28,29).



2.4 Genetik Faktorler

Kolorektal kanserlerin yaklagik olarak % 25’1, birinci derece akrabalarinda
kolorektal kanser Oykiisii olan kisilerde goriilmektedir. Spesifik olarak kalitilan (APC
geni) ve sonradan olusan genetik anormallikler (ras geni nokta mutasyonu, c-myc gen
amplifikasyonu, 5,8,17 ve 18. kromozomlarin spesifik bolgelerinde allel delesyonu)
kolonik mukozanin normalden maligniteye ilerlemesinde sorumlu ara basamaklar
olarak goriilmektedirler (30,31). Kalitsal olmayan sporadik gelisen kolorektal kanser
vakalarinda adenomat6z poliplerin ortaya ¢ikip tiimér dokusunun gelismesinde, iki
vurus modeli (two-hit hipotezi) s6z konusudur. Adenomlarda APC (adenomatdz
polipozis koli) geninin her iki kopyasininda delesyona ugramasi hiicre siklusunu
kontrolden ¢ikarir. Adenomlarin % 80’inde APC gen mutasyonu tesbit edilmistir. Bunu
takiben ortaya ¢ikan bagka mutasyonlar tiimor olusum asamalarinin gergeklesmesine yol
acarlar. Cevresel faktorler kolorektal kanserlerin ortaya c¢ikisini hizlandirabilir. Bu
kanserlerde kalitim sekli mendeliyan degildir (32). Kolorektal kansere predispozisyon
yaratan kalitimsal iki sendrom bilinmektedir:
2.4.1 Familial adenomatoz polipozis (FAP):

Otozomal dominant kalitilan ve kolonda ¢ok sayida poliple karakterize bir
hastaliktir. Gardner Sendromu, Turcot Sendromu, Oldfield Sendromu ve Peutz Jeghers
Sendromu FAP’in varyant1 olan, kolonda ¢ok sayida polip varlig1 ile seyreden diger
hastaliklardir. Bu sendromlardan gelisen kanserler, sporadik vakalara gore daha geng
yasta ortaya ¢ikmaktadir (31).

FAP ile birlikte izlenen kolorektal kanserlerdeki mekanizma su sekilde gerceklesir;
APC genine ait mutant bir allel etkilenmis bir ebeveynden aktarilir. Diger allelde ortaya
¢ikan kazanilmis bir somatik mutasyon kanser gelisimine yol agar. Vakalarin 1/3’iinde
ise yeni ortaya ¢ikan bir germline mutasyon séz konusudur. APC geni 5 numarali
kromozomun uzun kolunda (5q21) haritalanmis bir tiimor baskilayict gendir. Bu
mutasyon kolondaki normal epitelyal hiicrelerde ortaya ¢ikar. Mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu nonsense veya frameshift mutasyonlardir. Vakalarin yaklasik %80-90’1inda
APC gen mutasyonu tanimlanmigtir. APC geni Wnt arayolunu kontrol eden gendir. Wnt
arayolu uyarildig1 zaman hiicre proliferasyonu artar. Wnt proteinleri hiicre yiizeyindeki
Wnt reseptorlerine baglanirlar. APC-Axin-GSK (glikojen sentaz kinaz-3) kompleksini
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inaktive edecek proteinleri indiikleyerek devreye sokarlar. Bu kompleks B-katenin
proteinini fosforilleyerek ubiquinizasyonla proteozomlarda yikilmasina yol agmaktadir.
Dolayisiyla hiicrede B-katenin miktarnin azalmasi ile Wnt arayolu inaktif, artmasiyla
aktif hal almaktadir. B-katenin niikleusa girerek transkripsiyon faktorleri ile etkilesir.
Aralarinda c-Myc geninin de yer aldig1 gesitli genlerin asir1 ekpresyonuna yol agarak
hiicre boliinmasini indiikler. APC mutasyonlar1 sonucunda her iki allel de kayba
ugrayimmca Wnt arayolu iizerindeki kontrol kalkar. Bu yol siirekli acik kalir. Hiicre
boliinmesi kontrolsiiz kalir. Hiperaktif f-katenin olusumuna yol agan mutasyonlar da bu
tabloya yol acabilir. Erken adenom evresine gecilmis olur. Bunu takip eden RAS
onkogen mutasyonlar1 tabloyu bir ileri asamaya tasir. Yaklasitk 1 cm civarindaki
adenomlarin % 10’unda, 1 cm’in iistiindeki adenomlarin % 50’sinde K-ras veya N-ras
mutasyonlarindan biri izlenir. K-ras mutasyonlari siklikla bulunurken, H-ras
mutasyonlart nadirdir. Onkogenlerin bir allelinde ortaya ¢ikan bir mutasyon onkojenik
progresyon i¢in yeterlidir. 12p iizerinde yer alan ras onkogenindeki mutasyonlar APC
genindeki mutasyonla {istiiste binince polip giderek biiyiir ve parmaksi uzantilara sahip
bir hal alir. Bu asama intermediate (ara) adenom asamasidir. Bunu takiben 18.
kromozomun uzun kolunda kayiplar izlenir. Erken ve intermediate adenomlarin
%10’unda 18q’da kayip vardir. Ge¢ donem adenomlar ve adenokarsinomlarda bu
kromozoma ait kayip oran1 % 50’lere yiikselir. 18q21°de yerlesim gosteren DCC
(deleted in colon cancer) ve SMAD4 ve SMAD2 genleri kayba ugramis olur. DCC bir
yiizey proteinini kodlar. Bu protein hiicre adezyon proteinleri ve yiizey glikoprotein
molekiilleri ile olduk¢a homoloji gosterir. DCC’nin bir tiimoér baskilayict gen oldugu
diisiiniilmektedir. SMAD4 ve SMAD2 TGF-B arayolunda etkindir. TGF- arayolu
normal hiicre biiylimesini baskilayarak kontrol altinda tutar. TGF-B arayolunun
devreden ¢ikmasi ile gelisim hizlanir. Ge¢ donem adenomlar gelisir. Daha sonra p53
geninde ortaya ¢ikan kayiplar tabloyu hizlandirir. Gen 17p13 bolgesinde yer almaktadir.
Erken ve intermediate asamasinda p53 kaybi1 % 20 civarindayken, ge¢ donem
adenomlarda bu oran % 30 olarak izlenmekte ve kanserlerde % 75’e ¢ikmaktadir. p53
geni bir tiimdr baskilayici gendir ve her iki allelin birden etkilenmesi sarttir. Hiicre
boliinmesinin baskilanmasi, stres ve hasara cevaben hiicrede apoptozis gelisimi p53
geninin kontrolii altindadir. Bunu diger genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler takip eder ve
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tablo giderek agirlagir. Kolon kanserlerinde APC, RAS, SMAD ve p53 mutasyonlari
mutlak olarak izlenmektedir (32).

i) Gardner Sendromu: Bu sendromda goriilen adenomlar yalniz kolonda degil mide,
duodenum ve ince barsakta da olusabilir. Gastrointestinal adenomatoz polipozise eslik
eden lezyonlar1 bulunan otozomal dominant gegisli bir sendromdur. Osteom (mandibula
ve kraniumda), fibrom epidermoid kist, desmoid timor, dis anormallikleri,
glioblastoma, tiroid papiller karsinomu, hepatoblastoma, safra yollar1 kanserleri ve
pankreas karsinomu Gardner sendromun da goriilen bazi lezyonlardir.

i) Turcot Sendromu: Kolon yerlesimli adenomatozis polipozise, néroepitelyal santral
sinir sistemi tiimorleri (medullablastoma) eslik etmektedir.

iii) Ailesel Adenomatoz Polipozis Koli (AAPC) : Oftalmolojik muayenede retinal
pigment epitelinin, konjenital hipertrofisi tespit edildiginde hastaligin varhigindan
bahsedilebilir. Tiim gastrointestinal sistemi tutabilen, daha ¢ok kolon ve rektumda ¢ok
sayida polipoid olusumla karekterize ailevi bir hastaliktir. Bu adenomlar 10 yas

civarinda goriiliir ve 30-40 yaslarinda adenokarsinom gelisme riski %80°dir (33).

2.4.2 Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri (HNPCC):

Otozomal dominant gegis gosterirler ve Lynch sendromlart olarakta adlandirilirlar.
ABD’ de kolorektal kanser vakalarinin %2 ile %8’ini olusturmaktadir (34,35). Bu
sendromlar;

Lynch 1: Kolon dist tutulumun olmadigi bu grupta tiimor, genellikle erken
(ortalama 45) yaslarda baslayip %70 oraninda proksimal kolonu tutar.

Lynch II: Basta endometrium, over, iireter/renal pelvis, mide, ince barsak,
hepatobiliyer sistem olmak iizere kolon dis1 tiimdrlerin eslik ettigi gruptur (34).

HNPCC tanist i¢in 1990 yilinda alinan ve “Amsterdam kriterleri” olarak gegen
“International Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis Colorectal Carcinoma”
(ICG-HNPCC) kriterleri revize edilerek su sekilde belirlenmistir:

a. Ailede, biri birinci derecede olmak {iizere iki ya da ii¢ bireyde histopatolojik olarak
tan1 almis kolorektal kanser bulunmasi,

b. Kolorektal kanserin en az iki jenerasyonda ortaya ¢ikmasi,

c. En az bir vakanin 50 yas altinda tan1 almasi,
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d. Kolorektal kansere neden olabilecek Familyal Adenomatdz Polipozis sendromlarinin

olmamasi (34,35).

2.5 Hamartamatoz Polipozis Sendromlari

1) Peutz-Jeghers Sendromu: Gastrointestinal sistem boyunca en ¢ok ince barsaklarda,
daha az oranda mide ve kolonda olmak tiizere 1-4 cm biyiikliiglinde hamartamat6z
polipler ile birlikte dudaklar ve agiz mukozasinda melanin lekeleri ve benekleri ile
karakterizedir. Kanser gelisme riski %2-3 kadardir.

i) Familyal Juvenil Polipozis: Polipler genellikle kolon ve rektumdadir, puberte
sirasinda kaybolabilir. Hastalarin %70’inde soliter, geri kalanlarda 2-3 polip olabilir,
nadiren say1r 10’dan fazla oldugunda hastalik juvenil polipozis olarak nitelendirilir.

Kanser bakimindan risk tasir (36).

2.6 Cevresel Faktorler
2.6.1 Diyet:

Kolorektal kanser gelisiminde yag oranindan zengin yiiksek kalorili beslenmenin,
atese maruz kalarak pismis kirmizi et tiikketiminin, antioksidan, antimutajen etkisi
olmayan, lifsel komponenti olmayan beslenme alisgkanliginin, tiimoér olusumunda
onemli rolii vardir. Fakat diyet faktorlerinin riski ne kadar attirdig1 ve kanser siirecine
nasil bir katkida bulundugu tam olarak bilinmemektedir (37).

Liften icerigi zengin diyetin kolorektal kanser gelisimini 6nledigi tezi diisiik kolon
kanseri hizlarin1 gbzlemleyen Burkit tarafindan ortaya atilmistir. Diyetteki lif baslica
seliiloz, hemiseliiloz, pektin vb. nisasta disindaki polisakkaridlerden olusur.

Lifler kolon kanserindeki koruyucu etkilerini baslica su yollarla gosterirler.

1- Intestinal transit zamamm kisaltarak diyetteki karsinojenlerin epitele maruziyetini
azaltir.

2-Diyetteki ve limende olusabilecek karsinojenleri adsorbe ederek epitel ile temasini
Onler.

3-Barsak mikroflorasint diizenleyerek safra tuzu ve karsinojenlerin metabolizmasini
degistirirler.

4-Liimendeki kisa zincirli yag asitlerini arttirarak kolon pH sin1 diisiiriirler (38).
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2.6.2 Postmenaposal Hormon Kullamimi ve Nonsteroidal Anti-inflamatuvar ilaglar
(NSAID)

Pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma postmenaposal hormon kullanan bayanlar
arasinda kolon kanser riskinin azaldigini ileri siirmistiir. Kolon kanseri ve hormonun
kullanim siiresi arasinda tam ortaya konulmamis bir iliski vardir, kimi caligsmalar
hormon kullanip birakmis bayanlarda riski daha az bulurken, bir kismi uzun zamandir
(>5 yil) kullanan bayanlarda riski diisiiriicii etkisini gozlemlemislerdir. Osterojenin
ikincil safra asitleri lizerine olan etkisi kanser riskininin azalmasinda iizerinde durulan
etki mekanizmalarindan biridir. Osterojen kullanimi safranin igerigini, kolestrol
salinimini arttirmasi bunun yaninda safra asiti salinimini azaltmasi ile degistirir.

