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FARELERDE DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KOLON
KANSERIi UZERINE ENDOSTATIN’IN ETKILERi

OZET

Solid ttimorlerin biiyimesinde ve metastazinda onemli rolii olan anjiogenezis, mevcut damar
yatagindan yeni kan damarlarinin sekillenmesi seklinde tanimlanir. Anjiogenezis, insan viicudunda,
endojen anjiogenik (bFGF, aFGF, VEGF vs.) ve antianjiogenik (endostatin, angiostatin, interferon
vs.) faktorler arasindaki denge ile kontrol edilmektedir. Antianjiogenik faktorlerden biri olan
endostatin, anjiogenezisi inhibe ederek tiimor bilylimesini ve metastaz gelisimini engelleyen dogal
bir maddedir. Laboratuar hayvanlarinda deneysel olarak olusturulan kanserlerde, 10-20 giin
araliginda 0.3-20 mg/kg/giin dozlarda, intraperitoneal ya da subkutan yoldan verilen endostatinin
antianjiogenik etki gosterdigi rapor edilmistir. Caligmamizda, 20mg/kg dozunda, subkutan yoldan
12 hafta boyunca enjekte edilen DMH ile kolon kanseri indiiklenen 30 adet Balb/C tiirii erkek
farelerde, endostatinin anti timor etkisi arastirildi. Bu amagla son DMH dozundan 12 hafta sonra, 7
ug endostatin, 6 hafta boyunca ve her giin subkutan yoldan enjekte edildi. Calisma sonucunda DMH
ve endostatin grubunda %100 timor gelistigi gozlendi. DMH grubunda toplam 77 lezyon
goriiliirken, endostatin grubunda ise toplam 57 lezyon tespit edildi. DMH grubundaki 77 lezyonun
%36,3’1 hafif displazi, %22’si siddetli displazi ve %41,5’si ise karsinom olarak tespit edildi.
Endostatin grubunda ise 57 lezyonun %31,5°1 hafif displazi, %17,5’i siddetli displazi ve %50,8’1
karsinomdu. Lezyonlarin kolonda dagilimima bakildiginda, DMH grubunda goriilen lezyonlarin
%74’tniin, endostatin grubunda ise %75,4’tiniin distal kolonda gelistigi gozlendi. Calisma
sonucunda endostatin grubunda, DMH grubuna gore toplam lezyon sayisinda bir azalma tespit

edildi, fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Anahtar kelimeler: Anjiogenezis, kolon kanseri, 1,2 Dimetilhidrazin (DMH), Endostatin



EFFECTS OF ENDOSTATIN ON EXPERIMENTALLY INDUCED COLON
CANCER IN MICE

ABSTRACT

The growth of solid tumors and their metastases is dependent on angiogenesis, the formation of new
capillaries from pre-existing vessels. Angiogenesis is regulated by a shift in the balance of endogen
angiogenic (bFGF, aFGF, VEGF vs.) and antiangiogenic factors (endostatin, angiostatin, interferon
vs.) in human body. Endostatin, one of the most potent negative regulators of angiogenesis, is
naturally occurring inhibitor of angiogenesis capable of inhibiting tumor growth and their
metastases. It is reported that Endostatin used between 10-20 days 0.3-20 mg/kg/day doses giving
intraperitoneal or subcutan has coused antiangiogenic effect in the experimental cancers carried out
on the lab animals. In our study, DMH injected 20mg/kg/week dose by subcutan induces colon
cancer on 30 Balb-c male mice durig the 12 weeks. 12 weeks after the last DMH dose, 7 uyg/day
endostatin was injected subcutaneously to seven animals to search its antitumor effect. As a result
of our study, it was found out that tumor occured 100% in the group of DMH-treated mice and
endostatin-treated mice. While there are 77 lesions in the group of DMH, there are 57 lesions in the
group of endostatin. It was found out that there is 36,3% low displasi, 22% high displasi and
41,5% carcinom of the 77 lesions in the group of DMH. On the other hand there is 31,5% low
displasi, 17,5% high displasi and 50,8 % carcinom in the group of endostatin. When we have a look
the distribution of the lesions in colon, 74% of the lesions of DMH group and 75,4% of the lesions
of endostation group occured in the distal colon. In the end of our study, we noticed that the
number of lesions decreaed in the group of endostatin, considering the number of the lesions in the
group of DMH. But there was no statistically difference between the mice treated with endostatin

and those treated with DMH.

Key Words: Angiogenesis, colon cancer, 1,2 Dimethylhydrazin (DMH), Endostatin
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1. GIRIS VE AMAC

Damar gelisimi fizyolojik olarak yara iyilesmesi, kadinlarda menstriial siklus ve
embriyogenez gibi durumlarda goriilirken, patolojik olarak ise basta tiimorler olmak
izere romatoit artrit, retinopatiler ve psoriazis gibi hastaliklarda goriiliir. Solid
tiimorlerin biiylimesi ve metastazinda 6nemli rolii olan anjiogenezis, mevcut damar
yatagindan yeni kan damarlarmin sekillenmesi seklinde tanimlanir. Anjiogenezis
viicudumuzda, endojen anjiogenik (bFGF, aFGF, VEGF vs.) ve antianjiogenik
(endostatin, anjiostatin, interferon vs.) faktorler arasindaki denge ile kontrol
edilmektedir. Bu denge anjiogenik faktorler lehine oldugunda, tiimorlerde damarlanma
olusmakta ve boylece tiimér hem biiylimekte hem de metastaz yapma Ozelligini
kazanmaktadir. Antianjiogenik faktorlerden biri olan endostatin, anjiogenezisi inhibe
ederek tiimor biiyiimesini ve metastaz gelisimini engelleyen dogal bir madde olup
60’dan fazla tiimor tipini giiclii sekilde inhibe ettigini goOsteren c¢alismalar
bulunmaktadir. Bu tiimdr tiplerinden biri de kolorektal tiimdrlerdir. Etyolojisi halen tam
olarak anlasilamamis olan kolorektal tiimorler, sindirim sistemin en sik rastlanan
tiimorlerindendir. Tiim kanserlerin %15’ini, sindirim sistemi kanserlerinin ise %75’ ini
olustururlar. Bu kanserler endiistrilesmis toplumlarda daha sik goriilmekte ve akciger

kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadirlar. Korunmaya ve terapiye yonelik
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Onlemlere ragmen yaklasik her yil 500 bin hasta kolorektal kanser nedeniyle 6lmektedir.
Yapilan calismalarda kanser tedavisinde kullanilan klasik tedavi yontemlerinin (cerrahi
yontem, kemoterapi ve radyoterapi) yaninda son yillarda iizerinde yogun olarak
calisilan tedavi yontemlerinden birisi de antianjiogenik terapi olmustur. Antianjiogenik
terapi, kanser tedavisinde tiimor hiicrelerini hedef alma yerine tiimoriin yeni olusmus
damar agin1 hedef alir. Antianjiogenik terapiyi antiproliferatif kemoterapiden ayiran ana
hatlar, antianjiogenik tedavinin direkt olarak endotel hiicrelerine yonelik olmasi ve
standart kemoterapotiklerle gozlenen yan etkilerin goriilmemesi, uzun yillar boyunca

kesilmeksizin kullanilabilmesi ve ila¢ direncinin gelismemesidir.

Bu calismada, 1,2 dimetilhidrazin (DMH) verilerek kolon kanseri indiiklenen Balb/C
tiirli erkek farelerde bir endojen anjiogenezis inhibitorii olan endostatinin antitiimoral

etkisinin in vivo olarak arastirilmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 DAMAR GELISIMI

Kan damarlarinin gelisiminin uyarilmasi cesitli kimyasal, metabolik ve mekanik
faktorler araciligiyla olmaktadir. Ayrica kan akisi ve ¢evre dokularin biiyiimesindeki
degisiklikler de damarlanmay1 etkilemektedir (1). Damar gelisimi iki yolla olur. Bunlar
vaskiilogenezis ve anjiogenezisdir. Vaskiilogenezis erken embriyonik donemde
meydana gelirken, anjiogenezis hem embriyoda hem de tiim yasam boyunca devam
eden bir siire¢ olarak tamimlanmistir (2,3). Vaskiilogenezisde, anjioblast adi verilen
endotel hiicre oOnciileri damar gelisimi ile iliskilidir. Anjiogenezis ise mevcut damar
yatagindan tomurcuklanma ile yeni kan damarlariin olusmasidir. Anjiogenezis ve

vaskiilogenezis her ikisi de yeniden modellenme siirecidir (4).
2.1.1 Vaskiilogenezis

Vaskiilogenezis, embriyoda mezoderm kaynakli anjioblastlar ile ilk kan damar aginin
olugsmasidir (5). Kan damarlarinin olusacagi bolgelerde mezensimal hiicreler anjioblast
ad1 verilen hiicrelere doniisiirler. Kalbin ve ilk primitif damar agmin gelismesinde ve
embriyonun c¢evresindeki membranlarin damarlanmasinda vaskiilogenezis oldukc¢a
onemlidir. Vaskiilogenezis ile ilk damar olusumu ekstraembriyonik bolgede baslar (3).
Embriyoda somitler gelisirken, ekstraembriyonik bolgede ise 3. haftanin baslarinda

vitellus kesesi duvarindaki mezoderm hiicreleri, kan hiicreleri ve kan damarlarina
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farklilasir. Anjioblastlar kan adaciklar1 denilen anjiogenik hiicre kiimeleri olustururlar.
Bu adaciklarin merkezindeki hiicreler ilkel kan hiicrelerine
(hemositoblast) farklilagirken, periferdeki anjioblastlar ise yassilasip kan adaciklarini

doseyen ilkel endotel hiicrelerini olustururlar (6,7) (Sekil 2.1).

Prumitif damar
litmeni

Mezensimal hitcreler Kanadaci;n  Endotel hitcreler  Primitif lan
hiicresi

Sekil 2.1 Kan damarlar1 gelisiminin birbirini izleyen donemleri.

A. Farklilasmamis mezensimal hiicreler, B. Kan adaciklariin olusmasi, C. Primitif kapillerler,
Mezensimal hiicrelerin primitif kan hiicrelerine ve endotel hiicrelerine farklilasmasi (6).

Kan adaciklari, endotel hiicrelerinin tomurcuklanip birbirine dogru biiyiimesiyle
(anjiogenezis) kaynasip, kiiciik kan damarlarina doniisiirler. Vitelliis kesesine ek olarak
koryon plagi, koryon villuslar1 ve baglant1 sapindaki ekstraembriyonik mezoderm i¢inde
de kan hiicreleri ve kapillerler gelismeye baslar (6). Aym1 zamanda anjioblastlarin
farklilasmas1 embriyo icinde de devam eder. Embriyo igindeki kan damarlar1
vaskiilogenezis ve anjiogenezis ile sekillenir. Faklilasan anjioblastlar mezoderm i¢inde
ilk kilcal ag1 olusturur ve daha sonra biiyiik damarlar (dorsal aorta ve aortik arklar)
kaynasarak yeni Dbiiyiik damarlar1 olustururlar (4). Ekstraembriyonik  ve
intraembriyonik damar gelisimi birbirinden bagimsiz olarak gerceklesir. Daha sonra
siirekli tomurcuklanarak biiyiiyen ekstraembriyonik ve intraembriyonik damarlarin
birbiri ile baglant1 kurmasi sonucu embriyo ile plasenta damarlar1 birlesmis olur (6,8).
Boylece embriyoda damarlanma siireci gerceklesir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda, kemik iliginden elde edilen oncii hiicrelerin bir araya gelerek yeni kan
damar ag1 olusturdugu ve vaskiilogenezisin yetiskinlerde de goriildiigii tespit edilmistir
(7). Boylelikle vaskiilogenezisin erken embriyogenezle sinirli olmadigi, saglikli ve hasta

eriskinlerde, fizyolojik ve patolojik olaylarda da roliiniin olabilecegi belirtilmistir.



Vaskiilogenezisin basamaklari:

1. Anjioblastlarin olusumu,

Anjioblastlarin bir araya toplanmas,
Anjioblastlarm tiip olusturacak sekilde dizilmesi,

Olusan tiip gibi yapilarin kapiller damar ag1 seklini almasi,

A

Endotel ¢cogalmasi ve liimenin gelismesi seklindedir (3).
2.1.2 Anjiogenezis

Anjiogenezis iki farkli mekanizma ile gerceklesir. Bunlar, tomurcuklanma mekanizmasi
ve damar i¢i doku yapilanmasidir. Damar i¢i doku yapilanmasi, doku kivrimlarinin
damar i¢ine invazyonu sonucu damar liimenin boliinmesi seklinde tanimlanir.
Tomurcuklanma mekanizmasi ise endotel hiicre gogii, cogalmas1 ve damar liimeni
gelisimi gibi basamaklardan olusur ve mevcut biiyiikk damarlardan tomurcuklanma
seklinde kiiciik kan damarlarinin olugmasi olarak tanmimlanir (4,5). Anjiogenezis viicutta
fizyolojik olarak, yara iyilesmesi, menstriial siklus ve embriyogenezis gibi durumlarda
goriiliirken, patolojik olarak ise basta tiimorler olmak iizere romatoit artrit, retinopatiler
ve psoOriazis gibi hastaliklarda goriiliir (9,10). Bunlardan baska serebrovaskiiler
malformasyonlarda da anjiogenik faktorlerin anormal sekilde iiretildigi goriilmektedir

(11).

Yetiskinlerde Goriilen Anjiogenezis : Anjiogenezis olusurken bir¢ok olay basamaklar
seklinde birbirini izler. ik once anjiogenezise neden olan bir etken ya da stimulus
olugsmakta (6rnegin hipoksi ya da iskemi) daha sonra bu etkenden dolayr anjiogenik
faktorlerin salinmasi ve bu faktorlerin bazal membranin pargalanmasina, endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna, adezyonuna, go¢iine, cogalmasina ve tiip olusumuna neden
olmast ve en nihayetinde mevcut damar agindan yeni kan damarlarinin olusmasi
seklinde gerceklesmektedir. Boylece bu yeni olusan tiip yapida, bazal membranin
olugsmasi ve buna perisitlerin de katilmasiyla yeni bir fonksiyonel kapiller olusumu

tamamlanmaktadir (12-18) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Anjiogenezis olusum siirecinin sematik sekli.

VEGEF: Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii, bFGF: Bazik Fibroblast Biiyiime Faktortii,
MMPs: Matriks metalloproteinaz (12)

Hipoksi ve heniiz tam olarak belirlenememis bazi uyaranlar, vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), transforme edici biiyiime faktori,
(TGF-b), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) gibi anjiogenik faktorlerinin
salinmasina neden olurlar. Ekstraseliller matriks (ECM) ve matriksi c¢evreleyen
hiicrelerden, endotel hiicrelerinden, tiimor hiicrelerinden salinan bu biiyiime faktorleri,
sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin endotel hiicrelerini uyarilmalar1 sonucunda
anjiogenezise neden olan metabolik siire¢ baslamaktadir (19). Daha sonra bu siireg
damar endotelini doseyen kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden ve heparin siilfat
gibi proteoglikanlardan olugsan bazal membranin proteolitik yikimi ile devam eder.
Mevcut damarlart indiiklemek igin ekstraseliiler matriksin ve bazal membranin
parcalanmas1 gerekir. Bu amag¢ icin endotel hiicrelerden, tiimor hiicrelerinden ve
inflamatuar hiicrelerden serin proteaz ve matriks metalloproteinaz (MMPs) salgilanir
(14,17,20). Biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilen bu proteolitik enzimler, bazal
membranin ve ekstraseliller matriks bilesenlerinin yikimina neden olurlar (14,21).

ECM’deki proteolitik yikimi takiben endotel hiicreleri yikilan matriks icine gdce baslar
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(21). Normalde endotel hiicreleri yayilma etkisi gdstermeyen tek bir tabaka olustururlar.
Ancak anjiogenezis sirasinda cogalip yayilma gosterirler. Anjiogenezis siirecinde
vaskiiler hiicrelerin ylizeyinde bulunan avPB3 ve avPB5 gibi adezyon molekiilleri,
uyarilmis endotel hiicreler tarafindan indiiklenir ve hiicre - ekstraseliiller matriks ve
hiicre —hiicre arasimndaki etkilesimde 6nemli rol oynarlar. Cogalan endotel hiicreleri,
integrinler araciligiyla diger endotel hiicreler ile siki baglanti kurarlar ve boylece tiip
olusumunu gergeklestirirler (14,22). Daha sonra ¢ogalma durur, hiicreler morfolojilerini
degistirerek bir liimen olusturacak sekilde birbirlerine sikica tutunur. Cogunlukla
perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerin endotele katilmasi1 ve yeni bazal membranin
sentezlenmesi ile anjiogenezis tamamlanir (23). Kapiller filizlenme olustuktan sonra
yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya cikar ve bu sayede
daha ileri yayilim miimkiin olur. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiogenezis ortaya
ciktiktan sonra anjiogenik faktorlerde azalma goriiliirken, anjiogenezis inhibitorlerinde
artig gozlenir. Boylece endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriiniir ve damarlar kan akimini
baslatmaya hazir hale gelmis olur (21). Angiogenezis mekanizmasini anlayabilmek i¢in
bu siirecin indiikleyicilerini (anjiogenik faktorler) ve inhibitorlerini (antianjiogenik

faktorler) tanimak gerekir.
2.2 ANJIOGENIiK FAKTORLER

Anjiogenezisin olusmasinda, ekstraseliiler matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden,
tiimor hiicrelerinden, endotel hiicrelerinden ve makrofajlardan salinan pek ¢ok biiyiime
faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri temel rol oynar (24). Anjiogenik faktorlerden
ilk olarak kesfedilen ve yiiksek affinite ile heparine baglanan anjiogenik faktor FGF dir.
Anjiogenezis olusumunda onemli rolleri olan biiylime faktorlerinden 6nce FGF, daha
sonra VEGF 1980’li yillarda izole edilmistir (16). Ancak anjiogenik molekiiller i¢cinde
en Onemlisi ve {izerinde en ¢ok durulan VEGF’dir (25). Tablo 2.1’de bazi anjiogenik

faktorler ve etki mekanizmalar1 verilmistir.



