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FARELERDE DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KOLON KANSERi UZERINE
ANGIOSTATIN’IN ETKILERI

OZET
Anjiogenezis timOr biiylimesi, metastazt ve invazyonundaki basamaklardan biridir.
Antianjiogenik uygulamanin tiimér tedavisinde cazip bir yaklasim oldugu diisiiniiliir. Insan
plazminojeninden elde edilen anjiostatin KI1-3 su ana kadar bilinen en kuvvetli
antianjiogenik ajanlardan birisidir. Bununla beraber anjiostatinin kolon kanseri olusumu
tizerinde koruyucu etkisinin olup olmadig bilinmemektedir. Bu yiizden biz 1,2
dimetilhidrazin indiiksiyonu ile olusturulan kolon tiimériiniin deneysel fare modelinde
anjiostatinin timor biiylimesi iizerinde koruyucu etkisini arastirdik. 8 haftalik Balb-c
farelerine 12 hafta siiresince haftada bir kez 20 mg/kg 1,2 dimetilhidrazin (DMH) subkutan
tarzda uygulandi. Anjiostatin grubunda farelere son DMH injeksiyonundan 6 hafta sonra ilk
basta bir kere 20 pg anjiostatin intraperitoneal olarak uygulandi ve daha sonra 48 saatte bir
5 pg anjiostatin 12 hafta boyunca subkutan tarzda verildi. DMH grubuna bu siirecte fosfat
tampon solusyonu (PBS) verildi. Hayvanlar son DMH injeksiyonundan 18 hafta sonra
oldiiriildii. Histopatolojik lezyonlar; hafif displazi, siddetli displazi ve kotii huylu tiimoral
lezyon seklinde smniflandirildi. Her iki gruptaki hayvanlarda bu lezyonlarin gelistigi
belirlendi ve hafif displazi, siddetli displazi ve kotii huylu tiimoral lezyonlarn ortalama
sayilar sirastyla DMH grubunda 2,28+1,79, 3.14+2,67 ve 4,42+2,29 seklinde ve anjiostatin
grubunda ise 2,71+£1,38, 2,28+1,49 ve 3,71£2,29 oldugu belirlendi. Anjiostatin grubunu
DMH grubu ile karsilastirdigimizda siddetli displazi ve koti huylu tiimoral lezyon
sayisinda bir azalma olmasma ragmen hafif displastik lezyonlar da ise bir artis vardi. Bu
azalma ve artislar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Bizim sonuc¢larimiza gore
uyguladigimiz bu dozlarda anjiostatin ¢cok az koruyucu etkiye sahipti, fakat yiiksek dozlar

kullanilarak ve sistematik uygulama ile bu etkilerin artirilabilecegi soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Fare, 1,2 dimetilhidrazin, kolon kanseri, anjiostatin, anjiogenezis
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EFFECTS OF ANGIOSTATIN ON EXPERIMENTALLY INDUCED COLON
CANCER IN MICE

ABSTRACT
Angiogenesis is one of the steps in tumor growth, invasion and metastasis. Antiangiogenic
therapy is supposed to be an attractive approach for antitumor treatment. Human
plasminogen-derived angiostatin K1-3 is one of the most potent antiangiogenic agents
currently known. However, it is unclear whether angiostatin has got protective effects on
colon cancer formation. So we investigated the protective effects of angiostatin on tumor
growth in experimental mouse model of colon tumorigenesis using 1,2-dimethylhydrazine
(DMH) induction. Eight weeks old Balb/c mice were treated with subcutaneous DMH
solution (20 mg/kg) once weekly throughout a period of 12 weeks. In angiostatin group, 6
weeks after the last DMH injection the animals were firstly treated with angiostatin
(20pg/Mouse) intraperitoneally and then subcutaneously every 48 hours (Spug/Mouse)
throughout a period of 12 weeks. During this time, phosphate buffered saline (PBS) was
used for DMH group. The animals were killled at the eighteenth week after the last DMH
injection. Histopathological lesions were classified as mild dysplasia, severe dysplasi and
malign tumoral lesion. Both groups developed these lesions and mean numbers of mild
dysplasia, severe dysplasia and malign lesions were 2,28+1,79, 3.14+2,67 and 4,42+2,29 in
DMH group and 2,71+£1,38, 2,28+1,49 ve 3,71+2,29 in angiostatin group, respectively.
Although in angiostatin group, there was a decrease in severe dysplasia and malign tumor
lesions number compared with the DMH group, this decrease was not statistically
significant (p>0.05). However there was an increase in mild dysplasia but it wasn’t
significant (p>0.05). Our results show that angiostatin has got little protective effects in
these doses but these effects are thought to be increased by using higher doses and

systematic administration.

Key words: Mouse, 1,2 dimethylhydrazine, colon cancer, angiostatin, angiogenesis
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1. GIRIS VE AMAC

Onemli ve komplike bir siire¢ olan yeni damar gelisimi, embriyo ve yetiskinlerdeki
mevcut damarlardan tomurcuklanma yolu ile olursa anjiogenezis, embriyolarda
anjioblastlarin farklilagsmasi ile olursa vaskulogenesiz olarak tamimlanmaktadir. Bu
damar gelisim siireci yalnizca yara iyilesmesi ve kadinlardaki iireme siklusu gibi
fizyolojik kosullarin bir boliimii olmayip aynm1 zamanda diyabetik retinopati, kronik
inflamasyon, romatoid artrit ve tiimorler gibi patolojik durumlarda da karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle tiimor biiyiimesi ve metastazi1 anjiogenezise dayanir. Eger ek kan
damarlar1 faaliyete gecmezse, timorler difiizyon sayesinde ancak 1-2 mm’® kadar
biiyliyebilir, bu durum tiimorogenezisde anjiogenezisin kritik roliinii ortaya
koymaktadir. Anjiogenik anahtar olarak adlandirilan bir mekanizma ile anjiogenezis
inhibitor ve aktivatorleri arasindaki denge saglanmaktadir. Inhibitor konsantrasyonunda
azalma ya da aktivator seviyelerindeki artis ile denge degisebilmekte ve anjiogenik
anahtar aktive olabilmektedir. Tiimor damarlanmasmin baslamasi tiimor hiicreleri i¢in
sadece oksijen ve besin tedarik etmez ayn1 zamanda tiimor hiicreleri tarafindan iiretilen
artiklarm uzaklastirilmasini saglar. Bununla birlikte tiimor biiyiimesi ve metastazinin
engellenmesi icin anjiogenezisin inhibisyonunun bir strateji olabileceginin
Onerilmesinden giiniimiize 35 yil gecmis olup bu siirede cesitli antianjiogenik

inhibitorlerin kanser tedavisinde kullaniminda 6nemli gelismeler olmustur.
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Bu calismanmn amaci Balb-c tiirii farelerde deneysel olarak olusturulan kolon kanseri
izerinde bir endojendz anjiogenezis inhibitdrii olan Anjiostatin’in antianjiogenik ve

antitlimoral etkisini in vivo olarak arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.ANJIOGENEZIS

Damar sisteminin gelisimi 6nemli ve komplike bir siire¢ olup vaskulogenezis ve
anjiogenezisin ortak etkisi sayesinde sekillenir. Primordial damar sistemin geligimi
vaskulogenesiz olarak tamimlanir ve ilkel damar agi olusturmak {iizere pluripotent
mezodermal prekiirsorlerin (anjioblastlarin) endotel hiicrelerine farklilasmasini kapsar.
Anjiogenezis ise embriyo ve yetiskinlerdeki mevcut damarlardan tomurcuklanma yolu

ile yeni kan damarlarmin geligsme siirecidir (1-4).
2.1.1. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenezis

Damar gelisim siireci viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir mekanizma olup, bazi
durumlarda patolojik de olabilir. Fizyolojik anjiogenezis; embriyogenez, yara iyilesmesi
ve organ hipertrofisinde gozlemlenir. Oviilasyon, uterusun menstural siklusu,
plasentanin olusumu da fizyolojik anjiogenezise baghdir. Patolojik anjiogenezis ise
diyabetik retinopati, ateroskleroz, kronik enflamasyon ve tiimor biiyiimesi ve timor
metastazi gibi bircok hastalikta karsimiza ¢cikmakta ve inat¢i, devamhi ve diizensiz bir

seyir izlemektedir (5-7).



2.1.2 Anjiogenezis’in Basamaklari

Anjiogenezis ¢ok 1yi bir sekilde diizenlenmis olagan iistii bir siirectir. Vaskiiler ag ard
arda gelen cesitli basamaklar seklinde gelisir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Bu basamaklart;
anjiogenik faktorlerin salinimi, endotel hiicre morfolojisinde degisim, proteolitik
enzimlerin salmimi, endotel hiicre gocii ve kapiller morfogenez, endotel hiicre

cogalmas1 ve mikrodamar farklilagsmasi seklinde siralayabiliriz (8,9).

Damar geniglemesi a & : . S
ve gecirgenlisi 4 - . Damar
s TGE-p
NO PDGF
- VEGE Angl/Tie2 -
] R eiley S
4 A
.. 1 o : N\ Mezengimal hiicrelerin
DKH'lerinin ayrilmasi,| AnedTie2 ‘ Anjiogenezis FGFs co alal? Ak P ve
ECM'nin bozulmasi TGEp PDGF -
| MMPs TNF-t DKH'lerine
- . | farklilagmasi
I T Aol e
VEGEs KT
VEGFs PGFs 3
PGFs ]
EGF . &7 -
Endotel hiicre , AW > & Endotel hiicre go¢ii
¢ogalmasi ) ve tiip olugumu

Sekil 2.1. Anjiogenezis’in basamaklari. DKH: diiz kas hiicreleri P: perisitler
ECM: ekstraseliiler matriks, NO: nitrik oksit (10).
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Sekil 2.2. Anjiogenezis siirecinde endotel hiicrelerinde meydana gelen degisimler (11).



2.1.2.1. Anjiogenik Faktorlerin Salinim

Kapiller kan damarlari, endotel hiicrelerinden ve adventisyal hiicrelerden olusmaktadir.
Bu iki hiicre tipi yeni damarlanmay1 olusturmak (tiipleri, dallanmay1 ve tiim kapiller
ag1) i¢in tiim genetik bilgiyi tasimaktadir (5). Ortamdaki anjiogenik uyaranlardaki artma
ve anjiogenezis inhibitorlerindeki azalma seklindeki degisim, bu hiicreleri aktif hale
getirmektedir. Anjiogenik faktorlerin salinimini ise hipoksi gibi lokal cevresel faktorleri
iceren dis ve i¢ etkenler saglamaktadir (8,12). Endotelden salgilanan ve anjiogenezisi
etkileyen bazi maddeler ise PDGF (trombosit kaynakli biiyiime faktor), bFGF (bazik
fibroblast biiyiime faktorii), IGF-1 (insiilin benzeri biiylime faktor), IL-1 (interlokin-1),
TGF-p (transforme edici biiylime faktorii beta), PAI-1 (plazminojen aktivator inhibitor

tip 1) dir (Sekil 2.1), (13,14).
2.1.2.2. Endotel Hiicre Morfolojisinde Degisim

Endotel, damar duvarinin i¢ yiiziinii doseyen, yassi poligonal hiicrelerden yapilmis, tek
sirali devamli bir epitel tabakasidir. Dista ince bir bazal membran iizerine oturur.
Endotel hiicrelerinin birbiriyle olusturduklari hiicreler arasi sinirlar, aradaki temas
yiizeyini artiracak sekilde girintili ¢ikintilidir. Bu tek katli hiicre grubu dolasim kani ve
vaskiiler duvar dokusu arasinda ara birim olarak gorev yapar (13,14). Anjiogenezisde
endotel hiicreler anjiogenik faktorlere cevap olarak kendi morfolojilerini degistirir.
Hiicre ici diizeyde endoplazmik retikulum ve Golgi cisminin miktarinda bir artis,
mitokondrial boyutta ve sayida degisiklikler olur. Endotel hiicrelerin bazal laminaya
komsu olan yiizeylerinde parmak benzeri ¢ikintilar olusur ve hiicreler arasi delikler

meydana gelir (Sekil 2.2), (15).
2.1.2.3. Proteolitik Enzimlerin Salinimm

Biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve
endotel hiicrelerini doseyen ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin yikimina sebep
olur (9). Bu proteolitik enzimler hem tiimor hiicreleri hem de endotel hiicreleri
tarafindan salgilanan plazminojen aktivator (PA) ve matriks metalloproteinazlari igerir
(Sekil 2.1). Genis spesifiteli proteaz plazminin urokinaz-tip plazminojen aktivatorii
(uPA) ile iiretimi tiim bu siire¢ i¢in temeldir, ¢iinkii bu madde ya direkt olarak ya da
diger uyku halindeki enzim sistemlerini aktive ederek bircok matriks bilesenini
parcalama yetenegine sahiptir. Genellikle dinlenme durumundaki endotelden ayrilan

uPA bazi1 anjiogenik faktorler tarafindan artirilabilir. uPA tarafindan indiiklenen
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proteoliz, endotel hiicrelerinin organizasyonuna ve oryantasyonuna yardim etmek i¢in

gecici olarak sinirli bir tarzda diizenlenir (15,16).
2.1.2.4. Endotel Hiicre Gocii ve Kapiller Morfogenez

