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OZET

BARRETT OZOFAGUS OLGULARINDA INTERSELLULER ADEZYON
MOLEKULLER 1ININ (ICAM) GEN EKSPRESYONLARININ ARA STIRILMASI

Ecz. Ebru OKSUZLER
Yuksek Lisans Tezi, Sglk Bilimleri Enstitlsu
Tez Dansmani: Dog. Dr. Belgin ALASEHIRLI
Kasim 2011, 55 sayfa

Normal skuamoz epitelin metaplastikgdgmle farklilasim gdstererek barsak epiteline
donismesi olarak tanimlanan Barrett Ozofagus gastrogigafareflinin en énemli
komplikasyonlarindan biri olarak kabul edilmektediticre adezyon molekdlleri, hiicre
aktivasyonu, gocu, buyamesi, farklilaasi, 6lima gibi bircok olayin dizenlenmesinde
yer almaktadir. Hiicre adezyon molekdllerinin immldbglin (Ig) sipergen ailesi icinde
yer alan interselluler adezyon molekullerinin (ICAMnflamasyon ve kanserle gkisi
yapilan bircok catmada gosterilmgtir. Bu calsmanin amaci premalign bir lezyon
olarak tanimlanan Barrett Ozofagusta ICAM-1, ICAM¢ ICAM-3'Uin olasi roliini
saptamaktir. Caimaya Barrett Ozofagus tanisi ajnolan 18 hasta ve Barrett Ozofagus
tanisi almamy 25 gondlli dahil edilmgtir ve kontrol grubundan alinan biyopsi
materyalleri gen ekspresyonu analizi igin uyggartlarda saklandi. Real time PCR
kullanilarak gen ekspresyonu analizi yapildi. V&t analizinde iki grubun
karilastirmasinda genmemg Student t-testi ve Fisherin kesin Ki-kare testi
kullanilirken, gen ekspresyonu analizinde Mann-WiytU testi kullanilmgtir. Yapilan
argtirmada hasta grubunda ICAM-1 gen ekspresyonurdntalarak artarken ICAM-2
ve ICAM-3 ekspresyonlarinda kontrol grubuna gorelaah bir desisiklik
saptanmamgtir. Bu calsmadan elde eftimiz verilerin adezyon molekdillerinin Barrett
Ozofagusun kansere g ilerleyisinin tespiti icin yeni bir dgerlendirme olguti
olabileceini disiinmekteyiz. Yapilan bu agarma Barrett Ozofagus’unun glumu ile
ilgili molekiler mekanizmalarin aydinlatiimasindargimci olabilir. Ayrica uzun
vadede ICAM inhibitorlerinin  kullanilmasi ile Batte Ozofagusun 6zofagus

adenokarsinomuna ilerlemesinin 6nlenmesi mimkuhilala

Anahtar kelimeler: Barrett, Ekspresyon, Hiicre adezyon molekulleri, $&n



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERCELLULAR ADHESION MOLECULES ( ICAMS)
GENE EXPRESSIONS IN BARRETT'S OESOPHAGUS PATIENTS

Ecz. Ebru OKSUZLER
Master Thesis, Health Sciences Enstitute
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Belgin ALASEHIRLI
November 2011, 55 pages

Barrett's Oesophagus is the most important contic®f reflux, a metaplastic change
of the lining of the oesophagus, such that the mbsguamous epithelium is replaced
by specialised or intestinalised columnar epithelidhe cell adhesion molecules are
ubiquitous recognition molecules that allow cetiscommunicate with one another and
their environment and can lead to profound alteretiin cell division, differentiation,
behaviour, and function. The relationship betweeancer, inflammation and
intercellular adhesion molecules (ICAM), which amemunglobulin supergene family
of cell adhesion molecules, have been shown in rsaudies. The aim of this study was
to investigate the possible effects of ICAM-1, ICAMand ICAM-3 in Barrett's
Oesophagus. Eighteen patients with Barrett's Oegpghaccording to endoscopy and
twenty five volunteer without Barrett's Oesophaglisease included. Tissue samples
supplied by biopsy and used for the gene expresagsay. The significance of
differences between two groups was assessed logr8ttrtest and Fisher’'s Ki-square
test, and in gene expression analysis Mann-Whithé&st used. In this study, we found
significant increase in ICAM-1 expression but theras no significant differences in
ICAM-2 and ICAM-3 expressions compared with conggodbup. We think that the data
originated from this study will be useful for newaduation in determining the prognose
of Barrett's Oesophagus to cancer. This study n&y tzelp to explain the molecular
mechanism of occurrence of Barrett's Oesophaguer e long term, progression of
esophageal adenocarcinoma in Barrett's Oesophagus ba prevented by ICAM

inhibitors.

Keywords: Barrett, Expression, Cell adhesion molecules, Qance
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, giinimiizde, 6nemi giderek artan bjtikare yasam sorunudur. Olim
nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemehndan gelmektedir. Ozofagus
kanseri gorulme sikh agisindan kanserler arasinda 8. sirada yer athakDulnyada
her yil yaklgik 500.000 birey 6zofagus kanseri ile «dtarsiya kalmaktadir (1). Yuzde
seksenlere varan 5 yillik mortalite oraniyla enmleyastrointestinal sistem timora
olarak kabul edilmektedir (2). Adenokarsinom vesydsiicreli karsinom olmak Ulzere
iki major histolojik tipe ayrilmaktadir. Adenokaneimun major risk faktort olarak
gastrodzofageal refli hast@al(GORH) ve onun en 6nemli komplikasyonu olan Btarre
Ozofagus suclanmaktadir. Ozofagus karsinomu zagdgrmzundan dolay! gonlukla
olumle sonuclanan bir hastalik oflitndan Barrett Ozofagus’un erken tani ve tedavisi

onem taimaktadir (3,4).

Barrett Ozofagus distal 6zofagusta normal skuanpiele kolumnar epitele
donsimU olarak tanimlanmaktadir (5). Kronik gastroogefa refliisii olan hastalarin
yaklasik olarak %10-20'sinde Barrett Ozofagus gelektedir (6). Kronik
inflamasyonun Barrett Ozofagus’unstengicinda anahtar rol oyngdbelirtimektedir.
Inflamatuvar sinyalin epitelyum ve immin hicre kdketiimorlerin olusumuna
katildigi bilinmektedir (7). Yapilan bir calmada Barrett ile ifkili adenokarsinomliu
hastalarin hayatta kalmasi ile Prostaglandin (PR@¢r16kin I (IL-1a), Interl6kin-8
(IL-8), interlokin-21 (IL-21), interlokin-23 (IL-23), Interferony (IFN-y), ve mikro
RNA-375 (miR-375), ekspresyonlari arasindgkiloldugu kaydedilmgtir (8). Bu bulgu
Isiginda inflamatuvar genlerinin Barrett ile sHili adenokarsinomlu hastalarda
molekiler patogenez, klinik kanser progresyonu wegpozda ©onemli rolindn

olabilecegi belirtiimektedir (8).

Hucre adezyon molekilleri hiicre aktivasyonu, gdmiytmesi, farklilamasi,
olumu gibi bircok olayin diizenlenmesinde yer almadkt (9). Bu durumun adezyon
molekdllerinin farkh sitokin ve buylime faktérlenrmde etkisiyle sinyal iletebilme ve
sinyal mekanizmalarini dizenleyebilme 6zZafie bali oldugu disinidlmektedir (10).
Cssitli infeksiyon, enflamasyon ve kanser hastalikida serumda solubl interseltler
adezyon molekili (sICAM) diuzeylerinin agitigosterilmgtir. Over kanser hticrelerinin

ve malign melanom hcrelerinin interselller adezyaekiliu-1 (ICAM-1) salgilagy



ve metastaz durumlarinda sICAM-1'in amnttigosterilmitir. inflamatuvar hicreler
tarafindan salgilanan TNé&-ve IL-1 sitokinlerinin inflamasyonlu dokunun vaséii
endotelyumunda ICAM-1 ve E-selektin ekspresyonlanpregule etfii belirtiimektedir
(11). Astma olgularinda TNE-ile iliskili olarak vaskuler hiicre adezyon molekilu
(VCAM) ve ICAM-1 diuzeyinin arti@g belirtimektedir (12). Alveoler sICAM’In
pulmoner inflamasyon modulasyonunda rolt @ldwildirilmistir (13). Bu bulgular

ICAM dizeylerinin inflamasyonla gkili oldugunu gostermektedir.

Hucresel hasaringkk ettigi hiicresel buttniglin bozulmasi, kanser progresyonu
ve metastazdan sorumlu olabilir. Kanser gmili, progresyonu ve metastazini
kolaylastirmasi nedeniyle, hiicre-hiicre adezyonunun tahvibdi dolayisiyla timor
argtirmalari icin hicre adezyon molekullerinin roltednlidir. Yapilan ¢cakmalarda
ICAM-1, 2 ve 3 duzeylerinin timOr prognozu ve médas ile de ilgkili oldugu
belirtiimektedir (14,15,16). Kammerer ve ark. (1#@rafindan meme ve prostat
kanserlerinde ICAM-1, 4 ve 5'in etkili olgu gosterilmg, Ke JJ ve ark. (18). tarafindan
da gastrik karsinomada E-selektin, ICAM-1 ve intedsl’in hastalgin prognozunda
etkili oldugu ve bunlarin dizeylerinin hastaih durumu, seviyesi ve prognozunda

belirleyici markirlar olarak kullanilabilegeileri stralmustar.

Barrett Ozofagusun 6zofagus adenokarsinomu icinbilinen 6ncii lezyon
olarak tanimlanmasi ve ayni zamanda inflamasyorda ilgkili olmasi, ICAM
molekdllerinin de her iki surecte rollerinin olgluna dair kanitlar bulunmasi nedeniyle
bu calsmada Barrett Ozofagus ve ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 gkesyonlari
arasindaki igki aragtiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Barrett Ozofagus

Barrett Ozofagusu 6zofagusun distal kismindaki rabrskuaméz epitelin
intestinal metaplazi iceren normal olmayan kolumesitel ile yer dgistirmesi olarak
tanimlanmaktadir (19). Barrett Ozofagusu, gastrtaigal reflii sendromu (GORS)’nun
bir komplikasyonu olup gastrik kardiyanin ve 6zafagn adenokarsinomuna onculuk
edebilir. Barrett Ozofagus, multifaktoriyel bir talsktir ve geljmesinde kronik GOR,
0zofagus alt ucta Barrett epiteli ve metaplazi dineohoynar.

Geleneksel Barrett 6zofagus tanimi, skuamo-kolumbailanti (SCJ)'dan
proksimale dg@ru uzanan en az 3 cm’lik kolumnar mukoza alani elasi ve bu

bdlgeden alinan biyopsilerde intestinal metaplaptanmasidir (Resim-2.1.).

Resim 2.1:Barrett Ozofagus Gastro6zofageal nma bolgesi (uzun siyah ok), skuamo kolumnar
baglanma bdlgesi (kisa siyah ok), Skuamo kolumnar d&gilgn proksimaline uzanan Barrett mukozasi
(mavi oklar) (20).

Metaplastik farklilamanin vyerlgimine goére Barrett Ozofagus’'un “uzun

segment” ¥ 3cm), “kisa segment’&3cm) ve ultra-kisa segment (gastrotzofageal



bileske endoskopik olarak normal olup biyopsi ile initegt metaplazi gorilir) olarak
siniflandirilabilecgi bildiriimektedir (21). Fakat bugin icin Barrett zGfagusunun
tanisinda 6zofagusta hangi uzunlukta olursa olsablety hiicrelerinin bulundiu
intestinal metaplazinin vagh, gerekli olan tek olcuttir. Bugin kabul edilenriggt
Ozofagus tarifi uzunluk belirtmeksizin 6zofagustgestinal metaplazinin saptanmasidir
(22, 23).