COX-2’nin ekspresyonu ise stres durumlarinda, inflamasyon ve iyilesen
yaralarda indiiklenir. Ilging olarak COX-2 enzimi kolorektal adenomalarin % 45-
50’sinde ve karsinomalarin % 80-85’inde asir1 olarak eksprese olur. Epidemiyolojik
caligmalar, aspirin veya NSAID’lerin kullaniminin kolorektal kanser riskini % 50’ye
varan oranda diisiirdiigiinii ortaya koymuslardir. FAP 11 hastalarda yapilan bir ¢aligmada
selektif olmayan NSAID sulindan’la tedavi olan hastalarda poliplerin geriledigi ortaya
konmustur (39). Ayrica NSAID’lerin kemirgenlerde kimyasal olarak indiiklenmis

intestinal kanserleri inhibe ettigi gosterilmistir (40).

2.6.3 Alkol Tiiketimi, Sigara Kullanim ve Fiziksel Aktivite

Alkoliin kolorektal kanser riski iizerine olan etkisine yonelik pek ¢ok mekanizma
ileri siirilmektedir. Alkoliin oksidasyon {riinii olan asetaldehitin  Kkolorektal
karsinogenezisten sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan son c¢alismalarda
asetaldehitin kolon kanseri riskini azaltan folati, degrade ettigi ortaya konulmustur.
Ayrica alkol metil grubu metabolizmasinin antogonistidir, boylelikle kolonik
karsinogenezisin ilk basamagi olan anormal DNA metilasyonunu indiikleyebilir. Son
olarak yiiksek seviyede alkol tiiketimi indirekt olarak immiin supresyon, DNA tamirinde
gecikme, sitokrom P—450 enziminin indiiksiyonu ile karaciger prokarsinojenlerinin
aktivasyonu ve safra asitlerinin bilesimini degistirerek kanser gelisiminde rol
oynayabilir (41).
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Sigara kullanimi1; kolorektal karsinom riskini arttirdig1 kadar, hiperplastik polip
olusumu ve kolon adenomalar: iginde yiiksek oranda risk faktorii olarak bulunmustur.
Genis tabanl klinik arastirmalar kolonadenoma ve kanser olusumunun sigara igme
dozuna bagli oldugunu gostermistir. 20 yildan daha az sigara tiiketenlerle kolonda
kiiclik adenoma riski iligkilendirilirken 20 yildan fazla i¢enlerde ise biiyiik adenomalar
olugsmaktadir. Fazla ve uzun siire sigara icenlerde (>35 yil) kolon kanser riski yiliksek
bulunmustur. Kolorektal kanserden 6liim oranlar1 sigara kullananlarda veya uzun siire

kullanip birakmislarda hi¢ kullanmayanlara gore daha fazladir (42).

2.7 Prekanseroz Hastaliklar
i. Kolorektal polipler
ii. Iltihabi (inflamatuar) barsak hastaliklar1

iii. Yiksek risk gruplart

2.7.1 Kolorektal Polipler ve Polipozis Sendromlari

Polip terimi barsak liimenine olusan herhangi bir epitelyal lezyona verilen addir.
Polip klinik ve endoskopik bir terim olup, makroskopik tanimlar yapilir ancak, en
onemli ozelligi histolojik tipidir. Kolorektal polipler olustugu mukozaya bir uzanti ile
bagli olabilir (pedikiillii, sapli polip) ya da genis bir tabani ile mukoza iizerine oturabilir
(sesil, sapsiz polip). Poliplerde biiyiime ya da iilserasyon gozlendiginde malignite
yoniinden degisim akla getirilmelidir. Cok sayida ve yaygin oldugunda polipozis olarak
isimlendirilir. Kesin tami histopatolojik inceleme sonucu yapilir (33). Kolorektal
kanserlerin % 33’liniin etyolojisinde polip olusumu goézlenmistir. En sik goriilen polip
tipi hiperplastik polipler olup kanserlesmezler. Adenomatdz polipler ise 2. siklikta
goriilen ve neoplastik tipte poliplerdir. Adenomatdz poliplerin % 1’inden az1 maligndir;
cap1 2 cm’den biiylik, sapsiz, villoz yapida, multipl ve displazik 6zellik gosteren
adenomat6z polipler, kolorektal kanser gelisimi agisindan risk olusturmaktadirlar.
Adenomat6z poliplerin kolorektal kanser gelisiminde prekiirsor olabilecegi goriisii, ilk
olarak 1970’11 yillarda ortaya atilmigtir. Orta yas ve yaslilarin % 30’undan fazlasinda

adenomat6z polip bulunabilir ama bu poliplerin % 1’inden az1 maligndir.
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2.7.2 iltihabi Barsak Hastaliklar1 (IBH)

Kronik iilseratif kolit ve Crohn Hastaligi olanlarda kolorektal kanser riskinin
hastalik siiresi ile orantili olarak arttigi bilinmektedir. Bu grupta ortalama % 3-8 olan
kanserlesme orani, hastaligin baglamasindan 10 yi1l sonra % 10’a, 25 y1l sonra % 30’lara
kadar yiikselmektedir. Crohn’lu hastalarda kolorektal kanserler genel toplumdan daha
erken yasta goriiliir ve ¢cogunlugu musinoz karsinomlar olup cerrahi by-pass yapilan
segmentte daha sik goriiliir. IBH da karsinomanin baslangi¢ lezyonu displazidir (43).
Bir¢ok ¢alisma hastalik basladiktan sonraki 8-10 yildan itibaren yillik kolonoskopilerle
multibl  biyopsiler yapilarak displazi saptandiginda kolektomi  gerektigini
vurgulamaktadir. Son yillarda neoplastik gelisimin belirtisi olarak kromozomal
degisikliklerin tespiti erken devrede yapilabilmektedir. Kromozom 18q da ki relatif
kayip neoplastik ilerleyisin en énemli gostergelerinden biridir (44). Ulseratif kolit ile
primer sklerozan kolanjit birlikteliginde kolon kanseri riskinin daha yiiksek oldugunu

isaret eden ¢aligmalar mevcuttur (45).

2.7.3 Yiiksek Risk Gruplari

Kolorektal kanser oykiisii olanlar (daha 6nce opere edilip takip edilenler). En az
iki, birinci derece akrabasinda kolorektal kanser &ykiisii olanlar, kolonik adenomatoz
polipleri olanlar, meme, over yada endometrium kanser Oykiisii olanlar, radyoterapi
hikayesi olanlar, inflamatuar barsak hastalig: olanlar, familyal adenomatozis polipozisi
olanlar, Lynch I-1I sendromlu hastalardir (46).
2.7.4 Kolorektal kanserlerin histolojik tipleri

Adenokarsinom (iyi, orta, kotii diferansiye), Miisindz adenokarsinom, Tash yiiziik
hiicreli karsinom (Skir6z tip, lenfangiozis tip), Skuamdz diferansiasyon gosteren
karsinom (Adenoskuamoz, saf skuamdz), saydam hiicre komponentli karsinom,
Bazaloid (Cloacogenic) karsinom, Koriokarsinomatéz diferansiasyon gosteren
adenokarsinom, Noroendokrin diferansiasyon gosteren adenokarsinom, Noroendokrin
tiimorler (Karsinoid tiimor, noroendokrin, kiiciik hiicreli karsinom). En fazla goriilen
kanser tipi adenokarsinom olup, tiim tiimdrlerin % 85 ‘ini olusturur (32).
2.8 Kolorektal Kanserlerde Evrelendirme

Kolorektal kanserleri evrelemede ii¢ farkli sistem kullanilir.
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1. Dukes Sistemi
2. Astler-Coller Sistemi
3. TNM Sistemi
Kolorektal kanserlerde ilk kez patolojik evrelendirmeyi Cuthbert E. Dukes 1932
yilinda yapmustir. Siiflandirma kanserin direkt yayilimi ve lenfatik tutulum tiizerine
dayanir (47). 1954 wyilinda Aster-Coller tarafindan tiimor derinliginin Onemine
dayanarak Dukes klasifikasyonu modifiye edilmistir. 1967 Yilinda Turnbull, Dukes
sistemine uzak metastazla ilgili olan stage D yi eklemistir. Glinimiizde American Joint
Committee on Cancer (AJCC) ve Union Internationale Contre Le Cancer (UICC)
tarafindan yapilan TNM evrelemesi kullanilmaktadir.
To: Primer tiimore ait bulgu yok.
Tis: Sadece mukozada sinirli. Karsinoma in situ.
T1: Tiimor submukozaya ulasmas.
T2: Tiimor muskularis propriayi tutmus.
T3: Tiimdr serozaya ulasmis, perikolik yag dokusu invazyonu mevcut.
T4: Timdr periton bosluguna veya organlara yayilim yapmas.
Tx: Primer timor degerlendirilemedi.
No: Lenf nodu tutulumu yok.
N1: Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan 1-3 adet metastaz.
N2: Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan en az 4 adet metastaz.
N3: Major arterler trasesinde pozitif lenf nodlari.
Mo: Bilinen uzak metastaz yok.
M1: Uzak organ metastaz var.
Kolorektal kanserlerde yapilan bu evreleme sistemlerine gore 5 yillik yasam oranlari
hesaplanabilmektedir, buna gore:
Evre 0 Tis No Mo ---- ----
Evre | T1 No Mo T2 No Mo A B1 % 85-95
Evre 11 T3 No Mo T4 No Mo B B2 % 60-80
Evre 111 Tx N1 Mo Tx N2-3 Mo C C1 - C2 % 30-50
Evre IV Tx Nx M1 D % 5-10 yasam sans1 bulunmaktadir (17).
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Sekil 2.2 Kolon Kanserinde Cok Adimli Kanser Gelisim Modeli (48)
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2.9 Kolorektal Kanserlerde Prognozu Etkileyen Faktorler

Kolorektal kanserlerde tiimdr, muskularis propriay1 tamamen kaplamamigsa 5 yillik
sagkalim % 95, tamamini kaplamissa, fakat lenf nodu yayilimi yoksa 5 yillik sagkalim
% 80, nodal metastaz varsa 5 yillik sagkalim % 20-40’dir. Kolorektal kanserlerin
prognozu ¢ok sayida klinik ve patolojik parametrelerle iligkilidir. Prognozu etkileyen
faktorler asagida verilmistir.
i. Yas; Tiimor ¢ok geng ve yaslilarda goriildiiglinde prognoz kotiidiir.
ii. Cinsiyet; Prognoz kadinlarda erkeklere gore daha iyidir.
iii. Lokal yayihhm; Mukoza ve submukozada sinirli olanlarda prognoz iyidir. Regional
lenf nodlarina metastaz yapmis veya barsak duvarini agmis invazyonu olan tiimorlerde
prognoz kotiidiir.
iv. Perforasyon; Barsak duvarinda asir1 timor invazyonu sonucu olusan perforasyon
kot prognozla iliskili bulunmustur.
v. Mikroskopik tip ve Grade; Mikroskopik grade ve prognoz arasinda belirgin iligki
bulunmustur. Mikroskopik subtiplerinden miisindz karsinom, signet ring cell karsinom,
kiigiik hiicreli karsinom diger olagan adenokarsinomlarindan daha koétii prognozludur.
vi. Miisin iliskili antijenler; Misinle iligkili sialasyl-Tn ve sialsyl Lewis antijeni
eksprese eden kolorektal karsinomlar ¢ok agresiv klinik seyir gostermistir.
vii. Inflamatuar reaksiyon; Stromanin eozinofiller ve S100 protein pozitif dendritik
hiicrelerle infiltrasyonu, Crohn hastaligindakine benzer 0&zellikteki peritiimdral
lenfositik infiltrasyon iyi prognozla iligkilidir.
viii. Vaskiiler ve perinoral invazyon; Ven invazyonu oldugunda 5 yillik sagkalim
belirgin azalir. Perinoral invazyon ilerlemis bir hastaligin isaretidir ve genellikle kotii
bir patolojik bulgudur.
ix. Lenf nodu tutulumu; Tiimér lenf nodlarina yayildiginda 5 yillik yasam orani diiger.
Lokalizasyon ve lenf nod tutulumunun yayginlig: énemlidir. Tiimoriin hemen yaninda
tutulan nodlar disinda lenf nodu tutlumu varsa tedavi sansi ¢ok azdir. Apikal nod
tutulumu kotii prognozu gosterir. Lenf nodu tutulumu derecesi ve tiimoriin boyutlari
arasinda iliski bulunmustur.
X. Kromozom 18q’nun allelik kaybi; Bu karyotipik degisiklik kolorektal karsinomun
negatif prognostik isaretidir.
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xi. Tiimor belirleyiciler; Kolorektal karsinomlar i¢in 6 degisik tiimor belirleyicisiden
bahsedilmektedir. Bunlar TPA (tissue polipeptit antijen), CEA, CA 19-9, CA 50, CA
242, ve TPS (tissue polipeptit spesifik antijen)’dir. En sik kullanilanlar1 CEA, CA 19- 9,
ve TPA’dir. TPA ve TPS tiimor DNA’sinin S fazini dolayisiyla proliferasyon hizini
gosterir. CEA, CA 19-9 ve TPA primer tiimoriin tanisi, niikslerin saptanmasi ve gerek
cerrahi gerekse adjuvan tedaviye tiimoriin verdigi cevabin gdsterilmesinde rol oynar. ilk
ameliyatta safra kesesi i¢cinden alinan sivida yapilan CEA olgiimlerinde yiiksek deger
tespit edilmesi gizli karaciger metastazlarinin ortaya konulmasina yardimci olmaktadir.
Ayrica ameliyat sonrasi yapilan kolonoskopik tetkiklerde anastomoz kenarlarindan
alinan biyopsilerde, human metallo panstimulin’in yiiksek olusu kolon tiimdriiniin daha
agresif kimligi oldugunu ortaya koyar. Adenomatéz polipi olanlarin rektal
biyopsilerinde tirozinaz artisinin kanser gelismesinin en erken belirtisi oldugu
bildirilmektedir (17,46).

xii. Titmor hiicrelerinin DNA indeksi; Flow sitometre ile tiimor hiicrelerinin DNA
indeksi ortaya konulabilir. Bu hiicreler daha ziyade diploid niikleuslu olup andploid
niikleuslu tiimérlere gore daha az metastaz yaparlar. Ileri evre tiimérlerin andploid olma
egilimi vardir. Baz1 ¢alismalarda tiimoriin klinikopatolojik evresinden bagimsiz olarak
DNA indeksinin prognostik degeri oldugu ortaya konulmustur (46).