Alttaki bazal membranin ve ekstraseliiler matriksin bozulmas1 endotel hiicrelerinin (EH)
tomurcuklar1 olugturmak icin post- kapiller ana veniillerden gé¢ etmesine miisade eder
(Sekil 2.1). EH’ler bazal laminaya komsu olan yiizeylerinde parmak benzeri ¢ikintilar:
olusturur. Endotelyal tomurcuklar, tomurcugun ucundaki mikrovillilerin birbiri ile
birlesmis ilmikler olusturmak i¢in kaynasmalarindan 6nce EH’lerin eklenmesi ile
uzatilabilir. Bu siireclerin kontrolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Fakat EH
gociiniin hem VEGF (vaskiiler endotel biiyiime faktorii), TNF o (tiimor nekroz faktor-
a), interlokin-6, interlokin-8, PDGF, FGF’i (fibroblast biiylime faktorii) iceren cesitli
sitokinler ve biiyiime faktorleri hem de yiiksek yogunluklu lipoproteinler,
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP), ve vazo aktif hormonlar tarafindan
ayarlandig1 bildirilmektedir. Son ¢alismalar gostermistir ki metastaz ve inflamasyonda
onemli olan selektin ve integrin ailelerinin hiicre yapisma molekiilleri de kapiller
sekillenmede Onemli rol oynar. In vitro olarak normal kapiller olusum icin E ve P
selektin gereklidir ve bu selektinlerin in vivo artig1 tiimorde yeni damarlanmanin ¢ok
aktif oldugu alanda gozlenir. P selektin ayrica tiimor stroma olusumunu artirarak tiimor
ilerlemesine katkida bulunur. Bir takim integrinler de hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimleri iizerindeki etkileri sayesinde kapiller olusumda 6nemli bir yer tutar. In
vivo olarak anjiogenezis siddetli bir sekilde integrin fonksiyonunun durdurulmasi ile
engellenebilir, bu durum yeni damar biiyiimesinde yapigsma molekiillerinin énemini

belirtmektedir (10,15-17).
2.1.2.5. Endotel Hiicre Cogalmasi

Endotelyal tomurcuk olusumu siiresince, tabanda meydana gelen boliinme damarin
uzamasini saglar. Normal dokulardaki endotel hiicreleri sakin ve her 7-10 yilda bir
boliiniir. Hayvan tiimorlerinin otoradyografik ¢aligmalar: tiimor endotel hiicrelerinin 30-
40 kat daha hizli ¢ogaldigin1 gostermistir. Bu bulgular fonksiyonel damarlanmanin
kurulmasinda onceden var olan endotelin gociiniin ve yeniden sekillenmesinin dnemini
belirtmektedir (15). Bu siirecte en 6nemli anjiogenik molekiill VEGF olup, endotel hiicre
gociinii, cogalmasini ve invazyonunu uyarir ve damar gecirgenligini artirr (Sekil 2.1),

(16,18).



2.1.2.6. Mikrodamar Farkhlasmasi

Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya
getirilmesi i¢in ekstraseliiler proteoliz mutlaka inhibe edilmelidir. Kapiller filizlenme
olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya
cikar ve bu durumda daha ileri yayilimi miimkiin kilar. Endotelin yol almas1 ve uzamasi
sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi bosluklar meydana gelir ve sonunda bunlardan da
damarlarin olustugu liimenler gelisir (Sekil 2.2). Boylece, ekstraseliiler matriks
proteolizinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve inhibisyonlar1 sonucunda kapiller
olusur. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiogenezis ortaya ¢iktiktan sonra anjiogenik
faktorlerde azalma goriilirken, anjiogenezis inhibitorlerinde artis gozlenir. Boylece
endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriiniir ve damarlar kan akimini baglatmaya hazir hale
gelmis olur (9). Arter duvarinda endotel altinda yer alan kollajen ve elastik lifler ile diiz
kas hiicrelerinin miktar1, dagilim ve diizeni, arterin i¢inde bulundugu yerel mekanik
kosullara ve arterin i¢ yiiziine etki yapan hemodinamik faktorlere bagli olarak degisir

(13,14).
2.1.3. Anjiogenik Faktorler

Anjiogenezisin olusmasinda ekstraseliiler matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden
salman pek cok biiyiime faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiogenezisde temel
rol oynar (9,10). Anjiogenik faktorler arasinda bFGF, TGF-p, anjiopoetinler, PDGF ve
VEGF’i sayabiliriz (12). Anjiogenik molekiiller i¢erisinde en 6nemlisi VEGF ve VEGF
reseptorleridir. Endotele spesifik bir mitojen olan VEGF, endotel hiicre biiyiimesinde
rol alan ve damar gecirgenligini artiran anjiogenik bir faktordiir. VEGF reseptorlerinin
aktivasyonu hiicre ici sinyal iletimi proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin
cogalmasini, gociinii ve farklilagsmasini saglar (2,19). Anjiogenezis siirecinde kotii huylu
hiicrelerin ve endotel hiicrelerinin bag dokusuna ve damar duvarma invazyonunu
kolaylastiran ise endopeptidazlarin bir ailesi olan matriks metalloproteinazlardir
(MMP). MMP’ler bazal membrani, ECM’yi parcalar ve ECM’ye bagh proanjiogenik
faktorlerin salinimma da katkida bulunur (20-22). Anjiogenik faktorlerden bazilari
Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Temel Proanjiogenik faktorler

Proanjiogenik faktorler Kaynaklar
Vaskiiler endotelyal biiytime faktor (VEGF) 2,19
Asidik, bazik fibroblast biiyiime faktor (aFGF ve bFGF) 8
Transforme edici biiyiime faktor-B (TGF- ) 23,24
Epidermal biiytime faktor (EGF) 25,26
Tiimor nekroz faktor-o, (TNF-a) 10
Trombosit kaynakli endotel hiicre biiylime faktorii (PD-ECGF) 27,28
Integrinler 29, 30
Anjiopoetin 10
Graniilosit koloni uyaran faktor (GCSF) 10
Hepatosit biiylime faktor (HGF) 31
Graniilosit-makrofaj uyaran faktoér (GM-CSF) 32
Interlokin-2, 6, 8 (IL-2, 6, 8) 8
Anjiogenin 33
Proliferin 34
Insiilin benzeri bityiime faktor (IGF-1) 35
Matriks metalloproteinaz 21,22
Plasental biiytime faktorii 36
Prostaglandinler 37
Nitrik oksit 38

2.1.4. Antianjiogenik Faktorler

Gectigimiz donemlerde anjiogenezis basamaklarmin aydinlatilmasi tiimor tedavisinde
bir ¢ok dogal hedefin iiretilmesi ile sonuclanmustir. Ozellikle VEGF sinyalizasyon
yolunun iiyeleri tammlanmustir. Ilging olarak anjiogenik yollarin bir ¢ok inhibitorii
mantar, kopek balig1 kikirdag1 ve kasi, yesil cay ve sarimsak gibi dogal kaynaklardan
endotel hiicre kiiltiirli sayesinde kesfedilmistir. Bir takim in vitro ve in vivo ¢alismalar
sayesinde bu bilesikler preklinik calismalarda denenmektedir. Bugiine kadar 300’iin

izerinde anjiogenezis inhbitorii tanimlanmis (39) olup bunlardan bazilar1 Tablo 2.2°de

verilmistir.




Tablo 2.2. Antianjiogenik faktorler

Antianjiogenik faktor Kaynaklar
Endostatin 40
Anjiostatin 41
Thrombospondin 1 42
Interferon-p/a 43
Interlokin 12 3
Metalloproteinaz’larin doku inhibitdrleri (TIMP) 44
Platelet faktor 4 45
Vasostatin 46
2-Methoxyoestradiol 47
Neovastat 48
Marimastat 49
Vitaxin 50
SCH221153 30
Captopril 51
Suramin 52
Linomide 53
Dexamethasone 54
Sflt-1 55
Retinoid 56
Lavendustin A 57

2.1.5. Tiimoral Anjiogenezis

Anjiogenezisi kontrol eden mekanizmalar tam olarak anlagilmamasina ragmen, primer
tiimoriin gelisiminde ve metastazinda anjiogenezisin énemli rolii oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Timor anjiogenezisi ile ilgili caligmalar 19. yilizyilin ikinci yarisinda
baslamis olup tiimor stromasinin ayr1 bir kapiller aga sahip oldugu tespit edilerek tiimor
damarlanmasi, tiimor igeren organlardaki normal kan damarlariin karmasik biiylime ile
bozulmasi ve etkilenen damarlarda da spirallesme ve genisleme gézlemlenmesi seklinde
tanimlanmugtir (58). Anjiogenezis konusundaki asil gelisimin 1971°de Folkman ile

basladigini goriiyoruz (59). Folkman tiimor gelisimi anjiogenezise bagimlidir diyerek su

teorileri ileri stirmiistiir:
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1) Primer solid tiimorlerin biiyiik bir cogunlugunda muhtemelen uzamis avaskiiler evre
vardir ve bu dénemde tiimorler maksimum 1-2 mm® capa ulasabilir. Bu biiyiiklige

kadar tiimor hiicreleri gerekli besin ve oksijen ihtiyacini pasif difiizyon ile karsilar.

2) Bu mikroskobik tiimor kitlesi olgun konak¢i damarlarindan kendisine dogru yeni
kapiller damarlarin tomurcuklanmasi ve sonucta tiimoral kitleyi infiltre etmesine yol

acan anjiogenezisi baslatabilir.

3) Anjiogenezisin tiimor hiicrelerinden Tiimor Anjiogenezis Faktor (TAF) adi verilen

bir biiyiime faktoriiniin ektopik olarak yapimina bagh oldugu ortaya atilmustir.

4) TAF yapimini veya onun biyolojik fonksiyonunu Onleyerek ya da yeni olusan
immatiir kan damarlarindaki endotel hiicrelerini hedef alarak tiimor anjiogenezisini ve

tiimor biiyiimesini bloke etmek miimkiin olabilir.

5) Bu tip tedavi yaklasimlar1 basarili olursa, tiimor hiicrelerini tamamen yok etmeyebilir
fakat tiimor hiicrelerinin daha da ¢ogalmasini engelleyebilir ya da tiimoriin kan destegi
olmaksizin yagamini siirdiirebilecegi 1-2 mm’lik boyutlara gerilemesini saglayabilir

(59).

Bundan sonraki yillarda, tiimor damarlar1 yeni ¢ogalan kapillermidir, anjiogenezis
stirecindeki adimlar nelerdir, anjiogenezis nasil engellenebilir, in vivo olarak timor
hiicrelerinden salinan anjiogenik faktorler endotel gelisimin nasil stimiile eder gibi

sorulara cevap aranmustir.

Tiimor ilerlemesinde iki faz ayirt edilir; bunlar prevaskiiler ve vaskiiler fazlardir.
Prevaskiiler faz tiimor biiyiimesindeki ilk artis olarak tanimlanir. Bu fazda tiimorler
nadiren 2-3 mm ¢aptan daha fazla biiyiir. Bu fazdaki tiimorlerin hiicreleri, damarlanmis
ve genislemis tiimorlerdeki kadar hizli cogalabilir. Bununla beraber bu donemde
timorlerdeki hiicrelerin ¢cogalma oranlar1 Oliim oranlar1 ile esittir. Tiimorde
damarlanmanin baglamas1 ile tiimor hizli bir sekilde biiyiir ve siklikla kontrol
edilemeyen hacme ulasir. Timor icine yeni kan damarlarmin infiltrasyonu timor
hiicreleri icin sadece oksijen ve besin tedarik etmez ayni zamanda tiimor hiicreleri
tarafindan iretilen atiklarin uzaklastirilmasini saglar. Vaskiiler faz boyunca timor
hiicrelerinin ¢ogalma orani degismezken tiimor biiylimesindeki artiy muhtemelen
azalmig tiimor hiicresi apopitozundan kaynaklanir (8,60,61). Timdr anjiogenezisi,

timOr hiicrelerinden ve tiimor stromasindaki konak hiicrelerden salinan anjiogenik
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molekiillerle diizenlenir (62). Anjiogenik anahtar olarak adlandirilan bir mekanizma ile
anjiogenezis inhibitor ve aktivatorleri arasindaki denge saglanmaktadir (43). Inhibitor
miktarinda azalma ya da aktivator seviyelerindeki artis ile denge degisebilmekte ve
anahtar mekanizma aktive olabilmektedir. Anjiogenik anahtar acildiginda iki yonlii
parakrin stimiilasyon baslar. Prolifere tiimor hiicreleri tarafindan uyarilan anjiogenik
faktorler, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile eder ve prolifere olan endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan biiylime faktorleri tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
stimiile eder (62). Anjiogenezisin pozitif diizenleyicileri arasinda VEGF, bFGF, PDGF
ve ayrica bir kisim degisik anjiogenik molekiiller yer almaktadir (Tablo 2.1). Bu
anjiogenik molekiiller yaninda anjiostatin, endostatin gibi bir takim endojen
antianjiogenik molekiiller de anjiogenezise karigsmaktadir (12,43). Bu anjiogenik ve
antianjiogenik molekiiller arasinda denge damarsal bilesenlerin sessiz halde kalmasimi
yani anjiogenik anahtar olarak tanimlanan bir mekanizmay1 saglamaktadir. Bu denge
anjiogenik uyaranlarin artis1 ve anjiogenezis inhibitorlerinin azalisi yoniinde degisim
gosterdigi zaman anjiogenik anahtar mekanizma aktiflesmekte ve anjiogenezis

baslamaktadir (8,63).
2.1.6. Anjiogenezis ve Tiimor Metastazi

Yukarida basamaklarin1 bahsettigimiz anjiogenezis tiimoriin gelismesi ve biiylimesi
yaninda metastazi icin de gereklidir. Yiiksek oranda anjiogenik olan hiicreler iceren
tiimorler daha biiyiik ihtimalle yaygin metastaz yapar. Ciinkii hedef dokulara ulastiginda
zaten anjiogenik Ozellik tasir. Bir tiimor hiicresi basariyla metastaz yapabilmesi igin,
damar sistemine girmek, dolasimda canli kalabilmek, hedef organin mikrodamarlarinda
duraklayabilmek, damar sisteminden digar1 ¢ikabilmek, hedef organda biiyiiyebilmek ve
anjiogenezisi indiikleyebilmek gibi cesitli bariyerleri asabilmelidir (64). Uzaktaki
metastazlarin olusumundaki ilk iki biiyiik basamak primer lezyonun tiimor hiicrelerinin
cogalmas1 ve onceden var olan damarlardan genis damar aginin olusturulmasidir (18).
Tiimordeki mikrodamar aginin yogunlugu vaskiiler pencerenin boyutu hakkinda bilgi
verir ve muhtemelen bu pencereden tiimor hiicreleri viicudun uzak bolgelerine yayilmak
icin gecer. Pencerenin biiyiilk olmasi dolasan tiimor hiicrelerinin sayisinin daha fazla
olmast ve metastazlarin gelisebilmesi ile iligkilidir (65). Tiimor hiicrelerinin primer
timOorden ayrilmasinda anjiogenezis etkilidir. Nitekim yeni cogalan kapiller

