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KISALTMALAR

AAP : Adenoma with advanced pathology

AC : Akciger

ACTH : Adrenokortikotropik hormon

APC : Adenomatozis polipozis koli geni

Ca : Kanser

cDNA : Komplementer DNA

(6{0),¢ : Siklooksinejaz

DCC : Deleted in kolon kanser geni

FAP : Familyal adenomatozis polipozis

G : Ghrelin

GBM : Glioblastome Multiforme

GH : Growth hormon

GHRH : Growth hormon salgilatici(releasing) hormon
GHRP : Growth hormon releasing peptid=GHS
GHS : Growth hormon sekretagog

GHS-R : Growth hormon sekretagog reseptor
GIS : Gastrointestinal sistem

HE : Hematoksilen eosin boyast

HNPKK : Herediter non polipozis kolorektal kanser
IGF-1 : Insiilin like growth faktor 1

IHC : Immiinohistokimya
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OZET

Amag: Kolon kanseri, kansere bagli 6liim siralamasinda akciger kanserinden sonra 2.
sirada yer alir ve eriskin yastaki toplumu etkileyen bir tiimordiir. Erken tan1 prognozu
etkiler. Kolon kanseri gelisiminde kolon polipleri prekanserdz lezyonlardir ve
histopatolojik yapilari, sayilar1 ve biiylikliikleri lezyonlarin malignlesmesinde 6nemli
kriterlerdir. Ghrelin protein sentezini artiran, hiicre proliferasyonunda rol aldig: bilinen
bir peptiddir. Calismamizda ghrelin’in hiicre proliferasyonuna etkisi dikkate alinarak,
kolon poliplerinin proliferasyonu ve malignlesme potansiyeline katkisini; polip-kanser
dontistimiinde prediktif degerinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik. Ayrica kolon
karsinogenezinde Onemi bilinen p53 tiimor supresér geninin de polip ve kanserli

dokulardaki boyanma 6zeliklerini degerlendirdik.

Hastalar ve Metod: Bu calismaya Ekim 2005-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Gastroenteroloji Bilim Dali
Poliklinigine basvuran, endoskopik olarak kolonda kanser (n=25) ve 1 cm’den biiyiik
polip (n=25) goriilerek endoskopik biyopsi yapilan 50 hasta dahil edildi. Birinci gruba
kolonda kanser tanisi olan hastalar, ikinci gruba kolon polipi olan olgular alindi.
Olgularin saglam mukozasindan alinan biyopsiler kontrol grubu olarak kabul edildi.
Lezyonlar biiyiikliik, sayilar1 ve histolojik 6zellikleri acisindan degerlendirildi. Normal
mukoza, kanserli doku ve poliplerden alinan biyopsiler ghrelin ve p53 antikorlar ile
immiinhistokimyasal yontemle boyandi. SPSS 11,0 paket programi kullanilarak
verilerin istatistiksel analizi yapildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul

edildi.

Bulgular: Gruplar yas ve cinsiyet bakimindan benzerdi. Birinci grubu olusturan
hastalarda kanserli ve normal dokulardan alinan biyopsilerde ghrelin ve p53 ile
boyanmalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p:0,0001). Kanser ve
polip dokular1 daha fazla oranda boyandi, normal mukozada boyanma olmadi. Benzer
sekilde 2. grupta da polipler ghrelin ve p53 ile normal mukoza ile karsilagtirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oranda boyandi. Normal mukozada boyanma olmadi.
Kanser ve polipli dokularin ghrelin ve p53 ile boyanma oOzellikleri arasinda ise

istatistiksel olarak fark yoktu.
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Sonuclar: Caligmamizda hem polip hem kanser dokusunun normal mukozadan daha
fazla oranda ghrelin ile boyanma 6zelligi gosterdigini tespit ettik. Fakat kanser ve polip
dokusu arasinda anlamli fark bulamadik. Bu bulgular ghrelin’in hiicrenin malign
proliferasyonunu gdsteren bir belirteg olmaktan ziyade esas olarak hiicre
proliferasyonunun bir gdstergesi olabilecegini diislindiirdii. Bagimsiz bir proliferasyon
gostergesi olan p53 ile de beklendigi gibi kanser, polip dokusu ile normal dokular
arasinda anlamli fark bulundu. Ghrelin ile boyanmada oldugu gibi, p53 ile de, kanser ve

polipli dokularda boyanma 6zelliginin fark géstermedigini tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Immﬁnohistokimya, Kolorektal kanser, p53.
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THE VALUE OF GHRELIN AND PS3 IN COLORECTAL
CANCER AND POLYPS

ABSTRACT

Aim:Colorectal cancer (CRC) is the second common cancer that causes death between
cancers after lung carsinoma and is predominantly a disease of adult population. Early
diagnosis affects the prognosis. Colonic polyps are precancerous lesions in the
development of CRC and their histopathological structure, number of polyps and size of
the polyps are important criters for the lesions to develop cancer. Ghrelin is a peptid that
stimulates protein synthesis and is known to have some effects on cell proliferation. As
known the effects of ghrelin on cell proliferation, in our study we aimed to evaluate the
effects of ghrelin on the proliferation and malignant transformation of colonic polyps
and to investigate whether it is a predictive factor in polyp-cancer transformation. And
also we evaluated the p53, an important tumour supressor gen in colon carcinogenesis,

immunostaining of the specimens of polyp and cancer tissues.

Patients and Methods: Between October 2005 and June 2007, 50 patients who referred
to the Department of Gastroenterology, Medical Faculty, University of Erciyes and who
have CRC (n=25) and polyp (n=25) to the endoscopic appearance and in whom
endoscopic biopsy were taken, were included in the study. To the first group the patients
who have CRC were accepted and to the second group the patients who have polyps in
colon were accepted. The patient’s normal mucosa is accepted as the control group.
Size, number and histological features of the lesions were evaluated.
Immunohistochemical staining was performed with ghrelin and p53 antibody to the
endoscopic biopsies of the normal mucosa, cancerous tissue and polyp mucosa.
Statistical analyses were performed using SPSS 11.0 and p value less than 0,05 was

regarded as statistically significant.

Results: The groups were similar with respect to age and gender. In the first group, in
the biopsies that were taken from cancerous and normal tissue, there was statistically

significant difference between ghrelin and p53 staining (p:0,0001). The cancer and



polyp tissues stained in a higher proportion, but there was no staining in normal mucosa.
Similarly in the second group, with ghrelin and p53, polyps were stained significantly
higher than the normal mucosa. There was no staining in the normal mucosa. There was
no statistically significant difference between the staining of cancer and polyp mucosa

for ghrelin and p53.

Conclusion: In our study we found that, both cancer and polyp mucosa shows higher
immunreactivity than normal mucosa for ghrelin and P53. But we could not find any
difference between cancer and polyp mucosa. These data suggest that ghrelin is not a
predictor of malignant transformation but is a marker of the proliferation. As accepted
for p53, an independent marker of proliferation, we found significant difference between
neoplastic and non-neoplastic tissues. Like ghrelin immunostaining, we found no

significant difference between cancer and polyp tissue for p53 immunoreactivity.

Key Words: Colorectal cancer, Ghrelin, immunohistochemistry , p53

xi



GIRIS VE AMAC

Kolon kanseri erigkin yasta toplumu etkileyen ve kansere bagli 6liim siralamasinda 2.
sirada rastlanan bir tiimordiir. Diger kanserlerde oldugu gibi kolon kanserinde de
erken tani prognozu etkiler. Bu nedenle risk faktorleri iyi degerlendirilmeli ve
hastalar onerilen kilavuzlar dogrultusunda takip edilmelidir. Kisiye bagli risk
faktorleri arasinda  yer alan kolonda adenom Oykiisii varligi, adenomlarin
prekanserdz olmasi ve malignlesme potansiyelleri nedeniyle yakindan takip edilmeyi
gerektiren durumlardan birisidir. Ozellikle adenomlarin boyutlari, sayisi, histolojik
yapist malignite gostergeleri acisindan 6nemlidir. Bununla birlikte hala adenomun

kansere degisimini 6ngdren belirtegler yetersizdir.

Ghrelin, GHS-R (biiyime hormonu salgilatici reseptdr) {iizerinden hiicre
proliferasyonu basta olmak {iizere birgok fizyolojik olayda rol oynar (1). Hiicre
proliferasyonuna yol actifi icin tiimor olusumuna etkisi ¢esitli calismalarla
aragtirtlmistir.  Ghrelin’in pankreatik adenokarsinoma ve pankreatik endokrin
tiimdrler (2) basta olmak iizere gastrointestinal sistem (GIS) néroendokrin tiimorleri
(NET) (3,4), mide ve mukoepidermoid tiikriik bezi tiimorlerinde (5) varligi
immiinhistokimyasal (IHC) olarak gosterilmistir. Ayni zamanda tiroid (6), prostat (7)
gibi GIS disinda yerlesmis tiimorlerde de ghrelin varligi tespit edilmistir. Bu
caligmalarin 15181nda kolonda neoplastik-neoplastik olmayan lezyonlarin ayriminda

ghrelin ile boyanmanin 6zellik tasiy1p tasimadigin arastirdik.

P53 kolon karsinogenezinde, adenomdan karsinoma doniisiimiin ge¢ sathasinda yer

alan bir tiimor supresdr gendir. P53 geninin inaktivasyonu kolorektal kanserlerin



(KRK) %49-70’inde olusmaktadir (8) Meme, kolorektal, gastrik, endometrial
karsinomlar, lenfomalar, losemiler gibi kanser tiirlerinde p53’iin  asir1

ekspresyonunun prognostik dnemi oldugu gosterilmistir(9,10,11,12).

Calismamizda hiicre proliferasyonunda rol oynadigi bilinen ghrelin’in kolon
poliplerinin proliferasyonu ve malignite 6zelligi kazanmasindaki olasi dnemini
arastirmay1 amacladik. Ayrica kolon karsinogenezinde 6nemli rol oynadigi bilinen
P53, bagimsiz bir proliferasyon gostergesi oldugu icin kanserli, polipli dokularda ve

normal mukozada boyanma 6zelliklerini arastirdik ve ghrelin ile karsilastirdik.



GENEL BILGILER

GHRELIN

Ghrelin ilk olarak mideden izole edilmis 28 aminoasitlik bir peptiddir. Agirlikli
olarak mide fundusundan salinmaktadir. Daha az olarak mideden kolona kadar tiim
gastrointestinal kanal, hipofiz, bdbrek, akciger, testis, pankreas, lokositler,
hipotalamus ve eser miktarda adrenal bez, adipositler, safra kesesi, iskelet kasi, cilt,
dalak, myokard, karaciger, prostat ve overde tespit edilmistir (13,14). Ghrelin gida ve
kilo alimmi uyarir, hipofizden Growth hormon (GH) salimimin etkiler. Hiicre
proliferasyonu gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol oynar. Gegmiste GH sekresyonunun
GH sentezini ve salimimini uyaran GH-releasing hormon (GHRH) ile baskilayan
somatostatin olmak tizere iki peptid tarafindan kontrol edildigi diisiiniilmekteydi.
1996°da sigan midesinde, GHRH reseptoriinden ayr1 ve GH salinimini etkileyen, bir
peptid ile baglandiginda GH sekresyonuna sebep olan bir baska reseptor daha
tanimlandi: GH sekretagog reseptdr (GHS-R) (15). Bu reseptdriin endojen ligandini
tanimlamak i¢in yapilan ¢esitli caligmalardan sonra 1999 yilinda, mide doku
ekstrelerinde, GHS-R’e yiiksek afinitede baglanma kapasitesine sahip, GH salinimini
GHRH ile karsilastirilabilir hassaslikta uyaran bir peptid elde edilerek ‘’biiyiime’’
anlamina gelen *’ghre’’ kokiinden tiireyen ghrelin adi verildi (16). Ghrelin aym
zamanda GH salinimini artiran peptid anlamina da gelmektedir ve GHS-R iizerinden
etki gosterdigi i¢in bu reseptore ghrelin reseptorii de denebilir (16, 17). Ghrelin GH
salmmmint GHRH’dan farkli bir yol ile uyarir (Sekil 1) (18). GHRH, GHRH

reseptorii lizerine ikincil mesajc1 olarak gorev yapan intraseliiler CAMP’yi artirarak



etki gosterir. Ghrelin ise GHS-R’iinii aktive ederek inositol 1,4,5-trifosfat ve protein
kinaz C sinyal transdiiksiyonu ile intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunu artirarak

etki eder (Sekil 1) (16, 19) .