Tablo 2.1. Bazi anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari

Anjiogenik Madde Etki Mekanizmasi Kaynak
Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Endotel hiicre ¢ogalmasi 726 27
(Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF) Permeabilite indiikleyici P
Fibroblast Biiyiime Faktorii .. <
(Basic Fibroblast Growth Factor; bEGF / eFGF) | £ndotel hiicre cogalmast 25,26

. Lo L Zayif endotel hiicre ¢cogalmasi
Epidermal Biilyiime Faktorii Lo . 328
(Epidermal Growth Factor; EGF) VEGF salinimini indiikleyici ,
Hepatosit Biiyiime Faktorii . -
(Hepotocyte Growth Factor / Scatter Factor; Endotel hiicre cogalmast 24,25

HGF/SF) Anjiogenezisi indiikleyici

Endotel hiicre cogalmasi
Anjiogenezisi indiikleyici 29
VEGF salinimini indiikleyici

Transforme Edici Biiyiime Faktorii-B
(Transforming Growth Factor;;TGF-b)

Endotel hiicre cogalmasi
Anjiogenezisi indiikleyici 26,29
VEGF salinimini indiikleyici

Tiimor Nekroz Faktorii
(Tumor Necrosis Factor —a;TNF-a)

Endotel hiicre cogalmasi
Endotel hiicre motilite faktorii | 29
Anjiogenezisi indiikleyici

Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii
(Platelet Derived Growth Factor; PDGF )

2.3 ANTIi-ANJIOGENIK FAKTORLER

Viicutta her sistemde oldugu gibi anjiogenezisin de inhibitorleri mevcuttur.
Anjiogenezis, anjiogenik aktivatorlerin ve inhibitorlerin arasindaki dengeye bagl olarak
aktive veya inhibe olmaktadir. Anjiogenik faktorler ile anti-anjiogenik faktorler
arasindaki bu denge, tiimor dokusu gibi hizla cogalan hiicrelerin bulundugu ortamda,
hiicrelerin cogalmasi1 ve yasam siirelerinin uzamasi i¢in temel unsur teskil eden
anjiogenezis lehine bozulmaktadir. Bu siireci anjiogenezis aleyhine c¢evirmek icin

degisik teoriler One siiriilmiistiir (25,30). Bunlar;

* Anjiogenik faktorlerin inhibisyonu

* Dogal antianjiogenik faktorlerin uygulanmasi (Endostatin, Anjiostatin vb.)
* Endotel hiicrelerinin inaktivasyonu

* Yeni damarlarin hiicre disi matriks ile etkilesimini bozacak molekiiller (matriks

metalloproteinaz inhibitorleri) seklinde 6zetlenebilir.



A) Anjiogenik faktorlerin inhibisyonu

Timorler, anjiogenik faktorlerin iiretimiyle aktive olduklarindan, bu faktorlerin
ekspresyonunun ya da etkilerinin inhibisyonu, tiimor anjiogenezisinin baskilanmasinda
indirek ancak etkili bir yaklagimdir. Oncelikli hedefler icinde en cok tercih edilenler
VEGF ve VEGF reseptorleridir. VEGF’in endotel hiicreleri iizerinde bulunan
transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi ile tetiklenen sinyal yolu bir¢ok
seviyede farkli acilardan inhibe edilerek VEGF’in etkinligi onlenebilmektedir. SU5416,
SU6668, SU11248 gibi antianjiogenik ajanlar bu amacla kullanilanlardan birkac¢idir
(10,25).

B) Dogal anti-anjiojenik faktorler

Anjiogenezisin viicutta endojen inhibitorleri vardir ve bazilarinin daha etkili olduklar1
anlasilmis ve yapilar1 izole edilmistir. Bu gii¢lii inhibitér ajanlardan, trombospondin,

anjiostatin, endostatin ve interferonlar gibi bircogu tedavide kullanilmaktadir (24).
C) Endotel hiicrelerinin inaktivasyonu

TNP-470, talidomide, vitaxin gibi antianjiogenik ajanlar, anjiogenezisde onemli olan
endotel hiicre gocli ve cogalmasini inhibe etmekte ve apopitozisi uyarmaktadirlar

(10,24,25).
D) Ekstraseliiler matriksi hedef alan tedaviler

Tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastazinda Onemli bir asama olan hiicre dis1
matriksin yikimi, endotel hiicrelerinin invazyonu ve yeni olusacak damarlar icin ortam
saglanmasi agisindan son derece énemli bir mekanizmadir (25,31). Bu asamanin bloke
edilmesi tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastazin1 engelledigi kadar, endotel
hiicrelerinin ¢evre doku ile iliskisini bozarak gociinii Onlemekte ve sonucta
anjiogenezisi de inhibe etmektedir. Bu amagla denenen ilk ajan endojen olarak iiretilen
ve matriks metalloproteazlar (MMP) icin spesifik bir inhibitér olan Metalloproteinaz
doku inhibitorii (TIMP-1)’diir (25,32). Diger bazi antianjiogenik faktorler ise Tablo

2.2’de verilmistir.
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Tablo 2.2. Bazi antianjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari

R . Etki Mekanizmasi
Grup Antianjiogenik Madde (Hedef reseptorler) Kaynak
SU5416 VEGFR-2
Anii ik Fakto SU6668 VEGFR-2, bFGFR
A SU11248 VEGFR-2, PDGFR 27, 10, 33
fbroret PTK787/ZK22854 VEGFR-1, VEGFR-2
7ZD6474 VEGFR-2 , EGFR
IL-12 VEGF, MMP-9, TIMP-1
< L . Trombospondin-1 VEGF
ﬁ?}%&lta?:r_iammgemk interferonlar bFGF 10, 14
Endostatin Integrin a5p1, Flk-1
Angiostatin Integrin avp3, ATP sentezi
~ . e Vitaxin Integrin avf3 Faz I, 1I
%ﬁﬁ%ﬁgrﬁlr‘i“mes‘“‘“ Medi-552 integrin avp3 Faz I 25,27
Cilengitide Integrin avp3
TIMP-2 MMP-2, integrin o331
e Marimastat MMP
MMP Inhibitorleri BAY 12-9566 MMP 24
Prinomasatat MMP-2, MMP-9

2.4. TUMORAL (PATOLOJiK) ANJIOGENEZIS

Tiimoral anjiogenezis kavraminin tarih¢esine bakildiginda yaklasik 100 yil once timor
icerisinde yeni damar gelisimlerinden bahsedildigi goriilmiistiir. Ancak bu donemde
tiimor hiperemisi olarak adlandirilan bu durumun tiimor metabolitlerine bagh basit bir
dilatasyon oldugu diisiiniilmiistiir. Daha sonraki donemde tiimoriin mevcut damarlarla
m1  beslendigi yoksa yeniden damarlanmanin mi oldugu tartisilmig, yeniden
damarlanmay1 kabul edenler bile bunun tiimor gelisimi icin gerekli olmadigini, basit bir
reaksiyon oldugunu ileri siirmiislerdir. 1939 yilinda yaralanma sonucunda olusan
yeniden damarlanmanin durdugu ve geriledigi, ancak tiimor implantinda damar
gelisiminin giderek arttig1 fark edilmistir. 1945 yilinda yapilan bir ¢calismada ise, timor
implantindaki yeni damarlarin konak¢i damarlardan koken aldigi belirtilmistir (21).
1971 yilinda Folkman “tiimor gelisimi anjiogenezise bagimhidir” diyerek mikroskopik
timor kitlesinin, anjiogenezisi baslatabilecegini ve boylece tiimoral kitlenin siirekli
olarak genisleyip ve metastaz olusturma imkanina sahip olabilecegini ifade etmistir
(34). Ayrica anjiogenezisin, timor hiicrelerinden “Tiimor Anjiogenezis Faktor (TAF)”
adi1 verilen bir biiyiime faktoriiniin tiretilmesine bagl baslayabilicegi belirtilmistir. TAF
yapimini ya da onun biyolojik fonksiyonunu onleyerek ya da yeni olusan immatiir kan

damarlarindaki endotel hiicrelerini hedef alarak tiimoér anjiogenezisi ve timor
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biiytimesini bloke etmek miimkiin olabilir. Bu tip tedavi yaklasimlar1 basarili olursa,
timor  hiicrelerini  ortadan  kaldwramayacagi  fakat  tiimoral = damarlanma
engelleneceginden tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellenebilecegi rapor edilmistir

(34-36).

Tiimor gelisimi deneylerinde, eger ek kan damarlar1 faaliyete gecmezse, tlimorlerin
difiizyon sayesinde ancak 1-2 mm’ kadar biiyiiyebildikleri; yaklasik 106 hiicreli evreye
kadar diflizyonla besin saglayip hiicresel atiklar1 uzaklastirilabildikleri tespit edilmistir.
Bu doneme avaskiiler evre denilmistir (15,23,24,35). Bu evrede, kanser hiicrelerinin
cogalmas1 apopitozis tarafindan dengelenir ve tiimorler klinik acidan yillarca
kesfedilmemis olarak kalabilir. Bu basamak ‘tiimoriin uyku hali’ olarak isimlendirilir.
Tiimoriin uyku hali periyodu uzundur ve yeni damarlanma goriildii§iinde tiimorler
(siddetli displazi) genellikle in situ asamasindadir. Tiimorlerin yeni kan damarlarinin
olusumunu uyarma egilimine girme siirecine tiimoral anjiogenezis ve bu evreye de
vaskiiler evre ismi verilir. Tiimorler, anjiogenezis ile avaskiiler evredeki smirlanmis
boyutlarinin 6tesine gegebilirler. Anjiogenik anahtar olarak adlandirilan bir mekanizma
ile anjiogenezisin pozitif ve negatif diizenleyicileri arasindaki denge saglanmaktadir.
Inhibitér miktarinda azalma ya da aktivator seviyelerindeki artis ile denge
degisebilmekte ve anahtar mekanizma aktive olabilmektedir (10,14,29,37) (Sekil 2.3).
Anjiogenik anahtar agildiginda iki yonlii parakrin stimiilasyon baslar. Prolifere tiimor
hiicreleri tarafindan uyarilan anjiogenik faktorler, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
stimiile eder ve prolifere olan endotel hiicreleri tarafindan salgilanan biiyiime faktorleri
de tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile eder (10,14,17,30,37). Anjiogenik
anahtarin 6nemli uyaricilar1 hipoksi ve/veya genetik mutasyonlardir. Olusturulan
damarlar, infiltre olmaya c¢alisgan immiin hiicrelere giris rotasi, sistemik dolasima
metastaz yapmaya calisan tiimor hiicrelerine de ¢ikig rotast saglar. Anjiogenezis
esnasinda endotel hiicreleri sessiz hallerinden, hizla cogalan sekle doniismekte ve
anjiogenezis bloke edildiginde tiimor hiicre proliferasyonu devam edebilmektedir.
Ancak bu durum yiiksek oranda tiimor hiicre apopitozisi ile dengelenmekte ve boylece

timor kitlesi genisleyememektedir (17,30).
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Tiimorlerdeki damarlanma siireci karmasiktir ve her tiimor damarlanmada kendine 6zel
ozellikler gosterir. Damarlanma; dokunun 06zelligine, anjiogenik cevreye, konakg¢inin

bagisikligina ve tiimoriin derecesine gore degisir (38).

AKTIVE PROTEAZLAR
ONKOGENLER ADEZYON ,
4 _ RESEPTORLERI
POZITIF v . i -
BUYUME FAKTORLERI MOTILITE
o SITOKINLERI
e
[:]"':T:\] 8\ e ® EI -
ILERLEME o i@@
NEGATIE TUMOR BASKILAYICI :
GENLER METASTAZ
BASKILAYICI
BUYUME FAKTOR GENLER
INHIBITORLERI PROTEAZ
INHIBITORLERI

Sekil 2.3. invaziv kansere doniisiim sirasinda pozitif ve negatif yonde etkili olan elemanlar. Kontrolsiiz
proliferasyon sonucu bazi bilyiime faktorleri ve aktive olmus onkogenler artarken, siipresdr onkogenlerde
azalma meydana gelmesi. Invazyonu kolaylastiran gen iiriinlerinde artis olurken invazyonu kolaylastiran
proteinlerde kayip meydana gelmesi (39).

2.5 ANJIOGENEZIS VE METASTAZ

Kanser hastalarinda tedavinin yetersiz olmasinin en biiyiik nedeni, tiimor invazyonu ve
metastazdir. Anjiogenezis, sadece tiimoriin biiylimesi i¢in onemli degil ayn1 zamanda
kotii huylu hiicrelerin metastatik yayilimini etkileyen onemli bir siiregtir. Anjiogenezis
olmazsa tiimor hiicreleri nadiren dolasima girer (40-43). Metastaz primer tiimoriin en
erken olusum evresinden itibaren baglar ve zaman i¢inde tiimoriin biiylimesine paralel
olarak artar. Tiimorler histolojik tiplerine gore farkli metastaz giiciine sahiptirler. Pek
cok epitel kokenli tiimorde tiimor hiicresinin yayilimi, tiimoriin damarlanmasindan kisa
bir siire sonra meydana gelmektedir (44). Fazla damarli tiimorlerin, daha az damarh
tiimorlere gore metastaz yapma egilimi daha fazladir. Klinik ¢aligmalarda elde edilen
bu bilgiler, tiimorlerdeki anjiogenik faktorler ile metastaz olasiligi arasindaki yeterli

korelasyonu gosterir (15).
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2.6 ANTIANJIOGENIK TEDAVi

Timor damarlar1 saglikli dokularin damarlarindan farkhdir. Yeni olusan damarlar,
diizensiz, heterojen ve daha kirilgan bir bazal membrana sahiptir ve dolayisiyla matiir
damarlara oranla gecirgenlikleri daha fazladir (13). Timor dokusundaki endotel
hiicreleri de diizensiz bir organizasyona sahip olup dengesiz yiizey molekiilleri
salgilarlar. Timor damarlarinin bu 6zellikleri anjiogenezis inhibitorlerinin segiciligi i¢in

bir 6nem kazanmaktadir (45).

Folkman’m (1971) yaymindan 30 yil sonra cok sayida proanjiogenik ve antianjiogenik
faktorler kesfedilmis ve antianjiogenik terapi, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapiden
sonra dordiincii terapi modeli olmustur (46). Timor biiylimesi ve metastazi
anjiogenezise bagl oldugundan, tedavi bu siireci durdurmak iizerine odaklanmustir.
Anjiogenezis mekanizmasinin her bir basamagi ayr1 ayr1 antianjiogenik yaklasimi i¢inde
barindirir. Antianjiogenik tedavi; tiimor hiicreleri veya konak hiicre tarafindan salinan
proanjiogenik peptidlerin iiretimini veya etkisini inhibe ederek veya tiimor iginde
anjiogenezis inhibitorlerinin  salimmmini1  artirarak  direkt endotel hiicrelerine
odaklanmaktadir. Tiimoér damarlanmasini 6zellikle de mikrovaskiiler damar endotelini
hedef alan caligmalarda, solid tiimor hiicresi yerine, genetik stabilitelerinden dolay1
direng gelistirme giicli olmayan endotel hiicreleri hedef alinmaktadir (23,46). Yaygin
olarak antianjiogenik tedavi, antiproliferatif tedavi olarak kabul edilmesine ragmen
antianjiogenik tedavinin apopitozise ve tiimor inhibisyonuna yol acabilecegi de
bildirilmektedir. Hayvan modellerinde yapilan caligmalarda anjiogenezis inhibitorleri
ile tedavi, antitiimor etkisi gostermektedir (18,30). Antianjiogenik yaklasimlarin klasik

kemoterapotik yaklasimlara gore cesitli avantajlar1 vardir. Bunlar;

1. Timorler, hiicre tipi ve malignant Ozelliklerine bagl olarak heterojendirler. Bu
ozellikleri sayesinde kemoterapétik ajanlara direng gosterirler. Endotel hiicreler ise

genetik olarak stabildir ve neoplastik olmadiklarindan daha az direnglidirler.

2. Dolasimdaki ila¢ endotel hiicrelerine kolaylikla ulasabilirken, klasik sitotoksik
ilaclar, tiimOr hiicrelerine ulagmak icin yiiksek stromal interstisiyal basinci agsmak

zorundadir.

3. Solid tiimorler (6zellikle intraserebral tiimorler) damarlanma fazindan 6nce klinik
belirtiler olusturmayabilir. Dolayistyla anjiogenezisin durdurulmasi klinik belirtileri

engellemeye yetecektir.
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4. Tiumodr damarlar1 diger damarlardan anjiogenik molekiillerin ekspresyonu ile ayirt
edilebilir ve bu molekiiller tiimor damarlarim1 hedeflemede yiiksek secicilik ortaya

konmasini saglayabilir.

5. Klasik kemoterapdtik ajanlarin basarisi biitiin tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesine
baghdir. Antianjiogenik ajanlar i¢in bu gerekli degildir; Ornegin sadece bazal
membran hedef alinarak sekonder endotel hasari olusturulabilir veya endotel
hiicreleri i¢in gerekli biiyiime faktorleri inhibe edilerek tiimorii besleyen damarlar

engellenebilir (14,23,30,35).

