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1.GIRIS VE AMAG

Kolon ve rektum karsinomlari erkeklerde akciger ve prostat karsinomlarindan
sonra ucguncu, kadinlarda meme karsinomlarindan sonra ikinci sikliklikia
gbérulmektedir . Kolon ve rektum karsinomlari en sik 6 ve 7. dekatlarda ortaya
¢cikmakla birlikte olgularin %20' si tani konuldugunda 50 yas altindadir. Butun
ulkelerde gérulebilen kolorektal karsinomun en sik oldudu Glkeler Amerika,

Kanada, Avustralya ve Isvec'ir (1-6).

Kolon ve rektum karsinomlarinin etyoloji ve patogenezinde gevresel ve genetik
faktérler, diyet aliskaniiklar, inflamatuar barsak hastaliklarinin yanisira son
yillarda artan molekuller biyolojik caligmalaria timoér baskdayici gen ve

onkogenlerin rolt de ortaya konulmusgtur (7-9).

Kolon ve rektumdaki tum kanserlerin %98'ini olusturan adenokarsinomlarin
bayik kismimin daha onceden varolan adenom Uzerinden gelistigi
bilinmektedir (10,11). Adenomilar iginde invaziv karsinom odaklarinin gérulmesi
ve invaziv karsinomlar etrafinda daha énceden varolan adenoma ait artikiarin
izlenmesi siktir (11).

Son zamaniarda onkogenler ve timoér baskilayict genler ile ilgili gelismeler
insan tumérierinde karsinogenezin degisik basamaklarin aragtirmak igin yeni
olanaklar saglamistir (12) Kolorektal karsinomlarda onkogenlerin aktivasyonu
ve tumér baskilayict genlerin kaybini igeren ¢ok basamakli karsinogenez
uzerinde ¢ok sayida galisma yapilmigtir. Kolon epitelinde hiperplaziyi adenom
ve bunu da adenokarsinom olusumu takip etmektedir. Bu morfolojik
degisiklikler sirasinda ilk ortaya ¢ikan molekiler degisiklik olan APC geninde
mutasyonu DNA metilasyonunda kayip, ras geninde mutasyon, DCC geninde
kayip ve p53 geninde mutasyon izlemektedir (13, 14).

Insan kanserlerinde mutasyonu en ¢ok goésterilmis olan tumér baskilayici gen
p53 genidir. Bu genin inaktivasyonu, delesyonu velveya mutasyonu

onkogeniktir. Karsinogenezde p53 geni fiziksel fakidrier, kKimyasal karsinojenler



ve tumdér virtslerinin temel hedefidir (15). Kromozom 17'nin kisa Kolunda
(17p13.1) bulunan ve 11 eksondan olugan p53 geni hucre proliferasyonunun
duzenlenmesinde rol oynayan, molekuler agirlig1 53 kD olan, 393 amincasidlik

gekirdek fosfoproteinini kodiar (16-19).

Normal hucrelerde az miktarda bulunan p53 proteini insan tumérlerinde ve
kilttrlerdeki transforme olmusg hiicrelerde artrmig miktarda bulunmaktadir (15).
Epitelyal, mezenkimal, hematopoietik, lenfoid ve santral sinir sistemi ile ilgili
malignitelerin %50'den fazlasinda deg@ismis p53 geni gosterilmistir; p53'ten
yoksun olan farelerin normal dogmasi ve hayatlarimin ileri bir déneminde
kanser geligsebilmesi, p53'Un kanser gelisiminde baslatici olmadigini, ge¢
dénemde ortaya c¢iktidini dusundurmektedir (20). Kolorektal adenokarsinom
gelisiminde de, p53 gen mutasyonu ve allelik delesyonunun ge¢ adenom
evresinden adenckarsinoma gecis asamasinda rol oynadidi ileri sUrulmektedir;
p53 genindeki degigikliklerin genetik heterojenitesi p53'Un tamamen

kaybindan, nokta mutasyona kadar farklilikiar géstermektedir (21-23).

Kanserli hastanin tedavisini belirlemede ve prognozu tahminde yardimci
olabilecek objektif verilere ihtiyag duyulmaktadir, Kolorektal karsinomlarda
histopatolojik tani ve evresi ayni olan hastalarda prognoz tumérin biyolojik
dzellikleri nedeniyle farkh olabilmektedir. Bu nedenle tumér prognozunda rol
oynayan parametrelerin saptanmasi tedaviyi yonlendirme agisindan énem
tasimaktadir (24). Gunumuzde devam eden galismalar, ttmdr proliferasyon
aktivitesinin olculmesinin prognozu belirlemede ve tedaviyi yénlendirmede
yararli olabilecegini gdstermektedir (25, 26). Doku proliferasyon aktivitesini
saptamak igin kullanilan yontemler; mitotik figtrleri saymak, 3H-thymidine veya
bromodeoxyuridine ile isaretlenme indeksini éigmek, flow-sitometre ile hucre
analizi ve immunhistokimyasal yontemlerie PCNA ve Ki-87 antikorlan ile

boyanmanin dederlendiriimesi geklindedir (27, 28).

Kolorektal adenom ve adenokarsinom biyolojik davranigini belirlemeye 1sik
tutmayl amagclayan ve hucre kinetigini de@erlendiren bir ¢ok ¢alisma
yapiimaktadir. Mitotik figurleri saymak G2 ve M fazindaki htcreleri, thymidine
ve bromodeoxyuridine indeksleri S fazindaki hucreleri saptar. DNA flow-
sitometri ile yapiian analizler hicre proliferasyonunu yalnizca S fazindaki




hicreler olarak veya hilicre déngusinin G2/M fazi olarak gdésterir. Mitotik
indeksin saptanmasi, timidin ile yapilan otoradyografik c¢alismalar, flow
sitometri ve antibromodeoksiuridine ile S fazindaki hucrelerin isaretlenmesi
gibi yéntemler zaman alici olmalari ve kompleks arag-gerec gerektirmeleri gibi
dezavantajlara sahiptir. immunhistokimyasal metodlarin ise timér proliferasyon
aktivitesini saptamada; kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir, ucuz, doku
veren, kisa zamanda sonuca ulasilabilen avantajlarindan dolayi rutin kullanima
girme potansiyelleri gittikce artmaktadir. Ancak gunumuzde bu y6ntemlerin
rutin kullanima girebilmeleri i¢in daha birgok aragtirmaya ihtiyag oldugu

gbzden kagiriimamalidir.

Parafine gémulu dokularda buyume fraksiyonunu immunhistokimyasal olarak
belirleyebilen bes antikorun karsilagtirildig! bir galismada normal ve maligniteli
dokular; monokional Ki-67, polikional Ki-67, PC10, MiB1 ve JC1 antikorlar ile
boyanmigtir. Antikorlar ile boyanma c¢ekirdek, sitoplazma ve zemin boyanmasi
acisindan degerlendirilmigtir. Hicbir belirte¢ tam ideal olmamakla birlikte, en iyi
sonucun MIB1 ve poliklonal Ki-67 ile alindi@imi ve bunlan JC1, PC10 ve
monoklonal Ki-67'nin izledigi bulunmustur (27).

Hucre proliferasyonu icin gerekli bir faktér olan Ki-67’nin molekuler agirlig) ve
gercek fonksiyonu bilinmemektedir. Ki-67 antikoru prolifere olan hucre
cekirdedindeki bir antijen ile reaksiyona girer ve Go fazi disindaki tum hucre
doéngusunde ifade edilir. Bazen G1 fazinin erken ddénemlerinde de
bulunmadig: bitdiriimektedir (29, 30).

Miyachi ve arkadaglari 1978 yilinda sistemik lupus eritematozuslu hastalardan
elde edilen otoantikoriarin prolifere olan hucrelerde bulunan bir nukleer
antijeni tanidigint gdstermisler ve bu antijeni "proliferating cell nuclear antigen”
(PCNA) olarak isimlendirmiglerdir (31) PCNA son yilarda doku
proliferasyonunu belirlemede sikiikla kullaniimaktadir, DNA sentezi igin gerekli
olan PCNA, 36 kDa agiriginda asidik non-histon nukleer protein olup, DNA
polimeraz & i¢in yardimci bir protein olarak gbrev yapmaktadir {32) PCNA
mRNA yalnizca prolifere olan hucrelerde artar Stabil PCNA mRNA'nin

dinlenme fazindaki hucrelerde yoklugu PCNA'yt kodlayan gende intron 4'un



varligina baglidir. Bu intronun ortadan kalkmasiyla prolifere olan hicrelerde
PCNA mRNA yUksek duzeylerde birikmektedir (33).

Malign tumorlerde ilaca direncin geligmesi sitotoksik tedavinin etkinligini
sinirlamaktadir. Cok llaca Direnc'li (CID) hucrelerde ilag birikimi azalmis olarak
pulunmaktadir CID'li hiicre dizilerinde de@igsmis topoizomeraz Il veya artmisg
glutathione S transferaz (GST) varli§1 gosterilmigse de, P-glikoprotein (P-gp)
yoguniugunda artma en c¢ok rastlanan degisikliktir (34, 35). Kolorektal
tumorierde P-gp varligt insitu hibridizasyon ve immunhistokimya analizleri ile
gbsterilmistir (24, 36).

P-gp 170-kDa adirh§inda plazma membran proteini olup "multidrug resistance
gene" MDR1 ile kodianmaktadir (36,37). Bu protein bakteriyel ve &karyotik
bircok tasima proteini ile benzerlik gosterir (37,38). P-gp metabolik olarak aktif
calisan ATP badimli pompa gdrevi yapar ve ilag dahil olmak uzere iyonlardan
peptidiere kadar bircok maddeyi hiicre membrani digina dogru tasir (39,40).

Kemoterapinin baglamasiyla P-gp ifadesi olan hucrelerin sayica artmas ilaca
duyarli htcrelerin dldugunu ve ilaca direngli hucrelerin ise c¢ogaldigini
olduklarindan, PCNA ve Ki-67 pozitif hicrelerin orani adjuvan kemoterapiye
karar verilmesine yardim¢i olma potansiyeli tagimaktadir (24). Bu nedenle
proliferasyon aktivitesi ile kemoterapi direncini gosteren P-gp ifadesinin

arasindaki iligkinin belirlenmesi énem kazanmaktadir.

Bu calismada kolorektal karsinogenezi cok yonlu arastirmak amaciyla, normatl
kolon mukozasi, kolorektal adenom ve adenokarsinomlarda PCNA ve Ki-67 iie
saptanan doku proliferasyon aktivitesi, p53 ve P-gp ifadeleri arasindaki iliski;
kolorektal adenokarsinomlarda tumér proliferasyon aktivitesi ile prognozu
belirlemede rolu oldugu bilinen kiinik ve histopatolojik parametreler arasindaki
iligki; adenokarsinomlarda P-gp boyanmasi ile hastalarin kemoterapiye yaniti

arasindaki iliski arastinimistir



2.GENEL BILGILER

2.1.KOLOREKTAL TUMORLER

Kolon ve rektumun benign ve malign tumdrlerinin buytk kismini epitelyal
tumorler olusturur (11, 41-44). Kolon tumérlerinin Dunya Saghk Orguti'ne
(WHO) gore siniflanmasi Tablo 1'de gérulmektedir (45).

2.1.1. KOLOREKTAL ADENOMLAR

Kolorektal adenomlar, kolon epitelinin degisik derecelerde atipi tagiyan, sapsiz
ya da saph benign tumbérleridir (11, 43, 44, 46, 47). Kolorektal adenomlar
dunyanin degisik bolgelerinde farkli sikiikta ofup erkeklerde ve kadinlarda esit
oranda gorulur. Adenom goérulme sikhdt 40 yas altinda %20-30 iken, 60 yas
uzerinde %40-50'ye kadar yiUkselmektedir (42, 48, 49). Kolonun tim
bélgelerinde yerlegebilen adenomlarin yaklasik 1/3'u rektum ve sigmoid
kolonda bulunur (44, 47). Adenomlar histolojik yapilarina gére tubdler, villéz ve
tubllovilldz olmak Uzere 3 ait gruba aynlr Her U¢ grupta da degisik
derecelerde displazi gdrulebilir (47).

a)Kolorektal tlbiler adenom (Adenomatdz polip): Tubuler adenomlarin

kolondaki yerlesimleri sag kolonda %40, sol kolonda %40 ve rektumda %20
oranundadir (50, 51). Yetigkin otopsilerinin  yaklagik  %30-40"inda
rastlanabilmekte olup bu oran yagla birlikte artmaktadir (46, 52).

Kiguk gaph tiibuler adenomlar genellikle asemptomatik olup; anemi veya gizli
kan kaybr sebebleri arastirilirken ve ya rektal kanama sonrasi tesadufen
saptanirlar. Buylk ¢apli olan tubller adenomlar ise barsak aligkanliklarinda
degisiklige veya intussepsiyona da sebep olabilirler (50).



Tablo 1: Kalin barsak tumérlerinin histolojik siniflamasi (WHO).

KALIN BARSAK TUMORLERININ HISTOLOJIK SINIFLAMASI

A) Benign

1. Adenom

h. Villéz

B} Malign

2. Musingz

C. Birlesik

A Benign

& Digerleri

B Malign

2 Digerleri

| EPITELYAL TUMORLER

a. Tabiiler (Adenomatdz polip)

¢ Tibiilo-villdz

2. Adenomatozis {(adenomatdz polipozis koli)

1. Adenokarsinom

adenokarsinom

3. Tagh yiizik hdcreli karsinom
4. Yassi epite] hiicreli karsinom
5. Adenoskuaméz karsinom

6. Diferansiye olmamig karsinom

7 Sm:ﬂandmimam:s karsinom

Il KARSINOID TUMORLER

A Argentaffin

B. Argentaffin olmayan

{Il EPITELYAL OLMAYAN TUMGRLER

1. Leiomyom
2 Leiomyoblastom
3 Neurifemmom (shwannom)

4 Vaskiiler timérler (hemanjiom, lenfanjiom)

1 Leiomyosarkom

IV: HEMATOPOQIETIK ve LENFOID NEOPLAZMALAR
V SINIFLANDIRILMANMES TOMORLER

VI SEKONDER TUMORLER

VIl TUMOR BENZER| LEZYONLAR

vill GLSERATIF KOLITTE EPITELYAL ATiPI




Tubuier adenomlar makroskobik olarak nadiren 2.5 cm'den biiy(ik ¢apta olup,
¢ogunlukla 1 cmyden daha kuguk ¢aphdiriar. Sapsiz yada sapl, tek yada ¢ok
sayida olabilirfer Tubuler adenomlar yuvarlak sekilli, duzgin yuzeyli, cevre
mukoza ile karsgilastinldiginda daha koyu, kirmizimsi renktedirler (46, 51).
Mikroskobik olarak normal mukoza ile karsilastinidiinda bezlerde artis
gorultr. Bezler birbirinden normal gérinumde olan lamina propria ile ayrilir.
Adenomun sapi fibromuskuler doku ve belirgin kan damarlarindan olusgur.
Bezieri ddseyen hucrelerde c¢ogalma, hiperkromatik c¢ekirdek ve mitoz

sayisinda artig (arada atipik mitozlar olabilir), deg@isik derecelerde musin

Tubuler adenomlarda ilk degisikliklier bezlerin Gst kisimlarinda saptanir. Bazal
membran kahnlasmistir ve siklikla hafif derecede olmak uzere degisik

derecelerde displazi izlenebilir (52).

Kolonun duz (flat) adenomlari makroskobik olarak 1 cm’den kiicUk ¢aptadiriar.
Duz adenomlarin iki tipi tarif edilmigtir. Bunlardan bir tanesi timuyle duz iken,
dijerinde merkezde basikhk (depressed adenoma) tamimlanmistir (53-56).
Mikroskobik olarak lezyon komsu normal epitelin vertikal boyutunun iki
katindan daha uzun degildir. Karakteristik olarak tubller adenomdurlar ve
siklikla siddetli derecede displazi izlenir (53, 54). Baz yazarlar duz
adenomlarin tipik polipoid adenomlara dontstugunu ileri surerken, bazi
yvazarlar da duz adenomlarin duz karsinomlarin kenarlarinda izlenmeleri

nedeniyle dogrudan invaziv 6zellik kazanabildiklerini dugtinmektedir (57, 58).

Kolonun genetik gecis gdsteren polipozis sendromlarinda ¢oguniukla tubuler
adenomlar gorlildugu igin bu sendromlar kisaca gdzden gegirmekte fayda

vardir.

i. Familyal polipozis (polipozis coli): Otozomal dominant gegig g&sterir,
kolonda minimum 100 adenomatdz polip izlenir. Familyal polipoziste kolonu
kaplayan polipler 151k ve elektron mikroskobik ézellikleriyle sporadik tubller
adenomlardan farkli degildir (69) Hastalikla ilgili sorumiu gen kromozom
5921’de lokalize "Adenomatous Polyposis Coli" (APC) genidir (60).



Makroskobik olarak, barsak mukozasi hafif yukseltilerden, buylk kitlelere
kadar degisen poliplerle dolu olup yer yer duz adenomiar da bulunabilir
Poliplerin sayisi birkag yuz ile birkag bin arasinda degisir (59),

Tedavi ediimezse familyal polipozis olgularimin tumlinde kalin barsakta bir
veya birden fazla yerde karsinomflar/ geligir. Familyal polipozisli hastalarda
kolon karsinomu sporadik kolon karsinomu olgularindan ortalama 20 yil énce
ortaya cikar. Bu yUzden familyal polipozisli olgularda 20-25 yaslan arasinda
profilaktik kotektomi uygulanmasi gerekir (59)

Familyal polipozis sendromunun bir varyanti da kaltsal duz adenom
sendromudur. Bu sendromda polipler diz tipte olup, sayilari 100°’den azdir,
sag kolonda yerlesimi daha siktir. Kromozomal anormallik familyal polipozis

sendromu ile ayni lokustadir (61).
ii. Gardner sendromu:

Familyal adenomat6z polipozisin bir varyant| olup; intestinal polipler, kafatasi
kemikleri ve mandibulada multiple osteomlar, deride multiple epidermal kistler,
yumusak doku tumorleri ve fibromatozisin birlikte oldugu otozomal dominant
gecisli bir sendromdur Fibromatozis siklikla daha o&nceki cerrahi girigim
yerlerinde izlenir. Karsinom gelisme riski familyal adenomatdz polipozisteki
kadar yuksektir ve profilaktik kolektomi uygulanmasi gerekir Gardner
sendromlu hastalarda periampuller bélge karsinomlarinda da artis saptanmistir
(59).

iit. Turcot’s sendromu:

Kolorekta! tlbuler adenomlarin ve beyin tliimoérlerinin (6zellikle glioblastom)
birlikte oldugu otozomal resesif gecisli bir sendromdur (59}

b) Kolorektal villoz adenom (Villéz papillom): Villdz adenomiar rektum ve
rektosigmoid bélgede daha sik goruilr ve tum kolorektal adenomlann yaklasik
%10'unu olusturur. Hastalar genellikle yaglidir. Villsz adenomiar 10 cm’e kadar
ulagabilir ve makroskobik olarak papiller villdz projeksiyonlar ve genis bir
taban izlenir. Mikroskobik olarak; papillalann epitelle déseli parmak seklinde

cikintilar ve muskularis mukozaya kadar inen lamina propriadan olustugu



izlenir. Villéz adenomiarda da musin sekresyonu degisik derecelerdedir ve

siddetli derecede dispiaziye daha sik rastlanir (47).

c)Kolorektal tiiblilovilléz adenom: Kolon ve rektumdaki villdz ve adenomatsz
komponenti yaklasik olarak esit olan poliplere villoglanduler polipler,

tubtlovilldz adenomiar ya da papilier adenomiar adiari verilmektedir (62)

2.1.2.KOLOREKTAL ADENOKARSINOMLAR

Kolorektal karsinom insidansi dunyada degisik codrafi bélgelerde farkhliklar
gostermektedir. Bati Avrupa ve Kuzey Amerika'da siklik bakimindan akciger ve
meme kanserinden sonra Ugunclu sirada gelmektedir. Bu farkhihdin yagam stili
ve beslenme ahskanhd: ile iligkili oldugu dustnilmektedir. Dusuk risk
boélgelerinden yuksek risk bolgelerine gégenlerde kolorektal karsinom gelisme
riski de artmaktadir (3).

