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Kolorektal Kanserlerde Sigara Kullanimi ve Lenf Nodu Metastazinin Sagkalim
ile Tliskisi
The Relationship with Survival of in Smoking and Lymph Node Metastasis in Colorectal

Cancers
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Amac: En yaygin kanser tiirlerinden biri olan kolorektal kanserler 6liim orani agisindan da ilk siralarda yer almaktadir. Bu orani
azaltmak i¢in siklik ve risklerin iyi tanimlanmasi 6nem tagir. KRK’da sigara kullanimi gibi birgok faktor polip veya kolorektal kanser
gelisme olasiligim artirdiklar igin risk faktorii olarak kabul edilir. Bu ¢alismada, Yeni Nesil Dizileme analizi ile 18 gendeki germline
mutasyonlar1 incelenmis olup kolon kanserlerinde genetik etki ile sigaranin oynadiklari rol karsilagtirildi.

Araclar ve Yontem: Erciyes Universitesi Tibbi Onkoloji Anabilim Dali'nda 2010-2018 yillar arasinda izlenen toplam 50 kolon kan-
serli hastaya ait parafin bloklar retrospektif bu ¢alismaya dahil edildi. Yeni nesil dizileme sonras1 SOPHIiA DDM® (Saint-Sulpice,
Isvigre) biyoinformatik prograninda gergeklestirildi. Calismamn verileri IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 25 (IBM
Corp, Armonk, New York, USA) istatistik programiyla degerlendirildi.

Bulgular: Calismada uzak organ metastazi olan hastalarda, metastazi olmayan hastalara gére APC ve MUTYH genetik mutasyonla-
rinin varligi 3.083 kat daha fazla goriildii ve bu hastalar 6.364 kat daha fazla TP53 genetik mutasyonu sergiledi. nAPC, MUTYH ve
MSH2 ile tiimér evresi arasinda bir iligki tespit edildi. Sigara igme durumu ile uzak organ metastazi olan ve olmayan hastalar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir iliski saptanmadi. Ayrica Gen mutasyon sayist ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir iliski
saptanmadi.

Sonug¢: APC ve MUTYH ‘nin genel sagkalim tizerinde kotii bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Hastalarin derece, evre ve LNM ile
genel sag kalim durumlari arasinda anlamli bir iligki oldugu belirlendi. Yas ve grade ile beklenen survey arasinda, uzak organ metastazi
olan hastalarda anlaml iligki bulundu.

Anahtar Kelimeler: kolorektal kanserler (KRK); metastaz; sag kalim; sigara
ABSTRACT

Purpose: Colorectal cancers, which are one of the most common types of cancer, take the first ranks in terms of mortality. Various
factors, such as smoking, are considered risk factors in CRC. In this study, germline mutations in 18 genes were examined by Next
Generation Sequencing analysis and the role played by smoking and genetic effects in colon cancers were compared.

Materials and Methods: In this retrospective study, paraffin blocks of 50 patients with colon cancer that were followed up in between
2010 and 2018 were included. The bioinformatics program SOPHiA DDM® was used for next-generation sequencing. The data of the
study were evaluated by the IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 25 (IBM Corp, Armonk, New York, USA) statistics
program.

Results: In the study, it was concluded that the presence of APC and MUTYH genetic mutations was 3.083 times more common in
patients with distant organ metastasis compared to patients without metastasis and these patients exhibited 6.364 times more TP53
genetic mutations. Also, a relationship was found between APC, MUTYH, and MSH2 and tumor stage. There was no statistically
significant relationship between smoking status and Colon Ca patients with and without distant organ metastasis.