Alt 6zofagusta kolumnar epitel hattini ilk tanimaday Tileston olmakla birlikte,
lezyon ilk kez 1950'de Norman Barrett tarafindatratorasik midenin gik ettigi bir
dogustan kisa ©Ozofagus olarak tanimlagmia953 yilinda Allison ve Johnstone
0zofagusta skuamoz epitelin kolumnar epiteleziglmini gostermgler ve bunun
gastroozofageal refli sonucu gugunu bildirmglerdir. Barrett daha sonra hasgah
edinsel oldgunu agiklamgtir (24). Giiniimiizde Barrett Ozofagus tanimlamas) lem
O0zofagusta endoskopik olarak kolumnar hattin goesdimve hem de biyopsi ile

intestinal metaplazi (goblet hiicresi) vanhin tespit edilmesi gereklidir (25, 26, 27).

Barrett hastafiinda, metaplaziden kansere gidbirbiri ile korelasyon gosteren
multistep glemlerle olmaktadir. Oksidatif DNA hasari, telomada kisalmaya neden
olan 6nemli bir faktordir ve GOR’U olan hastalaidtestinal metaplazi vagindan
bagimsiz olarak, telomerazda kisalma mevcuttur. Bglirehastalarda telomeraz
kisalmasi, 17p (p53) ve 11qg (cyclin D1) lokusun¢taopmozomal instabilite ile
birliktedir, bu da sirasiyla kromozom kaybi ve ka@aaa neden olmaktadir. Epigenetik
degsisimler (histon metilasyonu, ROS ve NO aberant CpG@G adetilasyonu gibi)
kanserde gen ekspresyonunu etkileyen ilave mekatgzchr. TUamor stpresér gen
pl4ARF, histon metilasyonu ve DNA metilasyonu konasyonu, ©6zofagusda
metaplaziden kansere gith, progresif down-regilasyona neden olmaktadiy. (28

GOR’lu hastalarda Barrett Ozofagus gele riski hiatal herni, duodenogastrik
reflil varligl, 6zofagus asit klirensinde azalma ve alt 6zofagimkter (AOS) basincinda
azalma ile ilgkilidir (29). Barrett Ozofagus zemininde adenokargaisme riski genel
populasyona gére 30-125 kat agnolarak bulunmgtur (22). Shaheen ve arkatha!
(30) Barrett Ozofagus'da yilda %0.2-2.0 oranindaenatarsinom gejime riski
oldugunu belirtmilerdir. Bu veriler siginda Barrett Ozofagus’nun tanisinin konmasi ve

takip prensipleri giderek artan bir 6nhem kazanmaikia



2.1.1. Epidemiyoloji

Barrett Ozofagusunun gercek prevelansi bilinmembklikte, genel toplumun
%0.2-2'sinde ve GOR nedeniyle endoskopi yapilantatasn %5-15'inde Barrett
Ozofagus’a rastlanmaktadir (26,31,32,33). Erkeldekddinlara gore 2-4 kat daha sik
gorulmektedir (34). Prevelans gya birlikte artmaktadir. Cocukluk genda oldukca
nadirdir, gelsme yai genellikle bg yildan fazla refli semptomlarini takiben ortalama
40 ya civarl olarak tahmin edilmekle birlikte tani konnmatalama 60 ywanda
olmaktadir (35). Ulkemizde gastrodzofageal reflevalansi %20’dir. Yilmaz ve ark.
(26) yapmg olduklari calgmada 18.766 endoskopik incelemenin 84’Unde (%0.4)
histopatolojik Barrett Ozofagus olgusu tespit aterdir. Gelsmis tlkelerde Barrett
Ozofagus gorilme orani daha yiiksek bulugtonu Barrett Ozofagusu siginin
Turkiye'de, gelgmis Ulkelerden, daha az olgu kaydedilmijtir (24). Ozofageal
adenokarsinomun (OAK) Amerika ve Avrupa kitasindender insidansini en hizli
yukselten kanser tipi olgw bildirilmistir (36). Cameron ve ark. (34) Barrett
Ozofagusunun genel popiilasyonda prevalansini 100€©®2.6 olarak saptagtardir
ki bu oran otopsi serilerinde 2 kat daha yUksekuboiutur. Toplumda gercek Barrett
Ozofagus sikfii tam olarak bilinmemektedir. Uygulanan rutin  erldmsik
uygulamalarda, Barrett Ozofagus siki62 civarindadir. Toplumdaki Barrett Ozofagus
sikligi dezsismekle beraber 27/100.000 ve otopsilerde 376/100d@fak saptanngiir
(28).

Barrett Ozofagus’da kalitsal yatkinlik tizerinde dlegulmustur. iki veya daha
cok akrabasinda Barrett Ozofagus olan 10’dan faildataranmy diger aile bireylerinde
de Barrett Ozofagus olmaksizin reflii varlisaptanmgtir (37). Refli hastaginda
monozigot ikizlerde dizigotlara gbére daha yukselkardans bulunmuve genetik
faktorlerin refliye yatkinlik orani %31 olarak gelendirilmistir (38). Reflisu olan
hastalarin birinci derece akrabalarinda reflii gadilprevalansi kontrol grubuna gore
2.2-4.8 kat daha yuksek bulungiur (39). Semptomatik Barrett Ozofagus’u olan
hastalarin akrabalarinda da Barrett Ozofagus giasdfliisi olan dier hastalardan 2
kat daha fazla oldiu bildirilmistir (40).

2.1.2. Patogenez
Barrett Ozofagus'un en sik nedeni gastrik asit wdras reflusudur. GOR

vakalarinda refli epitelyal hasar, proliferasyon stem veya pluripotent hticrelerde



farklilasmaya neden olmaktadir. GOR’da mide asiti ve saferiginin 6zofagusa
reflist, 6zofagusun skuamoz 6zofageal epitelinireyél tabakalarinda hasar yaparak,
interselltler aralikta dilatasyona neden olur, bilamatuvar cevabi tetikler, mide asiti
ile safra tuzlarinin derin differansiye olmepitelyal ve stem-pluripotent hiicrelere
maruziyetine neden olur (28). Barrett Ozofaguslstilarda 6zofagusa asit refli
epizodunun suresinin ve sikinin arttgi gosterilmgtir. Sik refli semptomlari gésteren
hastalarin  %5’'inde USBO (Uzun segment barrett duefp saptanmgtir (41).
Oncesinde Barrett Ozofagus tanisi almamaenokarsinomlu hastalarda yapilan bir
calsmada da hastalarin %60'inda kronik refli semptomtalunmaktadir (42). On
yildan uzun suren refli semptomlari olan hastalarf8BO gelsim orani %10.3 iken 10
yildan kisa streli reflii semptomlari olanlarda bano%2.2 bulunmgiur (40). Ozofagus
adenokarsinomu olan hastalarda GOR prevalansigB#&zofagus olanlarda %39 iken,
olmayanlarda %8 bulunmtur (43). Gastrik asit reflisinin yani sira safeapankreas

sivisi iceren duedenogastroozofageal reflli patagEnénemli rol oynamaktadir.

Gunumuzde Barrett Ozofagus glununda 3 hipotez mevcuttur.

1- Skuamoz epitelial “Stem Cell” in anormal farkgmnasi.

2- Ozofagus submukozal bezlerinin anormal farirasi

3- Midedeki proksimal “Stem Cell” in farklifaasindaki bozukluklar ve yagli

migrasyonu.

Etyopatogenezde etkili faktorler midedeki proksinyal da skuamdz epitelial
Stem Cell hicrelerini yanliydonde stimile ederek anormal farkyr@alarina ve yanyl
migrasyonlarina neden olabilir. Boylece distal @mpfsta kolumnar epitel gsilini
sglanabilir. Aynisekilde distal 6zofagusun submukozal bezleri de pay@genezdeki

faktorlerin etkisi altinda kolumnar epitele d@ebilir (29,43).

Barrett Ozofagusunda kanser g@linin patogenezinde genotipik ve fenotipik
Ozelliklerin de roli oldgu disunidlmektedir. Genetik yapi @gikliklerinin Barrett
Ozofaguslu hastalarda sik gorigdiibilinmektedir. Ancak bu genetik gigikliklerin
neden mi sonu¢ mu ol@u heniiz kesinlik kazanmagtir. Normal 6zofagus epitelinin
asit etkisine uzun silre hasarggramadan dayanabilgli gosterilmitir. Henlz
bilinmeyen genetik bazi dsikliklerle skuaméz epitel asit etkisine daha duydwle

gelebilir. Ozellikle metaplazik epitelde displazrdcesi arttikga genetik geikliklerin



de sik goruldgu bilinmektedir. Bu genetik ggsiklikler sonucu hicrede molekuler
degisiklikler gorulmektedir. Displazi derecesi arttikcanaploidi siklgl, hicrede
proliferasyon ve siklus anomalilerinin agiti gosterilmitir. Ozellikle G1 ve S
fraksiyonunun arf1 displazi derecesi ile paraleldir. Adenokarsinomaklastikca
hicrelerde p53 mutasyon sghin arttgl ortaya koyulmstur (44). Deoksiribontkleik
asit (DNA) ploidi calgmalarinda anaploid olgularda kanser geg riskinin yiksek
oldugu saptanmtir. Ki-67 ile prolifere olan hicrelerin oraniniiksek olmasi ve p53
protein ekspresyonunun artmasi neoplastik progresya@ostergesidir (45, 46). TP53
geninin kaybi neoplastik progresyondaki en belirgizellik olup buyimenin
baskilanmasi uzerinde hicre stresine yol agar.béB&rve transforme edici buyime
faktoriinin ekspresyonlarindaki am yiksek riskli grubu belirledi distintlmektedir.
Barrett Ozofagusunda en sik gorilen genetik defeRp kromozumu Uzerindeki
pl6INK4A/CDKN2A inaktivasyonu oldgu bildirilmistir (45, 46). Cok az sayida
olguda ailesel kolumnar epitel alanlarinin vartanimlanmy ve bu olgularda otozomal

dominant gegi gosterilmgtir (37).

Barrett Ozofagusu olan hastalarda telomeraz kisalmap (p53) vellq (cyclin
D1) lokusunda, kromozomal instabilite ile birlikiedBu da sirasiyla kromozom kaybi
ve kazancina neden olmaktadir. Epigenetikigimler (histon metilasyonu, ROS ve NO
aberant CpG ada metilasyonu gibi) kanserde genrekgpnunu etkileyen ilave
mekanizmalardir. Tumor sUpresér gen pl4ARF, histoetilasyonu ve DNA
metilasyonu kombinasyonu, 6zofagusda metaplazidesdee gidte, progresif down-
regulasyona neden olmaktadir. Toplum temellisgadilara gore, uzun déonemde proton
pompa inhibitérleri ile asit sipresyonu, 6zofagamderinde aga neden olmaktadir.
Ancak medikal veya cerrahi olarak asit stipresy@i icin risk faktorii dgildir (28).
GOR’da mide asiti ve safra i¢gimin 6zofagusa refliisu, 6zofagusun skuamoz 6zofagea
epitelin ylzeyel tabakalarinda hasar yaparak, setiéiler aralikta dilatasyona neden
olurlar. Bu inflamatuvar cevabi tetikler, mide ade safra tuzlarinin derin differansiye
olmus epitelyal ve stem-pluripotent hiicrelere maruziyetneden olurinflamatuvar
sitokinler ve kemokinler, NF-kappaB yoluyla CDX d¢emni indukler, oysa mide asiti
ve safra tuzlari, promotor demetilasyon veya afdagia aracilgiyla, skuamoz fenotip
determinantlarini (p63) ve intestinal farkftaanin pozitif dizenleyicisini (CDX),

suprese eder (28).



Uc 6nemli gende (p16, RUNX3 ve HPP1) metilasyory&akarsinogenezinde
rol oynar ve bu metilasyonlar, erken dénem Barfetofagus'da yiiksek dereceli
displazi (high grade displazi) ve karsinom geii ile birliktedir. Ayrica, DNA
anoploidi, 17p LOH (LOH: heterozigosite kaybi) v@ @OH bulunmasi, 6zofagus
malignite olasikgini arttirmaktadir (28).

2.1.3. Tani

Barrett Ozofagus tanisi ve maligniteye gfigj yiksek dereceli displazi (YDD)
ve erken malignitenin saptanmasinda gunimuzde;dbiryeni tani metodu mevcuttur
(28).