Sporadik kolorektal kanser riski ile spesifik gen polimorfizmleri arasindaki iligki
iilkemizde bircok arastirmanin konusu olmus, molekiiler risk faktorleri belirlenmeye
calisgilmistir (7). Bu c¢alismalarla prognozun ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar anlagilmaya baslamistir. Tiirkiye’deki sporadik kolorektal kanser riski ile
iliskili genetik polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in daha biiyiik ¢alisma gruplarini igeren

¢ok merkezli aragtirmalara ihtiyag vardir (7).

Kolon kanserlerinin bazi alt tiplerinde bagisiklik sisteminin baslatict etkisi
oldugu disiiniilmektedir. Daha Onemli bir yaklagim ise kolon kanseri biyolojisinin
degerlendirilmesinde dolagimdaki sitokin ve sitokin reseptorlerinin diizeyi kanser

hastalarinda tan1 ve pragnostik amagla biomarker olarak kullanilabilecegidir (10).
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2.10 Sitokinler

Sitokinler, genelde otokrin ve parakrin Ozelliklere sahip molekiiler agirliklart
kiiciik proteinler olarak tanimlanabilir. Giliniimiizde 200’iin {izerinde insan sitokini
tamimlanmustir. Sitokinleri ¢alismada zorluklar yasanabilir ¢linkii bu proteinler nadiren
tek baslarma salinirlar ve nadiren tek baslarina etki gosterirler. Bir sitokinin bir
baskasinin yapimi ve yaniti tizerinde etkisi olabilir (49). Sitokinler hiicresel diizenleyici
proteinlerdir. Cesitli uyaranlara karsi cevap olarak 6zel hiicreler tarafindan salgilanir ve
hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler. Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir,
bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. S6yle ki; belli hiicreler tarafindan kana veya
cesitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine
baglanirlar. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre {izerine
etkisi) ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu
hiicreye etkisi) etkilerdir (50).

Sitokinlerin tanimlanmasit ve Kkarakterize edilmesi cesitli isimlendirme ve
siiflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki
fonksiyonel benzerliklere etki mekanizmalarina dayanmaktadir. Sitokinler baglica su
ana gruplara ayrilmaktadir:

1) Dogal immunite mediatdrleri olan sitokinler;

a) Tip 1 interferonlar

b) TNF (Timor nekroz faktor)

¢) Interldkin-1 (1L-1)

d) Interl6kin-6 (IL-6)

e) Interlokin-18 (1L-18)

f) Kemokinler

2) Lenfosit aktivasyonu, ¢cogalma ve farklilagmasini diizenleyen sitokinler;
a) Interldkin-2 (I1L-2)

b) Interlokin-4 (1L-4)

¢) Transforming Growth faktor (TGF)

3) inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler;
a) Interferon-gama (IFN-g)

b) Lenfotoksin (Notrofil aktivatoru)
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¢) Interldkin-12 (1L-12)

d) Interlokin-10 (IL-10)

4) Hematopoezi uyaran sitokinler;

a) Stem cell faktor (SCF)

b) Interlokin-3 (1L-3)

¢) Monosit-makrofaj koloni stimule eden faktor (M-CSF)
d) Graniilosit koloni stimule eden faktor (G-CSF)

e) Interldkin-7 (I1L-7)

f) Interlokin-9 (1L-9)

g) Interlokin-11 (IL-11) (51).

Sitokinler, hematopoietik sistemin de i¢inde bulundugu, hedef hiicrelerin
aktivitelerini degistiren veya diizenleyen protein ve/veya glikoprotein yapili
immunomodiilatdrlerdir. Sitokinler hedef hiicrelerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara
baglanarak etki ederler. Baglanma ile baslayan sinyal transdiiksiyonu ve ikinci haberci
iletimi, gen aktivasyonu, mitotik boliinme, biiylime ve farklilagsma, migrasyon veya
apoptozise neden olur (52). Sitokinler hiicre boliinmesi ve farklilasmasinin kontrolii,
hematopoez ve bagisiklik sisteminin regiilasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik
formasyonu ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesi gibi biyolojik olaylarda rol
oynamaktadir.

Sitokinler immun ve inflamatuvar cevabin etkin mekanizmalarinin ¢oguna
katilirlar. IL-2 ve IFN gama gibi yardimci T lenfosit T helper-1 grubundan salinan
sitokinler hiicresel immunitede, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi T helper-2 tip sitokinler
humoral immun cevaplarda etkilidirler (53). Lenfokin, monokin, interlokin interferon
olarakta adlandirilan sitokinlerin ortak karakteristik 6zellikleri (54) sunlardir;

1. Sitokinler dogal ve spesifik immunitenin efektor fazinda tiretilirler.

2. Bir sitokin degisik tip hiicreler tarafindan salinabilir.

3. Bir sitokin degisik tip hiicreler iizerine etki gosterebilir.

4. Molekiiler agirliklart oldukea diistiktiir.

5. Bir sitokinin ayn1 hedef hiicre iizerinde farkl etkileri olabilir. Etkilerini bazen aninda
bazen saatler hatta giinler sonra gdsterebilirler.

6. Birden fazla sitokin ayni etkiyi gosterebilir.
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7. Iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan kaldirabilir (antagonizm), arttirabilir (sinerji)
hatta degisik bir etkiye yol agabilir.

8. Sitokin sentez ve sekresyonu kisa siireli olaylardir. Sentezleri genellikle yeni gen
transkripsiyonu ile baglar, hiicrede 6nceden yapilmis halde bekletilmezler.

9. Sitokinler hedef hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak etkilerini
baslatirlar.

10. Belli bir biyolojik etkiyi saglamak icin gereken sitokin miktar1 genellikle ¢ok
diistiktiir.

11. Son derece potenttirler.

12. Daima gegici siireyle ve lokal olarak sentezlenirler. Etkilerini bir reseptore
baglanaran gosterirler. Reseptdr molekiiller membrana bagli olduklari gibi serbest
(soluble) halde bulunabilirler. Sitokin reseptorlerinin en énemli fonksiyonlarindan biri
ekstraselliiler bir sinyali spesifik bir sitokin varliginda intraselliiler bir sinyale
doniistiirmektir. Reseptor molekiillerin ekspresyonu da sitokinlerin kontrolu altinda
bulunur. Sitokin molekiillerinin etkisini ortadan kaldirabilen veya azaltabilen 6 grup
molekiil vardir (54).

1. Reseptor antagonistleri: Bu molekiiller reseptér molekiillerine baglanarak sitokin
etkisini bloke ederler.

2. Solubl sitokin reseptorleri: Solubl reseptorler genellikle sitokinleri serumda
baglayarak hiicreye olan etkisini ortadan kaldirirlar.

3. Sitokin otoantikorlari: Sitokinleri spesifik olarak nétralize ederler.

4. Inhibitor sitokinler: 1L-10 ve IL-4’un tipl sitokinler icin, IL-2 ve IFN-y’mn tip 2
sitokinler i¢in baskilayict etki gosterdikleri bilinmektedir.

5. Sitokin reseptoriiniin yoklugu: Bunun en tipik 6rnegi IFN - y reseptorlerinin
mutasyon sonucu silinmesiyle IFN-y’nin makrofajlar1 aktive etmesinin 6nlenmesidir.

6. Inhibitor proteinler: Bazi insan proteinleri de sitokinlere baglanmak suretiyle

onlarin biyolojik etkilerini azaltabilirler (49).

2.10.1 Sitokin Reseptorlerinin Sinyal Yolaklar:
Aktive ettikleri sinyal ileti yollarina gore farkli sekilde siniflandirilabilirler.
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Cizelge 2.1 Sitokin Reseptdrlerinin Sinyal Ileti Mekanizmalari.

reseptorleri

Sinyal ileti Yolag Bu Yolag1 Kullanan Sitokin | Sinyalleme Mekanizmasi
Reseptorleri
Tipl ve Tip Il sitokin JAK aracili fosforilasyon ve
JAK/STAT Yolag STAT transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonu

TRAF’lar tarafindan TNF
reseptor sinyallenmesi

TNF reseptor ailesi: TNR-R1,
Fas

Adaptor proteinlerin
baglanmasi, transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu

Reseptor ile iliskili trozin
kinazlar

M-CSF reseptor, kok hiicre
reseptor

Reseptorlerle intrinsik trozin
kinaz aktivitesi

G protein sinyallenmesi Kemokin reseptorleri GTP degisimi ve ¢esitli

hiicresel enzimleri aktive eder

2.10.2 interlékin-6

Sitokinler inflamatuar cevapta ve kanser patogenezinde Onemli rol oynar bu
gruba en iyi 6rneklerden biri interlokin-6 (IL-6)’dir (55). IL-6, birgok inflamatuar ve
immiin sistem aracili cevapta énemli rol oynayan bir sitokindir. Immiin ve inflamatuar
olaylarin olusumunda anahtar rolii {istlenen timor nekroz faktorii (TNF) ve IL-1’e
cevap olarak dretilir. Diger akut faz proteinleri gibi karacigerde sentezlenen IL-6
lipoprotein lipaz aktivitesini, yag asitlerinin sentezini ve yag depolanmasini azaltir.
TUmor hiicrelerinin biiylimesini ve diferansiyasyonunu saglar (55). Esas olarak vaskiiler
endotelyal hiicreler, mononiikleer fagositler, fibroblastlar, aktive T lenfositler ile
kardiyak mikzomalar, mesane ve serviks tiimorlerinden salinir. Etkisini ozellikle B
lenfositler ve hepatositler iizerinde gosterir. B lenfositlerin antikor {ireten hiicrelere
farklilasmasin1 saglarken, hepatositlerden C-reaktif protein (CRP), mannoz baglayan
lektin (MBL) ve kompleman komponentleri gibi akut faz reaktanlarinin salinimina
neden olur. Boylece inflamatuar cevabin ortaya ¢ikmasini ve gelismesini saglar. T
lenfosit ve timositler iizerine kostimiilatordiir. Diger sitokinlerle beraber kemik
iligindeki hematopoietik kok hiicrelerin gelisimini uyarir. IL-1 ile beraber T-helper

hiicreleri aktive eder (49).
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IL-6 geni, IgG tiretiminde B hiicrelerini stimiile edici olarak 1986 yilinda Hirano
ve Kishimato tarafindan kesfedilmistir (56). IL-6 geni, 7. kromozomun kisa kolunda,
7p14-7p21 arasinda lokalize olmustur (57). Olgun IL-6 molekiilii 26 kDa agirliginda bir
proteindir. IL-6 geninin promotor bolgesindeki —174 pozisyonunda tanimlanan G-C
degisimi fonksiyonel dneme sahiptir. Yapilan transfeksiyon g¢aligmalarinda, -174 C
allelini tasiyanlarda transkripsiyon seviyesinin, G allelini tasiyanlara oranla azaldig:
tespit edilmistir. Bu degisimi igine alan —-225 ile —164 arasindaki bolge, gen
ekspresyonunda negatif regiilator etkiye sahipti. DNA footprinting deneyleri,
glukokortikoid reseptdriiniin —201 civarinda bir bolgeye baglandigini gostermistir. -
174°deki bu polimorfizm, glukokortikoid reseptdr baglanmasini etkileyebilecek kadar
bu bolgenin yakininda yer almaktadir ve bu nedenle transkripsiyonel aktivasyonu
baskilayabilir (58). Ayrica —174’deki bu degisim bir transkripsiyon faktorii olan NF-1
icin potansiyel bir baglanma bolgesi yaratmaktadir. NF-1’in, transkripsiyon iizerine
farkli etkiler gosterebilmekle beraber, gen ekspresyonunun bir baskilayicisi oldugu
gosterilmistir. Sonug olarak, C allelini tasiyan kisilerde, G allelini tagiyanlara oranla,
lipopolisakkaritler ve IL-1’e cevap olarak IL-6 salinimi daha diisiik olmaktadir. Bu
noktadan hareketle, pek ¢cok immiin ve inflamatuar hastalik ile bu polimorfizm arasinda
bir iligski olup olmadig1 arastirilmakta olup sistemik baglangicli juvenil kronik artrit,
Alzheimer hastaligi, iskemik strok koroner kalp hastaliklar1 (59-62) ve inflamatuvar

barsak hastaliklar1 gibi hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir (55).
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Sekil 2.3 IL-6 Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (63).