Conclusion: APC and MUTYH were found to have a bad effect on overall survival. It was determined that there was a significant
relationship between the patients' grade, stage, and overall survival status. A significant relationship was found between the expected
survey of age and grade in patients with distant organ metastasis.
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GIRiS

2018 yilinda Kolorektal kanserler (KRK) 1.8 milyondan
fazla yeni vaka sayisiyla diinyadaki en yaygin kanserler-
den biridir. KRK siklik bakimindan erkeklerde 3. sirada
(%10) ve kadinlarda 2. siradadir (%9.2) KRK’lerin sikligt
batiya dogru gittikge artar ve 1990 ile 2012 yillar arasinda
her yil bir dnceki yila gére 200.000 daha fazla vaka tam
almaktadir. Tamamuyla erken teshis, sistemik ve lokal te-
davideki gelismeler KRK’de sagkalim oranini artirmakta-
dir. Buna ragmen, kanserden kaynaklanan dliimler dikkate
alindiginda akciger, karaciger ve mide kanserlerinden

sonra 4. sirada yer almaktadir.!?

KRK gelisimi i¢in bireysel risk faktorlerini ve hatta lokal
veya uzak metastaza ve niikse neden olan risk faktorlerini
belirlemek, klinisyenler igin prognostik bilgi saglayabile-
ceginden ¢ok 6nemlidir. KRK, hastaligin gelisimi ve iler-
lemesinde rol oynayan gesitli genlerin ve yolaklarin ayrin-
tilt olarak incelendigi ilk tiimérlerden biridir.3* Genomik
bir perspektiften, KRK’in tek bir hastalik olmadigi, ko-
londa meydana gelen heterojen bir grup malignite oldugu
varsayilir. Bu nedenle, KRK’nin genomik analizi 6nemli
prognostik bilgiler saglayacaktir. Kritik yolaklar arasinda
APC, TP53, KRAS, NRAS, BRAF, BRCAl / 2,
BMPRI1A, Her2, PIK3CA, transforming growth faktor
beta (TFG) -p ve mismatch repair (MMR) genleri olan
MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 bulunur.®

KRK'den Sliimlerin baglica sebebi metastazlarin gelisme-
sidir. KRK'ler teshis edildiginde, yaklagik % 22'si metas-
tatik durumdadir ve hastalarin yaklasik % 70'inde sonunda

metastaz olusturacak diizeydedir

Gliniimiizde, KRK igin risk faktorleri ¢ok iyi bilinmekte-
dir. Beslenme sekli obezite, sedanter yasam bunlarin ba-
sinda gelmektedir. Bir takim arastirmalar sigaranin da
mikrosatellit instabilitesi yoluyla kanser gelisimine neden
olabilecegini gdstermistir.5” Bununla birlikte, cok az sa-
yida arastirma, bu risk faktdrlerinin genel sag kalim tize-
rindeki etkilerini aragtirmistir. Bu ¢aligmada, kolon kan-
serlerinde Yeni Nesil Dizileme analizi ile 18 gendeki
germline mutasyonlari incelenerek genetik etkinin mi si-

garanin m1 bagrolii oynadigini arastirdik.

ARACLAR ve YONTEM

Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu bu
retrospektif vaka-kontrol ¢alismasini 13.11.2019 tarih ve
2019/794 say1 ile onayladi. Bu ¢alisma Helsinki Bildirge-
si'nin ilkelerine uygun olarak yiiriitiildii. Bu ¢aligmada Er-
ciyes Universitesi Tibbi Onkoloji Anabilim Dali'nda 2010-
2018 yillar1 arasinda izlenen toplam 50 kolon kanserli has-
taya ait parafin bloklar ¢aligmaya dahil edildi. Cinsiyet,
aile Oykdisii, sigara igme durumu, hastaligin evresi, timor
derecesi, genel sag kalim, hastaligin ilerlemesine kadar ge-
cen siire, hastanin aldig1 tedaviler ve tedavilere yanit gibi
klinik 6zellikler kayit altina alind1 ve degerlendirildi. Ge-
nel sag kalim, tanidan 6liime veya son takip tarihine kadar
gegen siire olarak kabul edildi. Sigara kullanimi ise kolon
kanseri tanis1 almadan 6nce olan en az 1 y1l kullanim ola-