tamamlanmamis bir bazal membrana sahiptir ve bu nedenle kapiller gecirgen bir
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ozellige sahip olup bu durum tiimor hiicrelerinin dolasima girmesini kolaylastirir (8).
Kan damarlarina ve lenf damarlarina giren tiimor hiicreleri ekstraseliiler matrikse invaze
olur. invazyon siireci hiicre-hiicre birlesmesindeki azalma, artan hiicre hareketliligi ve
matriks metalloproteinazlar, kathepsinler ve plazminojen aktivatorleri gibi ECM’yi
parcalayan enzimlerin salinimi ile desteklenir. Dolagima girdikten sonra tiimor hiicreleri
lokositlerle ve trombositlerle veya her ikisiyle de bir topluluk olusturur ve bu durum da
uzak kapiller yataklarda tiimor embolisi olusturma ihtimalini artirir. Timor hiicreleri
daha sonra 0zel hiicre yiizeyi reseptorleri sayesinde bazal membranin glikoproteinlerine
baglanir. Bunlar1 takiben bazi tiimor hiicreleri, ilk bastaki invazyonu diizenleyen
muhtemelen ayni mekanizmalar sayesinde, damar digina sizarak organ parankimine
girme yetenegine sahip olabilir. Organ parankimindeki daha ileri ¢ogalma, biiyiimeyi
uyaran ve engelleyen faktorler arasindaki karsilikli etkilesim tarafindan kontrol edilir.
Metastazlar makroskobik olarak fark edilebilen lezyonlar1 iiretilebilmesi icin uygun bir
vaskiiler ag gelistirmelidir (18). Sonug¢ olarak anjiogenezis metastatik zincirin hem

basinda hem de sonunda gereklidir (8).
2.2. ANTIANJIOGENIK TEDAVi

Bati1 diinyasinda o6liim sebeplerinden ikincisi kanserdir. Teshis ve tedavisindeki
ilerlemelere ragmen hastalarin hayatta kalma orami halen azdir. Bugiine kadar timor
hiicreleri kanser tedavisi icin ilk hedefti. Bu durum solid tiimorlerin bazilar1 ic¢in
hastalarin hayatta kalma siirelerini uzatti, fakat tedaviye bagl toksisite ve ilac
direncindeki artis ikisi birden morbidite ve mortalitenin en biiyiik sebebi olmaya devam
etmektedir (39). Tiimor bliylimesi ve timor metastazi ile anjiogenezis arasindaki siki
iligkinin 1970’1 yillarin basinda Folkman (59) tarafindan aciklanmasi ve ileriki
donemlerde anjiogenezis basamaklarinin aydimnlatilmasi, anjiogenezis inhibisyonunun
tedavi avantaji saglayabilecegi diisiincesini gelistirmistir. Bununla birlikte pek cok anti-
anjiogenik molekiillerin kesfi baslamistir. Antianjiogenik tedavi endotel hiicrelerine
odaklanmis olup dolayisiyla konvansiyonel kemoterapotik yaklasimlara gore cesitli

avantajlarinin bulundugu belirtilmistir (15,16,39,58,66). Bu avantajlar;

1) Tuimorler hiicre tipi ve malign 6zelliklerine bagh olarak heterojendir; bu 6zellikleri
sayesinde kemoterapotik ajanlara direng gosterirler. Endotel hiicreler ise homojen

olduklarmdan ve neoplastik olmadiklarindan daha az direnclidir.
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2) Dolasimdaki ila¢ endotel hiicrelerine kolaylikla ulasabilir; konvansiyonel sitotoksik
ilaclar ise tiimor hiicrelerine ulagsmak i¢in yiiksek stromal intersitiyal basinci agmak

zorundadir.

3) Solid tiimorler, 6zellikle intracerebral tiimorler vaskiilarizasyon fazindan 6nce klinik
semptomlar olusturmayabilir. Dolayisiyla anjiogenezisin  durdurulmasi  klinik

semptomlar1 engellemeye yetecektir.

4) Timor damarlar1 viicuttaki diger damarlardan anjiogenik molekiillerin ekspresyonu
ile ay1rt edilebilir; bu molekiiller tiimoér damarlarini hedeflemede yiiksek segicilik ortaya

konmasin1 saglayabilir.

5) Konvansiyonel kemoterapotik ajanlarin basarisi  biitiin  tiimoér hiicrelerinin
Oldiirtilmesine baghdir. Antianjiogenik ajanlar i¢in bu gerekli degildir; sadece bazal
membran hedef alinarak sekonder endotel hasar olusturulabilir veya endotel hiicreleri

icin gerekli biiylime faktorleri inhibe edilerek tiimorii besleyen damarlar engellenebilir.

6) Antianjiogenik yaklasim anjiogenezisin her bir basamagini ayri ayr1 i¢inde barindirir.

Bu durum antianjiogenik tedavinin optimizasyonu i¢in spesifik se¢enekler sunar.

7) Tedavi, kan akimimi tedarik etmis olan biiyiik tiimorler {izerinde uygulandiginda
semptomatik hastaliklarin ortaya ¢ikmasin1 engelleyerek ve mikrometastazlarin

biiylimesinin engellenmesine yardimci olarak yararh olabilir.

Genel olarak antianjiogenik tedavi tiimoriin damarlanmamasini hedef alir. Bu suretle
biiylimeyi ve metastaz olusumunu engeller. Fakat antianjiogenik tedavilerin
gelisimindeki stratejiler tamamen c¢esitli ve farkli olup bir¢cok sayida antianjiogenik
molekiil bulunmaktadir (Tablo 2.2), (18). Bununla beraber degisik arastirmacilar
tarafindan antianjiogenik ajanlarin ¢esitli siniflandirilmasi yapilmistir (6,12,67-69). Etki

mekanizmalarina gore anjiogenezis inhibitorleri asagidaki sekilde gruplandirilabilir:
1) Proanjiogenik faktorler i¢in inhibitorler

2) MMP inhibitorleri

3) Integrin blocker

4) Molekiiler hedefli inhibitorler

5) Diger anjiogenik inhibitorler

6) Endojendz anjiogenik inhibitorler
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Endotel hiicrelerinin aktivasyonu, VEGF, bFGF, PDGF ve benzeri faktorlerin endotel
hiicreleri iizerinde belirlenen reseptorlerine baglanmasi ile baslar. Bu yiizden bu
faktorlerin reseptorlerine baglanmasinin  engellenmesinin  anjiogenezis’i  inhibe
edecegine inanilir (6,16). Uyarilan endotel hiicreleri go¢ eder ve ECM’yi istila ederek
onceden var olan damarlardan filizlenir. Bu siirecte MMP’ler, tiimor hiicreleri, stroma
hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan ECM bilesenini pargcalamak i¢in iiretilir (20-
22). Bu durumda MMP inhibisyonu tiimér hiicrelerinin ve endotel hiicrelerinin gociinii
ve yayillimimi baskilayarak anjiogenezisin engellenmesini saglar (20). Eger anjiogenik
alanda antianjiogenik faktorler baskin hale gelirse muhtemelen anjiogenezis
baskilanabilir. Tiim antikanser tedavilerinin en giivenilir ve en az toksik olani
muhtemelen anjiogenezisin endojendz inhibitorleridir. Bugiine kadar 15 endojendz
inhibitor kesfedilmis olup cesitli klinik denemelerde kullanilmaktadir (69). Bu
inhibitorler arasinda endostatin (70), thrombospondin-1 (6) ve anjiostatini (41)

sayabiliriz ve bu molekiiller cesitli yollarla endotel hiicre ¢ogalmasi ve gociinii engeller.
2.3. ANJIOSTATIN
2.3.1. Kesfi

Metastatik tiimor biiytimesinin primer tiimor kitlesi tarafindan engellenmesi bazi klinik
caligmalarda incelenmistir. Gogiis ve kolon karsinomali hastalarda bir kistm primer
timor Kkitlesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi uzak alanlardaki metastazlarin hizli bir
sekilde biiylimesi ile sonuglanabilir. Potansiyel tedavi edici antikanser ajan olarak
anjiostatinin kesfi, subkutan olarak implante edilmis Lewis Lung (akciger)
karsinomasinin (3LL) uzaklastirilmasini takiben akciger metastazlariin biiyiimesindeki
artig ile sonuclanan arastirmadan koken alir. Anjiostatin dolasimdaki bir anjiogenezis
inhibitorii olup 3LL tiimorii tastyan C57BI6/] farelerinin idrar ve serumunda Folkman
Laboratuar tarafindan kesfedilmistir. Bu kesif primer tiimoriin bulunusu, anjiogenezisin
dolasimdaki inhibitorlerini uyarir seklindeki goriisii hipotez haline getirmistir. Bu
inhibitor, biiyliyen primer tiimor varhiginda dolasgimda cogalir ve primer timoriin
uzaklastirilmasindan sonra dolagimdan kaybolur. Bu yiizden primer Lewis akciger
karsinomasinin kesilip alinmas1 dolasan anjiostatinin azalmasi ile sonu¢lanir ve bu da

anjiogenezis ve akcigerdeki mikrometastazlarin biiyiimesini hizlandirir (18,41,62,71).
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2.3.2. Yapisi ve Olusumu

3LL tiimor tasiyan farelerin hem idrar ve hem de serum Orneklerinden elde edilen
anjiostatinin mikro analizi, valine amnioasitindeki N-sonlanmasi ile fare
plazminojeninin internal parcasina % 98’in iizerinde 6zdeslik gosterir. Anjiostatin,
plazminojenin kringle alan1 olarak bilinen ve disiilfid baglari ile baglanmig bes tane iiclii
ilmegin ilk dordiinii igerir (Kringle 1-4), (Sekil 2.3). In vivo olarak anjiostatin,
metastazlarin anjiogenezise bagimli biiylimesi kadar deneysel primer tiimor biiylimesini
de engeller (60,62,72). Kemirgen anjiostatini ile uyumluluk sergileyen ve in vitro olarak
insan plazminojeninin elastaz proteolizi ile iiretilen proteolitik par¢alar endotel hiicreleri
izerinde inhibitor aktiviteye sahiptir. Baslangi¢ calismalarinda elde edilen insan
anjiostatini 40, 42 ve 45 kD (kiloDalton) seklindeki 3 molekiiler agirlik icerir ve her ii¢
molekiil de endotel hiicre cogalmasini benzer sekilde inhibe eder. Her ii¢ molekiiliin de
mikroanalizi, aminoasit 97 ve 99°da ayn1 N-sonlanmasin1 gosterir ve bilesenlerin C-
terminal uzunluklar1 degiskendir. Bozulmamis plazminojen molekiili aynm kringle
yapilarin1 icermesine ragmen in vivo olarak yeni damarlanma, metastatik timor
biiylimesi ve endotel hiicre biiylimesi inhibisyonu {iizerinde inaktiftir. Bu veriler
anjiostatinin, plazminojenin kringle yapisindan farkli boyutta bir yap1 icerebilecegini
ifade etmektedir. Ayni zamanda endotelyal inhibitor etkinin bozulmamis plazminojende
saklandig1 diisiiniilmektedir (62,73). Anjiostatin 3LL tiimor biiyiimesi ile iliskili olarak
in vivo tarzda kesfedilmesine ragmen, tiimor hiicrelerinin direkt olarak anjiostatini
tiretmeleri miimkiin degildir. Ciinkii tiimor hiicreleri anjiostatin ve plazminojen ic¢in
gerekli olan mesajc1 riboniikleik asit (mMRNA) miktarindan yoksundur. Anjiostatin in
vitro olarak plazminojenin sinirh elastaz sindirimi sayesinde iiretilebilir (62,72). 3LL
tiimorii tasiyan farelerde anjiostatin’in in vivo olarak iiretilmesinden sorumlu olan ara
bulucunun tiimére infiltre olan makrofajlar oldugu tespit edilmistir. Subkutan timor
kesitlerinin immunohistokimyasal boyamasi makrofajlarin infiltrasyonunu gostermis
olup tiimor dokularinda metalloelastaz (MME) mRNA’nin ekspresyonunun yiiksek
diizeyleri tespit edilmistir. Bunun sonucunda anjiostatinin tiretilmesi, makrofajlardan
kaynaklanan metalloelastinolytik aktivite ile direkt olarak iliskilendirilmistir (60,62,73).
Daha sonra makrofajlardaki metalloelastinolitik aktivitenin 3LL tiimor hiicreleri
tarafindan salgilanan GM-CSF (Graniilosit-makrofaj uyaran faktor) sitokini tarafindan
artirllabildigi tespit edilmistir. Bunun sonucunda da 3LL tiimor hiicrelerinin, elastaz

aktivitenin iiretimini artiran ve bu sayede de anjiostatin iiretimini de artiran GM-SCF
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salgilamalar1 sayesinde makrofajlar ile olan baglantilar1 belirlenmistir (62). Tiimore
infiltre olan makrofajlardan serbest birakilan MME’nin tiimorlerde anjiostatinden
sorumlu tek kaynak olmadigi goriilmektedir. Uc insan prostat karsinoma hiicre
grubunun (PC-3, DU145, ve LN-Cap), plazminojen ve plazminden anjiostatini
olusturan proteolitik aktiviteyi iirettigi belirlenmistir. Bu hiicre gruplarindan serbest
birakilan enzimatik aktivite tiimore infiltre olan makrofajlarinkinden bagimsizdir.
Proteaz inhibitorleri ile ilgili caligmalarda serin proteazin anjiostatin iiretimi i¢in temel

oldugu bildirilmistir (Sekil 2.3), (60,62).