Standart endoskopi: Kronik refli semptomlari bulunan hastalarda mulaist
sindirim sistemi endoskopisi yapilmalidir. Endosk@snasinda, Barrett mukozal
segmentin uzuniu O6lculmelidir. Muhtelif biyopsiler alinarak patgilo olarak teshis
onaylanmalidir.

Kromoendoskopi: Basit, kolay ve ucuz bir yontemdiislem icin 2-5 mg
midazolami.V. uygulanir. Birtakim kimyasal boyalarla (metilenavi, lugol, indigo
carmine ve asetik asit gibylem yapilir. Metilen mavisi en populer boya olu¥ ve
kanserde boya tutulumu olmazken, nondisplastiklatametilen mavisi ile boyanma
gosterir.

Magnifiye endoskopi: Mukozada endoskopi esnasinda, ileri derecede bigyUt
yapilarak inceleme imkani @ar.

Dar bant goruntileme (Narrow Band Imaging: NBIyontemi: NBI beyaz gigi
mavi (B: 400-430 nm), ywd (G:430-460 nm) ve kirmizi (R: 485-515 nm) renkle
ayristirarak, mukozal yap! ve vaskuler patern hakkiratzaddetayl bilgiler verir.

FICE (Fuji Intelligent Chromo EndoscopyNBl'e benzersekilde, mukozal
ylzey veya vaskiler pattern hakkinda bilgiler verir

Spektroskopi: Malign yap! ile normal mukozanin ayiriminda, dolno yapisal
ve molekuller kompozisyonlarini inceleyerek kullanil

Otofloresan (Autofuorescence) bold Mavi 1sik kullanilarak dgal yapi
incelenir.

Optik koherens tomografi (OCT). Dokuda yiksek rezolisyonlu kesitsel

(cross-sectional) goruntuler elde etme imkaglasa



Lazer konfokal mikroskopi: Mukozayr 1000 kere buyutebilir ve hucresel
yapilar hakkinda bilgi verir.

Kapsil endoskopi: Ozofageal kapsil endoskopi yeni bir tekniktir. Akc
biyopsi alma ve histoloji imkani olmamasi dezavghta

Molekuler yontemler: NIRF (Near-infrared fluorescence) uygulamasi, gaat
ekspresyon 6zelline gore malign ve normal yapilari ayirir. Bu yantézellikle Barrett
Ozofagus’da displazik alanlarin gosteriimesindeaiadir.

Flow sitometri: Normalde diploid gériinim mevcutken, anormal (pregmave

malign) olgularda anéploidi veya tetradiploidi sapt (28).

2.1.4. Tedavi

Gunumizde altta yatan 6zofajitin tedavisi haricisgesifik bir medikal tedavisi
yoktur. Buna rgmen pek cok kaynak GOR’de olglu gibi asit baskilayici tedavi
uygulamada hem fikirdir. Asid supresyonuna ilavetafra ve pankreatik salgilarin da
patogenezde ©6nemi olgu bilinmektedir. Bu nedenle sadece asit supresydesuin

ziyade antirefl cerrahisinin daha avantajli @dwstnulebilir (47).

Barrett Ozofagusu’nda tedavi yaflaininsunlari amaclamasi gerekmektedir:
i. Refli semptomlarini gidermek.
ii. Asit ve duodenal i¢cgin 6zofagusa refllisini engellemek.
lii. Erozyon, peptik Ulser ve strikttir gkomplikasyonlari 6nlemek.
iv.Intestinal metaplazinin proksimale ilerlemesini durdak.
v.intestinal metaplazinin normal mukozaya gerilemdsiniandirmak.
vi. Displaziye gidi durdurmak.
vii. Displazinin nondisplastik hiicrelereriggmesini hizlandirmak.

viii. Adenokarsinoma gigiidurdurmak (48, 49).

Barrett Ozofagusu’nun tedavisini YDD’nin olup olmad belirler. YDD
bulunmayan Barrett Ozofagus’daggmlukla tercih edilen secenek medikal tedavidir.
Gelisen medikal ilaglar hastalarin biganda semptomlari 6énlemeye yeterlidir. Medikal
tedavi yalnizca tipik refli semptomlarini dnlemestigil ayni zamanda komplikasyon
gelismis olgular da tedavi etmekte ¢aaili olabilmektedir. Proton pompa inhibitorleri
(PP)’nin H, reseptor blokerlerine kiyasla refli semptomlagiiermede daha etkili
oldugu bildirilmistir (25).



YDD nin elik ettigi ve adenokarsinomun olmagal Barrett Ozofagus’un
idaresinde takip, endoskopik ablasyon veya 6zofapektercin edilebilmektedir. YDD
lerin %40 kadarinda hastalik medikal tedavi si@aigerilemektedir (50).

Tedavide 3 strateji mevcuttur. Bunlar; a) cerratmoféajektomi, b) belli
araliklarla takip ve c) endoskopik tedavilerdir. déskopik tedavide, endoskopik
mukozal rezeksiyon (EMR), endoskopik submukozakkigsion (ESD) ve ablasyon
tedavileri kullaniimaktadir. Endoskopik tedavi @y multipolar elektrokoagulasyon,
lazer tedavisi, sivi nitrojen ile birlikte kriyotgpsi, argon plazma koagulasyon,
fotodinamik tedavi ve radyofrekans dalga ablasydmillaniimaktadir. Fotodinamik
tedavide, lazer 6ncesi 6zofagusa fotosensitize agaiterek (5-ALA: aminolevulonik
asid) uygulanan tedavide YDD de kanser gymii %50'den %13-28'lere Barrett
Ozofagus'da bgari s@lamaktadir. Geng ve multifokal YDD li hastalardarrahi veya
endoskopik tedavi uygulanmaktadir (51, 52).

2.2. Adezyon Molekdlleri

Adezyon molekdulleri; hicre ylzeyinde yapisal olavak olan, bazi uyarilarla
hicre vyilzeyinde beliren, hicre-hiicre ve hicre-ksatretkilsmesinde rol alan
molekdllerdir. Adezyon molekilleri; hicre korunmada, yara iyilemesinde, doku
batinligunin sg@lanmasinda gorev alirlar. Hicreleringgdmasi ve goécu gibi 6nemli
hareketlerin bgatilmasi, endotel ve epitel hicrelerinin seciai bariyer olgturmasi,
hicrelerin birbirlerine ve matrikse glanmasi, adezyon molekdlleri aragijila
gerceklatirilir (53, 54). Ayrica, apoptozis ve gen tranggiyonuna ve buna ek olarak
hiicre motilitesine, migrasyonuna, sinyallemeye Wferansiyasyonuna da etkilerinin
var oldysu belirtiimektedir. Bu fonksiyonlari farkli sitokime buyime faktorlerinin de
etkisiyle sinyal iletebilme ve sinyal mekanizmataridizenleyebilme 6zelliklerine
baglidir. Tum bunlara ek olarak, hicre iskeleti angeyla hicre hareketinin
organizasyonunda onemli goérevleri vardir. Hlcre zgde molekdlleri ve onlarin
ligandlari; gelsim, farkllasma, go¢, timor okumu ve metastazi gibi olaylarin
gelismesinde organizmadaki g kontrol fonksiyonlarina sahiptirler. (10, 55y0mor
yayllmasi, ekstraseliler matriks ile kotl huylu felerin iligkilerine bali olarak
gerceklemektedir. Yaygin tiumor goérintisinde de bazi adezyeseptorlerinin
ekspresyonu gosterilgtir. Adezyon molekdllerinin immun ve inflamatuvaamtin

ortaya ¢ikmasinda da onemli gorevleri @dubilinmektedir. Lokositler bulunduklari
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bdlgeyi; bakteri, virus, tumor hicreleri gibi yalwarntcrelerden korumak icin, damar
disina cikip, ara dokuya ge¢cme ve hedef hiicreyesympitotoksik etkiyle bu hticreyi
parcalamasini adezyon molekdlleri sayesinde gercagkitenektedir (56,53,54).

Adezyon molekilleri, yapisal ve fonksiyoneketiklerine gore dort gruba
ayrilmaktadir (57) (Tablo 2.1)
1- integrinler
2- Selektinler
3- Iimmunglobulin super ailesi
4- Kadherinler

Tablo 2.1: Hiicre adezyon molekillerinin siniflandiriimasi

Integrinler Selektinler Immunglobulin Kadherinler
Super Ailesi

*B-1 Integrinler *L-Selektin *L1-CAM *VCAM *E-Kadherin

*B-2 Integrinler *E-Selektin *NCAM *PECAM *P-Kadherin

*B-3 Integrinler *P-Selektin *ICAM *LFA *N-Kadherin

L-Selektin: Lokosit Selektin,E-Selektin: Endoteliyal SelektinP-Selektin: Trombosit SelektinL1-
CAM: L1-Hicre adezyon molekilINCAM: Sinirsel hiicre adezyon molekUli@GAM: Hdcreler arasi
adezyon molekuliyCAM: Vaskiler hiicre adezyon moleklURECAM: Trombosit endotelyal hiicre
adezyon molekllul.FA: Loékosit fonksiyonlu adezyon molekilE-Kadherin: Epitelyal kadherin, P-
Kadherin: Plasental kadherinN-Kadherin: Néronal kadherin (57).

2.2.1.integrinler

Ilk defa Hynes tarafindan bir hiicreningeii bir hiicreye entegre olmasini
sgglayan molekiiller olarak tanimlanghr (58). insan integrin yapisinda 2 zincir
bulunmaktadir. Bunlao ve 3 zincirleridirler. Bu 2 zinciri birbirine bglayan ise ligand
baglanma bdlgesidir. Birbirlerine yakin olan uclari tBkmininallerini olgtururken; C
terminallerinde de transmembran bdolgeleri bulunmakt | domeyini sadecex

zincirinde bulunur ve buraya da Bdaslanabilmektedir §ekil-2.1.) (59).
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insan temel integrin yapis1
I domeyini Ca+:haglaluna .u . .
Zinciri
hd T C terminali
Ligand N terminali
baglanma Transmem_bran
hiilgesi hilgesi
N terminali i
B C terminali
Zneiri

Sekil 2-1: Insan integrin yapisi (59)

Buguine kadar 24 9B zinciri tanimlanmytir (60). Farklia, B kombinasyonlari
ile farkh integrin molekulleri olgur ve p alt Unitelerine gore siniflandirilirlar. Bu
siniflandirmaya gore ayni grupdaalt Gniteleri aynidir ancaf alt Gniteleri dgiskendir.

Integrinler yapilarinda bulundurduklgralt tinitelerine gore siniflandirilirlar (61).

Beta-1 integrinler; De novo sentez nedeniyle ge¢ eksprese edildiklenrigok
gec aktive olan antijen” (VLA) integrinleri olaralla bilinirler. VLA 1-6 olarak
isimlendirilen 6 Uyesi vardir. Endotel hicrelergngral sinir sistemindeki gliyal ve
menengiyal hicreler, l6kosit, trombosit, monosiazdfil ve eozinofillerde bulunur.
Hucre-matriks etkilgminde rol oynarlar. Fibronektin, laminin, kollajegbi konnektif
dokuda yer alan makromolekulleregkanirlar. Yara iyilemesinde ve embriyogenezde
hiicre goctinde fonksiyon gorirler (61).

Integrinler kalsiyuma kg hiicre-hiicre ve hiicre matriksi etkiieesi sglayan

heterodimerik ylizey membran reseptorleridir. Yamikstraseliler matriks ile

12



intraseliler ortam arasinda integrasyonglasan hucre yizey glikoproteinlerdir. Bu
sebeple “integrin ailesi” denmektedir. Ancak intatgr, hiicre-ekstraseltler matriks
etkilesimleri kadar hicre-hiicre etkiienlerinde de 6nemlidirintegrinler birbirlerine
non-kovalen olarak [@anan alfa ve beta zincirlerinden géun heterodimer bir yapiya
sahiptirler.integrinler bazi buyiime faktorlerinin (VEGF; Vasaulandothelial Growth
Factor ve EGF; Epidermal Growth Factor) reseptdriBi yolla sinyal iletiminde rol
oynamaktadirlar, hiicre ici etkilere protein kinazaacilik etmektedir. Farkl 14 adet
alfa ve 8 adet beta zincirinin gigik kombinasyonu ile 20 adet integrin ghaustur (62,
63, 64). Molekulin fonksiyonel aktivitesi icin héd alt Unite de gereklidir, ancak

baglanma 6zgulliginunp alt Gnitesi ile ilskili oldugu ditunidlmektedir (65,59).