Anjiogenezis ¢aligmalarinda 6nemli bir basamak da anjiostatin ve endostatin  gibi
endojen anjiogenezis inhibitorlerinin kesfedilmesidir. Bu inhibitorler, endotel hiicre

cogalmasini ve gogiinii engellerken apopitozisi indiikleyici etki gosterir (46).
2.7. ENDOSTATIN

Tiimor biiyiimesinde anjiogenezisin Oneminin anlasilmasi, yeni kan damarlarinin
olusmasini inhibe eden faktorlerin arastirilmasina neden olmustur. Boylelikle
antianjiogenik faktorlerin sayisinda bir artis meydana gelmis ve hatta bir kismi klinik
caligmalarda denenmistir. Bu faktorlerden bazilari, endojen anjiogenezis inhibitorii
olarak adlandirilan ve insan viicudunda bulunan proteinlerden olusan dogal proteolitik
fragmanlardir. Bunlardan biri olan endostatin, 20 kilo dalton molekiiler agirliga sahip
184 amino asitlik bir peptiddir (23,47). Endostatin ilk olarak aminoasit zinciri analizini
yapmak amaciyla tiimor tasiyan farenin idrarindan elde edilmistir (48,49). Daha
sonralar1 ise metastatik 6zelligi olmayan kemirgen hemanjioendotelioma hiicrelerinden
(EOMA) izole edilmistir. Boylece ilk olarak in vitro kiiltiir ortaminda, EOMA
hiicrelerinden izole edilen bir endojen inhibitordiir (15). Damar duvarinda,
trombositlerde ve dolasimda olmak iizere insan viicudunda ii¢ farkl yerde ve ozellikle
de perivaskiiler bazal membranda bulunan endostatinin, dolasimdaki plazma seviyesi,

ortalama olarak 10-50ng/ml civarindadir (47,50-52).

Endostatinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmedigi i¢in, yapilan ¢aligmalarda degisik
mekanizmalar tanimlanmistir. Bu caligmalarda, endostatinin, o5 ve av integrinler,
¢inko, fibulin, laminin-1 ve tropomiyosin ve VEGF gibi proteinlerle iliskisinin oldugu
gosterilerek apopitoz, hiicre gocii ve anjiogenezisdeki etki mekanizmasi tanimlanmaya
calistlmistir (11,46,53-57). Yapilan caligmalarda endostatinin antianjiogenik aktivitesine

ek olarak, direk bazi tiimor hiicrelerini inhibe ettigi de belirtilmistir (58).
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2.7.1 Endostatinin Teropotik Dozu ve Uygulama Yontemleri

Yapilan calismalarda endostatinin etkinliligini arastirmak icin in vitro ve in vivo
yontemler kullanilmistir. Rekombinant kemirgen ve insan endostatinin, in vivo timor
modellerinde tiimor biiyiimesini ihibe ettigi kadar, in vitro olarak da endotel hiicre
cogalmasmi ve hiicre gociinii inhibe ettigi ifade edilmistir. In vivo calismalarda,
laboratuvar hayvanlarinda (fare ve sican) deneysel olarak olusturulan kanserlerde, 10 ile
20 giin araliginda 0.3-20 mg/kg/giin dozlarda, i.p ya da s.c yoldan verilen endostatinin
antianjiogenik etki gosterdigi rapor edilmistir (59-62). Ayrica endostatinin diger
antianjiogenik ajanlarla kombine olarak verilmesinin iizerinde duruldugu gibi (61,63)
tek bagina 60’dan fazla tiimor tipini gii¢lii sekilde inhibe ettigini gosterir caligmalar da
bulunmaktadir (49,64). Faz calismalarinda ise, 15 mg/m” den 600 mg/m’ ye varan dozlar
giivenli bir sekilde kullanilmis, 250-300 mg/m2 ideal doz olarak belirlenmistir. Ancak
faz caligmalarinda, endostatinin bu dozlar1 yeterli antitiimoral etki gostermemistir
(52,65). In vivo yontemlerden en ¢ok kullanilan, bazi insan ve hayvan tiimorlerinin s.c
olarak farelere enjekte edilmesi ve deri altinda biiyliyen tiimorde endostatinin antitiimor
etkisinin arastirilmasidir. Bir baska yontem ise kimyasal karsinojenle indiiklenen
tiimorlerde endostatinin antitiimor etkisine bakilmasidir. Aslinda herhangi bir kanser
tipini aynen ortaya koyan tiimér modelini olusturmak zordur. Bu amagcla yapilan

caligmalarda degisik tiimor modelleri kullanilmstir (66). Bunlar;
¢ Kimyasal ve fiziksel karsinojenler ile timor olusturma

e Spontan ve transplante edilebilen tiimor modelleri

e Tiimor xenograft

¢ Transgenik, nakavt modeller

e Intraperitoneal yolla mikroenkapsiiler tiimér modelleri.
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2.8 KIMYASAL KARSINOJENLER ILE DENEYSEL KANSER OLUSTURMA

Olusturulmak istenen tiimoriin biyolojik Ozelliklerini ve ilaclarin sitotoksik etkilerini
istenildigi sekilde gosterecek deney hayvanini se¢mek, tiimor olusturma sansini
artrmak icin en uygun tiir, soy, yas ve cinsiyeti saptayarak ise baslamak bu
caligmalarda Onemlidir. Deneysel kanser arastirmalarinda, 6zellikle kimyasal
karsinojenler ile spontan tiimor olusturulmasi veya transplante edilebilen tiimorlerin
kullanilmas1 6n plana cikmaktadir (66,67). Deney hayvanlarinda bagirsak tiimor
olusturulmas1 konusunda ilk deneysel calisma Lorenz ve Stewart tarafindan 1941
yilinda yapilmistir. Bu c¢alismada, oral olarak dibenzantresan veya metilkolantren
verilen farelerin ince bagirsaklarinda multipl tiimorlerin gelistigi fakat kolonda tiimor
gelismedigi belirtilmistir (68). 1952 yilinda Walpole ve ark. sicanlarda deri alt1
dimetilaminobifenil enjeksiyonu ile ince bagmrsak ve kolonda adenokarsinom
olusturmuslardir (69). Daha sonralar1 ise kemirgenlerde, kalin bagirsakta kanser
indiikleme modeli Laqueur tarafindan 1962 yilinda gelistirilmistir. Bu calismada bir
bitkisel iiriin olan cycasin (methylazoxymethanol glycoside) kemirgenler i¢in potansiyel
bir karsinojen olarak tespit edilmistir (70). Bundan kisa bir siire sonra da ratlarda daha
fazla etkili olan 1,2 dimetilhidrazine (DMH), azoksimetan (AOM) gibi kanserojenik
maddeler bulunmustur. Bu iki bilesige ilaveten daha sonraki arastirmalarda da
genellikle direkt etkili olan N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) ve N-
methyl-N-nitrosourea (MNU) gibi iki karsinojen daha kullanilmistir. Bu kimyasallarin
tiim kemirgenlerde aktivasyon dereceleri farklidir ve 6zellikle ratlarda daha iyi sonug
verirler. Cesitli rat wrklarinda da hassaslik derecelerinde fakliliklar goriiliir. Sprague-
Dawley cinsi ratlar bu karsinojenlere karsi daha cok hassastir. DMH’in DNA’ya
baglanmasinda 10 degisik varyasyon, proteinlere baglanmasinda ise 3 ¢esit varyasyon
gozlenir. Bu durumda kanser indiiklemede denekler arasinda ki genetik fakliliklar
onemli hale gelmektedir (71). Kolon kanseri indiiklemede siklikla kullanilan

karsinojenler DMH ve onun metabolitleri olan AOM, MNNG ve MNU’dur (72).
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2.8.1 Karsinojen Maddeler

1) 1,2 Dimetilhidrazin (DMH): DMH cevreyi kirleten cok toksik bir kimyasal olup,
kolon kanserini indiiklemede yaygin olarak kullanilan ve 6zellikle de distal kolonda
tiimor olusumunu indiikleyen bir maddedir (66,73). Bir metil hidrazin tiirevi olan DMH,
organizmada metil radikali saliveren bilesiklere doniismek sureti ile etkinlik kazanan bir
ajandir. DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekiillerini metilleyerek mutajenik etki yapan
DMH aymi zamanda RNA (Riboniikleik asit) ve dolayisiyla protein sentezini de bozar.
DMH ve azoksimetan ile yapilan farmakolojik ¢alismalar, bu ajanlarin gercek bir
karsinojen 0Ozelligi kazanabilmeleri i¢in ©Once metobolik olarak aktive olmalar1
gerektigini gostermistir. Bu madde ile karsinogenezisin baslamasindaki esas yol,
DMH’in karacigerde azoksimetan ve azoksimetanole doniismesidir. Azoksimetanol
daha sonra glukuronik asitle konjuge olur ve bilier ekskresyona ugrar. Kolon liimeninde
glukuronoidler bakteriyal hidrolize ugrarlar ve aktif karsinojen metabolitlere doniisiirler
(67). DMH smrasiyla azometan, azoksimetan, metilazoksimetanol, ethane, ve
karbonyuma doniisir. DMH metobolizmasi boyunca serbest radikaller iiretilir. Bu
metabolik yikimin son {iiriinlerinden olan metildiazonyum iyonu DNA, RNA ve
proteinleri metilleme 6zelligine sahiptir. Boylelikle karsinogenezis baslatilmis olur (74).

(Tablo 2.3)

Tablo 2.3. Hayvan modelinde DMH metabolizmasi

1,2 Dimetilhidrazin CHs- -NH- -NH- -CH3
Azometan CHs- -N=N- -CHs
Azoksimetan CH3. -N=N- -CHz
QO l
Metilazolksimetanol CHs- N=N- -CH:20H CH3- -N=N- -CHz- -O- -glukoz
O l 0 Sikasin
Metildiazonyum CHs. -1\i=N

Karbonyum HsCH+N2
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DMH, karacigerde protein sentezini, DNA ve RNA sentezini ilk dozdan 6-12 saat sonra
gibi kisa bir siirede inhibe eder ve kolondaki hiicrelerin 6lmesine neden olur. Bu
hiicrelere verilen zarar ilk 72 saatten sonra onarimaya calisilir (75,76). DNA zararinin
tamir edilmemesi sonucu kolon kanseri olusur. Hiicrelerin kansere doniismesi 2
asamada gerceklesmektedir. Ilk asamada, spesifik genlerin DNA’larina kimyasal
karsinojen ile geri doniisiimsiiz zarar verilir. Bu siirecten sonra hiicreler karsinojenik
hiicrelere doniisiirler ve daha fazla biiyiiyemezler. Bundan sonra tiimorlerin biiyiimek
icin uyarilmast gerekmektedir. Bunun i¢in ikinci asamada, biiyiime faktorlerinin

salmimi baslar ve tiimor latent evreden ¢ikararak biiyiimeye baslar (77).

DMH tarafindan indiiklenen kolon tiimorleri, epitelyal orjinli olup ve insan kolon
neoplazmalarma benzer histoloji, morfoloji ve anatomik durum sergiler. DMH’in
kullanilmasinin diger biiyiik bir avantaji ise bu karsinojenin hizli bir sekilde metabolize
olmasi1 ve viicuttan temizlenmesidir (78-80). Kolon kanseri gelisme insidansi kullanilan
karsinojene, dozuna, uygulama sikligina, uygulama zamanina ve yoluna baghdir. Ayrica
deney hayvanlarinin yasi, cinsiyeti, genetik durumu timor gelisme insidansini
etkilemektedir. DMH’1n oral yoldan ratlara verilmesi sonucu diisiik tiimor insidansi
goriilirken (%30), subkutan uygulanmasinda %100 tiimor, intrarektal uygulanmasi
sonucunda 34 hafta sonra kolonda hiperplazi ve preneoplastik lezyonlar goriiliir. Kas i¢i
enjeksiyonlarda ise 12 hafta sonra %80 civarinda kolon tiimorii goriildigi tespit

edilmistir (72).

2) Azoksimetan: 1,2 dimetilhidrazinden tiireyen alkilleyici bir ajandir. 1,2
dimetilhidrazin oksidasyona ugrayarak azometana doOniigiir. Sonra bu madde
azoksimetana doner. Azoksimetan haftalik subkutan veya intraperitoneal enjeksiyonlar

seklinde kullanilir.

3) Metilazoksimetanol: Metilazoksimetanol, azoksimetanin N-hidroksilasyonu ile
olusan karsinojen bir maddedir. Metilazoksimetanoliin yikimi sonucu ortaya cikan

metildiazonyum DNA, RNA veya proteinleri metilleme 6zelligine sahiptir

4) Diger kanserojen maddeler: N-Metil, N-Nitrozoganidin, metilnitrozoiire ve a-
diflorometilornitin deneysel hayvan modellerinde kolonik adenom ve adenokarsinom

olusturmak amaci ile kullanilan diger karsinojen ajanlardir (67,72).
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2.9 KOLON KANSERI

Kolorektal karsinom gelismis iilkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye yol agcan dnemli
bir hastaliktir. Kolon kanserinin goriilme orani gittikge artmaktadir. Goriilme sikhigi;
erkeklerde brons ve prostat kanserinden sonra iigiincii sirayi, bayanlarda meme
kanserinden sonra ikinci sirayr almaktadir (81). Amerika Birlesik Devletleri’nde en sik
goriilen iciinci kanserdir ve kansere bagh oOliimlerde ikinci sirayr almaktadir (82).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore her yil 945 bin kisi kolorektal kansere
yakalanmakta ve yaklasik 500 bin kisi kolorektal kanser nedeniyle 6lmektedir (83).

Ulkemizde kesin veriler olmamasina karsin yapilan calismalarda, kolorektal
karsinomlarin kotii huylu tiimorler arasinda kadinlarda 3. sirayi, erkeklerde ise 8. sirayi
aldig1 belirlenmistir. Oliim nedenleri arasinda da aymi siray1r korumaktadir (44,67). Bir
insanin yasam boyunca kolorektal kansere yakalanma olasiligi %5’dir. Kolorektal
kanser siklig1 yas ile artmaktadir (81). 40 yasinda hafif, 50 yasinda daha belirgin bir
artma olur ve hastalarin %94’ii, 40 yaslarin iizerindedir. 65 yas ilizerinde goriilme
siklig1, daha gen¢ hastalarda goriilme sikligindan yaklasik 5 kat fazladir (44,84).
Boylece hem erkek hem de kadinda oldukca sik goriilen bir kanser tiirii olmas1 nedeni

ile 6nemli onkolojik sorunlardan biridir.
2.9.1 Kolorektal Kanserlerin Etiyolojisi

Kolorektal kanserlerin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak yiiksek proteinli,
yagdan zengin az lifli diyetle beslenmek, ileri derecede yaslanmak, birinci derece
akrabasinda kolon kanseri bulunmasi, inflamatuar bagirsak hastaligi olmasi, ailesel
poliposis sendromu bulunmasi kisilerde kolon kanseri riskini artirir. Kolorektal kanserin
cok ve az goriildigii toplumlarda kolonda bakteriyal incelemeler yapilmig kimyasal
yonden bulunan farkliligin etyolojide 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bagirsak
bakterilerinin, inaktif karsinojenik prekiirsorleri metobolize ederek aktif karsinojenik
maddelere doniistiirdiigii bildirilmistir. Kisacasi etiyolojide genetik faktorler ve diyet

onemli rol oynamaktadir (44,67,85).
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2.9.2 Kolonun Anatomi ve Embriyolojisi