Kolorektal karsinomlar en sik 6-7. dekatta gérillurier. Olgularin %20'si 50 yasin
altindadir. Geng bir hastada kolorektal karsinom ile karsilasiidiginda ulseratif
kolit ya da familyal polipozis sendromu ile birlikte olabilecegi akla gelmelidir (4-
6) . Rektum kanserlerinde erkek, kadin orani 2/1 iken; kalin barsagin diger
bélgelerinde bu oran esittir (63).

Kolorektal karsinomun etyolojisi ve patogenezi hem gevresel hem de genetik
faktorlere badhdir. Cevresel faktorler biyuk oranda diyetle ilgilidir. Ozellikle
yuksek oranda hayvansal yag tlketenlerde karacigerde kolestero! ve safra
asitlerinin Uretimi artmaktadir. Safra asitleri ve kolesterol intestinal mikrofloray
degistirerek potansiyel karsinojenlere dénusebilirler. Lifli gidalar ise barsak
gecis zamanini kisaltarak koruyucu etki yaparlar (3, 64-66). Genetik fakiorler
icinde en agik olan, familyal polipozisi ve Gardner sendromiu hastalarda
kolorektal kanser geligiminin yaklastk %100 olmasidir (47). inflamatuar barsak
hastahg: (6zellikle Ulseratif kolit) olan hastalarda da kolon kanseri riski
artmaktadir. Ancak inflamatuar barsak hastaliklart tim  kolorektal
adenaokarsinomlarin kuguk bir bélimuninden sorumluduriar (47, 67).



a) Kolorektal adenokarsinomlarin makroskobik ozellikieri:

Kolon karsinomlarinin  yaklagik %50’si rektosigmoid bdlgede vyerlesim
gésterirler. Kolorektal karsinomlar polipoid yada ulsere/infiltratif tiptedirler.
Polipoid kanserler Ulseratif olanlara gére daha iyi prognoza sahiptirler. Bu
muhtemelen polipoid kanserlerin  Ulseratif kanserlerden daha erken
klinikopatolojik evrede yakalanmalarina. baghdir (68) Polipoid kanserler
yuvarlak kenarls olup gevre normal mukozadan belirgin bir sinirla ayrdirlar.
Ulserefinfiltratif kanserlerde ise tumoér daha basiktir ve merkezi Ulseredir (69).
Sol kolonda gelisen tumobrlerde ulserefinfiltratif, sad kolonda gelisen

tumorierde ise polipoid buyume paterni daha sik izlenir (53).

Kolon tumérlerinin  kesit ylzinde tumdér dokusu grimsi-beyaz renkli,
desmoplazi varsa sert kivamhdir, musindz tumoérierde ise kesit yuzinde

jelatinéz gérinum dikkat ceker (70).

b) Kolorektal adenokarsinomiarin mikroskobik ézellikleri:

Kolorektal karsinomiarin %98’ adenokarsinomdur Tumdr hucreleri kolumnar
hucrelerden, goblet hucrelerinden ve az sayida endokrin hucrelerden olugur.
Ozellikle timér sinrlarinda belirgin olmak Gzere desmoplazi ve inflamasyon
gorulebilir Nadiren tumdér stromasinda metaplastik kemik dokusu olabilir. (68,
71). Tumér kenartarinda énceki adenoma ait kalinblar saptanabilir. Daha sik
olarak bezlerde hiperplazik degisiklikler vardir ve goblet hicrelerinde arlig ile
karakterize "tranzisyonel mukoza" gérulur (68). Kolorektal adenokarsinomliarin

¢ogunda histokimyasal olarak gésterilebilen musin bulunur (72).
c) Kolorektal adenokarsinomlarda grade ve evre:

Kolorektal adenokarsinomlarda grade ve prognoz arasinda iliski olmakia
birlikte 6zellikle biyopsilerde subjektif degerlendirmeler nedeniyle soruniar
yasanmaktadir, Adenokarsinomlarin diferansiyasyonu tumdr hdcrelerinin
tubuler (asiner) yapilanma derecesine gére belirlenmektedir. Parantez iginde
adenokarsinomlarin diferansiyasyon derecelerine goére gbrilme oranlan
verilmigtir.
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Grade |. lyi derecede diferansiye adenokarsinom (%15-20)
Grade | Orta derecede diferansiye adenokarsinom (%60-70)

Grade 1. Kotu derecede diferansiye adenokarsinom (%15-20)

Grade | adenokarsinomlar basit ve daha az olmak tzere kompleks tlibullerden
olusurlar. Tubulleri déseyen epiteide polarite korunmustur ve gekirdekler

uniform boyuttadir, adenomatdz polip epiteline benzerler.

Grade |l adenokarsinomlar basit, kompleks ve dizensiz tubdllerden olusur,
polarite kaybolmustur ve solid alaniar tagtyabilir

Grade il adenokarsinomlarda ise ileri derecede duzensiz bez yapilari veya
diferansiyasyonda tlumuyle kayip izlenir. Tumor en az %50 alanda solid

adalardan olusur.
i) Kolorektal adenokarsinomlarda Duke evreleme sistemi:

Duke tarafindan 1929 yilinda 6nerilen evreleme sistemi genis kullanim alani
bulmusg ve prognozla yakin iligkisi nedeniyle bugtine kadar kullaniimaya devam
etmistir (73). Parantez iginde 5 yillik yasam beklentisi verilmigtir.

Evre A: Tumér sadece barsak duvarindadir (%83).

Evre B: Tumdr barsak duvanm agmistir ancak bdlgesel lenf dugumlerinde
metastaz yoktur (%64).

Evre C: Bolgesel lenf dugumlerine metastaz vardir (%33).

1949 yilinda evre C igin yine Duke tarafindan bir modifikasyon &nerilmis ve
bolgesel lenf dugumu metastazi igin C1, mezenter apeksi veya damar
baglanma bélgesindeki ienf dugumu metastazlan igin C2 alt gruplari kullarima
girmistir. Yine 1949 yilinda 4. bir evre dahil edilmis ve uzak metastaziar icin D
grubu eklenmistir (73).

ii) Astler-Coller siniflamasi (1954)
Parantez icinde 5 yillik yasam beklentisi verilmistir
Evre A Tumér mukozada sinirl (%100).

Evre B1: Tumor muskularis propriay tutmus ancak agmamistir (%67).
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Evre B2: Tumdr muskularis propriay) gegmistir (%54).

Evre C1: Lenf dugumlerine metastaz vardir, ancak tumér barsak duvarinda
sinirhdir (%43).

Evre C2: Lenf dugumlerine metastaz vardir ve tumér barsak duvarini agmistir
(%22).

iil)TNM sistemi:

American Joint Committee on Cancer (ASCC) ve Union Internationale Contre

le Cancerde (UICC) TNM sistemi ile evreleme yapmiglardir. Parantez iginde 5
yillik yagam beklentisi veriimistir

0. Tis, NG, MO (%100).

I T1, NO, MO (%100); T2NOMO (%85).

II. T3, NG, MO (%70); T4ANOMO (%30).

. Herhangi bir T, N1, MO (%60); Herhangi bir T, N2, N3, MO (%30)
IV. Herhangi bir T, herhangi bir N, M1 (%3).

Tis= In situ

T1= Submukozaya invaze

T2= Muskularis propriaya invaze

T3= Subseroza ve perirektal dokulara invaze

T4= Serozaya veya diger organ yada dokulara invaze
NO= L_enf digumu metastazi yok

N1= 1-3 bolgesel lenf dugumu metastaz)

N2= 4 yada daha fazla bélgesel lenf dUglm metastazi
N3= Buyuk kan damartart boyunca herhangi bir lenf dudumu metastazi
MO= Uzak metastaz yok

M1= Uzak metastaz var

12



En son olarak Jass tarafindan onerilen evreleme sisteminde perituméral
fenfositik infiltrasyon ve tumdrin buyume paterni de prognostik belirteg olarak

dederlendirmeye ahnmisgtir.

iv)Fischer'e gore Onerilen Duke evreleme sistemi modifikasyonu: 1989
yiinda 745 rektal adenokarsinom olgusunda yapilan bir galigmada; Duke,
Astler-Coller ve TNM evreleme sistemlerinin prognoz agisindan degerliligi
karsilagtirdimig ve Duke evreleme sisteminin en kolay uygulanabilir ve
prognozla en yakin iligkili oldugu sonucuna varilimistir. Bu evreleme sisteminde
C grubunun Astler-Coller siniflamasina gdre modifiye edilmesinin daha yararl

sonuglar saglayacagi éne surulmustir (73).

A Tumér barsak duvarina sinirls
B.Tumdr barsak duvarint agsmig, lenf dugiumu metastazi yok
C1. Tumér perirektal yag dokusuna ulagmamis, lenf digumu metastazi var

C2. Tumér perirektal yad dokusuna ulagmig, lenf didumui metastaz: var.

d) Yayihm ve Metastaz:

Kolorektal karsinomlarda en ¢ok bdlgesel lenf dugimierinde ve karacigerde
metastaz gorllur. Kotl diferansiye alanlar tagiyan ve infiltratif 6zellidi olan
tlimérlerde lenf dugumu metastazi daha siktir (74). Diger sik gérulen metastaz
yerleri periton, akcigerler ve overlerdir. Nadir rastlanan metastaz yerleri ise
santral sinir sistemi, iskelet sistemi, testis, uterus ve oral kavitedir (75-77)

¢) Prognoz:

Kolorektal karsinomlarda cerrahi tedaviden sonra 5 yilhik sagd kalim oraninin
bircok seride %40-60 oraninda oldugu bildirimektedir.  Kolorektal
karsinomlarda prognozu etkileyen kiinik ve patolojik parametreler ¢ok cesitlidir
(78-80). Bunlar;

1.Yas: Cok geng ve c¢ok yash olan hastalarda prognoz kéttdur (78-80).
Genglerde izlenen kétu prognoz, tanidaki gecikmelere badl ileri evrelerde

tani konulmasi, taglt yuzuk hicreli ve musinéz adenokarsinomiarin ve
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ulseratif kolit zemininde gelisen adenokarsinomlarn daha sik géruimesi ile
ilgilidir

2 Cinsiyet. Kadinlarda prognoz erkeklere oranla belirgin olarak daha iyi
bulunmustur. Ancak nedeni konusunda herhangi bir agiklama
yapilamamsgtir (79).

3 Yerlesim boélgesi: Tumérun yerlesimi ile prognoz arasindaki iliski konusunda

degisik sonuglar mevcuttur. Tumérleri kolona ait ve rektal olarak iki grupta
ele alan bir calismada yasam siresi agisindan anlamli bir fark
butunmarmigtir (79).
Kolon timdrlerini sag kolon, sol kolon ve rektum olarak siniflayip ele alan
bir diger calismada tumér yerlesimi ile sad kalim arasinda bir iligki
izlenmemigtir (11, 78). Buyuk bir seriyi ele alan bir ¢alismada Russell ve
arkadaslart sol kolonda yerlesen tumérlerin daha iyi prognoza sahip
oldugunu ve sigmoid kolon ve rektum yerlegimli timdrlerin ise en kétl
prognoza sahip olduklarini bildirmiglerdir (81).

4. Tamor sayisi; Tek bir tumérl olan hastalar ile senkron yada metakron
kanseri olan hastalar arasinda sagkalim suresi agisindan fark
bulunmamugtir.

5 Ttmdore badlr primer semptomlar. Bir ¢ok caligmada obstruksiyonun Duke

evreleme sisteminden bagimsiz bir prognostik faktor olarak sagkalim
uzerine etkisi oldugu gosterilmistir Barsak duvarnmin tumér dokusu
tarafindan ileri derecede invaze edilmesi sonucu olugan perforasyon da
kotu bir prognostik faktérdur. Rektum tumérlerinde rektal kanama sikayeti ile
erken dénemde hekime bagvuruldugunda bu olgularda yagam suresi daha
uzundur (11, 79).

6.Mikroskobik tip ve grade: Tumor grade’i ile prognoz arasinda aniamli iligki
mevcuttur.  Ancak  grade'lemedeki  subjekiiflik  nedeniyle  farkh
degerlendirmeler sorun yaratabilmektedir (Bes yillik sag kalima bakildidinda
iyi diferansiye tumorler ile kétu diferansiye tumdrler arasinda aniamii fark
bulunmadigint bildiren c¢alismalar mevcuttur) (78). Mikroskebik alt tipler
arasinda musindz karsinom ve tashh yUzuk hocreli karsinom kiasik

adenokarsinomlara gére daha kétiu prognoza sahiptir.
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-7 Vaskiller ve perindral invazyon: Kolorektal karsinomlarda vaskuler invazyonu

olan hastalarda metastaza %60 oraninda rastlanirken vaskuier invazyonu

olmayan hastalarda bu oran %17'dir. Vaskuler invazyonun sagkalim suresini
anlamh olarak azalttigi gdérulmustur Kolorektal karsinomlarda perinéral
invazyon da hastaligin ilerlemis oldugunun belirtecidir ve perinéral

.~ invazyonu olmayan hastalara gore prognoz daha kétudur (82).

. Blenf dudtimu tutulumu: Lenf dugumu tutulumu 5 yilhk sagkalim suresini
kesin olarak azaltmaktadir. Lenf dugumi tutulumunun lokalizasyonu ve
sayist da onemlidir. Ancak tutulan lenf dugumlerinin sayis1 lokalizasyona
gbre daha fazla prognostik dneme sahiptir (73).

9 Duke’s evreleme sistemi: Tumorin lokal yayiimi ve lenf dugumu tutulumu
parametrelerinin kombinasyonu olan bu sistem prognozla yakindan iligkilidir
(73). Bes yillik sagd kalim sureleri Evre A'da %85, Evre B'de %64, Evre C'de
%33'tur.

10.Buyiime paterni: Kolon ttmorleri buyume paternine gére genisleyen veya
infiltre eden seklinde tanimlanmaktadir. Genigleyen tumérde buyume kenari
iyi sinirfanmis olmasina radmen, infiltratif tipte sinir belli degildir veya tumor
kumeleri vardir. Genisleyen tumdrierin infiltratif yaythmi olan timdrlere gére
daha iyi prognoza sahip oldugu bildirilmektedir (78).

11.Lenfositik infilfrasyon: Lenfositik infiltrasyon tumérun etrafinda belirlenir,
Tumér gevresinde ¢oguniugu lenfositlerden olusan yangisat infiltrasyonun

sag kalim suresini olumlu ydnde etkiledigi bulunmustur

2.2 ADENOM-KARSINOM iLiSKISi

Kolorektal adenokarsinomlara predispozan oldugu bilinen kiinik ve patolojik
durumiar izole polipler, familyal polipozis gibi genetik sendromtar ve tlseratif
kolit basta olmak uzere inflamatuar barsak hastaliklaridir Bunfarin diginda
dzellikle Japonya'da yaygin olmak lizere normal mukozadan gelisen de novo
karsinomiar da énemli bir grubu olusturmaktadir (10).

Adenom karsinom iliskisini destekleyen itk bulgular epidemiyolojik ve morfolojik

calismalardan elde ediimistir. Epidemiyolojik galismalar adenomlarin yuksek
oranda bulundugu uikelerde karsinomiarin da fazla oldugunu gostermektedir

15




édnun tersi de dogrudur) (83-86). Ayni zamanda karsinom nedeniyle rezeke
""'éa.i'l'en parsaklarda baska nedenierle rezeke edilen barsaklara gore

 adenomiara daha sik rastianmaktadir (87).

Rtjld sigmoidoskopi yaptlan ve polipektomi uygulanan 1618 hastada uzun
donemde kolorektal karsinom gelisme riskinin 1 cm'den buyuk caph ve/veya
:5t.1.‘.‘x'bi'iloviliéz ve villéz tipte adenom bulundurantarda en yliksek oldugu goriimuis
_Vé bu hastalar yuksek risk grubu olarak tanimlanmisiardir (88). Bu bulgular
."_"édenomlar‘ln prekanseroz oldugunu desteklemekle birlikte; 60 yas Uzerinde
':._'%40-50’ye kadar yukselen adenom insidansina karsiik kolorektal
“adenokarsinomlarin bu kadar ylksek oranda olmamasi tim adenomiarin

“malignlesmedigini gdstermektedir (89).

Gunumuzde kolon adenokarsinomiarinin biyik bélimunun daha 6nceden
varolan adenom Uzerinden geligtigi kabul edilmektedir (11) Adenomlar iginde
“invaziv karsinom odaklarinin gértlmesi premalign Ozelliklerinin en iyi kanitidir,
Ayni zamanda invaziv karsinomlar etrafinda da daha Onceden varolan
adenoma ait artiklarin izlenmesi siktir Tumér komgulugunda izienen adenom
- kahntilarinin - submukozada sinirii olan adenokarsinomlarda daha cok,
muskularis propriay! infiltre eden ve ekstramural yayilimi olan timérierde daha
az gorulmesi tumérun yayihmi ile adenom dokusunun ortadan kalktigini
disundurmektedir (47, 90).

2.2.1.Adenomlarda malignlegsme potansiyelini etkileyen faktorler

a)Boyut:Adenomun boyutu, adenomda sgiddetli displazinin bulunmasini ya da
karsinom gelisme riskini etkileyen Onemli faktérlerden biridir. Adenomun
boyutu buyldikge siddetli displazi gosteren alanlar ve igerdidi villoz
komponent orani da artmaktadir (52). Bunun yanisira karsinom gdrulme orani
1 cm altindaki adenomlarda %1 iken, 1-2 cm arasindaki adenomlarda %10, 2
cm Uzerindeki adenomlarda ise % 46'ya ulagmaktadir (47).

b)Histolojik tip:Tubuler adenomlar viliz adenomiardan daha sik
gérulmektedir. (52). Malignite gérulme oran tibuler adenomlarda %5 iken,
villéz adenomlarda %40'tir. Tubulovilléz adenomlarda bu oranin %22 olmasil,
davranuglannin villéz adenomlara daha yakin oldugunu dugundirmektedir (47).
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c)Epitelyal atipi:Adenomlarda hafif, orta ve giddetli olarak derecelendirilen
atipinin giddeti arttikga adenom iginde invaziv adenokarsinom odagl bulunma
| olasiig da artmaktadir. Hafif derecede atipi adenomlarin %70’inde izlenirken,
hafif derecede atipi gdsteren adenomlarda invaziv adenokarsinom odag
bulunma oran! yalnizca %5'tir. Invaziv adenckarsinom odadi orta derecede
atipi gosteren adenomiarin %18inde, sgiddetli derecede atipi gbsteren
adenomlarin ise %34.5'inde gdrulebilmekiedir Adenokarsinomlarin daha sik
olarak goruldugu distal kolondaki adenomlarda siddetli derecede displazi
anlaml olarak fazla izlenmekiedir Adenomlarda atipi siddeti boyut ve histolojik
tiple de orantihdir (47).