Beta-2 integrinler; Heterodimerik glikoproteinler olup sadece |6kasite
bulunduklarindan, I6kosit integrinler olarak da imier. Lokosit adezyonu ve
|6kositlerin endotel hiicresi veyagéir hiicrelere Gdanmasindan sorumludur. Sabit bir
beta zinciri ve dgisken bir alfa zincirinden okwrlar. Tium lenfositlerden eksprese
edilirler, destek hicrelerinin de endotel hicreleri daha siki [@anmasini
sgladiklarindan hicre gocinde 6nemli role sahiptii€). Kemik iliginden koken alan
miyeloid htcrelerin hemen hemen tamaminda buluHiicre-hiicre adezyonunda rol
oynar. Bu grupta yer alan I6kosit fonksiyon antije(LFA-1 o3, integrin,
CD11a/CD18) tum lokositlerin Gzeyinde ekspreseirediintijen sunumu sirasinda T
hiicre ylzeyindeki LFA-1, antijen sunan hicre (ARG)eyindeki intersellller adezyon
molekdlleri (ICAM) ICAM-1 ve ICAM-2 ile, APC ylzeyideki LFA-1 molekult ise T
hicredeki ICAM-3 ile bglanir. Bu b&lanti antijen sunumunda T hicre reseptoru
(TCR) ve APC ytizeyindeki "major histocompatibiltgmplex" (MHC) birlgmesinden
sonra olur ve enflamatuvar sitokinlerin (IL-12, arferony) salinimi gerceklgr.
Bunlardan, LFA-1, immunglobulin sipergen ailesindéAM molekdlleri ile birlsme
Ozelligi ile, 16kositlerin inflamasyon alanina gécliinde, N& sitotoksik T lenfositlerinin
hedef hicreleri 6ldirmesinde 6nemitaBeta-2 integrinlerin ortak zinciri olan CD18
genindeki mutasyonlar bu molekillerin eksikhie yol acar. Hayati tehdit edici
enfeksiyonlarin goruldiii  “l6kosit adezyon eksikdi hastalg’” ortaya cikar.
Lokositlerin endotele yagamamasi nedeniyle periferik kanda I6kositoz olmeagemsin

enfeksiyon bolgesinde I6kositler birikemezler (61).
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Beta-3 integrinler; integrinlerden glikoprotein Ilb/llla trombositleren énemli
integrini olup, trombosit agregasyonunda rol oymar genetik eksikii “Glanzman

trombastenisi” ne neden olur (62).

Hucre dgi1 sinyaller aracifii ile haberlemeyi s&layan integrinler (67,68),
dolasimdaki l6kositlerin damar endoteline tutunup whgtan sonra, inflamatuvar

reaksiyonun bulundiu alana go¢ etmelerinde rol alirlar (69,68).

Integrinlerin azalip ggalmasinin timorlerin progresyonunda énemli gldu
bildiriimektedir. B1-integrin alt Gnitesinde ortaya cikan heteroziguttasyonlarin dilin
skuam6z hucreli kanserinin glmasinda etkili oldgu gosterilmg ve bu alt Unitenin
multipl myelomalarda ortaya ¢ikan hiicre adezyorciardac direncinde (CAM-DR)
onemli rolU oldgu bulunmutur (68). Pek ¢ok integrin reseptoriindezigdmenin hiicre

invazyonuna ve metastaza yol acabifgé@ydedilmitir (70).

Beta-7 integrinler; Bu grubun iki Gyesisf3; ve agf37 bazi 16kosit alt gruplari
tarafindan eksprese edilirler. Mukozal immun sisterger alan lenfositlerin ylzeyinde
bulunurlar. Bdylece lenfositlerin fizyolojik kosallda Peyer plaklarinda ve
intraepiteliyal tutulumu sdanir. a4p; integrin Peyer plaklarinda ve mezenterik lenf
nodlarinda eksprese edilen MAdCAM-1 ile etkilee girer. Bu grup integrinlerin
ekspresyonu barsak (6rn. Crohn hagtplveya sinoviyal membrani etkileyen (6rn.

romatoid artrit) enflamasyon vaginda artar (61).

2.2.2. Kadherinler

Kadherinler, molekiler @rlklari 120,000-140,000 arasindagden, yapi ve
fonksiyonlari acisindan Cabasimli transmembran proteinlerdir (68). Kadherinlerin
yapisinda da iki u¢ bulunmaktadir. Karboksil ucyraé vey denen tg¢ bdlge yer alir.
Bu bdlgeler kateninlerin kadherine gi@nabilmesi icin Ozellgmis olan bdlgelerdir.
Kateninler bu boélgelerden kadherinlerle kontak kilrder. Amino ucunda ise ilk
baglanma bolgesi bulunmaktadir ve bu bolgeye 6n bdigeilir. 4 ekstraselller bélge
arasinda da Cabaslama dizileri yer almaktadiSgkil-2.2.) (59).
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Insan kadherin yapis1

———

Travsmembram " .,

biolgesi | |
l.':_]11 l.-:"f::.-‘"\;._.-"'ﬁ"-.\
hi‘i]gF FOLOE O TS ||- II—\f . ]
I terminali L S

- | H"\-\_,-"f '::tEII:I:I.IIl.ﬂ.'l' i
["a hadl
I I Kateninler ile

ilighali C-terminali

Sekil 2-2: Insan kadherin yapisi (59).

Embriyojenik dokularin olgumu ve stabiliteleri icin gerekli, htcreler arasi
yapsma olaylarinin bgamasi ve devami igin kritik 6éneme sahip olan higcckyr.
c&

glikoproteinleridir. Bu ailenin bireyleri, sican @miyosunun blastomerlerinde tek hiicre

Homofilik  hiicre-hlcre transmembran

adezyonunu gayan bazimli
asamasinda saptangtir ve hiicrelerin implantasyonu ve sonraki morfegs yol acan
olaylarda vazgecilmez yapilardir. Kadherinlereskausmus antikorlar, embriyonik
dokulara eklenginde, hicre-hiicre yagmasinin kopmasi sonucu doku yapisinda

siddetli bozulmalara neden olur.

Uc buyiik alt grubu vardir:
E-Kadherin-Epitelde bulunan kadherindir.
P-Kadherin-Plasental kadherin
N-Kadherin-Noral kadherin.

Son zamanlarda endotelde V-kadherin, retinada Réw@ad beyin dokusunda B-
kadherin, kas dokusunda M-kadherin tanimlagumiKadherinler tripeptitlerden his-ala-
val'ni kullanarak homofilik hiicre-hiicre gkisini balatirlar. Dizenli kadherin ojumu

hiicre polaritesini kontrolde ve morfogeneziste Oiim(62, 70).
Iki néronun birbiriyle balanti kurdgu yerde ilk bglantiyr saglayan yapilar,
ortamda bulunan kadherin molekdlleridirler. Bu nhkiiker sayesinde iki ndéronun

birbiriyle olan ilk kont& gerceklsatirilir. Kadherin molekullerinin birbirleriyle olan
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trans pozisyonlari sayesinde nérotransmiterin aafin aktif zon bélgesinin sinirlarinin
cizildigi belirtiimektedir (71).Yapisal ve fonksiyonel gahalar kadherinlerin santral
sinir sistemi gekimi sirasinda aksonlarin biylumesi ve sinapslarinrmé&syonunu

kontrol ettgini gostermstir (72).

E-kadherinin dgik regulasyonu ile timor invazyonu ve metastaz 1adas
kuvvetli bir korelasyon vardir. Hiicre-hiicre adeayamn kaybi karsinoma hicrelerinde
invaziv ve metastatik fenotip icin c¢cok onemlidir. itékim disik E-kadherin
ekspresyonu nedeniyle hiicre-hicre kgmtan kopt@gu ve bunu takiben de invazyon ve
metastazin gadiigi gosterilmitir. Bu nedenle E—kadherine metastaz supresor geni
denmektedir (62, 70).

N- kadherin ve E-kadherin’in sitoplazmik bélgelelbenzer yonleri olan fakat
farkl bir protein grubu olan kateninlerle bigreektedir ¢ katenin,3 katenin,y katenin)
(73).

2.2.3. Selektinler

Selektinler endotelyal htcrelerin, |6kositlerin teombositlerin ylzeyinden
eksprese olurlar (74). Farkli hiicre gruplarindaubabilmelerine kain selektinlerin
ortak Ozellik olarak l6kosit resirkilasyonu ve ekstzasyonunu kontrol eden
mekanizmalardan birini ofturduklari kabul edilmektedir (75).

Selektinler (P, E ve L) ve onlarin ligandlar vakki duvarda I6kosit
yuvarlanmasi ve l@anmasi icin gereklidir. Hicresel adezyon molekitia selektin
ailesi, Iokositler ve endotel hiicreleri Gzerind&krbonhidrat ligandlar ile etkijeler.
Bulunduklar hiicre tipine gore Endoteliyal (E-Seilek Lokosit (L-Selektin) ve
Trombosit (P-Selektin) olarak isimlendirilirler. kositlerin erken dbénemde
inflamasyon alanina lokalizasyonunda gereklidirl®iger adezyon molekullerinde
protein-protein b@anmasi gibi bir gereklilik ve 6zellik olmasina ke, selektinler

karbonhidrata b#anabilir proteinler olarak etkilerini gosterirl€s2).

Molekulin N terminalinde "lektin" benzeri bir yapardir. Bu yizden bu gruba
selektinler denilmektediinsan E-selektininin yapisinda amino ucunda lektimelini
yer almaktadir. Hemen ikinci domeyini ise EGF benzéomeyindir. alti tane

kompleman reseptor domeyini (CRP) bulunmaktadir. rbEksil ucunda da
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transmembran bolgesi yer alinsan L-selektinin yapisi da E- selektinin yapiszo&
benzer ancak iki tane CRP domeyini bulurilk.domeyini lektin domeyini ve ikinci
domeyini de FGF benzeri domeyindinsan P-selektinin yapisinda daefi selektinler
gibi lektin iceren bir bolge bulunur. CRP domeynkayisi ise dokuz tanedir. Karboksil
ucunda da transmembran bolgesi yer almakt&ekilc2.3, Sekil-2.4,Sekil 2.5) (59).
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Insan E-Selektin yapisi

Lelktin CRP domeyinleri Transmembran

domeyini hilzesi
m -
N termina]i! C terminali
EiFE-benzeri
domeyin

Sekil 2-3: Insan E-selektininin yapi£59).

Insan L-Selektin ¥APLS1

CRP .
dLEkti-!'l -dﬂltl_Ej exrl Transmembran
orey il — hilgzesi
* [ [ ] i
™ terminali + ' termmanali
EGFE benzeri
domeyin

Sekil 2-4: Insan L-selektin yapisi (59)

Lektin | ('RP dome Y[II.IEI'I Iransmembran

b hiilgesi
i | {
N termmali § ( terminali
EGF benzen
domeym

Sekil 2-5: insan P-selektin yapisi (59)
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L-Selektin (CD62L): Bu ailenin ilk tanimlanngi Gyesidir. Lokositlerde yapisal
olarak bulunur ve endotel hicresindeki ligandi &kilesir. L-selektin lenfosit
resirkilasyonu sirasinda lenfositlerin lenfgdinlerine gocu olayinda rol alir (75).
Notrofiller ve monositlerde, T ve B lenfositleriruypik béliminde ve dw@l oldartci

hicrelerinin (NK) bir alt grubunda eksprese olu(B8).