GH sentezi

Sekil 1. GHS-R’iin somatotrop hiicrelerdeki sinyal iletim yolu (18).
(SS:Somatostatin, SS-R:Somatostatin reseptorii, PKC:Fosfokinaz C, DAG:Diagil
gliserol, IP3:Inozitol trifosfat, PLC:Fosfolipaz C, PIP2:Fosfoinozitol difosfat,
G:Ghrelin, GH: Growth hormon, GHS-R:Growth hormon sekretagog(salgilatici)
reseptér, GHRH-R: Growth hormon releasing(salgilatici) hormon reseptorii,

P:Fosfat, ER:Endoplazmik retikulum)

Ghrelin diger proteinlerden farkli olarak bir post-translasyonel modifikasyona ugrar.
Molekiiler yapisinda N terminalindeki 3. aminoasit olan Serin aminoasitinin
hidroksil grubunun hidrojeni, bir hidrofobik parca, C7TH15CO ile yer degistirmistir.
Yani Serin aminoasitinin hidroksil gurubu oktaniledir. Baska hicbir dogal peptidin
bu acil gurubunda post-translasyonel modifikasyona sahip oldugu gosterilmemistir.
Bu modifikasyon, peptidin GH salgilatict biyolojik aktivitesi i¢in temeldir (16) ve
ghrelin’in N terminalinde hidrofobiklik olusturdugu, bdylece molekiiliin daha



kolaylikla beyin dokusuna gecerek hipofiz/hipotalamusta etkisini gdsterdigi
diistiniilmektedir (Sekil 2) (20).

n-oktanile modifikasyon

Sekil 2. Rat Ghrelin’in Yapisi.3.aa olan Serine oktanoik asit ile agillenmistir (18)

Ghrelin’in mide ve plazmada bulunan iki ana formu vardir. Bunlar oktanoil modifiye
ghrelin ve variantlar1 olan desagil (veya desoktanile) ghrelin ve des-glutamin

ghrelin’dir (Sekil 3) (21).

a)Des-oktanile Ghrelin: In vivo olarak insanlarda ve ratlarda GH salinimini
uyaramaz (18). Ghrelin’in aktivitesi i¢in temel olan Serin aminoasiti oktanoik asite
sahip olmadigi i¢in GHS-R bulunduran hiicreleri aktive etme yetenegi yoktur ¢ilinkii

beyin dokusuna transmembran difiizyon ile gecer (18, 22).

b)Des-Glutamin14-Ghrelin: Bir glutamin aminoasiti eksikligi disinda (Glnl4)

ghrelin’e benzer. Bu izoform ratlarda GH salinimin1 ghrelin’inki ile ayni yolla uyarir

(18).
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Sekil 3. Alternatif kesimden kaynaklanan degisik Ghrelin tiirleri (18)

Ghrelin geni kromozom 3’te (3p25-26) lokalizedir (sekil 4). insan cDNA’s1, 117 aa
uzunlugunda olan prepro-ghrelin kodlar. Prepro-ghrelin bir 23 aa.lik sinyal peptid ve
94 aa.lik pro-ghrelin igerir. Pro-ghrelin de 28 aa.lik olgun ghrelini ve bir 66 aa.lik
kuyruk igerir (16). Ghrelin’in ilk 4. veya 5. parcasi (Gly-Ser-Ser(n-oktanile)-Phe-

Leu) in vitro kalsiyum mobilizasyonu i¢in yeterlidir (23).
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Sekil 4. Insan Ghrelin’inin gen ve protein yapis1 (18)

Ghrelin’in doku dagilimi:

Ghrelin’in en ¢ok bulundugu doku midedir. Mide fundusunda submukozal tabakada
yer alan Ozellesmis enterokromaffin hiicre tiplerinden sentez edilir ve salinir (24).
Bu hiicreler midedeki endokrin hiicrelerin %20’sini olusturur (18).

Hipotalamus

Hipotalamik Ghrelin
—

[
S8 \ GHRH '
On hipofiz bezi -

GH Mide Ghrelini

(Dolasima salinan)

/ {100-120 fmol ghrelin ml™)
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o e
NN GH?

Periferal hedef dokular (6r:Prostat)

Sekil 5. GH/IGF aksinin Ghrelin bagimli GH salinimu ile iliskisi (25). (IGF:insiilin
benzeri growth faktdr, IGFBP:insiilin benzeri growth faktdr baglayici proteinler,
SS:Somatostatin, GH:Growth hormon, GHRH:Growth hormon salgilatici hormon)



Midede bulunan ghrelin hiicreleri yuvarlak veya ovoiddirler. Liimenle temas halinde
degildirler, kapillere yakin yerlesirler. Cogu sindirim peptidlerinin aksine, ghrelin
gastrointestinal sisteme (GIS) smirli degildir (Sekil 5). Salgilanan ghrelin lamina
propriadaki zengin kapiller dolasim ile kana karisip endokrin etki gosterir. Alt
GIS’de ise iki tip ghrelin hiicresi vardir. Birinci tip hiicrelerin midedekilere benzer
sekilde liimenle iliskisi yoktur ve kapali hiicreler olarak isimlendirilirler, diger tip

hiicreler ise agik tip hiicrelerdir ve liimenle iligkileri vardir (18).

Total gastrektomi plazma ghrelin konsantrasyonunu %65 azaltir (25). Bu bulgu
ghrelin’in ¢ogunlukla GIS’de, Ozellikle mideden sentez edilip salindiginin bir
gostergesidir. Ghrelin mRNA ekspresyonu normal insan dokularinda degisen

derecelerde gorliir.

Ghrelin peptidinin hipofiz, immiin hiicreler (26) , akciger, plasenta (26), overde,
testis ve bobrekte eksprese oldugu belirlenmistir (16). Bu nedenle enerji dengesinin
saglanmast diginda onemli fizyolojik rollerinin de olabilecegi diisiiniilmektedir.
Hipofizde Ghrelin proteininin immiinhistokimyal yontemle boyandigi bdlgeler
prolaktin (PRL), GH, tiroid stimule eden hormon (TSH) salgilayan hiicrelerle ayni,
fakat adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve gonadotrop salgilayan hiicrelerle farkli
lokalizasyonda bulundugunu gostermistir. GHS-R ekspresyonu da baslica
hipotalamus ve hipofizde olmak iizere insan beyni,bdbrek ve prostati igeren bir¢ok

dokuda tanimlanmistir (16)

Ghrelin’in fizyvolojik etkileri

Ghrelin santral sinir sisteminde c¢ok diisiik diizeyde bulunur. Ghrelin salgilayan
hiicrelerin hipotalamik arkuat niikleustaki sirli bir alanda lokalize oldugu

gosterilmistir (16).

Ghrelin hipofiz hiicrelerinden GH salinnmin1 doz bagimli olarak uyarir (16).
Insanlarda ghrelin’in intravenéz (iv) enjeksiyonunu takiben (12 nmol/kg) GH
cevabinin GHRH unkine benzer seviyede oldugu, bununla birlikte en yiiksek uyarici

etkisinin GHRH’unkine kiyasla 2-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (25,26)

Anestezi verilmis ratlara, iv ghrelin enjekte edildiginde, yaklasik 5-12. dakikada GH
salimim pikleri gézlenir ve 1 saat sonra bazal seviyelere doner (Bazal seviye 12.0+/-

5.4 ng/ml iken, ghrelin enjeksiyonu sonrast 129.7+/-11.3 ng/ml) (25). Saglikli



insanlarda da 0,2 mg/kg dozunda intravendz ghrelin enjeksiyonunun doza bagiml
olarak GH salinimini uyardig1 tespit edilmistir (27). Ghrelin’in intraserebrovaskiiler
(icv) enjeksiyonu da ayrica GH salinimini stimule eder (25). 10 pmol kadar ghrelinin
icv verildiginde bile GH salgilatabilmesi, icv ghrelin enjeksiyonunun, iv
enjeksiyondan ¢ok daha giiclii oldugunu belirtir. Bu dlglimler ghrelin’in bir GH
salgilatic1 peptid oldugunu dogrular. Ayrica ghrelin ve GHRH’un birlikte verilmesi,
GH salimmm iizerinde sinerjistik etkilidir (25). Saglikli erkeklerde yapilan bir
calismada ise iv verilen ghrelin’in yiiksek konsantrasyonlarda spesivitesinin
kayboldugu ve GH yaninda ACTH, Kortizol, PRL seviyelerini de artirdig1
gosterilmistir (26).

Memelilerde ghrelin giiclii oreksijenik (istah artiric1) bir molekiildiir ve bu etkiler GH

salgilatic1 etkisinden bagimsizdir (28).

Ghrelin protein sentezini ve karbonhidrat kullanimin artirir, yag kullanimini azaltir.
Boylece enerji kazanilmasi ve depo edilmesi saglanir. Saglikli insanlarda iv ghrelin

uygulamasi enerji alinimin1 % 24,1- % 31,9 oraninda artirmaktadir (29).

Ayrica ghrelin leptin’in dogal bir antagonisti olarak davranir. Plazma ghrelin diizeyi
viicut kitle indeksi ile ters orantilidir. Pozitif enerji dengesi durumunda down

regililasyona, negatif enerji dengesi durumunda upregiilasyona ugrar (30,31).

Farelerde de siirekli icv ghrelin uygulamasi besin alimini artirmakta ve kilo alimina
neden olmaktadir (32). Bu veriler ghrelin’in periferik oreksijenik ve adipojenik bir

peptid olmasini dogrular .

Ghrelin kardiyovaskiiler sistem iizerinde de ciddi etkilere sahiptir. Intravendz ghrelin
enjeksiyonu ile kalp hizi degismeden ortalama arter basinci belirgin olarak azalmakta
ve kardiyak output artmaktadir (33). Ug haftalik diizenli Ghrelin uygulamas: ile sol
ventrikiil disfonksiyonu iyilesmekte ve plazma GH ve IGF-1 seviyesi artmaktadir.
Kronik kalp yetmezlikli farelerde yapilan calisma ile kardiyak remodeling ve
kardiyak kaseksiyi yavaslattigi gosterilmistir (34). Ghrelin’in etkileri tablo 1°de
gosterilmigtir (Tablo 1).



Ghrelin saliniminin diizenlenmesi:

Plazma ghrelin konsantrasyonu beslenme sirasinda artar, besin alimi sonrasi azalir
(26). Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesinde hangi faktorlerin yer aldigi acik
degildir. Fakat kan glukoz seviyesinin 6nemli olabilecegi bildirilmistir. Glukozun
oral veya iv verilmesi plazma ghrelin konsantrasyonunu azaltir. Su alim1 veya tek
basina gastrik dilatasyon ghrelin seviyesini etkilemez. Plazma ghrelin
konsantrasyonu yagli yemek sonrasi azalir ve diislik proteinli yemek ile artar. Obes
kisilerde diisiik, zayif kisilerde yiiksek seviyede bulunur. Anorexia nervosa’da ve
blumia nervosa’da oldukca yliksek seyrederken hastaligin iyilesmesi ile normale

dondiigi gosterilmistir (25).

Tablo 1. Ghrelin ve GHS’larinin etkileri*

e GH salinimin artirir

e ACTH ve Kortizol salinimini artirir
e PRL salmimini artirir

e Istahi artirir

e Karbonhidrat metabolizmasini artirir
e (Gastrik motiliteyi artirir

e Uykuyu artirir

e Kalpte inotropik etkiyi artirir

e Vazodilatasyonu artirir

e Hiicre proliferasyonunu artirir

e Isiregiilasyonunu artirir

o Kemikte kalsitropik etkisi vardir®*

e Immiin sistem modiilatoridiir***

*GHS:Growth hormon secretagog (salgilatici)
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* *Direk etkisi ve GH araciligi ile pozitif etkisi vardir(35), ***(36) .