Plazminojen
K1 K2 K3 K4
Anjiostatin
K1 K2 K3
K1i-3 [/77777ZSSSY |
K2 K3
K2-3 K1

VZZZZZZA o

Ka
C— ke
———

Sekil 2.3. Anjiostatin’in yapisal goriiniisii (72).
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2.3.3. Antianjiogenik ve Anti-tiimor Etkileri

Armdirilmig anjiostatin, insan umblikal veni endotel hiicreleri (HUVE), malign fare
hemangioendotheloma (EOMA) hiicreleri, inek kapiller endotel hiicreleri (BCE) ve inek
aort endotel hiicreleri (BAE) gibi farkli orijinli endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini doza
bagimli tarzda inhibe eder. Buna zit olarak endotel hiicre cogalmasinin maksimum
inhibisyonunu saglayan anjiostatin konsantrasyonlar1 3T3 fibroblastlari, inek aort diiz
kas hiicrelerini, insan fetal fibroblastlarini, inek retinal pigment epitel hiicrelerini ve
3LL kemirgen Lewis akciger karsinoma hiicrelerini iceren cesitli normal ve neoplastik
nonendotelyal hiicre gruplar1 {izerinde inhibitor etkiye sahip degildir. Bu durum ise
anjiostatinin 6zellikle endotel hiicre cogalmasini1 engelledigini gostermektedir (60,73-

75).

Endotel ¢cogalmasinin engellenmesi iizerine insan anjiostatininin daha kiiciik bilesenleri
izerine yapilan c¢alismalar her bir kringle yapisi arasinda fonksiyonel farkliliklar
oldugunu gosterir. Ornegin rekombinant kringle 1, BCE hiicreleri iizerinde kuvvetli bir
inhibitor etki sergiler. Rekombinant kringle 2 ve kringle 3’de ©nemli endotel
inhibisyonu gosterir. Buna zit olarak kringle 4 endotel hiicre cogalmasi {izerinde etkisiz
bir inhibisyon ortaya koyar. Bu veriler gostermektedir ki anjiostatinin endotelyal
inhibitor aktivitesi kringle 1, kringle 2 ve kringle 3 tarafindan paylasilmakta olup,
muhtemelen bu paylasimda kringle 4 yer almamaktadir. Ikili kringle tertipleri arasinda
kringle 2-3 bileseni tek olan kringle 2’ninkine benzer inhibitor aktiviteye sahiptir.
Bununla beraber kringle 2-3’e iliskin olarak, tek kringle 2 ve tek kringle 3 formlar1 ayr1
ayr1 ayni anda endotel hiicrelerine eklendigi zaman inhibisyonda artis gozlenmistir.
Bunun anlamu ise kringle 2-3’iin maksimum inhibitor etkisini elde etmek i¢in kringle 2
ve kringle 3 arasindaki kringleler-arasi disiilfid kopriisiiniin ag¢ilmasi gerekmektedir.
Homolog alanlarin degisken lysine baglanma egilimlerinden dolayi, lysine baglanma
yetenegi kringle igeren parcgalarin nispi inhibitor etkileri ile iliskili degildir (Sekil 2.3),
(72).

Chorioallantoic membran incelemelerinde armdirilmis insan anjiostatini ile yapilan
deneylerde; anjiostatinin uygulamasindan sonra damarlanmanin daha az oldugu
bildirilmistir (76). Onceki calismalar gostermistir ki insan anjiostatininin sistematik

uygulanmasi, farelere transplante edilmis olan insan ve kemirgen primer tiimorlerini
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giiclii bir sekilde inhibe etmektedir. Anjiostatin etki derecesi verilen doz miktariyla
baglantilidir ve anjiostatin tedavisine ara verildiginde tiimorlerin kendini yeniledigi
gozlenmistir. Anjiostatin tedavisi farelerde kilo kaybi ve diger toksisitelerle
sonuclanmaz. Hatta tedavi programi giinde 100 mg/kg’a ulasirsa ve ayrica uzun bir
tedavi siireci uygulanirsa bile hi¢c bir toksisite goriilmemektedir (73,74,77-80).
Toksisitenin olmayis1 gosterir ki anjiostatin ile yapilan etkili anti-timor tedavisi
tiimOriin endotelyal bolimiinii direkt olarak etkiler ve bu durum tiimor biiyiimesinin
kontrol edilmesinde endotel hiicre kompartmanin 6nemini sergilemektedir. Yapilan
caligmalarda anjiostatinin antianjiogenik etki mekanizmasi altinda yatan etkenler
aydinlatilmamis olup ¢ikarilan sonuglara dayanarak cesitli hipotezler ileri stiriilmiistiir.
Anjiostatinin cesitli endotel hiicrelerindeki etkisi incelendiginde, endotel hiicre
sayisindaki azalma sitotoksik etkiden kaynaklanmaktadir. Sitotoksisitenin ise anjiostatin
tarafindan uyarildig1 ve endotel hiicreleri icin spesifik oldugu tespit edilmistir. Ayrica
anjiostatin hiicre siklusu ilerlemesini etkilemeden endotel hiicre apopitozunu
uyarmaktadir. Anjiostatinin antianjiogenik aktivitesi endotel hiicre gociinii engelleme
yetenegi kadar endotel hiicre apopitozunu uyarma yeteneginden de kaynaklanabilir ki
bu etkiler bozulmus endotel hiicresi ve ekstraseliiler matriksin karsilikli etkilesimlerinin
bir sonucudur (60,76). Lucas (1998) yapmis oldugu ¢aligmasinda anjiostatinin cogalan
endotel hiicrelerinde E selektini artirdigini ve bu durumun da HL-60 promyelocytic
leukemia hiicrelerinin anjiostatin tarafindan muamele edilmis endotelyuma yapigsmasini
artirdigin1 bildirmistir. Bu etkinin in vivo olarak anjiostatin antitiimor aktivitesine

katkida bulunup bulunmadigi tam olarak bilinmemektedir (60).

Anjiostatinin tiim antianjiogenik aktivitesine her bir kringle alan1 ayr1 ayr1 anti-migrator
aktiviteleri sayesinde katkida bulunabilir. Ayrica FGF, anjiogenin ve VEGF tarafindan
indiiklenen yeni damarlanmada inflamatuar ilerleme ve 16kosit infiltrasyonu 6nemli rol
oynar ve anjiostatin bu siirecleri baskilayabilir (76). Endotel hiicre cevaplarinin genis
bir spekturumu anjiostatin tarafindan inhibe edilmesine ragmen, biiyiime faktorleri
tarafindan uyarilan sinyal iletimi etkilenmez. Anjiostatin tedavisi, apopitozis ile
sonu¢lanan ve biiyiime faktorlerinden bagimsiz olan sinyal iletiminin uyarilmasina
kilavuzluk eder. Ayrica anjiostatin endotel hiicrelerinde fokal adezyon kinazin (FAK)
aktivitesini uyarir ve artirrr, bunun sonucunda hiicre gociiniin inhibisyonu ve
apopitozisde artma meydana gelir. Anjiostatin gegici olarak integrinlerden bagimsiz

FAK aktivasyonuna sebep olur ki bu durum da VEGF ve FGF-2 tarafindan uyarilan
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fokal adezyon baglantilarmin diizenli dongiisiinii ve endotel hiicrelerinin yapisma

alanlarinin olusumunu bozar (60,75).

Anjiostatinin primer tiimor ve metastatik yayilim iizerinde antitiimor etkilerini inceleyen
onceki calismalarda deneysel olarak farelerde olusturulan degisik tiimorler iizerinde
(62,73,77,78,80) yapilan farkli kringle alanlarma sahip anjiostatin uygulamalarinin
tiimorlerin degisik oranlarda inhibisyonu ile sonucglandigi bildirilmistir. Anjiostatinin
dozlarindaki artis ile antitiimor etkinlik arasinda dogru orantili bir iliski oldugu
belirtilmistir. Bu calismalarda histopatolojik olarak tedavi grubu hayvanlarinda timor
mikro damarlanmasinin azaldig tespit edilmistir. Kolon kanseri ile ilgili ¢alismalarda
ise (79,81) degisik dozlarda anjiostatin hayvanlara farkli tarzlarda uygulanmis olup

kolon tiimoriiniin biiylimesinin ¢esitli derecelerde engellendigi bildirilmistir.

Sonug olarak anjiostatin sistematik olarak verildiginde tiimor gelisimini ¢ok giiclii bir
sekilde inhibe ettigi, metastatik ve pimer tiimorlerin proliferasyonu ve apopitoz
dengelerini saglayarak tiimorleri hareketsiz durumda tuttugu bildirilmistir (41,43,67).
Anjiostatinin  tiimor mikrodamarlanmasindaki endotel hiicre proliferasyonunu
baskilayarak degil; endotel hiicrelerinde ve endotel prekiirsor hiicrelerinde apopitozu
indiikleyerek aktivitesini ortaya koydugunu gosteren calismalar vardir (82). Ayrica
anjiostatinin endotel migrasyonu, invazyonu ve tiip olusumunu inhibe ettigi in vitro

olarak gosterilmistir (72,75).
2.4. KALIN BAGIRSAK MORFOLOJiSi
2.4.1. Anatomisi ve Embriyolojisi

Farelerin bagirsaklar1 yaklasik 40 cm uzunlugunda olup ince ve kalin bagirsaktan
olusur. ince bagirsak duodenum, jejunum ve jejunoileum olmak iizere 3 boliime ayrilir.
Duodenum mideden baglar ve at nali seklindedir. Duodenumun devami olan jejunum
ince bagirsagin en uzun boliimiidiir. Bu iki boliimii jejunoileum takip eder ve cekumda
son bulur. Kalin bagirsagin bir boliimii olan ¢cekum kiiciik bir canta seklinde olup, fossa
iliacada abdominal boslugun sag alt tarafinda bulunur. Kolon ise, cekumdan baslayan
cikan boliim, daha sonra devaminda kisa bir transvers bodliim ve sonunda inen boliim
olmak tlizere 3 kisimdan olusur. Bagirsagin son boliimii rektum olup kolonun inen

parcasi ile aniis arasinda uzanir (83).
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Sindirim sistemi anatomik olarak agiz, sindirim kanali ve buraya acilan bezlerden
olusur. Sindirim borusunun embriyonal donemdeki ilk sekli ilkel bagirsak olarak
adlandirilir. Bu yap1 embriyoda agiz boslugu ile aniis arasinda endodermal bir epitelle
doseli bir kanal bigcimindedir (84). Kemirgenlerde bu kanalin gelisimi iki somitli (9-10
giin) evrede baglar (85). Karin bolgesinde sindirim kanali embriyo disindaki vitellus
kesesi ile baglantilidir. Ilkel bagirsak embriyonun bas ve kuyruk boliimiinde ektodermal
kokenli girintilerden membranlarla ayrilmistir. Embriyonun bas kismindaki girinti
(stomodeum) ilkel agiz boslugudur. Kuyruk kismindaki girintiden (proktodeum) aniis
gelisir. Ilkel bagirsagin ilkel agiz boslugu ile arasinda bukkofarengeal membran,
proktodeumla son bagirsak arasinda kloakal membran yer alir. Bu membranlar daha
sonra yirtilir. Baslangigta oluk seklindeki ilkel bagirsak gelisme periyodunda boru
haline gelir ve vitellus kesesi ile olan baglantis1 vitellus kanali (duktus omfaloenterikus)

ile devam eder. Daha sonra bu kanal da korelir (84).

I1kel bagirsak bulundugu bolgeler ve kanlanmasina gore boliimlere ayrilarak tarif edilir.
Foregut truncus coeliacus, midgut a. mesenterica superior ve hindgut a. mesenterica
inferior tarafindan kanlanir. Kemirgenlerde foregut ve hindgut 11 giinde goriiniir hale

gelir (85).

a) Foregut (bas bagirsak): Foregutun ilk kismi olan yutak boliimii bukkofarengeal
membran ile trakea divertikiilii arasinda yer alir. Bu boliimden yiiz ve boyun bolgesinin
kemik ve kas yapilari, tiroid, paratiroid, timus ve tonsilla gibi énemli yapilar gelisir.
Foregutun geri kalan boliimii trakea divertikiilii ile karaciger divertikiilii arasinda olup
bu boliimden, trakea ve akciger tomurcuklari, 6zefagus, mide, pankreas, karaciger, safra
yollar1 ve duodenumun koledok kanalinin ag¢ildigi noktaya kadar olan bolimii geligir
(84). Kemirgenlerde ilk karaciger tiiberkiili ve dorsal pankreas 11 giinlik evrede
goriilir ve 12. giinde mekik seklindeki mide sagittal pozisyondadir. On dokuzuncu
giinde Ozefageal epitel keratinizasyonun ilk belirtilerini verir. Yirmi birinci giinde

0zefagus epitelinde silyalr hiicreler bulunabilir (85).

b) Midgut (orta bagirsak): Primitif bagirsak halkasmi olusturur ve koledokun
duodenuma agildig1 noktanin altinda kalan duodenal pargadan, transvers kolonun 2/3
proksimal ve 1/3 distal parcalarinin birlesim yerine kadar devam eder. Bu bdliimden
duodenumun distal kismi, jejunum, ileum, ¢cekum, apendiks vermiformis, ¢ikan kolon

ve transvers kolonun proksimal 2/3’liikk kismi gelisir (84,86). Kemirgenlerde 19. giinde
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ince bagirsaklar ana liimendeki cok kath epitel icinde sekonder limenin olugmasi,
yiizeyel epitel hiicrelerinin dokiilmesi ve mezensimal biiytime ile villuslu bir yapi

kazanir (85).