Adenomlarin malign transformasyonu &zellikle kimyasal olarak olugturulan
kolorektal tumérlerde ayrintih olarak incelenmistir Adenomlarda hafif, orta ve
siddetli displaziden invaziv ve metastatik karsinoma kadar olan degisikliklerin
bir seri moleklier degisikliide bagh oldugu ileri surulmektedir Bunlar
onkogenlerin  mutasyonel aktivasyonu ve tumér baskilayici genlerin
inaktivasyonunu icermektedir. En az 4 yada 5 gende mutasyon sonucu

tumuyle malign bir fenotip olustugu dusiunulmektedir (91-98).

Son yillarda molekuler biyolojideki gelismeler; kanserlerin genetik degisimlerin
birikimi ve buna bagh olarak anormal hucre proliferasyonu sonucu oldugunu
ortaya c¢ikarmistir. Genetik degisiklikler esas olarak proto-onkogenlerin
aktivasyonu ve tumdér baskilayici genlerin inaktivasyonu olmak Czere iki
kategoriye ayriimaktadir (99-102). Proto-onkogenler normal hiicre genleri olup,
onkogen gibi uygun olmayan sekilde aktive olduklarinda blUyume ve
diferansiyasyon duzenienmesinde bozukluklara yol acarak neoplastik
transformasyon riskinin artmasina sebep olurlar. Tumdr baskilayict genler de
normal hucresel genler olup proto-onkogenlerin tersine inaktive olduklar

Zaman hucre proliferasyonu ve neoplazi geligimine sebep olurlar (15).
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~ 2.3.1.0nkogenler:

- a) ras Mutasyonlar:

" Normal hicre blyimesi ve diferansiyasyonunda ras ailesi protoonkogenieri rol
:’.éhrlar ve p21 olarak adlandirian bir proteini kodlarlar. Bu protein hucre
”"'membrani tzerindeki buyume faktéru reseptérlerinden hucre igine sinyal
| iletiminde rol oynar, ras genindeki nokta mutasyoniar ras proteinin surekii akiif
ve sinyal iletir durumda kalmasmna bu da otonom hdcre buyumesi ve

proliferasyonuna yol agar (97).

: insan kanserlerinde ras mutasyonlarn siklikla K-ras, N-ras ve H-ras
onkogenlerinin 12, 13 ve 61. kodonlarinda gelisir. Kolorektal karsinom
- gelisiminde erken dénemde ras gen ailesine ait onkogenlerin rol oynadig
gosterilmistir (96, 97). Kolorektal karsinomiarin ve orta yada siddetli derecede
Mutasyonlarin buyuk goduniugu K-ras (%88) geninde iken daha az olmak
Uzere N-ras mutasyonlarina da rastlanmaktadir (86). Displazi veya karsinom
bulunduran mukozalarin neoplastik olmayan bagka alanlarinda da ras

mutasyoniarimin oldudu rapor edilmistir (97, 103, 104)

Bir bagka calismada premalign ve malign dokularda normal kolorektal
mukozaya goére K-ras ve H-ras ile ilgili transkriptlerin artmig oldugu
gosterilmistir. Bu onkogenlerin  premalign lezyonlarda arttiginin gosterilmesi
karsinogenez iglevinde onkogenlerin énemli oldugunu dusundirmektedir.
Buna karsin premalign adenomlarin yalnizca bir kisminin malignlegmesi
karsinogenezin ¢ok basamakh bir islem oldudu gor(sinu desteklemektedir
(97).

b) bcl-2:

Bir protoonkogen olan bcl-2 geni programianmig hicre dliumunu (apoptozis)
duzenier. Bu gendeki bozukluk sonucu hucre 6luml engellenir (93) Dusuk
grade’li foliktler B-hucreli lenfomada kromozom 14:18 translokasyonu bel-2'nin
asir| ifadesine neden olur (105, 106) Epitelyal malignitelerde kromozom 14:18

translokasyonu oimadan da bcl-2 agin ifadesinin olma sebebi anlagilamamigtir
Gastrointestinal kanalda bcl-2 fizyolojik ifadesi kok hiicrelerde ve proliferatif
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f_-_'_.ba[ge olan kript tabanlarindaki epitel hucrelerinde bulunur, bcl-2'nin buradaki
:5“".-:'gc'5revi rejeneratif epitelde hiicre slumunu engellemektir (107). Gastrointestinal
kanalda hucre kaybindan diferansiye ve olgun hucrelerin dokulmesi ile
~ fizyolojik olarak apoptozisin normal intestinal dongude yer almasi sorumludur.
Adenomda daha belirgin olmak Uzere hem kolorektal adenomda hem de
kolorektal karsinomda bcl-2 asin ifadesinin bulundugu gdsterilmigtir, bcl-2'nin
fazla miktarda olmasi; uzun yasayan hicrelerin ¢ok oldugunu ve bunun da
tomér gelisimine katkida bulunabilecegdini dugundarmektedir (92, 93).

© 2,3.2.Tiimér Baskilayici Genler:
- a) APC (Adenomatous polyposis coli) Degigiklikleri:

- Kolorektal neoplaziterde tanimlanan genetik degisikliklerden bir tanesi
. 5 kromozomun uzun kolundaki allelik delesyondur Familyal adenomatéz
polipozis sendromundan sorumiu tutulan lokusun (fap lokusu) kromozom 5'in
uzun kolunda oldugu bulunmustur, fap lokusu kolonun epitelyal
proliferasyonunda negatif duzenleyici olarak rol oynar. Kromozom 5'in bir
~ allelinde konjenital kayip olmasi 2 veya 3 dekatta multipl kolon polipleri
| olusumuna neden olur (Familyal adenomatéz polipozis ve Gardner sendromu).
Bir allel mutasyon sonucu inaktif oldugunda hicre proliferasyon kontrolu
bozulur. Bu da allelik delesyonu olan hucrelerde selektif bUylime avantaji
saglar (96). Familyal adenomatdéz polipozis sendromu disinda sporadik
kolorektal adenomiarda %63, sporadik kolorektal adenokarsinomlarda ise %60

oraninda APC mutasyonu gérulmustur (108). Bu genin mutasyona ugramis

seklinin kuguk ¢apl adenomlarda bile saptanabiimesi ve bu mutasyonlann
timoérun benign formdan malign forma dénlsmesi durumunda da sabit
kalmasi, APC gen mutasyonunun kolorektal neoplaziye yol agan genetik
degisikliklerin birincisi olabilecedini dusundurmektedir (94) Neoplazi &éncesi
normal APC geninin her iki kopyasinin fonksiyonel kaybr APC’nin tumér
baskilayici iglevi ile uyumludur (108).

¢) DCC (Deleted in Colon Carcinoma) Degisiklikleri:

Kolorektal karsinomlarda kromozom 18in uzun kolunun allelik kaybinin sik
oldufunun gérulmesi Uzerine tumdr baskilayici geninin bu bélgede oldugu

dustnuimus ve 18921 bolgesinde DCC olarak adlandiriian timoér baskilayici
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é‘én tarumlanmustir  Bu tumoér baskilayici gen 180 kD'luk gen urunt
kodlamaktadir DCC gen urunl yuzey glikoproteini olup tUmér buyumesinde ve
;ﬁetastazda onemli olabilecek hicre-hucre, htcre-matriks etkilegiminde rol
almaktadir DCC gen ifadesi kolorektal karsinomlarda ve kolon karsinomu
'-:f'htjcr'e dizilerinde azalmig olarak bulunmaktadir ve tumér baskilayici gen olarak
-isiev gdrdugunu godstermektedir. DCC fonksiyonunun azalmasi kolorektal

 karsinogenezde p53 mutasyon ve delesyonundan énce olmaktadir (94).

~d) p53 degigiklikleri:

:":I‘umér' baskilayici gen olan p53 son zamanlarda "molekuler dizenleyici” olarak
da tamimlanmigtir, Bu genin transkripsiyon faktoru olarak biyokimyasal

fi'fonksiyonu ve DNA hasarn i¢in G1 kontrol noktasinda biyolojik fonksiyonu
vardir (23, 109)

}' insan kanserlerinde, bugune kadar mutasyona ugradidi en ¢ok gésterilmis
~olan gen pb3'dlr; gen inaktivasyonu, delesyon ve mutasyonlarnnin
onkogenezde rol oynadigi bilinmektedir (15, 110-112).

Hucrelerin élumsuzlugune yol agtid igin ve kobay embriyo fibroblastianni aktif
ras genleriyle birlikte transforme ettiginden p53 geni daha &6nceleri dominant
onkogen olarak kabul edilmekte idi (113-115). Mutasyona udrayan p53 geninin
varyantlanmin asil p53 geninden farkli 6zelliklere sahip olduklan anlagimistir.
Hucre kulturunde normal fonksiyon géren (asil) p53'Un ras ve adenovirus E1B
ile saglanmis kobay embriyo fibroblastlarinin transformasyonunu engelledigi

ve hicre buyumesini G1 fazinda durdurdudu goérulmustur (116-120).

Normal p53 fonksiyonlarn ve tumér gelisimini etkilemesindeki molekiler

mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamigtr  Asil  p53'Un  hucre
proliferasyonuna etkisi olarak hiicre déngusunde G1'den S fazina gegisi
duzenlemesindeki ve hicre oluminu belirlemedeki roll bilinmektedir (121,
122). Biyolojik anaiizler p53 etkisinin normal hicre dongusu (zerinde az
olmasina ragmen stres altindaki htcreler Uzerine daha g¢ok oldugunu
gostermistir (104). Eger DNA hasarlanacak olursa p53 birikmekie ve hucre
siklusunu durdurarak tamir mekanizmalarinin ¢aligabilmesi igin ek zaman
kazandirmaktadir. Buna ragmen onanm yapilamazsa p53 apoptozisi
tetikiemektedir (17).
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Bu'.' duzenileyici fonksiyonlar muhtemelen p53 proteinin spesifik DNA dizileriyle
_ atkilesimi  sonucu oimaktadir (123, 124). Bu belkide transkripsiyon
----_5’éviyesfndeki dider genlerin duzenlenmesine veya DNA replikasyonunun
5:bé§;amasma izin vermektedir. Mutasyona ugrayan p53 proteininde, DNA'ya
:_gf_:_b:.églanma kapasitesi, franskripsiyonel aktivatér fonksiyonu ve DNA
- réblikasyonunu baslatma 6zellikleri tamamen degismistir (125, 126).

Asil p53 proteininin - yan  dmruniun  6-20 dakika gibi kisa olmasi
~immunhistokimyasal metodiarla belirlenecek miktarda birikimine engel
:_ '._';..')Imaktadlr (127, 128). Buna karsin bazi missense mutasyonlar (Bir Ugll baz
dizisinde kodu degistirerek gen Urtniunde bir aminoasitin degigmesine neden
_....olan nokta mutasyoniar) p53 proteininde degisiklige yol agarak yari dSmrinu 8
saate kadar ¢ikarabilmektedir. Bu nedenle immunhistokimyasal metodlarla
':'.beiir‘lenebiten p53 proteininin varhd mevecut p53'tn mutant oldugunun indirekt
- bulgusu olarak kabul ediimektedir (129, 130).

.- Nokta mutasyonlar p53 proteinin stabilize olmasi igin tek mekanizma degildir.
~ Normal p53 proteini viral gen Urunlerinin (SV40 buyuk T antijeni, adenoviris
E1B proteini ve papillomavirlis E6 proteini) ve hucresel proteinlerin (MDM2)
etkisiyle de stabilize olabilmektedir. UV 1sin1, y radyasyonu gibi DNA hasan
yaratan tedavilerin de p53 proteininin seviye ve stabilitesini arttirdids
gérulmustar (131, 132). Bundan dolayr immunhistokimyasal yéntemlerle p53
proteinini gdsteren pozitif boyanmalar degerlendirirken ¢ok dikkatli olunmalidir
(133).

Son yillarda p53'un tumér geligiminde rol oynadidini gésteren galigmalar hizla
artmaktadir. Malignite gelisiminde p53'un rol aldigint gbsteren en az 5 gézlem
bulunmaktadir Bunlar:

1.Degdisik insan tumorlerinde p53’'Un direkt olarak incelenmesinde missens
mutasyonlarnn veya allelik kayiplarin oldugunun gésterilmesi (134),

2. Li-Fraumeni ailesel kanser sendromunda p53 mutasyonu olmasi (135),

3. Normal p53 fonksiyonunun kaybinin farelerde tumér olusumunu arttirmas:
(136),

4. Virus aracili onkogenezde p53’un rol almasi (137),
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Baz1 insan malignitelerinde spesifik olarak artmig gen Urunleriyle p53
skisinin gosterilmesidir (138).

Qmér‘lerin cogunda p53 geninin biri nokta mutasyonla ve digeri delesyonla
I.'r{ﬁ'ak uzere her iki alleli de inaktif haldedir. Buna ek olarak insan
t»:kéh'serlerindeki p53 mutasyonlannin  ¢odu missense mutasyonlardir ve
:-;:d:e:gigmig protein yapimina sebep olurlar, p53 mutasyonlarimn yaklagik
%30'undan missense mutasyonlar sorumludur (15)

-’Epitelyal, mezenkimal, hematopoietik ve lenfoid neoplazmlarda p53 gen
Eﬁlutasyonlar: saptanmigtir (20). Hucre kulturlerinde p53'lin allelik kaybi ve
‘mutasyonlart arasindaki siki iligki gosteriimis olmakla birlikte insandaki solid
-'ﬁ']mfjrlerde bu iligkiyi gdsteren g¢alismalar sinirlidir,. Meme tumérlerinde
%90'nin uzerinde bildirilen p53 proteinindeki degisikliklere ragmen p53 gen
mutasyonlart bu tumdrlerin ancak %20'sinde goésterilebilmigtir. Tumdr tipleri
. arasinda bildirilen p53 gen mutasyon oranlarinin ¢esitliligi buyluk oranda tumér
- 6meklemesi ve kullanilan yontemlerdeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir
- (15)

Li-Fraumeni nadir goérulen otozomal dominant gegisli, ailesel kanser
sendromudur (vucudun degisik yerlerinde mezenkimal ve epitelyal neoplazmlar
gorutir) (139). Ik kez 1990'da Li-Fraumeni sendromiu bazi ailelerde mutant
p53 geni belirlenmistir. Bu ailenin tyeleri bir mutant p53 alleli bir de asil p53
alleli  bulundurmaktadir.  Li-Fraumeni sendromlu hastalarda kanser
gelisebilmesi icin bir p53 alleli inaktive olduundan yalnizca geriye kalan
allelin somatik mutasyonia degGisimi yeterli clmaktadir Sendromdan etkilenen
aile Uyelerinin tUmdér dokularinda mutant p53 alleli bulunmasina ragmen asil
p53 allelinin kayboldugu gérulmustur. Normal insanlarda ise sporadik tUmér
geligimi igin aynt hucrede her iki p53 allelinin somatik mutasyonla inaktive

olmasi gerekmektedir (135).

Mutasyona ugramig p53 geni enjekte edilen farelerin %20'sinde tumér
gelismesi p53'Un tumdr gelisimindeki rolunu desteklemektedir. Fare germ
hlicrelerine anormal p53 geninin sokulmasi ile bunlarin yaklastk %75’inde
tumor gelismesi de p53'un timor gelisiminde rol oynadidini direkt olarak
gdsteren bir bagka bulgudur. Tumor gelisimi icin uzun bir araligin (6 ay)
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gerekmesi p53 genindeki degisikliklerin tumé&r geligimi igin tek bagina yeterli
olmadidi, daha bagka genetik degisikliklerinde gerekli oldugu fikrini
desteklemektedir (140).

Missense mutasyoniarina ek olarak p53'Un inaktivasyonuna neden olan bir
diger alternatif mekanizma da asil p53'in DNA viruslerinin transforme edici
proteinlerine baglanarak inaktive olmasidir. Human papilloma virus (HPV) tip
16 ve 18 ile infeksiyon servikal ve vulvar kanserler igin major risk faktorleridir,
HPV pozitif olan servikal karsinomlarda p53 mutasyonlarinin dusuk oranda
bulunmasi p53'un viral proteinlerle olan iligkisini ortaya cikartmigtir. HPV,
p53'U inaktive eden E6 isimli bir proteini kodlamaktadir. Sonugta, HPV(+)
tumorierin  gelisiminde pb3 geninde mutasyonlarnn gerekli bir basamak
olmadi§i, p53 geninde mutasyon olmadan da p53'Un inaktive olabilecegi

sonucuna varimistir (15, 20).

Ayrica; kromozom 12'nin uzun kolunda haritalanan (farelerdeki MDM2 geninin
esdederi olan) genin urunu olan bir proteinin de tumor virGslerinin
onkoproteinleri gibi p53’e badlanarak onu inaktive ettigi gosterilmistir (141).

Kolorektal tiimérogenezde p53 genindeki hem mutasyoniar hem de allelik
kayiplarin, ozellikle  adenomdan  fokal adenokarsinoma  malign
transformasyonda rol oynadigi ileri surtlmektedir (110, 142) Ayrica kolorektal
kanserli hastalarin gayta 6rneklerinde tespit edilen p53 mutasyonlannin
kolorektal karsinomlarda tarama testi olarak kullandabilecedi dugunulmektedir
(110).

2.3.2.Tiimdr proliferasyon belirtegleri

Eskiden beri tumdr proliferasyon hizinin klinik gelisimle ilgili oldugu
dustnulmektedir. Tumér hucre proliferasyon aktivitesinin belirlenmesinde flow
sitometri, *H-thymidine ya da bromodeoxyuridine ile baglanma indeksinin
dlgumu, immuUnhistokimyasal olarak PCNA ya da Ki-67 monoklonal antikortar
gibi ydntemler mevcuttur. Bu yontemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlari
vardir. Bu durum her belirleyicinin farkh siklus fazlarinda ve farkh strelerde
ifadesine dayanmaktadir. |deal olarak proliferasyon durumu belirlenecek
materyalin birden fazla yéntemle degerlendiriimesi dnerilmektedir (143).
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: Tumo6r proliferasyon hizini belirlemede ve histopatolojik ayirict tanida (6zellikle
leiomyosarkom, malign schwannom, sistosarkoma filloides gibi tumérierde)
: mitotik figurlerin sayilmas! en ¢ok kullanitan ve en basit yontemdir Fakat bu
yéntemle serviks karsinomu ve follikuler lenfoma gibi tumérierin prognozu
hakkinda yeterli bilgi edinmek mumkin olamamaktadir (144-147). Mitotik
figurterin sayiminin guvenilirligi yeterli degildir (148). Mitotik sayim hucre
déngustnin G, fazindaki hucrelerin bir kismini ve M fazindaki hucrelerin
tumunu saptar. Ancak M fazinin uzunlugunu géstermediginden proliferasyon
hizini yansitmaz. Ornedin bazal hicreli karsinomda mitoz sayisi yiksek olabilir
ancak bu yukseklik tumdrin yiksek proliferasyon hizina bagh olmayip uzamis
M fazina baghdir (149). Ayrica kesit kalinli§i, mikroskobun alan buyGkIGga,
tespitteki gecikmelerde sonucu etkilemektedir.

Thymidine ile S fazindaki gekirdek DNA'sina baglanma yaptlarak S fazindaki
hucrelerin orani belirlenir. Bu yéntemde taze doku ve otoradyografiye ihtiyag
duyulmasi ise kullanimmt sinirlamaktadir Flow sitometrik DNA analizi ile
yalniz S fazindaki hiicreler ya da bununia birlikte G>/M fazindaki hicreler
belirlenir (149). Uygulanmasi icin gereken teknik donanimiar ve doku
morfolojisinin korunamamas! gibi kisitlamalar vardir Thymidin analodu olup
benzer sonuglar veren 5-BrdU antikoru da ancak taze dokuda
uygulanabilmektedir. immunhistokimyasal y&ntemler icinde, PCNA ve Ki-67
gibi argiv materyallerinde uygulanabilen belirieyiciler ise daha basit, ucuz,
doku morfolgjisini koruyan ve patologlarin aligkin oldugu ydéntemlerdir (150-
153).