Kanserde GH aksi:

GH aks1 normal biiyiime ve doku farklilagmasini diizenler. GH aks hormonlarinin ve
peptidlerinin direk veya indirek (doku mediatorii IGF-1 yoluyla) olarak neoplastik
doku biiylimesine katkida bulundugu gosterilmistir. IGF’ler kanser hiicreleri igin
giiclii mitojenlerdir ve kismen hiicre siklusunu hizlandirarak ve apopitozisi
baskilayarak etki gosterirler. Yapilan ¢alismalarda GH ve IGF aksi ve malignansi
insidansi arasinda pozitif bir iligki saptanmistir (37). Hormon bagimli tiimor hiicre ve
dokularinda (6zellikle meme, endometrium ve prostat kanseri) GH/IGF-1 aksinin
otokrin ve parakrin rolleri incelenmis, premenapozal kadinda meme kanseri (38) ve
erkekte prostat kanseri gelismesi (26) ile dolasan IGF-1 seviyeleri arasinda giiclii bir
iligki ortaya konmustur. GH, mRNA ve protein seviyesinde prostatik kanser
hiicrelerinde eksprese olur (26). GH reseptor proteini insan prostat timor asinusunun

epitel hiicrelerinde gosterilmistir (39).

GHRH geninin ¢esitli dokularda ekspresyonu, somatotrop hipofiz tiimorlerinin
(adenoma) agresif davranisi ile iligkilendirilmistir (40). Akromegalili hastalarda basta
meme ve kolon olmak {izere malignite insidansinda 6nemli artiglar tespit edilmistir
(41,42). Akromegalili hastalarda goriilen KRK’ler genel populasyonda goriilene gore
daha agresif ve metastatik fenotipte goriilmektedir (43).

Kanserde Ghrelin ve GHS-R:

Glinlimiizde Ghrelin/GHS-R aksinin kanserdeki roliinii destekleyen bir¢ok caligma
vardir. GHS-R 1a ve 1b izoformlarinin somatotrop, mammosomatotrop, laktotrop ve
kortikotrop adenomlarda birlikte eksprese edildigi gosterilmis (44). Ghrelin normal
ve adenomatdz hipofiz dokusunda mRNA ve protein seviyesinde eksprese olmasi
ghrelinin hem normal hem kanserli hipofiz bezinde GH saliniminda modiilator role
sahip olabilecegini gosterir. Insan hipofiz adenomunda ghrelin ve GHS-R’iin birlikte
ekspresyonu, bu adenomlarda {retilen Ghrelin’in GHS-R gelisimine katkida
bulundugunu diistindiirmektedir. GHS-R mRNA ekspresyonunun bazi somatotrop
tiimdrlerde normal dokudan 200 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu bulgu
GHS-R’1in tiimdrogenezde bir baslatict faktdr olabilecegini diisiindiirmektedir (26).
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GHS-R mRNA ekspresyonu ektopik ACTH salgilayan timik, pankreatik ve bronsial
karsinoid Orneklerinde saptanmistir (26). Ghrelin ve GHS-R ayrica hipofiz
adenomlari, néroendokrin tiimorler, tiroid ve meduller tiroid kanserleri, pankreasin
ve akcigerin endokrin tiimoérleri, meme, gastrointestinal sistem (GIS), prostat,
serviks, over tiimorlerinde de saptanmistir (18). Ghrelinin hem RNA hem protein
seviyesinde gastrik ve intestinal karsinoid dokularinda bulundugu tespit edilmistir
(45). Ayrica THC yontemle duodenum, gastrik, ince barsak ve rektal tiimorlerde
arastirtlmis ve bu dokularda da protein ekspresyonu saptanmistir (46). Ghrelin
gastrik ve Ozefagus epitelinde de bakilmis ve IHC yontemle eksprese oldugu

bulunmustur (47).
POLIP KANSER ILISKiSi

Gastrointestinal polipler barsak liimenine dogru biiyliyen, anormal hiicre
proliferasyonu sonucu olusmus kitle lezyonlaridir. Sapli, sapsiz olmalarina,
biiyiikliiklerine, gastrointestinal kanaldaki sayilarina gore karakterize edilirler.
Genellikle asemptomatiktir fakat daha az siklikla kanama, karin agris1 veya nadiren
obtruksiyon bulgularina sebep olabilirler. Cogu benign olmasina karsin poliplerle
ilgili en biiyilk sorun malignlesme potansiyelleridir. Kolon kanserlerinin biiyiik
kisminin, daha oOnceden benign olan adenomatéz polip zemininden gelistigi

bilinmektedir.

Kolon polipleri neoplastik ve non-neoplastik olmak iizere iki major grupta

incelenirler (Tablo2).
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Tablo 2. Kolorektal poliplerin siniflamasi

Neoplastik
Mukozal Polipler

1.Benign(adenoma)
-Serrated(gentikli) adenom
-Tiibiiler adenom
-Tiibiilovill6z adenom
-Vill6z adenom
2. Malign(karsinoma)
o Noninvaziv

- Karsinoma in situ

- Intramukozal

° Invaziv

Non-neoplastik

mukozal Polipler

-Hiperplastik

-Mukozal polipler (polipoid
goriinimde normal mukoza)
-Juvenil

-Peutz-Jeghers

-Inflamatuar

Submukozal Lezyvonlar*

-Kolitis sistika profunda
-Pndmatozis sistoides
intestinalis

-Lenfoid polip

-Lipoma

-Karsinoid

-Metastatik neoplazmlar

-Diger lezyonlar

*Submukozal lezyonlar aslinda polip olmasalar da tstlerindeki mukozaya polipoid

goriiniim kazandirdiklart i¢in tabloda yer almaktadirlar.

Neoplastik mukozal polipler

Adenomatd6z polipler epitel dokunun benign tiimoérleridir. Pedinkiil (sapli) veya sesil

(sapsiz) olabilirler. Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii (apopitozis) yolaklari

seyrinde normal isleyisin bozulmast sonucu olusurlar. Adenomatdz poliplerin

malignite potansiyeli, poliplerin histolojik tipi, blyiikligl, displazi derecesi ile

koreledir (Tablo 3). Bu {i¢ kriter birbirinden bagimsizdir. Adenomlar biiyiikliiklerine

gore li¢ grupta incelenirler:
1) <lcm,
2) 1-2cm

3)>2cm
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Otopsi serilerinde adenomlarin yalnizca %13-16’sinin  lem’den biiylik oldugu
bulunmustur. Semptomatik ve/veya yiiksek kanser riskli hastalara yapilan cerrahi ve

kolonoskopik islemler sonucunda bu oran %26-40 olarak bildirilmistir (48).

Adenomlarin neoplastik 6zelligi bez yapisinin histolojik degerlendirmesi ile ortaya
cikar. Histolojik olarak predominant olan bez yapisi temel alinarak tiibiiler,
tibiilovilloz, villoz olarak siniflandirilirlar. Tiibiiler adenomda bezlerin en az % 80’1
dallanarak tiibiiler ag olusturur, en sik rastlanan subgruptur (%80-86), genelde
kiigiiktiirler ve hafif displazi igerirler. Villoz tipte ise bezlerin en az %80’ parmak
seklinde ¢ikintilar gdsteren villoz yapidadir. Genellikle daha biiylik adenomlarda
goriiliir ve agir displazi ile iliskilidir. Tiibililovilloz adenomlar her iki tipin karisimidir

(48).

Adenomlar ve karsinomlarda hiicresel displazi ortak bulgudur. Adenomlar histolojik
ve yapisal bulgularina gore hafif, orta, siddetli olarak {i¢ kategoride degerlendirilir.
Son zamanlarda kolorektal adenomlardaki displazi siklikla daha pratik olarak low-
grade ve high-grade olarak smiflanir. Low grade displazi, hafif ve orta siddette
displaziyi, high grade displazi ise siddetli displazi ve karsinoma in situyu kapsar.
Boyutlar1 daha biiyiik olan, villoz yapilanmasi daha fazla olan adenomlarda siddetli
displazi goriilme sikligi daha yiiksektir. Ayrica siddetli displazi olan adenomlarda
invaziv kansere ait odaklar daha ¢ok bulunur. Histolojik tipin adenom biiytlikliigii ve

displazi derecesi ile iliskisi tablo 3’de gosterilmistir (48)

Tablo 3. Nispi adenom frekansi: Histolojik tipin adenom biiyiikliigii ve displazi

derecesi ile iligkisi

Adenom Biiyiikligii % Displazi Derecesi %
Adenom Tipi <lem | 1-2cm |>2cm | Hafif | Orta Agir
Tiibiiler 77 20 4 88 8 4
Tubilovilloz 25 |47 |29 |8 |26 |16
Villoz

14 26 60 41 38 21
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Adenom prevalansi diisiik olan iilkelerde bile adenom biiyiikliigii yas ile artar. Ayrica
biiyiik adenomlar distal kolonda daha sik goriiliirler (48). Cogu adenom splenik
fleksuranin distalinde ortaya ¢iktig1 halde yaklasik %40°1 proksimal kolonda saptanir
(49).

Kolonda adenom prevalansi, kolon kanser prevalansina paraleldir. Biiylik boyuttaki
adenomlar ile kolon kanserlerinin lokalizasyonlar1 da benzerdir. Adenomatdz polip

prevalansi 4 major faktore baglidir:
1-Topluluktaki kolon kanser kalitim prevalansi
2-Yas

3-Cinsiyet

4-Kolon kanseri aile hikayesi

Distik riskli populasyonlardaki adenom prevalanst %12°den diisiiktiir. Orta riskli
topluluklarda ise bu oran %50-60’a kadar ¢ikabilir. 40-49 yas aras1 asemptomatik
bireylerin kolonoskopik taramasinda %8.7 tiibiiler adenom, %3.5 AAP (adenoma
with advanced patology) ve kanser saptanmistir. Kolonoskopik taramalarda ayni
yastaki kadinlar ile karsilastirildiginda erkeklerin 1.5 kat daha yiiksek adenom riski
tagidig1 ortaya konmustur. Akromegalisi olan, iireterosigmoidoskopi yapilmis olan ve
streptokokkus bovis bakteremisi olan hastalar adenomatdz polip gelisimine daha
yatkindirlar. Serum kolesterol diizeyleri, skin tag bulunmasi, meme kanseri
bulunmasi ve kolesistektomi yapilmasi ile adenomatdz polip olusmasi arasinda bir

iliski bulunamamaistir (48).

Adenomlar kolon kanser prekiirsorii olduklart i¢in polipektomi ile ¢ikarilirlar ve bu
islem ile kolon kanseri insidansinda belirgin azalma saptandigi bildirilmistir (49).
Kolonoskopi ile saptanan kiigiik (<lcm) ve tiibiiler adenom yapisindaki poliplerde
kanser insidansinda artis olmadigi kabul edilir. Biiyiikk ve villoz yapilar iceren

adenomlarda kanser riski artar (48).
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Normal kolon Riskli mukoza Adenomlar Karsinom

Mukoza Vi S Tt e Wl ,-_3:'5 ey "f'r_.l".'-f::fy !
Submukoza HE e — o a o - o L
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Kanser baskilayici Metilasyon anormallikleri Proto- Ek kanser Ek kanser
genlerin kalitsal veya ~ Normal alel inaktivasyon onkogen baskilayict baskilayici genlerin
somatik mutasyonlar1  (ikinci vurus) mutasyonu genlerin homozigot kayb1
(Birinci vurus) homozigot kayb1
5g21°’de APC APC 12p12°de k-ras 17p13°de p53 Birgok genler
Mismatch tamir genleri B-Katenin 18q21°’de LOH

Sekil 6. Erken-intermediate-Ge¢ adenom-Karsinoma ‘ya doniisiim (48).