rak belirlendi.
Yeni Nesil Dizileme

Tiimor dokularina ait parafin bloklardan alinan 5 mikron
kalinligindaki kesitlerden imalatginin talimatlarina gore
QlAamp DNA FFPE Tissue kit kit kullanilarak deparafi-
nizasyon iglemi ve ardindan DNA izole edildi. DNA iize-
rinde yeni nesil dizileme analizi yapildi. Burada bildirilen
tiim varyantlar, mevcut mutasyonun sikligina ve amplikon
kapsamina bagh olarak >% 99 giivenle tespit edilir. Mu-
tasyonlar, Multiplicom firmasinin Tumor Hotspot
MASTR Plus (Saint-Sulpice, Isvicre) Ticari kiti icinde bu-
lunan APC, ATM, BARD1, BLM, BRCAL, BRCAZ2,
BRIP1, CDH1, CHEK2, CHEK2P2, EPCAM, FAM175A,
MEN1, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTHY,
NBN, PALB2, PMS2, PMS2CL, PTEN, RADS50,
RAD51C, RAD51D, STK11, TP53, XRCC2 genleri ice-
ren yeni nesil dizileme kiti kullanilarak SOPHiA DDM®
(Saint-Sulpice, Isvicre) biyoinformatik programinda ana-
liz edildi.

istatistiksel Analiz

Biitiin veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent
User V 25 (IBM Corp, Armonk, New York, USA) istatis-
tik programiyla degerlendirildi. Tamamlayici istastistikler
icin birim sayisi (n), yiizde (%), ortalama + , standart
sapma (X +ss), medyan (M), en kiigiik deger (min), en

biiyiik deger (maks) kullanildi.
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Uzak organ metastazi olan yas ve kolon kanseri hastalari-
nin metastaz sonrast sag kalimina iliskin verilerin normal
dagilimi Shapiro-Wilk normallik testi ve Q-Q cizelgeleri
kullanilarak degerlendirildi. Genetik mutasyon durumu-
nun varligi ile sigara igme durumu, cinsiyet, derece, kanser
evresi, lenf nodu metastazi, aile oykdisii, timdr yeri, hasta-
lik siniflandirmasi ve hasta sagkalimi kategorik degisken-
leri arasindaki iligki ki-kare testinin 2x2 and r x c testleri-
nin metoduyla incelendi. Alt grup analizleri Bonferroni
two rate diizeltmesi ile yapildi. Uzak organ metastazi olan
kolon kanserli hastalarin metastaz sonrasi sag kalimi
(hafta) belirlendi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

BULGULAR

Caligsmaya dahil edilen uzak organ metastazi olmayan ko-
lon kanserli hastalarin ortalama yasi (n=25) kadin (42), er-
kek (53) (Min: 15, Maks: 75) y1l ve uzak organ metastazi
olan kolon kanserli hastalarin ortalama yast (n=25) ka-
din(54) erkek(58) 56.68+11.65 (Min: 30, Maks: 73) yildi.
Uzak organ metastazi olan hastalarin yas ortalamasi olma-

yanlara gore daha yiiksekti (p=0.037).

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin sosyodemografik ve
klinik 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir. Sigara igme du-
rumu, cinsiyet, timor derecesi, aile dykiisii ve timor yer-
lesimi ile uzak organ metastazi olan ve olmayan gruplar
arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir (p>0.05). Genel
sag kalim, timor evresi, LNM ve patojenite ile gruplar ara-

sinda anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0.05).

Uzak organ metastazi olan kolon kanseri hastalari, uzak
organ metastazi olmayan kolon kanserli hastalara kiyasla
4,472 kat daha yiksek Olim riskine sahiptir. (OR =
4.472,% 95 Cl: 1.794-11.146). Benzer sekilde, uzak organ
metastazi olan kolon kanseri hastalarindaki tiimérler, uzak
organ metastazi olmayan kolon kanserli hastalara gore
6.364 kat daha yiiksek patojenik olma riskine sahiptir (OR
=6.364,% 95 CI: 1.740-2.272).

Yapilan istatistik sonucunda APC, MUTYH ve TP53 ge-
netik mutasyonlarmin varligi ile gruplar arasinda anlaml

bir iligski bulunmustur. (p<0.05) (Sekil 1).