2.7.1.Ki-67

Ki-67 Hodgkin hastalikh hucre dizisi olan L428'in nukleer fraksiyonuna karsi
geligtirilmis 1gG, sinifindan, sigan monoklonal antikorudur. Uretim yeri olan

nedeni ile Ki-67 adini aimistir (29).

Bazi yazarlar hucre déngusunun fazina bagl olmak Uizere prolifere hicrelerin
cekirdeklerindeki Ki-67 miktarninin  degistigini  sdylemektedir. Sasaki ve
arkadasfar hucre déngusu ilerledikge Ki-67 antijenik ifadesinin arttidur, S
fazinin son yarisi boyunca yukselerek G2 ve M fazlarinda ise zirveye eristigini
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pulmuglardir (154). Verheijen ve arkadaslari flow-sitometri ile fléresan sinyal
kullanarak Ki-67 miktarina bakmiglar ve yogunlugun en fazla mitotik hicrelerde
" oldugunu gostermiglerdir (155, 1566). Buna kargin bagka bir galigmada degisik
- hucre dizileri kullanilarak hucre dénglst boyunca Ki-67 antijeninin ayni kaldigi
bildiritmistir (157).

Ki-67 antijeni ile boyanmanin cekirdekteki lokalizasyonu hiicre déngusu ile
ilgilidir. Braun ve arkadaglan insan embriyonik akciger hlcre dizisi kullanarak,
Ki-67 antijeninin G1 fazimin ge¢ déneminde perinukleolar bélgede oldugunu, S
fazinda karyoplazmada homojen dagildidini ve G2 fazinda karyoplazmada
granuler boyanma oldugunu ve perinukieolar boyanmanin devam ettigini
gostermisgler, yogun perikromozomal Ki-67 boyanmasinin profaz ve metafazda
devam ettiini ve boyanmanin anafaz ve telofazda aniden azaldigim
bulmusglardir (158). Guillaud ve arkadaslarn da 2 ayri hucre dizisinde benzer
bulgulari rapor etmislerdir (159).

Tumorierin - proliferasyon orani; buylime fraksiyonu (Ki-67, PCNA
immunhistokimyasal boyama yodntemleri ile belirlenen) ve hucre sikiusunu
tamamliamak icin gereken stre oimak Uzere iki parametreden olugur PCNA ve
Ki-67 ite immunhistokimyasal boyama yapildiginda boyanan hucrelerin ytzde
orani buyume fraksiyonunu ifade eder. Bu nedenle tum hicrelerin dénglde
oldugdu fakat donguyu tamamiamalari igin uzun stre gereken tumdrlerde
izlenen yogun Ki-67 boyanmasi timdrun gercek proliferasyon oranindan
yuksek olabilir. Bunun tersine kuguk bir hucre populasyonu dongude olan
ancak doénguyu tamamlama hizi ylksek olan tumdrlerde de gergekten daha

digUk bir proliferasyon orani bulunabilir: (149).

Ki-67 ile belirlenen timér buyume fraksiyonunun prognozia olan iligkisi birgok
tumorde detayli olarak arastinimistir ve bu konuda ki caligmalar devam
etmektedir. Lenfoproliferatif hastaliklar galigmalarin en yodun oldudu gruptur.
Ki-67 ile belirlenen tumdr buyume fraksiyonu ile histolojik grade arasinda guglu
bir uyum izlenmisgtir. Hall tarafindan yaptlan bir calismada Ki-67 timédr
boyanmas: ile 91 lenfomal hastanin klinik seyri karsilastirimistir. Bu
kargilastimada tumérin %20'den fazlasinin pozitif oldugu birinci grubun Kiel
siniflamasina goére yuksek grade'li lenfomalar oldugu, tUmérin %20'den azinin
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;:-pozitif oldugu ikinci grubun ise Kiel smiflamasina gdre dusuk gradeli
lenfomalar oldugu gérulmustir. Ayrica histolojik olarak duguk grade’de olup;
'_‘-proiiferasyon skoru yuksek olan hastalarin dusuk proliferasyon skorlu
 hastalara gore daha kétu prognoz gosterdikleri goruimustir Histolojik grade’i

ve proliferasyon skoru yuksek olan hastalarin ayni grade'de olup proliferasyon

"~ skoru daha dusik olan hastalara gtire daha iyi prognoz gdsterebilmesi ise
yuksek grade'li hastalardaki prolifere olan hiicre toplulugunun kemoterapiye

 daha iyi cevap vermesi ile agiklanmigtir (160).

* Nakano ve arkadaglart 45 servikal kanserli hastada radyoterapinin prolifere
olan hucre populasyonunda Ki-67 indeks ve mitotik indeks ile belirlenen
biuylme fraksiyonuna etkisini arastirmisiardir. Radyoterapi éncesi serviksten
alinan drneklerde ortalama Ki-67 indeksi 36% ve mitotik indeks 2.74% olarak
bulunmustur. Ki-67 indeksi %33 ve Uzeri olan proliferatif aktivitesi yuksek
hastalar radyoterapiye daha iyi yanmit vermiglerdir. Mitotik indeksi 3.5%'en
dusuk olan hastalarin prognozu daha iyi bulunmustur. Bu sonuglar buyiime
fraksiyonu yiiksek olan tumdrlerin radyoterapiye cevabinin daha iyi oldugunu
dusundurmektedir. Buna ek olarak Ki-67 indeksi ile mitotik indeks arasinda
radyoterapiye yanit acisindan ters prognostik iliski oimasi her iki indeksin
prognoz agisindan badimsiz degerler oldugunu dugtndirmektedir (161) Ki-67
ile belirlenen proliferatif aktivite ile prognoz iligskisi glinimiizde meme, prostat,
yumusak doku tumdrleri, |Gsemilerde calisiimakta olup arastirmalar devam
etmektedir (162-165)

2.7.2.PCNA

Son yillarda histolojik materyalin  proliferasyonunu  belirlemede
"Proliferating Cell Nuclear Antigen" (PCNA) siklikla kullaniimaktadir (166, 167).

PCNA proteini G1 ve § fazinda sentezlenmekte ve hucre siklusu boyunca
cekirdekte bulunmaktadir. PCNA mRNA'nin birikimi ve proteinin yuksek
duzeylerde sentezi buyume faktorleri 6zellikle PDGF ile stimule edilir ve DNA
sentezi ile birlikte olmasi gart degildir (34).
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immunfloresan calismalar bir formu fiksasyon sirasinda organik c¢oéziicllerle
cozunerek kaybolan ve diger formu ise organik géziculerle gézunmeyen iki
dongusunin S fazinda DNA sentezi ile iliskilidir. PCNA immunoreaktivitesi
bromodeoxyuridine ile S fazinda es zamanl: olarak ortaya ¢ikar ve replikasyon
komplekslerinde ayni lokalizasyonda yer almasi, PCNA’nin DNA replikasyon
bélgeleri ile iligkili oldugunu ve DNA sentezinde rolu oldugunu
dusiundurmektedir (168).

PCNA baslangigta yalniz frozen kesitlere uygun iken parafin dokularda
PCNA'nin farklt epitoplarini tamyan PC10, 19 A2 ve 19 F4 monoklonal
antikorlar1 uretilmistir Meme ve pankreas tumdrleri, non-Hodgkin lenfomalar,
hiucre kultirleri (insan epidermal keratinositleri ve insan periferal kan
mononukleer htcreleri), ve normal dokularda Hall ve arkadaglar tarafindan
PC10 monokional antikoru ile ilk genis calisma yapiimigtir. Bu ¢alismada
normal dokularda PC10 boyanmasinin gekirdekte sinirl, diffiiz ya da graniler
tarzda oldugu, nadiren sitoplazmik boyanmalarnin da olabildigi g&zlenmistir
Bazi mitotik hucrelerin boyanmamasi dikkati gekmis olmasina ragmen herhangi
bir agiklama yapilamamistir. Hlicre proliferasyonu fazla olan normal dokularda
beklendidi gibi yogun PCNA boyanmasi izlenmistir (lenfoid dokularin germinal
merkezleri ve dadinik olarak parakorteks, ¢ok kath yassi epitelin bazal
hicreleri, kil kéku hicrelerinin godu, mide, ince barsak ve kolonun proliferatif
alanlar, proliferatif faz endometriyumun epitelyal ve stromai hucreleri, testiste
spermatogonialarin gogu). Yetigkin santral ve periferik sinir sisteminde, iskelet,
diz kas ve kalp kasinda, hepatositlerde hig boyanma izlenmezken, bébrekte
cok az, pankreasta normal asiner ve duktal hiicrelerde nadir olarak PCNA ile
cekirdek boyanmalari izienmistir (166, 169).

Gastrointestinal kriptlerde proliferasyon zonu Gzerinde PCNA ile saptanan hafif
¢ekirdek boyanmalan PCNAnin yant émrunin uzuniuguna (20 saat) ve
gastrointestinal hucrelerin hizli gbgtne baglanmistir (170). Hucre déngustnu
yeni tamamlayan hucrelerde de PCNA ile pozitif boyanma gériilebilmektedir.

Hucre déngu zamani 20 saat clan ve bilinen buyime fraksiyonu olan tlimér
xenograftiarinda PCNA pozitif htcreler %100'e yakin bulunmustur (171).
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Mayer ve arkadaglar 82 kolorektal adenokarsinom ve 18 lenf dudumu
metastazina immunhistokimyasal olarak PCNA ve P-gp uygulamis ve
prognostik 6nemini aragtrmiglardir. PCNA pozitif hucrelerin ylzdesi ile yagam
| suresi arasinda ters iliski bulunurken, P-gp ifadesinin ise yasam Uzerine
dogrudan etkisinin olmadidini ileri surmuglerdir. Proliferatif aktivitesi yiksek
~ plan tumérlerin kemoterapiye yanit verme olasili§i daha fazla olacadi icin
PCNA-pozitif hucrelerin ytzdesini bilmenin lokalize hastalidi kemoterapi ile

tedavi edip etmeme kararim aldirmakta énemili oldugu dusunulmektedir (172)

2.8.P-glikoprotein (P-gp) f

Tumér hdcrelerinin sitoksik ilaglara direng gdstermeleri kemoterapide
karsilagilan en blyuk engeldir. Cok ilaca direng (CID) hucrenin gesitli ilaglara
kars! olan direncini tanimlar. CID'ten etkilenen ilaglar fungal veya bitki kdkenli
antibiyotikler veya alkaloidler, antrasiklinler, actinomycine, vinka alkaloidieri ve
kolsisindir (34)

Antrasikline direncli tumér hucrelerinde degisen ilag taginimina ait itk deneysel
gézlem 1968'de yapilmigtir. P-gp'nin, 1976 yiinda ilacin hicre membrani
digina atiimasinda anahtar rol oynadidi bulunmustur. CiD'de ana hipotez
direngli hiicrenin membram Gzerinde bulundurdudu enerji bagimh pompanin
toksik Urunleri hucre digina atmasi ve béylece hucrenin korunmasidir (173).

P-gp, mdr1 geninin drind olup normal hematopoietik 6éncl hucrelerde,
karacigerde safra kanallarini déseyen hticrelerde, jejunum ve kolonun mukoza
yuzeyini orten hucrelerde, bobredin proksimal tubul epitelyal hucrelerinde,
beyin ve testisin kapiller endotel hucrelerinde bulunmaktadir (173). Normal
hematopoetik éncd hicrelerin yaninda lésemik blastlarda da P-gp varhg
gosterilmigtir. P-gp pozitiflidi saptanan tumérlerde CID' tersine dénduren
gjanlarin (6m. verapamil) kemoterapétiklerle birlikte veriimesi tedavi sansin
artirmaktadir (174).

[kinci olarak, bilgiler P-gp'nin kanser hicrelerinde sitotoksik ilact hucre digina
atmanin yaninda biyolojik fonksiyonlart oldugunu da dusundtrmektedir. Bu

fonksiyonlar kanser hucrelerinin metastaz yapmasinda rol aliyor gibi
gérunmektedir. Kolon kanserlerinde yapilan bir ¢alismada invaziv davranan
ttmér hucrelerinde artmig P-gp pozitifliginin  gorilmesi yuksek metastatik
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potansiyeli gostermig, P-gp varligmnin direkt veya indirekt olarak timérun daha

agresif davranmasina yol acabilecedi ileri struimustur (173}
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Olgular:

Bu calismada Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Patoloji Anabilim Dal
argivinde 1982-1996 yillar arasinda kayith endoskopik biyopsi ve ameliyat
materyallerine ait parafin biokiar kultaniimigtir. Formalinde fikse edilip, parafine
gbmulu olarak saklanan dokular arasindan 30 adenom, 30 kolorektal
adenokarsinom ve adenokarsinom olgularina ait 30 normal barsak dokusu

alanini iceren bloklar asadidaki 6zellikler dogrultusunda segilmistir.

1.Endoskopik biyopsi ile elde edilen adenom olgularinda immunhistokimyasal
boyama yapabilmek icin yeterli doku bulunduraniar ¢alismaya alindi,

2. Adenokarsinom olgularinin seciminde biyopsi tanisi olan ve ilk defa radikal

cerrahi tedavi uygulanan olgular segildi.

3. Adenckarsinom olgularinda musindz adenokarsinom, tagh ylzUk hicreli
karsinom, adenoskuamoz karsinom gruplar calisma disi birakilarak calisma
grubunda homojenlik saglanmasi amaglandi.

4. Ameliyat materyallerinde bagka hastaliklara ait (inflamatuar barsak hastalig
gibi) patolojik bulgular olmayan adenokarsinom olgulari gahgmaya alind:.

3.2. Argiv kayitlan:

Secilen olgularin arsiv kayitlarindan yaslari, cinsiyetleri, materyallerin alinma
sekli (ameliyat-biyopsi), yih, makroskobik ézellikleri, fiksasyon sureleri, ¢aplari
ve lokalizasyonlari ile ilgili bilgiler elde edildi.

3.3. Histopatolojik parametrelerin elde edilmesi:

Cahismaya alinan olgulara ait parafin bloklardan hazirlanan 4-5 p kalinhigindaki
kesitler Hemotoksilen-Eosin  (HE) boyama yontemi ile boyandi ve
adenokarsinom ameliyat materyalleri agsadida siralanan ozellikler gézénine
alinarak yeniden degerlendirildi.

1. Barsak rezeksiyon materyallerinde tumdr digindaki alantarda adenom varligi
2. Tumdr komsuiugunda daha énceden varolan adenoma ait kalintdar

3. Tumorun diferansiyasyonu
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4 Tumdorun evresi ( Fischer'in modifiye Duke sistemi)

5 Vendz invazyon

" 6 Perindral invazyon

7. Lenf dugumu metastaz

8. Tumorun buyume paterni (sinirhi-infiltratif)

-_:i. 9 Tumér dokusu etrafinda mononuUkleer hiicre cevab!

" Kolorektal adenomlarda ise su 6zellikler dederlendirildi
" 1. Adenom tipi (Tubuler, villdz, tubuldvilléz)

2. Displazi derecesi (Hafif-orta-siddetli)

3.4. immiinhistokimyasal boyama ydntemi:

Immimbhistokimyasal olarak “Streptavidin-Biotin Kompleks” yontemi ile p53
(NO-7), PCNA (PC10), Ki-67 (monoklonal Ki-67 antikoru), Pgp (JSB1)
antikortar) uyguland: (Tablo 2).

Chromalum-Gelatin Adhesive ile kaplanan lamlara alinan 4-5pm kalinhgindaki
kesitler, 56°C'de etlivde 15 dakika kurutulup, ksilolde iki kere S'er dakika
birakilarak deparafinize edildi. Daha sonra azalan derecelerdeki alkollerden
gecirilip distile suya alinarak hidrate edildi. Daha sonra doku kesitlerine
antijenlerin yeniden kazaniimasi amaciyla mikrodalga firinda 1sitma esasina
dayanan "Antigen Retrieval" iglemi uygulandi. PCNA, p53 ve Pgp i¢in
hazirlanan kesitler 0 01 molar ve pH 6 olarak hazirlanan sitrat (trisodyum
sitrat) solusyonu iginde mikrodalga finnda sivi seviyesi lamlarin dzerini
kapatacak ve kesitler kurumayacak sekilde 90°C’de 10 dakika “antijen geri
kazanim” islemine tabi tutuldu.

Ki-67 antikoru i¢in hazirlanan kesitlerin kaynatiimasinda 10 dakika 1sitma
stresi ile kontrol olarak kullanilan reaktif lenf dugimlnde ve olgularimizda

bagartli boyanma elde edilemedi (Resim 1).
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“Tablo 2: Kullanilan monoklonal antikorlarin ézellikieri.

Kion Kaynak Difilsyon | Boyanma | Negatif Pozitif
paterni kontrol kontrol

p53 DC-7 DAKC Predilie | Gekirdek | spesifik -
olmayan
serum

PCNA PC10 DAKO Prediliie | Cekirdek - Reaktif
lenf
digtimu
ve kolon
submukoz
asindaki
lenfoid
follikiller

Ki67 Monoklonal DAKO Prediliie | Cekirdek - Reaktif
Ki-67 fenf
antikoru | digdmi
ve kolon

submukoz
asindaki
lenfoid
follikilller

Pagp JSB-1 NOVOCASTRA 1/50 Membran - Normal
karaciger
dokusu

Isitma suresi 20 dakikaya ¢ikarildiginda ise kesitlerin lamlardan dékulme
sorunu ortaya c¢ikil. Kesitlerin kaynatiimasinda 1 litrelik cam sgale igine
oturtulmug toplam 48 lam dizilebilen plastik sale kullaniidi. Cam sale igine
islem sirasinda yeniden eklemeyi gerektirmeyecek Kkadar sitrat tampon
doiduruidu. {sleme cam sale igindeki sitrat tamponun 20°C'ye kadar isitiimasi
ile baglandi. Bu 1siya 10 dakika kaynatma suresi ile ulagildi. Daha sonra sitrat
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“tampon doldurulmus ve kesitler yerlestirilmig olan plastik sale cam sale igine
j' i(cnuldu.‘ Her 5 dakikada bir kaynatmaya 30 saniye ara verip isiyi kontrol
;.-éderek (90°C'yi gegmeyecek gekilde) kaynatma suresi toplam 20 dakikaya
'_'famamlandl Bu sure ile kontrol olarak kullanlan reaktif lenf dugumunde,
::i.normai mukoza (Resim 2) ve adenokarsinom olgularinin tumtnde; 30 adenom
'_j:(jlgusunun 19 tanesinde pozitif boyanma, 11 adenom olgusunda ise negatif
‘poyanma goruldi. 11 adenom olgusunda kaynatma suresi 30 dakikaya
.f;'glkar'lidnélnda bir tanesi diginda yine pozitif boyanma saglananamadi.
;: Kaynatma stresi 40 dakikaya g¢ikarldiginda ise yeniden kesitlerin lamlardan

-dékulme sorunu ile kargilagildi ve denemelere son verildi.

Kaynatma sonunda preparatiar sitrat solusyonu icerisinde oda 1sisinda 20
‘dakika sodumaya birakildi Streptavidin-Biotin peroxidase ydntemi ile
immuinhistokimyasal boyama agagidaki gibi gergeklestirildi.