¢) Hindgut (son bagirsak): Transvers kolonun 1/3 distalinden anal kanalin iist kismina
kadar olan sindirim sistemi boliimii arka bagirsaktan gelisir. Son bagirsagm genisleyen
distal boliimiine kloaka adi verilir ve bu olusum kemirgenlerde 11. giinde goriilmeye
baslar. Kloakanin iirorektal membran ile boliinmesiyle, iirogenital siniis ve anorektal
boliim ortaya cikar. Bu boliinme siireci kemirgenlerde 12. giinde baglar ve 15. giinde
tamamlanir. Kloakal membranin yirtilmas: ile de bu iki boliim dis ortama agilir.
Urogenital siniisten mesanenin ve iiretramin epiteli gelisir (84-86). Kemirgenlerde
bagirsaklarin gelisim siirecinde bagirsak kivrimlar1 13. giinde genis umblikal ac¢iklik
boyunca extraembriyonik coelom’a dogru ¢ikint1 yaparlar (fizyolojik herniasyon) ve bu

herniasyon 17. giinde gerilemis gibi goziikiir (85).

Sonug olarak sindirim sisteminin epiteli ve tiirevlerinin parankimi endodermal; bag ve
kas dokusu ve peritoneal elemanlar1 da mezodermal kaynaklidir. Bagirsak ve tiirevleri
bagirsak endodermi ile ¢evresindeki mezodermin karsilikli etkilesimiyle farklilanirlar

(86).
2.4.2. Histolojik Yapisi

Kalin bagirsaklar anatomik olarak ¢cekum, kolon ve rektum adi verilen boliimlerden

olusur. Kolon histolojik olarak 4 tabakaya ayrilir (Sekil 2.4).

1-Tunika mukoza: Lamina epitelyalis, lamina propria ve lamina muskularis
mukozadan olusur. Kalin bagirsaklarin limenini cevreleyen mukozada ince
bagirsaklarda goriilen plikalar ve villuslar bulunmaz. Yiizey epiteli tek kath prizmatik
tipte olup hiicrelerinin apikal yiizeyinde mikrovilluslar yer alir. Mukozanin ozelligi

liimenin diizgiin olmas1 ve Lieberkiihn kriptalar1 (intestinal bezleri) icermesidir (84).

a) Lamina epitelyalis: Tek kath prizmatik epitelden olusur ve esas gorevi olan su
emilimi, diski olusturulmasi ve mukus iiretimi i¢in ¢ok uygun bir yapiya sahiptir.
Mukus oldukga sulu bir jeldir ve sadece bagirsak yilizeyini kayganlastirmakla kalmaz,
bakteri ve partikiillerin {izerini de Orter. Bezleri ve lieberkiihn kriptalarini saran bez
epiteli emici hiicrelerden ve agirlikli olarak goblet hiicrelerinden, kok hiicrelerden ve

aralara serpistirilmis olan enteroendokrin hiicrelerden olugsmaktadir (Sekil 2.4), (87,88).



22

Emici hiicreler (absorptif hiicreler), su ve iyonlarmm bagirsak limeninden emilip
alttaki bag dokusuna tasinmasini saglar. Uzun prizmatik hiicrelerdir ve her birinin bazal
yarisinda tek bir oval nukleus bulunur. Apikal yiizeyleri absorbsiyon icin 0zel
farklilagma gosterir ve her bir hiicrenin ucunda fircamsi (¢izgili) kenar adi verilen
homojen bir tabaka vardir. Elektron mikroskobunda incelendiginde fircamsi kenarm
yogun bir mikrovillus tabakasindan olustugu goriiliir (87). Mikrovilli yiizeyinde liimene
dogru glikoprotein-polipeptid kompleksinden olusan koruyucu bir yiizey tabakasi
bulunur; glikokaliks denilen bu yap1 koruyucu fonksiyonunun yani sira sindirimin son
asamasinda absorbsiyonu saglayan bazi enzimler icerir. Sindirim iiriinleri ¢izgili kenar
aracilig1 ile hiicreye girer ve hiicrelerin yan alt yiizeylerinden gecis yaparak epitel

altindaki bag dokusu vasitasiyla kapillere ulasirlar (Sekil 2.4), (84,89).

Goblet hiicreleri, bagirsak liimeninde yiizey epitelinin emici hiicreleri arasinda
yerlesmis mukus salgilayan hiicrelerdir. Bu hiicreler duodenumdan kolona dogru
giderek artan sayida bulunur. Salgi {iriinii musinojen teknik islemler sirasinda suda
eridiginden 151k mikroskobunda rutin boyalarla yapilan incelemelerde salgi
graniillerinin yeri bosalmig gibi goriiliir. Goblet hiicrelerinin iki ana alani vardir: (1)
epitel ylizeyine salinan genis mukus graniilleri iceren kupa ya da kadeh seklindeki
apikal alan ve (2) bazal laminaya tutunmus olan ve mukusun protein kisminin olustugu
kaba yiizeyli endoplazmik retikulumu iceren dar bir bazal alan. Goblet hiicrelerinin
salg1 iiriinii ekzositoz ile salinan glikoproteinleri igerir. Epitelin yiizeyinde mukus,
epiteli mekanik asinmaya ve bakteri istilasina karsi kalkan olarak koruyan koruyucu jeli

olusturmak tiizere su ile karisir (Sekil 2.4), (84,88).

Enteroendokrin hiicreler sindirim kanali mukozasinda yiizey epitel hiicreleri arasinda,
apikal yiizeyleri yer yer limene uzanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin salgilar1 salg1 epiteli
ve kas gibi dokular1 etkiler. Salgilar1 etkileyecegi hiicre membranindaki reseptorlere
baglanarak etkin olurlar. Endokrin ve parakrin fonksiyonlu olan hiicrelerin gdvdesi
yiizey epitel hiicrelerinin arasinda bazala yakin konumda bulunur ve dar bir apikal
sitoplazma ile liimene uzanir. Cekirdekleri yuvarlak ve kromatinden yoksundur. Bu tip
hiicrelerde iyi gelismis graniillii endoplazmik retikulum, Golgi kompleksi ve cok sayida
mitokondriyon bulunur. Sindirim kanali boyunca degisik tipte madde salgilar.
Hiicrelerin tipik 6zelligi bazal sitoplazmada membranla ¢evrili degisen biiyiiklik ve

siklikta graniiller icermesidir (Sekil 2.4), (84).
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Bagirsaklarda yiizey epitel hiicreleri ve kripta hiicreleri belirli bir zaman periyodu i¢inde
devamli olarak kok hiicrelerinin mitozu ile olusan hiicreler tarafindan yenilenmektedir.
Bu kok hiicreler kalin bagirsak kriptalarmin alt 1/3’iinde yerlesmistir. Hiicreler bu
yenilenici bolgelerden olgunlasma alanina dogru hareket ederler. Bu alanda yapisal ve

enzimatik olgunlagsma sonucunda diger hiicreleri meydana getirirler (Sekil 2.4), (87).

b) Lamina propria: Gevsek bag dokusundan olusan lamina propria lenfoid sisteme ait
hiicreler ve folikiiller igerir. Lenfoid hiicre kiimeleri ve folikiiller c¢ogunlukla
submukozaya kadar uzanir. Lenfoid dokunun oldukga fazla olmasi kalin bagirsakta agiri
derecede yiiksek bir bakteri populasyonunun bulunmasina baghdir. Yiizey epitelinin
bazal laminas1 altinda kollajen ve proteoglikan igerikli bir tabaka bulunur. Bu yap1
intestinal bezler ¢evresindeki fibroblastlar tarafindan salgilanir, gorevi ise epitelden

venodz sisteme gecgen su ve elektrolitlerin gecisini diizenlemektir (Sekil 2.4), (84,87).

¢) Lamina muskularis mukoza: Mukozanin dis kati olup icte sirkiiler dista
longitudinal diiz kas hiicrelerinden olusur. Kaslarin kontraksiyonlar1 sinir pleksuslar1
tarafindan yonetilir ve boylece organdaki icerik karistirilir ve ileri dogru itilir . Ayrica

bu kaslarin ritmik kasilmalar1 mukus salintminin artirilmasini saglar (Sekil 2.4), (87,90).

2-Tunika submukoza: Cok sayida kan ve lenf damarlar1 ve submukozal sinir pleksusu
(Meissner pleksusu) iceren siki bag dokusundan olusmustur. Aym1 zamanda lenfoid
doku da igerebilir. Bu tabaka yag hiicreleri bakimindan oldukca zengindir (Sekil 2.4),
(87,91).

3-Tunika muskularis: Iki tabakadan olusmakta olup liimene yakin i¢ tabakada kaslarin
yonii sirkiiler, dig tabakada ise longitudinaldir. Dis tabaka kalin bagirsaga 6zgii yapi
sergilemekte olup, taenia coli ismi verilen ve {i¢ tipi bulunan kalin uzunlamasina
seyreden bant seklindedir. Taenia coli’lerin ve sirkiiler kas tabakasinin kasilmalari,
kolonda haustra olarak adlandirilan cepgikleri olusturur (88). Kalin bagirsagin ic
yiiziinde de yarim ay seklinde kivrimlar gozlenir. Bunlar plika semilunaris adini alir.
Ancak, bu plikalar ince bagirsaktaki plika sirkularis’lerden farkli olarak sabit sekilli
olmayip, longitudinal kasm varligina tabidir ve iki taenia arasinda uzanir. Eger kas
gerginligi Onlenirse, bu yarmm ay seklindeki plikalar da kaybolur (91). Sirkiiler ve
longitudinal kas tabakalar1 arasinda otonom sisteme ait sinir pleksusu (Auerbach)
bulunur. Meissner ve Auerbach pleksus’larmin noronlari, i¢sel uyarityr kalin bagirsagin

mukozasindan ve kas tabakasindan alirken, dis uyariyr merkezi sinir sisteminden
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parasempatik (nervus vagus) ve sempatik sinir trunkuslar1 aracilig ile almaktadir. Kas
kasilmas: 1ki amaca yoOnelik yapilir; bunlarin ilki igerigin karistirilmast ve
hareketlendirilmesi, digeri ise bagirsagin icerigi ileri dogru atma amacini giider (Sekil

2.4), (88).

4-Tunika seroza: Sindirim kanalinda en dig tabakay1 olusturur. Ser6z tabaka tek kath
yassi epitel (mezotel) ve altinda ince bir bag dokusundan olusur. Sindirim kanalinin ve
bazi organlarin digim1 doseyen bu tabaka visseral periton olarak adlandirilir. Serdz
tabaka kan damarlarindan sizan bir siviyla organlar arast nemli ve kaygan bir ortam

olusturur (84).
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2.5. KALIN BAGIRSAGIN TUMORLERI

Bagirsak tiimorleri tiim diinyada onemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. Rektum da
dahil olmak tiizere kolon, viicuttaki diger organlardan daha fazla primer neoplazmin
kaynak noktasidir. Kolorektal kanserler Olimciil kanserler arasinda, bronkojenik
kanserlerden sonra ikinci sirada gelmektedir. Amerikalilarin %5’inde kolorektal kanser
gelismekte ve bu kisilerin %40’1 bu hastaliktan Olmektedir. Adenokarsinomlar,
kolorektal karsinomlarm biiyiik ¢cogunlugunu, gastrointestinal yoldan kaynaklanan tiim

kotii huylu tiimorlerin ise % 70’ini olusturmaktadir (92).
2.5.1. Kolon Kanserlerinin Histolojik Simiflandirilmasi
I) Epitelyal Tiimorler

A) Iyi huylu (benign)

1) Adenom a) Tiibiiller b)Villoz ¢)Tiibiilo-villoz
2) Polipozis sendromlar1

B) Kotii huylu (malign)

1) Adenokarsinom

2) Miisindz adenokarsinom

3) Tash yiiziik hiicreli karsinom

4) Yassi hiicreli karsinom

5) Adenoskuamé6z karsinom

6) Indiferansiye karsinom

7) Siniflandirilmamis karsinom

II) Karsinoid Tiimorler

IIT) Epitelyal Olmayan Tiimorler

IV) Hemopoetik ve Lenfoid Neoplazmalar

V) Simiflandirilmams Tiimorler

VI) Sekonder Tiimorler

VII) Tiimor Benzeri Lezyonlar (93).
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2.5.2. Iyi Huylu Epitelyal Tiimérler

Polip ve polipoid lezyonlar i¢i bos organlarda liimene kabaran, yer kaplayan
lezyonlardir. Patolojik agidan polip iyi huylu ve kotii huylu mukozal gelisimler icin
kullanilirken, polipoid lezyon olarak tanimlananlari iltihabi kitle, hamartom ve
submukoza veya kas tabakasindan kabaran tiimorleri kapsar. Kolorektal polipler
aliskanlik olarak iki major grupta kategorize edilir, bunlar (1) nonneoplastik ve (2)
neoplastiktir. Biitiin epitelyal polipler kolon mukoza bezlerindeki kriptlerin derinindeki
hiicrelerden kaynaklanir. Normal olarak kolon mukozasindaki hiicre boliinmesi kriptin
en derin iicte birinde sinirhidir. Muhtemelen epitelyal polip olusumunda hiicre
boliinmesini kontrol eden mekanizma bozulur ve hiperplastik veya neoplastik lezyon
olusumuna yol acar. Boylece kript hiicrelerinin hafifce genisledigi zonda gelisim
kontroliindeki bazi kayiplarin hiperplastik poliplere yol ag¢tigi ileri siiriiliir. Tiim kript
boyunca kontroliin daha fazla kayb1 neoplastik poliple sonlanir. Nonneoplastik polipler
kolon tiimorleri siniflandirilmasinda tiimor benzeri lezyonlar grubu icinde yer alir.
Bunlarin ¢ogu mukoza iizerinde kii¢iik, meme bas1 benzeri, yarim kiire seklinde, diizgiin
cikintilar olarak izlenen hiperplastik poliplerdir. Tek tek goriilebilirler fakat genelde ¢ok
sayida olurlar. Histolojik olarak, bu polipler iyi diferansiye goblet hiicreleri ya da
absorptif epitel hiicreleri ile doseli, dar lamina propria ile birbirlerinden ayrilan ¢ok
sayida kripta icerir. Hiperplastik poliplerin biiyiik cogunlugu kotii huylu olma 6zelligine
(malignite) sahip degildir (92,94).