Insan IL-6’s1 ilk kez, fitohemaglutinin veya antijen ile uyarilmis periferik
mononukleer hiicrelerin kiiltiir siipernatantlarinda B hiicre farklilasma faktorii olarak
bulunmustur. 1986°da IL-6 DNA’sinin aminoasid dizisi ortaya konmugstur. I1L-6:

1- Dort a-helikal uzun zincir igermektedir.
2- Lenfoid ve non-lenfoid bir¢ok hucre tipi tarafindan tiretilen pleitropik bir sitokindir.

3- T ve B hiicre fonksiyonlarinin ayarlanmasi, Ig sekresyonu saglar.
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4- Akut faz inflamasyon reaksiyonlarinin ger¢eklesmesini saglar.
5- Hematopoez gibi bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir.

IL-6 nin akut faz cevap sirasindaki etkileri IL-1 ve TNF gibi birkag¢ diger sitokin
ile sinerjik aktiviteyi igermektedir. IL-6, T hiicrelerinin ve timositlerin
kostimiilatoriidiir. T lenfositlerin farklilastirici  faktorii ve erken kemik iligi
hematopoetik stem hiicrelerinin gelisimi i¢in bir kofaktordiir. IL-10 {iretimi, insan T
hiicreleri i¢inde IL-6 ve IL-12 tarafindan arttirilmaktadir. IL-6, lenfositlerin yapismasini
arttirmak icin endotelyal hiicreler iizerine etki gostermektedir. Ayrica bu sitokinin
kemotaksis inhibitor etkiye sahip oldugu da ortaya g¢ikarilmistir (64). IL-1 ve TNF ile
ortak olarak, IL-6; inflamasyonu olusturan bir endojen pirojen olarak énemli rol oynar.
Son c¢aligmalar IL-6’min  Oliimciil infeksiyonlara karst koruyucu oldugunu
gostermektedir ve bu etkiye de kismen de olsa nétrofillerin aracilik ettigi One
stirilmektedir. Bu kosullarda IL-6 kanda kolaylikla olgiilebilen sitokinlerden biridir
(65). IL-6, akut faz cevabin asil olusturucusudur ki bunu CRP, kompleman bilesenleri,
orosomukoid, haptoglobin, fibrinojen, proteaz inhibitorleri gibi akut faz proteinleri
sentez etmek i¢in hepatositleri aktive ederek saglar. (CRP) infeksiyon, inflamasyon,
malignensi ve otoimmun hastaliklar gibi birgok durumda serum seviyesi ylikselen bir
akut faz proteinidir (56). Karacigerde interlokin-6’nin kontrolii altinda sentezlenir.
Diabetes mellitusun akut faz yanit ile iliskili oldugu bildirilmistir. Tip 2 diyabette sialik
asid, a-1 asid glikoprotein, CRP, serum amyloid A gibi akut faz reaktanlarinin ve
mediator sitokin IL -6’nin artmis oldugu gosterilmistir (66,67). IL-6’nin baslica islevleri
arasinda, B hiicrelerinin farklilasmasi (immunglobulin salinimi), degisik B hiicrelerinde
bliylimeyi uyarma, hepatik akut faz yanitina yol agma, makrofajlar ve T hiicrelerinin
etkinlesmesi ve farklilagmasi ile ndronal farklilagma sayilabilir. IL-6 gorevini JAK adi
verilen reseptorler araciligi ile yapar. Gilinlimiizde yapilan calismalarda IL-6’nin
islevinin bu reseptoriiniin hipermetilasyon ile durdurulabilecegi kanitlanmistir (55, 56).
Yiiksek dereceli displazi ve kanserlerde epital hiicrelerinde IL-6 ekspresyonu ve STAT-
3 aktivitesi kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli dl¢ilide artis gosterir. Bu bulgular, IL-
6 — STAT-3 yolunun iilseratif kolitli hastalarda kolon kanseri gelisiminde ¢ok 6nemli
oldugunu gostermektedir. IL-6 sinyalinin blokajimin, kronik inflamatuvar hastaliklari,
otoimmiin hastaliklar ve enflamasyona bagli kanserlerin 6nlenmesinde etkili tedavi
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olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. IL-6, IBD hastalarinin patogenezinde 6nemli
bir regiilator olarak tespit edilmistir. Cesitli ¢aligmalarda, IBD hastalarinda IL-6
seviyesine bakilmis ve IBD’li ¢ocuklarda akut faz proteinleri ve IL-6 serum seviyeleri
arasinda belirli bir korelasyon kaydedilmistir. Ulseratif kolitli hastalarin barsak epital
hiicrelerinde, IL-6 ve STAT-3 kontrol grubuna gore anlamli olarak fazla ¢ikmustir.
Serumda yiikselmis IL-6 seviyesi, prostat, mesane, kolon ve meme kanseri basta olmak

tizere bir¢ok kanserle iligkilendirilmistir (56, 68).

2.10.3 Interlékin 18

Interlokin 18 (IL-18) IL-1 ailesinden proinflamatuar bir sitokindir ve ilk olarak
interferon gama indiikleyici faktor olarak adlandirilmistir. Baslangigta 24 kDa’lik
inaktif Onciil protein olarak sentezlenir (pro-1L-18) fakat kaspaz-1 ve kaspaz-4
tarafindan 18 kDa’lik biyolojik aktif formuna kesilir (69). Pro-1L-18, kaspaz 1 disinda
l6kositler tarafindan salinan proteinaz-3 gibi ekstraseliiler enzimler tarafindan da
kesilebilir (70, 71). IL-18 IL-12 ve IL-21 ile benzer sekilde galisir (72). Noron ve
glialarda fonksiyonel 1L—18 reseptor (IL-18R) varligi stimulasyon deneyleri ile in vitro
olarak primer murin hiicre kiiltiirlerinde ve ex vivo olarak murin hipokampal kesitlerde
gosterilmistir (73, 74). IL-18’in reseptoriine baglanmasi transkripsiyon faktorii olan NF-
B nin aktive olmasii saglar (75). IL-18 agirlikli olarak makrofajlar ve monositler
tarafindan iretilen proinflamatuar bir sitokindir, aynm1 zamanda dentritik hiicreler
Kupffer hiicreleri, fibroblastlar ve epital hiicrelerin faklilagsma ve biiylimesinde etkilidir.
IL-18 geni kromozom 11°de (11q22.2-22.3) lokalizedir ve promotdr bdlgesinde birgok
polimorfizm igerir. IL-18 geni alt1 ekson ve bes introndan olusmaktadir (72, 76). I1L-18
geninin promotdr bolgesinde ¢ polimorfik bolge dikkati g¢eker bunlar -607
pozisyonundaki C/A degisimi, -137 pozisyonundaki G/C degisimi ve -656
pozisyonundaki G/T degisimidir. IL-18 geni 5” untranslate bolgede + 113 T/G ve + 127
C/T olmak iizere iki polimorfik bolge icerir. Bunlarin disinda kodlanan bolgede 105
pozisyonunda A/C degisimi gozlenmistir. Bu polimorfizmlerin 6nemi tam olarak
bilinmesede -607 ve -137 pozisyonundaki degisimlerin IL-18 geninin ekspresyonunu
degistirdigi bilinmektedir (77). IL-18’in -607 C/A varyasyonu c-AMP baglayici
proteinin baglanma yerini bozar ve IL-18 mRNA trankripsiyonunu etkiler. Bu genin -
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607 pozisyonundaki C haplotipinin ve -137 pozisyonundaki G haplotipinin 1L-18
proteininin ekpresyonunu anlamli derecede arttirdigi bulunmustur. Yeni bir sitokin olan
IL-18 baslangigta IL-12 ile birlikte Th-1 hiicrelerinden IFN-g salgilanmasina neden
olarak dikkati ¢ekmistir. Ancak daha sonra NK ve T hiicrelerinin sitotoksisitesini
arttirdigi, IL-1b ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin salgisini potansiyelize ettigi
gosterilmistir. Bu 6zellikleri nedeniyle IL-18 inflamasyonda temel tasi rolii oynayan bir
sitokin gibi goriinmektedir. Serum IL-18 diizeyleri erigskin Still hastalig1 basta olmak
lizere romatoid artrit, juvenil kronik artrit, sarkoidoz, multiple skleroz, crohn hastaligi
gibi birgok inflamatuar hastalikta yiiksek saptanmistir. IL-18 gen polimorfizmlerinin
kardiovaskiiler hastaliklar, Behget hastaligi, atopik astim gibi inflamasyon
hastaliklarinda  etkili oldugu bulunmustur ayrica nazofranjial ve yumurtalik

kanserlerinin ilerlemesinde etkili oldugu tanimlanmstir (72, 77, 78).

Chr 11

pl5s.5
pl5.d
pl5.3
5.2
pis.1
pld.3
pld.1
pll.z2
pll.12
pll.11
gll
glz.1
gl3.1
ql3.z
ql3.3
ols.d
old.1
qld.?
old.3
21
o221
q22.3
qz3.1
q23.2
423.3
g24.1
qzd.2
q24.3
25

o [l
- -
=% =% 3 3

Sekil 2.4 IL-18 Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (63)

Yapilan ¢aligmalarda, IL-18’in serum seviyesinin bazi kanser tiplerinde 6rnegin;
6zofagus, meme ve mide kanserinde hastalifin seyrini izlemek i¢in kullanilabilecegi
rapor edilmistir. Klinik arastirmalarda, serum IL-18 diizeyleri ve 6zofagus kanseri
siddeti arasinda iliski oldugu gosterilmistir (76). Yunan populasyonunda yapilan
caligmalarda KRK gibi hastaliklarla iliskili bulunmustur (77). Ovaryum kanseri ile
iligkilendirildiginde ise IL-18’in serum seviyesi yiiksek ¢ikmistir (69). IL-18, IL-12 ile
birlikte etki ederek T hiicrelerinde IFN-g {iretimini arttirir ve Thl tipt immiin yanit
gelisimine neden olur. IL-12° nin yoklugunda ise, hem Thl hem de Th2 iizerindeki
etkilerine bagl olarak, Th2 sitokinlerinin iiretiminde artmaya neden olmakta ve allerjik
inflamasyonda yer almaktadir. IL-18 dogal immiinite {lizerinde gesitli roller oynayarak
noétrofillerde sitokin ve kemokin tiretimini, sitotoksisiteyi, graniil salinimini arttirmakta
ve NK hiicrelerinde IFN-g iretimini indiiklemektedir. 1L-18 hem dogal hem de
kazanilmig immiinite tizerindeki 6nemli etkilerinden dolay1, monosit ve makrofajlardaki

IL-1b ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini arttirarak romatoid artrit gibi
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kronik inflamatuar hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir. Ayrica IL-18
genindeki bu polimorfizmlerin allerjik rinit, astim brongiale gibi allerjik inflamasyon ile
karakterize hastaliklarda da yatkinhigi arttirdigi gosterilmistir (79, 80). 1L-18, aktive
makrofajlar, kupffer hiicreleri, keratinositler, intestinal epitelyum hiicreleri ve
osteoblastlarda inaktif olarak tiretilir. IL-18’in farelerde yapilan bir arastirmada, tiimor
anjiogenezini inhibe ederek, tlimorogenezisi zayiflatarak ve tiimor hiicrelerinde

apopitozisisi indiikleyerek anti-timor etkiye neden oldugu bildirilmistir (81, 82).

27



3. GEREC ve YONTEM

“Kolorektal Kanserli Hastalarda IL-6 ve IL-18 Gen Polimorfizmlerinin ve
Plazma Diizeylerinin” arastirildigi bu c¢alismada, hasta ve kontrol gruplarmin
olusturulmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali
tarafindan gerceklestirilmistir. Biyokimyasal analizler Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Molekiiler biyolojik analizler ise GEN Plaza

Biyoteknoloji Merkezi’nin destegiyle tamamlanmustir.