Sindirim kanal1 epiteli ve organlari parankimasi endodermden, bag dokusu, kaslar1 ve
organlarin kapsiilleri splanknik mezodermden koken alir. Sindirim kanali, gelisiminin
baslangicinda kor bir tiip seklindedir ve foregut (6n bagirsak), midgut (orta bagirsak) ve
hindgut (son bagirsak) olmak iizere iic bolimden meydana gelir (6). Insanlarda ve
farelerde kalin bagirsagin embriyolojisi ve anatomisi bazi fakliliklar gosterir. insanlarda
ortalama hamilelik siiresi 280 giin iken farelerde bu siire ortalama 21 giindiir.
Dolayisiyla bagirsak tiipii, insanlarda, yaklasik 14 somitlik evrede (4.haftada)
embriyonun sefalik kisminda on bagirsak, kaudal kisminda ise son bagirsak olmak
izere kor bir tiip seklinde, endodermden gelisirken, farelerde ise 2 somitli embriyoda
(10 giinliik) gelismeye baslar. Farelerde 6n bagirsagin gelisimi, embriyo 7 giinliikk
oldugunda, embriyonun 6n tarafinda, kolumnar endodermde derin bir centik ile baslar
ve 11. giinde 6n bagirsak ve son bagirsak belirginlesir. On bagirsaktan 6zefagus, trakea,
akcigerler, karaciger, safra kesesi, pankreas, mide ve safra kanalinin duodenuma agildigi
kismin proksimal boliimii olusur. Her iki cinste orta bagirsak, orta kisimda ve yolk sap1
yoluyla yolk kesesi (vitellus kesesi) ile iliskilidir. Daha sonra bu baglant1 vitellus
kesesinin korelmesi ile ortadan kalkar ve dudenumun geri kalan distal kismi, jejenum,
ileum, appendiks vermiformis, ¢ekum, kolon ascendens, kolon transversumun 2/3’liikk
proksimal kismi orta bagirsak tarafindan olusturulur. Gelisiminin erken donemlerinde
orta bagirsagin uzamasi dorsal mezenterin olusmasina ve bu olusumun karin arka
duvarmna asilmasina neden olur. Bagirsaklar, embriyonun gelisimi siiresince uzamaya
devam eder ve son pozisyonunu alir. Gelisimin daha sonraki evrelerinde ise son
bagirsagin terminal par¢asi kloakaya acilir ve insanlarda embriyo 7 haftalik oldugunda,
farelerde ise embriyo 15 giinliikk oldugunda iirorektal septum kloakay1r 6nde primitif
irogenital siniis ve arkada da anorektal kanal ad1 verilen iki parcaya ayirir. Boylelikle
son bagirsaktan mesane, kolon transversumun 1/3’liik distal boliimii, kolon descendens,
kolon sigmoideum, rektum ve anal kanalin iist kismu geliserek sindirim kanalinin
gelisimi tamamlanir (6,86-88). Embriyolojik gelisimin tamamlanmasiyla olusan kalin
bagirsaklar, ileumun sonundan aniise kadar uzanir. Insanlarda kalin bagirsak, ince
bagirsaga bir cerceve olusturacak sekilde karin boslugunun sag yan, iist, sol yan ve
pelvis boslugunda bulunur ve sirasiyla cekum, kolon, rektum ve anal kanal olmak iizere
dort boliime ayrilir. Kalin bagirsagin ¢cekumdan sonraki kismina kolon denir ve kolon,

kolon ascendens (proksimal kolon), kolon transversum (orta kolon), kolon descendens
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ve kolon sigmoideum (distal kolon) olmak iizere 4 bolimden meydana gelir (89).
Farelerde ise kalin bagirsagin anatomisi biraz farklilik gosterir. Kalin bagirsak cekum,
kolon ve rektum olmak iizere ili¢ bolime ayrilir. Cekum abdominal boslugun alt
kisminda kor bir kese seklindedir. Lenfatik dokular genelde ¢cekumun alt duvarinda
toplanir. Farelerde appendiks vermiformis yoktur. Kolon, insanlardaki gibi ince
bagirsak etrafinda cerceve olusturmaz. Kolonun, ¢cekumdan pylor seviyesine kadar olan
kismina kolon ascendens (proksimal kolon), daha sonra gelen kisa bir boliimiine kolon
transversum (orta kolon) ve son kismina ise kolon descendens (distal kolon) denir.
Rektum ise retroperitoneal olarak gelisir ve kolondan aniise dogru kalin ve kisa bir gecit

olusturur (86,87).
2.9.3 Kolonun Histolojisi

Hem insanlarda hem de farelerde kolon histolojik olarak tunika mukoza, tunika
submukoza, tunika muskiilaris ve en dista tunika serozadan meydana gelmistir. Tunika
mukoza, lamina epitelyalis, lamina propria ve lamina muskiilaris mukoza olmak iizere

iic tabakadan olusur (90,91). (Resim 2.1)

¥ Lieherkiithn
*Exiptalan

Resim 2.1: Kolonun normal goriiniimii.

M: Mukoza, Lm: Lamina Propria Mm: Muskiilaris mukoza, Sm: Submukoza,

Kt: Kas tabakasi (icteki sirkiiler kas tabakasi, digtaki longitudinal kas tabakast).



22

Tunika Mukoza: Kolon mukozasinda ¢ok sayida diiz tiibiiler bezler (Lieberkiihn
kriptalar1) bulunmaktadir. Bu bezler, emici enterositlerden ve goblet hiicrelerinden
olusan tek kath prizmatik yiizey epiteli ile doselidir. Enterositlerin kisa apikal
mikrovilliisleri vardir ve bu hiicreler su ve iyonlarin tasinmasina katkida bulunurlar.
Goblet hiicreleri en baskm hiicre tipidir ve ¢ekumdan sigmoid kolona dogru sayisinda
artiy gozlenir ve bir glikoprotein olan musini salgilamakla gorevlidir. Enterosit ve
goblet hiicrelerinden bagska tiibiiler bezlerin yapisinda aralara serpistirilmis olarak
enteroendokrin hiicreler ve Lieberkiihn kriptalarmin taban kisminda ise kok hiicreleri
bulunmaktadir (91). Tiim mide-bagirsak kanalinin epitel hiicreleri siirekli olarak
dokiilmekte ve kok hiicrelerinin mitozuyla olusan hiicreler tarafindan yenilenmektedir.
Kolon kriptalarinda bu kok hiicreler, alt 1/3’liikk kisma yerlesmislerdir. Hiicreler bu
yenileyici bolgelerden olgunlagsma alanina dogru hareket ederler. Bu alanda yapisal ve

enzimatik olgunlagsma sonucunda islevsel hiicre toplulugu olustururlar.

Lamina propria; fibroblastlar, damarlar, sinirler, diiz kas ve inflamatuar hiicrelerin
gevsek bir kolleksiyonunu igerir. Bol miktarda lenfoid hiicreler ve nodiiller bulunur.
Lenfatikler, lamina propria’nin alt 1/3’liikk boliimiinde sinirhidir ve submukoza
tabakasima infiltre olabilirler. Lenfoid dokunun oldukca fazla olmasi, kalin bagirsakta
asirt derecede bir bakteri populasyonu bulunmasina baghdir (92). Lamina propria’da,
inflamatuar hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri, mast hiicreleri, eozinofil ve

histiyositler de bulunur (93).

Lamina muskiilaris mukoza; longitudinal ve sirkiiler kas liflerinden olusur. Mukozaya

dogru fasikiiller seklinde kas lifleri uzanabilir (94).

Tunika Submukoza: Kan damarlari, sinir ve lenf damarlar1 iceren bag dokusundan
olusur. Lamina propria’nin hiicresel igerigi submukozal stromada da yer alir. Bu
tabakada Meissner submukozal pleksus ve derin submukozal pleksus olmak {iizere iki

noral pleksus bulunur (89,91,93).

Tunika Muskularis: icte sirkiiler, dista longitudinal diizenlenmis kas hiicrelerinden
olusur. Kas tabakasinda dista longitudinal seyreden lifler birleserek taenia coli’yi
olusturur. Taenia coli kurdaleye benzeyen her biri 1cm eninde, ii¢ adet, uzunlamasina
yonlenmis banttan olugsmaktadir. Taenia coli ve i¢ kisimda kalan silindir kas liflerinin
kasilmasi, kolonda haustra coli olarak adlandirilan cepgiklerin olugsmasina neden olur.

Auerbach pleksusu iki kas tabakasi arasinda yer alir (91,93).
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Tunika Seroza: Kalin bagirsagi orten peritondur. Cekum, appendiks vermiformis,
transvers kolon ve sigmoid kolonu tam olarak sarar (intraperitoneal). Ascendens kolon,
descendens kolon ve rektumun bir boliimii ile anal kanal peritonun arkasinda kalir
(retroperitoneal). Bu tabakada appendiks epiploika olarak adlandirilan ve seyrek olarak
bulunan yag dokusu cikintilar1 vardir. Bu yapilar haustra koli ile birlikte kolonun

kendine has bir 6zelligini olusturmaktadir (91,93,94).
2.9.4 KOLOREKTAL KANSERLERIN PATOLOJISI

Kolonun malign (kotii huylu) tiimorleri mikroskopik olarak adenokarsinom, melanom
ve sarkom olarak ayrilir. Fakat kolonun kotii huylu tiimorleri denilince akla kolon
kanserleri ve adenokarsinomlar (%98) gelmektedir (44,85). Diger kanserlere daha az
rastlanilir. Kolon kanseri gelisimi kolon mukozasinda asir1 proliferasyon ve displazi
gelisme evresi preneoplastik evre; sirayla tiibiiler, tiibiilovilloz adenom ve villoz
adenom gelisme evresi prekanseroz evre; once in situ, sonra invaziv karsinom, daha
sonra da metastaz gelisimi ise karsinom evresi olarak ii¢ klinik evrede degerlendirilir

(95).
2.9.5 Kolorektal Polipler

Kolorektal polipler dokunun liimene dogru ¢ikint1 gosteren kitleleridir. Sapsiz (Sesil)
veya sapli; dogumsal veya edinsel; iyi huylu veya kotii huylu; mukozal, submukozal
veya muskiiler lezyonlar olabilirler. Sikliklar1 yasla birlikte artar. Kalinbagirsaktaki
biitiin epitelyal poliplerin yaklasik %90’1n1 non-neoplastik polipler olusturur. Polipozis
deyimi ise birden fazla polipin kolonda bulunmasi durumunu ifade eder. Histolojik tan1
olmadigi siirece “polip” deyimi makroskopik bir ifadedir ve klinik degeri sinirhidir.
Histolojik siiflandirmay1 neoplastik ve non-neoplastik ayirimi temelinde yapmak

daha aydinlatic1 olmaktadir (85,95). (Tablo 2.4)
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Tablo 2.4. Kolorektal poliplerin histolojik olarak siniflandiriimasi

Non-neoplastik mukozal polipler Hiperplastik polip (metaplastik)
Normal epitel (polipoid konfigiirasyon)
Jiivenil polip (retansiyon polipi)
Peutz-Jeghers
Enflamatuvar polipler
¢ Enflamatuvar barsak hastaligi
¢ Bakteriyel enfeksiyonlar veya amebiyazis
e Sistozomoiazis
Kolitis kistika (cystica) profunda
Pnomatozis kistoides intestinalis
Lenfoid polipler (benign ve malign)
Neoplastik mukozal polipler Benign (Adenom)
o Tiibiiler
¢ Tiibiilovilloz
e Villoz
Malign (karsinom)
¢ Noninvaziv
e in situ
¢ intramukozal
e invaziv
Submukozal lezyonlar Lipomlar
Karsinoid tiimérler
Metastatik neoplaziler

Diger seyrek lezyonlar

NON-NEOPLASTIK MUKOZAL POLIPLER
Hiperplastik polip

Hiperplastik polipler, cogu mukoza iizerinde c¢aplar1 5 mm’den kiicilk, meme basi
benzeri, yarim kiire seklinde diizgiin c¢ikmtilar olarak goriilmektedir.  Polipler,
mukozanin anormal maturasyonu, inflamasyonu ya da yapisal bozuklugu sonucu
meydana gelebilirler. Hiperplastik polipler en sik inen kolonda bulunan cok kiiciik
lezyonlardir ve malignite potansiyaline sahip degillerdir (85) (Sekil 2.4).
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Hiperplastlc
Polip

Adenom

" Submulkoza

70 Muskiilaris propria

Sekil 2.4. Hiperplastik polip ve adenomlarin sematik gortiniimii

NEOPLASTIiK MUKOZAL POLIPLER
1- Kolorektal Adenomlar (Prekanseroz (neoplastik) Evre)

Adenomlar genelde saph kiiciik tiimorlerden, sapsiz (sesil) biiyiik lezyonlara kadar
degisen c¢esitli yap1 ve bilyiikliikklerde neoplastik poliplerdir. Biitiin adenomat6z
lezyonlar, epitelyal proliferasyondan in situ karsinoma kadar degisen derecelerde
displaziden kaynaklanan lezyonlardir. Ayrica invaziv kolorektal karsinomlarin
tamaminin olmasa da, ¢ogunun daha Onceden var olan adenomatdz lezyonlardan
kaynaklandigimi gosteren ¢ok giiclii kanitlar vardir (85). Adenomlar; makroskopik
goriiniimlerine (sapli, sapsiz ve flat), yapisal oranlarina (tiibiiler, villoz, tiibiilovilloz)
ve displazi derecelerine (hafif, orta, agir) gore siniflandirilirlar (88). Esas olarak
Adenomat6z polipler, epitelyal karekterleri temel alinarak 3 tipe ayrilmistir. Bunlar;

tubuler adenomlar, villoz adenomlar ve tubulovilloz adenomlardir.

Tiibiiller Adenomlar: Adenomlarin ¢ogu 1-2cm uzunlugunda ince bir sapa ve cilek
benzeri basa sahiptir (Sekil 2.5). Nadiren cap1 2,5cm yi gecer. Histolojik olarak, sap
normal kolon mukozasi ile doselidir. Fakat bas kismu, dallanmalar gosteren,
hiperkromatik niiveli, yer yer diizensiz miisin sekresyonu yapan ya da yapmayan
neoplastik epitelden olusur. Mukozada intramukozal karsinoma kadar biitiin displazi
dereceleri ya da sap kisminda submukozaya kadar ilerleyen invaziv karsinom

gozlenebilir (85,96).
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ADENOMLAR
Sapsiz Villaz

Saph Tiibitler

Sekil 2.5. Tiibiiler ve villoz adenomlarin (saplt ve sapsiz) sematik gortiniimii

Villoz Adenomlar: Villoz polipler genis tabanli, malignite potansiyeli tasiyan
adenomatdz yapida gastrointestinal lezyonlardir (Sekil 2.5). Genelde sapsiz olup caplari
10cm ye kadar ulasabilir. Kadifemsi ya da karnibahar benzeri bir yiizeye sahip, cevre
mukozadan 1-3cm kadar cikinti meydana getiren kitleler seklindedirler. Displazinin
biitiin dereceleri gozlenebilir. Bu lezyonlarin %40’inda invaziv karsinoma rastlanir.

Karsinom siklig1 polipin boyutlar1 ile yakindan iliskilidir (85,97).

Tiibiilovilloz Adenomlar: Tiibiiler ve villoz bolgelerin karistmindan olugmuslardir.
Displazi derecesi ve intramukozal ya da invaziv karsinom tasima riski acisindan

bakildiginda, bu lezyonlar tiibiiler ve villoz adenomlar arasinda orta bir yere sahiptirler
( 89).

Adenomlarm %50 kadar1 sigmoid kolon ve rektumda goriiliir. Adenomlar premalign
lezyonlardir. Genel olarak kabul edilen bir ‘“adenom-karsinom doniisiimiiniin”
varligidir. Bir adenomun malign potansiyeli onun biiyiikliigiine, bliyiime 6zelliklerine
ve epitel atipisinin derecesine gore degismektedir. lcm’nin altindaki adenomlarda
kanser sikligi %1’in altinda iken, 1-2cm’lik lezyonlarda %10 ve 2cm’den biiyiik
lezyonlarda %45’ in iizerindedir. Ancak diizgiin adenomlarda milimetrik boyutlarda bile
malignite riski yliksektir. Tiibiiler adenomlar en sik goriilen grup olmalarina ragmen
malignite riskleri %S5, tiibiilovilloz grupta %22 ve en az goriilen grup olan villoz
adenomlarda %40 dolayindadir. Sapsiz lezyonlarin da sapl olanlara gore malignite
potansiyeli daha fazladir. Bir adenomun kotii huylu tiimore doniismesi en az 5 yil, ama

genellikle 10-15 yil alir (95).
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Displazi derecelerine Gore Adenomlarin Simiflandirilmasi

Nukleustaki biiyiime, pleomorfizm, polarite kaybi ve mitotik hiicrelerin ¢ogalimi
displazi olarak tariflenmistir. Hafif, orta ve siddetli sekilde olabilmektedir. Displastik
degisimler belirgin ve epitelin tiim kalmligmi tuttugu zaman, lezyonlar kanserin ilk
preinvaziv evresi olan karsinoma in situ adini alir. Bazi arastirmacilara gore siddetli
displazi karsinoma in situ ile esdegerdedir. Adenomlarin %70’1 hafif, %20-30’u orta ve

%10 kadar1 da siddetli derecede displazi gosterirler (98,99).

Hafif Displazi: Diizenli tiibiilleri, kriptleri ve villuslar1 olan, ig veya sigara seklinde
uzamis hiperkromatik cekirdekli hiicrelerle ¢evrelenmis ve diizenli ¢ekirdek zari olan
yapilardir. Kriptlerin limene yakin kisminda ¢ok sekilli ve niiklear tabakalasmayla
karekterize epitel proliferasyon alanlar1 gozlenir. Bu alanlar epitelin 1/2 alt yarisinda
goriilmez. Etkilenen kriptlerin taban kismi normaldir ve prolifere hiicrelerde miisin

salgis1 goriilmez. Fakat mitotik aktivite vardir.

Siddetli Displazi: Hafif displazide anlatilan 6zelliklere ilaveten, tabaka yapmis ¢ok
sekilli ve hiperkromatik cekirdek, epitelin iist tabakasindan liimene dogru uzanim
gosterir. Degisiklikler en az 3 tiibiil ya da kriptde olmaktadir. Bu lezyonlar mukoza
icine dogru ve liimene dogru genisleme gosterirler. Hafif displaziye gore daha derinde
bulunurlar. Lamina propria’ya invazyon gozlenmez. Lieberkiihn bezlerinin etrafinda

anormal epitel goriiliir (96,98,99).
2- Kolorektal Karsinomlar (Karsinom Evresi)

Mikroskobik olarak kolorektal karsinomlar iyi orta veya az derece de diferansiye
olabilirler. Bu karsinomlarin %10-15 kadar1 miisin salgilar. Miisin salgilayan
karsinomlarin prognozlar1 daha kotiidiir. Tiimor hiicreleri, kolumnar hiicreler, goblet
hiicreleri ve seyrek olarak endokrin hiicrelerden olusur. Bez liimenleri siklikla hiicresel
kalintilar icerir. Karsinomlar daima inflamatuar ve desmoplastik reaksiyon olustururlar.
Bu reaksiyon ozellikle tiimor cevresinde belirgindir. inflamatuar hiicrelerin biiyiik bir
kismi T lenfositlerdir, fakat B lenfositler, plazma hiicreleri, histiositler ve S-100 protein

pozitif dentritik hiicreler de goriilebilir (85,88).