2.5.2.1. Adenomlar

Adenomlar, genelde sapli kii¢iik tiimorlerden, cogunlukla sapsiz biiyiik lezyonlara kadar
degisen cesitli yap1 ve biiyiikliikklerde neoplastik poliplerdir. Adenomatéz polipler

epitelyal karakterleri temel alinarak 3 gruba ayrilmistir (92).
2.5.2.1.1. Tiibiiler Adenom

Kolonun herhangi bir bolgesinden kaynaklanabilir. Vakalarin yaklasik yarisinda
lezyonlar tek tek gozlenirken, geri kalaninda ise iki veya daha fazla lezyon bir arada
bulunur. Adenomlarin en kiiciik olanlar1 sesil olup caplar1 0.3 cm’yi gecmez. Daha
biiyiik olan tiibiiler adenomlarin ¢aplar1 ise 2.5 cm’ye ulasabilir. Bunlarin bir ¢ogu 1-2
cm uzunlugunda ince bir sapa ve cilek benzeri basa sahiptir. Histolojik olarak sap
normal kolon mukozasi ile doselidir. Fakat bas kismi, hiperkromatik nukleuslu, yer yer

diizensiz, musin sekresyonu yapan ya da yapmayan, yiiksek hiicreler ile doseli,



27

dallanmalar gosteren bezler meydana getiren neoplastik epitelden olusur. Bazi
durumlarda, villoz yapmin goriildiigii kiiciik odaklar mevcuttur. Iyi huylu yapidaki bir
lezyonda dallanmalar gosteren bezler lamina propria tarafindan birbirinden ayrilmig

olup displazinin derecesi diisiiktiir (92).
2.5.2.1.2. Villoz Adenom

Muskularis mukozaya dogru ilerleyen epitelle oOrtiili lamina proprianin kiint veya
parmak benzeri uzantilarindan olusan bening tiimordiir. Pedinkiilli olmaktan ziyade
siklikla sesildir ve genis tabana oturur. Kadifemsi ve karnabahar benzeri bir yiizeye
sahip olan ¢evre mukozadan 1-3 cm kadar ¢ikint1 meydana getiren kitleler seklindedir.
Uzerinde bagirsak villuslarmi andiran bir ¢ok ¢ikinti vardir. Bu cikintilar bir sira
silindirik epitel ile ortiilmiistiir. Bu hiicreler, bagirsagin diger kisimlarindaki normal
mukoza hiicrelerine gore daha az mukus salgilar. Bu lezyonlarda displazinin biitiin
dereceleri goriilebilir. Lezyonlarin %40’inda invaziv karsinoma rastlanir. Karsinom

siklig1 polibin boyutlari ile yakindan iligkilidir (92,95).
2.5.2.1.3. Tiibiilovilloz Adenom

Tiibiiler ve villoz adenom bulgularinin kombinasyonunu igerir. Bir sapa sahip olma
sikliklari, boyutlari, displazi derecesi ve intramukozal ya da invaziv karsinom tagima
riski acisindan bakildiginda, bu lezyonlar tiibiiler ve viloz adenomlar arasinda ara bir
forma sahiptirler. Villoz komponent %20-25’ten fazla ve %50°den azdir. %20-25’den
daha az villoz yap1 varsa tiibiiler adenom, % 50’den fazla villoz yap1 varsa villoz
adenom olarak degerlendirilir. Histolojik goriiniimii  belirgin iyi huylu tiibiiler
adenomdan villoz sahalarda invaziv karsinoma kadar giden genis bir spektrum arasinda
degisir (92,94).

2.5.3. Kotii Huylu Epitelyal Tiimorler

Kolon kanserleri hem erkek ve hem de kadinda oldukga sik goriilen bir kanser tiirii
olmasi1 nedeni ile 6nemli onkolojik sorunlardan biridir. Kolon ve rektumun kotii huylu

timorlerinin ortalama %98’1 histolojik olarak karsinom o0zelliginde yani epitelyal

kokenlidir (93,96).
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2.5.3.1. Kolorektal Kanser insidansi

Kolorektal karsinomalarin insidanst 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeyine ulasir.
Hastalarin %20’sinden daha az1 50 yasin altindadir. Geng bir hastada kolorektal kanser
tanis1 konuldugunda, bu hastada daha Onceden iilseratif kolit veya polipozis
sendromlarindan birinin varhigindan siiphelenilmelidir (92). Kolon kanseri kadinlarda,
rektum kanseri ise erkeklerde daha sik goriilmektedir. Erkekler kadinlara gore biraz

daha fazla yasa baglh 6liim oranina sahiptir (96).

Kolorektal kanserlerin goriilme siklig1 cografi bolgelere gore bir hayli degisiklik
gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri , Avusturalya, Yeni Zelanda, 1skandinavya
ve bat1 Avrupa’da sik goriilirken, Asya ve Afrika iilkelerinde daha az goriilmektedir

97).

Kolorektal kanserlerin gelisiminde hastaligin insidansinda goriilen bolgeler arasindaki
farkliliklar cografik yatkinliga isaret ederken, farkli hayat tarzlarinin hastalik tizerindeki

etkisi ¢evresel faktorlerin etkinligini gostermektedir (97).
2.5.3.2. Etiyolojisi

Kolorektal kanserlerin etiyolojisi tam anlamiyla bilinmemekle beraber bazi faktorlerin

kolorektal kanser olusumu ile ilgili oldugu bilinmektedir.
2.5.3.2.1. Diyete Bagh Faktorler
Diyetle ilgili en cok dikkati ¢ceken faktorler;

1) emilmeyen bitkisel liflerden fakir icerik, 2) buna karsilik zengin birlesmis
karbonhidrat igerigi 2) yiiksek yag miktar1 4) A, C ve E vitaminleri gibi koruyucu
vitaminlerin az tiiketimidir. Diisiik lif iceriginin, digki1 hacminin az olmasina, digkinin
bagirsakta kalma siiresinin uzamasina ve bagirsaktaki bakteriyal floranin degisimesine
yol actigi One siiriilmektedir. Bakteriler tarafindan parcalanan karbonhidratlarin;
potansiyel olarak toksik olan oksidatif {iriinleri, disk1 i¢inde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur ve kolon mukozasi daha uzun siireyle bunlara maruz kalir. Dahasi yiiksek yag
tilketimi karaciger tarafindan kolestrol ve safra asitleri iretimini artirir. Bunlar;
intestinal bakteriler tarafindan potansiyel karsinojen maddelere doniistiiriilebilir. Ayrica
antioksidan vitaminler A, C ve E kemoprotektif ajanlar olarak kullanilabilir.
Antioksidanlar reaksiyonlarda olusan serbest radikalleri inhibe ettikleri icin DNA’y1
oksidan hasardan koruyabilir (92,98).
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2.5.3.2.2 Yasam Taraz ile ilgili Faktorler

Viicut yapisimi kolorektal kanserle iligkili oldugu ve sismanlikla kolorektal kanser
arasinda korelasyonun oldugunu gosteren calismalar vardir. Hayvanlarda yapilan
caligmalar kalorik sinirlamanin sican ve farelerde tiimdr olusumunu azaltabilecegini
gostermistir (99). Sigara kullanimi da kolorektal kanser icin bir risk faktoriidiir. Yapilan
prospektif caligmalar uzun siire sigara icme ile kolorektal kanser riskini arttigini
gostermektedir. Bunlara ilaveten bos zamanlarda yapilan aktivite ve mesleki aktivitenin
her ikisi de kolorektal kanser riski acisindan énem arz etmektedir. Fiziksel aktivitenin
kolorektal kanser i¢in Onleyici etkisi kolonik motiliteyi artirmasindan dolayidir.
Egzersiz kolon iceriginin gegis siiresini hizlandirarak intestinal icerikteki potansiyel

kanserojenlerin kolon mukozasina temasini azaltmaktadir (98).
2.5.3.2.3. ilaclar

Aspirin ve diger nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclarin (NSAID) kullaniminin
kolorektal kanser riskini azalttig1 bilinmektedir. Bu ilaglarin ne tiir bir mekanizma ile
kanseri engelledigi tam olarak anlasilamamistir. Bu olayda etkin olabilecek muhtemel
mekanizmalardan  bazilari, tiimor hiicrelerinde apopitozun baglatilmast  ve
anjiogenezisin engellenmesi olabilir. Anjiogenezisin siklooksijenaz-2 enziminin inhibe
edilmesi yoluyla engellendigi diisiiniilmektedir. Prostaglandin sentezi yolunda yer alan

bu enzim VEGEF iiretimini hizlandirarak anjiogenezisi saglamaktadir (92,100).
2.5.3.2.4. Kaltsal Faktorler

Cevresel faktorlerin yami sira kalitsal faktorlerde kolorektal kanserlerin gelisiminde
onemli bir rol oynar. Familyal polipozis veya ailesel adenomu olanlarda kanserin daha
sik goriildiigii bilinmektedir. Kalin bagirsak kanserlerinin % 5-10’u ailesel egilimli olan
kisilerde goriilir. Bu tiir kansere yakalanan kisilerin yaklasik 1/3’{iniin birinci
derecedeki akrabalarinda kanser vardir. Bu bulgu genetik egilimi gostermektedir (96).
Familyal adenomatdz polipoziste profilaktik kolektomi yapilmayanlarin hepsinde
kolorektal kanser gelisir. Kolorektal kanser riskinin artig1 diger bir kalitsal sendrom da

herediter nonpolipoid kolorektal kanserdir (98).
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2.5.3.3. Kotii Huylu Epitelyal Tiimor Cesitleri

Kolorektal karsinomalarin % 95’1 adenokarsinom olup degisik mikroskobik tipler

gosterir (95).
2.5.3.3.1. Adenokarsinom

Tiibiiler, asiner veya papiller yapilar iceren bez epitelinin kotii huylu tiimoriidiir. Kolon
ve rektum karsinomalarmin c¢ogu uniform yapiya sahip olup mukus salgilar.

Adenokarsinomda genellikle az sayida, daginik paneth ve argentaffin hiicreler bulunur .
2.5.3.3.2. Miisin6z Adenokarsinom

Tiimorde genellikle makroskobik olarak goriilebilen belirgin miktarda miisinin oldugu
adenokarsinomdur. Iki gelisim manzarasi ile karsilasilabilir. Bezler ve interstisyel
aralikta miisin vardir veya miisinle ¢evrili hiicre grubu ve zincirleri bulunur. Siklikla

tiimor her iki gelisim manzarasini gosterebilir.

2.5.3.3.3. Tash Yiiziik Hiicreli Karsinom

Mukusla dolu izole tash yiiziik hiicrelerinin belirgin oldugu kotii huylu tiimordiir.
2.5.3.3.4. Yass1 Hiicreli Karsinom

Tamamen yass1 hiicrelerden olusan kolon tiimorii olup ¢ok az goriiliir.

2.5.3.3.5. Adenoskuaméz Karsinom

Bazi kanserler, 6zellikle aniise bitigik distal kolondakiler, yassi hiicre diferansiyasyon

odaklarma sahip olup bu nedenle adenoskuamdoz karsinom olarak isimlendirilir.
2.5.3.3.6. indiferansiye Karsinom

Belirgin bez yapisinin bulunmadigi kotii huylu epitelyal tiimordiir. Mukus salgist gibi
hiicre tipini gosteren diger bulgular yoktur. Muhtemelen noroendokrin hiicrelerden
kaynaklanan kii¢iik hiicrelerden olusur. Boyle neoplazmalar degisik hormonal sekretor

tiriinler salgilar.
2.5.3.3.7. Smiflandirllmamis Karsinom

Yukaridaki kategorilerin hi¢birine girmeyen karsinomlar icin kullanilir (94).
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2.5.3.4. Kolorektal Kanserlerin Patolojisi

Kolon tiimorleri denince akla adenomlar ve kolorektal karsinomlar gelir. Karsinomlar
cogunlukla tek basina olusup siklikla kaynaklandiklar1 adenomat6z lezyonu yok eder.
Birden fazla karsinom mevcut ise, bunlar genellikle kolunun degisik bolgelerinde ve
birbirlerinden uzakta yerlesir. Biitiin karsinomlar in situ lezyonlardan gelismelerine
ragmen, degisik morfolojilere sahiptir. Proksimal kolon yerlesimli tiimdrler polipoid ve
mantarimsi kitleler halinde biiyiime egilimindedir. Distal kolondaki karsinomlar duvar1
cevreleyen aniiler lezyonlar olup bagirsagi halka seklinde cevreleyerek liimende
daralmaya sebep olur. Neoplazmin bu iki formu da zaman icerisinde direkt olarak
bagirsak duvarimi gecer ve serozal yiizeyde sert kitleler halinde kendini gosterir (92).
Kolorektal karsinomalarin gelisimde 3 evre oldugu bildirilir. Bu evreleri sematik olarak

sOyle gostermek miimkiindiir (96).