Calismada; hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden DNA izolasyonu
icin, 6-7 ml’lik vendz kan 1 ml % 2 ‘lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) igeren, 15
ml’lik santrifiij tiplerine konulmustur. DNA izolasyonuna kadar +4°C de saklanmis
olup DNA eldesi High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Isvicre) ile yapilmistir.
Ayrilan kanlardan plazma eldesi yapilip ¢alisma zamanina kadar -80’de saklanmigtir. Elde
edilen DNA’lardan IL-6 ve IL-18 polimorfizmlerine ait gen bdlgelerinin gogaltilmasi,
genotiplendirilmesi ve analizleri “Bioneer Marka ExiCycler96 Model Real Time PCR”
cihaz1 ve ExiData V3.54.8 yazilimi (Bioneer) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen plazmalardan ise ELISA Kit (invitrogen) yontemiyle mikroELISA
cihazinda(DSX™  Four-Plate Automated ELISA Processing System, Dynex
Tecnologies, Virginia, USA) plazma diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1 Kullanilan Arac ve Gerecler
3.1.1 Kullamlan Cihazlar
» ExiCycler Model Real Time PCR Cihaz1 (Bioneer Kat No: A-2060, Exi-05C-
1201027)

» DSX™ Four-Plate Automated ELISA Processing System mikroELISA Cihazi
(Dynex Tecnologies, Virginia, USA)

» Santrifiij (Niive NF-800)
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Etiiv (Niive EN-500)

Otoklav (Niive OT 4060 V)

Vorteks (VELP)

Mikropipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (Argelik-2031D)
Buzdolab1 (Argelik-8188 NF)

Otomatik Pipet Seti (Arise, Kat No: A-Pette)

Filtreli Pipet ucu (AXYGEN, Kat No: AXT-300)

YV Vv Vv ¥V ¥V VYV V V VY

Ependorf tiipler (AXYGEN, Kat No: AXMCT-150-C)

3.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler
» EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma E-5134)

DNA Izolasyon Kiti (Roche)

Steril distile Su (Sigma W-3500)

vV V VY

gPCR Master Mix (Bioneer, igerdikleri: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction
buffer, Dye (Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

AccuPower GreenStar qPCR PreMix (Kat No: K-6210, Bioneer)
IL-6 ELISA Kit ( Invitrogen Kat No: KHC0061)

IL-18 ELISA Kit (MBL Kat No: 7620)

v VvV VYV V

Primer/Probe (Bioneer Kat No: S-1001)

G/C rs1800795 interlokin-6 promotor -174 polimorfizmi igin;
F: 5'-CGACCTAAGCTGCACTTTTCC-3'

R: 5-GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGATTG-3'
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C/A rs1946518 interlokin-18 promotdr -607 polimorfizmi igin;
F: 5-GTTGCAGAAAGTGTAAAAATTATTAC-3

R: 5-TAACCTCATTCAGCACTTCC-3'

3.1.3 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, DNA ile ilgili yapilan molekiiler analizlerin ilk basamagini
olusturur. Insan genomik DNA’sinin ekstraksiyon, izolasyon ve piirifikasyonuna iliskin
cok cesitli protokoller gelistirilmistir. Bu ¢alismada kit ile izolasyon yontemi

kullanilmistir. DNA izolasyonu temelde 2 asamadan meydana gelir.
1). DNA Izolasyonunda izlenen Yol

Calismamizda hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan 6-7 ml periferik kan,
tizerinde her birey i¢in 6zel protokol numarasi kaydedilen ve icerisinde 1 ml EDTA
bulunan 15 ml’lik plastik tiiplerde -20 °C’de saklanmistir. 1,5ml’lik steril santrifii]
tiiplerine her bireye ait 6zel protokol numaralar1 kaydedilerek iglerine 200ul periferik
kan Ornegi pipetlenmis ve DNA izolasyonu igin asagida siralanan yOntem

uygulanmistir:

> Steril santriflij tiipii igerisine pipetlenen 200 pl periferik kan tizerine 400pul
Lysis Soliisyonu ve 20 ul Proteinaz K Soliisyonu eklendi, dikkatlice

vortekslenerek karismasi saglanmas,

\4

Ornekler su banyosunda 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmus,

» Inkiibasyonu tamamlanan orneklerin {izerine 200 pul % 96’lik etanol
eklenmis ve vortekslenerek karistirilmas,

» Hazirlanan karisim 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilerek kolona aktarilmig
ve 6000 rpm’de 1dk santrifiij edilmis, toplama tiipii atilarak kolon yeni
toplama tiipiine yerlestirilmistir,

» Kolon fizerine 500 pul Wash Buffer I pipetlenmis ve 8000rpm’de 1dk

santrifiij edilmis, toplama tipiindeki sivi bosaltilarak kolon tekrar

yerlestirilmistir,
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» Kolon tizerine 500 ul Wash Buffer II pipetlenmis ve maksimum hizda
(>12000 rpm) 3 dk santrifiij edilmistir, toplama tiipii atilarak kolon 1,5ml’lik
steril saklama tiipiine yerlestirilmis,

» Kolon iizerine 200 pl Elution Buffer pipetlenmis 2 dk oda 1sisinda
bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir

» Kolon atilmis ve elde edilen DNA +4 °C’de saklanmigtir.

3.2 Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Hasta grubu, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kolorektal Ana Bilim
Dali’nda kolorektal kanser tanis1 almis 18-65 yas araligindaki 96 bireyden
olusturulurken, saglikli kontrol grubu hastalik tanis1 almamis saglikli bireylere ait DNA
orneklerinin hasta grubuyla sayr bakimindan ve cinsiyet dagilimi agisindan uyumlu
olacak sekilde secilmesiyle olusturulmustur. Calisma igin Mersin Universitesi Etik
Kurulu tarafindan onay alinmigtir. Hem hasta hem de kontrol grubundaki bireylerden
calismaya dahil olmay1 kabul ettiklerine dair etik kurulda belirtilen yonergelere uygun
bir bicimde hazirlanmis bilgilendirilmis onam formunu doldurmalari istenmistir.
Calismaya dahil olmay1 kabul eden her bireyin onay: alindiktan sonra, 6-7 ml periferik

kan aliarak 1 ml, % 2‘lik EDTA igeren santrifiij tiiplerine konulmustur.

3.3 Interlokin-6 Geninde Promotor Bolgesindeki (-174 G/C ) Gen Polimorfizmi Ile
Interlokin-18 Geninde Promotor Bolgesindeki (-607 C/A ) Gen Polimorfizminin

Belirlenmesi

3.3.1 Interlokin-6 geninin promotér (-174) boélgesi Ile Interlokin-18 geninin
promotor (-607) bolgesinin 6zgiil primerlerle amplifikasyonu

Interlokin-6 genine ait rs1800795 polimorfizmi ve Interlékin-18 genine ait
rs1946518 polimorfizmi “Bioneer” tarafindan {iretilen, Q-PCR Premix sistemine gore
“Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu” (Real Time Polymerase Chain

Reaction) yontemiyle belirlenmistir.
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Cizelge 3.1 IL-6, IL-18 genlerine ait primerler

IL-18 -607 C/A-R |5-TAACCTCATTCAGCACTTCC-3'

Primerler Sekanslar Uzunluk

IL-6: polimorfizm —174G/C
Forward Primer:

21
IL-6-174G/C-F |5'-CGACCTAAGCTGCACTTTTCC-3'
Reverse Primer:

28
IL-6-174G/C-R |5'-GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGATTG-3'
IL-18: polimorfizm -607 C/A
Forward Primer:

26
IL-18 -607 C/A-F |5-GTTGCAGAAAGTGTAAAAATTATTAC-3'
Reverse Primer:

20

3.3.2 SNP Ozellikleri

GEN-SNP rs

IL-6 rs1800795 [Homo sapiens]

(M>m)

Varyant G>C

Sekans

FAM/TAMRA

Cogaltilan CACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[G/CIATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA

Sekil 3.1 IL-6 geni

ne ait rs1800795

GEN-SNP rs IL-18 rs1946518 [Homo sapiens]
Varyant C>A
(M>m)
Cogaltilan CACGGATACCATCATTAGAATTTTAT[G/T]TAATAATTTTTACACTTTCTGCAAC
Sekans FAM/TAMRA

Sekil 3.2 IL-18 gen

ine ait rs1946518
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3.3.2.1 Real Time-PCR reaksiyon ortaminin hazirlanmasi

Oncelikle Real Time PCR reaksiyon miksi 96 kuyucuklu saydam polipropilen
tabagin (plate) kuyucuklarina dagitilmistir. Hazirlanan karigimin kontamine olup
olmadigini belirlemek igin her bir reaksiyon tabaginda 6rnek DNA i¢ermeyen negatif
kontrol kuyucugu kullanilmistir. Reaksiyon karisimi kuyucuklara dagitildiktan sonra 96
kuyucuklu plate i¢in Real Time PCR film ile kuyucuklarin iizeri kaplanmigtir. Is1
bloguna yerlestirilen plate daha onceden hazirlanan yiiriitme metodu sablon dosyasi
acilarak reaksiyon baglatilmistir. Yaklasik iki buguk saat sliren deneyin ardindan

genotip tayini yapilmaya c¢alisilmistir. Her bir polimorfizm i¢in sablon dosyada kayitl

asagidaki Real Time PCR sartlar1 kullanilmistir:

» 43 ul, PCR Grade Water

> 5 ul Ornek DNA’s1 (Yaklasik 50 ng/uL)

» 1 ul, Primer/Prob Seti (10 pmol/uL)

> 1 ul, qPCR PreMix (Igerigi: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction buffer, Dye

(Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

Q-PCR Reaksiyon Karisimi Reaksiyon Hacmi
. Negatif Kontrol 5ml
Ornek _
Ornek DNA 5mi
Forward Primer Iml
Revers Primer Iml
PCR Grade Su 43ml
Toplam 50ml
Basamak Sicakhik Calisma Zamani
Linel: pre-denatiirasyon 95 5 dakika
Line2: denatiirasyon 95 5 saniye
Line3: annealing&extension 60 40 saniye
Scan Hedef boya/filtre: FAM/TAMRA

Cizelge 3.2 Real Time PCR sartlar1 ve Gerekli Malzemeler
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3.4 Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Onceden santrifiij edilip hazirlanmis ve 6l¢iim giiniine kadar -80 derecede muhafaza
edilmis olan plazma 6rnekleri, oda 1sisina (20-25 °C) gelene kadar bekletildikten sonra
analiz edilmistir. Bu ¢alismada IL-6 ve IL-18’in plazma diizeyleri ELISA (kantitatif

sandvi¢ enzim bagli immiinoassay) yontemiyle saptanmustir.

3.4.1 interlokin-6’nmin Ol¢iimii

Plate kuyucuklarinda yerlesik anti-IL-6 antikorlari kullanilmigtir. Standartlar ve
ornekler, sabitlenmis antikorlar1 baglamak {iizere kuyucuklara pipetlenmistir.
Kuyucuklarin yikanmasindan sonra biyotinlenmis antikor eklenmistir. Yikamayla
baglanmayan biyotinlenmis antikorlar uzaklastirildiktan sonra streptavidin ile konjuge
Horseradish Peroksidaz (HRP) pipetlenmis ve inkiibasyondan sonra kuyucuklar tekrar
yikanmustir, Tetrametilbenzidin (TMB) substrat soliisyonu eklenmis ve bagli IL-6
miktariyla orantili renk olustugu gozlenmistir. Stop soliisyonuyla mavi renk sariya
degismis ve renk yogunlugu 450 nm dalga boyunda, ( DSX™ Four-Plate Automated
ELISA Processing System mikroELISA cihazinda, Dynex Tecnologies, Virginia, USA)
Ol¢iilmiistiir. Standartlarin absorbanslar1 ve konsantrasyonlari ile olusturulan egriye gore

orneklerin igerdigi IL-6 miktar: hesaplanmistir.

Standart cozeltilerinin hazirlanmasi: 10 dk oda isisinda bekletilmis 1 ml standart
diluent, liyofilize halde olan stok standart igine eklenmis ve g¢alkalamadan hafifce
karistirllmistir. Hazirlanan stok soliisyonundaki standart konsantrasyonu 50 ng/ml
olarak hesaplanmigstir. 8 tane ependorf alinmis ve ilk 7 ependorf icerisine 0.5 ml standart
diluent eklenip sonuncusu bos birakilmistir. 50 ng/ml olan stok soliisyonundan 500 pl
alinip ilk ependorfa eklenmis, iyice karigtirilmistir. Bu karisimdan da 500 ul alinip bir
sonrakine eklenmistir. Bu islem siradaki 7 ependorfla tamamlanmistir. Sonucta, 8 farkli

konsantrasyondan olusan standart seri hazirlanmistir.
Yontem prosediirii:

» Tiim reaktif, 0rnek ve standartlar hazirlanmas,
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Standart ve drneklerden 100 pL her kuyucuga eklenmistir.

Biyotin konjugattan 50 pL eklenmis,

2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Aspire edilip 4 kez yikanmas,

100 pL streptavidin-HRP eklenmis ve 30 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Aspire edilip 4 kez yikanmus,

vV V VYV V¥V V VYV V

100 pL stabilize kromogen eklenmis ve 30 dk. oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

A\

100 pL Stop Solution ( dur soliisyonu) ile reaksiyonlar durdurulmustur.

» 450 nm de absorbanslar okunmus ve konsantrasyonlar standart egriden

hesaplanmustir.