Kolorektal karsinomlarin kolonda dagilimma bakildiginda, tiimorlerin 6nemli bir kismi
%55-60"1 rektosigmoid bolgeye, %10-15’1 inen kolona, %5-10’u transvers kolona,

%15-20’s1 1se ¢ikan kolon ve ¢cekuma yerlesmistir. Biitiin kolorektal karsinomlar in situ
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lezyonlardan gelismelerine ragmen, degisik morfolojik yapilara sahiptirler. Kolorektal
karsinomlarin makroskobik olarak biiyiik bir kismi polipoid veya iilseratif/ infiltratif
tiptedir. Polipoid tipte olanlar liimene dogru biiyiime gosteren, normal kolon
mukozasiyla keskin smirlar olusturan biiyiik kitleler seklinde olup daha ¢ok proksimal
kolonda yerlesirler. Infiltratif olanlar yiizeyden daha az kabariktir ve santral iilserasyon
alan1 bulunur. Daha ¢ok distal kolonda izlenir. Mikroskobik olarak bakildiginda ise
kolorektal karsinomun tanimlayici 6zelligi muskiilaris mukozay1 asarak submukozaya
girmesidir (85,88,96). Proksimal kolon yerlesimli kitleler cekumun ya da ¢ikan kolonun
bir tarafinda duvar boyunca geligirler ve tikanma nadir olarak goriiliir. Distal kolondaki
karsinomlar, duvar1 ¢evreleyen lezyonlardir ve bagirsakta halkasal bir konstriiksiyona
neden olarak liimeni daraltirlar. Bu halkasal yapinin sinirlar1 ¢ikintilidir. Daha sonra
yillar igerisinde direkt olarak bagirsak duvarini gecer ve serozal yiizeyde sert kitleler

seklinde kendini gosterir (44,85,100).
Karsinomlarin Histolojik Olarak Siniflandiriimasi

Intramukozal Karsinom: Lezyonlar mukozada daha genis yer kaplar ve muskiilaris
mukoza ile birlesirler. Malign karekterli epitel lamina propria’ya invazyon yapmuistir.
Muskiilaris mukozaya invazyon yoktur. Bezlerde de muskiilaris mukozaya dogru

invazyon gozlenmez.

Invaziv Karsinom: Muskiilaris mukoza ve submukozaya dogru invazyon goriiliir.
Malign karekterli epitel ve bezler muskiilaris mukozaya, submukozaya ve daha 6tesine

invazyon yapmustir (98,99) (Sekil 2.6).

KARSINOM

1 Mulcoza

1 Submukoza
FE S Muskiilais Propna

Sekil 2.6. Karsinomun sematik gortiniimii



3. GEREC VE YONTEM

3.1 DENEYSEL KANSER OLUSTURMA

Bu ¢alisma, 7 Mart 2006 tarih ve 01/80 sayil etik kurul karar1 ile Erciyes Universitesi,
T1ip Fakiiltesi, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkez’inde (DEKAM)
yapildi. Calismada, agirliklar1 25-30gr arasinda degisen, 30 adet, 8 haftalik erkek Balb-c
tiirii fareler kullanildi. Fareler, arastirma siiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat
aydinlik/karanlik donemlerin bulundugu 6zel hazirlanmig, otomatik olarak klimatize
edilen odalarda korundu ve normal pellet cinsi yem ile beslendi. Hayvanlar kontrol
grubunda 10 fare ve DMH grubunda 20 fare olacak sekilde rastgele iki gruba ayrildi.
Birinci grup fareler kontrol grubunu olustururken, ikinci grup farelere DMH enjekte
edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu. Deneysel kanser olusturmada daha once
tarafimizdan yapilan bir caligmadaki protokol uygulandi (101). Belirtilen ¢alismada
farelere haftada bir kez 20 mg/kg DMH subkutan yoldan 12 hafta siiresince enjekte
edildi ve hayvanlar son DMH enjeksiyonundan 6 hafta, 12 hafta, 18 hafta ve 24 hafta
sonra sakrifiye edildi. Hayvanlardan aliman doku Orneklerinin histopatolojik ydnden
incelenmesi sonucunda, 6 hafta sonra sakrifiye edilen hayvanlarin tamaminda mukozal
displazi gozlenirken hicbirinde kotii huylu tiimoral lezyon gozlenmedi. 12 hafta sonra
sakrifiye edilen hayvanlarin %71.4’iinde, 18 ve 24 hafta sonra sakrifiye edilen
hayvanlarin ise hepsinde (%100) kotii huylu timoral lezyonlar gozlendi. Siddetli

displazinin zamanla azaldig1 ve karsinom sayisinda ise artis oldugu, zaman i¢inde
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displazinin karsinoma doniistiigii gdzlendi. Hafif displazi sayisinda ise ¢ok az bir artig

gozlendi.

Daha onceki yaptigimiz c¢alismada son DMH dozundan 12 hafta sonra oldiiriilen
farelerin %71,4’linde karsinom, %85’inde siddetli displazi gozlenmesi bu donemin
prekanser6z donem olmasi agisindan Onemliydi. Mevcut calismamizda, yapilan bu
caligmadan elde edilen verilere gore endostatin uygulama zamani belirlendi ve
endostatin son DMH dozundan 12 hafta sonra enjekte edildi. Yapilan caligmalarda
timor biiylimesinin ilk fazi boyunca endostatin tedavisinin baglamasi, antianjiogenik
terapi icin ideal bir zaman olarak gosterilmistir. Ciinkii endostatin ozellikle yeni
sekillenen kan damarlarinda prolifere olmus endotel hiicrelerini inhibe etmektedir
(102,103). Yani endostatinin, tiimoriin biiylimek i¢in ihtiya¢ hissettigi yeni kan damari
sekillenmesinden hemen Once (progression asamasinda: hiperplastik lezyonlarin kiigiik
tiimorlere doniisme zamani) uygulanmasi onun antianjiogenik ve antitiimoral etkisi icin

oldukca onemlidir (104).
Deney Gruplar

Grup 1 (Kontrol grubu): 12 hafta siiresince sadece serum fizyolojik enjekte edildi ve

18 hafta sonra hayvanlar 6ldiiriildii (toplam 30 hafta).

Grup 2 (DMH grubu): Bu gruptaki hayvanlara 12 hafta siiresince haftada bir kez 20
mg/kg DMH enjekte edildi. Daha sonra 12 hafta boyunca herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmadi. 12. haftanin sonunda ise hayvanlar, DMH ve endostatin grubu olmak iizere
rastgele tekrar iki gruba ayrildi. Bu siirecten sonra DMH ve kontrol grubundaki
hayvanlara 6 hafta boyunca s.c yoldan PBS (fosfat tampon soliisyonu) enjekte edilirken,
endostatin grubundaki hayvanlara ise 6 hafta boyunca hergiin, 7 yg (mikrogram)
Rekombinant Insan Endostatin (rHuE) s.c yoldan enjekte edildi. Son endostatin
dozundan bir giin sonra her iki gruptaki hayvanlar sakrifiye edildi. Boylece DMH ve
Endostatin grubundaki hayvanlar son DMH dozundan 18 hafta sonra 6ldiiriildii (toplam

30 hafta).

DMH, her hafta, enjeksiyon zamanmdan hemen once taze olarak hazirlandi. Oncelikle
DMH, %0.05’lik EDTA’da (etilendiamin tetraasetikasit) ¢coziildii ve NaHCO;3 (sodyum
bikarbonat) ile soliisyonun pH’1 6.5 olarak ayarlandi. Enjeksiyonlar, s.c yoldan ve
farelerin bel omurlar1 seviyesinde st bolgesinden rotasyon seklinde uygulandi.

Endostatin de ayni sekilde uygulanmadan hemen 6nce PBS ile seyreltilerek giinliik
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olarak hazirlandi. DMH ve endostatin uygulamalar1 sirasinda hayvanlari irrite etmemek
ve enfeksiyon gelisimini engellemek amaciyla her denek icin ayr1 bir insiilin enjektorii
kullanildi. Deney siiresince hayvanlar giinliik olarak kontrol edildi ve haftalik kilo takibi
yapildi. Ayrica genel morfolojik goriiniimleri (tity dokiilmesi, diskilama bozukluklar1 ve

anal lezyonlar acisindan) makroskobik olarak degerlendirildi.
3.2. KOLONUN CIKARILMASI VE HISTOPATOLOJIK iNCELEME

Deney siiresinin sonunda, ketamin-xylosine (50mg/kg-15mg/kg) ile genel anestezi
uygulanan farelerin (kontrol ve deney gruplar1) karm bolgesi, anal (pubis) bolgeden
gogiis bosluguna dogru ters V harfi seklinde eksize edildi. Karin bolgesindeki
organlarin patolojik yonden makroskobik degerlendirmesi yapildiktan sonra, bu
bolgedeki organlar sag tarafa dogru uzaklastirilarak kolona ulasildi (Resim 3.1). Daha
sonra cekum bulunarak bu hizadan itibaren kolon canalis analise kadar ince bir makas
yardimu ile diseke edilerek takip edildi. Kolon, dokuya zarar verilmeden cikarildi ve
PBS iceren bir petri kabina alindi. Daha sonra Swissroll teknigi uygulanarak %10’luk

formal icinde tesbit edildi.
3.3. SWIiSS ROLL TEKNIGi

Bagirsagin histolojik incelenmesi esnasinda bazi problemler olusabilir. Ozellikle
bagirsak karin boslugundan ¢ikarildiktan sonra longitudinal kaslarin etkisi ile direkt
olarak kisalir ve kisa bir siire sonra bagirsak epiteli degismeye baglar. Tiim bunlardan
dolay1 bagirsak limeninin hizli bir sekilde temizlenmesi ve bagirsagin fikse edilmesi
gerekir. Bunlara ilaveten bagirsak uzun bir organdir ve en iyi bir sekilde longitudinal
olarak caligilir. Bu problemlerin iistesinden gelmek ve bagirsagin cok biiyiik bir
boliimiinii taramak i¢in Reilly ve Kirsner tarafindan sunulan swiss roll teknigine uygun
(105) bir sekilde dokular hazirlandi (106). Numuneler tampon soliisyonu (PBS) ihtiva
eden bir petri kabina konuldu. Daha sonra bagirsak, steromikroskop altinda, uygun bir
makas yardimiyla uzunlamasina kesildi ve igerigi serum fizyolojik ile temizlendi
(Resim 3.2). Temizleme isleminden sonra kolonun i¢ yiizii (tunika mukoza) disa
gelecek sekilde kolon steril ince bir aga¢ cubuk iizerine sarildi (Resim 3.3). Sarma
islemi swrasinda kolonun kaymamasina ve iist iiste gelmesine dikkat edildi. Daha sonra
hazirlanan bu swiss roll, %10’luk formalin i¢inde 4°C’de 48 saat tutularak tesbit edildi.
Tespitten sonra bu swiss roll dikkatli bir sekilde aga¢ cubuktan uzaklastirildi ve rutin

histolojik takiplerden sonra parafine gomiildii. Dokulardan 5 pm’lik kalinliginda ve 300
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um’lik araliklarla seri kesitler alindi. Daha sonra histolojik kesitler, kanserli alanlarin
tespiti i¢in, rutin histolojik takiplerden gecirildikten sonra hematoksilen-eozin (HE) ile

boyandi ve 151k mikroskobunda incelendi.

Resim 3.2. Kolonun petri kabina konulmasi (A) ve longitudinal olarak kesilerek liimenin agilmasi (B)
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Resim 3.3. Swiss Roll Teknigi kullanarak bagirsagin bir aga¢ cubuga sarilmasi

Saptanan lezyonlar histopatolojik olarak hafif displazi, siddetli displazi ve
adenokarsinom olarak siniflandirildi. Bu siniflandirma deneyimli bir patoloji uzmani
tarafindan yapild1 ve gruplardaki histopatolojik lezyonlarin sayis1 belirlendi. Lezyonlar
belirlenirken kolonun hangi bolgesinde olduguna dikkat edildi ve bu islem i¢in kolon
proksimal, orta ve distal olmak iizere 3 bolgeye ayrildi. Bu islemde agac cubuk
etrafindaki tur sayis1 dikkate alindi. Genelde toplam tur sayis1 6-7 olarak belirlendi. i1k
3-2.5 tur kolonun proksimal, devam eden 2 -1.5 tur orta, son 1-1.5 tur ise kolonun distal

kismi olarak diisiiniildii.
3.4. HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRMA

Hafif Displazi: Prekanser6z lezyon olarak displazi, belirli hiicresel ve yapisal
degisimlerle tanimlanmis dokudaki anormal durumlar olarak tarif edilir. Diizenli
tubiilleri, kriptleri ve villiislar1 olan, ig veya sigara seklinde uzamis hiperkromatik
cekirdekli hiicrelerle cevrelenmis ve diizenli ¢ekirdek zar1 olan yapilardir. Displazinin
asil histolojik 6zelligi olgunlasmamis hiicrelerin sayisinda artis ile sonuclanan asiri
hiicre ¢cogalmasidir. Etkilenen kriptlerin taban kismi normaldir ve ¢cogalmis hiicrelerde

miisin salgis1 goriilmez (98,99,107).
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Siddetli Displazi: Tabaka yapmis cok sekilli ve hiperkromatik cekirdek, epitelin {iist
tabakasindan liimene dogru uzammm gosterir. Hafif displaziye gore daha derinde
bulunurlar. Lamina propria’ya invazyon gozlenmez. Lieberkiihn bezlerinin etrafinda
anormal epitel goriiliir. Ayrica mukozadaki bezlerde de tomurcuklanma ve dallanma ile

beraber yapisal bir diizensizlik gozlenir (96,98,99).

Karsinom: Mikroskobik olarak kolorektal karsinomalar iyi orta veya az derece de
diferansiye olabilirler. Bu karsinomlarin %10-15 kadar1 miisin salgilar. Miisin
salgilayan karsinomlarin prognozlari daha kotiidiir. Tiimor hiicreleri kolumnar hiicreler,
goblet hiicreleri ve seyrek olarak endokrin hiicrelerden olusur. Cok iyi diferansiye olan
karsinomlarda intraglandular papiller katlanmalar mevcuttur. Hiicreler belirgin
pleomorfizim gosterir. Karakteristik olarak cekirdek asir1 derecede hiperkromatik ve
biiytiktiir. Cekirdek stoplazma orani normaldeki 1:4 veya 1:6 yerine 1:1°e yaklasabilir.

Mitotik hiicrelerde ¢ok sayida ve atipik 6zellik gosterir (96,99).

Intramukozal Karsinom: Siddetli displazi ile benzer degisikleri gosterir. Bu
benzerlige ilaveten tiimor hiicreleri, lamina propria’nin mukozal stromasina invaze olur,
ve muskularis mukoza ile birlesirler. Muskiilaris mukozaya invazyon yoktur. Bezlerde

de muskiilaris mukozaya dogru invazyon gozlenmez (98).

Invaziv Karsinom: Muskiilaris mukoza ve submukozaya dogru invazyon goriiliir.
Malign karekterli epitel ve bezler muskiilaris mukozaya, submukozaya ve daha 6tesine

invazyon yapmustir (98,99).
3.5 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Lezyonlarm istatistiksel analizi icin, SSPS paket programi kullanildi ve independent
samples test, ortalama ve Mann-Whitney-U Testi yapildi. Agirhik analizinde ise SIGMA

programi kullanildi ve Anova testi yapildu.



4. BULGULAR

Yapilan c¢alismada, ortalama 25-30 gr agirliginda, 30 adet Balb-C tiirii erkek fareler
kullanildi. Bu fareler, 10 tanesi kontrol grubunda ve 20 tanesi DMH grubunda olacak
sekilde iki gruba ayrildi. Kontrol grubundaki hayvanlara 12 hafta boyunca serum
fizyolojik enjekte edilirken, DMH grubundaki hayvanlara 12 hafta siiresince haftada bir
kez 20 mg/kg DMH enjekte edildi. Bu siirecte kontrol grubunda ki farelerde herhangi
bir toksik durum gelismezken, DMH grubundaki farelerin 6 tanesi, yapilan ilk DMH
enjeksiyonundan sonra 6ldii. Oliimlerin DMH’in toksik etkisinden kaynaklandig1
diistiniildii. Boylece calismaya kontrol grubunda 10, DMH grubunda ise 14 hayvan
olacak sekilde devam edildi. Son DMH dozundan 12 hafta sonra DMH grubundaki
hayvanlar, her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele DMH ve endostatin grubu olarak

tekrar iki gruba ayrild1 ve ¢alisma siiresince baska 6len fare olmadi.

Deney siiresince yapilan giinliikk takiplerde, kontrol grubundaki hayvanlarin genel
goriinimiinde herhangi bir degisiklik gdzlenmezken (Resim 4.1), DMH ve endostatin
grubunda, 6zellikle 12 haftalik DMH enjeksiyonundan sonraki donemde, farelerin anal
ve sirt bolgelerindeki tiiylerde dokiintii ve tiiylerin genel goriintiisiinde bozukluk (Resim
4.1), nadir olarak kanli digki ve genel olarak hayvanlarda uyusukluk gozlendi. Ayrica
son DMH dozundan yaklasik 16 hafta sonra, DMH grubundan bir farenin boyun
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bolgesinde sislik tespit edildi (Resim 4.2). Yapilan incelemede bu sisligin hematom

olduguna karar verildi.