(APC: Adenomatozis polipozis koli, LOH:Loss of heterozygosity (heterozigotlugun
kayb1) )

ADENOM KARSINOM DONUSUMU

Adenom-karsinom doniisiimii olarak adlandirilan tiimorogenezin genellikle ¢ok
basamakli bir siire¢ olduguna inanilmakla birlikte, tiimdr baglangict (adenom
olusumu); tiimdr progresyonu (adenomdan karsinoma ilerleyis) olmak iizere iki
kisimda incelenir (Sekil 6). Adenomdan karsinomaya progresyon bir kisim

molekiiler genetik degisimlerin birikimi sonucunda olur (50).
Bu molekiiler degisimler 3 sinifta incelenebilir:
1-Onkogenlerin aktivasyonu

2-Tiimor supresor genlerin inaktivasyonu

3-DNA mismatch tamirinde rol alan stabilite (kararli durum) genlerinde anormallik

(43)

Onkogenler ¢ogunlukla proto-onkogen adini verdigimiz normal hiicresel genlerin
mutant alelleri olmakla birlikte, telomerazlar1 kodlayan veya apopitozisi bloke eden

genler de olabilirler. Proliferasyonu uyarma, tlimdriin kanlanmasini artirma ve
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apopitozisi  engelleme  gibi  mekanizmalarla ~ malign  transformasyonu
gerceklestirmektedirler ve proto-onkogenin sadece bir alelinde mutasyon olmasi

hiicrenin fonksiyon kaybi1 icin yeterlidir (50).

Normal hiicre siklusunda timor supresor genler onkogenleri dengeler. Timor
supresor genler hiicre biiylimesini diizenleyerek timor gelisimini engelleyen
genlerdir. Genin her iki alelinde kayip veya hasar oldugu zaman, timor supresor gen
islev goéremez ve hiicre biiyltimesi kontrol edilemez (51). Tiimor supresor genler tablo

4’te gosterilmistir.

Hiicre boliinmesi sirasinda spontan ya da cevresel etkilerle birgok DNA hasari
olusur. Cogu replikasyon hatalart da DNA polimerazin 3°, 5’ ekzoniikleaz aktivitesi
ile hemen diizeltilir. Bu onarimdan kagan hatalar ise mismatch repair (MMR) (DNA
tamir genleri) denilen bir sistem yolu ile onarilir. DNA tamir genleri, 1s1n ve
mutajenik kimyasallarin sebep oldugu DNA hasarmin tamirinden ve hiicrenin
genomik yapisinin kontroliinden sorumludur. Bu genlerin disfonksiyonu hiicrede
mutasyonlarin birikmesine neden olur (50). Herediter non polipozis kolorektal kanser
(HNPKK) ailelerinde MMR’ ye ait olan gen mutasyonlar1 %80, sporadik kanserlerde

%12-15 oraninda saptanmastir.

Sporadik ve kalitsal kolon neoplazmlarinda bir takim molekiiler genetik degisimler

saptanmigtir. Bu genetik degisimler belirgin iki yolu igerir (50):

1)Cogu kolon kanserinde birinci yoldaki genetik degisimler olarak 5q kromozomu
tizerindeki APC geni delesyonu, K-ras protoonkogeninin nokta mutasyonu, DCC
(deleted in kolon kanser geni) kayb1 ve 17 q kromozomu iizerindeki p53 geninin

kayb1 bulunmaktadir (Sekil 7) (52).

2)DNA replikasyon hatalar1 (hipermetilasyon gibi), mikrosatellite instabilite,
somatik mutasyonlardan olan mismatch tamir genlerindeki mutasyonlar ise ikinci

yolda yer alir (Sekil 8).
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Normal Hiperproliferatif '
epitel epitel Adenom Karsinom
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Sekil 7. Genetik alterasyonlarin birikimi (48). (APC:Adenomatozis polipozis koli,
DCC:Deleted in kolon kanser geni)

Sporadik KRK’in biiyiik boliimiinde APC mutasyonlari bulunur. Tiimorogenezde
mutasyonlarin baglamasi cogunlukla APC tiimor supresodr gen lokusunda (5q21-22)
gerceklesir. Adenomlarin %10°u, siddetli displazi gosteren adenomlarin %50’si bu
degisikligi igerir (49). Timor olusabilmesi icin APC tiimdr supresdr geninin iki alel
kopyasinin da inaktive olmasi gerekir ve bu inaktivasyon Knudsen’in ¢ift vurus
teorisi olarak bilinir. Adenomadaki diizensiz ¢ogalma siirecinde Once cogalan
hiicreler kript ylizeyine tasinir. Boliinme arttikga kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler kript
derinlerine de girer. Histopatolojik seviyede en erken saptanabilen tiimdr, aberran
kript odagi olabilir. K-ras geni kolon kanser patogenezinde rol alan bir proto-
onkogendir (50). Onikinci kromozomun kisa kolunda yerlesir. Sitoplazma zarinin
icinden efektor molekiillere sinyal iletimini saglayan intrensek GTP-az aktivitesine
sahip bir protein kodlar. Hiicre biiyiimesini ve bdliinmesini uyaran herhangi bir dis
uyar1 ile K-ras geni GTP’ye baglanir ve aktif hale gecerek uyariy1 hiicre i¢i ileti
yollarina aktararak hiicre biiyiime ve boliinmesinde fizyolojik rol oynar. K-ras

mutasyonu ile  GTP-az aktivitesi ortadan kalkar ve hiicre proliferasyonu
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diizensizlesir(53). Kanserlerin %40’inda K-Ras’1 inaktive eden mutasyonlar bulunur

(49). KRK gelisiminden sorumlu genler arasinda yer alan p53 geninin inaktivasyonu

ise KRK’in %49-70’inde olusmaktadir (8).

Tablo 4. Tiimor supresor genler

Gen Lokusu Hugresel Hareketi Organ' veya doku orjinleri
yer1 veya tumor
RB . Hiicre s.1k.1u51.m.u ve Goz,kemik,meme,dzefagus,
. 13ql14 niikleus gen aktivitesini .. .
(retinoblastoma) N prostat,mesane,bobrek,serviks
diizenler
Meme.kolon,mesane,over,
Hiicre siklusunu ve | beyin,testis,yumusak doku,
P53 17p13.1 niikleus gen aktivitesini mesane,bobrek,deri,kan,
diizenler akciger,pankreas,mide,
Ozefagus,karaciger,prostat
DCC(deleted in Hiicre Hucre adezyonu ve Kolgn,mlde,aglz,osefagus,
. [18qg21.3 sinyal uterin,kan,testis,prostat,
kolon kanser) geni membrant .y
transdiiksiyonu pankreas
APC(adenomatozis . Mikrotiibiil Kolon,akciger,mide,6zefagus,
N . . 15q21 sitozol . e <
polipozis koli) geni yonetimi ag1z,meme,over,prostat
MCC(mutated in .o .
. e Kolon,akciger,mide,meme,
colorectal cancer ) |5q21 sitozol bilinmiyor R
. Ozefagus,over,prostat
geni
WT-1(wilms . Gen aktivitesini Bobrek,mesane,goz,

. . 11q13 niikleus ) 2
tiimor) geni diizenler yumusak doku,akciger,over
NF-1 .

(nérofibramatozis) | 17q11 CMiligkili | P21 (ras) sinyal Sinir,kemik,deri
geni yolunu diizenler
NF-2 22ql12 CM-iligkili | bilinmiyor Sinir,kolon,meme,deri

. SSS,g6z,meme,akciger,
VHL(Von hippel- |5 5 CMuiliskili | bilinmiyor bobrek,over,deri,yumusak
lindau)

doku

MST-1(multiple CDK inhibe eder | Deri,0sefagus,pankreas,burun
tumor supressor 1) |9p21-22  |niikleus ve hiicre siklusunu | akciger, mesane, bobrek,
geni diizenler beyin, kan, yumusak doku
BRCA-1(breast . Transkripsiyon
cancer 1)geni 17g21 niikleus Faktorii Meme,yumurtalik,prostat

SSS:santral sinir sistemi,CDK:cyclin-dependent kinaz,CM:sitozol membran (54)
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P53 geni bir transkripsiyon aktivitoridiir. Aktive ettigi genlerin ¢ogu hiicre

biiylimesini inhibe eder ve P53’iin kayb1 oldugunda tiimorler kontrolsiiz ¢ogalirlar.

APC, K-Ras, p53 yolag1 kolon kanseriyle sonu¢lanan bir ¢esit indiiksiyon yolagidir
(Sekil 7).

Bu yolakta birbiri {izerine eklenen mutasyonlar sonucu polipler malign fenotip
kazanirlar ve bu olay genom instabilitesi (kararsizlig1) olarak bilinir (49). Iki bileseni

oldugu ileri siirtilmiistiir (Sekil 8):

1)Kromozomal instabilite: KRK’in %75-80’inde bulunur ve andploidi, kromozomal

materyalin kazanimi ve kaybu, translokasyonlar ile karakterizedir.

2)Mikrozomal instabilite: Baz1 kanserler polipoid displastik asamay1 yasamadan
dogrudan kansere doniisiirler. Mikrosatellite instabilite KRK’in %20-25’inde,
adenomlarin %]15’inde bulunur (55) Mikrozomal instabilite tekrarlayan DNA
sekanslarindaki biiylik degisimler ile karakterizedir ve¢ DNA mismatch onariminda

defekte neden olur (56).

Kolonda adenomdan karsinoma doniisiim ]
Kromozom instabilitesi: Mikrosatellit instabilitesi:

Anormal sayida diploid diploid fakat DNA tamir gen degisikligi

olmayan kromozom sayisi

Sekil 8. Adenomdan karsinoma doniisiimiin etyolojisi (49)

KRK’lerde = DNA metilasyonunda, oOzellikle genlerin promoter bdlgelerinde
hipermetilasyon gibi anormallikler olmas1 genom instabilitesi ile iliskilendirilebilir.
Bu bazi1 timor supresor genlerin inaktivasyonu i¢in major mekanizmadir.
Adenomlarin gelisiminde DPC4 ve DCC mutasyonlari ise ge¢ donemde saptanirlar.

DCC geni (18q) hiicre-hiicre adezyonunu ve hiicre matriks iligkisini diizenler. DCC
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kaybinin APC ve K-ras mutasyonundan sonra olustugu disiiniilmektedir. DCC
mutasyonlarinin  saptanmasi kotii prognoz isaretidir. Karaciger metastazi olan
hastalarin ¢ogunda DCC kaybi olmasi ise DCC’nin, ayn1 zamanda bir metastaz

stipresor gen olarak tanimlanmasina yol agmaktadir (49).
KOLOREKTAL KANSER

KRK'ler kanserle ilgili morbidite ve mortalitenin 6nemli sebebidir. Tiim kanserlerin
yaklasik olarak %12’sini olusturur. Yeni tan1 konulan kanserler i¢ginde prostat, meme
ve akciger (AC) kanserinden sonra 4. sirada gozlenir. KRK erkekte 4. (%0,166) ve
kadinda 3. en sik (%0,147) goriilen kanserdir. 2006 ABD verilerine gore kanserler
icinde AC kanserinden sonra 2. Oliim sebebidir. Gelismis iilkelerde (ABD,
Avusturalya, Yeni Zelanda) sik, gelismekte olan iilkelerde daha az oranda goriiliir.
KRK gelisimini ¢ok sayida demografik faktor etkiler (Tablo 5) (48). Bunlar iginde
diet ile ilgili ¢cok sayida ¢aligma yapilmaktadir. Bati tipi beslenme ile kanser riski
artar. Yiiksek kalorili dietler ve asir1 et tiikketimi, Ozellikle hayvansal yag igeren
dietlerin kanserdeki rolii bir¢ok c¢alismada vurgulanmistir (49). Beslenme-kolon
kanseri gelisme riski ile ilgili muhtemel mekanizmalar, hemolitik aminlerin ve
reaktif oksijen radikallerinin iiretimi, artmis insiilin seviyeleridir (49). Diger ¢evresel
faktorler icinde ise yas, adenom/ karsinom anamnezi, predispozan hastaliklar
(Ulseratif kolit, Crohn hastali1) ve aile hikayesinde polipozis sendromlari veya

kolon kanseri bulunmasi yer alir.