1. Endojen peroksidaz enzim blokasyonu igin %3luk H,O, solusyonu ile
kesitler 10 dakika inkilbe edildi. Daha sonra preparatlar tampontanmis fosfat
solusyonunda yikanarak 5 dakika bekletildi.

3. Primer antikor ile tzerleri kaplanan doku kesitleri 60 dakika inklbe edildi.

4. Primer antikor ile enzim tagiyan antikor arasi baglayici gérev yapan Linking
Reagent (Dako, Germany) ile doku kesitleri 20 dakika inkiuibe edildi.

5. Kesitler tamponlanmis fosfat solusyonunda 5 dakika bekletildi

‘64 Labeling reagent (Dako, Germany): Streptavidin ile konjuge ediimig
“norseradish peroksidase” ile dokular 20 dakika inkiibe edildi.

7. Kesitler tamponlanmis fosfat solusyonunda 5 dakika bekletildi
8. Chromogenic substrate (DAB) (Dako, Germany) ile 10 dakika inkube edildi,
9. Preparatlara HE (Dako, Germany) ile zit boyama yapiidi ve kapatiid:

Bltun inkdbasyonlar oda sicakhginda ve nemlbi ortamda uygulandi.
Renklendirici olarak Diaminobenzidine (DAB) kullaniidi ve olugan kahverengi
renk reaksiyonu pozitif olarak degerlendirildi.
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Resim 1. On dakika kaynatma suresi uygulandiginda normal kolon mukozasi

o

LBt BN PR Y i

ve lenfoid follikuliinde negatif Ki-67 immun boyanmasi (Monoklonal Ki-67

Re
ve lenfoid follikilunde Ki-67 ile pozitif ¢ekirdek boyanmast (Monoklonal Ki-67
antikoru x20)

o Ary
s

4

MR v S S (A Th o chgini gk
im 2. Yirmi dakika kaynatma suresi Uygulanaiginda normai kolon mukozasi
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3.7. P53 ve Pgp imminhistokimyasal boyanma sonuglannin

degerlendirilmesi:

P53 antikoru ile yapilan immunhistokimyasal boyada gekirdek boyanmas!, Pgp
antikoru ile yapilan immunhistokimyasal boyamada ise membran boyanmasi
pozitif ve negatif olarak dederlendirildi. Ayrica her iki antikor i¢in boyanan alan
yuzdesi negatif (%0);0, %5'ten daha az;1, %5-50 arast;2 ve %50'den fazia;3,
boyanma giddetide hafif;1, orta;2 ve giddetli;3 olarak skorland! (Resim 3, 4).

o TR

o

Resi

gekirdek boyanmas! (NO-7 x5)
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Resim 4. Adenokarsinom olgusunda P-gp ile %50'den fazia alanda, sid

LEEE

membran boyanmasi (JSB-1 x10)
3.8. Ki-67 ve PCNA ile immiin boyanmanin skorlanmasi:

Ki-67 ve PCNA immin boyanmalarinin skorlanmas: i¢in Kamel ve Wintzer'in
1991°de tanimladiklart metodun Linden tarafindan onerilen modifiye sgekli
kullanidi (175). Ki-67 ve PCNA ile boyanmig lamlar yari nicesel olarak
degerlendiriidi. Zeiss, Axioskop sk mikroskopu ve standart objektifler
kullaniidi. Kesitlerde dlguk ve orta blyUtmelerde yodun ve uniform immin
boyanma alanlan belirlendi. Cekirdek boyanmasi gérulen hicreler boyanma
derecesine bakiimaksizin pozitif kabul edildi. Normal kelon mukozasinda PC10
antikoru ile boyama sonucunda kript tabani (proliferatif zon) uzerinde de
boyanmalar izlendi (Resim 5) Gastrointestinal kriptlerde proliferasyon zonu
Uzerinde saptanan hafif boyanmalar PCNA'nin yan émrunin uzuniuguna (20
saat) ve gastrointestinal hiicrelerin hizli gdgune bagdlanmigtir (170, 171). Her
olguda x400 biylutmede 200 hucre sayildi ve pozitif cekirdekierin sayisi
kaydedildi. Pozitif ¢ekirdeklerin yuzdesi proliferasyon indeksini beliriedi (Resim
6,7)
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Resim 6. Adenokarsinomda PCNA ile kuvvetli c¢ekirdek boyanmasi vé

mitozdaki hucrelerde negatif boyanma (ok) (PC10 x40}
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Resim 7. Adenokarsinomda Ki-67 ile mitozdaki hticreler de dahil olmak Uzere
(ok) kuvvetli cekirdek boyanmasi (Monoklonal Ki-67 antikoru x40)

3.8. istatisttk: Elde edilen sonuglan  degerlendiricken grup  igi
karsiiastirmalarda Fisher'in kesin ki-kare testi, korelasyon testleri, Kruskal-
Wallis varyans analizi, Mann Whitney U testi, gruplar arasi kargilagtirmalarda
ki-kare testi, t testi, korelasyon testleri, Mann Whitney U testi kullaniid:
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4. BULGULAR

Bu caligsmadaki hastalarin demografik &zellikleri, kolorektal adenom ve
kolorektal adenokarsinomlarda saptadi@imiz histopatolojik bulgular ve normal
kolon mukozasi, adenom ve adenokarsinom gruplarinda p53, P-gp, PCNA ve

Ki-67 ile immunhistokimyasal boyanma sonuglan Tablo 3 ve Tablo 4'te

gorutmektedir.
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Tablo 3: Kolorektal adenom blgulaﬂmlzln derﬁograﬁk biéllikléfi,hisfbbéfélbjik‘ bu gulan vétiﬁ%ﬂﬁﬁhlstom.ﬁiyasal:boyanmq-sgnuqlan

NO YAS CINSIYET ALINMA SEKLI CAP TiP DISPLAZI MAKROSKOP1 p53 PCNA Ki-67 P-gp
1 35 Kadin Biyopsi 0.8 Tobdiler Hafif Sapsiz negatif 0,305 0,08 negatif
2 30 Erkek Biyopsi 1.4 Thbulovilloz Siddetli Sapli pozitif 0,27 0,61 negatif
3 39 Kadin Ameliyat 0.9 TobuGler Crta Sapll negatif 007 0,215 negatif
4 37 Erkek Biyopsi 0.8 Tabuler Cria Sapsiz negatif 0.26 0 negatif
5 55 Erkek Ameliyat 0.5 Tdbtiler Hafif Sapsiz negatif 0,11 0 negatif
6 74 Kadin Biyopsi 0.4 Tibdler Hafif Sapll negatif 0,08 0,24 negatif
7 78 Erkek Ameliyat 5 Villoz Cria Sapsiz pozitif 0,425 0 negatif
8 87 Erkek Biyopsi 1 Tabdler Crta Saplt negatif 0,54 o] negatif
9 52 Erkek Biyopsi 0.7 Tubuloviilloz Orta Sapl negatif 0,055 0,21 negatif

10 49 Erkek Biyopsi 0.6 Tobuoler Hafif Sapli negatif 0,165 0,285 negatif

11 60 Erkek Biyopsi 0.8 Tubllovilloz Siddetli Sapsiz negatif 0,07 0,12 negatif

12 39 Erkek Biyops! 0.3 Tibiler Hafif Sapsiz pozitif 0,19 0 negatif

13 80 Erkek Biyopsi 0.3 Tabdler Siddetli Sapsiz pozitif 0,25 0,16 negatif

14 42 Kadin Biyopsi 0.5 Taboler Hafif Sapsiz negatif 0,315 0,36 negatif

15 65 Erkek Biyopsi 0.4 Tabiler Orta Sapsiz pozitif 0,315 0,43 negatif

16 55 Erkek Biyopsi 0.6 Tabdler Orta Saph negatif 0,235 0 negatif

17 21 Kadin Biyopst 1 Tabller Orta Saph negatif 0,28 0,31 negatif

18 42 Kadin Bivopsi 1 Villez Siddetli Saph negatif 0,225 0,34 negatif

19 58 Kadin Biyopsi 07 Tubtlovillez Orta Sapsiz negatif 0,14 g negatif

20 48 Kadin Biyopsi 0.5 Tibiler Hafif Sapsiz negatif 0,31 0,08 negatif

21 60 Erkek Bivopsi 0.8 Tiblovillez Hafif Sapsiz negatif 0,355 0,26 negatif

22 64 Erkek Biyopsi 0.7 Tabdler Orta Sapsiz negatif 0,125 0,14 negatif

23 35 Erkek Biyopsi 0.5 Tabaler Hafif Sapsiz negatif 0,16 0 negatif

24 25 Kadin Biyopsi 6.9 Tubaler Orta Sapsiz negatif 0,08 o negatif

25 39 Kadin Biyopsi 0.6 Tubaler Hafif Sapsiz negatif 0,08 0,09 negatif

26 34 Kadin Biyopsi 1 Villsz Orta Sapli pozitif 0,24 0,105 negatif

27 60 Erkek Biyopsi 0.9 Tabilovilléz Siddetli Sapsiz pozitif 0,07 0,095 negatif

28 80 Erkek Biyops! 0.4 Tubllovilltz Hafif Sapsiz negatif 0,08 0,12 negatif

29 28 Kadin Biyops! 1 Tabaler Hafif Sapsiz negatif 0,335 0 negatif

30 56 Kadin Biyopsi 1 Tubdlovilléz Hafif Sapsiz negatif 0.49 0,38 negatif

)
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' Tablo 4: Kolorektal adenokarsinom olgularmzin demografik ozellikleri, histopatolojik bu

PERINORAL

LENF DUGUMU

NO|YAS| CINSIYET [ YERLESIM DIFERANSIASYON | CAP EVRE | ADENOM ~ VENOZ > \
ARTIG! INVAZYON INVAZYON METASTAZI
1155 Erkek Sol kolon Orta 5] c2 Tibiler Yok Yok Var
2 | 81 Erkek Rekium Orta 3 c2 Yok Var Yok Var
389 Kadin Rektum lyi 2 D Yok Yok Var Var
4| 37 Erkek Sag kolon Kot 5 D Yok Var Var Yok
51 47 Erkek Sol kolon Iyi 5 B Yok Yok Yok Yok
6 | 57 Erkek Rektum QOrta 3 B Yok Yok Yok Yok
7175 Kadin Sag kolon Orta 3.5 c2 Yok Yok Yok Var
8|77 Erkek Sag kolon Orta 5.5 B Villdz Yok Yok Yok
9175 Erkek Rektum Orta 5 c2 Villéz Yok Yok Var
10 | 65 Erkek Rektum Orta 5 C1 Yok Var Yok Var
11| 57 Erkek Sol kolon Orta 8 c2 Yok Yok Yok Var
121 55 Erkek Sag kolon Orta & B Yok Yok Yok Yok
13( 78 Erkek Rektum lyi 5 B8 Yok Yok Var Yok
141 39 Erkek Rektum Orta 4 c2 Yok Var Var Var
15| 58 Erkek Rektum Orta 7 D Yok Yok Yok Var
16 | 67 Kadin Sag kolon fyi 4 c2 Yok Var Yok Var
17| 74 Kad:n Sag kolon lyi 3 B Yok Yok Yok Yok
18 1{ 58 Kadin Rektum Orta 4.5 c2 Yok Yok Var Var
19| 49 Erkek Sol kolon lyi 2 cz Yok Yok Yok Var
20| 39 Erkek Sol kolon Kotii 14 c Yok Var Var Var
21| 60 Kadin Rektum tyi 3 cz2 Yok Yok Var Var
22| 54 Erkek Sol koion Orta 4 B Villoz Yok Yok Yok
23 | 47 Kadin Rektum Iyi 2.5 c2 Yok Yok Yok Var
24 52 Kadin Rektum Orta 4.5 A Yok Yok Yok Yok
25| 37 Erkek Rektum Oria 5 B Tiibiiler Yok Yok Yok
26| 43 Kadin Rektumn Orta 5 A Yok Yok Yok Yok
27 77 Erkek Sol kolon Orta 9 D Yok Yok Yok Var
28| 64 Erkek Sol kolon Orta 2 B Yok Yok Yok Yok
29 62 Erkek Rektum Orta 8 c2 Villdz Yok Yok Var
30| 53 Erkek Rektum Orta 4 (»] Yok Yok Yok Var




NO | MAKROSKOP! |YANG!| BUYUME | Normal mukoza | Adenokar- | Normal mukoza| Adenokar- Normal ™ Adenckar- | Normal mukoza | Adenckar-
PATERNI p53 sinom p53 PCNA sinom PCNA | mukoza Ki-67! sinom Ki-87 P-gp \ sinom P-gp \
1 Polipoid Var Infiltratif negatif poziif 0,02 0,88 0,05 0,475 negatif pozitif
2 Polipaid Yok infiltratif negatif pozitif 0,03 0,32 0,06 0,835 negatif pozitif
3 Ulsere-nfiltratif Var Infittratif negatif pozitif 0,08 0,71 0.04 0,59 pozitif pozitif
4 Utsere-infiliratif Var Infiltratif negatif negatif 0,07 0,51 0,06 0,559 negatif negatif
5 Polipoid Var Simirk negatif pozitif 0.085 0,6 0,14 0,545 pozitif pozitif
6 | Ulsere-infittratif | Yok Sinird negatif pozitif 0,04 0,655 0,145 0,855 negatif pozitif
7 Polipoid Yok Sinirk negatif pozitif 0,06 09 0,07 0,76 negatif negatif
8 Polipoid Var Infiltratif negatif negatif 0,05 0,865 0,04 0,495 negatif pozitif
9 Polipoid Yok Sinurl negatif pozitif 0,05 0,535 0,07 0,485 negatif negatif
10 | Ulsere-nfiltratif | Yok Sinirh negatif negatif 0,045 0,82 0,03 0,654 pozitif pozitif
11 | Ulsere-infiltratif Yok Sinirl negatif pozitif 0,085 0,59 0,015 0,68 negatif pozitif
12 Pclipoid Yok Sinrly negatif pozitif 0,125 0,54 0,005 0,49 negatif negatif
13 Polipoid Yok Infiitratif negatif pozitif 0,11 0,78 0,04 0,46 negatif pozitif
14 Polipoid Yok [nfitratif negatif pozitif 0,09 0,45 0,03 0,385 negatif negatif
15 Polipeid Yok Swurk negatif poazitif 0,1 0,48 0,05 0,56 negatif pozitif
16 | Ulsere-infiitratif Yok Infiltratif negatif negatif 0,08 0,565 0.1 0,39 negatif negatif
17 Polipoid Yok Infiltratif negatif negatif 0,055 0,43 0,065 0,685 negatif negatif
18 | Ulsere-infiltratif Yok Sinich negatif pozitif 0,06 0,515 0,055 0,48 pozitif pezitif
19 Polipoid Yok Stnigl negatif pozitif 0,165 0,835 0,04 0,385 negatif pozitif
20 { Ulsere-infiltratif Yok Sl negatif pozitif 0,08 0,355 0,13 0,44 negatif pozitif
21 Polipoid Yok infiltratif negatif pozitif 0,1 0,49 0,11 0,62 negatif pozitif
22 | Ulsere-infiltratif Var Enfiltratif negatif negatif 0,04 0,495 0,025 0,44 negatif pozitif
23 | Ulsere-infiltratif Yok Infiltratif negatif negatif 0,135 0,86 0,05 .51 negatif pozitif
24 | Ulserg-infiltratif Yok Sk negatif pozitif 0,11 0,345 0,055 0,36 negatif negatif
25 | Ulsere-infiliratif | Yok Sinirl negatif negatif 0,09 0,39 0,08 0,46 negatif pozitif
26 | Ulsere-infittratif | Yok infiltratif negatif pozitif 0,055 0,41 0,04 0,385 pozitif pozitif
27 | Utsere-infiltratif | Yok Infiltratif negatif pozitif 0.08 0,55 0,05 0,49 negatif negatif
28 Polipoid Yok Sinirh negatif pozitif 0,11 0,34 0,08 0,38 negatif negatif
26 | Ulsere-infiltratif { Yok Infiltratif negatif pozitif 0,085 0,78 0,04 0,805 negatif negatif
20 | Ulsere-nfiltratif Yok Sinikh negatif negatif 0,12 0,705 0,07 0,68 negatif negatif




4.1. Cinsiyet ve Yag: Kolorektal adenom grubu 13'u kadin {(yas arahig 21-74,
yas ortalamasi 41.60), 17'si erkek (yas arahdt 30-78, yas ortalamasi 54.47)
toplam 30 hastadan olugmaktayd: (K/E orani 4/5) Adenokarsinom grubu 9'u
: kadin (yas arali§| 43-89, yas ortalamasi 57), 21'i erkek (yas araligi 37-78, yas
ortalamasi 56 95) toplam 30 hastadan olugsmakiaydr Bizim kolorektal
adenokarsinom olguiarimizda kadinferkek orami 3/7 iken, rektum yerlesimli
olgularimizda kadinferkek orani 2/3, kolon yerlegimli olgularimizda kadinferkek
orani 1/4 olarak buiundu. Adenom grubunda yas ortalamasi 48.90 (yas aralg
21-78) adenokarsinom grubunda ise yas ortalamasi 58.70 (yas araligl 37-89)
olup aradaki fark istatiksel olarak anlamii bulundu (p<0.02) (Tablo 5).

Tablo 5: Kolorektal adenom ve adenokarsinom grupiarinda hastalarin cinsiyet

ve yag dagthmi

Adenom Adenokarsinom

en Kuglk yas 21 43

KADIN en bayik yag 74 89
yasg ortalamasi 41 60 57.00

hasta sayisi 13 o

en kicik yas 30 37

ERKEK en blyik yas 78 78
yas ortalamasi 54 47 56.95
hasta sayisi 17 21

4.2. Kolorektal adenomlarin morfolojik dzellikleri:

Kolorektal adenomtarda en kicuk cap 0.30 cm, en buyuk gap 5 0 cm, ortalama
cap 0.87 cm olarak bulundu. Adenomlarin 19 tanesi tlibGler (2'si duz adenom),
8 tanesi tubulovillbz ve 3 tanesi de villdz adenom tipindeydi (Resim 8-10}
Olgularin arsiv kayitlarindan 20 adenomun sapsiz ve 10 adenomun sapii
oldugu kaydedildi (Tablo 6) Kolorektal adenomlarin 27'si endoskopik biyopsi,
3'U tumdr disi nedenlerle ameliyat edilen hastalarin ameliyat materyallerinde
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elde edildi (Tablo 7). Kolorektal adenom olgularimizin 13'unde hafif, 12'sinde
- orta ve 5'inde siddetli derecede displazi izlendi (Tablo 8).

Tablo 6: Kolorektal adenomiarin tipleri ve makroskobik sekilleri.

Kolorektal adenom | TUBULER | TUBULOVILLOZ [ VILLOZ |

SAPSIZ 13 6

SAPLI 6 2

Resim 8. Bezlerin

B 1 - : 3 ~ 2 e ﬁ:
ust kisminda baglayan adenomatéz degigikiigin izlendigi
tubdlovilléz adenom (Hematoksilen-Eozin x10).
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(Hematoksilen-Eozin x10).

Resim 10. Villoz adenom olgusunda izlenen parmaksi ¢ikintilar
(Hematoksilen-Eozin x10).
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Tablo 7: Kolorektal adenomiarin alinma sekli

Kolorektal

adenom

ENDOSKOP{

OPERASYON

27

3

Tablo 8: Kolorektal adenomlarin tiplerine gére displazi dereceleri.