Resim 4.1. Farelerin genel goriiniimii

A. Kontrol grubu farelerde normal tily goriintiisit B: DMH ve endostatin grubu farelerde
dokiilmiis ve diizeni bozulmus tiiy goriintiisii

Resim 4.2. DMH grubu bir farede boyun bolgesinde gozlenen sislik



37

Yapilan calismada, giinliikk takiplere ek olarak deney siiresince (toplam 30 hafta)
hayvanlarin agirhigi da haftada bir kez olciildii. 30 haftalik agirlik ortalamasi kontrol
grubundaki hayvanlarda 41,581 + 0,7 gr iken, DMH grubunda 34,567 + 0,7 gr,
endostatin grubunda ise 33,790 + 0,7 gr olarak tespit edildi. DMH ve endostatin grubu
hayvanlarin agirliklarinda istatistiksel bir farklilik goriilmedi. Calisma boyunca her iki
gruptaki agirhik degerleri birbirine paralel seyretti. Sadece son 3 hafta, DMH
grubundaki hayvanlarin agirh@inda azalma gozlenirken, endostatin grubundaki
hayvanlarin agirliginda ise bir miktar artis gozlendi. Yapilan analizde endostatin ve
kontrol, DMH ve kontrol grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). DMH ve endostatin grubundaki hayvanlar daha az kilo alirken, kontrol
grubunda hayvanlarin zamanla daha fazla kilo aldig: tespit edildi (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1. Agirlik analizi
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Deney siiresinin bitiminde hayvanlar, ketamin-xylosine (50mg/kg-15mg/kg) anestezi ile
Oldiiriildii. Daha sonra abdominal kavite acgildi ve alman kalin bagirsak, tampon
soliisyonu (PBS) ihtiva eden bir petri kabma konuldu. Cikarillan kalin bagirsak
makroskobik olarak ve steromikroskop altinda incelendiginde, lezyonlarin genelde
distal kolona yerlestigi ve daha ¢ok polip tarzinda oldugu gozlendi (Resim 4.3).

Mikroskopik degerlendirme icin rutin histolojik takip yapildi ve elde edilen histolojik
kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi. Yapilan histopatolojik analizde lezyonlar,
hafif displazi, siddetli displazi ve adenokarsinom olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Analiz
sonucunda, kontrol grubu farelerde herhangi bir lezyon gozlenmezken (Resim 4.4),
DMH ve Endostatin grubundaki farelerde %100 hafif displazi (Resim 4.5 ve 4.6),
siddetli displazi (Resim 4.7 ve 4.8) ve adenokarsinom gelistigi tespit edildi.
Adenokarsinomlar, invazyon durumuna gore intramukozal (Resim 4.9 ve 4.10) ve
invaziv (Resim 4.11 ve 4.12) olmak iizere iki grupta degerlendirildi. Cok az sayida

tunika serozaya invazyon yapmis lezyonlar da tespit edildi.

Mukoza ile smirh kalan lezyonlara intramukozal karsinom (non invaziv karsinom),
tunika muskiilarise invazyon yapan lezyonlara da invaziv karsinom denildi. Lezyonlar
histopatolojik olarak degerlendirildiginde, displastik lezyonlarin nukleuslarinin
genislemis ve hiperkromatik oldugu gozlendi. Hiicreler artmis ve sigara seklindeydi.
Ayrica artmis niikleus stoplazma orani tespit edildi. Bezlerde de yapisal diizensizlik ve
sekilsizlik mevcuttu. Karsinomlarda ise neoplastik hiicrelerde pleomorfizim ve hiicre
cekirdeklerinin asir1 derecede hiperkromatik ve biiylik oldugu goézlendi. Cekirdek
sitoplazma orani birbirine yakindi. Mitotik hiicreler ¢ok sayida ve atipik o6zellik
gostermekteydi. Invaziv tiimérler icinde miisin golciikleri olusmustu. Bu golciiklerin

icinde tek tek tiimor hiicreleri goriiliiyordu.
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Resim 4.3. Distal kolonda gelisen polip seklindeki tiimorler
A: Makroskobik goriiniim B: Steromikroskop altindaki goriiniim

Resim 4.4.Kolonun normal histolojik goriiniimii

Gh: Goblet Hiicresi M: Mukoza, Lp: Lamina Propria Mm: Muskiilaris mukoza, Sm: Submukoza,
Kt: Kas tabakasi (HEX20,HEX4).
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Resim 4.5. Distal kolonda goriilen hafif displazi (HD). (HE X 4)

Resim 4.6. Hafif Displazi (HE X 40)
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Resim 4.7. Distal kolonda goriilen siddetli displazi (SD) (HE X 4).

Resim 4.8. Siddetli displazi (HE X 40).
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Resim 4.9. Distal kolonda gériilen intramukozal karsinom (I.M K) (HE X 4).

Resim 4.10. Intramukozal karsinom (HE X 40)



Resim 4.12. Invaziv karsinom (HE X 40)
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Calisma sonucunda, DMH grubundaki tiim hayvanlarda toplam lezyon sayis1 77 olarak

belirlenirken, endostatin grubundaki tiim hayvanlarda ise 57 lezyon olarak belirlendi.

DMH grubundaki 77 lezyonun, %36,3’1i (28 lezyon) hafif displazi, %22’si (17 lezyon)

siddetli displazi ve %41,5’t (32 lezyon)

adenokarsinom olarak tespit edildi.

Adenokarsinomlarin, %53,1’1 intramukozal ve %46,8’1 ise invaziv karsinomdu (Tablo

4.1) (Grafik 4.2)

Tablo 4.1. Lezyon sayist ve kolonda dagilimi

53%

B [nvaziv Karsinom

Grafik 4.2. DMH grubunda goriilen adenokarsinomlarin dagilimi
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grubu (%31.5) | (%17.5) | (%50.8) | (%0.52) | (%19.2) | (%75.4) | (%37.9) | (%62)
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Endostatin grubunda ise 57 lezyonun, %31,5’1 (18 lezyon) hafif displazi, %17,5’1 (10
lezyon) siddetli displazi ve %50,8’1 (29 lezyon) karsinomdu. Adenokarsinomlarin
%37,9’u intramukozal ve %62’si invaziv karsinom olarak saptandi (Tablo 4.1)(Grafik

4.3).

@ Intramukozal
karsinom

B [nvaziv Karsinom

Grafik 4.3. Endostatin grubunda goriilen adenokarsinomlarin dagilimi

Calisma sonucunda her iki gruptaki lezyonlar degerlendirildiginde, hafif displazi,
siddetli displazi ve karsinom goriilme acisindan 6nemli bir farklilik olmadigi tespit
edildi. Oysaki ¢alisma sonucunda, endostatin grubunda karsinom sayisinin Onemli
oranda azalmast ya da en azindan intramukozal karsinomlarin invaziv karsinoma
doniisiimiiniin azalmas1 beklenmekteydi. Ciinkii invazyon siirecine girmis bir tiimoérde
anjiogenezis baglamig demektir. Aksine ¢calismamizda énemli oranda farklilik olmasa da
endostatin grubunda invaziv tiimor oran1 %62, DMH grubunda ise %46,8 olarak tespit
edildi. Calismamizda siddetli displazi sayis1 diger lezyonlara gore az olarak tespit edildi
fakat bu azalmanin nedeni siddetli displazi lezyonlarinin karsinoma doniismesi olarak
gozlendi. Dolayisiyla bu calismada, 7 pg verilen endostatinin, anjiogenezisi inhibe
ederek tiimor invazyonunu ve sayisini engellemede yetersiz oldugu goriildii.
Endostatinin toplam lezyon gelisimini % 25 oraninda inhibe ettigi gozlense de bu

azalma istatistiksel olarak anlaml degildi.
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Calismamizda lenf nodiilleri sayisina ve lenf nodu metastazina bakilmadi fakat lenf
nodiillerin daha cok distal kolonda, ve 6zellikle de tiimorlere yakin veya onlarin altinda

yerlesim gosterdigi gozlendi (Resim 4.13).

Resim 4.13: Kolonda goériilen siddetli displazi ve lenf nodulii. Sd: Siddetli displazi,
Ln: Lenf nodiili (HEX4).

Arastirmamizda kolon kanserlerinde nadir olarak goriilen bir bulguya rastlandi. DMH
grubunda, distal kolonda gelisen invaziv karsinom icinde heterotopik ossifikasyon alani

tespit edildi (Resim 4.14).



Resim 4.14. invaziv kolon tiimdriinde goriilen heterotopik ossifikasyon alan1 (HEX4)

Her farede goriilen ortalama lezyon sayisma bakildiginda ise DMH grubunda 11
lezyon/fare seklinde goriiliirken, endostatin grubunda 8 lezyon/fare olarak tespit edildi.
Sadece karsinom sayisina bakildiginda, DMH grubunda en fazla karsinom sayis1 8 en az
2, ortalama 4,5 karsinom/fare iken, endostatin grubunda en fazla 7, en az 1 karsinom ve
ortalama 4,1 karsinom/fare seklinde gozlendi. Her iki grupta tespit edilen karsinom

sayisi, birbirine yakinlik gostermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Ortalama lezyon sayisi

Ortalama Lezyon Sayis1 / Fare

Deney Gruplar: Fare Toplam Hafif Siddetli Malign
Sayisi Lezyon Displazi Displazi Karsinom

DMH grubu 7 11+£4.0 4+1.6 24+19 45+24

Endostatin grubu 7 8.1+£3.7 2.5+£0.9 1.4+£09 41+£2.1
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Lezyonlarm kolonda dagilimina bakildiginda, DMH grubunda goriilen 77 lezyonun
%74 iiniin distal kolonda, %19,4’niin orta kolonda ve %0,64’iiniin proksimal kolonda
gelistigi gozlendi. Endostatin grubunda ise 57 lezyonun, %75,4 liniin distal kolonda,
9%19,2’sinin orta kolonda ve %0,52’sinin proksimal kolonda gelistigi belirlendi.
Calisma sonucunda, lezyonlarin genel olarak distal kolona yerlestigi ve yine iki grup
arasinda farklilik olmadig1 goze carpmaktadwr. Hafif displazi, siddetli displazi ve
karsinomun tek tek kolonda dagilimma bakildiginda ise sadece hafif displazi’nin
proksimal kolonda gozlendigi, siddetli displazi ve kasinomlarin ¢ogunlukla distal

kolona yerlestigi tespit edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hafif displazi, siddetli displazi ve karsinomun kolonda dagilim

DMH Grubu Endostatin Grubu
= | g | g E| 2| & | 28| %
Z =) = £ S 2 A = .2 g
= o =2 _ — g Z
- = < 8 2 - = G 2
AR EECER AN R AELEN
= & | £ = # | E
Proksimal Kolon 5 - - - 3 - -
Orta Kolon 6 5 3 1 5 1 2 3
Distal Kolon 17 12 14 14 10 9 9 15
Toplam Lezyon 28 17 17 15 18 10 11 18

Hafif displazi, siddetli displazi ve adenokarsinomun tek tek kolonda dagiliminin

yiizdelik oranlar1 ise grafikler ile gosterildi (Grafik 4.4 - 4.7).
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Hafif Displazinin Kolonda Dagilim

20 %61 o056

40 - %28
%18 %17 %21

%

30 - O DMH
20 O Endostatin
10 -
0 p
proksimal orta distal
Hafif Displazi

DMH: toplam 28 lezyon, Endostatin: toplam 18 lezyon

Grafik 4.4. Hafif displazinin kolonda dagilim1

Grafik 4.4 ‘de goriildiigii gibi hafif displazinin, proksimal ve orta kolonda dagilimi
acisindan her iki grup arasinda bir farklihk gozlenmezken, DMH grubundaki
lezyonlarin endostatin grubuna gore, distal kolonda anlamli sekilde daha fazla

goriildiigii tespit edildi (p<0,05).

Siddetli Displazinin Kolonda Dagilim

%90

1001
801

601
40

% O DMH

O Endostatin

201

proksimal orta distall

Siddetli Displazi
DMH: toplam 17 lezyon, = Endostatin :toplam 10 lezyon

Grafik 4. 5. Siddetli displazinin kolonda dagilimi
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Grafik 4.5’de, siddetli displazinin proksimal kolonda gelismedigi ve hatta hafif displazi
ile kiyaslandiginda, orta kolonda goriilme oraninin da azaldigr gozlendi. Lezyonlarm
karsinoma doniistiikce daha cok distal kolonda goriilmeye basladigi tespit edildi. Her iki
grup arasinda siddetli displazinin kolonda dagilimi agisindan bir farkhilik gézlenmedi.
Fakat endostatin grubunda, siddetli displazinin orta kolonda dagiliminin dikkate

almacak degerde azaldig1 gozlense de bu azalma istatistiksel olarak anlaml degildi.

intramukozal Karsinomun Kolonda Dagilimi

%82 %82
100+
80
60"
%
401 %17,6 %18 O DMH
@ Endostatin

proksimal orta distal

intramukozal Karsinom
DMH: toplam 17 lezyon, Endostatin: toplam 11 lezyon

Grafik 4.6. intramukozal karsinomun kolonda dagilim1

Grafik 4.6’da goriildiigti gibi intramukozal karsinomlarin proksimal kolonda
gelismedigi, cok az orta kolonda gelistigi ve yine en cok distal kolonda dagilim
gosterdigi tespit edildi. Ayrica her iki grupta lezyonlarin kolonda dagilim orani birbirine

cok yakin olarak gozlendi.
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Invaziv Karsinomun Kolonda Dagilimu
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Grafik 4.7. Iinvaziv karsinomun kolonda dagilim1

Grafik 4.7’ye bakildiginda ise invaziv karsinomlarin ¢ogunlukla distal kolonda
gozlendigi, proksimal kolonda hi¢ goriilmedigi ve orta kolonda da intramukozal
lezyonlara gore daha az oranda goriildiigii tespit edildi. DMH grubunda, orta kolonda
invaziv karsinom goriilme orani ciddi oranda azaldi. Bu sonuglar, lezyonlarin displazi

asamasinda iken kolonun her tarafinda gelistigini, ancak karsinom asamasinda iken

daha cok distal kolona yerlestigini gostermistir.




5. TARTISMA VE SONUC

Kolorektal kanserler, giiniimiizde hala onemli saghk problemlerinden biridir. Bu
kanserler, endiistrilesmis toplumlarda daha sik goriilmekte ve akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadirlar (107). Etiyolojisinde diyet, sigara, kalitsal hastaliklar ve
stres gibi bircok faktor rol oynamakta ve ¢evresel faktorler kadar genlerin de etkisinin
oldugu belirtilmektedir (108). Crohn hastaligi, iilseratif kolit ve ailesel polipozis gibi
hastalig1 olan insanlar, kolon kanseri agisindan risk altindadir ve baslangic asamasinda
cok 1iyi takip edilmeleri gerekmektedir (98). Gelismis iilkelerde, erkeklerin %10 unun
ve kadinlarin ise %11’inin 6lim nedeni olarak kolon kanserleri gosterilmistir. Son
yillarda tanm1 ve tedavide gelismeler olmasina ragmen, kolorektal kanserlerden dolay1
goriilen 6liim oranlarinda 6nemli bir azalma olmamistir. Kemoterapi ile yasam siiresi 12
aydan 18 aya kadar c¢ikarilmig, fakat kemoterapi ve radyoterapi ile yapilan kombine
tedavinin, invaziv timorlerde pek faydali olmadigr gozlenmistir (109). Bunun icin
kolorektal ve diger kanser tiirleri icin yeni alternatif tedavi yontemlerini arastirmak
onemli hale gelmistir Boylece anjiogenezisin, tiimoriin biiylimesi ve metastazinda
onemli bir basamak oldugunun anlasildigr 1970’1 yillardan beri kanser tedavisine
yonelik terapotik stratejilerde oncelikli konu antianjiogenik terapi olmustur. Dolayisiyla

yeni kan damarlarimin sekillenmesini engelleyen anjiogenezis inhibitorleri ile ilgili
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arastirmalar baslatilmis ve cok sayida antianjiogenik bilesik kesfedilmistir (46). Bu
bilesiklerden bir kismi, viicut i¢inde dogal olarak olusan proteolitik fragmanlar olup
endojen anjiogenezis inhibitorleri olarak isimlendirilmistir. Endojen anjiogenezis
inhibitorii olarak ilk kesfedilen anjiostatin daha sonra kesfedilen endostatin ve
Thrombospondin-1 bunlardan birkacidir (24). Endostatin, yiiksek oranda antitiimor etki
gosteren genis spekturumlu endojen anjiogenezis inhibitoriidiir. Insan gen haritasinda
bulunan genlerin %12’sinden fazlasinda diizenleyici etki gostermistir (49). Endostatinin
etki mekanizmasi tam olarak bilinmese de bazi c¢alismalarda, VEGF ve bFGF
sinyalizasyonunu bloke ettigi, integrinler ve heparine baglanarak endotel hiicre
cogalmasini, gociinii (110) ve adezyonunu (111) inhibe ettigi, damar etrafindaki hiicre
iskelet yapisinin organizasyonunu bozdugu tespit edilmistir (64,112). Tim bu
ozelliklerinden dolay1 endostatin, dikkat ¢eken bir antianjiogenik ajan olmus ve
antianjiogenik ve antitiimor etkileri ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan
caligmalarda endostatinin antianjiogenik ve antitiimor etkisini aragtirmak i¢in in vitro ve
in vivo yontemler kullanilmistir. /n vitro calismalarda genelde hiicre kiiltiirii yapilmis ve
endostatinin, Ozellikle kapiller endotel hiicrelerin ¢ogalmasini ve gociinii inhibe ettigi,
cogalan endotel hiicrelerde de apopitozisi indiikledigi belirtilirken, nonendotelyal
hiicrelerde ise herhangi bir etki gostermedigi rapor edilmistir (51,113). [In vivo
caligmalarda ise genellikle insan veya hayvan tiimorleri, s.c olarak farelere enjekte
edilmis ve deri altinda biiyiiyen tiimorde endostatinin antitiimor etkisi arastirilmistir. In
vivo c¢aligmalarda kullanilan bir bagka yontem ise kimyasal karsinojen ile deney

hayvanlarinda indiiklenen tiimérlerde, endostatinin etkisine bakilmasidir (73).