M [ ]
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Birey sayisi (%6)

Sekil 1. Metastatik olan ve olmayan hasta gruplarinda APC Geni-
nin birey sayisina orani

Hastalarin tamaminin metastazli olma ve metastazli
olmama durumuna bakildiginda metastaz olmayan grupta
yaklasik %066 etkiliyken metastaz olan grupta %100
oraninda APC geninin etkili oldugu gdzlemlendi.(M:
Metastatik Olan, MO: Metastatik Olmayan) (Sekil 2).

MUTHY
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Sekil 2. Metastatik olan ve olmayan hasta gruplarinda MUTHY
Geninin birey sayisina orani

Hastalarin tamaminin metastazli olma ve metastaz olmama
durumuna bakildiginda metastaz olmayan grupta yaklagik
%66 etkiliyken metastaz olan grupta %100 oraninda
MUTHY geninin etkili oldugu gézlemlendi.(M: Meta-
statik Olan, MO: Metastatik Olmayan) (Sekil 3).

TPS53
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Sekil 3. Metastatik olan ve olmayan hasta gruplarinda TP53 Ge-
ninin birey sayisina orani

Hastalarin tamaminin metastazli olma ve metastazli ol-
mama durumuna bakildiginda metastaz olmayan grupta

yaklagik %100 etkiliyken metastaz olan grupta %64
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oraninda TP53 geninin etkili oldugu gozlemlendi. (M:
Metastatik Olan, MO: Metastatik Olmayan)

Diger genlerle uzak organ metastazi arasinda anlamli bir

iligki saptanamamustir.

Tiim kolon kanseri hastalarinin sosyodemografik ve klinik
ozelliklerinin genel sagkalima etkileri ile ilgili yapilan is-
tatistiksel caligmada sigara kullanimi, cinsiyet, aile Oy-
kiisii, timor yerlesimi, patojenite ve genel sag kalim ara-
sinda anlamli bir iligki bulunmad: (p>0.05). Yiiksek dere-
celi, yliksek evreli ve LNM'li hastalarda 6liim oran1 daha

yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablol).

Tablo 1. Sigara kullanimi, cinsiyet, evre ve grade ile kolon kan-
seri sagkalimi arasinda istatistiksel iliski

Sagkalhm

Degisken Yasayan (n/%)  Olii(n/%) p value

Sigara icme Durumu

Hayir 14 (51.9) 11(47.8)  1.000
Evet 13 (48.1) 12 (52.2)

Cinsiyet

Kadn 13 (48.1) 9(39.1) 0.723"
Erkek 14 (51.9) 14 (60.9)

Grade

1 3(20)2 -2 0.013"
2 11 (73.3)® 8(53.3)*

3 1(6.7)® 7 (46.7)"

Evre

1 7(41.2)? -b 0.0017
I 4(235)° 2(105)°

v 6 (35.3)° 17 (89.5)"

Lenf Nodu Durumu

Reactif 8(29.7)° 1(4.8)° 0.011F
Metastatik 10 (37.0)? 17 (81.0)°
Bilinmeyen 9(33.3)? 3(14.3)?

Tablo 1 'de goriildiigii tizere hastalarin derece, evre ve
LNM ile genel sag kalim durumlar1 arasinda anlamli bir
iliski oldugu goriilmektedir. Yas ve grade’ in beklenen sur-
vey arasinda, uzak organ metastazi olan hastalarda anlaml
iliski bulundu.(OR Yas =1.110;% 95 CI: 1.011-1.129; p =
0.028; OR Grade = 4.913; 95 %. Cl: 1.249-19.322; p =
0.023). Ayrica, Sigara igme durumu ile uzak organ metas-
taz1 olan ve olmayan kolon kanseri hastalar: arasinda ista-
tistiksel olarak 6nemli bir iligki saptanmamustir (p>0.05)

(Tablo ).