KOLOREKTAL ADENOM TiPLERI

Displazi | TUBULER | TUBULOVILLOZ | VILLOZ | TOPLAM
dereceleri | ADENOM ADENOM ADENOM
HAFIF 10 3 - 13
ORTA 8 2 2 12
SIDDETLI 1 3 1 5
TOPLAM 19 8 3 30

4.3. Kolorektal adenokarsinomlarin morfolojik dzellikleri:

Incelenen 30 kolorektal adenokarsinom olgusunda en kiiguk cap 2 cm, en
blyuk ¢cap 14 cm, ortalama ¢ap 532 cm olarak bulundu. Tumdrlerin 6 tanesi
sag kolon, 8 tanesi sol kolon ve 16 tanesi ise rektum yeriegimli idi (Tablo 9)
Olgularin 2'sinde tubuler, 4'Unde villéz tipte adenom alanlari adenokarsinom
alan.lar'l gevresinde dikkati ¢ekti. On bes olguda sinirli (Resim 11), 15 olguda
ise infiltratif buyume paterni izlendi. Tumdrierde makroskobik olarak 14’Gnde
polipoid, 16'sinda ise ulsere-infiliratif gelisim saptandt (Tablo 10)
Olgularimizin 8 tanesi iyi, 20 tanesi orta ve 2 tanesi ise kétu diferansiye idi
(Resim 12-14) Adenokarsinomlarin Fischer'in modifiye Duke sistemine gore
evrelenmesi sonucunda 2'si evre A'da, Q'u evre B'de, 1'i evre C1'de,13'U evre
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C2'de ve 5'i evre D’'de bulundu (Tablo 11) Vendz invazyon 6 olguda, perindral
invazyon ise 7 olguda saptandi (Resim 15,16). Lenf dugumu metastazi olan
olgu sayisi 18 idi. Alt olguda tumdr gevresinde yodun monontkleer yangi

hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 17).

Tablo 9: Kolorektal adenokarsinomlarin barsakta yerlegim yerleri

Kolorektal

SAG KOLON

SOL KOLON

REKTUM

adenokarsinom

6

8

16

Tablo 10: Kolorektal adenokarsinomlarda makroskobik gérunum blylme

paterni iligkisi.
MAKROSKOBIK GORUNUM
Biiyime paterni Polipoid ilsere-infiltratif | toplam
sinirls 8 7 15
infiltratif 6 9 15
foplam 14 16 30

Tablo 11: Kolorektal adenckarsinomiarin evrelerine gore diferansiasyon

dereceleri.

KOLOREKTAL ADENOKARSINOM EVRELERI

Diferansiasyon | EVRE | EVRE | EVRE | EVRE | EVRE | toplam
dereceleri A B C1 C2 D
Ii - 3 - 4 1 8
ORTA 2 6 1 8 3 20
AZ - - - 1 1 2
toplam 2 9 1 13 5 30
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Resim 11.

G AG A I wdBSTRS e PAONT -
Resim 12, Tubuler yapilar olusturan iyi derecede differansiye adenokarsinom
olgusu (Hematoksilen-Eozin x20).
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~Resim 13. Kompleks tubuler yapilar izienen, polaritenin bozuldugu o

| derecede differansiye adenokarsinom olgusu (Hematoksilen-Eozin x20).

Tumér hicrelerinden olusan solid alanlar, kétu differansiye
adenokarsinom olgusu (Hematoksilen-Eozin x40).
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Resnm 15 Serozada bulunan blr ven duvarmm butunlugunu bozarak damar

icine giren tumdr hicreleri, venoz invazyon (Hematoksilen-Eozin x40).

Resim 16. Pennoral invazyon (Hematoksﬂen -Eozin x40)
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infiltrasyonu (Hematoksilen-Eozin x20).

4.4. Normal mukoza, adenom ve adenokarsinomlarda p53, Ki-67, PCNA ve
Pgp arasindaki iligki:

Normal mukozada p53 (NO-7 monoklonal antikoru) ile boyanma olmazken,
adenomiarin 7'sinde (p<0.01), adenokarsinomlarin ise 21'inde pozitif cekirdek
boyanmasi izlendi (p<0.01), (Grafik 1) (Resim 18, 19).
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Résim 18. Tubdller adenom olgusunda izlenen p53 ile ¢ekirdek boyanmasi

(NO-7 x40)

Resim 19. Koétu differansiye adenokarsinom olgusunda p53 ile kuvvetli
cekirdek boyanmasi (NO-7 x40)
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P-gp (JSB-1 monoklonal antikoru) ile yapian immunhistokimyasal boyama
*'sonucunda adenomlarda pozitifik saptanmazken, normal mukozaya ait

“preparatiann  6'sinda ve adenokarsinomlarin  18'inde pozitif membran
_boyanmasi izlendi (p<0.01), (Grafik 2) (Resim 20, 21)

:PCNA (PC10 monoklonal antikoru) ile 200 hucrede pozitif boyanan
cekirdeklerin sayilmasi sonucu elde edilen ortalama proliferasyon indeksi
normal mukozada %8 (min%1-max%16), adenomiarda %22 (min%6-max%54),
(p<0.01), adenokarsinomiarda %59 (min%32-max%90), (p<0.01} olarak
bulundu (Resim 22, 23).

Ki-67 (monoklonal Ki-67 antikoru) ile 200 hicrede pozitif boyanan ¢ekirdeklerin
sayllmas| sonucu elde edilen ortalama proliferasyon indeksi ise normai
mukozada %S5 (Min%05-max%14), adenomlarda %23 (Min%8-max%61),
(p<0.01), adenokarsinomlarda %54 (min%36-max%95), (p<0.01) olarak
bulundu (Resim 24-26).

e B e £

Resim 20. Yogun musin sekresyonu olan normal kolon mukozasinda P-gp ile

hicre membranlarinda o6zellikle juminal ylzde kuvvetli pozitif boyanma
(JSB-1 x10)
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'Resim 21. Adenokarsinom olgusunda bez limenine bakan yuzde P-gp ile

kuvvetli pozitif boyanma (JSB-1 x20)

Resim 22. Tubuler adenomda musin kaybi olan ve polaritenin bozuidudgu
bezlerde PCNA ile kuvvetli gekirdek boyanmasi (PC10 x20)
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:'Resim 23. Orta derecede differansiye adenokarsinom olgusunda PCNA ile

gekirdek boyanmast (PC10 x20)

o L ; : =,
P L N W E P N e

Resim 24. Tubulovill5z adenom olgusunda Ki-67

L N

ile elde edilen pozitif

i

¢ekirdek boyanmasi (monoklonal Ki-67 antikoru x10)
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'Resim 25. Villbz adenom olgusunda Ki-67 ile elde edilen pozitif cekirdek

boyanmasi {(monoklonal Ki-67 antikoru x10)

Resim 26, Adenokarsinom olgusunda Ki-67 ile elde edilen cekirdek
boyanmasi (monoklonal Ki-67 antikoru x20)
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HBps3 (-)
Bp53 (+)

R

i

normal adenom adenckarsi
mukoza nom

Grafik 1: Normal mukoza, adenom ve adenockarsinom gruplarinda p53

boyanma dagilimi

BP-gp (-)
BP-gp {+)

adenom adenokarsi
nom

Grafik 2: Normal mukoza, adenom ve adenokarsinom gruplarinda P-gp

boyanma dagilim
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4.5. Kolorektal adenomiarda ve adenokarsinomlarda Ki-67 ile PCNA

boyanma indekslerinin uyumlanmn aragtinimasi:

Kolorektal adenokarsinomiarda her iki antikorla tum olgularda boyanma
izlenirken, adenomiarda PCNA ile tim olgularda, Ki67 ile 20 olguda boyanma
elde edilmigtir (Tablo 3, Tablo 4). Kolorektal adenomlarda her iki belirleyici ite
boyanabilen 20 olguda iki ydntemin uyumiulugu arastinidiginda Ki-67 ile
PCNA boyanma indeksleri arasinda istatiksel olarak anlaml iligki bulunurken
(p<0.044), adenokarsinomlarda Ki-67 ile PCNA boyanma indeksleri arasinda
istatistiksel olarak anlamii bir iliski bulunmamstir (p>0.05) (Grafik 3, Grafik 4).

0,7
0,6 +—mn

0.5 L1\

0.4 A ?4"-\ T,, —e—PCNA
053‘ —u g // *— Ki-67
0,2 b g N4 /“\\\ & If

0,1 / A\ %/ﬂ \a/ %Lﬂsgﬁﬂ——

0 e VMNP -

1 2 3 4 858 6 7 8 9 10 11 12 15 14 15 16 17 18 19 20

Grafik 3: Kolorektal adenom grubunda PCNA ve Ki-67 indekslerinin dagilimi

—+—PCNA
—u— KI-67

Grafik 4: Kolorektal adenokarsinom grubunda PCNA ve Ki-67 indeksierinin
dagilimi
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4.6. Ki-67 antikoru ile boyanma sonuglarnni etkileyebilecek faktérierin

aragtinimasi:

Kolorektal adenomlarin 19'unda ve adenokarsinomiarin timiinde 20 dakika
antijen geri kazanim iglemi ile boyanma elde edilirken, boyanma
saglanamayan adenomlarin 1 tanesinde antijjen geri kazanim islemi 30
dakikaya uzatildifinda boyanma saglandi Adenomlarda fiksasyon suresi (24
saatten az-24 saatten ¢ok), adenom ¢api (1 cm'den kiglk-1 cm'den blylk) ve
materyalin elde edilis seklinin (ameliyat-biyopsi) Ki-67 antikoru ile boyanmay:
etkileyip etkilemedigini gérmek amaciyla yapilan istatiksel analizde iligki
olmadi§ géruldu (p>0 05), (Tablo 12)

Tablo 12: Kolorektal adenom olgularinda Ki-67 boyanmasi ile fiksasyon
suresi, adenom c¢ap: ve materyalin elde edilig sekli arasindaki iligki.

Kolorektal adenom Ki-67 pozitif Ki-87 negatif
Fiksasyon 24 saatten az 10 4
24 saatten ¢ok 10 6
Cap 1cm'den kigik 15 6
1cm'den baydk 5 4
Alinma Ameliyat 1 2
sekli Biyopsi 19 8

4.7. Adenokarsinomlarda morfolojik bulgular ile Ki-67 ve PCNA ile
belirlenen proliferasyon indekslerinin iligkisi:

Adenockarsinomlarda hasta yagi, cinsiyeti, tumér cgevresindeki mononukieer
yangt hucre infiltrasyonu, perindral ve vendz invazyon, lenf dugumu metastazi,
diferansiyasyon ve evre ile Ki-67 ve PCNA ile belirlenen tumér proliferasyon

indeksleri arasinda anlamh bir iligki bulunmamisgtir (p>0.05), (Tablo 4).
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4.8. Tumor proliferasyon indekst ile p53 ve P-gp ifadesi arasindaki iligki:

PC10 ve monoklonal Ki-87 antikorlari ile belirlenen tumér proliferasyon
indeksleri ite p53 ve P-gp ifadesi arasindaki iliskiye ayri ayrn bakildiginda her
iki antikorla belirlenen tumor proliferasyon indekslerinin p53 ve P-gp ifadeleri
ile iliskili olmadigi géruldu (p>0.05), (Tablo 4).

4.9. Adenomlarda p53 boyanmasi ile morfolojik bulgular ve hasta yasi

arasindaki iligki:

Adenom olgularimizda p53 pozitiflidi ile adenom ¢api (1Tecm'den kuguk-1cm'den

arasinda iliski bulunmamistir (p>0.05) Bizim ¢aligmamizda adenom grubunda

yas ortalamasinin 48.9 olup adenokarsinom grubundan 9.8 yil kiguk olmast
(p=002) nedeniyle 50 yas alti ve 50 yas ustlu hastalar karsilagtiriidiginda p53
pozitifliginde fark bulunmamistir (p>0.05), (Tablo 3).

4.10. Kolorektal adenokarsinomlarda p53 ve P-gp ile elde ediien pozitif

boyanma giddeti ile boyanan alan ytizdesi arasindaki Higki:

Kolorektal adenokarsinomlarda p53 ile 21 olguda ¢ekirdekde, P-gp ile 18
olguda membranda elde edilen pozitif imminhistokimyasal boyanmalar
boyanma giddetine gére hafif;1, orta;2, adir;3, boyanan alan yuzdesine gbre
negatif,0, %5'in altinda boyanma;1, %5-50 arasi boyanma;2 ve % 50°den ¢ok
pozitif boyanma;3 olarak degerlendirilerek boyanma siddeti ile boyanan alan
iligkisine bakildiginda p53 igin r degeri 0.98 (p<0.01), P-gp i¢in r degeri 0.90
(p<0.01) bulunmus ve her ikisinde de boyanma siddeti ile boyanan alan

yuzdesinin korele oldugu gérulmustur (Tablo 13, Tablo 14).

60



Tablo 13: P53
adenokarsinom olgusunda ki boyanma giddeti ve boyanan alan yuzdesi

ile pozitif ¢ekirdek boyanmasi

Bovyanan alan ylizdesi

izlenen 21

[ Boyanma siddeti % 5'in %5-50 %50'den | Toplam
altinda arasi fazla
HAFIF 4 1 0 5
ORTA 0 3 2 5
SIDDETLI 0 0 11 11
Toplam 4 4 13 21

kolorektal

Tablo 14: Kolorektal adenokarsinomiarda 18 olguda P-gp ile pozitif membran
boyanmalannin boyanma siddeti ve boyanan alan yuzdesi.

Boyanan alan yiizdesi

Boyanma siddeti % 5'in %5-50 %50'den TJoplam
altinda arasl fazla
HAFIF 5 0 0 5
ORTA 1 6 1 8
SIDDETLI 0 0 5 5
Topiam 6 6 6 18

4.11.P-gp immiinhistokimyasal boyanmasi ile ¢ok ilaca direnci aragtiriian
hastalarin kemoterapiye cevaplan:

5-Fluorouracil (5FU) temeline dayanan sistemik kemoterapi uygulanan 15

adenokarsinom olgusunun tedavi yanitiari ve P-gp boyanma sonuglar Tablo
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15'de gOsterilmigtir. Kolorektal adenokarsinomlarda tedaviye yanit ile P-gp
boyanmasi arasinda anlamh bir iligki bulunmamigtir (p>0.05).

Tablo 15: P-gp immunhistokimyasal boyanmasi, uygulanan kemoterapi ve
elde edilen kiinik yanitlar

OLGU NO | P-gp TEDAVI KLINIK YANIT
1 -) S-FU, LV Remisyon
2 -) 5-FU, LV Remisyon
3 (=) 5-FU, LV Remisyon
4 (- 5-FU, LV Remisyon
5 ) 5-FU, LV, E, A/ M Yanit yok

=) 5-FU, LV Yanit yok
) 5-FU, LV Yanit yok
(+) 5-FU, LV Remisyon
(+) 5-FU, LV Remisyon
10 (+) 5-FU, LV Remisyon
11 (+) 5-FU, LV Remisyon
12 (+) {5-FU, LV, Radyoterapi Remisyon
13 (+) 5-FU, LV Kismi yanit
14 (+) 5-FU, LV Yanit yok
15 (+) |5-FU, LV, Radyoterapi Yanit yok

(5-FU: 5-Fluorouracil, LV: Leucovorin, A: Doxorubicine, M: Methotrexate, E: Etoposide)

* Tedavi sonrast alinan lenf diijiimiinde P-gp pozitif saptanan hastaya Verapamil, Tamoxifen,
5-Fluorouracil, Doxorubicine, Methotrexate tedavisi verildi ve kismi yanit alindi.
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5. TARTISMA

Kolorektal karsinom olusum mekanizmasini anlamaya yoénelik ¢alismalar ve
dolaysiyla bilgilerdeki yodun artis hastalarin prognozunu olumiu yoénde
etkileyebilecek firsatlar sadlama ydnunde gelisme gdstermektedir. Kalin
barsak tumorlerinin %98'ini olusturan adenokarsinomlar her iki cinste
maligniteye bagh Slumlerde ikinci sirayl alarak énemli bir saglik sorunu
olugturmaktadir (1) Kolorektal adenokarsinom etyopatogenezinde etkili
fakiorler olarak diyet aliskanliklar, inflamatuar barsak hastaliklan ve genetik
faktérler Uzerinde durulmustur (3, 8, 66) Kolorektal karsinogenez barsak
mukozasinda proliferasyon ile baglayip, adenom gelisimi ile devam eden ve
adenokarsinom olugumu ile sonlanan karmagik ve ¢ok basamakl bir stregtir
(12, 13).

Bu calismada normal mukoza, adenom ve adenokarsinom gruplarinda PCNA,
Ki-67 ile belirlenen proliferasyon indeksleri ile p53 ve P-gp ifadesinin
kolorektal karsinogenezdeki rolu; proliferatif aktivitenin prognoz uUzerine etkisi

ve P-gp ifadesi ile kemoterapi cevabi arasindaki iligki aragtirilimigtir,

LiteratUrde kolorektal adenom gértime sikhgimin 40 yas altinda %20-30 iken,
60 yas uzerinde %A40-50'ye kadar yukseldidi Dbildiriimektedir. Kolorektal
adenomlar kadinlarda ve erkeklerde esit oranda gorulmektedir (42,48,49).
Bizim kolorektal adenom olgularimizin yag ortalamasi 48.9 yil (yas araligr 21-
78) olup, kadinferkek orani 4/5 olarak bulunmustur. Kolorektal adenom
olgularimizin 23U (%76) rektum, 7'si (%24) kolon yerlesimli idi. Otopsi
¢alismalaninda kolorektal adenomiarin 1/3'lnun rektosigmoid béige yerlesimli
oldugu belirtiimektedir (44, 47) Calismamizda adenom olgularinin 27'si
endoskobik btyopsi ile alindigi igin bu oran daha yuksek olarak bulunmustur.
Kolorektal adenomlar ¢oduniukla 1 cm'den kigukturler (46, 51). Bizim
olgularimizda da kolorektal adenomiarda en kuiguk ¢ap 0.30 cm, en buyUk ¢ap

5.0 cm, ortalama ¢ap 0.87 cm olarak bulunmustur.

Kolorektal adenokarsinom genellikle 6. ve 7. dekatta gorllur (4-6). Kolorektal
adenokarsinom clgularimizda da yas ortalamast literatirle uyumiu olarak 58.70
yil (yas araligi 37-89) bulunmugtur. Rektum kanserlerinde kadinferkek orani
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1/2 iken, kalin barsagin diger bélgelerinde bu oran esittir (63} Bizim kolorektal
adenokarsinom olgulanmizda kadin/erkek orani 3/7 iken, rektum yerlegimli
olgularimizda kadin/erkek orani 2/3, kolon yerlesimli olgularimizda kadin/erkek
orani 1/4 olarak bulundu. Kolorektal adenokarsinomlarda ortalama cap 532
cm {en kugbk ¢ap 2- en buylk cap 14) olarak bulundu Kolorektal
adenokarsinomlarin %50'si rektosigmoid bélgede ortaya c¢ikmaktadir (68).
Bizim olgularimizda da tumérlerin 16's1 (%53) rektum, 14'G (%47) kolon
yerlesimli idi.

Kolorektal adenomlardan adenokarsinom geligimi igin gegen sure 5 ile 15 yil

arasinda degismektedir (183, 184). Bizim ¢aligmamizda da adenom grubunda

adenomlar Uzerinden geligtidine ait ilk bulgular epidemiyolojik ve morfolojik
calismalardan elde edilmistir (11, 64, 65, 83, 84). Adenomlar iginde
daha 6nceden varolan adenoma ait artiklarin gortilmesi énemli bir bulgudur.
~ Genis serilerde %14 ve %23 olarak bildirilen tumér etrafinda adenom artiklari,
bizim olgularimizda da %20 oraninda bulunmustur (47, 90).