Kanser arastirmalarinda deneysel hayvan modellerinin kullanilmasi, insanlardaki
etiyolojik ve patofizyolojik siirecleri anlamak i¢in olduk¢ca 6nemlidir (66,114). Deney
hayvanlarinda bagirsak tiimorii olusturma calismalar1 1940’11 yillarda baslamis ve kolon
kanseri indiiklemede siklikla DMH ve onun metabolitleri olan azoksimetan, N-methyl-
N-nitro-N-nitrosoguanidin ve N-methyl-N-nitrosourea kullanilmistir (72). Bu kimyasal
ajanlardan DMH, kolon kanserini indiiklemede yaygin olarak kullanilan ve 6zellikle de
distal kolonda tiim6r olusumunu indiikleyen bir maddedir (78,115,116). DMH giiclii bir
kolon karsinojenidir ve indiiklenen tiimorler, epitel orjinli olup histolojik, morfolojik ve

anatomik olarak insan kolon neoplazmalarina benzemektedir (79,109,117).
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Hayvan modellerinde kolorektal kanser gelisme orani, kullanilan karsinojenin dozuna,
uygulama yoluna, uygulama siklig1 ve siiresine baghdir. Bunlara ilaveten farelerin
cinsiyeti, yas1 ve genetik gecmisi de kolorektal kanser gelisme oranini
etkileyebilmektedir (71). Genetik farkliliklar ile ilgili farelerde yapilan bir calismada,
iki fakli karsinojen farkli tiir farelere enjekte edilmis ve fare iklar1 arasmda Balb/C
farelerinin DMH’a kars1 cevapta en duyarli wrk oldugu belirtilmistir (118). Biz de
calisjmamizda DMH ile indiiklenen kolon tiimorlerinde endostatinin antitiimor etkisini

arastirmak i¢in 8 haftalik erkek Balb/C fareleri kullandik.

DMH uygulamalarinda kolon kanseri indiiklemede farkli deney hayvanlar1 kullanildigi
gibi farkli verilis yollar1 da tercih edilmis ve en ¢ok kullanilan yontem s.c yol olmustur.
Ciinkiit DMH’1n oral yoldan ratlara verilmesi sonucu diisiik tiimor insidansi goriiliirken
(%30), kas ici (i.m) uygulamalarda %80 oraninda, s.c uygulamalarda ise %100 oraninda
timor gelistigi gozlenmistir (72). Ratlarda ve farelerde yapilan calismalarda,
dialkalihidrazin grubu maddeler s.c yoldan verildiginde gastrointestinal sistem timor
olusumunun onemli oranda artti1 ifade edilmistir (76). Intrarektal uygulamalarda ise
daha gec bir siirede kolonda hiperplazi ve preneoplastik lezyonlar tespit edilmistir (72).
Ayrica DMH, oral yoldan verildigi zaman, kolonda tiimor gelisimine ek olarak
karacigerde tiimor sayisinin arttigi gozlenmistir (76). Biz de calismamizda DMH’1 s.c

yoldan enjekte ettik.

Yapilan calismalarda, kolon kanseri gelisimine ek olarak DMH’ 1, hayvanlar {izerinde
baz1 toksik etkiler gosterdigi de ifade edilmistir. DMH’1n 20mg/kg olarak verildigi bir
caligmada, ilk 16 hafta boyunca, hayvanlarin %53’iiniin 6ldiigii rapor edilirken (109)
ayni doz verilen baska bir calismada, DMH enjeksiyonundan sonra farkli zamanlarda
210 farenin 13 tanesinin 0ldiigii belirtilmistir (80) Ayrica DMH dozuna bagli anal kist
sikliginin arttig1, hayvanlarin tiiylerinin genel goriintiisiiniin bozuldugu, rektal prolapsus
ve kanli gaita gozlendigini gosteren calismalar da bulunmaktadir (78,80). Bazi
hayvanlarda nefroblastoma ve karacigerde hemanjioendotelioma gelistigi de
belirtilmistir (76,119). Timor olusumuna baglh olarak ve DMH’in tiim bu toksik
etkilerinden dolay1 DMH enjekte edilen hayvanlarda kilo kayb1 da gozlenmektedir. Li
ve arkadaslar1 ratlarda yaptiklar1 ¢calismada, DMH grubundaki hayvanlarin agirliginin
Onemli oranda azaldigini rapor etmislerdir (73). Bizim ¢aliysmamizda da DMH’ 1n toksik

etkisine bagl olarak ilk DMH dozundan sonra 20 hayvanin 6 tanesi (%30) oldii. Geriye
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kalan hayvanlarda ise anal ve sirt bolgelerindeki tiiylerde dokiintii, tiiylerin genel
goriintiisiinde bozukluk ve kanli gaita gozlendi. Ayrica bir farenin boyun kisminda
hematom gozlendi. Calismamizda yukaridaki literatiir bilgilerine benzer sekilde, DMH
verilen hayvanlarin ortalama agirliklarinda da anlaml bir azalma goriildii. Fakat kontrol
grubuna gére DMH alan hayvanlarin agirhiginda 6nemli bir degisiklik olmadigmi ifade
eden caligmalar da bulunmaktadir (76,80,119). Tiim bunlara ek olarak calismamizda,
DMH grubundan bir farede, distal kolonda gelisen invaziv karsinom i¢inde heterotopik
ossifikasyon alani belirlendi.  Heterotopik ossifikasyon, normalde kemiklesmenin
gelismedigi dokularda olusan patolojik yeni kemik dokusu olarak tanimlanmaktadir
(120). Kolon tiimorlerinde yapilan bir calismada da, 50 yasindaki bir bayan hastada,
kolon ascendensde gelisen adenokarsinom i¢inde heterotopik ossifikasyon alanlar1 tespit
edilmistir. Gastrointestinal tiimorlerde bu duruma seyrek rastlanir ve bunun kesin

mekanizmasi bilinmemektedir (121,122).

DMH uygulamalarinda kolon kanseri indiiklemede verilen doz da olduk¢a onemlidir.
Yapilan calismalarda doz ve uygulama siiresi ¢esitlilik gostermekle birlikte tek doz
uygulamalarindan ziyade coklu doz uygulamalar1 tercih edilmistir. 6,8-20 mg/kg
arasinda tek doz DMH enjekte edilen ve DMH enjeksiyonundan sonra degisik siirelerde
(11 hafta-2 y1l) bekletilen hayvanlarda, kolonda neoplastik lezyonlarin gelismedigi ifade
edilmistir (78,119). DMH ile kanser olusumunda latent periyod (bekleme siiresi)
yaklasik olarak 6 aydir (67). Winneker ve arkadaslar1 ilag dozunu haftalik 7 mg/kg

diisiiriilmesi ile latent periyodun 1 yila kadar uzadigini saptamislardir (123).

Coklu doz uygulamalarinda ise, 5-6 haftalik ve 24-30 gr aras1 agirhigindaki farelere, 5-
20 hafta araliginda haftada bir kez degisik dozlarda (6,8-20 mg/kg) DMH verilmis ve
son DMH enjeksiyonundan sonra degisik siirelerde (10 hafta-2 yil) bekletilen deney
hayvanlarinda farkli oranlarda (%26-%100) kolon tiimorlerinin gelistigi, bunlarin
cogunlukla (%86-98) distal kolona yerlestigi tespit edilmistir (76-80, 124-127). Baska
bir ¢alismada ise disi ve erkek fareler arasinda kanser olugmasi agisindan farkliliklar

gozlenmedigi ifade edilmistir (98).

Thulusen ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada, kolon kanserini indiiklemek i¢in 20mg/kg
DMH’1, 12 hafta boyunca, 8 haftalik disi Balb/C tiirii farelere haftada bir kez olmak
tizere s.c yoldan enjekte etmisler ve son DMH dozundan 12 hafta sonra farelerde %100

kolon kanseri gelistigini bildirmislerdir. Gelisen tiim lezyonlarin iyi huylu tiibiiler
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adenom seklinde oldugu ve histolojik ve klinik acidan insanlarda goriilenlere
benzedigini ifade etmislerdir. Hayvanlarm %100’tinde kiiciik tiimor, %96’sinda orta
biiyiikliikte timor ve %76’sinda ise biiyiikk timor gozlenmis ve lezyonlarin genelde
distal kolonda gelistigini belirtmislerdir (80). Biz daha 6nce yaptigimiz bir ¢calismada,
kolon kanserini indiiklemek i¢in Balb/C tiirii 8 haftalik erkek farelere, 12 hafta boyunca
haftada bir kez olmak iizere s.c yoldan 20mg/kg DMH enjekte ettik ve son DMH
dozundan 18 hafta sonra farelerde %100 kolon kanseri gelistigini belirledik (101).
Sunulan bu c¢aligmada da ayni sekilde daha once kolon kanserini indiiklemede
uyguladigimiz protokol uygulandi ve benzer sonuclar elde edildi. Calismamizda son
DMH dozundan 18 hafta sonra hayvanlarda %100 hafif displazi, siddetli displazi ve
karsinom gelistigi ve bu lezyonlarin %74’liniin distal kolona yerlestigi tespit edildi.
Thulusen ve arkadaslar1 son DMH dozundan 12 hafta sonra, biz ise 18 hafta sonra
kolonda %100 tiimor olustugunu gordiik. Hayvan tiirii, ilacin verilis yolu, DMH dozu ve

verilme siiresi ile ilgili uygulamalar literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Jackson ve arkadaslari ise farelere 6,8mg/kg DMH dozunu 1, 5, 10 ve 20 hafta siiresince
uyguladiktan sonra, fareleri iki y1l boyunca takip etmisler ve toplam 34, 68 ve 136
mg/kg DMH alan hayvanlarda sirasiyla %26, %76 ve %87 oraninda kolon tiimorlerinin
gelistigini ve tiimorlerin 79’unun distal kolonda goriildiigiinii rapor etmislerdir. Onlar
ayrica hayvanlarin %85’inde birden fazla tiimor gelistigini belirtmislerdir (78). Biz
caligmamizda toplam 240mg/kg DMH’ 12 hafta boyunca enjekte ettik ve %100
oraninda kolon tiimorii gelistigini gordiik. Ayrica en az 2 en fazla 8 tiimor olmak iizere

hayvanlarin hepsinde birden fazla tiimor olustugunu belirledik.

Balb/C tiirii farelerde yapilan baska bir ¢alismada, 4 haftalik disi ve erkek farelere, 14
hafta boyunca ilk 6 hafta 15mg/kg, son 8 hafta 20mg/kg DMH enjekte edilmis ve
hayvanlarin %46’sinda tiimor gelistigi gdzlenmistir. Hayvan bagina diisen tiimor sayisi
2.76 olarak belirlenmistir (77). Bizim ¢alismamizda ise DMH grubunda hayvanlarin
hepsinde timor gelisti ve ortalama tiimor sayis1 4,5 nodiil/denek olarak bulundu.
Calismamizda karsinom orant daha yiiksek bulundu. Wu ve arkadaslarmin (77)
caligmasinda ilk 6 hafta boyunca diisiik doz DMH kullanilmasi, tiimor sayisinin daha az

olmasina neden olabilir.
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DMH ile indiiklenen kolon kanseri gelisim asamalarimi arastirmak icin farelerde
yapilan bir caligmada, haftada bir kez uygulanan 20mg/kg DMH enjeksiyonunun 12.
haftasinda kolon mukoza ve submukozasinda iflamatuar ve dejeneratif degisiklikler
gozlenmistir. Bunlar 6dem, kriptlerin dilatasyonu, 16kosit infiltrasyonu gibi dejeneratif
degisikliklerdir. Daha sonra zamanla kolonda proliferasyon, lokal hiperplastik
degisiklikler ve atipilerin olustugu belirtilmis ve bu asama hiperplazi olarak
isimlendirilmistir. 20. haftada ise %90 oraninda hafif ve siddetli displazi ve
intramukozal karsinom lezyonlar1 tespit edilmistir. Barthold ve arkadaslar1 hiperplazinin
kolon kanserini oncesinde goriilen bir lezyon oldugunu ve kanser olusma zincirindeki
asamalarin, displazi, hiperplazi, intramukozal karsinom, invaziv karsinom seklinde
devam ettigini ifade etmislerdir (98). Daha 6nce yaptigimiz ¢alismada ise, son 20 mg/kg
DMH dozundan 12 hafta sonra, hayvanlarin % 100’{inde hafif displazi %85’ inde siddetli
displazi ve %71’inde karsinom gozlenirken, 18 hafta sonra %100 karsinom, hafif ve
siddetli displazi gelistigi gozlendi. 12 haftalik donem siddetli displazinin karsinoma
gecis evresi olarak belirlendi. Sunulan calismamizda da son DMH enjeksiyonundan 18
hafta sonra %100 kolon kanseri gelisti. Kolon kanseri gelisiminde ki bu asamalar
endostatin uygulama zamani agisindan Onemliydi. Bu caligmalarin 1s18inda
caligmamizda son DMH enjeksiyonundan 12 hafta sonra hayvanlara endostatin enjekte
edildi ve kontrol grubunda %100 tiimor goriildiigic donemde (18 haftalik donem)

hayvanlar sakrifiye edildi.

DMH ile kolon kanseri indiiklenmesi sonucu gelisen lezyonlar, histopatolojik olarak
degerlendirildiginde ise, 10 hafta boyunca, 40mg/kg DMH’1n ratlara enjekte edildigi
bir calismada, 40 haftalik siirecte displazi hari¢ tiim lezyonlarda, zamanla say1 olarak
artis ve bening lezyonlarin zaman i¢inde maling lezyonlara doniistiigii gozlenmistir.
Calisma sonucunda 10 adet ratta, 30. haftada 18 hafif displazi, 7 siddetli displazi, 28
karsinom (4 intramukozal, 24 invaziv karsinom) olmak {izere toplam 53 lezyon tespit
edilmistir. 35. haftada ise hafif displazi sayisinin azaldigi, siddetli displazinin ve
intramukozal karsinomun arttig1 ve tiimor gelisiminde bir adenom - karsinom zinciri
oldugu ifade edilmistir (99). Bizim daha 6nce yaptigimiz calismada, 20 mg/kg DMH
verilen 7 hayvanda, 24. haftada 7 hafif displazi, 17 siddetli displazi ve 12 karsinom
gozlendi. 30. haftada, 16 hafif displazi, 13 siddetli displazi ve 30 karsinom olmak iizere
toplam 59 lezyon tespit edilirken, 36. haftada 15 hafif displazi, 29 siddetli displazi ve 23

karsinom olmak iizere toplam 67 lezyon belirlendi (101). Sunulan ¢alismada ise, ayni
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dozda DMH verilen 7 adet farede, 30. haftada 28 hafif displazi, 17 siddetli displazi, 32
karsinom (17 intramukozal, 15 invaziv karsinom) olmak iizere toplam 77 lezyon gelisti.
Bu caligmalarda dikkat ceken 30. haftada siddetli displazinin diger lezyonlara gore daha
az olmasidir. Ciinkii karsinom sayis1 arttikca siddetli displazi sayisi azalmakta ve
lezyonlar karsinoma doniigsmektedir. 30. hafta sonrasinda ise hafif displazi hari¢ diger
lezyonlarda artis olmasi1 dikkat ¢cekmektedir. Bu calismalarda farkli doz ve hayvan
kullanilmasma ragmen elde edilen toplam lezyon sayisi birbirine yakimlik

gostermektedir.

Yapilan c¢alismalarda lezyonlarin kolonda yerlesimine bakildiginda ise intramukozal
lezyonlarin daha ¢ok orta kolonda, siddetli displazi ve invaziv karsinomlarin ise daha
cok distal kolonda goriildiigii tespit edilmistir. Proksimal kolonda ise sadece hafif
displazi gozlenmistir. Distal kolonda gelisen lezyonlarin prognozu daha iyi iken
kolonun diger bolgelerde gelisen lezyonlarin prognozunun daha kotii oldugu ifade

edilmistir (98,119).

Calismamizda da, proksimal kolonda sadece hafif displazinin gelistigi gozlendi.
Lezyonlarim daha cok distal kolona yerlestigi ve hafif diplazinin %61 inin, siddetli
displazinin % 71 inin, intramukozal karsinomun % 82’sinin ve invaziv karsinomun ise
% 93’iiniin distal kolonda gelistigi gozlendi. Ayrica lezyonlarin karsinoma doniistiikge
distal kolonda goriilme sikliginin arttigi, proksimal kolonda ise daha cok displastik
lezyonlarin goriildiigii tespit edildi. Lezyonlarin kolonda dagilimi literatiir ile benzerlik
gostermekte fakat calismamizda orta kolonda intramukozal karsinom sayisi daha az

oranda bulundu.