P-Selektin (CD62P):Trombositler ve endotel hiicreleri Gzerinde bullsrurBu
gruptaki selektinler trombin, histamin, protein &nC, kompleman fragmanlari gibi
¢esitli mediatorlerle uyarilabilir. Ancak endotel higterine 6zgin Weibel-Palade
cisimcikleri ve trombositlerde bulunan granulleRselektinler hazir olarak da bulunur.
Boylece, bu granillerin membrana flizyonu ile Pigetéer cok hizlisekilde eksprese

olma 6zellgi gosterirler (68).

E-Selektin (CD62E): Endotel hucrelerinin ytzeyinde bulunur, l6kositter
gewek olarak endotele tutunmasiniglsa. Ayrica sadece timor hicrelerindengaci
ctkan sinyal Lewis A molekulini de tanimaktadir. Ba kanser metastazlarindan
sorumlu tutulmaktadir. Ekspresyonu IL-1, TFgibi inflamatuvar uyaranlara cevaben
artar (76).

2.2.4.Imminglobulin (Ig) Siipergen Ailesi

lg stpergen ailesinin Gyeleri; morfojenez, inflag@s hemostaz ve immunite
sirasinda bircok hiicre tanima olaylarini yénegriiyelerinin ligandlarina ganmasi
proteindeki bir veya birden ¢ok Ig alani ile gergsk. Bu aile lyelerinin ortak
Ozellikleri 1g yapisinda bulunan ve 90-100 amintiariolgan, disilfit b&iyla stabilize
olmus domain yapisina sahip olmalaridir. Oldukca kal&balan bu ailenin iyi taninan
tyelerinden Ig’lerin hafif ve @r zincirleri, T hicresi antijen reseptorti (TCR)DE
CD8, MHC sinif | ve Il molekulleri immidn sistemimi@eni tanimasinda rol oynar.
Normal immin ve inflamatuvar reaksiyonlarin @lmunda 06zellikle hucre-hiicre
etkilesimlerinde rol alan dier 6nemli Uyeler, hicreler arasi adezyon molekuli-1
(ICAM-1), vaskuler hiicre adezyon molekuli-1 (VCANI-1enfosit fonksiyonu ikkili
antijen-3 (LFA-3) ve CD2 (LFA-2)'dir (62).

VCAM-1 (vaskuler hiicre adezyon molekuli-1): ICAM-1'e bene&ilde aktive

endotel hicre ylizeyinde bulunurlar. Lokositlerim@a dgina goctnde ligandi olan
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VLA-4 ile baglanti kurarak fonksiyon gorir. VCAM-1; aktif endbkgicrelerinde, doku
makrofajlarinda, dendritik htcrelerde ve kemik giili fibroblastlarinda bulunur.
Uyarilmams endotelde yapisal olarak bulunmaz. IL-1, IL-4 WFFa gibi sitokinlerin
uyarisiyla 2-4 saat sonra hicre yuzeyinde belitirF4 secici olarak VCAM-1'in
belirmesine sebep olur ve VLA-4 aragiila eozinofillerin ortamda birikmesini glar.
VCAM-1'in yapisi 6 ve 7 domeynli olmak Uzere ikirfoda bulunur. Bu iki form da
yapi olarak birbirine benzegekil (2.6.) (59).

Transmembran
biélgesi

| ||"'. Ma | M F'_||"'.. i‘"‘_!f"'-| - |

insan VCAM-1 yapisi (7-domeyin formu)

N terninali u u [ termmali

Ligand haglama
hilgeleri

Ig domeyinleri

‘]134567

Sekil 2-6: insan VCAM-1 yapisi

PECAM-1 (trombosit- endotel hiicre adezyon molekiili-1); CD8lkndoCAM
olarak da bilinen, 130 kilodalton (kDa)gidiginda, 711 aminoasit uzurgunda
immunglobulin stperailesinden bir molekuldir. PECAMIk olarak insan umbilikal
ven endotel hicrelerinden klonlarytm. Fibroblast, epitelyum hiicresi, kas veati
damarsal olmayan hiicrelerin yiizeyinde bulunmazlli®eeendotel hiicreleri tizerinde
bulunan hucre-hiicre adezyon molekuludir. Bataaki trombositler, monositler,
notrofiller ve bazi T lenfositlerin ylzeylerindelbaur.

Endotel hiicreleri Gzerinde glantiyl s&layan en 6nemli bikendir. Lokosit ve
endotel hicre yuzeyindeki PECAM-1'ler arasidaki bopikk baslanma ile endotel
hiicreleri arasindan notrofil migrasyonu gercekle&iflamasyonun transmigrasyon
basamainda I6kositlerin PECAM-1’e ihtiyaci vardir (62,61
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PECAM’In yapisinda bir kaboksil grubu ve bir de amgrubu vardir. Karboksil
grubunun oldgu a bolgesidir. Bolgede transmembran bdlgesi buaktadir. 6 Ig
domeyni icermektedir. Bu domeyn bdlgelerinin ilkisikays balanma bolgesidir.
Ayni sekilde 2. ve 3. domeynlerin oldu bélgeler ve 5. ve 6. domeynleri iceren
bdlgeler de homotipik Eanma bolgeleridir (59)Jekil 2.7).

insan CD31 (PECAM-1) yapisi

So— Transmembran
Ig domeyinleri bilgesi

\

f: C: C: ':*: C: Cz .
N terminali | | | | C terminali

G'E\'IBS Homotipik anahtar
haglama baglama hilgesi

hilleesi

Sekil 2-7: insan PECAM-1 yapisi

ICAM-1 (interselliler adezyon molekuili-1); bir amino ucai bir de karboksil
ucu icermektedir. Karboksil ucunun ofgluyerde transmembran bélgesi bulunur. 5 Ig
domeyini vardir. Bu domeyinlerden de ilk ikisi; LFA(I0kosit fonksiyon antijeni) ic¢in
baglanma bolgesidir. Uglincti domeyin ise; Mac-1'irglaama bolgesini okturur (59,
77). Sekil 2.8).

Endotel hiicre, epitel hicreleri, lenfosit ve makjiairda eksprese edilif3,

integrinlerin ligandidir. Lokosit- I6kosit ve I6kibsendotel hiicre adezyonunda yer alir.

Spesifik olarak I6kositlerin ylzeyinde bulunan LHBEA, monosit ve

notrofillerdeki Mac-1'e bglanirlar. Notrofillerin hasarli dokuya goci siraganaktive
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l6kosit yuzeyindekif3, integrin ile birleaerek aktive endotelle l6kosit arasinda siki
baglant kurulmasini gdar (61).

ICAM-1 fibroblastlar, endotelyal hicreler ve I6kibside diguk seviyelerde
surekli eksprese edilmekte, iltihabi dokularda IFN;1 ve TNF alfa gibi para-
inflamatuvar sitokinlerin uyarisiyla induklenereggynlugu artmaktadir. Uyari sonucu,
ICAM-1'in hicre ylzeyinde belirmesi, 2-4 saattesldbave 12-16 saat sureyle plato
cizer. Ortamda sitokin vaginda ise, 24-72 saat kadar devam eder. ICAM-1 nidlkerk

eozinofiller, T lenfositler ve noétrofillerin géclierddnemlidirler (78).

Inflamatuvar ve immiin cevaplar esnasinda ICAM-1péitkerde bulunan ve
immun hicrelerin hasarli dokuya invazyonunu kolgtytan LFA-1 ve Mac-1 (makrofaj
antijen-1) ile birlikte eksprese edilmektedir (5B0Oylece Iokositlerin yagmasi,
migrasyonu ve immin ve inflamatuvar hucrelerin \adiyonunda ©6nemli rol
oynamaktadir. ICAM 1 immin cevapta 6nemli bir rghamakta ayni zamandasié
kanser tiplerinde tumor prognoz ve progresyonunwlirlenmesine onemli bir

parametre olmaya adaydir (13,14, 15).

ICAM-1 geni (CD54) 19. kromozom (19 p13.3-13.2) lizerigdealmakta olup
15775 bp uzunigundadir. Gen, 7 ekson ve 6 introndan ibaret olup &®ino asid
uzunlygunda bir protein kodlamaktadir_ (www.ncbi.nim.nilvjo ICAM-1 geninin
+241G/A (G241R) ve +469A/G (K469E) olmak uzere EBNP’si bulunmaktadir

(www.ncbi.nlm.nih.goy.

ICAM-2 (intersellller adezyon molekili-2); ICAM-1 gibirbamino, bir de
karboksil ucu bulunur ve karboksil ucunda transmemtbolgesi vardir. Ancak ICAM-
1'den farki 2 Ilg domeyini icermesidir. Bu 2 dome¥idlgesi de ICAM-1 de oldiu gibi
LFA-1 baslanma bolgesini okturur. ICAM-2'nin Mac-1 bglanma bolgesi o domeyini
olmadgindan bulunmamaktadir (5H€kil-2.8).

Dinlenme halindeki I6kosit ve aktive olmagmi endotel hicresinde
bulunmaktadir. Dinlenme halindeki endotel hicredrdseviyesinin ICAM-1'den
yaklasik olarak 10-15 kat fazla ol@gu tahmin edilmektedir. ICAM-2 dinlenme

halindeki endotel hicrelerinde LFA-1 ligandi ve ftesit ve monositlerin basal

22



ekstravazasyonunu kolaytamaya aday olarak goze carpmaktadir (79). LOKO&ibSIt
ve lokosit-endotel hiicre pmnmasinda rol oynamaktadir (61). ICAM-2 geni 17.
kromozom (17 g923-g25) lzerinde yer almakta olup408bBp uzunlgundadir. Gen, 5
ekson ve 4 introndan ibaret olup 275 aa uzgunhda bir protein kodlamaktadir

(www.ncbi.nlm.nih.goy. Preklinik metastatik noroblastoma modelinde bapibir

calismada noéroblastom hicrelerinin ICAM-2 ekspresesiette bu ekspresyonun aktin
fiberlerin jukstamembrana gdimi ile iliskili oldugu, in vitro olarak hicre maotilitesini

azalttgl ve dissemine timarlerin gginini suprese etgi kaydedilmektedir (80).

ICAM-3 (interselliler adezyon molekuili-3); Sadece Langeshhicreleri ve
kemik iligi kokenli hicrelerde bulunmaktadir. Lokosit-lokosigglantilarinda 6nem
tasir. ICAM-3, LFA-1 ile adezyon sgdanmasinda ve immun cevabinslailmasinda
gorev almaktadir (61). ICAM-3, ICAM-1'e cok benzeancak tek farki 3. Ig
domeyinine Mac-1 hdanamaz. Geri kalan tim yapisal 6zellikleri binbin aynisidir
(59). Sekil-2.8).

ICAM-3’e CD50 de denilmektedir. 120 kD&id1 gindaki molekaltun aktif formu
518 aminoasit uzunluktadir. Bunun 456 aminoasklg&mi ekstraseliler segmentte, 25
aminoasitlik kismi transmembran bdlgesinde, 37 aasitlik kismi ise sitoplazmik
kisimda bulunur.Intrinsik tirozin kinaz aktivitesi olmamasinagraen, sitoplazmik
tirozin kinazlarla bglanti kurabilme yeteri@gne sahiptirler. ICAM-3 icin, 32
integrinlerden LFA-1 veapB, ligand olarak bilinmektedir. LFA-1 molekdlid, T
hiicreleri, B hicreleri, notrofiller ve monositlerdilunurken,op, molekuld; aktif

granulositler, makrofajlar ve monositlerde buluntaakr (59).