Erken tan1 kondugu zaman KRK’de bes yillik beklenen yasam siiresi %90, gec evre
tiimdrlerde ise %10°dur (48). Farkli populasyonlarin karsilastirildig: ¢alismalarda bol
miktarda meyve, sebze ve bir takim vitaminler ile beslenen toplumlarda KRK
riskinin diisiik oldugu bulunmustur. Lifli besinler intestinal transit zamanini kisaltir,
diyetteki veya lumende olusabilecek karsinojenleri emer. Barsak mikroflorasini
diizenleyerek, limendeki kisa zincirli yag asitlerini arttirip kolon pH’sin1 diisiirerek
kolonda koruyucu etki gosterdikleri bilinmektedir. Yag ve kirmizi etten yogun
diyetle beslenenlerde, yag, bakterilerle yikilir, endojen safra asitleri ve noétral

steroidler serbest kalir.
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Bu maddelerin kolorektal karsinogenezisi uyardig1 digiiniilmektedir. Giinliik 2 gram
kalsiyumun ise kolonda hiicre proliferasyonunu azalttigi ve karsinojenik etki

yapabilen safra ve yag asitlerini bagladigi1 bilinmektedir.

Vaka kontrol ve kohort ¢aligmalarinda aspirin ve diger non-steroid anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAII), apopitozisi indiikleyip, arasidonik asit miktarin1 arttirarak
kolorektal kanser mortalitesini %40-50 azalttiklar1 saptanmistir (48). KRK’li
hastalarda siklooksijenaz-2 (COX-2) enziminin ekspresyonu artmistir ve COX-2
inhibitdrleri kolon kanserlerinde koruyucu etki gostermektedir. Ayrica NSAIl, COX-
2 inhibitorlerinin 6zellikle FAP (Familyal adenomatozis polipozis) hastalarinda polip
gelisimini Onledigi ispatlanmistir (48). Tablo 5’de bu faktorlerin KRK ile iligkisi
ozetlenmektedir. KRK’lerin biiyiik ¢ogunlugu bir adenom zemininde gelisir, az bir

kismi1 dogrudan epitelden kanser olarak baslar.

Biitiin faktorler icinde yas en giiclii risk faktoriidiir ve KRK’ler predominant olarak
gec orta yas ve yasli bireylerin hastaligidir. 50 yastan sonra kanser insidansi belirgin

olarak artar. 40 yasindan once ise yalnizca %2 oraninda ortaya cikarlar (49).

Adenomun biiyiikliigii, histolojik olarak villoz yapilarin olmasi ve high grade
displazi bulunmasi1 malign potansiyeli ile ilgili bagimsiz kriterlerdir. Bu kriterleri
iceren adenomlarda invaziv kanser odaklarina daha sik rastlanir. Kolorektal polipler
ise cogunlukla asemptomatiktirler. Elli yasindan biiyiikk semptomsuz bireylerde
adenom frekansi1 yaklasik %29’dur. Bir polibin KRK’e ilerlemesi en az 5 yil ve
cogunlukla da 10 yildan daha uzun siire aldigr icin polip saptandigi zaman
cikartlmalidir. Polipektomi sonrasinda niiks orami yaklasik %20 olup adenom
biiylikse ve villoz yapilar igeriyorsa bu oran anlamli olarak arttig1 i¢in ¢ikarildiktan
3-6 ay sonra kolonoskopi islemi tekrarlanmali ve hastalar KRK gelisim riskleri

nedeniyle belli araliklarla takip edilmelidirler (48).
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Tablo 5. Kolorektal karsinogenezi potansiyel etkileyen faktorler*®

RISK FAKTORLERI KORUYUCU FAKTORLER
A) Yiiksek ihtimalli risk faktorleri: C)Yiiksek ihtimalli koruyucu faktorler
. Yiiksek oranda yag ve e Bol lifli diyet
diistik lifli diyet o Fiziksel aktivite
o Kirmizi et tiikketimi e Viicut kitle indeksi diistikliigii
o Yas e Aspirin ve diger NSAII**
B)Muhtemel risk faktorleri e Kalsiyum
o Bira tiiketimi (6zellikle rektum e Hormon replasman tedavisi
ca igin) (Ostrojen)
o Diyette selenyum azligi D)Muhtemel koruyucu faktorler
. Cevresel karsinojenler ve e Sebze, karotenden zengin
mutajenler, heterosiklik aminler yiyecekler
e C,E ve D vitamini
e Siklooksijenaz-2 inhibitorleri

*Epidemiyolojik gozlemlere dayali bilgilerdir
** NSAII: non-steroidal anti inflamatuar ila¢

PS3

1970’lerin sonlarinda kesfedilen tiimor supresor geni pS3 (TP53) 17. kromozomun
kisa kolu iizerinde 17p13 bolgesinde yerlesmistir (9). Insan kanserlerinde en sik
(%50-60) mutasyona ugrayan gendir (57-59). Sporadik KRK’lerin ise yaklasik %80-
90’1nda p53 mutasyonu saptanir (60). Hiicre proliferasyonu ve programli hiicre 6lim
mekanizmalar1 arasindaki dinamik denge, tiimor biyolojisini en dogru sekilde

anlamamizi  saglar. Kanser patogenezinde p53°tn  etkinligi  kesinlik
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kazanmamustir.Hiicre siklusunun kontroliinde, programli hiicre 6liimiinde, DNA
sentezi ve tamirinde rol oynadigi disliniilmektedir (61-63). P53 istirahatteki
hiicrelerde tespit edilemeyecek kadar diisiik diizeylerdedir (64). Fakat transforme
hiicrelerde ve aktif olarak prolifere olan transforme olmamis hiicrelerde
saptanabilmektedir. Normal p53 geni (wild tip), genetik hasar tasiyan hiicrelerin
cogalmasini onleyen niikleer bir fosfoproteini kodlar. Bu protein normal hiicrelerin
cekirdeklerinde bulunan 393 aminoasitlik, 4-5 fonksiyonel kisim igeren intraseliiler
yogunlugu diisiik bir fosfoproteindir. Fizyolojik kosullarda P53 proteininin 6-20
dakika gibi kisa bir yar1 dmrii vardir, immiinhistokimya boyama ile saptanamaz ve
normal hiicre boliinmesinde rolii yoktur. Fakat 6zellikle DNA hasari sonrasi hiicresel
seviyeleri ¢cok cabuk yiikselir. DNA {izerinde kendisini taniyan sekanslara baglanir,
hiicre siklusu ve apopitozisi diizenlemede 6nemli rol oynar (63,65). S fazina giris
oncesi normal P53’ilin uyarisi ile G1 (presentetik biiyiime fazi) kontrol noktasinda
hiicre siklusu frenlenir (66,67). Hiicre DNA tamirine gider, eger tamir miimkiin
degilse hiicre apopitozis ile ortadan kaldirilir (63). Bu sekilde wild tip P53 genetik
hasara ugramis hiicrelerin prolifere olmasini1 engelleyerek malign klonlar olusmasini

onler (60).

P53 genindeki fonksiyon kaybi nokta mutasyonu, delesyon, viral veya hiicresel
onkogenler araciligiyla olabilir. Nokta mutasyonlart icinde en sik missense
mutasyonlarina rastlanir. Sonugta P53 proteinin konformasyonu degisir ve kararliligi
artar, hiicre ¢ekirdeginde birikir ve yar1 dmrii 3-6 saate kadar uzar (68). Bu nedenle
normal P53’ten farkli olarak, olusan mutant P53 immiinhistokimyasal yontemle
saptanabilir. Normal p53, DNA’da spesifik bolgelere baglanarak bir transkripsiyon
faktorii olarak etki eder ve hiicre siklusunu durdururken mutant p53 DNA’ya
baglanamaz ve DNA hasarin1 takiben hiicre siklusunu G1 fazinda durduramaz.
Benzer sekilde, delesyon oldugunda P53 ekspresyonunda ve olusan proteinin

fonksiyonunda azalma, kayip olur ve hiicre ¢ogalmasinin kontrolii bozulur (69-71).

Cogalan hiicrelerin c¢ekirdeklerinde mutant P53’lin immiinhistokimyasal boyamasi,
kansere cevabin bir prediktorii olabilir. Bu antijenlerin varligit P53’iin tespiti ile
birlestirildiginde hiicre proliferasyonu hakkinda 6dnemli ek bilgiler saglar.Yapilan bir
calismada P53 mutasyonu ve immiinhistokimya ile gdosterilen p53 proteininin

birikimi arasindaki korelasyon %67 olarak bildirilmistir (9). Kolon, meme, mesane,
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beyin, akciger, uterus gibi pek ¢ok organa ait tiimorde p53 geninde mutasyon
bildirilmistir (9,10,59,72,73). Meme, kolorektal, gastrik, endometrial karsinomlar,
lenfomalar, 16semiler gibi kanser tiirlerinde p53°iin asir1 ekspresyonunun prognostik

Oonemi oldugu gosterilmistir (9-12).

Insan tiimérlerinde P53:

1)Molekiiler analiz (Genetik olarak p53 ekspresyonunun tespitine dayanir)
2)immiinhistokimyasal analiz (Tiimoral dokularda p53 tespitine dayanir)

3)Serolojik analiz (Kanda p53 proteininin tespitine dayanir) ile tespit edilir. En

giivenilir yontem molekiiler analizdir.

DNA hasari DNA hasari

Hipoksi

Mutant hiicreler

01 ares]
]

i Anonitozis geni

Bagarisiz
tamir

Bagsarili tamir

N . ]
i _A ¥
Normal hiicreler

Sekil 9. P53’iin tiimdr patogenezindeki rolii (54)
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HASTALAR VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi’ne bagvuran
hastalarda yapilan kesitsel bir ¢alismadir. Erciyes Universitesi Etik Kurul onay1
alindiktan sonra (etik kurul karar numarasi: 05/391) 26.10.2005 —28.06.07 tarihleri

arasinda gastroenteroloji boliimii ve patoloji boliimii isbirligi ile gerceklestirilmistir.
HASTALAR

Calisma grubu Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi
Gastroenteroloji  Boliimii'nde degerlendirilerek rektoskopi ya da kolonoskopi
endikasyonu koyulan hastalardan olusturuldu. Endoskopik igslem yapilmadan 6nce

hastalar ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek yazili onam formu alindi.

Endoskopik islem sirasinda; endoskopik goriiniimii kolon kanseri ile uyumlu
lezyonlardan ve lezyona yakin normal gériinen mukozadan biyopsiler alinan 25 hasta
1. grup olarak alindi. Benzer sekilde endoskopik islem sirasinda 1 cm’den biiyiik
goriilen poliplerden ve lezyona yakin normal goriinen mukozadan biyopsiler alindi.
Patoloji boliimiinde degerlendirilerek tiibiiler, tiibiilovilloz, villoz adenom tanisi alan
25 hasta 2. grubu olusturdu. Bu tanilar disinda kalan polipli hastalar caligmaya

alinmada.