Preneoplastik evre: Normal mukoza—hiperproliferatif mukoza—displazi

l

Prekanseroz evre: Tiibiiler adenom—tubiilovilloz adenom—vill6z adenom

l

Karsinom evresi: In situ karsinom—invaziv karsinom—Metastaz

Histolojik olarak intestinal adenokarsinomlar ¢ok iyi (%25) ile orta (%60) arasinda
diferansiyasyon sergileyen glandular tiimorlerdir. Cok iyi diferansiye olan
karsinomalarda  intraglandular  papiller  katlanmalar  mevcuttur.  Bagirsagin
adenokarsinomlarinin %15°i az diferansiye veya indiferansiyedir. Bu tiimorler siklikla
genisce biiyiime ve solid nodiiler kitleler olusturur. Biiyiimenin iki modeli vardir; bunlar
genisleme ve infiltrasyondur. Genisleyerek biiylime modeli genis birbiri ile baglantili
bezler tarafindan olusturulan nodiiler tiimor toplanmasi ile karakterizedir. Bir cok
timorde dallanma gosteren bezler cesitli sayida lenfosit hiicrelerinin bulundugu,
hiicresel fibroz dokunun araya girdigi, gevsek sarilmus bir ag olustururlar. Infiltratif
biiylime modeli, cok az sekilde kopriisel baglar iceren dar tiibiiler bezler ve bu bezlerin
bagirsak duvarina bireysel ve kiiciik gruplar halinde invazyonu ile karakterizedir. Iyi
diferansiyeden, tamamen indiferansiye olanlara kadar kolon karsinomlar1 gercekte
anaplastik kitlelerdir. Indiferansiye hiicrelerden olusan kotii huylu neoplazmalara
anaplastik adi verilir. Diferansiyasyon kaybi1 veya anaplazi malignitenin 6nemli 6zelligi

olarak kabul edilir. Anaplastik hiicreler belirgin pleomorfizm gosterir. Karakteristik
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olarak cekirdek asir1 derecede hiperkromatik ve biiyiiktiir. Cekirdek sitoplazma orani
1:1 boyuta yaklasabilir. Komsularindan daha biiyiilk dev hiicreler olusabilir ve dev
boyutlu tek cekirdek veya ¢cok sayida cekirdek igerebilir. Anaplastik ¢ekirdek degisken
olup boyut ve sekilleri farklidir. Kromatin kaba ve kiimelidir. Cekirdek¢ik sasirtict
boyutta olabilir. Daha onemli olarak mitozlar siklikla ¢ok sayida ve belirgin derecede
atipiktir, bazen tripolar veya kuadripolar anarsik ¢oklu demetler seklinde goriilebilir.
Intramukozal karsinoma da tiimor hiicreleri lamina propria’min mukozal stromasina
invaze olur. Inflamatuar ve dezmoplastik bir reaksiyon olabilir. invaziv kanser, tiimor
hiicrelerinin muskularis mukozasinin 6tesine submukoza’ya invaze olduklar1 zaman

teshis edilir (92,101).
2.5.3.5. Kolorektal Karsinomanin Evrelendirilmesi

Rektal karsinomalar ilk kez 1932 yilinda Dukes tarafindan evrelendirilmis ve daha
sonra ayni sistem kolon karsinomalar1 icinde kullanilmistir. Bu evrelendirme kolorektal
karsinomalarda prognozu belirleme acgisindan onemlidir. Dukes siiflandirmasin1 A, B
ve C olmak iizere {i¢ evreye ayiwrmistir. Daha sonra Dukes siiflandirilmasi yeniden
modifiye edilmistir (Aster-Coller modifikasyonu). En sik kullanilan modifiye Dukes
sistemi asagidaki gibidir (Tablo 2.3), (93,96).

Tablo 2.3. Dukes smiflandirmasi

Dukes Tipi | Neoplazmin Yerlesimi

A Mukoza ile sinirh.

B Tiim bagirsak duvari tutulumu olup lenf nodu metastazi yoktur.

Muskularis proriaya ilerlemis, fakat duvar biitiiniiyle penetre etmemis ve lenf

Bl nodu tutulumu yok.

B2 Tiim duvar infiltre, lenf nodu tutulumu yok.

C Lend nodu metastazi vardir. Bagirsak duvar tutulum derinligine bakilmaz.
Cl1 Duvara smirli, lenf nodu tutulumu var.

C2 Duvarin tiim tabakalarini tutmus, serozaya yayilmis, lenf nodu tutulumu var.

D Metastaz var.

D1 Komsu organlara invazyon var.

D2 Uzak metastaz var.
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2.6. DISPLAZi

Genel tanimlamayla displazi basitce anormal biiyiime anlamma gelir. Prekanseroz
lezyon olarak displazi belirli hiicresel ve yapisal degisimlerle tanimlanmis dokudaki
anormal durumlar olarak tarif edilir. Displazi koéti huylu tiimoére doniisiim
egilimindedir. Displazinin asil histolojik 6zelligi olgunlagsmamis hiicrelerin sayisinda
artig ile sonuglanan asir1 hiicre c¢ogalmasidir. Hiicreler pleomorfizim, sekil ve
boyutlarinda farkliliklar, artmis nukleus sitoplazma orani ve az hiicresel farklilagsma
sergiler. Yalanci tabakalagsma ve mitoz yaygindir. Fakat dev (iri) nukleuslar ve anormal
mitoz yoktur. Mitozlar siklikla epitelde anormal yerlesimler gosterir. Displazi terimi
acik bir sekilde anormal olan bezler i¢in de atfedilebilir. Bezler tomurcuklanma,
dallanma ve toplanma ile beraber yapisal bir diizensizlik gosterir. Siddetli displazide ise
hem yapisal hem de hiicresel degisiklikler goriiliir. Yapisal olarak kript’ler diizensiz
dallanma ve tomurcuklanma gosterdikleri gibi delikli veya arka arkaya yapisik 6rnekler
sergiler. Sitolojik olarak niikleus biiyiik bir oranda genisler. Niikleus kese seklinde veya
yuvarlak olup hiperkromatiktir. Mitotik sekillenme gdze carpar ve bazilari anormaldir.

Nekrozis alanlar1 mevcut olabilir ve sitoplazmik musin iiretimi yoktur veya azalmistir.

Displastik degisimler belirgin olup epitelin tiim kalmligmi tuttugu zaman, lezyon
kanserin ilk preinvaziv evresi olan karsinoma in situ adin1 alir. Displastik degisiklikler
siklikla kanseroz degisim odaklarina bitisiktir. Adenom’lar tanimlamalarinda

displazinin ¢esitli derecelerini sergiler (92,101).
2.7. KIMYASAL MADDELERLE DENEYSEL KANSER OLUSTURMA

Deney hayvanlarinda intestinal tiimor olusturulmasi konusunda ilk deneysel ¢alismalar
1940’lh yillarda yapilmistir. Caligmalarda kanser olusumunu indiikleyen degisik
kimyasal maddeler kullanilmistir. 1,2 Dimetilhidrazin (DMH), Azoksimetan,
Metilazoksimetanol, N-Metil, N-Nitrozoganidin, metilnitrozoiire ve o-
diflorometilornitin ~ deneysel  hayvan  modellerinde  kolonun adenom  ve
adenokarsinomunu olusturmak amaci ile kullanilan kanserojen ajanlardan bazilaridir

(98). Bu kimyasallar arasinda en fazla kullanilanlardan biri DMH’dir.
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2.7.1. 1.2 Dimetilhidrazin (DMH)

Bir metil hidrazin tiirevi olan 1,2 dimetilhidrazin, organizmada metil radikali saliveren
bilesiklere doniismek sureti ile etkinlik kazanan bir ajandir. DNA (Deoksiriboniikleik
asit) molekiillerini metilleyerek mutajenik etki yapan 1,2 dimetilhidrazin ayn1 zamanda
RNA (Riboniikleik asit) ve dolayisiyla protein sentezini de bozar. Bu madde ile
karsinogenezisin baslamasindaki esas yol; 1,2 dimetilhidrazinin karacigerde
azoksimetan ve azoksimetanole doniismesidir. Azoksimetanol daha sonra glukuronik
asitle konjuge olur ve bilier ekskresyona ugrar. Kolon liimeninde glukuronoidler
bakteriyal hidrolize ugramak suretiyle aktif karsinojen metabolitlere doniisiir. Deneysel

hayvan modelinde 1,2 dimetilhidrazinin metabolizmas1 asagida sematik olarak

gosterilmistir (Tablo 2.4), (98,102-104).

Tablo 2.4. Hayvan modeleinde 1,2 dimetilhidrazin’in metabolizmasi

1,2 Dimetilhidrazin

Azometan

Azoksimetan

Metildiazonyum

Karbonyum

CHs- -NH- -NH- -CHs

CHs- -N=N- -CH3

v

CHs- -N=N- -CH3

|

Metilazoksimetanol CHs- -N=N- -CH20H

v
o |
CHa- -I\%N

H3C+N2

CH3- N=N- -CH2- -O- -glukoz

v

O Sikasin
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Deneysel kolon kanseri karsinojenin yiiksek dozlarda kronik uygulanmasina bagh
olarak olusan DNA zararinin tamir etme yetenegi azalmis hiicreler tarafindan tamir
edilmemesi sonucu olusur. Kolon mukozasi, hayat siiresi 100-120 saat olan kisa G; fazl
hiicrelerden olusur. Bazi organlarda eger hiicre boliinmesi gerceklesmeden dnce DNA
tamiri tamamlanmamigsa DNA’daki hasarlar hiicrelerin bir sonraki jenerasyonuna
aktarilir. Bu sayede hatalar (hasarlar) karsinojene kronik maruz kalma siirecinde bir
bolgeye toplanir. DMH’a karsinojenik cevapta risk altindaki hiicrelerin sayica artisi
onemli rol oynar. Deneysel kanser olusturmada indiiktif periyot kotii huylu timor
olusumuna rehberlik edecek 6zelliklere sahip olan populasyona ulagincaya kadar gecen
zaman olarak tanimlanmistir. K6tii huylu tiimoriin olusabilmesi icin ise 140-175 veya
biraz daha az nesil gereklidir (105). DMH alkali bir ajan olup bu kimyasal ajan ile
muamele nokta mutasyonlar1 uyarir. DMH uygulamasi kolonda apopitozu uyardigi
kadar insan kolon kanserinin 6zelligi olan kolonik epitelyal hiicrelerdeki hiicresel
cogalma artisini da uyarir (103). DMH tarafindan indiiklenen deneysel kolon tiimorleri
epitelyal orijinli olup ve insan kolonu neoplazmlarina benzer histoloji, morfoloji ve
anatomi sergiledigi goriilmiistiir. Buna ilaveten DMH’ 1 ve pro-karsinojen tiirevlerinin
genel toksisitesinden az ve sik uygulanan dozlarla kaginilabilir (106,107). DMH
intramuskuler, intrarektal, oral ve subkutan tarzda 4 yolla uygulanabilir. Ratlara
DMH’in oral olarak verilmesinin diisiik tiimér orant (%14-30) ile sonug¢landigi
bildirilmis olup intrarektal uygulamanin ise 34. haftadan sonra kolonda hafif hiperplazi
ve preneoplastik lezyonlara sebep oldugu rapor edilmistir (108). Yapilan ¢alismalarda
deneysel kanser olusturmak icin degisik dozlarin degisik siirelerde uygulandigi
goriilmektedir. Thurher (1973) yaptig1 calismada farelere haftada tek doz seklinde 24
hafta siiresince (20 mg/kg) DMH uygulamis ve tedavinin baslangicindan 186 giin sonra
hayvanlarin %90’mda kolon kanserinin olustugunu rapor etmistir (109). Thulesen
(2004) yaptig1 calismada ise 8 haftalik ve ortalama 18-20 gr agirliginda olan farelere 20
mg/kg DMH’1 12 hafta boyunca haftada bir kez subkutan olarak enjekte ettikten ii¢ ay
sonra alman dokularda morfolojik ve histolojik degerlendirmeler sonucunda
hayvanlarin tiimiinde kolon tiimérii olustugunu bildirmistir (107). Jackson (1999) ise
farelere 6,8 mg/kg DMH dozunu 1, 5, 10 ve 20 hafta siiresince uyguladiktan sonra,
fareleri iki y1l boyunca takip etmistir. DMH dozundaki artisin farelerin hayatta kalma
sliresini azalttigini tespit etmistir. Ayrica toplam 34, 68 ve 136 mg/kg DMH alan

hayvanlarin swrasiyla %26, %76 ve %87’sinde kolon tiimérlerinin gelistigi rapor
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edilmistir (110). Diger arastirmacilar tarafindan yapilan c¢aligmalarda ise DMH
uygulamasina ait doza baglh degisimler 10-30 mg/kg arasinda, siireye bagh degisimler
ise 1 hafta ile 22 haftalik uygulama arasinda degismekte olup, DMH hayvanlara
subkutan veya intraperitoneal tarzda uygulanmistir. Bu ¢alismalarin hemen hepsinde de
kolon mukozasindan histopatolojik degisikler rapor edilmistir (103,106,111-115).
Cooper (1978) farkl wrklar tizerinde DMH’1n etkisini inceledigi calismasinda DMH’m
aktivasyon ve inaktivasyonuna karigan metabolik yollarin hayvanlarin ¢esitli wrklarinda
ve organlarinda farkli bir sekilde etkili oldugunu bildirmistir (116). Cesitli fare
wklarinda (Balb/C, C57BL/6]J ve C3H) DMH uygulamasi yapan Kuraguchi (2001)
DMH uygulamasina kars1 Balb/C farelerinin C57BL/6J farelerinden 10 kat daha fazla
ve C3H farelerinin ise C57BL/6J farelerinden 5 kat daha fazla yanit verdigini ve
DMH’a kars1 en hassas rkin Balb/C tiirii oldugunu rapor etmistir (104). Heijstek (2005)
kolorektal kanser gelisme oraninin kullanilan karsinojen’in dozu, uygulama siklig1 ve

stiresine bagli oldugu kadar uygulama sekline de bagh oldugunu bildirmistir (108).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEYSEL KANSER OLUSTURMA VE TEDAVi PROGRAMI

Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 07.03.2006 tarih ve
01/81 nolu karar1 ile onay alindiktan sonra, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkez’inde (DEKAM) gerceklestirildi. Calismada agirhiklar1 25-30gr
(gram) arasinda degisen, 30 adet, 8 haftalik erkek Balb-c tiirii fare kullanildi. Fareler
arastirma siiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik donemlerin
bulundugu 6zel hazirlanmis, otomatik olarak klimatize edilen odalarda korundu. Fareler
normal pellet cinsi yem ile beslendi. Fareler her grupta 10 fare olacak sekilde rastgele 3
gruba ayrildi. Birinci grup fareler kontrol grubunu olustururken ikinci ve iiclincii grup
farelere 1,2 dimetilhidrazin (DMH) enjekte edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu.
Deneysel kanser olusturmada daha once tarafimizdan yapilan bir ¢alismadaki protokol
uygulandi (117). Belirtilen ¢alismada farelere haftada bir kez 20 mg/kg DMH subkutan
tarzda 12 hafta siiresince verildi ve hayvanlar son DMH enjeksiyonundan 1.5, 3, 4.5 ve
6 ay sonra sakrifiye edilmistir. Hayvanlardan alinan doku 6rneklerinin histopatolojik
yonden incelenmesi sonucu 1.5 ay sonra kesilenlerin tamaminda mukozal displazi
gozlenirken higcbirinde kotii huylu tiimoral lezyonun belirlenmedigi, 3 ay sonra
kesilenlerin %71.4’iinde, son iki grubun ise hepsinde (%100) kotii huylu tiiméral
lezyonlarin bulundugu goriilmiistiir. Yapilan calismada siddetli displazi ve karsinom
goriilme sikliginin zamana bagh olarak artis gosterdigi, hafif displazide ise bu durumun

gozlenmedigi rapor edilmistir
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Mevcut arastirmada caligma gruplar1 asagidaki sekilde olusturuldu:

Deney Gruplari:

Grup 1 (Kontrol grubu): 12 hafta siiresince sadece serum fizyolojik enjekte edildi.
Grup 2 (DMH grubu): 12 hafta siiresince haftada bir kez 20 mg/kg DMH enjekte
edildi.