3.4.2 Interlékin-18’in Ol¢iimii

Platelerdeki kuyucuklarinda yerlesik iki tane anti-1L-18 antikoru kullanilmuistir.
Standartlar ve Ornekler, sabitlenmis antikorlar1 baglamak {izere kuyucuklara
pipetlenmistir. Yikamayla baglanmayan antikorlar uzaklastirildiktan sonra streptavidin
ile konjuge horseradish peroksidaz (HRP) pipetlenmistir. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklar tekrar yikanmis, tetrametilbenzidin (TMB) substrat soliisyonu eklenmis ve
baglanmig IL-18 miktariyla orantili renk olusumu gézlenmistir. Stop soliisyonuyla mavi
renk sariya degismis ve renk yogunlugu 450 nm dalga boyunda, (DSX™ Four-Plate
Automated ELISA Processing System mikroELISA cihazinda, Dynex Tecnologies,
Virginia, USA) Ol¢lilmiistiir. Standartlarin absorbanslari ve konsantrasyonlar1 ile

olusturulan egriye gore orneklerin igerdigi [L-18 miktar1 hesaplanmistir.

Reaktiflerin hazirlanmasi: Yikama soliisyonu 1/10 oraninda distile su ile
seyreltilmigtir. Konjugat soliisyonu ise 1:101 oraninda konjugat seyreltici ile
seyreltilmistir. Standartlar, assay diliient ve IL-18 kalibrotorii ile sulandirilmistir. Her
bir &rnek 1:5 oraninda assay diluentle sulandirilmistir. Ornekler ve standartlar

kuycuklara konulduktan sonra 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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Yontem prosediirii:
» Tim reaktif, ornek ve standartlar hazirlanmistir.
Standart ve 6rneklerden 100 pL her kuyucuga eklenmistir.
1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Aspire edilip 4 kez yikanmus,
100 pL streptavidin-HRP eklenmistir.
1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Aspire edilip 4 kez yikanmas,

YV V VvV VY V V VY

100 pL stabilize kromogen eklenmis ve 30 dk. oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

A\

100 pL Stop Solution ( dur soliisyonu) ile reaksiyonlar durdurulmustur.

» 450 nm de absorbanslar okunmus ve konsantrasyonlar standart egriden

hesaplanmustir.
> Ornekler 1:5 oraninda seyreltildigi i¢in ¢ikan sonug 5 ile ¢arpilmistir.

3.5 Istatistiksel Analiz

Kolorektal kanserli hastalar ile kontrol gruplari; IL-6 ve IL-18 gen
polimorfizmlerinin KRK ile arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan
istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim
Anabilim Dali’ndan danigsmanlik alinarak yapilmistir. Allellerin her birinin frekanslari
hesaplanmis ve populasyonun denge durumu Hardy Weinberg ile belirlenmistir.
Analizler SPSS 11.5 paket programi kullanilarak hesaplanmig, p<0,05 i¢in sonuglar

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 KRK Goriilme Oranlarimin Yas ve Cinsiyete Gore Dagilimi

Calismada hasta grubunu olusturan KRK hastalarinin 62 tanesi erkek (% 64,6) ve
34’u kadin (% 35,4) olup yas ortalamalari 56,96+12,93 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.1). Saglikl kontrol grubu olarak segilen 96 bireyin 39’u kadin (% 40,6) 57’si erkek
(% 59,4), yas ortalamalar1 52,56+13,78 olup, yas degerleri bakimindan hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0,005). Hasta

grubunun yas degerleri kontrole gore daha yiiksek bulunmustur.

Hasta ve kontrol gruplari cinsiyet dagilimi bakimindan incelendiginde ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,552).

Cizelge 4.1 KRK Hastalar1 ve Kontrol Grubunun Cinsiyet ve Yas Ortalamalarina Gore Dagilimi (n:birey
sayist)

KONTROL HASTA p
n 96 96 0,005
Yas(yil)(ortalama+SS) 52,56+13,78 56,96+12,93
CINSIYET(K/E) % 39/57 (40,6/59,4) 34/62 (35,4/64,6) 0,552

4.2 1L-6 ( rs1800795) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarimin Kontrol
Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihm ve KRK ile Tliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol grubunun IL-6 polimorfizmi agisindan
“HardyWeinberg” dengesinde oldugu saptanmistir (p=0,686). Hasta grubunda ise
populasyonun “HardyWeinberg” dengesinde olmadig1 saptanmistir (p<0,001).

IL-6 G/C (rs1800795) polimorfizmine ait genotip oranlari karsilastirildiginda; KRK
hastalar1 ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmistir (p<0,001). GC genotipinin goriilme siklig1, kontrol grubun da
KRK hastalarina gore fazla saptanmigtir. KRK hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylere

ait genotip sikliklar1 incelendiginde ise;
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e GG genotipinin goriilme sikligi; KRK’li hastalarda % 41.7 kontrol grubunda %
27.1 olarak;

e GC genotipinin goriilme sikligi; KRK’li hastalarda % 16.7 kontrol grubunda %
47.9 olarak;

e CC genotipinin goriilme siklig1 ise KRK’li hastalarda % 41.7, kontrol grubunda

ise % 25; olarak bulunmustur.

Sonuglar allel siklig1 acisindan sayisal ve oransal olarak incelendiginde;

KRK’li hastalarda:
e Calleli % 50, G alleli % 50 olarak olarak bulunmustur.
Kontrol grubunda:
o Calleli % 51, G alleli ise % 49 bulunmustur. (p=0,918). (Cizelge4.2).

IL-6 i¢in genotip dagilimlar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmustir (p<0,001). GC genotipine sahip bireylerin hasta
olma olasilig1 kontrol grubuna gore 0,208 kat daha azdir [OR=0,208, (0,097-0,447),
p<0,001]. GC genotipi, kontrol grubunda hasta grubundan daha fazla goériilmiis olup,
saglikli bireylerde KRK riskini azaltti§i belirlenmistir. IL-6 igin allel dagilimlar
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir (p=0,918).

Cizelge 4.2 IL-6 (1800795) Polimorfizmi Allel Ve Genotip Oranlarimin, Kontrol Ve Hasta Grubu
Arasindaki Dagilimi (n: allel ve genotip sayis1)

IL-6 KONTROL KRK P
Allelleri ve Genotip n % n %
Frekanslan

G Allel Frekansi 94 49 96 50 0,918

C Allel Frekansi 98 51 96 50
GG Genotip Frekansi 24 25 40 41,7
GC Genotip Frekanst 46 47,9 16 16,7 0,001
CC Genotip Frekansi 26 27,1 40 41,7
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Sekil 4.1 IL-6 G>C (rs1800795) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarinin Kontrol Grubu ile KRK Hasta
Grubu Arasindaki Dagilimi
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Sekil 4.2 1L-6 G>C (rs1800795) Polimorfizmine Ait Allel Oranlarmin Kontrol Grubu ile KRK Hasta
Grubu Arasindaki Dagilimi
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4.3 1L-18 (C/A) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarimin Kontrol Grubu
ile Hastalar Arasindaki Dagihmi ve KRK Tle Tliskisi

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol grubunun IL-18 (C/A rs1946518) polimorfizmi
acisindan “Hardy Weinberg” dengesinde olmadigi saptanmistir (p<<0,001). Hasta
grubunun ise“HardyWeinberg” dengesinde oldugu saptanmistir(p=0,103).

IL-18 i¢in allel dagilimlar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,539).

IL-8 C/A (rs1946518) polimorfizmine ait genotip oranlari karsilastirildiginda; kontrol
grubu ile KRK hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir
(p<0,001). CA genotipinin goriilme sikligi, KRK hastalarinda kontrol grubuna gore
fazla saptanmistir. KRK hastalar1 ile kontrol grubundaki bireylere ait genotip sikliklari

incelendiginde;

e CC genotipinin goriilme sikligi; KRK’li hastalarda % 28.1, kontrol grubunda %
42.7

e CA genotipinin goriilme sikligi; KRK’li hastalarda % 41.7, kontrol grubunda %
5.2

e AA genotipinin goriilme siklig1 ise; KRK’li hastalarda % 30.2 iken; kontrol

grubunda % 52.1 olarak bulunmustur.
Sonuglar allel siklig1 agisindan sayisal ve oransal olarak incelendiginde;
KRK’li hastalarda:
o Adalleli % 51, C alleli % 49 olarak
Kontrol grubunda:
e Adalleli % 54.6, C alleli ise % 45.4 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

IL-18 i¢in genotip dagilimlart bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001). CA genotipine sahip olan
bireylerin KRK’e yakalanma olasiligi hastalarda kontrol grubuna gore 12,14 kat daha
fazla bulunmustur, CA genotipi KRK’e yakalanma olasiligini arttirmaktadir [OR=12.14

(4,25-34,68),( p<0,001)].
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Cizelge 4.3 1L-18 Polimorfizmi Allel Ve Genotip Oranlarinin Kontrol Ve Hasta Grubu Arasindaki
Dagilimi (n: allel ve genotip sayisi)

IL-18 KONTROL KRK p
Allelleri ve Genotip n % n %
Frekanslari

A Allel Frekansi 105 54,6 98 51 0,539

C Allel Frekanst 87 454 94 49
AA Genotip Frekansi 50 52,1 29 30,2
CA Genotip Frekansi 5 5,2 40 41,7 0,001
CC Genotip Frekansi 41 42,7 27 28,1

60 1

50 A

O Hasta
& Kontrol

A
IL-18

Sekil 4.3 IL-18 A/C (rs1946518) polimorfizmine ait genotip oranlarimin kontrol grubu ile KRK hasta
grubu arasindaki dagilim
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Sekil 4.4 IL-18 A/C (rs1946518) Polimorfizmine Ait Allel Oranlarmin Kontrol Grubu ile KRK Hasta
Grubu Arasindaki Dagilim

4.4 KRK’li Hastalarda IL-6 ve IL-18’in Biyokimyasal Analizi

IL-6 degerleri bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark saptanmistir (p<<0,001). Hasta bireylerde IL-6 degerleri anlamli sekilde
daha yiiksek bulunmustur. 1L-18 degerleri bakimindan hasta ve kontrol grubu degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p=0,966).

Cizelge 4.4 Biyokimyasal Parametrelerin Gosterimi

KONTROL HASTA
Sitokinler Ort.£Std. Sapma Ort.£Std. Sapma
IL-6 12,03+37,63 p/gm 33,24+97,53 p/gm
IL-18 476,984+299,05 p/gm 561,37+484,28 p/gm

45 KRK’li Hastalarda IL-6 ve IL-18’in Plazma Seviyelerinin Genotiplerle

Iliskilendirilmesi

Yapilan analizde 66 KRK’li hastanin IL-6 plazma seviyeleri ve genotip dagilimlar

incelenmis, genotipler arasinda IL-6 seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli
42



bir farklilik belirlenememistir (p=0.622). Ayni sekilde 49 KRK’li hastanin IL-18

seviyeleri ve genotip dagilimlart incelenmis, genotipler arasinda IL-18 seviyeleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenememistir ( p= 0.370 ).

Cizelge 4.5 IL-6 Plazma Seviyeleri ve Genotip Dagilimlari

Genotipler GG GC cC p
IL-6 7,00[7,00-204,00] 7,00[7,00-535,00] 7,00[7,00-564,00] 0,622
Medyan[min.-max.] 15,00+30,63 p/gm 23,52+78,63 p/gm 37,32+116,38 p/gm
orttstd. sapma

Cizelge 4.6 1L-18 Plazma Seviyeleri ve Genotip Dagilimlari
Genotipler cC CA AA p
IL-18 458,00[40,00-1432,00] | 362,00[148,00-3099,00] 381,00[99,00-1175,00]
Medyan[min.- 553,94+366,09 p/gm 567,41+604,93 p/gm 454,29+261,43 p/gm 0,370
max.]
ort+std. sapma
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser, tiim diinyada yaygin goriilen malignitelerden biri olup toplam
kanser vakalarinin % 9,4’linii olusturur (83). Vakalarin % 2-6’s1 otozomal dominant
veya resesif kalitilirken biiylik cogunlugunun genetik temeli tam olarak bilinmemektedir
(83). Erken tan1 ve tedavi yontemlerinin gelismesi ile kolon kanserlerinden oliim
oranlar1 giderek azalmaktadir (84). Bugiine kadar kolorektal kanser icin pek ¢ok etkili
tedavi modeli gelistirilmistir. Ancak, tedavi stratejisi kolorektal kanser hastalarinin bir
kisminda etkili olmustur. Bu nedenle, hastalifin dogal Oykiislinii dnceden tahmin
edebilen, en elverisli tedavi stratejisini saptamaya izin veren ve hastalifin gelecegini
degerlendirebilen prognostik faktorleri ortaya koymak c¢ok onemlidir. Ayrica benzer
histopatolojik 0Ozelliklere sahip kolon karsinomlarinin farkli klinik davranislarini
anlayabilmek, mortalite ve morbiditeyi azaltmak icin yeni prognostik faktorler
arastirilmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, kolorektal karsinomlu hastalarda plazma IL-
6 ve IL-18 konsantrasyonlar1 6lgiilmiis ve ayn1 zamanda IL-6 -174 G/C ile 1L-18 -607
C/A polimorfizmleri ¢alisilmis, bu parametrelerin tani, tedavi ve takipte bir prognostik

faktor olup olmadiklar: arastirilmistir.