Calismaya alman hastalarin (1. grup 25, 2.grup 25 hasta olmak {izere toplam 50
hasta) lezyona yakin mukozalarindan alinan biyopsiler (toplam 50 biyopsi) kontrol

grubu olarak kabul edildi.
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YONTEM

Caligmaya almman hastalarda fiberoptik rektosigmoidoskop veya fiberoptik
kolonoskop kullanilarak (Olympus of type 40 L 2401166) endoskopi yapildi.
Lezyonlar goriildiigiinde her lezyondan ve lezyona yakin normal mukozadan doku
ornegi alindi. Ornekler %10 formollii soliisyon iginde patoloji bdliimiine ulagtirildi.
Alman o6rneklerden hazirlanan kesitler hematoksilen-eosin, p53 ve ghrelin antikorlar

kullanilarak immiinhistokimyasal yontemle boyandi.
Immunhistokimyasal BoyamaYéntemi:

Mikrotom cihazinda, endoskopik biyopsilerden hazirlanmis bloklardan 4 mikronluk
kesitler alindi. Pozitif kontrol olarak normal mukozadan alinan biyopsiler kullanildu.
Kesitler etiivde 60°C derecede 1 saat bekletilerek deparafinizasyon saglandi .Ksilol
ve derecesi giderek azalan alkollerden (%99, %96, %70) gecirilerek distile suda
yikandi. Antijen retrieval (geri kazanimi) islemi i¢in kesitler pH 6’da 10 nM sitrat
tampon igerisine konularak mikrodalga firinda 20 dk boyunca 700 watt 1siya tabi
tutuldu. Daha sonra preparatlar 20 dk oda 1sisinda sogumaya birakildi ardindan ayni
islem tekrarlandi. Oda 1sisinda sogutulmus olan preparatlar % 0.3 hidrojen peroksit
ile 10 dk muamele edilerek peroksidaz blokaji yapildi. Kesitler fosfat ile

tamponlanmais salin soliisyonunda (PBS) yikandi.
Ghrelin antikoru ile boyama:

Hazirlanan kesitlere oda sicaklifinda Ghrelin primer antikoru ile 60 dk inkiibasyon
uygulandi. 10 dk PBS’de yikandi. Streptavidin-Biotin immiinperoksidaz boyama i¢in
Biyotinylated anti-mouse ve anti-rabbit immiinglobulin (Linker reagent, sar1
sollisyon) 10 dakika uygulandi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra Streptavidin
peroksidaz konjugati (Tracer reagent, kirmizi soliisyon) ile 10 dakika muamele edilip

tekrar PBS’de yikandi. 10 dakika DAB Kromojen uygulandi ve deiyodinize su ile
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Tablo 6. Immiinhistokimyasal boyama prosediirii

SIRA |ISLEM SURE
1 4 Mikronluk kesitlerin polilizinli lama alinmasi

2 60° C etiv 1 saat
3 Ksilen,oda 1s1s1 15 dk
4 Dehidrasyon,%99’1uk alkol 5dk
5 Dehidrasyon,%96°1ik alkol 5dk
6 Dehidrasyon,%70’lik alkol 5dk
7 Distile suda yikama 5 dk
8 %10 Citrat ile antijen retrieval 20dk
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dk
10 %10 Citrat ile antijen retrieval 20 dk
11 Oda 1s1sinda sogutma 20 dk
12 Distile suda yikama 5 dk
13 %3 Hidrojen Peroksit 10 dk
14 Distile suda yikama 10 dk
15 PBS 10dk
16 Primer antikor 60 dk
17 PBS 10dk
18 Baglayici antikor(biyotinize sekonder antikor) 10 dk
19 PBS 10 dk
20 Label(Streptavidin) 10 dk
21 PBS 10 dk
22 Kromojen(DAB) 10 dk
23 Distile suda yikama 10 dk
24 Mayer Hematoksilen 3-4 dk
25 Distile suda yikama 5dk
26 Rehidrasyon %70 alkol 5dk
27 Rehidrasyon %96 alkol 5dk
28 Rehidrasyon %99 alkol 5dk
29 Ksilen,oda 1s1s1 15 dk
30 Balsam ile kapama
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yikandiktan sonra Mayer hematoksilen ile kontrast boyama uygulandi. Ardindan

yikanan preparatlar balsam damlatilip lamel ile kapatildi.
P53 antikoru ile boyama:

Ayni islemler antijen retrieval asamasinin iki sefer yapilmasi disinda p53 antikor

boyamasi i¢in de tekrarlandi.
DEGERLENDIRME
Histopatolojik degerlendirme ayn1 patoloji uzmani tarafindan yapildi.

*HE ile boyanan preparatlar, 151k mikroskobu ile degerlendirilerek histopatolojik tani

verildi.

*Ghrelin ile boyanmanin degerlendirilmesinde diffiiz sitoplazmik boyanma pozitif

olarak kabul edildi. Diffiiz boyanma olmayanlar negatif olarak degerlendirildi.

*P53 boyanmasi i¢in niikleer boyanma dikkate alindi. Sitoplazmik boyanmalar
nonspesifik olarak kabul edildi. %10’dan daha az olan niikleer boyanmalar negatif ,

%10’dan fazla niikleer boyanma pozitif olarak kabul edildi.
Istatiksel Analizler

Istatiksel degerlendirme igin SPSS 11.0 bilgisayar istatistik programi kullanildi.
Parametrik kosulu saglayan verilerin dagilimi X+sd (ortalama+standart sapma)
olarak tanimlandi. Nicel verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov

testi ile yapild1. iki grup arasindaki farkliliga Student t testi ile bakildi.

Nitel veriler ise % olarak tanimlandi. Gruplar arasindaki iligkinin degerlendirilmesi
icin Ki-kare (X?) testi uygulandi. p<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Tan1
kriteri olarak degiskenlerin sensitivite ve spesivite hesaplamalar1 asagidaki formiile

gore hesaplandi:

Hasta Saglam
Pozitif a (gergek pozitif) b (yalanc1 pozitif)
Negatif ¢ (yalanci nefatif) d (gercek negatif)
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Hassasiyet = Gergek pozitif x 100

Gergek pozitif+ yalanci negatif

Ozgiillik =  Gergek negatif x 100

Gergek negatiftyalanci pozitif
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BULGULAR

Birinci gruptaki olgularin yas ortalamasi 62.8+10 y1l; 2.gruptaki olgularin 58.1+13.6
yil olarak saptandi. Calisma gruplarinin yas ortalamalar1 tablo 7°de goriilmektedir.

Gruplarin yas ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0.05).

Tablo 7. Calisma gruplarinin yas agisindan karsilastirilmasi

Yas ortalamas1 X+sd

1. Grup 62.8 £ 10,1 (52.8-72.8)
2. Grup 58.1+13,6 (44.5-71.7)
t:1.3 p:0.17

Kanserli vakalardan olusan 1. gruptaki toplam 25 olgunun 15 tanesi (%60) erkek, 10
tanesi (%40) kadidi. ikinci grupta ise 17 erkek (%68), 8 kadin (%32) olmak iizere
25 olgu vardi. Calisma gruplarmin cinsiyete gore dagilimi tablo 8’de goriilmektedir.
Gruplarinin cinsiyete gore dagiliminda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi

(p>0.05).

31



Tablo 8. Caligma gruplarinin cinsiyete gére dagilin

Erkek Kadin Toplam
sayl(%) say1 (%) Say1 (%)
1. Grup 15 (60) 10 (40) 25 (100)
2. Grup 17 (68) 8 (32) 25 (100)

X?=0,384 p=0,769

Kolon kanserli hastalarda tiimorlerin %70°1 sol kolonda yerlesmisti ve hepsi iyi
diferansiye adenokanserdi. Kanserli dokulardan hazirlanan 6rneklerin %80°1 Ghrelin
ile boyanirken, %20’sinin boyanmadig1 goriildii. Normal goriilen dokulardan alinan
biyopsilerde ise boyanmayanlarin sayist 19 (%76) idi. Birinci grubu olusturan
hastalarda endoskopik olarak kanserli ve normal goriillen dokulardan alinan
orneklerin Ghrelin ile boyanma o6zellikleri degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p:0,0001). Ghrelin’in kanserli grup i¢in duyarliligit %80,
ozgilligli ise %78 olarak saptandi. Kanserli dokunun ghrelin ile boyanma 6zelligi

tablo 9’da goriilmektedir.

Tablo 9. Kanserli dokularin ghrelin ile boyanmasi

Ghrelin ile Kanserli doku Normal mukoza Toplam
Boyanma Say1 (%) Say1 (%) say1(%)
G () 20 (80) 6 (24) 26 (52)
G () 5 (20) 19 (76) 24 (48)
Toplam* 25 (100) 25 (100) 50 (100)

X? :Fisher exact p:0,0001 *Siitun yiizdeleri esas alinmistir.

Polipli hastalardan olusan 2.grupta poliplerden alinan 6rneklerin %32°si ghrelin ile
boyanmadi, boyanan doku ornekleri ise 17 (%68) idi. Polipli hastalar poliplerin

histopatolojik yapilar1 dikkate alinmaksizin ghrelin ile boyanma 6zelliklerine gore
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degerlendirildiklerinde polip-normal mukoza arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p:0,0001). Polip grubunda Ghrelin’in duyarliligi %68, o6zgilligi %92
olarak hesaplandi. Bu grubun Ghrelin ile boyanma durumu tablo 10’da
goriilmektedir. Poliplerin %66’s1 sol kolonda yerlesmektedir. Ghrelin ile boyanan
poliplerin; %12’si villoz adenom, %16’s1 tiibiilovilloz adenom, %40°’1 tiibiiler
adenomdu (tablo 11). Polipler boyutlarina gore degerlendirildiklerinde villoz
adenomlar ortalama 1,33 cm, tiibiillovilloz adenomlar 1,75 cm, tiibiiler adenomlar 2
cm idi. Grup i¢indeki villoz-tiibiilovilloz-tiibiiler adenom sayilar1 yetersiz oldugu igin

istatistiksel degerlendirme yapilamadi.

Tablo 10. Polipli dokularin ghrelin ile boyanmast

Ghrelin ile boyanma | Polip Normal mukoza Toplam
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
G () 17 (68) 2 (8 19 (38)
G () 8 (32) 23 (92) 31(62)
Toplam 25 (100) 25 (100) 50 (100)
X2 :Fisher exact p:0,0007
Tablo 11. Poliplerin alt gruplarinin ghrelin boyanma 6zellikleri
G ile boyanma(+) G ile boyanma (-) Toplam
Savi1 (% Sav1 (% Sav1 (%
Villoz adenom 3(12) 2(8) 5(20)
Tiibiilovilloz adenom 4 (16) 5(20) 9 (36)
Tiibiiler adenom 10 (40) 1(4) 11 (44)
Toplam 17 (68) 8(32) 25 (100)

Kanser ve polipli gruplarda lezyonlardan alinan biyopsiler ghrelin ile boyanma

acisindan karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Kolon

33




kanseri tanisi alan hastalarin kanserli doku o6rneklerinin 20 (%80) tanesi Ghrelin
antikoru ile boyanirken 5 (%20) tanesi boyanmamisti. Grup 2’de 25 hastanin
poliplerinden hazirlanan kesitlerin ise 17 (%68) tanesi boyanmaktaydi ve 8 (%32)
tanesinde boyanma yoktu. Gruplar arasinda ghrelin ile boyanmasi agisindan

istatistiksel olarak fark bulamadik (p:0.52) (tablo 12)

Tablo 12. Kanserli ve polipli hasta gruplarinin ghrelin ile boyanma 6zellikleri

Ghrelin ile boyanma 1.Grup 2.Grup Toplam

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)

Ghrelin (-) 5 (20) 8 (32) 13 (26)

Ghrelin (+) 20 (80) 17 (68) 37 (74)

Toplam 25 (100) 25 (100) 50 (100)
X%0.26 p:0.52

Ghrelin ile boyanan ve boyanmayan kanserli dokular ile normal mukozanin boyanma

ozellikleri degerlendirildiginde:

* 4 hastada hem kanser hem normal doku (-) boyandi.

* 15 hastada kanserli doku ghrelin ile (+) boyanirken normal mukoza boyanmadi.
* 1 hastada normal mukoza ghrelin ile (+) boyanirken kanserli doku boyanmadi.
* 5 hastada ise hem kanserli doku hem de normal mukoza ghrelin ile (+) boyandi.

Tablo 13°’de Ghrelin ile boyanan ve boyanmayan kanserli dokularla normal

mukozanin ghrelin ile boyanma oranlari karsilastirildi.
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Tablo 13. Kanserli dokularin ve normal mukozanin ghrelin ile boyanma

ozelliklerinin karsilastirilmast

G (-) kanserli G (+) kanserli Toplam
Doku % Doku % Say1 (%)
G (-) normal
4(80) 15(75) 19(76)
mukoza
G (+) normal
1(20) 5(15) 6(24)
mukoza
Toplam 5 (100) 20 (100) 25 (100)

Benzer sekilde polipli hastalar degerlendirildiginde

* 7 hastada hem polip hem normal dokuda G (-)

* 1 hastada hem polip hem normal mukozada G (+)

* 16 hastada polipli dokuda G (+); normal mukoza G (-)

* 1 hastada polipli dokuda G (-), normal mukoza G (+) boyandi. Tablo 14°de

sonuglar gosterildi.