ICAM-3'Un, fonksiyonel olarak erken T hiicre etkitalerinde, 0Ozellikle
dinlenmekte olan T hicrelerinde 6nemli roller oygadilinmektedir (59). ICAM-3
geni (CD209) 19. kromozom (19 pl13.3-13.2) Uzerinde almakta olup 5894 bp
uzunlygundadir. Gen, 5 ekson ve 4 introndan ibaret olupdtuzunlgunda bir protein

kodlamaktadir (www.ncbi.nlm.nih.gdv
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Insan ICAM-1, ICAM-2 ve ICAM-3 yapilan

A) ICAM-1
Transmemhbran
Iz domeyinleri hilgesi
[1 2 3 4 5] \ 4
Oz | C2|C2 |C2 |C2 .
N terminali  terminali
L1
LFA-1 haglama \
hilgesi Mac-1 baglama
hilgesi
B) ICADM-2
Iz domeyinleri
|—| Transmemhbran
12 hilgesi
BEE.
N terminali  terminali
LFA-1 haglama
hilgesi
C) ICAM-3
Transmembran
Iz domeyinleri hélgesi
1 2 3 4 5] v
Ca | C2| T2 |C2 |C2 .
I terminali ' terminali
L |
LFA-1 haglama
hilgesi

Sekil 2-8: ICAM-1, 2 ve 3’lUin yapisi (59).
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2.3.1Interseliiller Adezyon Molekiilleri (ICAM) ve Kanser
Hucre adezyon molekullerinin Ig supergen ailesndeg yer alan interselller

adezyon molekullerinin kanserleshisi yapilan bircok cajmada gosterilngtir.

ICAM 1, 2 ve 3'Un cgitli kanser tiplerinde timorin prognozu ve metastaz
aciklanmasinda rolunun olgunu gosteren ¢amalar bulunmaktadir (14, 16). Meme
kanserinde (81), pankreas kanserinde (82), gekcadenokarsinomu (83), gastrik
karsinom (84, 85), metastatik melanomada (86) IC&dpresyonlarinin artoldugu
gosterilmitir.

Hosch ve arkaddari (87) 6zofageal karsinomda, Ozellikle 6zofagellamoz
hicre karsinomunda HLA sinif | negatif timdorlerd@AM-1 ekspresyonunun timaorin
kotulesme riskindeki arty ile iliskili iken HLA sinif | ve ICAM-1'in ekspresyonunun
tumorun tekrar etme riskinde gigiin bir gostergesi oldwnu kaydetmilerdir. ICAM-

1'in ko-ekspresyonu 6zofagus kanserinde lenfositriasyonuyla ilskili bulunmustur.

Yoon ve arkadgdari (78), ICAM-2 ekspresyonunun noéroblastom hienede
hiicre motilitesi ve metastazda 6nemi @dou gosternsierdir. Bu etkisini ICAM24
aktinin/ aktin etkilgmesi ile olgturdusunu kaydetnslerdir. Bunun yaninda ICAM-1 ve
ICAM-2 ekspresyonunun pankreatik kanser hiicreleripayilimi tespit etmede énemli
oldugu belirtiimektedir. Pankreas kanserinde ICAM-1 GAM-2 ekspresyonunuyd-T
hiicre duyarhig ile iliskili oldugu gdsterilmgtir. Bu da y&-T hucrelerinin malign
donsime @rams hcreleri 6ldirmesi ve boylece sgé epitelyum kaynakli solid

timorlerin tedavisinde kullaniimasindan dolay! 6reametmektedir (88).

Park ve arkaddarinin (89) cakmalarinda ICAM-3'Un ICAM-
3/Akt/CREB/MMP yoluyla kanser hiicresinin migrasyes invazyonunu stimule eii
gosterilmitir. Bu nedenle ICAM-3’Un antikanser ilag ggiiilmesinde aday ve kanser

teshisi icin gosterge olabilegei bildirmislerdir.

Ayrica meme kanseri olan kadinlar veglgdi gondllilerde ICAM-1 gen
+241G/A ve +469A/G polimorfizminin agarildigl bir calsmada A alleli ve A/G
haplotipine sahip olan bireylerde meme kanseriimiakanlamli olarak artrgioldugu
gosterilmi (90), yine bir bgka polimorfizm cakkmasinda da kolorektal kanserli
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olgularda ICAM-1 R241 ve K469 allelleri kontrollegdre yuksek olarak bulunrgtur
(92).

Bu veriler kanser ile ICAM molekulleri arasindakiskiyi ortaya koymaktadir.
ICAM molekullerinin birgok kanser tipinde timdoramggnozu, ilerleygi hakkinda bir
yarglya varabilmek icin 6nemli bir ¢leis araci olmaya aday gosteriimeleri bu
molekdllerin 6nemini artirmaktadir. Ayrica tumor ognozu ve metastazinda rol
oynuyor olmalari bu molekilleri kanser tedavisimetastazlarin nlenmesi acisindan

yeni hedef molekiller haline getirmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Gastroentgirddlim Dal'nda Barrett
Ozofagus 6n tanisi ve patolojik tetkik sonucu Béa@zofagus tanisi almplan 18 ya
Uzeri 18 hasta camaya dahil edilmitir. Gastroenteroloji kliniine gastrotzefageal
refli sikayeti ile bgvuran hastalarin bilgilendirilmeleri ve onamlarinaiinmasini
takiben yapilan endoskopi sonucu uygulanan enddsktgikik ve takiben alinan
biyopsi materyalinin patolojik tetkiki ile Barrebzofagus tanisi kesirgen dokular
ekspresyon analizi icin kullanildi. Ayni klinikteendoskopi sonucu ve patolojik
incelemeleri normal olarak @gerlendirilen, benzer wagrubundan yakkk 25 Kisi
kontrol grubu olarak caimaya dahil edildi. Cajma Gaziantep Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'nun 06-2009/285 nolu karae iEtik kurul onay! alnstir.

3.2. Parafin kesitten RNA eldesi

Parafin blokdan alinan kesitlerdeki dokudan HighrePiRNA Paraffin kit
(Roche, Cat. No. 03 270 289 001) kullanilarak RMAlasyonu yapildi. Parafin blok
kesitlerine ksilen (55°C’de 1isitilmg) eklendi ve parafin eritelene kadar 7G'de
bekletildi. Erime glemi sonrasinda dokuya 400 pl %96'lik etanol eklemdrtekslendi
ve santrifuj edildi ve tekrar 1 ml %96’lik etancklendi. Supernatant atildi ve alkolu
tamamen uzakiarmak icin 55C’de 10 dakika bekletildi. Pellete 100 pl tissusidy
buffer, 16 pl %10'luk SDS, 40 pl proteinaz K ekleng 1 gece 5% 'de inkiibasyona
birakildi. 325 ul binding buffer, 325 pl ethanollesidi ve filtreli tiplere transfer
edilerek santriftj edildi. 500 pl Wash buffer I, ®@l Wash buffer 1l, 300 pl Wash
buffer 1l ilave edilerek yikamalemleri tamamlandi ve 90 pl elution buffer eklent.
ul Dnase incubation buffer ve 1 pl Dnase | ekleke&@@C'de 1 saat beklendi. 20 pl
Tissue lysis buffer, 18 pl %10’luk SDS, 40 pl pintz K eklendi ve 1 saat ¥5'de
inkiibe edildi. 325 pl binding buffer , 325 ul etbheklendi ve filtreli ttplere transfer
edildi. 500 pl Wash buffer 1, 500 pul Wash buffer 800 pl Wash buffer Il ilave
edilerek yikamasiemleri yapildi. RNA eldesi icin filtreli tuplereOsul elution buffer
eklendi ve santrifiij edildi. Elde edilen RNA (*&)'de daha sonra kullaniimak iizere

saklandi.
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3.3. cDNA eldesi

izole edilen RNA'lar cajma yapilacg ana kadar -80°C de bekletildi. Daha
sonra spektrofotometre de olcimi yapilan RNA’laraguniuguna gore 0,2 lik PCR
tuplerine konularak ilk bga denatlirasyonsamasi yapildi (Denatlirasyoaanasi:
65°C de 5 dakika). Denaturasyosamasindan sonra tupler hemen buzsblazerine
alindi. Daha sonra cDNAsamasi i¢in her hasta igin kem hazirlandi.

cDNA karsiminin hazirlanmasi:

Reverse Transkriptase 5x buffer =5 pl

dNTP = b
Random nanomer =5,25 pl
RNAse inhibitor =0,5ul
Reverse Transkriptase =0,5ul

Hazirlanan kagim denatire olmu RNA’lar Gzerine toplam hacim kadar
dagitildi ve geri kalan kisim diD ile tamamlandi (toplam hacim g8 ile birlikte 25 pl
ye tamamlandi). PCR cihazina ygtielerek cDNA sgamasi yapildi. cDNA protokoli:
42°C de 60 dakika, 85 °C de 5 dakika ve 4 °C olawdlknildi.-20’de saklandi.

3.4. Real Time PCR ile Gen ifadesinin tespiti

ICAM-1, 2 ve 3 gen bolgelerinin amplifikasyonu igprimer ve prob setleri
hazirlandi. Housekeeping gen olarak beta aktin keltanildi. Primer design Precision
2X qPCR kagimi kullanilarak PCR yapildi.

Precision 2X gPCR kaimi: 10 pl
Primer kargimi: 1l
Distile su: 4 ul
Beta Aktin kargimi:

Precision 2X gPCR kaimi : 10 pl
Beta Aktin Primer kasimi: 1l
Distile su: 4 ul

Calisma Rotorgene 9600 real time PCR cihazinda yapHdeirlanan her bir
karisimi her hasta i¢in 15 pl 0.1 lik tipleregdald Gizerine 5 pl 50 ng’a dilue edilgi
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cDNA ilave edildi. 95°C’de 10 dak, 50 siklus 15 sn 86, 60 sn 60C PCRsartlarina
tabi tutuldu. Sonugclar yine ayni cihazda analizezdk delta Ct dgerleri hesaplanarak

gen ekspresyon duzeyleri tespit edildi.

Her 6rnek icin hedef gen CT (Threshold Cycle) venheat gen CT deerleri
tespit edilip ACT oranlari hesaplandi (Roche Applied Science, iiieahNote, No. LC
16/2005)

ACT (6rnek) = CT (Hedef gen) — CT (hamarat gen)
Kopya sayisi = 2°" formiilii ile hesapland.

3.5.Istatistiksel analizler

Tum Oorneklerden elde edilen veriler GraphPad IngtaB.05, GraphPad
Software Inc, San Diego, CA) istatistik programill&ailarak analizleri yapilngtir.
Hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6Ozelliki8tudent’'s unpaired t-testi ve
Fisherin kesin Ki-kare testi kullanilarak kasstirilmis, gen ekspresyon
calismalarindan elde edilen sonugclarin istatistikselizlea ise Mann-Whitney U testi

kullanilarak yapilmgtir.
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4. SONUCLAR
Hasta ve kontrol grubu demografik Ozellikleri agdan kagilastirnildiginda
anlamli fark bulunmamaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4-1:Hasta ve kontrol grubunun demografik dzellikleri

Kontrol Hasta P
(n=18) (n=25)
Yas (yil)* 56.44+3.5 | 53.80+2.9 0.5655
Cinsiyet’
Erkek 11 (%61) | 17 (%68)
Kadin 7 (%39) 8 (%32) 0.7497

Degerler ortalama+SEM olarak verilgtir.
*Student’s unpaired t-testi’ Fisher'in kesin Ki-kare testi

4.1. Endoskopik ve Patolojikinceleme

Gastro6zofageal reflgikayeti ile bgvuran hastalardan Z line Uzerinde, Barrett
mukozasi ile uyumlu olabilecek dilsi uzantilar veadaciklarlardan muhtelif biyopsiler
alinarak biyopsilerin histopatolojik incelenmesindgestinal metaplazi ve goblet
hiicrelerinin varlg ile Barrett Ozofagus tanisi konulgtur. Histopatolojik goriintiilere

ait resimler gagida gosterilmektedir.

Resim 4.1:Glandller metaplazi ve goblet hiuicreleri (HEx108)yé&h ok: squamoz epitelyum, Mavi ok:
glandiler metaplazi).
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Resim 4.2:Skuamoz epitel ve metaplastik kolumnar epitelybobymnar mukozada intestinal goblet hiicreleri
(HEXx200) (Siyah ok: squamoz epitelyum,si@k: goblet hiicreleri, Mavi ok: glandiler metagba

4.2. Real Time PCR Analiz Sonuclari

045

Morm. Fiuoro.