Tiimorlerin neden daha ¢ok distal kolonda goriildiigline yonelik calismalarda, kok
hiicrelerinin lokalizasyonunun ve kolonosit hiicre go¢iiniin, proksimal ve distal kolonda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Thurnherr ve arkadaglarinin (76) yaptiklari
caligmaya gore, distal kolon, kolonun diger boliimlerine gore en genis kok hiicre
popiilasyonuna sahiptir ve distal kolonda kok hiicrelerinin kanser gelismesinde ki etkisi,
onlarin direk maling hiicrelere doniismesidir. Dolayisiyla bu bdlge tiimorlerin en biiyiik

yerlesim yeridir (76,98,116).
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Bagka bir calisjmada ise DMH’m indiikledigi lezyonlarin kolonda dagiliminm, diski
akist ile bir baglantisi olabilecegi belirtilmistir. Yapilan ¢alismada transvers kolona
yapilan kolostomi ameliyati sonrasinda kolostominin proksimal tarafinda timor

sayisinin arttig1 fakat distal kolonda da tiimor olustugu gézlenmistir (76).

Tiim bunlara ek olarak lenf nodiillerinin daha ¢ok distal kolonda gozlendigi ve tiimor
dagiliminda oncii bir faktor olabilecegi belirtilmistir. Carter ve arkadaslar1 lenf nodiilleri
ile tiimorler arasinda onemli bir korelasyonun oldugunu ifade etmiglerdir. Kanser
hastalarindan aliman 6rneklerde kolonik mukozada bulunan mikroskopik adenomlarin
9%56’sinda, lenf follikiillerinin tiimorlerin altinda yerlesim gosterdigi gozlenmistir
(127). Bizim c¢alismamizda lenf nodiilleri sayilmadi fakat yerlesim olarak ozellikle

distal kolonda ve tiimorlere yakin veya onlarin altinda yerlesim gosterdigi gozlendi.

Yapilan calismalarda DMH ile indiiklenen kolon kanserlerini inhibe etmek i¢in farkli
antianjiogenik ajanlar kullanilmistir. Bu ajanlardan endostatin, farelerde ve insanlarda
yapilan caligmalarda, primer ve metastatik tiimor biiylimesinde giiclii ve doza bagh
olarak ozellikle endotel hiicrelerinde inhibe edici Ozellik gostermistir (48). Ayrica
endostatin farelerde en az toksik etkiye sahip ila¢ olarak tespit edilmis ve araliksiz
olarak 3,5 yildan fazla her giin uygulanan insanlarda da hicbir ila¢ direnci ve toksik
durum gozlenmemistir (49). Endostatin enjekte edilen hayvanlarda, kilo kaybi,
beslenme bozuklugu ve davranig degisikligi gibi belirtiler de gozlenmemistir (61,128).
Bizim c¢alismamizda ise endostatin grubunda, DMH grubuna benzer sekilde,
hayvanlarin anal ve sirt bolgelerindeki tiiylerde dokiintii, tiiylerin genel goriintiisiinde
bozukluk, nadir olarak kanh diski gibi degisiklikler gozlendi. Bu durum endostatin

grubundaki hayvanlarda da tiimor gelismesiyle iliskilendirildi.

Literatiirde, endostatine bagli inhibisyon fakliliklarinin, ilacin formiiliine, ilacin dozuna
ve uygulanma siiresine, timor tipine ve tiimor olusturma yontemine baglh olabilecegi
belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda ila¢c formiilii olarak genelde escherichia coli ve
pichia pastoris sistem ile tiretilen endostatin formlarindan bahsedilmistir. Pichia pastoris
sistem ile lretilen endostatinin in vitro ve in vivo caliymalarda etkili oldugu, diger
sistem ile iretilen endostatin proteinlerinin ise daha ¢abuk yikildig:1 ifade edilmistir
(49). Dolayisiyla biz calismamizda Pichia pastorisden {iiretilen insan rekombinant

endostatin formunu kullandik.
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Yapilan calismalarda prostat tiimorii, glioblastoma, akciger adenokarsinoma, follikiiler
thyroid karsinoma, non-Hodgkin Lenfoma, ndroblastoma gibi tiimorleri inhibe etmek
icin, endostatin, 0.3mg/kg/giin - 20 mg/kg/giin doz araliginda, ve 10-20 giinliik siirede,
s.c yoldan enjekte edilmis ve tiimor kan akismnin ve damarlanmanin azaldigi, timor
biiylimesinin %47-%84 oraninda yavasladigi fakat tamamen ortadan kalkmadigi
gozlenmistir (59,61,128-130). Ayrica endostatin, 10-100 mg/kg doz araliginda
uygulandiginda, %47’den %91’e kadar tiimor inhibisyonu goézlenmis ve biitiin
caligmalarda endostatinin toksik olmadigr ve yara iyilesmesini geciktirmedigi
vurgulanmustir (49). Q’Reilly ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢calismada rat akciger primer
tiimor hiicrelerini deri altma enjekte etmisler ve tiimor hacmi 200cm’® oldugunda,
20mg/kg endostatini 15 giin boyunca enjekte etmisler ve tiimor biiyiimesinin %99

oraninda inhibe oldugunu rapor etmislerdir (48).

Literatiirde DMH ile indiiklenen tiimorlerde endostatinin etkinligini arastiran ¢alismaya
cok az rastlanmaktadir. Bu ¢alismalardan birini Li ve arkadaslar1 yapmistir. Onlar DMH
ile indiiklenen kolon tiimdrlerini inhibe etmek icin, 1 mI’lik 1x10® endostatin proteinini
12 hafta boyunca, giinde 1 kez, gavaj yoluyla vermisler ve her iki grupta kolon tiimor
insidansinda bir degisiklik olmadigmi, gruplarda 10’ar adet timor gelistigini ve
karsinomlarin kolonda dagilimmin c¢esitlilik gosterdigini tespit etmiglerdir. Ayrica
hayvanlarin ortalama viicut agirliginin hem DMH grubunda hem de endostatin
grubunda 6nemli sekilde azaldigini belirtmislerdir. Oysaki ayni ¢alismada endostatinin
verilme siiresi 26 hafta daha uzatildiginda, endostatin grubunda toplam tiimor sayisi 25,
DMH grubunda ise 40 olarak tespit edilmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (73). Calismamizda ise endostatin 6 hafta boyunca, giinde 7 ug
(mikrogram) enjekte edildi ve diisiik doz endostatinin DMH ile indiiklenen kolon
kanserinde antitiimor etkisine bakildi. Endostatin grubunda 29, DMH grubunda ise 32
timor gelistigi tespit edildi ve karsinom sayisiyla ilgili gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir anlamlilik bulunmadi. Calisma sonucunda 7 uyg endostatinin, terapotik etki
icin yeterli olmadig diistiniildii. Calismamizda hem DMH, hem de endostatin grubunda
ortalama viicut agirhiginin zamanla azaldig: tespit edildi. Bu veriler Li ve arkadaslarinin
kisa donem uyguladig: terapi ile paralellik gostermektedir. Onlar endostatinin uzun siire
ve yiiksek dozda verilmesi gerektigini ifade etmisler ve uzun donem verilen
endostatinin antitimor etki gosterdigini belirtmislerdir (73). Ayrica baska ¢aliymalarda

da timOr metastazin1 ve anjiogenezisi inhibe etmek ve tiimorlerin mikroskobik
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lezyonlara gerilemesini saglamak icin uzun donem ve yiiksek doz endostatin tedavisinin

uygulanmasinin gerekli oldugunu vurgulanmistir (73,59,131).

Endostatinin optimal terapatik dozu bilinmediginden literatiirde fakli endostatin dozlar1
ile yapilan caligmalara sik rastlanmaktadir. Bunlardan kolon kanserine yonelik bir
calismada, insan kolon kanseri hiicreleri implante edilen fareye, endostatinin Smg/kg,
10mg/kg, 20mg/kg dozlar1 6 hafta boyunca s.c olarak enjekte edilmis ve timor
inhibisyon oranlar1 bu siraya gére %67.9, %84, %90.1 olarak tespit edilmistir. Ayni
zamanda damarlanmanin 6nemli oranda azaldig1 ve peritoneal metastaz ve karaciger
metastazinda da doza bagli azalma goriilmiistiir. Bu ¢alismada endostatin tedavisinde
dozun ve verilme siiresinin Oonemi giindeme getirilmis ve yiiksek dozun daha etkili
oldugu tespit edilmistir (60). Bizim calismamizda giinde 7 ug (yaklasik 0,3mg/kg)
verilen endostatin kolon tiimoriinii inhibe etmede yeterli olmadi. Toplam lezyon sayis1
DMH grubunda 77, endostatin grubunda ise 57 olarak tespit edildi ve %25 oraninda
timor inhibisyonu gozlendi. Fakat bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Bunun sebepleri ise tedavi icin kullandigimiz endostatinin ¢ok pahali olmasi nedeniyle
yiiksek dozlarinin hayvanlara verilememesi, tedavi siiresinin kisa tutulmasi ve hayvan
sayisinin diisik olmasina baglayabiliriz. Faz 1 c¢alismalarinda, endostatinin etkili
olabilmesi icin plazma seviyesinin 600 ile 700 ng/mL.min olmasi gerektigi ifade
edilmistir. Bu plazma seviyesine ulagabilmek icin farelerde 50mg/kg, faz caligmalarinda
ise 300 - 600mg/m” arasinda uygulanan endostatin dozunun terapatik etki icin yeterli

oldugu belirtilmistir (52).

Bizim ¢alismamizla yaklasik ayni1 doz verilen baska bir ¢calismada ise tiimor olusturma
yontemlerindeki farkliliklar giindeme getirilmis ve buna bagh endostatinin antitiimor
etkisinde farkli sonuglar elde edilebilecegi ifade edilmistir. Yapilan calismada,
gliosarkoma hiicreleri, intrakranial ve subkutan olarak ratlara enjekte edilmis ve
hayvanlara 10 giin boyunca her giin 0,3mg/kg endostatin s.c yoldan verilmistir.
Arastirma sonucunda, rekombinant fare endostatinin, s.c tiimOriin biiylimesini,
damarlanmasini, kan akismi inhibe ettigi ve apopitozisi de 6nemli oranda azalttigi
gozlenmistir. Intrakranial tiimorlerde ise ayni dozda endostatinin ayni1 oranda etkili
olmadig tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak kafatasinda kan akiminin hizli olmasi ve
dolayisiyla bu tiimorlerde de kan akimimnin hizli olmasi, endostatin tiimor i¢inde yeterli

konsantrasyona ulagsmadan 6nce tiimoriin biiyiimesi ve hayvanlarin 6lmesi neden olarak
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gosterilmistir. Zaten s.c tiimorlerde de endostatinin etkisi tedavinin baslamasindan
sonraki 10. giinde ortaya c¢ikmustir. Bu bilgiler endostatinin tiimor biiyiimesini
azaltmadaki etkisinin baslayabilmesi i¢in Once tiimor icinde yeterli konsantrasyona
ulasmas1 gerektigi gostermektedir (129). Bu calisma ayrica tiimor hiicrelerinin kendi
dokusu icinde biiyiimesi ile s.c olarak deri altina enjekte edilmesi ve deri altinda
biiytimesi arasida ki farkliliklar1 da ortaya koymaktadir. Tiimor anjiogenik fenotipleri
cevre hiicreler tarafindan salman sitokinler ile ayarlanabilir. Bu durumda tiimorlerin
anjiogenik fenotipleri farkli olabilir. Insan bobrek kanser hiicreleri kendi dokusunda
yani bobrekte biiyiidiigli zaman b-FGF anjiogenik biiyiime faktoriiniin daha fazla
salindig1 oysaki aym hiicreler s.c olarak deri altina yerlestirildiginde boyle olmadigi
tespit edilmistir (59,129). Bu arastirma, ayn1 doz verilmesine ragmen bizim
arastirmamizda endostatinin neden etki etmedigine 151k tutmaktadir. Ciinkii bizim

caligmamizda kendi dokusu i¢inde biiyiiyen kolon tiimorleri kullanildi.

Endostatinin terapotik etkinligi icin dozu kadar verilme yolu ve verilis siklig1 da
onemlidir. Ciinkii yapilan faz c¢alismalarinda endostatinin yarilanma omrii 10.7 saat
olarak bulunmusg ve viicut yiizey alam ile endostatin klirans1 (endostatinin plazmadan
temizlenmesi) arasinda bir iligki gosterilmemistir. Dolayisiyla bu yarilanma Omrii
fareler icin de kabul edilmistir (112,113). Yapilan ¢alismalarda endostatinin %350 sinin
yaklasik ilk 5 dakikalik bir siirecte dolasimdan hizli bir sekilde temizlendigi
gosterilmistir. Sonug olarak endostatinin yavas ¢oziinen formu etkinliligini daha fazla
artiracaktir (132). Boylece endostatinin 12 saat arayla uygulanmasi (bolus) ve yavas
emilebilecegi bir yoldan verilmesi gerektigi giindeme gelmistir. Yavas emilimi
saglamak i¢in bizim calismamizda oldugu gibi, yapilan diger caligmalarda da endostatin
cogunlukla s.c yoldan enjekte edilmistir (59,61,104,128). Oysaki bazi calismalarda
endostatinin infiizyon seklinde siirekli verilmesinin daha etkili oldugu gosterilmistir.
Giinde iki kez uygulanan enjeksiyonlar ile kiyaslandiginda, siirekli intravendz olarak
uygulanan endostatinin, 5 kat daha diisiik dozlarda bile yiiksek etki gosterdigi tespit
edilmistir (133). Yapilan bagka bir ¢alismada, néroblastoma hiicreleri s.c olarak enjekte
edilen farelere, 10mg/kg/giin endostatin, s.c olarak ve s.c infiizyon pompasiyla ile 10
giin boyunca verilmis ilk grupta maksimum tiimor inhibisyonu %47 iken ikinci grupta
ise %61 olarak tespit edilmistir. Endostatin, s.c inflizyon pompasiyla siirekli
verildiginde tiimor agirliginda, tiimor biiylimesinin gerilemesinde ve damarlanma

sayisinda goze carpicit bir sekilde azalma gozlenmistir (62,130). Dolaysiyla diisiik
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dozda ve giinde bir defa s.c yoldan enjekte edilen endostatinin, bizim ¢alismamizda
antitimor etki gostermemesinin bir baska nedeni infiizyon seklinde verilmemesi

olabilir.

Endostatin uygulamasina yonelik 6nemli verilerden bir tanesi de uygulama zamanidir.
Endostatin endotel hiicre ¢cogalmasini, gociinii, adezyonunu ve biiylime faktorlerinden
VEGF ve bFGF’i inhibe eden antiangiogenik bir ajandir. Dolayisiyla tiimOriin primer
asamasinda verilmesi yani anjiogenezisin baslangi¢ zamaninda verilmesi onun terapotik
etkinligini artirmak ag¢isindan oldukca onemlidir. Yapilan ¢aligmalar, tiimoriin erken
fazi1 boyunca uygulanan endostatin tedavisinin tiimorii tamamen iyilestirmedigi ancak
tiimor sayisin1 onemli oranda azalttigini1 gostermektedir (104,113,134,135). Endostatinin
verildigi bu donem prekanser6z asama olmasi agisindan 6nemlidir. Anjiogenezis, yeni
mikrodamarlarin meydana gelmesi demektir. Bu durum kapiller damarlardaki endotel
hiicrelerinin proliferasyonuna baghdir. Yara iyilesmesi sirasinda olan anjiogenezis bir
hafta veya daha fazla siirerken, patolojik anjiogenezis aylar veya yillar boyunca devam
edebilir. Buradan yola cikarak, antianjiogenezis tedavisinde amac proliferasyon
halindeki kii¢iik damarlarin biiyiimesini onleyerek ilk baslangi¢ hallerinde kalmalarini
saglamaktir (39,135). Tiimér ilk fark edildigi zaman endostatin uygulandiginda, tedavi
edilen ratlarda multiple primer tiimorlerin olugsmasinin engellendigi goriilmiistiir. Ayrica
ilk enjeksiyonda yiiksek doz verilmesi endostatinin yeterli miktardaki dozunun timor
yataginda toplanmasina neden olarak daha etkili olmasina neden olmaktadir (134).
Hatta baska bir calismada kemirgen kolorektal kanser hiicrelerinden elde edilen
karaciger metastaz hiicreleri dalaga enjekte edilmeden 2 saat once uygulanan endostatin
tedavisiyle onemli oranda azaltilmistir (135). Bizim calismamizda da endostatin
timoriin prekanserdz asamasinda verildi fakat dozun yetersiz olmasi ya da bagka

nedenlerden dolay1 tiimor sayisinda azalma gozlenmedi.

Endostatin ile yapilan klinik c¢alismalardan elde edilen sonuclar ile hayvan
caligmalarindan elde edilen sonuglar paralellik gostermemekte ve o6zellikle faz
caligmalarinda endostatinin antitiimor etki gostermedigi ifade edilmistir (102,103,136).
Hayvan caliymalarinda oldugu gibi faz caligmalarinda da en cok optimal dozu
belirlemede zorluklar yasanmistir. Endostatinin az etkili olmasinin nedeni olarak ise
preklinik caligmalarda genelde tiimorlerin deney hayvanlarina enjekte edildigi ve daha

sonra antianjiogenik etkiye bakildigi oysaki insanlarda tiimorlerin belki yillardir var
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oldugu ve antianjiogenik terapinin etkili olamayacagi kadar damarlanmanin zaten

gelismis olabilecegi vurgulanmustir (113,137,138).

Sonug olarak bir endojen anjiogenezis inhibitorii olan endostatinin viicutta nasil calistigi
bilinmedigi siirece klinik caligmalar1 planlamak zor olacaktir. Bununla birlikte
endostatinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen uygun doz, zaman ve
siirede verilmesi ve buna yOnelik caligmalarin yapilmasi onun terapotik etkinliginin

ortaya konulmasi a¢isindan olduk¢a 6énemli olabilir.
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