Tablo 14. Polipli dokularin ve normal mukozanin ghrelin ile boyanma 6zelliklerinin

karsilastirilmast
G (-) polip G (+) polip Toplam
Say1 (%) Say1 % Say1 (%)
G (-) normal
7 (87) 16 (94) 23 (92)
mukoza
G (+) normal
1 (13) 1 (6) 2(8)
mukoza
Toplam 8 (100) 17 (100) 25 (100)

Her iki gruptaki hastalarda lezyonlardan alinan doku 6rnekleri p53 ile de boyanarak
karsilastirildi. P53 antikoru ile kanserli mukozanin 14 tanesi (%56) boyandi. Normal
dokunun ise 21 tanesinde (%84) boyanma olmadi. Birinci grubu olusturan
hastalardan alinan Orneklerinin P53 ile boyanma ozellikleri degerlendirildiginde

endoskopik olarak kanser ve normal goriilen dokular arasinda istatistiksel olarak
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anlamli fark bulundu (p:0,007) (tablo 15). P53 i¢in kanser grubunda duyarlilik %56,

ozgiilliik %84 olarak saptandi.

Tablo 15. Kanserli dokularin p53 ile boyanma 6zellikleri

Kanser Normal mukoza | Toplam
P53 ile boyanma

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
P53 (+) 14 (56) 4 (16) 18 (36)
P53 (-) 11 (44) 21 (84) 32 (64)
Toplam 25 (100) 25 (100) 50 (100)

X? :Fisher exact p:0,007

Ikinci grupta endoskopik olarak goriilen poliplerden alinan biyopsilerden 16’s1 (%64)
p53 ile boyandi. 9 hastada (%36) boyanma gdzlenmedi. Ikinci grupta polip ve
normal dokudan alinan ornekler degerlendirildiginde p53 ile boyanma agisindan
anlamli fark bulundu (p:0,0001) Polip grubunun p53 boyamasi i¢in duyarliligi %64,
ozgulligii %88 olarak hesaplandi (Tablo 16).

Boyanma goriilen biyopsilerin  %4’i villoz adenom, %16’s1 tiibiilovilloz adenom,

%44°1 tiibiiler adenomdu. Alt gruplarin p53 boyanma 6zellikleri tablo 17°de

goriilmektedir.

Tablo 16. Polipli hastalarin P53 ile boyanma 6zellikleri

. Polip Normal mukoza Toplam
P53 ile boyanma o
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
P53 (+) 16 (64) 3(12) 19 (38)
P53(-) 9 (36) 22 (88) 31 (62)
Toplam 25 (100) 25 (100) 50 (100)

X?:0,0 p:0,0001
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Tablo 17. Poliplerin alt gruplarinda P53 boyanma 6zellikleri

P53 (+) P53 (-) Toplam

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Vill6z adenom 1(4) 4 (16) 5(20)
Tiibiilovilloz adenom 4 (16) 5(20) 9 (36)
Tiibiiler adenom 11 (44) - 11(44)

Toplam 17(68) 8(32) 25 (100)

Kanserli ve polipli hastalarda lezyonlardan alinan biyopsi 6rnekleri p53 antikoru ile
boyanma agisindan karsilagtirildi. Grup 1’de 14 (%56) biyopsi ornegi p53 ile
boyanirken, 11’inde (%44) boyanma yoktu. Grup 2’de 16 (%64) biyopsi 6rnegi p53
ile boyandi. p53 ile boyanma 6zelligi agisindan iki grup arasinda istatistiksel fark
yoktu (p:0.77). Tablo 18’de kanser ve polipli hastalardan alinan 6rneklerin p53 ile

boyanma ozellikleri gosterildi.

Tablo 18. Gruplarin p53 boyanmasi agisindan karsilastirilmasi

P53 ile boyanma Grup 1 Grup 2 Toplam

Say1(%) Say1(%) Say1(%)
P53 (-) 11 (44) 9 (36) 20 (40)
P53 (1) 14 (56) 16 (64) 30 (60)
Toplam 25 (100) 25 (100) 50 (100)

X*:0.38  p:0.77
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P53 antikoru ile boyanan ve boyanmayan normal mukoza karsilastirildiginda:
* 11 hastada hem kanser hem normal doku p53 ile (-) boyandi.

* 10 hastada kanserli mukoza p53 ile (+), normal mukoza (-) boyandi.

* p53 ile boyanmayan kanserli hastalarda normal mukoza da boyanmadi.

* 4 hastada hem kanser hem normal doku p53 ile (+) boyandi. Sonuglar tablo 19°da
gosterildi.

Tablo 19. Kanserli dokularin ve normal mukozanin p53 ile boyanma oranlarinin

karsilastirilmast
P53 (-) kanserli P53 (+) kanserli Toplam
doku (%) doku (%) Say1 (%)
P53 (-) normal
11 (100) 10 (71) 21 (84)
mukoza
P53 (+) normal
- 4(29) 4 (16)
mukoza
Toplam 11 (100) 14 (100) 25 (100)

Benzer sekilde polipli hastalar degerlendirildiginde:

* 9 hastada hem polipli hem normal mukoza (-) boyandi

* 13 hastada polipler p53 ile (+) boyanirken normal mukoza boyanmadi

* p53 ile boyanmayan polipli hastalarin normal mukozalar1 da boyanmadi.

* 3 hastada hem polipli dokular hem de normal mukoza p53 ile (+) boyandi.

Sonugclar tablo 20°de gosterildi.
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Tablo 20. Polipli dokularin ve normal mukozanin p53 ile boyanma oranlarinin

karsilastirilmast
P53 (-) polip (%) | P53 (+) polip (%) Toplam
-) polip (% +) polip
’ Say1 (%)
P53 (-) normal
9 (100) 13 (81) 22 (88)
mukoza
P53 (+) normal
- 3(19) 3(12)
mukoza
Toplam 9 (100) 16 (100) 25 (100)
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TARTISMA

Caligmamizda ghrelinin hiicre proliferasyonu iizerine etkisini dikkate alarak, kolon
polip ve kanserlerinde, ayrica lezyona komsu mukozada IHC ydntemle ghrelin
varligim1 gostermeyi amacgladik. Duxbory ve ark, pankreas adenokanserli hastalarda
istah1 artiric1  etkisi oldugu bilinen ghrelinle kaseksi tedavisini planladiklar
calismalarinda invitro ortamda 72 saat 10nM dozda ghrelin tedavisinin, hiicre
proliferasyonuna yol actigini gostermislerdir. Ayn1 dozda hiicresel invazyonun ve
migrasyonun da arttig1 tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada daha yiiksek dozlarin ise
proliferasyonu inhibe ettigi bulunmustur (2). Calismamizda 1 cm.den biiyiik
poliplerden ve komsu normal mukozadan alinan 6rneklerin ghrelin ile boyanmalari
karsilastirildiginda, poliplerin istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oranda
(% 68) ghrelin ile pozitif boyandigin1 bulduk. Sonuc¢larimiz &nceki ¢aligsmayla
uyumlu olarak, ghrelinin hiicre proliferasyonunda énemli rolii oldugunu diisiindiirdii.
KRK’li hastalarda da, lezyonlarin c¢ogunlukla prekanser6z kabul edilen
adenomlardan gelistigi gz Oniine alinarak, kanser hiicrelerinde ve lezyona yakin
normal mukozada da ghrelin varligin1 degerlendirdik. Normal mukozada ghrelin ile
boyanma % 24 iken kanserli dokularda istatistiksel olarak anlaml yiiksek (% 80)
bulundu. Bulgularimiz ghrelinin hiicre proliferasyonunu artirdigr diisiincesini
destekledi.

Poliplerin biiytikliikleri, sayilar1 ve histolojik yapilart kolon karsinogenezinde
onemlidir. Ozellikle ¢ok sayida, 1 cm.den biiyiikk ve villéz yapidaki poliplerin

kanserlesme riski % 17’dir. Calismamizda tiibiiler, tiibiilovilloz ve villoz

40



adenomlarin tiimii ghrelin ile boyandi. Sayilar yetersiz oldugu i¢in poliplerin alt
gruplarinin boyanma 6zelliklerini birbirleriyle karsilagtiramadik.

Polip-kanser dokular1 arasinda ghrelin ile boyanma farkliligi olup olmadigim
arastirdik. Hem poliplerde hem de kanserli dokuda ghrelin boyanmasi vardi ve
aralarinda istatistiksel fark bulamadik. Bu nedenle polip-kanser ayiriminda ghrelinin
prediktif 6nemi olmadigini, hiicre proliferasyonunda rol oynadigini diisiindiik.
Ghrelinin % 65-77 oraninda midedeki endokrin hiicrelerden sentezlendigi, GH
salinimint artirdigr bulundugu igin 6ncelikle birgok endokrin organda etkinligi,
proliferasyondaki rolii aragtirnllmistir (47). Gastrointestinal ve pankreastan
kaynaklanan ¢esitli endokrin neoplazmlarda ghrelin varligi gosterilmistir (3,45).
Korbonits ve ark normal hipotalamus ve hipofizde ghrelin sentezlendigini, hipofiz
adenomlarinda da ghrelin bulundugunu gostermislerdir (74). Biz de ¢alismamizda
normal kolon mukozasinda ghrelin boyanmasi yokken endokrin hiicre olmamasina
ragmen adenomatdz poliplerde ghrelin varligini tespit ettik. Ancak dokuda ghrelin
mRNA bakamadigimiz i¢in kolonda ghrelin sentezi ile ilgili yorum yapamadik.
Kanserli dokularda ghrelin bulunmasini hiicre proliferasyonu ile iliskilendirdik.
Fransa’dan bildirilen bir calismada pankreas adacik hiicrelerinde ve endokrin
tiimdrlerinde ghrelin ve GHS-R varlig1 arastirilmis. Hem endokrin tiimdrlerin hem
adacik hiicrelerinin ghrelin sentezledigi, dolayis1 ile ghrelinle boyandigi, ancak
ghrelinle boyanmanin tiimor hiicrelerinin % 30’unu ge¢medigi, 6rneklerin salkimlar
halinde boyandig1 dikkati c¢ekmis. Boyanma farkliliginin kullanilan boyama
teknikleriyle iligkili olabilecegi diisiiniilmiis. Kontrol grubu olarak alinan non-
noroendokrin adenokarsinomalar ise ghrelin ile boyanmamistir (3). Bu ¢alismaya
benzer sekilde medullar tiroid kanserli hiicre serilerinde yapilan ¢alismada, kesin rolii
bilinmemekle birlikte tiroid C hiicrelerinin ghrelin sentezledigi i¢in kanserli dokuda
normal dokudan daha fazla bulundugu 6ne siiriilmiistiir (6).

Bir baska ¢alismada adrenal bez medullasinda ve feokromasitomada ghrelin varlig
gosterilmistir.  Medulladaki 6zellikle enterokromaffin hiicrelerinin  ghrelin ile
boyandig1 tespit edilmistir (75).

Pankreasin endokrin tiimorlerinin incelendigi g¢alismada, hastalarin %68’ inde
ghrelin peptidi immiinhistokimyasal yontemle gosterilmistir (76). Mottershead ve ark

10 gastrik adenokanserli hastanin kanserli ve lezyona komsu normal mukozalarinda,
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ghrelin  mRNA ve peptid ekspresyonunu degerlendirdikleri ¢aligmalarinda,
adenokanser dokusunun ghrelin ile boyanmadigini, buna karsin tiimdre yakin normal
mide mukozasinin ghrelin ile pozitif boyandigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar,
mide adenokarsinomunun diffiiz oldugunu, mukozal epitel doku ve bez yapilarinin
yikildigini, adenokanser dokunun normal dokunun yerini aldig i¢in, az miktarda
kalan non-neoplastik dokunun ghrelin sentezleyemedigini, kanserli dokularin bu
nedenle ghrelinle boyanmadigini 6ne stirmislerdir (47).