Bagisiklik sistemi yetersizliginin, kolon kanserlerinin baz1 alt tiplerinde baslatici
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Daha O©nemli bir yaklasim ise, kolon kanseri
biyolojisinin degerlendirilmesinde, dolasimdaki sitokin ve sitokin reseptorleri diizeyinin
kanser hastalarinda tan1 ve prognostik amacla biyomarker olarak kullanilabilecegidir
(10). Sitokinler, dogal ve kazanilmis immiinitede rol alan, immiin fonksiyonlari
saglayan proteinlerdir. Bu molekiiller; lenfositlerin biiyiime ve farklilagsmasinda,
antijenlerin eleminasyonunda, hematopoietik hiicrelerin farklilasmasinda rol alirlar.
Sitokinler diger sitokinlerin sentez ve etkilerini degistirebilecek 6zelliktedirler. Etkilersi,
lokal veya sistemik olabilir ve hedef hiicrelerdeki spesifik membran reseptorlerine
baglanmalart ile baglar. Hiicrelerin sitokinlere yaniti, gen ekspresyon degisimleri ile
meydana gelir. Boylece hedef hiicreler yeni fonksiyonlar gelistirebilir veya prolifere

olabilirler (85).

44



Literatlir taramasi sonucunda Tiirk toplumunda simdiye kadar yapilan
polimorfizim c¢alismalarinda, KRK’li hastalarda IL-6 ve IL-18 polimorfizmini ve
plazma diizeylerini arastiran bir calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada; KRK ile
iligkili oldugu disiiniilen IL-6 G>C (rs1800795) ve IL-18 C>A (rs1946518)

polimorfizmleri ve dolasimdaki diizeyleri incelenmistir.

IL-6, inflamasyon ve cesitli fizyolojik stirecleri diizenleyen ¢ok fonksiyonlu bir
sitokindir (86). Meme, yumurtalik, prostat, akciger, serviks kanseri, multiple myelom,
renal hiicreli karsinom ve kolonjiyo karsinom dahil olmak {izere insan tiimorlerinin
cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerinde etkili olan pleotropik bir sitokindir (87).
Cesitli klinik raporlar, serum IL-6 seviyesinin farkli tiimor tipleri, evreleri ve prognozu
ile ilgili oldugunu gostermistir. Ozellikle, KRK’de cerrahi miidahale éncesinde IL-6
seviyesinin tlimoriin evresi, yasama orant ve karaciger metastazi ile ilgili oldugu

goriilmiistiir (87).

IL-6 hiicre biiylimesini uyarir ve apoptozu inhibe eder (88). TNF ve IL-6 en iyi
karakterize edilen protiimorik sitokinlerdir ve bunlarin epitelyal hiicrelerde onkogenik
transkripsiyon faktorii olan NF-KB ve AP-1 (TNF)’i aktive ettikleri diisiliniilirken, daha
sonra diger bircok sitokinin, kanser hiicrelerinde NF-KB ve STAT3’lin protiimdrik
aktivasyonunu arttirdigr gosterilmistir. Fakat TNF ve IL-6 bir¢cok kanser tiiriinde
protiimdrik sitokin modeli olarak kalmistir (89). Son yapilan ¢alismalarda yiiksek I1.-6
seviyesinin, karaciger karsinomlarinin en yaygin tiirii olan hepatoseliiler karsinom ile
iligkili oldugu gosterilmistir. IL-6 aracili sinyal kaskatlarinin bloke edilmesi ¢cogu kanser
vakalarinda tedavi yaklasimi i¢in énemli bulunmustur. IL-6 tarafindan indiiklenen JAK
(Janus Kinaz) ailesi iiyeleri ii¢ ana yolagi etkinlestirir. Bunlar; STAT3, MAP kinaz ve
PI3K yolaklaridir. STAT3 sinyali kanser inflamasyonu i¢in 6nemli bir yolaktir. Liu Y.
ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismaya gore tumorogenezin, 1L-6 sinyal aracili STAT3
yolagi ile oldugu disiiniilmektedir. Bunun i¢in, IL-6/STAT3 yolagi kanser tedavisinde
cok onemlidir (90).

IL-6’n1n bu ¢ok yonlii biyolojik islevleri dikkate alindiginda pek ¢ok hastaligin
patogenezinde rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak yapilan

caligmada elde edilen verilere gore IL-6 -174 G/C polimorfizmine ait genotip oranlari
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degerlendirildiginde; GC genotipine sahip bireylerin hasta olma olasiliginin, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 0,208 kat daha az oldugu goriilmektedir. Bizim caligma
grubumuzda GC genotipi KRK’e yakalanmada koruyucu bir genotip gibi
goriilmektedir. Ayrica genotipler ve plazma seviyeleri korele edildiginde genotipler

arasinda anlamli bir fark gozlenememistir.

Martha (13) ve ark.’larinin 1579 kolon kanserli, 1977 saglikli bireyde ve 794
rektal kanserli, 1005 saglikli bireyde yapmis olduklar1 ¢alismada IL-6 -174 G/C
polimorfizminin GG genotipinin kolon kanseri riskini azalttigin1 fakat rektal kanser
riskini arttirdigini belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise kolorektal kanser olarak ele
aldigimiz hasta grubunda GG genotipinin (% 41.7) kontrol grubuna goére (% 25) daha

fazla oldugu gdsterilmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

Kun-Yun (87) ve ark.’larmin Tayvan popiilasyonun da 454 KRL’li hastada
yaptiklar1 c¢alismada, kolorektal kanserli hastalarda G alleli tasiyan (GG, GC)
genotiplerin G alleli tasimayan (CC) genotiplere gore daha diisiik seviyede
karsinoembriyonik antijen iirettiklerini belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise GC
(G allel tasir) genotipine sahip bireylerin KRK’ e yakalanma riski 0,208 Kkat

azalmaktadir.

Kolorektal kanserlerle ilgili olarak s6z konusu genlerin polimorfizm g¢alismalari
kisith oldugu i¢in farkli kanser tiirleri ve ayni genin farkli polimorfizmleri ele alinarak

incelendiginde;

Gangwar (86) ve ark.’larinin Serviks kanserinde yaptiklari ¢alismada IL-6 -174
CC genotipinin serviks kanseri riskini arttirdigin1 ve GC heterozigot bireylerde ise evre

I tiimor olusum riskinin arttigini belirlemislerdir.

Noqueira (92) ve ark.’lar1 serviks kanserinde GG genotipini GC ve CC ile
karsilagtirdiklarinda bir C alleli tasiyan kadinlarda jinekolojik kanser gelisme riskinin

fazla oldugunu belirlemislerdir.

Vairaktaris (91) ve ark.’larmin oral kanserlerde IL-6 -174 G/C polimorfizminin

C allel frekansinin hasta grubunda saglikli bireylere gore anlamli derecede fazla
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oldugunu ve CC genotipinin oral kanserlere yakalanma riskini 7 kat arttirdigini

belirlemiglerdir.

Tan (93) ve ark.’lar1 prostat kanserinde, IL-6 geninin -174 G/C polimorfizminin
prostat kanser riskini arttirdigini ve bu genotipin T1-T2 timdr agamasi ile T3-T4 tiimor
asamasi arasinda anlamli olarak farklilik gosterdigini saptamislardir (p <0.001). Buna
ek olarak IL-6 genotiplerinin vaskiiler invazyon (p = 0.024), seminal vazikiil tutulumu
(p = 0.006) ve kapstiler invazyon ile baglantili oldugunu saptamislar (p <0.001). Ayrica
IL-6 -174 G/C polimorfizminin niiks eden prostat kanserlerinde GG homozigot genotipi,

artmig serum prostat spesifik antijeni ile iliskili bulunmustur (p = 0.027).

Azimzadeh (94) ve ark.’lar1 Iran popiilasyonun da 260 KRK’li hastada ve 405
saglikli bireyde yaptiklar1 ¢aligmada IL-6 geninin C/T, T/C ve T/G polimorfizmlerini
arastirmislar ve TG genotipinin kolorektal kanser riskini 1.75 kat arttirdigini belirlemis

ve ayrica TC genotipinin erkeklerde kolorektal kanser riskini azalttigini saptamislardir.

Farkli kanser tiirlerinde yapilan galigmalarda C aleli tasiyan bireylerin kansere
yakalanma riskinin arttig1 goriilmiistiir yalniz Tan ve ark.’larinin prostat kanserinde
yaptiklar1 ¢aligmada serum diizeyi artmasi ile GG genotipinin iliskili oldugu
goriilmiistiir. Yapilan bu calismalardan yola ¢ikarak C alleli tasimanin KRK riskini
azalltigi, ancak baz1 kanser tiirlerinde ( prostat kanseri gibi) riski arttirdig
belirlenmistir. Bunun nedeni c¢alisilan kanser tiirlerinin gastrointestinal kanser tipi

olmamasindan kaynaklaniyor olabilmesidir.

Bu calismada plazma orneklerinde IL-6 diizeyi degerlendirildiginde; hasta
grubunda 33,24+97,53 p/gm, kontrol grubunda ise 12,03+37,63 p/gm oldugu gézlenmis
ve IL-6 degerleri hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiliksek bulunmustur.
Plazma seviyeleri, genotipler ile iliskilendirildiginde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark

saptanamamuistir.

Sergei (89) ve ark.’larinin Kolorektal adenomlarda hasta serumlarinda IL-6
ekspresyonunun artmig seviyesinin kolorektal adenom gelisme riskinin arttirdigi ve

buna bagli olarak kanserli bireylerdeki artmig serum seviyesini kotii prognozla
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iliskilendirmislerdir. KRK’li hastalarin plazma ornekleriyle yaptigimiz calisma Sergei

ve ark’nin yaptig1 calismaya uygun olarak benzer bulgular elde edilmistir.

Kemik (55) ve ark.’larinin 89 karaciger metastazli kolon kanseri hastasinda ve
90 metastaz1 olmayan kolon kanseri hastasinda yaptiklari ¢alismaya goére metastazi
olanlarda IL-6 diizeylerini daha yiiksek bulmuslar ve bunun nedeninin nétrofil

aktivasyonundan kaynaklandigini tesbit etmiglerdir.

Kolorektal kanserlerde yapilan serum diizeyi c¢alismalari bizim g¢alismamizda
oldugu gibi yiliksek bulunmustur. IL-6’nin artmis serum diizeyi KRK riskini

arttirmaktadir.
Fakli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalar1 inceledigimizde;

Yan Liu (90) ve ark.’lar1 IL-6 diizeylerini karaciger kanseri hastalarda saglikli

yetiskinlere gore 25 kat daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

Grimm (95) ve ark.’lart servikal intraepitelyal neoplazi hastalariyla yaptiklart
caligmalarinda IL-1 ve IL-6’nin yiiksek seviyelerini kotii prognozla iliskilendirmislerdir

ayrica IL-6 -174 C allelinin servikal kanser riskini arttirdigini saptamislardir.

IL-6’nin serum diizeyi karaciger ve servikal kanserler dahil olmak iizere bir¢ok

kanser tiirtinde artig gostermektedir.

Interferon-A indiikleyici faktor olarakta bilinen 1L-18, Thl inflamatuvar yanitta
anahtar role sahip, IL-1 siiperailesi iiyesi pleotropik bir proinflamatuar sitokindir. 1L-18
ozellikle aktive edilmis makrofajlar tarafindan tretilir, ancak ayni1 zamanda Kupffer
hiicreleri, T hiicreleri, B hiicreleri, keratinositler, astrositler ve osteoblastlar tarafindan
da ifade edilir. Ayrica NK hiicre aktivitesinin arttirilmasi, timoérogenezin azaltilmasi ve
tiimor hiicrelerinde anjiogenezin inhibiisyonu gibi anti-tiimor etki gosterir. Buna ek
olarak IL-18’in uygunsuz iiretiminin kanser patogenezine katkida bulunabilecegi ve

tedavi siirecinde klinik sonuglar etkileyebilecegi one stiriilmiistiir (96).

IL-18, IL-12 varliginda IFN-gama {iretimini arttirir, Th1 farklilagmasini saglar,
NK ve CD8 hiicrelerinin sitotoksik etkisini arttirir. Kanser hiicrelerinin apoptozisini

indiikler. Ayrica IL-18’in bagisiklik sisteminin, kanser hiicrelerinin tanimasina engel
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olma gibi bir o&zelligi de vardir. Mikrovaskiiler duvarlara kanser hiicrelerinin

yapismasini ve anjiogenik biiylime faktorlerinin tiretimini arttirir (97).