Spesifik tumér baskilayict genlerin  kaybi ile birlikte onkogenlerin
aktivasyonunu iceren kolorektal karsinogenezde p53 mutasyonlarinin gec
adenomdan adenokarsinoma gecis asamasinda rol oynadidi ileri strulmustur
(142). Tumédrlerin godunda nokta mutasyon veya delesyonla p53'un her iki
allelide inaktif haldedir. Insan kanserlerindeki p53 mutasyonlarinin %30'undan
missense mutasyonlar sorumludur (15). Yar émri 6-20 dakika olan astl p53
immunhistokimyasal metodlarla belirlenememektedir (127, 128). Buna karsin
mutasyon ya da delesyonla degisiklige ugrayan p53'Un yari 6mru & saate
kadar g¢ikabilmektedir. Bu nedenle immunhistokimyasal metodiaria
belirlenebilen p53'un varhd p53'Un mutant oldugunun indirekt bulgusudur
(129, 130). Ancak cesitli yayinlarda meme tumdrlerinde %90'nin Uzerinde
olodudu bildirilen p53 proteinindeki degisikliklere ragmen p53 gen
mutasyonlari meme tumdrlerinde sadece %20 oraninda gdsterilebilmistir (15).
Kolon karsinomlarinda 17p allelik delesyonu ve buna eslik eden p53 genindeki
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mutasyonlar 1988 yilinda tanimlanmistir (15).  Cunningham ve arkadaslari 90
kolorektal adenokarsinom olgusunda p53 ifadesini 3 tip p53 monoklonal
antikoru (PAb1801, PADb421, PADb240) kullanarak arastirrmiglar, kendi
serilerindeki kolorektal karsinomlarin %70 p53 ile imminhistokimyasal olarak
pozitif boyanirken, pozitif boyanma gdsteren bu olgularinin yalnizca %76'sinda
kromozom 17p'de kayip izlemiglerdir. Timdrlerde 17p heterozigositesi kaybi
olanlanin her ug¢ antikorla boyanmasina karsin, 17p heterozigosite kaybi
olmayanlar sadece PAb240 ile pozitif boyanmiglardir. Spesifik p53 mutasyonu
icin arastirilan 15 olgunun 10'unda mutasyon bulunurken, missense mutasyon
olan 1 oigu p53 ile immunhistokimyasal olarak pozitif boyanmistir (176).

Tumor tipleri arasinda bildirilen pb53 mutasyon oranlarninin gesitliligi blyuk
oranda tumér Orneklemesindeki ve kullanilan yéntemlerdeki farklilikiardan
kaynaklanmaktadir (15). Bizim c¢alismamizda kullanilan predilue DO-7
monoklonal antikoru asil ve mutant tip p53'Un amino terminalindeki bir epitopu
tanimaktadir. DO-7 monokional antikoru parafine gomul( argiv materyallerinde
p53'un gosteriimesinde antijen geri kazanim isieminden sonra kullanilan bir
antikordur (177).

Cesitli calismalarda normal kolon mukozasinda p53 ile boyanma izlenmezken,
kolorektal adenomlarda immunhistokimya ile gosterilen p53 ifadesi %8.7, %9,
%11, %24, %26 olarak bildirilmistir (178-182). Calismamizda DO-7 monoklonal
antikoru ile immunhistokimyasal boyama uygulanan gruplardan normal
mukozaya ait olanlarda boyanma izienmezken, adenom olgularimizin 7'sinde
(%23.3) pb3 pozitifligi izlenmistir. Adenomlarda malign transformasyon riski
adenom gapt, tipi ve displazi derecesi ile iligkilidir (52). p53 boyanmasinin da
adenomun tipi ve displazi derecesi ile iligkili oldugu bildiritmistir (178, 180,
182). Adenokarsinom gérulme orani 1 cm altindaki adenomlarda %1 iken, 1-2
cm arasindaki adenomlarda %10, 2 cm uzerindeki adenomlarda ise % 46'ya
ulasmaktadir (47). Adenom tanisi alan olgutarimiz 1icm'den kigik ve icm'den
buyuk ¢apli olmak uzere iki gruba ayrildiginda, adenom ¢ap! ile p53 pozitifligi
arasinda iligki izlenmemisgtir. Adenomun tasididi vill6z komponentin yogunlugu
arttikga malignite gelisme riski de artmaktadir, Bizim ¢alismamizda adenomiar
tubuler ve tubulovilldz-villdz olarak iki gruba aynidiginda p53 pozitifligi ile
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adenom tipi arasinda iligki bulunmamigtir. Hafif ve orta-giddetli displazili
adenom olgularimizda da p53 pozitifliginde fark izlenmemisgtir. Kolorektal
adenomlardan adenokarsinom geligimi icin gegen sure 5 ile 15 yil arasinda
degismektedir (183, 184). Bizim calismamizda adenom grubunda yas
ortalamasinin 489 olup, adenokarsinom grubundan 9.8 yil kiglk olmasi
(p=0.02) nedeniyle 50 yas alth ve 50 yas ustl adenom grubu hastalar
kargilastirildiginda p53 pozitifiiginde fark bulunmamigtir. Bu sonuclar DO-7
monoklonal antikoru ile tespit ettigimiz pozitif boyanmalarin tlmunun
mutasyonlar temsil etmedigini dugundurmekle birlikte, normal mukozada hig
boyanma olmamasi ve adenokarsinom olgularnmizda izlenen %70 pozitifiik (21
olgu) literattirle uyumlu bulunmustur (179-181, 185, 186). Ancak bu ¢aligmada

mutasyonlar: temsil edip etmedigini tespit edebilecek molekuler patoloji

yontemleri uygulanamarmgtir.

Normal kolon mukozasi, adenom ve adenokarsinom gruplarimizin p53
ifadesinin gruplar arasinda istatistiksel fark gdstermesi (P<0.01), (Tablo 3,
Tablo 4), p53 mutasyonlarinin kolorektal karsinogenezde rol oynadigi ve
adenom evresinde ortaya ¢iktidi gorugini desteklemis, ancak p53 ile
boyanma oranlari ile adenom c¢api, tipi ve displazi derecesi arasinda iligki

bulunmamstir.

Rutin patoloji pratiinde hiicre proliferasyonunu belirlemek amaciyla geligtiriten
monoklonal antikorlaria elde edilen sonuglar arastirilan tUmdrin cinsine,
kutianilan monoklonal antikora, dilusyona ve uygulanan ydnteme goére
farklihklar gostermektedir (187-189). Bu nedenle proliferasyon durumu
arastirilacak dokularin birden fazla yéntemle dederlendiriimesi onerilmektedir
{143). Bizim c¢alismamizda; normal mukoza, adenom ve adenokarsinom
gruplarinda proliferatif aktiviteyi arastirmak amaciyla immunhistokimyasal Ki-
67 (monoklonal Ki-67 antikoru) ve PCNA (PC 10) antikorlan kullarilmig ve bu

iki ydntem arasindaki uyum, avantaj ve dezavantajlar tartigilmstir.

PC10 monoklonal antikoru ile immuinhistokimyasal boyama y6ntemi argiv

materyalinde caligtlabilen, kompleks donanim gerektirmeyen bir yéntemdir.
Birgcok antikor i¢in rutin takip edilen materyallerde mikrodalga firinda antijen
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geri kazanim iglemi boyanmay: arttirdigt icin, bu calismada da uygulanan 10
dakika standart antijen geri kazanim iglemi ile predilue PC10 monoklonal
antikoru ile tum olgularda homojen boyanma saglanmigtir (190).

Monoklonal Ki-67 antikoru ile immunhistokimyasal boyama yéntemi de
antijenlerin  yeniden kazaniima igleminden sonra arsiv materyalinde
uygulanabilen bir yéntemdir (191) Cabgsmamizda normal kolon mukozasi,
adenom ve adenokarsinom alanlarl tagiyan bloklardan yaptlan 90 kesite
monoklonal Ki-67 antikoru ile boyanma uygulanmig, negatif boyanma orani
%11 olarak bulunmustur. Literatirde %19'a kadar varan negatif boyanma orani
bildirilmistir (187). Ki-67 antijeninin tesbit sirasinda olusan formol capraz
baglar nedeniyle antikor tarafindan taninmadigi, kaynatma igleminin bu
capraz baglari kirdigi dusunuimektedir (27). Literaturde tesbit stresine bagl
olarak gereken kaynatma siresinin arttigini gésteren caligmalar mevcuttur.
Calismamizda mikrodalga firinda kaynatma sUresi arttiginda lam GUzerinden
doku dokulmesi olmadan, ideal kaynatma suresini 20 dakika olarak bulduk
(192). Bu cgaligmada basarili boyanma saglanan 20 adenom olgusu ile
boyanma saglanamayan 10 adenom olgusu arasinda tesbit suresi (24 saatten
az ve 24 saatten ¢ok olmak Uzere) agisindan istatiksel olarak fark
bulunamamistir. Caligmaya alinan adenom olgulanmizin endoskopik biyopsi
ile elde edilenierinin ameliyat materyalinden elde edilenlere gére daha az
hacimde formol icinde tesbit edildidi g6z 6nlUne alinarak, bu iki grubun
boyanmasini degerlendiren istatiksel analizde de fark bulunmamgtir. Dokunun
formol tesbitinden yararlanmasini etkileyebilecek bir dider faktér olan adenom

caplart (1cm'den kuguk ve buyUk) agisindan da herhangi bir fark géralmemistir.

PC10 ve monoklonal Ki-67 antikorlarinin uygulanmasi agamasinda, PC10 ile
daha kisa surede, daha kolay ve daha homojen boyanma saglandig,
monoklonal Ki-87 antikoru ile daha detayli ve titiz caligma gerektigi ve her
laboratuarin yéntemi kendi materyalinde oturtmasi igin ¢ok sayida deneme

gerektigi gorilmastar.

PC10 ve moncklonal Ki-67 antikorlari ile boyanan olgularimizi degerlendirirken
boyanan cekirdek pozitif ve boyanmavan cekirdek negatif kabul edilerek,
homojen ve yogun boyanan alanlarda sayilan 200 hicre igindeki pozitif

67



boyanan ¢ekirdek sayisi kaydedilmistir Her iki monoklonal antikorun
degeriendirmesinde de olgu bagina ortalama 20 dakika gerekmistir. Boylece
her iki antikor objektif verilerle degerlendirilmigtir.

PC10 monoklonal antikorunun boyanma siddeti antikorun dilusyonu ile
yakindan iligkilidir Tonsil germinal merkez hucrelerinde 1/256 dilusyondan
itibaren artan tUm konsantrasyonlarda hucrelerin % 99'unun boyandi§i
bildiriimektedir (188). Normal kolon mukozasinda PC10 antikorunun
kullamidigy calismalarda antijen geri kazamm islemi uygulanmadan 1:200
dilusyonia pozitif hucre yuzdesi 29.1, 1:400 dilusyonia 27.37, 19A2 antikoru
ile yapilan bir bagka ¢alismada 7 .64 olarak bulunmustur (187, 193, 194). Bizim
g¢aligmamizda predilue olarak hazirtanmis ve antijen geri kazaruim iglemi
uygulanan PC10 antikoru ile kript tabaninda boyanan hucrelerde pozitif hucre
yuzdesi normal mukozada ortalama % 8 (min 1.1-max 16.5)'dir. Bu galismada
19A2 antikoruna yakin olarak elde edilen boyanma yizdesinin, kullanilan
antikorun predilue olmasina bagh oldugu dugtnulmistur (170, 195),

Bizim olgularimizda; kolorektal adenom ve adenokarsinomlarda PC10 ile
pozitif boyanan hucre ylzdesi adenomlarda ortalama %22 (min 6-max 54) ve
adenokarsinomlarda ortalama %59 (min 32-max 20) olarak bulunmustur PC
10 antikorunun 1/400 dilue edilerek kullamididi bir ¢alismada ise bu oranlar
adenom icin ortalama % 38 .48, adenokarsinom ig¢in ortalama % 6866 olarak
bildirilmektedir (193).

Bizim calismamizda monoklonai Ki-67 antikoru ile pozitif boyanma; normal
kolon mukozasinda ortalama % 5 (min 0.5-max 14 5), kolorektal adenomiarda
ortalama %23 (min 8-max 61) ve kolorektal adenokarsinomlarda ortalama %54
(Min36-max85 5) olarak bulunmustur. Frozen kesitlerde Ki-67 monoklonal
antikoru kullanilarak yapilan bir ¢alismada pozitif hicre yuzdesinin normal
kolon mukozasinin proliferatif zonunda %32.7 (min 17-max 19), orta derecede
displazili tubuler adenomiarda %423 (min 25 9-max 62), orta derecede
displazili tubulovilléz adenomtarda %48.7 (min 317-max 66.5) oldudu
bildirilmigtir (196). Yine Ki-67 monokional antikoru kullanilarak yapilan bir
bagka c¢alismada normal mukoza ve tranzisyonel mukozada pozitif boyanan
hicre  yluzdesi  %5in  altinda  bulunmugtur  (197). Literaturde
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adenokarsinomlarda monoklonal Ki-67 ile boyanma yluzdesi %17.1 (min 0-max
60), %37.6 (min 6.6-max 75 3), % 66.3 (min 20-max 87) gibi farkh dederlerde
bildirilmektedir (196-198).

Bizim olgulanmizda;, her iki ydntemle de boyanabilen 20 adenom ve 30
kolorektal adenokarsinom ofgusunun PCNA ve Ki-67 degerleri arasinda
yapilan karsilagtirmada adenom grubunda uyumiuluk tespit edilirken (r=0.454,
p<0.05) adenokarsinom grubunda uyumsuziuk tespit edildi. Daha énce yapian
calismalarda reaktif lenfoid hiperplazi ve lenfoma olgularinda Ki-67 ve PCNA
boyanmas! arasinda lineer iliski izlenirken, rutin kolorektal biyopsi
materyallerinde iligki olmadigi bildirilmistir (187).

Cok basamakli kolorektal karsinogenez teorisinde bUyume Kkontrolunun
progresif kaybr ve hucre proliferasyonun kolon kriptleri boyunca yer
degistirmesi yer almaktadir (199-201) Kolon mukozasinda proliferatif zon
kriptlerinin tabanina sinirl iken, ylzeyde diferansiye olan hucreler bulunur. in
vivo ¢aligmalarda tumor gelisiminin erken dénemlerinde proliferasyon zonunun
ylzeye dogru yer degistirdigi gdsterilmigtir (200, 202). Bizim ¢alismamizda da
PC10 ve monokional Ki-67 antikorlari ile elde edilen proiiferasyon indeksieri
normal mukoza, adenom ve adenokarsinom dokulan arasinda istatistiksel fark
géstermis (p<0.01) ve bu teoriyi desteklemistir. Calismamizda kolorektal
karsinogenezde rol oynayan p53 ifadesinin proliferasyon aktivitesinden
bagimsiz olarak ortaya ¢iktigr dikkati cekmisgtir

Calismamizda PCNA ve Ki-67 indeksinin 1 cm'den buyuk adenomiarda daha
yuksek oldugu, bu farkin PCNA ile anlamli (p<0.05), Ki-67 ile anlamsiz
(p=0.06) oldugu goérulmustur. Literatirde ise PCNA ve Ki-87 indeksi ile
adenom ¢api arasinda iigki bulunmamigtir (193, 196). Yang ve arkadaslarinin
calismasinda histolojik tipler ile PCNA indeksi arasinda anfaml iligki bulunmus
(p=0 03) ve tubuler ve villéz adenomlarda, tubulovillz adenomlara gére daha
yuksek PCNA indeksi oldugu bildiriimigtir (193). Bir bagka c¢alismada
tubllovilléz adenomlarda tubuler adenomlara gore daha yiksek Ki-67 indeksi
oldugu, ancak farkin anlamh olmadigi bildirilmektedir (196). Bizim
calismamizda da Ki-67 indeksini tubilovilloz ve villdz adenomlarda, tlbdler
adenomiara gore daha yliksek oldudu, ancak istatistiksel fark gdstermedidi



bulunmustur. Displazi ve hasta yasi ile PCNA ve Ki-67 indeksleri arasinda da

iliski bulunmamsgtir

Kolorektal adenokarsinomiar erkeklerde akciger, kadinlarda meme
karsinomlarindan sonra hemen ikinci sirayi alarak maligniteye bagh morbidite
ve mortalitede O6nemli bir yer tutmaktadir (203, 204) Erken tani, tarama
programlari ve cerrahi girigimlerdeki gelismelere ragmen kolorektal
karsinomlarin prognozunu iyilestirmede ki basar ¢ok sinirli olmustur (205).
Calismalar daha malign biyolojik davranig gbsteren tumérlerin belirlenebilmest
uzerinde yodunlasmistir Kolorektal karsinomlarin prognozu ile iliski gdsteren
en Onemli parametre hastali§in evresidir (78, 79, 206, 207). Tum evreleme
sistemlerinin zayif yonu lenf dugumu tutulumu olmayan ancak kétu prognozu
olan ya da lenf dugumu tutulumuna ragmen sagkalim suresi uzun olan
hastalari tahmin etmemize imkan vermemesidir. Bu durum &zellikle kemoterapi
uygulandifinda 6nem kazanmaktadir. Hastanin yasgi, cinsiysti, tumorun
buyume paterni (infiltratif-sinirli), damar invazyonu, perindral invazyon,
metastaz olan lenf dugimi sayisi, tumér cevresindeki lenfositik infiltrasyon,
tumor ¢api, tumor lokalizasyonu ve grade ile prognozun iligkisini gésteren ¢ok
sayida calisma yapiimig, ancak bu parametrelerin tomunin klinik evreden
bagdimsiz olmayan prognostik faktdrier oldugu goruimtstur (78, 81, 206). Hucre
proliferasyonunu belirleyen farkli yéntemler kullanilarak vapilan galigmalarda
malign potansiyel ve grade ile ilgili farkli sonugtar bildirilmigtir. Invaziv tumér
sininndaki PCNA ifadesinin kolorektal karsinomda karaciger ve lenf digumii
metastazi ile ilgili oldugunu, PCNA ile belirlenen proliferasyon indeksinin tumaor
evresine bagli olmadan rekurrens ve kétu yasam slresini belirleyebilen
bagimsiz belirte¢ oldudunu bildiren ¢aligmalar vardir (172, 208, 209, 210).
Kubota ve arkadaglart 3 yil veya daha uzun sure izlenmig kolorektal
karsinomlu 100 hastada Ki-67 skorunu 1 ile S0 (ortalama 34.6) arasinda
dedisen dederlerde bulmuslardir Duke siniflamasina A evresinde; B, C ve D
evrelerine gore Ki-67 skoru daha yiksek bulunmus ve hastalarin yagsam suresi
ile Ki-67 skoru arasinda iliski bulunmamistir (210) Bir ¢alismada 74 kolorektal
karsinom olgusunda flow-sitometre ve Ki-67 monokional antikoru ile tumér
buylme fraksiyonu de@erlendirildiginde ortalama Ki-67 ve S-faz degerieri
sirasiyla %17 1 (%0 - %60} ve %17.5 (%3 -%39) olarak bulunmustur. Ki-67
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indeksi ile hastanin yast, ienf dugumu metastazi, tumdérun boyutu, yerlesimi,
evresi, diferansiyasyon derecesi ve diploidisi arasinda iligki bulunmamistir
(197). Bir bagka galismada DNA diploid adenokarsinomlarda PCNA ve Ki-67
ile belirlenen tumoér proliferasyon indeksleri ile histolojik grade, lenfositik
infiltrasyon, tlmdr cevresindeki fibrozis, anjiolenfatik invazyon, invazyon
derinfigi, lenf dugumu metastazi ve uzak metastaz arasinda iligki

bulunmamigtir (175).