Tablo 2. Gen mutasyonu sayisi ile (1 Tane gende mutasyon, 2
gende mutasyon, 3 gende mutas-yon gibi...) sagkalim arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi

Hastalik durumu
Degisken  Yasiyor (n/%) Olii (/%) P value

Gen Mutasyon Sayisi

vok 5 (22.7) 10 (47.6)

1 6 (27.3) 7(33.3)

2 9 (40.9) 2(9.5)

3 1(45) 1(4.8) 0.099°
4 1(4.5) ;

5 - 1(4.8)

fPearson Exact Ki-Kare test

Genetik mutasyon varlig1 ile metastatik ve metastatik ol-
mayan gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir ilig-
Kinin saptanmadi. Gen mutasyon sayisi ile sag kalim ara-

sinda istatistiksel olarak dnemli bir iliski saptanmamustir.
TARTISMA

KRK’ler diinya ¢apinda goriilme siklig1 agisindan 3. Sira-
dadir ve %56°s1 6liimle sonuglanir.! KRK'den 6liim ora-
nini azaltmak i¢in hem sikligi hem de riskleri iyi tanimlan-
mast onem tagir. Sigara kullanimu gibi birgok 6zellik veya
aliskanlik, polip veya KRK gelisme olasiligini artirdiklart
icin risk faktorii olarak kabul edilir. KRK i¢in risk faktor-
leri arasinda yas, inflamatuar bagirsak hastaligi (Crohn
hastaligi, pozitif aile 6ykiisii (50 yasin altindaki akraba-
larda KRK), obezite, sagliksiz beslenme aligkanliklari, Si-
gara ve alkol tiikketimi ile iligkili hareketsiz bir yasam tarzi

vs sayilabilir. 91011

KRK’l1 hastalar yiiksek kanser 6liim orani ve kotii prog-
nozu esas olarak kanserin klinik evresine baglidir. Bu kot
prognoz ve KRK sik tekrarlamasi, LNM ve uzak metastaz
ile iligkili olabilir.” Bu nedenle, American Joint Comitee
on Cancer (AJCC) kanser evreleme sistemine gére, LNM
veya uzak metastaz meydana geldiginde, hastalara evre 11
veya IV kolon kanseri teshisi konur. En kotii prognoz Evre
IV KRK'li hastalarda goriiliir.2* Kotii diferansiye timor,
ileri evre, ileri yas, sag kolon, pozitif CEA, daha yiiksek
Lenf Nodu (N) evresi, daha yiiksek Tiimor(T) evresi ve
uzak metastazlarin (kemik, akciger, karaciger ve beyin) er-
ken &liimle pozitif iliskili oldugu bildirilmistir.?-*3 Benzer

sekilde yas, derece, evre, histoloji tipi ve CEA diizeyi ge-
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nel sagkalim i¢in bagimsiz prognostik faktorler olarak be-
lirlendi. Bu nedenle bu prognoz belirtegleri AJCC’nin

TNM smiflandirmasma 2010 yilinda eklenmistir.**

Howlader ve arkadaglari metastazlarin surveyi %14 azalt-
tigin1 gosterdiler. Kolon kanseri teshisi konan hastalarin%
27.3' linlin uzak metastaz gelistirdigi surveyi azalttig1 bil-
dirilmistir.'® Dolayis1 ile LNM'nin kolon karsinomu ve re-
lapst igin kétii prognoz dlgiisiidiir.’® Calismamizda, uzak
organ metastazi olan KRK'li hastalarda, uzak organ metas-
tazi olmayan kolon kanserli hastalara gore Olim riski
4.472 kat daha fazla bulundu. Ayrica yiiksek grade, yiiksek
evre ve LNM'nin mortaliteyi artirdigini bulduk. Bu sonug-

lar 6nceki ¢aligmalarin sonuglariyla uyumludur.