Biitiin bu ¢alismalarin ortak yonii, sadece endokrin hiicreler i¢eren tiimdr dokularinda
ghrelin varlifi ve/veya sentezinin calisilmis olmasidir. Sonu¢ olarak endokrin
hiicrelerden kaynaklanan tiimorlerde ghrelin daha fazla bulunurken endokrin
organlarda yerlesmis diger kanserli dokuda (6rnegin adenokanser vb) ghrelin az
boyanmis veya hi¢ goOsterilememistir. Endokrin hiicrelerin ghrelin sentezleme
Ozellikleri nedeniyle bu hiicrelerden kaynaklanan tiimorlerde ghrelin boyanmasi
beklenilen bir durumdur. Calismamizda ise yukarda 6zetlenen calismalardan farkl
olarak, endokrin hiicre icermeyen kolon adenomlar1 ve adenokanserlerinde ghrelin
varligim gosterdik. Prolifere olan kolonun adenom ve kanserli dokularinda, ghrelin
sentezi olmadigi halde, ghrelinin muhtemelen endokrin yol ile ilgili reseptdrlere
baglanarak etkidigini, dolayisiyla bu dokularda boyandigini diisiindiik.

Calisgmamiza benzer sekilde hiperplastik ve karsinomlu prostat dokusunda ghrelin
varligi arastirilmis ve hem malign hem de benign prostat hiicre serilerinde ghrelin
mRNA gosterilmistir. Normal prostat dokusundan o6rnek alinmadigi i¢in, normal
dokunun ghrelin igerigi hakkinda bilgi edinilemedi. Ayn1 ¢aligmada prostat kanserli
bazi hiicre serilerinde ise acile ve desagile ghrelinin inhibitor etkisi oldugu, dolayisi
ile ghrelin ve desacile formunun neoplastik hiicre proliferasyonunda muhtemel rolii
oldugu o6ne siiriilmiistiir (7).

Caligmamizda 4 kanserli hastada, 7 polipli hastada dokularin ghrelin ile boyanmadigi
goriildii. Ghrelin etkisini reseptorler {izerinden gosterir. Cesitli ¢aligmalarla
gosterilen bildigimiz GHS-R 1a ve GHS-R 1b olmak {izere 2 reseptor vardir (14).
Boyanmayan kanser ve polip dokularinda bildigimiz GHS-R 1la ve 1b’den farkh
GHS-R olabilecegini ve ghrelin bu reseptorlere baglanamadigi i¢in IHC yolla

gosterilememis olabilecegini diisiindiik. Calismamizda dokularda reseptor ¢aligsmasi
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yapilmadi. Reseptor oOzelliklerini gosteren daha ayrintili ¢aligmalara gereksinim
vardir.

Aydin ve ark mukoepidermoid tiikriik bezi timorleri ve normal mukozada ghrelin
varligim arastirdiklar1 ¢alismalarinda, normal dokuda ghrelin varligi gosterilirken,
kanserli dokuda gosterilememis olmasini, tiimdr hiicrelerindeki hiicresel hasar ve
etkilenen hiicrelerdeki beslenme bozuklugu nedeniyle olabilecegini iddia etmislerdir
(5). Bu calismadan farkli olarak tiimor diferansiasyonunun, ghrelinle boyanmada
anlamli olmadigii gosteren ¢alismalar da vardir. Papotti ve ark, duodenum, ince
barsak, apendix ve kolon-rektumda yerlesmis karsinoid tiimorlerde ghrelin varligini
gostermisler ve ghrelin yogunlugu ile, tiimdr agresivligi arasinda iligki
bulunmadigini bildirmiglerdir (45). Bizim c¢alismamizda kanserli dokular iyi
diferansiye adenokarsinomdu. Bir kisminin ghrelinle boyanmamasi Aydin ve ark.nin
One siirdiigii gibi hiicresel yikimla ilgili olabilir. Polipli hasta grubunda ise polipler
histolojik yapilarina gore bakildiginda villoz adenomlarin % 12’si, tiibiilovilloz
adenomlarin % 16’s1, tiibiiler adenomlarin ise % 40’1nin ghrelin ile boyandig: dikkati
cekti. Bulgularimiz Papotti ve ark.nin calismasinda oldugu gibi hiicre farklilagmasi
ile ghrelin boyanmasi arasinda iliski olmadigini diisiindiirdii. Adenomlarin boyutlari
degerlendirildiginde, tiibliler adenomlarin daha biiyiik oldugu goriildii. Ortalama
villoz adenomlar 1,33 cm, tiibiilovilloz adenomlar 1,75 cm, tiibiiler adenomlar ise 2
cm idi. Daha biiyiik boyutlu adenomlarin daha yiiksek oranda ghrelinle boyanmasi

ghrelinin proliferasyon iliskili oldugu goriisiimiizii destekledi.

P53 tiimor supresor geni KRK’leri de kapsayan malign tiimorlerde en sik mutasyona
ugrayan gendir (77). Wild tip p53, DNA replikasyonunu, hiicre proliferasyonunu ve
apopitozu diizenleyerek neoplastik transformasyonu baskilar. KRK’lerde p53 gen
mutasyonu siklikla gosterilmistir (78). Calismamizda kolon kanser ve poliplerinde
p53 varligini degerlendirmeyi ve polip-kanser doniisiimiinde p53 boyanma

Ozelliklerinin belirte¢ olup olamayacagini arastirdik.

Kolon kanserli hastalarda p53 ekspresyonunun prognostik bir gosterge olabilecegini
One siiren ¢esitli calismalar vardir (79). Calismamizda 1 cm.den biiyiik poliplerden
ve komsu normal mukozadan alinan Orneklerin p53 ile boyanmalari

karsilastirildiginda, poliplerin istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oranda
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( %68) p53 ile pozitif boyandigint bulduk. Polipe yakin endoskopik olarak normal
goriinen mukozadan alinan biyopsilerde ise p53 ile boyanma olmadi. Chen ve ark
yaptiklar1 ¢alismada da c¢alismamiza benzer sekilde normal mukozada boyanma
olmazken adenom tespit edilen hastalarmn % 16.6’sinda p53 ile boyanma
gosterilmistir. Ayn1 c¢alismada kolon adenokanserlerinin % 54’iinde p53 varligi
gosterilmistir (79). Onceki calisma ile uyumlu olarak kanserli dokularin % 56’sinda

p53 ile boyanma tespit ettik.

Calismamizda 11 adet kanserli dokuda (%44), 9 adet polip dokusunda (%36) p53 ile
boyanma olmadig1 tespit edildi. Hilska ve ark. yaptiklar1 calismada timor
gostergelerinde farklt boyanma oranlari tespit etmisler ve bu farkliligin doku iginde
tiimor hiicrelerinin heterojen dagilimindan kaynaklandigini 6ne siirmiislerdir (77).
Kesit sayis1 arttikga yani birden fazla tiimoral doku kesiti incelendikge, tiimor
dokusunun patolojisinin daha dogru degerlendirilebilecegini, boyanmayan dokularin

tiimor hiicrelerinin heterojen dagilimindan kaynaklanabilecegini diisiindiik.

Adenomdan karsinoma degisimin, polip biiyiikligii, histolojik tipi ve epitelyal
displazinin agirligr gibi bagimsiz kriterler ile iliskili oldugu bilinmektedir. Carneiro
ve ark poliplerin histolojik tipi ile p53 IHC ekspresyonu arasindaki iliskiyi
inceledikleri ¢aligmalarinda 30 adenomun 8’inde p53 ekspresyonu gozlemislerdir,
fakat adenomun histolojik tipi (tiibiiler, tiibiilovilléz, villoz) ile p53 ekspresyonu
arasinda anlamli korelasyon bulamamislardir (80). Calismamizda polip dokusu
normal mukozadan anlamli olarak yiiksek oranda boyandi ve boyanma en fazla
tiibiiler adenom grubundaydi. Bir cm.den biiyiik olan tiimorlerde malignite orani %3,
villoz olanlarda ise %17 oldugu bilinmektedir. Calismamizda tiibiiler adenomlarin
daha biiytlik olduklari i¢in p53 ile daha fazla oranda boyandiklari, buna bagl olarak
p53’tin bir proliferasyon gostergesi olabilecegi fikrimizi giiclendirdi. Bizim
calismamizda villoz adenom sayisi az oldugu i¢in oranlarin klasik bilgiden farkli
bulundugunu, daha fazla sayida Ornekler iceren c¢alismalara ihtiya¢ oldugunu
disiindiik. Aynt  calismada 30 olgudan olusan adenokanser grubunda p53
ekspresyonu 12’sinde tespit edilmis, adenokanser diferansiasyon derecesi ile (az,
orta, iyi) p53 ekspresyonu arasinda fark bulunamamistir. Calismamizda tim kanser

dokular1 iyi diferansiye idi ve ayn1 oranda p53 ile boyandi.
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Cristi ve ark. 50 kolon kanseri olgusunda IHC olarak p53 ekspresyonuna baktiklari
caligmalarinda hizli ¢ogalan tiimoérlerde, yavas ¢cogalanlara gore anlamli daha ytiksek
oranda p53 boyanmasi tespit etmislerdir (81). Bir bagka calismada KRK’deki
klinikopatolojik parametreler ile p53 iligkisi degerlendirilmis, pS3 ekspresyonunun
biiyiik boyutlu olan ve rektumda lokalize olan tiimorlerde daha yiiksek oranda
bulundugu (%64,4) saptanmistir (82). Bizim ¢alismamizda da polip ve %701 sol
kolonda yerlesen KRK dokusu normal mukozadan anlamli olarak daha yiiksek
oranda boyandi. Bulgularimiz yukardaki ¢alismayla uyumlu olarak normal mukozaya
gore hizli c¢ogalan tiimoérlerde, p53 mutasyonu sonucu daha fazla proliferasyon

oldugunu, dolayisiyla daha fazla boyanma oldugunu destekler.

Birgok c¢alismada p53°tin KRK’deki etkisi arastirilmistir. KRK’de p53 varligi
gosterilmis ve calismalarin ¢ogunda tiimor biiyiikliigii ve diferansiasyon derecesi ile
iligkisi incelenmistir. P53 kolon karsinogenezinde ge¢ sathada yer aliyor olmasindan
dolay1 kotii prognoz ile iligkili oldugu iddia edilmistir. Calismamizda p53 varligi
hem kanser hem polip dokusunda normal dokudan anlamli yiiksek olarak tespit
edildi. Kanser ve polip dokular1 arasinda p53 ile boyanma agisindan istatistiksel fark
bulamadik. Bu bulgular p53’tn kolon karsinogenezine etkisinin yani sira

proliferasyon gostergesi olarak da énemli oldugunu diisiindiirdi.
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1) Kanserli dokuda normal mukozaya kiyasla daha yiiksek oranda ghrelin varlig

gosterildi (normal mukoza % 24, kanserli doku % 80).

2) Polip dokusu ile normal mukoza arasinda ghrelin boyanmasi agisindan istatistiksel

fark bulundu (poliplerde % 68, normal mukozada % 8).

3) Kanserli dokusu ile polip dokusu arasinda ghrelin boyanmasi agisindan anlamli

fark bulunmadai.

4) Kanserli olgularda p53, normal mukozaya gére immiinhistokimyasal olarak daha

fazla oranda boyand (kanserli doku % 56, normal mukoza %16).

5) Polip ile normal mukoza arasinda p53 boyanmasi agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptandi (poliplerde % 64, normal mukozada % 12).

6) Kanser dokusu ve polip dokusu arasinda p53 ile boyanma siklig1 arasinda fark

gbdzlenmedi.

7) CRC ve polip dokular1 arasinda ghrelinle boyanma 06zelligi acisindan fark
goriilmezken normal doku ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

olmasi, ghrelinin bir proliferasyon gostergesi oldugunu diisiindiirmektedir.

8) P53 antikoru; normal mukozada kanser ve polip dokular1 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik bulunurken, kanser ve polip dokulari
arasinda fark gostermemesi p53’iin de ghrelin gibi proliferasyonda rol oynadig

diistindiirddi.

9) Calismamiz kolon kanseri ve kolon poliplerinde ghrelin boyanma o6zelligini
aragtiran ilk calismadir. Ghrelinin  hiicre  proliferasyonuna etkisinin  ve
karsinogenezdeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha ¢ok sayida ornekleme

yapilmasi gerektigi kanisindayiz.
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