Proliferatif aktivitenin kolorektal adenokarsinomlarda prognozu belirlemedeki
rolunu saptamak amaciyla evre, hastanin yasi, cinsiyeti, timdrun buyume
paterni (infiltratif-sinirli), vendz invazyon, perindral invazyon, lenf digumu
metastaz|, tumor gevresindeki fenfositik infiltrasyon ve grade ile PCNA ve Ki-
67 indekslerinin karsilastinldigt calismamizda, ¢evresinde mononukleer hicre
cevabt olan, lenf dugumi metastaz) olan, infiltratif bUyume paterni gdsteren
tumdrlerde; erkeklerde ve 50 yas uzeri hastalarda Ki-67 ve PCNA indekslerinin
daha vyiuksek oldugu goralmastur. Aynica Fischerin modifiye Duke
siniflamasina gére evresi C1, C2 ve D olan tumdrierin, evresi A ve B olan
tumorlere gbre daha yulksek proliferasyon indeksi goOsterdikleri de dikkati
¢ekmigtir. Bununla birlikte; bu  klinik ve histopatolojik parametrelerin
proliferasyon indeksinin derecesi ile istatistiksel olarak iligkili olmadiklari

gérisimastur (Tablo 4).

Kolorektal karsinomu olan hastalarda izlenen prognoz ve kiinik cevaptaki
heterojenite nedeniyle PCNA ya da Ki-67 gibi biyolojik kriterlerin hastaiarin
prognostik gruplanmasina eklenmesinin yararli olabilecedi dustnulse de bu
galismada elde edilen sonuglann prognozu belirlemede rolt oldugu bilinen
perinbral invazyon, lenf nodu metastazi, tumdr c¢evresindeki lenfositik
infiltrasyon ve grade) uyumlu olmamasi ve literatlirde de farkh sonuglar
bildirilmesi nedeni ile daha genis serilerde ve uzun sureli takibi olan hastalarda

yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ oldugu dustinulmistur (172, 175, 208, 209).

Bizim caligmamiz ve literaturde bildirilen bazi diger ¢alismalarda oldudu gibi
Ki-67 ve PCNA ile belirlenen blUyume fraksiyonunun prognostik diger
parametrelerle dogrudan iliskisi olmasa bile Ki-67 ve PCNA ile belirlenen
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buyume fraksiyonlarinin  tedaviyi ySnlendirme potansiyeileri gbzden
kaciriimamahdir Kolorektal adenokarsinom tedavisinde ¢nemli bir sorun
adjuvant kemoterapi protokolleri igin uygun hastalari belirlemektir. Bugun igin
hastalar Klinikopatolojik kriterler ile segilmekiedir. Kemoterapi esas ofarak
tumorlerde kemoterapiye cevabin daha iyi oldugu bildirilmigtir (211, 212).
Seymour ve arkadaslari meme karsinomlarinda P-gp ile immun boyanmanin
klinik kullamiabilirligini aragtirmiglar ve ilerlemis meme karsinomlu 101 hastada
yuksek P-gp iadesi ile ylksek Ki-67 ifadesi arasinda anlamit bir iligki
bulmuslardir. P-gp ifadesinin hucre doéngustne badimlr olabilecegini ve agiri
ifadenin hizli hicre dénglsi ile ilgili olabilecegini du.';,Unm‘L‘“xglerdir. Buna kargin
P-gp pozitif boyanmasi ile kemoterapi basansizli§i veya yasam suresi
arasinda iliski bulamamiglardir  (213). Calismamizda ise Kkolorektal
adenokarsinom olgularimizda PCNA ve Ki-67 ile saptanan proliferasyon
indeksi ile P-gp ifadesi arasinda istatistiksel iliski bulunamamig, ancak P-gp ile
pozitif boyanan olgularda daha ylksek PCNA ve Ki-67 indeksleri oldugu
gorilmuistor.

P-gp, mdrt geninin urtnu olup bazt normal dokularda ve timdrlerde bulunur
(173). Bizim ¢alismamizda da P-gp (JSB-1 monokional antikoru) ile 30 normal
kolon mukozasinin 6'sinda, &zellikle goblet hucrelerinin @ ve  mukus

sekresyonunun yogun oldugu alanlarda pozitif boyanma izlenmistir.

P-gp ifadesi ile kemoterapiye cevap ve prognoz arasindaki en gucli iligki
cocukiuk cad timdrlerinden rabdomyosarkom, noroblastom, osteosarkom ve
Ewing sarkomunda izlenmistir (214, 215). Over karsinomlari ve kuguk hiicreli
akciger karsinomlarinda da P-gp ifadesinin kombine kemoterapiye klinik
direnci belirlemede yararh oldugu bildiriimigtir (216).

Kolorektal adenokarsinomlarda kemoterapi tedavisinde ilk basamak olarak
kullanilan  5-Fluorouracil'in  (5-FU) hedef enzime (thymidilate sentetaz)
gfinitesinde azalma, etkisini sinirlayan onemli bir faktdérdur. Tedaviye
leucovorin eklenmesinin hiicre igi folat duzeyini yukselterek, hedef enzime
afiniteyi artirdigi deneysel ve klinik calismalarla gosterilmistir (217, 218)
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Yuksek riskli kolorektal karsinom olgularinda tek bagina radyoterapinin yasam
suresini uzatmadii, ancak lokal rekurrens oranini dusurdigu bilinmektedir
(219) Postoperatif radyoterapi ile kombine edilen 5-FU temeline dayanan
sistemik kemoterapi ile rekurrenslerin %34 ve kansere bagh dlumlerinde %36

oraninda azaldid: bildiriimistir (220).

Tumdr hiicrelerinde; ¢ok ilaca direng bir veya daha fazla kemoteropétik ajanla
karsilagildiktan sonra veya birgok tumdérde oldugu gibi kemoterapiden énce
primerde olabilir. Primer kolon karsinomlarinda tedaviden énce mdr1 ifadesi
yuksek oranlardadir Pirker ve arkadaglar 113 primer kolorektal karsinomiu
hastada prospektif olarak mdr1 ve mdr2 gen ifadesini mdr1 RNA ve mdr2 RNA
varltgl ile degerlendirmigler, olgularin %65inde mdr1 RNA pozitifligi
saptanirken, mdr2 RNA pozitifligi ise higbir olguda saptanmamugtir. Evre 2 ve 3
olan ve operasyon sonrasi intravendz 5-FU ve leucovorin tedavisi alan 30
hasta ile kemoterapi almayan hastalar kargilastinldiginda her iki grupta yasam
suresinin tumdrin mdr1 RNA ifadesi ile iligkisi olmadid géralmustur (221). Bir
bagka calismada  kolorektal karsinomlu 95 hastanin  65'inde
immunhistokimyasal boyama yoéntemi ile P-gp pozitif boyanma orani %68
olarak bulunmustur (222). Bizim ¢ahsmamizda 30 kolorektal adenom
olgusunda P-gp ile boyanma gorulmezken, adenokarsinom olgularinin 18'inde,
(%60) pozitif boyanma izlenmigtir. Adenokarsinomiarda literaturde bildirilen
oran ile uyumlu pozitif boyanma olmasina ragmen, literaturde adenomlarda P-
gp boyanma ézellikleri ile ilgili ¢alismaya rastlaniimamis ve adenomlarda
pozitif boyanma olmamasinin primer c¢ok ilaca direncin kolorektal
tumébrogenezisin ge¢ donemlerinde ilag direnci gosteren  hucre

populasyonlarinin ortaya ¢ikmasi ile ilgili olabilecegi dugtnuimustur.

Mutant p53'un spesifik olarak mdr1 promoter'ini aktive ederken, asii p53'un
baskiladi§ gbériimug, mdr promoter ile pS3'Un birlikte NIH3T3 hlcre dizisine
kotransfeksiyonu ile yapilan deneysel ¢alismalarda mutant p53'Gn mdr1
ifadesinde roll olabilecedi ileri strlimustir (223). P-gp ile pozitif boyanan 18
kolorektal adenokarsinom olgumuzun 13'Unde p53 ile pozitif boyanma
izlenirken, 5'inde negatif boyanma izlenmis (p>005) ve kolorektal

adenokarsinomlarda daha 6nce c¢aligilan myelodisplastik sendromlardaki gibi
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nutant ve asil pb3Un P-gp duzenlenmesinde belirleyici olmadig
justnulmustur (224},

olorektal adenokarsinom olgularimizda p53 ve P-gp i¢in boyanan alan
/uzdesi ve boyanma siddetinin korelasyonuna kendi iclerinde ayrt ayr
vakildiginda boyanan alan yuzdesi ile boyanma giddeti arasinda guglu bir
corelasyon oldugu (p53 r=0.98, P-gp r=0.90}, bu tur ¢aligmalarda her iki verinin
le sonuglan degerlendirmek igin kullanilabilecedi géruimustir

n vitro ¢alismaiarda mdr hicre dizilerinin 5-Fluorouracil de dahil olmak lzere
ir gok ilaca normalde duyarh oldugu gdsteriimigtir (225) Bizim ¢alismamizda
ia JSB1 monokional antikoru ile immunhistokimyasal boyama uygulanan 30
olorektal adenokarsinom olgumuzdan 5-Fluorouracil temeline dayanan
istemik kemoterapi alan ve klinik izlemi olan 15 olguda boyanmanin pozitif

/eya negatif olmasinin tedaviye yanit oranini anlaml olarak degistirmedigi
yérilmastr.

3u ¢alismada barsak mukozasinda proliferasyon ile baglayan, onkogenierin
aktivasyonu ve timér baskilayici genlerin inaktivasyonu ile devam eden
wolorektal karsinogenez igin model olarak sectigimiz normal mukoza, adenom
'¢ adenokarsinom gruplarinda p53 ifadesi ile PCNA ve Ki-67 ile saptanan
loku proliferasyon indekslerinin normal mukozadan adenoma ve
idenokarsinoma dogru progresif artis gosterdigi, normal mukozada varolan ve
denom evresinde kaybolan P-gp ifadesinin adenokarsinomiarda yeniden
rtaya cikabildigi gorulmustir. Kolorektal adenokarsinomlarin prognoz ve
:davisinde rol oynayabilecegi ileri strilen tumér proliferasyon indeksi ile
rognozu belirtemede rolt oldugu bilinen parametreler (hasta yasi, cinsiyeti,
mérin blyUme paterni, venéz invazyon, perindral invazyon, lenf nodu
ietastazi, timoér gevresindeki lenfositik infiltrasyon ve grade) arasinda iliski
dlunamamas! nedeniyle uzun sureli takibi olan hastalardan olugan daha
anig serilerde yeni prognostik ve tedaviyi yonlendirici parametrelerle
iptlacak ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu dusunuimastur.
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6. SONUGLAR

1. Olusturulan calisma gruplarinda adenom grubunda yasg ortalamast 48.9,
adenokarsinom grubunda ise 58.7 olup, bu fark anlamli bulunmustur,

2 NO-7 monoklonal antikoru ile normal mukozaya ait preparatiarda boyanma
olmazken, kolorektal adenomiarin 7 tanesinde ve adenokarsinomlarin 21'inde
pozitif boyanma saptanmig ve p53 mutasyonunun  adenomdan
adenokarsinoma geg¢is asamasinda rol oynadi§t gorusti desteklenmistir. Ancak
p53 boyanmasi ile adenom c¢apt, tipi ve displazi derecesi arasinda anlamit bir
iligki bulunmadidi igin tum pozitif boyanmalarin mutasyoniari temsil etmedi§i
dusunilmistur,

3. Kullanilan iki proliferasyon belirleyicisi arasinda boyanma yontemlerinin
oturtulmas: konusunda PC10 monoklonal antikoru ile immunhistokimyasal
boyama ydnteminin daha basit ve hizh oldugu; monokional Ki-87 antikoru ile
immunhistokimyasal boyama ydnteminin ise antijenin yeniden kazanilmasi
esnasinda dikkat, titizlik ve uzun zaman gerektiren, her laboratuvar ve her
doku igin standardize edilmesi igin bircok én denemeye ihtiva¢ duyulan daha
kompleks bir ydntem oldudu gorulmustir. Antijenierin yeniden kazanimasi
yonteminde kaynatma suresinin doku tespit suresi, doku c¢apl ve tesbit
solisyonunun hacminden bagka faktérlerden de etkilenebilecedi ve bu
konunun aragtiriimasi gerektigi dustnulmustar.

4. Proliferasyon belirleyicisi olan PC10 ve monckilonal Ki-67 antikoru ile
boyanma sonuc¢larinin  adenomiarda uyumiu iken, adenokarsinomiarda
uyumsuz oldugu gériiimisg, ancak nedeni konusunda bir yorum yapilamamistir

5. Normal kolon mukozasinda PC10 monoklonal antikoru ile bulunan pozitif
hiicre yluzdesinin literatUrde bildirilen oranlardan dugik olmasi, kullaniian
antikorun prediltie olmasina baglanmigtir.

6. PC10 ve monokional Ki-67 antikoru ile belirlenen proliferatif aktivite normal
mukozadan adenoma ve adenokarsinoma dogru progresif artis gostermis ve



kolorektal karsinogenezde buyUme kontrolinun progresif kaybi oldudu
gorugunu desteklemis, p53 ve P-gp ifadesi ile ise iligkisi bulunmamgtir,

7. Kolorektal adenomlarda adenom tipi ve displazi derecesi ile PC10 ve
monoklonal Ki-67 antikoru ile belirlenen proliferatif aktivitenin istatistiksel
olarak iligkili olmadi§i ancak 1 cm Gizerindeki adenomlarda PC10 ile belirlenen
profiferasyon indeksinin istatistiksel olarak fark yaratacak kadar yuksek oldugu

gérdlmustur.

8. Kolorektal adenokarsinomiarda proliferasyon indeksi ile klinik ve patolojik
prognostik parametreler arasinda iligki bulunmamig ve daha genis serilerde,
uzun sureli takibi olan hastalarda yapilacak c¢aligmalara ihtiyag oidugu
dustnulmusgtur.

9. P-gp pozitif ve negatif olan olgularda p53 boyanmasi arasinda fark
bulunmamis ve kolorektal adenckarsinomlarda mutant veya asit p53'un P-gp

duzenlenmesinde belirleyici rol oynamadiklari sonucuna variimigtir,

10. Kolorektal adenokarsinom olgularimizda p53 ve P-gp icin boyanan alan
yuzdesi ve boyanma siddetinin korelasyonuna kendi iglerinde ayri ayri
bakildidinda boyanan alan yuzdesi ile boyanma siddeti arasinda gugclu bir
korelasyon oldugu (p53 r=0.98, P-gp r=0.90), bu tur ¢alismalarda sonuglari
degerlendirmek igin her iki ydontemin de kullanilabilecegi géridmustur.

11. Kolorektal adenokarsinom olgularimizda literaturle uyumlu olarak primer
CID orant %60 olarak bulunmus ve P-gp ifadesinin 5-FU temeline dayanan
sistemik kemoterapi alan hastalarda tedaviye yamiti etkilemedigi goériimustur,

12. Normal mukozada var olan P-gp ifadesinin adenomlarda kaybolurken,
adenokarsinomlarda yeniden ortaya c¢ikmasi tumér hucrelerinin klonal
diferansiyasyon ile varliklarini surdurebilmek i¢in gerekli yetenekier kazandid
gorigtni desteklemistir.,

13. Kolorektal karsinogenezde; p53 ifadesi ile PCNA ve Ki-67 ile saptanan
doku proliferasyon indeksierinin  normal mukozadan adenoma ve
adenokarsinoma dogru progresif artis gosterdigi; P-gp ifadesinin ise
karsinogenezin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikti§r gorilmustar  Tumdr
proliferasyon indeksi ile prognozu belirtemede roiu oldugu bilinen parametreler
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hasta yasi, cinsiyeti, tumérun buyume paterni, vendz invazyon, perindral
nvazyon, lenf nodu metastazi, timér gevresindeki lenfositik infiltrasyon ve
yrade) arasinda iliski bulunmamasi nedeni ile uzun sureli takibi olan
rastalardan olugan daha genis serilerde yeni prognostk ve tedaviyi
/dnlendirici parametrelerie yapilacak ¢aligmalara gerek ofdugu sonucuna
raritmistir



7. OZET

Bu calismada p53 ve P-gp ifadeleri ile proliferatif aktivitenin kolorektal
karsinogenezdeki rolleri; tumér proliferasyon aktivitesinin  prognozu
belirlemede roli oldudu bilinen parametreler (hasta yagi, cinsiyeti, tumdrun
bliyime paterni, venéz invazyon, perindral invazyon, lenf nodu metastaz,
tumor cevresindeki lenfositik infiltrasyon ve grade) ile iligkisi ve P-gp ifadesinin
kemoterapiye yanit tuzerine etkisi aragtiniarak kolorektal karsinogenezin ¢ok
yonli dederlendiriimesi amaglanmistir. Bu amagla Akdeniz Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dali argivinden 30 adenom ve 30 adenokarsinom
olgusu secilmis ve adenokarsinom ameliyat materyallerine ait 30 normal
mukoza alani alinarak ¢alisma grubu olusturulmusgtur

Proliferatif aktiviteyi belirlemek icin PC10 (PCNA) ve monoklonal Ki-67 antikoru
(Ki-67) ile  immunhistokimyasal boyama  yontemleri  kullantimisgtir.
Immunhistokimyasal boyama islemi agisindan iki proliferasyon belirleyiciden
PC10 daha basit ve hizli, monoklonal Ki-67 antikoru ise daha fazla dikkat,
titizlik,uzun calisma siresi gerektiren ve standardizasyon igin birgok on
denemeye ihtiyac gdsteren bir yoéntem oldudu bulunmustur.

Proliferasyon indeksleri (PC10 ve moncklonal Ki-67 antikoru ile belirlenen) ve
p53 (NO-7) pozitifliginin normal mukozadan adenom ve adenokarsinoma
geciste progresif artig gbsterdigi ve gruplar arasindaki farkin anlamii oldugu
gorulmustur. Proliferatif aktivite ile p53 pozitifli§i arasinda iligki bulunmamasi
nedeniyle kolorektal karsinogenezde birbirlerinden badimsiz olarak rol
oynadikian diugunulmuistur,

Adenom olgularinda saptanan p53 (NO-7 monoklonal antikoru) ile pozitif
boyanma adenom ¢apt, tipi ve displazi derecesi ile iligkili bulunmamis ve NO-7
monoklonal antikoru ile immunhistokimyasal boyanmanin tum mutasyonlart

temsil etmeyebilecedi dustunulmusgtir.
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Kolorektal adenckarsinomlarda primer ¢ok ilaca direng P-gp (JSB) ile %60
olarak bulunmug ancak P-gp ifadesi iie kemoterapiye cevap arasinda iliski
bulunamamis, in vitro caligmalarda go6sterildigi gibi 5-FUin CiD'den
etkilenmedigi saptanmistir. Proliferatif aktivite ile prognozda rolt oldugu bilinen
klinik ve histopatolojik parametreler arasinda iligki izlenmedidi igin kolorektal
adenokarsinomlu hastalarin prognozlannin belilenmesi ve tedavilerinin
yonlendiriimesi- konusunda daha genis serilerde bagka prognostik

parametrelerle yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu ortaya gikmistir.
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