KRK, sporadik, kalitsal veya ailesel olarak siniflandirila-
bilir. Sporadik kanserler tiim KRK'lerin % 70'ini olusturur
ve sporadik kanserin molekiiler patogenezinden farkli gen-
lerdeki mutasyonlar sorumlu oldugu igin heterojen bir
gruptur. KRK'nin kademeli olarak ilerlemesi, "multistep
timorijenez" olarak bilinir. Bu nedenle, her basamak, tii-
mor supressor veya onkojenlerdeki spesifik genetik degi-

sikliklerle iligkilidir.3*’

Fang ve arkadaslar1,'® ADCY2, ADCY9, APC, GNBS,
KRAS ve LRP6 genlerindeki mutasyonlarin KRK metas-
taz1 ile iliskili oldugunu tespit etti. APC, KRAS ve f3-kate-
nin mutasyonlari adenom gelisiminde Onemlidir ve
PIK3CA ve TP53 mutasyonlari 6zellikle KRK’nin invaziv
gelisimini tetikler.'® KRAS mutasyonlar1 metastaz, kotii
prognoz ve daha diisiik sagkalim ile iliskilidir.?’ Son ¢alig-
malar, BRAF mutasyona ugramis KRK'de genel sagka-
Iimda kisalma oldugunu bildirmistir (41.1'e kars1 18.2

ay) .21

TP53 mutasyonlari, KRK dahil olmak {izere ¢esitli kanser
tirlerinde kotii prognoz belirtecidir. Metastatik KRK'li
hastalarda TP53 mutasyon oran % 80'e yiikselmistir.??
TP53 mutasyonu goriilme sikligi, erken evreden timorler-
den metastaza dogru giderek artar. Bu nedenle TP53 mu-
tasyonlari, ozellikle timdrijenezin ge¢ safhasinda rol oy-
nar.? Bizim galismamizda uzak organ metastazi olan ko-
lon kanserli hastalarda, uzak organ metastazi olmayan ko-
lon kanserli hastalara gére APC ve MUTYH genetik mu-
tasyonlarinin varlig1 3.083 kat daha fazla goriildii. Benzer

olarak, uzak organ metastazi olan kolon kanserli hastalar

6.364 kat daha fazla TP53 genetik mutasyonu sergilemis-

tir.

Ayrica ¢alismamizda APC, MUTYH ve MSH2 ile tiimo6r
evresi arasinda bir iligki tespit ettik. Tlimoriin evresi art-
tikca, APC, MUTYH ve MSH2 mutasyonlarinin varligi da
arttt. Bu nedenle, APC ve MUTYH, hem uzak organ me-
tastazini artirdigi hem de yiiksek evre ile iligkili oldugu ve
uzak organ metastazinda TP53 arttig1 i¢in genel sag kalim
tizerinde kotii bir etkiye sahiptir. Biitiin bu bilgilere ilave-
ten sigara igme durumu ile uzak organ metastazi olan ve
olmayan KRK hastalar arasinda gen mutasyonu olup ol-
mamasina bakmaksizin sag kalim agisindan Tabloda da
goriildiigi gibi istatistiksel olarak 6nemli bir iligki saptan-
manmustir. Oysa Amri ve arkadaslariim?* ¢aligmasinda si-
gara metastaz ve mortalite agisindan bagimsiz bir risk fak-
toriidiir. Bu ¢aligmada metastaz olma durumu yas, cinsiyet,
sigara kullanimi mutasyon tipi ve siniflandirilmast ile evre
yoniinden bir belirte¢ olarak gdsterilmistir. Metastatik ve
metastatik olmayan KRK hasta gruplarina ek olarak sag-
likl1 bireylerin yer aldig1 bu etken faktorleri hi¢ tagimayan
ticiincii bir grup olusturulmasi ile bakilan genlere farkli se-
kilde degerlendirilmesine olanak saglayabilir. Bunun igin
de farkli analiz yontemleri gerekebilir. Ayrica KRK’ler
i¢in mutasyon tarama panellerinin sayis1 ve bu mutasyon-
lar i¢in spesifik tedavi protokolleri her gegen giin genisle-
tilmeye devam etmektedir. Yeni ¢alismalarda bu durumun

g0z Oniine alinmasinda fayda vardir.
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