@ 3 10 15 a0 25 30 35 40 45 50
Cycle

Sekil 4-1: Beta Aktin gen ifadesi real time PCR analiz soaucl
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Maorm . Fluoro

— —_——

= = : T T T T T T T T
Threshold] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Sekil 4-2: ICAM-1 gen ifadesi real time PCR analiz sonuclari.

050

Morm. Fluorg,
o
W
®

020

[Trreshoia] 5 10 15 20 25 30 35 40 43 50
Cycle

Sekil 4-3: ICAM-2 gen ifadesi real time PCR analiz sonugclari.

32



pi [Thresho] ¢ 10 15 20 2'57 a0 = a0 P 0
Sekil 4-4: ICAM-3 gen ifadesi real time PCR analiz sonuclari.

Barrett Ozofagus olgularinda ICAM-1 ekspresyonuaani olarak yiiksek
bulunmutur (Tablo 4.2,Sekil 4.5). ICAM-2 ekspresyonunda yukselme bulunraakl
birlikte didir (Tablo 4.3, Sekil 4.6). ICAM-3
ekspresyonunda ise hicbir farklihk kaydedilmetmi(Tablo 4.4, Sekil 4.7).

istatistiksel olarak anlamli

Tablo 4-2: Barrett Ozofaguslu hastalarin ve kontrollerin ICAMARNA diizeyinin

karsilastiriimasi
ICAM-1 Kontrol (n=11) | Hasta (n=22) p*
Medyan Medyan
(min—maks) (min—maks)
ACT=Ct(hedef)- 10.850 8.740 AACT:10.85- 0.0397
— Ct(kontrol) (6.81-24.44) (3.25-23.23) 8.74=2.11
25T 0.054 0.242 Kati: 0.0397
(4.39 10°-0.89) | (1.02 10°-10.51) | 0.054/0.242=0.223

*Mann—-Whitney U testi
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mRNA ekspresyonu (2¢)

1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 4

0,00

ICAM 1

Sekil 4-5: Barret Ozofagus olgularinda ve kontrollerde ICAMKspresyonu

Sekilde degerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

O Beyaz: kontrol (n=11)m Siyah: hasta (n=22)

Tablo 4-3: Barrett Ozofaguslu hastalarin ve kontrollerin ICAMMRNA diizeyinin

karsilastiriimast

ICAM-2 Kontrol (h=13) | Hasta (n=22) p*
Medyan Medyan
(min—maks) (min—maks)

ACT = Ct (hedef geni)| 12.810 12.695 AACT:12.81- 0.9329

— Ct(kontrol geni) (9.71-23.57) (5.81-21.04) 12.695=0.115

2T 0.014 0.015 Katr: 0.9329
(8.03 10°-0.11) | (4.64 10°-1.78) | 0.014/0.015=0.93

*Mann—Whitney U testi
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Sekil 4-6: Barret Ozofagus olgularinda ve kontrollerde ICAM¥&Spresyonu

0,25 ~

0,20 o

0,05 4

mRNA ekspresyonu (2¢)

0,00

ICAM2

Sekilde degerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

OBeyaz: kontrol (n=13)mSiyah: hasta (n=22)

Tablo 4-4: Barrett Ozofaguslu hastalarin ve kontrollerin ICAMRNA diizeyinin

kargilastirilmasi

ICAM-3 Kontrol (n=18) | Hasta (n=25) p*
Medyan Medyan
(min—maks) (min—maks)
ACT = Ct(hedef) | 6.245 5.820 AACT:6.245- 0.2898
— Ct(kontrol) (-0.67-9.06) (-0.69-8.04) 5.82=0.425
2T 1.319 1.770 Katr: 0.2898

(0.19-159.11)

(0.38-161.33)

1.319/1.77=0.745

*Mann—Whitney U testi
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25,00 A~

20,00 o

15,00 -

10,00 -

5,00 4

mRNA ekspresyonu (2¢)

0,00

ICAM3

Sekil 4-7: Barret Ozofagus olgularinda ve kontrollerde ICAM¥3presyonu
Sekilde degerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

OBeyaz: kontrol (n=18)mSiyah: hasta (n=25)
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5. TARTISMA

Adezyon molekilleri hicre ile matriks arasindakiigkilyi saglayarak
embriyogenez, morfogenez, inflamatuvar cevap, digwamlilgl ve farklilagmasi gibi
geng bir cercevede fonksiyon gosteren molekillerdir. Buolekdller 6zellikle
inflamasyon ve neoplastik hastaliklar gibi patdojidurumlarda 6nemli rol
oynamaktadir (74, 92, 68). Barrett Ozofagus, tqudaadenokanseri icin premalign bir
durumdur ve OAK (6zofageal adenokarsinom)nin latintek 6ncii lezyonudur ve
genellikle GOR'ye bgll olarak ortaya gikar (25). Ancak, inflamasyondaataplazi ve
adenokarsinomaya gide rol alan molekiler olaylar hentiz tam olarak aekildir.
Hucre-hiicre ve hicre-matriks ilgmini  sglayan adezyon molekdllerinin
disregiilasyonunun Barrett Ozofagustaki inflamasy@kansere gidie rolii olabilecgi
distunilerek bu cajmada Barrett Ozofagus tanisi ajnulan hastalarda adezyon
molekdlleri 1g supergen ailesi tyeleri olan ICAMICAM-2, ve ICAM-3 ekspresyon
dizeyleri argtirnlmistir. Kronik inflamasyonun timor gegiminde etkili oldu,
neoplastik dongiimu kolaylatirdigi ve kanserin ilerlemesini artiggdi bilinmektedir
(93). Barrett Ozofagus ile 6zofageal adenokarsinom adashir baglanti oldusu birgok
kisi tarafindan kabul edilmektedir. Bununla beraBarrett Ozofagus’un etyopatogenezi
henliz acikia kavgmamstir (94). Barrett Ozofagus'un Rangicinda kronik
inflamasyonun anahtar roll olgiu belirtiimektedir.inflamatuar sinyalin ayni zamanda
epitelyal ve immun hiicre kaynaklarindan timdrsotaunda rolt oldgu bildirilmistir
(7). Barrett Ozofagusta ve adenokarsinomda imminesypn oldgu gosterilmtir.
Barrett Ozofagustaki displazik 6zofageal bolgenisplhzik olmayan bolgelere gore
yuksek seviyelerde hicreskili immunsupresif sitokin olan IL-10 Uregii gosterilmitir
(95). Barrett Ozofagus ile refli o6zofajit arasindd&rkin muhtemelen skuaméz
epitelyumun kolumnar epitelle yer glgtirmesinden ziyade inflamatuvar cevaplakiii

oldugu disinulmektedir (96).

Normal 6zofagus, 6zofajit ve Barrett metaplaziskideflamatuvar sitokinlerin
ekspresyon duzeylerinin her evrede farkli @dbelirtimektedir. NF kappa B gibi
inflamasyonda anahtar roli olan mediyatérler CDXnlgenin induksiyonu ile
baglantilidir. Bu genler Barrett metaplazisininslzagicinda 6nemli role sahiptirler.
COX-2 inhibitérleri gibi antiinflamatuvar ajanlariizofageal kanser riskini azafiti

kaydedilmekle beraber hangi noktada inhibisyonkii@ldugu bilinmemektedir (97).
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Ozofageal karsinom kotii prognozu olan bir hastalii@ecikmi semptomlardan
dolayl hastalarin guna hastafiin son evresinde, metastaz ve organ infiltrasyonu
olduktan sonra this konulabilmektedir. Metastatik kaskadda ilk basgn normal
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilalerinin bozulmasi ile timér hicrelerinin primer
tumorden aygmasi oldgu kaydedilmektedir (73). Hlcre adezyon molekilligribu
etkilesimlerde aracilik rolintn oldw bilinmektedir. Yapilan ¢calmalarda 50’den fazla
adezyon molekuli tanimlangtr. ICAM molekulleri, kadherinler, selektinler ve

integrinler yaygin olarak gorulen buyuk alt gruplan98).

Biz bu calsmada prekanserdz bir lezyon olan ve ayni zamantm@aezinde
kronik inflamasyonun roliiniin olgu bilinen Barrett Ozofagus'da Ig stipergen ailesine
ait hicre adezyon molekillerinden ICAM-1, ICAM-2 V€AM-3’ Un ekspresyon
duzeylerini kontrol grubu olarak afgimiz normal 6zofagus drnekleri ile kdastirdik.
Calsmamizdan elde efiimiz sonuclara gore hasta grubunda ICAM-1 ekspnesyo
dizeyi kontrol grubuna gore penisli yikselmgti. ICAM-2 dizeylerinde bir yiikselme
vardi ama bu yikselme anlamh gidi, ICAM-3 diizeylerinde ise hasta ve kontrol

grubu arasinda anlamli bir farkhlik bulunmadi.

Literatiirde hiicre adezyon molekillerinden olan leaisthalt grubunda daha ¢ok
N-kadherin ve E-kadherin ile ilgili camalar mevcuttur. Nair ve ark. (73)
calismalarinda E-kadherinin azalgniekspresyonlarinin g¢gli insan tumorlerinde
epitelyal hicre invazyonlarini, de-diferansiyasyomi ve metastazini ilerletti
gosterilmitir. E-kadherin normal prostat dokusunda luminatedim lateral bolgesinde
lokalize olmaktadir. Bununla beraber prostat timdei E-kadherin mRNA'sI ile
tumorun metastatik yayilimi arasinda ters bir kasgbn oldgu gosterilmgtir. Sonug
olarak E-kadherin ekspresyonunun azalmasinin Hiiocee bglantisini bozarak
tumorun ilerleysine katilabilecgi kanisina varilnstir (99). Baka bir calsmada prostat
kanserinde E-kadherin ekspresyonunun azalmasi yaiglaolmamasinin timaorin
derecesi, klinik evresi ve kotl prognoz ileklli oldugu bulunmytur (100). Yapilan
diger bir calsmada E-kadherin ve kateninlerin ekspresyonlarinepaloselltler
karsinomda azalgh fakat E-kadherinin timdr derecesi ve buy@kille iliskili oldugu
vurgulanmg ve sonuc olarak hepatoseliler kanserde E-kadkatemin kompleksinin
ekspresyonunun yaygin olarak agnoidugu bildirilmistir (101). E-kadherinin meme

kanseri ile ilgkisinin incelendgi diger bir calsmada ise normal ve timdrli meme
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dokusunda E kadherin; , ve y-katenin ekspresyonlarinin farklilik géstermgdespit
edilmis ve bu molekullerin ekspresyonlarinin 6lgcimunin maekanserinin  uzun
donemdeki sonuclarinin tahmini icin bir belirtecamlayacg belirtiimistir (102).
Barrett Ozofagusun adenokarsinoma ilegieyie E ve P kadherinlerin ve kateninlerin
ekspresyonlarinin inceler@ibir calismada Barrett metaplazi-displazi-adenokarsinom
zincirinin ilerleyisi esnasinda E-kadherin ekspresyonlarinin anlanarakl azaldii,
kateninlerin ekspresyonlarinin az@idya da normalin gdinda lokalizasyon gostefi
kaydedilmektedir. P-kadherinin ise up-regile @dlbildiriimektedir (103). Zhao ve
arkadalarinin  (104) yapmgi oldugu bir calsmada ise E-kadherin vé-katenin
ekspresyonlarinin 6zofageal skuamo6z hicre karsing@®CC) ile ilskili oldugu
bildiriimektedir. Yapilan dier bir calgmada OSCC’den katenin, 3 katenin vey
kateninlerin her Uc¢unin de ekspresyonlarinin agalidkat a katenin’'in prognozda
daha iyi bir belirleyici oldgu kaydedilmektedir (105). Bunun yaninda Kadowaki ve
arkadalari (106) OSCC’de invaziv fenotipli ve lenf noduetastazindax kateninin
kadherine gore daha siki korelasyon gosgandikaydetmsler. Bagka bir calsmada
0zofageal adenokarsinomda E-kadhegirkatenin,3 katenin ekspresyonlarindaki gig

ile yasam sturesindeki azalmanirgkili oldugu gosterilmgtir (107).