Ozofagal, gastrik, ovaryum, kolon, deri, hepatoseliiler ve miyeloid 16semi
hiicrelerinde ve bas ve boyun kanserlerinde; IL-18 seviyesinin arttig1 rapor edilmistir
(10). Yapisal olarak IL-1 ile homolog bir sitokindir. IL-1 ile benzer Toll benzeri
reseptorleri olmasma ragmen, IL-1’den oldukga farkli fonksiyonlari vardir. IL-18
Kupffer hiicreleri ve aktive makrofajlardan, lipopolisakkarit ve diger mikrobiyal
irlinlere yanit olarak sentezlenir. NK ( naturel killer) ve T hiicrelerinden IFN-gama
(interferon gama) liretimini stimule eder ve IL-12 ile bu nedenle sinerjistik etki gosterir.
Anti CD40 ve IL-4 ile uyarilmig B hiicrelerinden IFN-gama iiretimini stimule eder ve
otokrin bir sekilde IgE yapimini inhibe eder. NK ve T hiicrelerinin maturasyonunu,
sitokin iiretimini ve sitotoksisitesini artirir (27). IL-18 ‘in promotdr bolgesinde bulunan
C/A polimorfizmi kanser ve inflamatuvar hastaliklarda marker olarak kullanilan 6nemli
polimorfizmlerden biridir (38). Promotdér bolgedeki bu polimorfizmin, promotdriin

calismasini degistirdigi ve trankripsiyonu arttirdigi belirlenmistir (16).

IL-18’in bu ¢ok yonlii biyolojik islevleri dikkate alindiginda pek cok hastaligin
patogenezinde rol alabilecegi goriilmektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak yapilan bu
caligmada IL-18 geninin -607 C/A polimorfizminde CA genotipine sahip olan
bireylerin KRK’ e yakalanma olasiliginin kontrol grubuna gore 12,14 kat daha fazla

oldugu bulunmustur.

Nikiteas (83) ve ark.’larinin Yunanistan popiilasyonunda 84 KRK’li, 89 saglikli
bireyle yapmis olduklar1 caligmada kolorektal kanserli hastalarda IL-18 -607 C/A
polimorfizmini arastirmiglar ve AA, AC ve CC genotip frekanslarini hastalarda sirasiyla
% 1.4, % 56 ve % 22.6 olarak, kontrol grubunda ise sirasiyla % 24.7, % 36 ve % 39.3
olarak bulmuslardir ve CA heterozigot genotipinin CC homozigot genotipinden 3 kat
daha fazla KRK gelisiminde etkili oldugunu belirlemislerdir. Bizim yaptigimiz
calismada ise; genotip frekanslari hastalarda sirasiyla % 30.2, % 41.7 ve % 28.1 olarak
kontrol grubunda ise sirasiyla % 52.1, % 5.2 ve % 42.7 olarak bulunmustur. Allel

sikliklart etnik ve cografik olarak degisiklik gosterebilmektedir. Nikiteas ve ark. ile
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uyumlu olarak, CA heterozigot genotipinin KRK riskini 12,4 kat arttirdig

belirlenmistir.

Guo JY (99) ve ark.’larinin Cin popiilasyonun da 170 KRK’li 160 saglikli
bireyde yapmis olduklar1 calismada KRK ile -607 C/A polimorfizmi arasinda bir iligki
bulamamiglar ancak -137 G/C polimorfizmi ile yaptiklar1 calismada ise istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ elde etmislerdir. C allel tasiyanlarda hastalik riskini G allel

tasiyanlara gore 1.814 kat daha fazla bulmuslardir.

Yaptigimiz calisma Nikiteas ve ark.’lariin yaptiklart c¢alisma ile uyum
gostermekte ancak Guo JY ve ark’larmin yaptiklari ¢aligma ile uyum
gostermemektedir. Bunun nedeni Tiirk popiilasyonunun, Yunan popiilasyonuna gevresel

ve genetik olarak Cin popiilasyonundan daha ¢ok benzerlik gostermesi olabilir.

Kolorektal kanserlerde bu konuda yapilan ¢alismalar kisitli oldugu icin farkh

kanser tiirleri ele alinarak incelendiginde;

Farjadfar (97) ve ark.’lar1 akciger kanserli hastalarda -607 C/A polimorfizminde
A allel frekansini (% 48.6) C alleline (% 35) gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir.
Hastalarda CC, CA ve AA genotip oranlari sirasiyla % 20.5, % 61.7 ve % 17.8 olarak
kontrol grubunda ise % 41.2, % 47.5 ve % 11. 3 olarak bulmuslardir.

Dehaghani (78) ve ark.’larinin ovaryum kanserli kadinlarda yaptiklar1 ¢alismada
hastalarda C allel frekansin1 % 55.9 A allel frekansin1 % 44.1 olarak saglikl1 bireylerde
ise sirasiyla % 59.8 ve % 40.2 olarak bulmuslardir. Genotip frekanslarin1 hastalarda
AA, AC ve CC sirastyla % 14.1, % 60 ve % 25.9 olarak kontrol grubunda ise sirasiyla
% 16.5, % 47.5 ve % 36 olarak bulmuslar ve hastalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulamamislardir fakat 64 hastada IL-18 serum
diizeyleri dl¢limlerinde 438.5 + 373.4 pg/ml ve 85 saglikli bireyde 305.5 + 243.1 pg/ml
sonucunu bulmuglardir serum diizeyinin hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek

oldugunu belirlemislerdir.

Saenz-Lopez (16) ve ark.’lar1 renal hiicre karsinomlu hastalarda yaptiklari
calismada AA, AC ve CC genotip frekanslarini hastalarda sirasiyla % 38.3, % 49.4 ve
% 12.3 olarak kontrol grubunda ise sirasiyla % 33.2, % 52.2 ve % 14.6 olarak
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bulmuslardir. Allel frekanslarini ise C alleli i¢in hastalarda % 62,6 kontrol grubunda
%359,3 A alleli i¢in hastalarda % 37,4 kontrol grubunda ise % 40,7 olarak belirlemigler
ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamamislardir. Ayrica CC genotipinin uzak

organlara metastazi arttirdigini belirlemislerdir.

Qi T (101) ve ark.’lar1 Cin popiilasyonun da 50 servikal kanserli hasta ve 50
saglikli bireyde IL-18 G/C polimorfizmi ile serum diizeylerini arastirmislar ve CC
genotipine ne sahip bireylerin servikal kansere yakalanma riskinin arttigin
belirlemislerdir. Serum konsantrasyonunu CC genotipine sahip hastalarda anlamli

derecede diisiik bulmuglardir (p=0,018).

Farkli kanser tiirlerini inceledigimizde ise; IL-18 gen polimorfizmlerinin farkli
sonuglar gosterdigi gozlenmistir, bu farkliligin IL-18 geninin hem proapoptotik hem
antiapoptotik Ozeliginden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica ¢aligmalarin
farkli etnik gruplarda yapilmasi ve 6rneklem genisliginin farklilik gostermesi sonuglari

etkilemektedir.

Plazma o6rneklerinde IL-18 diizeyi degerlendirildiginde; hasta grubunda 561,37
p/gm=484,24 p/gm kontrol grubunda ise 476,98 p/gm=299,05 p/gm olarak bulunmustur.
IL-18 degerleri hasta grubunda kontrol grubuna gore fazla bulunmus ancak anlamli bir
fark gozlenmemistir. IL-18 diizeyleri, genotiplerle iliskilendirildiginde genotipler

arasinda anlamli bir farklilik gézlenememistir.

Merendino RA (98). ve ark.’larmin Italyan popiilasyonunda KRK’li 18 hastada
ve saglikli 18 birey ile yaptiklar1 ¢alismada serum IL-18 diizeylerini 6l¢gmiis ve bizim
caligmamiza gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Bu farkliligin sebebinin

calisilan popiilasyonlarin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Zakaria (100) ve ark.’lar1 75 hepatoseliiler karsinomlu hastada ve 10 saglikli
bireyde IL-18 serum seviyesini dlgmiisler ve hasta bireylerde saglikli kontrollere gore
oldukga yiiksek oldugunu saptamiglardir HCC hastalarinda IL-18 seviyesini ileri timor

evresiyle ve prognozla iligkili bulmuslardir.

Tangkijvanich (96) ve ark.’lar1 hepatoseliiler karsinomlu 70 hastada ve 10
saglikli bireyde serum IL-18 diizeylerini sirasiyla 104,6 + 65,8, 38,5 £ 22,4 (pg/mL)
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degerlerinde 6l¢gmiisler ve hasta bireylerin serum diizeylerinin saglikli bireylere gore

yiiksek oldugunu tesbit etmislerdir.

Baz1 kanser tiirleri ile IL-6 ve IL-18’in plazma diizeyleri arasindaki iliskiyi
inceleyen g¢alismalar bulunmaktadir ve ¢ogu ¢alismada bu sitokinlerin plazma seviyeleri
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. IL-6 ve IL-18’in bu ozelikleri géz Oniine
alindiginda teshis ve tedavide kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir. Ancak; KRK ile
iliskilerini inceleyen literatiir bilgisi sinirhidir.

KRK’ler genetik ve cevresel faktorlerin rol oynadigi multifaktoriyel kanserler
olmasi nedeniyle bu faktorlerin hasta ve kontrol grubunda ne derece etkili oldugu
bilinmemektedir. Bunun yani sira sadece IL-6 ve IL-18 polimorfizmleri degil KRK
etiyolojisinde rol alan diger genlerle birlikte daha genis kapsamli ¢aligmalar yapilirsa
daha anlamli sonuglar elde edilebilir polimorfizm c¢aligmalar1 kanser tedavisini

yonlendirebilmesi agisindan da 6nem tasimaktadir.

Calismamizda degerlendirmeye aldigimiz Orneklem genisliginin  biiylik
olmamasindan dolay1 allel frekansi ve genotip dagilimlar1 ile hastalik durumu
arasindaki iliski popiilasyonu yansitmayabilir. Bu nedenle anlamli buldugumuz
iligkilerin dogrulanmasi agisindan bu arastirmadan bagimsiz daha genis bir 6érneklem

grubunda bulgularin tekrarlanmasi faydali olucaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kolorektal kanserler (KRK) diinya ¢apinda en sik goriilen tigiincii kanser
tiiri olup, bati lilkelerinde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir ve siklig1 giderek artmaktadir. KRK’ lerin nedeni bilinmesine ragmen basta
diyet olmak tizere yasam tarzi ve fiziksel aktivitenin % 30-50 oraninda KRK insidansini
arttirdig1 disiiniilmektedir. KRK’ ler ABD* de kanserden 6liim oraninda ikinci sirada
yer alir. 2009 yilinda 147,000 yeni tan1 konmus ve hastalikla iligkili 50,000 6lim
oldugu rapor edilmistir. Tiim gastrointestinal kanser 6liimlerinin yarisindan fazlasini
temsil eder. Kanserin cerrahi tedavisindeki gelismelere ragmen KRK oliimciil bir
hastalik olmaya devam etmektedir. KRK goriilme oranmi erkeklerde % 4, kadinlarda ise
% 3,7 olarak belirlenmistir. Aile 0ykiisii, olumsuz sosyo-ekonomik kosullar, sigara-
alkol tiiketimi, obezite, fiziksel hareketsizlik, pisirme teknikleri KRK ile iligkili

bulunmustur.

Geligmis tarama yontemleri erken taniya katki saglamakla beraber etkili tedavi
yontemlerinin uygulanmasi hayatta kalmada agisindan 6nem tasimaktadir. Timoriin
barsakta goriilme zamani erken teshiste olduk¢a dnemlidir erken teshis edilen tiimdrler
genellikle tedavi edilebilir ve cerrahi miidahale en iyi tedavi yontemi olarak bilinir.
KRK kanserler tedavi edilebilir olmalarina ragmen hastalarin yaklasik % 50° si metastaz

nedeniyle 6lmektedir.

Yapilan bu calismada, KRK’yi etkilemesi muhtemel genetik faktorlerden biri
olan IL-6 ve IL-18 polimorfizmleri ile plazma diizeylerinin KRK arasindaki iligki
arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda IL-6 G/C polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilagtirildiginda; KRK hastalart ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir. GC genotipine
sahip bireylerin hasta olma olasilig1 kontrol grubuna goére 0,208 kat daha azdir. Ayni
sekilde 1L-18 C>A polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilastirildiginda; kontrol
grubu ile KRK hastalar1 arasinda IL-/8’in genotip dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmistir. CA genotipine sahip bireylerin Hasta olma
olasilig1 kontrol grubuna gore 12,14 kat daha fazladir.
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Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda ise; 1L-6 degerleri bakimindan hasta
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. Hasta bireylerde
IL-6 degerleri anlamli sekilde daha yiiksektir. IL-18 degerleri bakimindan hasta ve
kontrol grubu degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamaistir.
Calisilan 6rnek sayisi arttirilirsa daha anlamli sonuglar elde edilebilir. Ayrica yaptigimiz

bu ¢alismanin farkli populasyonlarda tekrarlanmasi yararli olacaktir.
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