Bu sonuclar gostermektedir ki E-kadhevm kateninlerin ekspresyonlari her
tumor dokusu icin dégsmektedir. Bir timor icin dnemli bir belirte¢ olunkearkl bir
tumor dokusu icin 6nemli olmayabilmekte ayrica tiinti@recesi ve buyukil ile
ili skili olarak ekspresyon derecesigignektedir.

Miller SE. ve ark. (108) ger bir hiicre edezyon molekul alt grubunustdman
integrinlerin OSCC’deki dlizeylerini incelegterdir. Bu calgmada, normal 6zofageal
dokudaaV integrin alt grubu ekspresyonu gorilmezken, OSeCjucliu birsekilde
eksprese olmakta ve bdylece/ integrinin malign fenotipin bir gostergesi olark&bul
edilebilecgi belirtiimektedir. Ayni argtirmacilar a, ve [3; integrin alt Unitelerinde
down-regulasyon oldiunu kaydetmlerdir. Bu integrinlerdeki azalmanin da metastazla
ili skili olabilecezini 6ne surmglerdir. Ayrica integrinlerdeki bu farkli ekspresyann
doku tard ile ilgkili olabilecesini ve bunun fonksiyonal aktiviteyle aciklanabilgoe
kaydetmglerdir. Takayama ve arkaglar (109) da cajmalarinda OSCC’def3;

integrinin azalmy ekspresyonunun lenf nodu metastaziyla pozitif lasyon
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gosterdgini bulmuwslardir. Barrett Ozofagust@; integrinlerin immiuinohistokimyasal
analizinin yapildgl bir calsmada bu proteinlerin ekspresyonlarinin hastalikdesle
olmadg! ve dolayisiyla bu molekullerin bu hasgalbelirlemede bir dgeri olmadgi
belirtiimistir (110). Baka bir calsmada ise timér hicrelerinin invazyonuna kagildi
bilinen ve laminin igin major reseptor olamg integrinin gir ekspresyonunun 6zofageal
adenokarsinomu olgularinda %87 civarinda @ldutespit edilmgtir. Bu veri
dogrultusunda bu proteinin 6zofageal timor invazyoraurdkili olabilecgi kanisina
variimistir (111).

Interseliiler adezyon molekulleri (ICAM-1, ICAM-2 V6CAM-3) lokosit
integrinleri, LFA-1 ve Mac-1'e h#anirlar. Vaskuler epitelde ICAM-1 ekspresyonu
inflamatuvar immuin cevabin gostergesidir ve intdgre b&lanarak lokositler ve
endotelyal hucreler arasindaki iktne aracilik ederler. ICAM-1 skuamdz hicre
karsinomlari ve melanomlaring# tiplerinde eksprese olmaktadir. Malign melaraan
ICAM-1 ekspresyonunun metastaz riskinin ayta bazlantili olduysu kaydedilmektedir
(73). Yapilan dter bir calsmada hicre yuzeyindeki ve serumdaki SICAM-1'In g&ci
kanserinde alternatif bir gbis araci olabileg® ileri surtlmektedir (112).

Ozofagus kanserinde vyapilan bir galada ICAM-1 ekspresyonunun
adenokarsinomlarda ¢ok gik oldusu, skuamoz hiicre karsinomlarinin buytk bir
kisminda ise hi¢ gorilmegitespit edilmgtir. Bu calsmada Barrett 6zofagusta ICAM-1
dizeyleri dguk bulunmg ve bunun sinirh immin cevapla shili olabilecesi
kaydedilmitir. Ayni zamanda bu agarmada cakilan Barrett Ozofagus olgusunun

sadece 5 tane olmasi da dikkat ¢ekicidir (113).

Ozofagus kanserinde ICAM-1 ekspresyonunurtariligl diger bir calsmada
ise aratirmaya dahil edilen karsinomlarin %60’Inda ICAM-@kspresyonlarinin
skuamoz hicre karsinomu ve adenokarsinom arasewtthlik gostermeden yuksek
olmasinin bu adezyon molekulinin 06zofagus kanserindgeri oldusunu
gostermektedir. Lenf nodu vatl) tumor derecesi ve evresiyle de herhangi bir
korelasyon gostermedli tespit edilmgtir. Bu calsmada HLA sinif | ve ICAM-1 ko-
ekspresyonunun timor rekiurrensigha riskinin belirlenmesinde prognostik bir faktor
oldugu belirtiimektedir.HLA sinif | ve ICAM-1 ko-ekspresyonunun timorin flesit
infiltrasyonu ile iligkili oldugu kaydedilmektedir (87).
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Bizim calsmamizda hasta grubunda ICAM-1 ekspresyon dizeyatSakims
olarak bulunmstur. Bu bulgu ICAM-1'in inflamasyona immun yanitanbk yukselmesi
seklinde yorumlanabil@i gibi hastalgin metaplaziden displazi ve kansere geiin
bir gosterge de olabilir (114). ICAM-1’in hem infleatuvar sureclerde hem de
karsinogeneziste yilksek miktarda eksprese olmasea&zofagusta yiksek alunu
aciklamaktadir.

Bu argtirmada ICAM-1’in yaninda ICAM-2 ve ICAM-3'Un de Beett
Ozofagus olgularindaki ekspresyonu dastanddi. Bu calsma Barrett Ozofagusta
ICAM-2 ve ICAM-3 ekspresyonlarinin incelegdilk ¢calismadir. ICAM-2 ekspresyon
dizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna goére yikegunmutur, ancak istatistiksel
olarak anlaml dgldi. ICAM-3 ekspresyon duzeyleri ise her iki graptarkli degildi.
Wang ve arkadgarinin (115). yapmi oldugu bir calsmada da CD4+ T hucrelerini
iceren ceitli hicre tiplerine dentritik hicre ile gkili HIV-1 tasinmasi esnasinda
ICAM-1, 2 ve 3 ekspresyonu olculmive sadece ICAM-1 ekspresyonunda sarti
gorulmistir. ICAM-1-LFA-1 balantisinin  dentrik hicre vasitasi ile HIV-1
tasinmasinda kritik bir nokta oldw ortaya konmgt ICAM-1'in dentrik hicreyle ilgkili
HIV-1 tasinmasina katilgy ve bunun anlamhlik gosteggdj ICAM-2 ve ICAM-3'Un ise
iliskili olmadigini kaydetmglerdir. Diger bir calsmada ise pulmoner fibrozis
vakalarinda ICAM-1 ve ICAM-2 seviyeleri yiksek bohu, ICAM-2'nin daha koétd
bir Kklinik seyirle iliskisinin olabilecg 6ne surulmétir. ICAM-3 seviyelerinde ise
herhangi bir farklihk olmagy tespit edilmgtir (116). Bu ¢calmalardan inflamatuvar
sureclerde ICAM-1 ve ICAM-2'nin yiukselgi ICAM-3'Un ise deismedgi
anlailmakta bu da bizim elde eitmiz sonuclari desteklemektedir. Kanser olgularinda
ise ICAM-2 ekspresyonunun ataildigi pek az cabma mevcuttur. Peritoneal
metastazli ve primer gastrik karsinomda ICAM-2 eksgon seviyelerine bakilgve
peritonel metastazlarda primer lezyonlara gore daligilk ekspresyon oldiu
gorulmistdr. Bu sonucgtan yola cikilarak kanser hicre yimdyi ICAM-2
ekspresyonunun antimetastatik etkisi @dusonucuna varilrgiir (78). ICAM-3'Uin
normal endotelyal hicrelerde bulunmadi fakat benign ya da neoplastik
proliferasyonunda induklengli kaydedilmektedir. Endotel htcrelerinde ICAM-3’Un
inflamatuvar infiltrasyonla ikkili olarak eksprese olmagii fakat bunun aksine E-kadh
erinin ekpresyonunun inflamatuvar reaksiyonlgkili oldugu kaydedilmektedir (117).

Yapilan baka bir calsmada kronik inflamatuar hastaliklar olan tlserkgfit ve Crohn
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hastalginda P-selektin, PECAM-1, ICAM-1, ICAM-2 ve ICAM-3duzeyleri
incelenmgtir. ICAM-1 lUlseratif kolit hastalarinda ve Crohnastalarinda yiksek
bulunmy, ICAM-3’'Un Crohn hastagil olanlarda up-regule olgu kaydedilms. ICAM-

2 duzeylerinde ise herhangi bir anlamlilik saptammyar (118).

Ayni zamanda ICAM-1'in farkli kanser tiplerindeki kgpresyonlarinin
aragstinldigl cesitli calismalarda gastrik kanser (84) ve tiroid kanserindd9j1
ekspresyonunun argi bunun aksine ovaryum kanseri (120) ve meme kardee(121)

ise azaldil goralmstar.

Bu sonuclar toplu olarak ele ahgthda hiicre adezyon molekdllerinin farkh
patolojik durumlarda ve farkli kanser tiplerinde spkesyonlarinin ayni olmagl
gorulmektedir. Nitekim bizim sonuglarimizda da Rdr Ozofagusta ICAM-1
ekspresyonunun argt fakat ICAM-2 ve ICAM-3 ekspresyonunun ise anlamlarak
desismedizi gortlmektedir. Bu cajmada elde efimiz sonuclar bir bgka acgidan
bakildginda Barrett Ozofagusun metaplazi-displazi-kanseisigde disregiile oldgu
seklinde aciklanabilir. Bununla birlikte bu ¢ghada hasta grubundan alinan doku
ornekleri Barrett Ozofagus var ya da ygklinde incelennsi ve hiicresel diizeyde bir
evrelendirme yapimargtir. Bu nedenle adezyon molekillerinin ekspresyon
dizeylerinin hastglin evresi ile dgisebilecginden, ICAM-1 dizeyleri artarken
ICAM-2 ve ICAM-3 duzeylerinin dgismemesi mumkin olabilir diincesindeyiz.
Ayrica bizim olgularimizin inflamasyonun hangi dimede oldgunu ve tedavi
(antiinflamatuvar vs) alip almaglni bilmemekteyiz. Bu da ICAM molekullerinin
ekspresyonlarini etkilemiolabilir. Nitekim Rockett ve arkagiari (113) da Barrett
Ozofaguslu olgularda ICAM-1 ekspresyonunyiikibulma nedenlerinin sinirli immiin

cevaptan kaynaklanabilegiai sdylemglerdir.

Ozofagus adenokarsinomu oldukca agresif, tedavesintanisi zor olan bir
kanser turi olmasi nedeniyle hagiadl heniiz cok erken safhalardaykenshtsi
Onemlidir. Son zamanlarda 6zofagus karsinomunueretknisi igcin yeni endoskopik
goruntuleme tekniklerinin galiriimesinin yani sira désik biyomarkirlarin rolinin
argtirlmasi Barrett Ozofagus’'dan kansere gitme rigkisek olan hastalar icin erken
tani acisindan hayat kurtarici olabilecektir. Buisgaadan elde egtimiz verilerin

Barrett Ozofagusun kanseregdo ilerleyisinin tespiti icin yeni bir dgerlendirme 6lgiti
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olabilecgini disinmekteyiz. Bu ¢cadma hentiz tam olarak aciklanmanolan Barrett
Ozofagusun fizyopatolojisinde ICAM-1’in roliiniin eiglnu gostermektedir. Ayrica
ICAM ekspresyonu ile Barrett Ozofagus arasindakkitien yola cikilarak ICAM-1
inhibitorlerinin Barrett Ozofagus da kullaniimade i6zofagus adenokarsinomunun
Oonlenmesi mumkun olabilir. Bizim c¢amamizda sadece ICAM-I gen ekspresyonu
diizeylerinin anlamli olarak yilksek bulunmasi bu ekdliin Barrett Ozofagus da
onemli rolu olabilecgi kanisini uyandirmaktadir. Canalarin daha blyuk hasta
gruplarinda ve tercihen detayl histopatolojik Vi@ik degerlendirmelerle tekrarlanmasi
daha etkin sonuclar alinmasina ve belki yeni tam tedavi secgeneklerinin

belirlenmesine yardimci olacaktir.
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