Grup 3 (DMH+Anjiostatin grubu): 12 hafta siiresince haftada bir kez 20 mg/kg DMH
enjekte edildikten 1.5 ay sonra baslangicta bir kez 20 pg rekombinant insan
anjiostatininin K1-3 (rHuAng K1-3) formu intraperitoneal olarak verildi. Bunu takiben
12 hafta siiresince iki giinde bir Sug rHuAng K1-3 farelere subkutan tarzda uygulamaya
devam edildi.

Grup 3’teki farelere anjiostatin uygulamasi yapilirken, grup 1 ve 2’deki farelere ayni
miktarda PBS (fosfat tampon soliisyonu) ayni siire ve tarzda enjekte edildi. DMH her
hafta enjeksiyon giiniinde taze olarak hazirlandi. Farelere enjekte edilecek DMH,
%0.05’lik EDTA’da (etilendiamin tetraasetikasit) ¢oziildii ve NaHCO3 (sodyum
bikarbonat) ile soliisyonun pH’1 6.5 olarak ayarlandi. Farelere enjeksiyonlar sirt
bolgesinden, bel omurlar1 seviyesinde subkutan tarzda uygulandi. Anjiostatin de
enjeksiyon giiniinde taze olarak hazirlandi. Anjiostatin, PBS ilave edilerek seyreltildi.
DMH ve anjiostatin uygulamalar1 sirasinda hayvanlar1 irrite etmemek ve herhangi bir
enfeksiyona sebep olmamak icin her denek igin ayri insiilin enjektorii kullanildi.
Enjeksiyonlar sirt bolgesinde farkli alanlara uygulandi. Deney siiresince fareler giinliik
olarak kontrol edilerek haftalik kilolar1 olciildii. Genel morfolojik goriiniimleri

makroskobik olarak degerlendirildi.
Her ii¢ gruba ait fareler son DMH injeksiyonundan 4.5 ay sonra sakrifiye edildi.
3.2. KOLONUN CIKARILMASI VE HISTOPATOLOJiIK iNCELEME

Deney siiresinin sonunda (DMH injeksiyonundan 4.5 ay sonra) farelerin (kontrol ve
deney gruplar1) ketamin-xylasine (50mg/kg-15mg/kg) genel anestezi altinda karin
bolgesi anal (pubis) bolgeden itibaren V harfi seklinde acildi. Karin bolgesindeki
organlarm patolojik yonden makroskobik degerlendirmesi yapildiktan sonra, bu
bolgedeki organlar sag tarafa dogru uzaklastirilarak kolona ulasildi (Resim 3.1). Daha
sonra ¢ekum bulunarak bu hizadan itibaren kolon canalis analis’e kadar ince bir makas
yardimi ile diseke edilerek takip edildi. Kolon pargasi, dokuya zarar verilmeden

cikarilarak PBS iceren bir petri kabina alinip Swissroll teknigi uygulanarak tespit edildi.
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Resim 3.1. A) Karn bolgesini agilmasi B) Kolonun ¢ikarilmasi

3.3. SWiSS ROLL TEKNIGi

Bagirsagin histolojik incelenmesi esnasinda bazi problemler olusabilir. Bagirsak karin
boslugundan ¢ikarildiktan sonra longitudinal kaslarin etkisi ile direkt olarak kisalir.
Hayvanin 6limiinden kisa bir siire sonra bagirsak epiteli degisir. Liimende yer alan
icerik yliziinden bagirsagin hizli bir sekilde ¢ikarimasi ve fikse edilmesi gerekir.
Bunlara ilaveten bagirsak uzun bir organdir ve en iyi bir sekilde longitudinal olarak
calisilir. Bu problemlerin iistesinden gelmek ve bagirsagin ¢ok biiyiik bir boliimiinii
taramak icin Relly ve Kirsner tarafindan sunulan SwissRoll teknigine uygun (118) bir
sekilde dokular hazirlandi. Numuneler tampon soliisyonu (PBS) ihtiva eden bir petri
kabma konulduktan sonra steromikroskop altinda bagirsakta uygun bir makas
yardimiyla uzunlamasina bir kesi yapilarak bagirsak icerigi bosaltildi (Resim 3.2). Daha
sonra kolonun i¢ yilizii (tunika mukoza) disa gelecek sekilde kolon steril ince bir agag
cubuk iizerine sarildi (Resim 3.3). Sarma islemi sirasinda kolonun kaymamasina ve iist

iste gelmesine dikkat edildi. Daha sonra, hazirlanan bu swiss roll %10’luk formalin
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icinde 4°C’de 48 saat tutularak tespit edildi. Tespit islemine kadar gecen siirenin ¢ok
kisa olmasma dikkat edildi. Tespitten sonra bu swiss roll dikkatli bir sekilde agac
cubuktan uzaklastirildi ve rutin histolojik takiplerden sonra parafine gomiildii. 5 pm’lik
kesitleri alinan dokular once doku kalitesi ve kanserli alanlarin tespiti i¢in rutin

histolojik takiplerden gecirildikten sonra hematoksilen-eozin (HE) ile boyand1 ve 151k

mikroskobunda incelendi.

Resim 3.2. A) Petri kabina konulmus kolon parcasi, B) Kolonun longitudinal olarak agilmasi.

Resim 3.3. A) Swiss roll teknigi uygulanmasi B) Swiss roll teknigi ile sarilmis bir kolon
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Saptanan lezyonlar histopatolojik olarak hafif displazi, siddetli displazi ve karsinom
olarak siniflandirildi. Gruplardaki histopatojik lezyonlarin sayist 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. 1k
3-2.5 tur kolonun proksimal, devam eden 2 -1.5 tur orta, son 1-1.5 tur ise kolonun distal
kismi olarak diisiiniildii. Istatistiksel analiz icin SSPS paket programu kullamildi. Elde

edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Mann Whitney-U testi ile yapildi.
3.4. HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRMA

1) Displazi:. Prekanseroz lezyon olarak displazi belirli hiicresel ve yapisal degisimlerle
tanimlanmis dokudaki anormal durumlar olarak tarif edilir. Displazinin asil histolojik
ozelligi olgunlasmamis hiicrelerin sayisinda artis ile sonuglanan asir1  hiicre
cogalmasidir. Hiicreler pleomorfizm, sekil ve boyutlarinda farkliliklar, artmis nukleus
sitoplazma orami1 ve az hiicresel farklilasma sergiler. Yalanci tabakalasma ve mitoz
yaygindir. Fakat dev (iri) nukleuslar ve anormal mitoz yoktur. Mitozlar siklikla epitelde
anormal yerlesimler gosterir. Displazi terimi acik bir sekilde anormal olan bezler i¢in de
atfedilebilir. Bezler tomurcuklanma, dallanma ve toplanma ile beraber yapisal bir
diizensizlik gosterir. Displastik degisiklikler siklikla kanser6z degisim odaklarma

bitigiktir. Adenomlar tanimlamalarinda displazinin ¢esitli derecelerini sergiler (92,101).

2) Karsinom: Intestinal adenokarsinomlar indiferansiye ile iyi diferansiye arasinda
diferansiyasyon sergileyen glandular tiimorlerdir. Cok iyi diferansiye olan
karsinomalarda intraglandular papiller katlanmalar mevcuttur. Bu tiimorler siklikla
genisce biiyiime ve solid nodiiler kitleler olusturur. Iyi diferansiyeden, tamamen
indiferansiye olanlara kadar kolon karsinomlar1 gercekte anaplastik Kkitlelerdir.
Anaplastik hiicreler belirgin pleomorfizm gosterir. Karakteristik olarak ¢ekirdek asiri
derecede hiperkromatik ve biiyiiktiir. Cekirdek sitoplazma orani normaldeki 1:4 veya
1:6 yerine 1:1’e yaklasabilir. Komsularindan daha biiyiik dev hiicreler olusabilir ve dev
boyutlu tek cekirdek veya cok sayida cekirdek icerebilir. Anaplastik cekirdek
degiskendir ve boyut ve sekilleri ile tuhaftir. Kromatin kaba ve kiimelidir. Cekirdekcik
sasirtict boyutta olabilir. Daha onemli olarak mitozlar siklikla ¢ok sayida ve belirgin
derecede atipiktir, bazen tripolar veya kuadripolar daginik ¢oklu demetler seklinde

goriilebilir. Intramukozal karsinom yiiksek derece displazi ile benzer degisiklikleri
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gosterir. Bu benzerlige ilaveten tiimor hiicreleri lamina propria’nin mukozal stromasima
invaze olur. Inflamatuar ve dezmoplastik bir reaksiyon saglar. Invaziv kanser, timor
hiicrelerinin muskularis mukozanin 6tesine submukoza’ya invaze olduklar1 zaman
teshis edilir.

Karsinoma hiicrelerinin biiyiik bir ¢cogunlugu kolumnar hiicrelerdir. Mukus hiicreleri
yaygin olarak mevcuttur. Intraluminal sekresyon genellikle mukus ve az miktarda
sialomusin de igerebilir. Goblet hiicreleri az bulunur. Endokrin hiicreleri yaygin olarak
mevcuttur.  Neoplastik  paneth hiicreleri de kolon ve ince bagirsagin

adenokarsinomlarinda tanimlanmastir (92,101).



4. BULGULAR

Calismada toplam 30 adet Balb/c tiirii erkek fare kullanildi. Bu fareler her birinde 10
tane olacak sekilde biri kontrol, ikincisi DMH deney grubu ve iiciinciisi DMH ve

anjiostatin deney grubu olmak {izere 3 gruba ayrildi.

Calismada  kullanilan  farelerin  giinlilk  takiplerinde  kontrol gruplar1 ile
karsilagtirildiginda deney gruplarindaki farelerde anal ve sirt bolgelerindeki tiiylerinde
dokiilmeler ve genel olarak tiiylerinde diizensizlik, burunlarinda kizariklik ve halsizlik

durumlar1 gozlendi (Resim 4.1).

Ayrica yapilan rutin gozlemlerde deney gruplarindaki bazi farelerde ilk DMH
enjeksiyonundan 5-6 ay sonra anal bolgelerinde disariya dogru siskinlik seklinde biiyiik
kitleler ve yaralar oldugu tespit edildi. Bu Kkitlelerden alinan doku oOrneklerinin
mikroskobik olarak incelenmesi sonucu bu lezyonlarin epidermoid karsinom olduguna

karar verildi. Benzer kitlelere kontrol grubundaki farelerde rastlanmadi (Resim 4.2).
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Resim 4.2. A) Kontrol grubu B) Deney grubu farelerinin anal bolgesinin genel goriiniimii
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Deney siiresince 3 gruptaki farelerin haftahk agirhik 6lciimleri yapildi. Olgiimler
haftanin ayn1 giinlerinde ayni saatlerinde gerceklestirildi. 30 hafta siiresince kontrol ve
deney gruplarindaki hayvanlarin agirliklarindaki degisiklikler istatistiksel olarak
degerlendirildi ve gruplar arasindaki farkliliklar anlamli bulundu (p<0.001). Kontrol
grubundaki hayvanlarin 1. haftadaki ortalama agirhiklar1 33.20+£1.30 gr olarak
belirlenirken grup 2 ve 3’de 1. haftadaki ortalama agirliklar sirasiyla 28.00+£1.00 gr ve
30.60+0.54 gr seklinde bulundu. Her ii¢ gruptaki hayvanlarin agirliklar: ilk 15-20 hafta
boyunca genel anlamda artig gostermekte olup 16. haftada maksimum degere ulasti. Son
haftalarda ise kontrol grubu hari¢ diger 2 deney grubu farelerinin agirliklarinda bir
azalma goriildii. Bu azalma muhtemelen hayvanlardaki mevcut tiimor varhigindan
kaynaklanabilir. Kontrol grubundaki hayvanlarin son haftadaki ortalama agirliklari
43.60£1.14 gr olarak belirlenirken grup 2 ve 3’de son haftadaki ortalama agirliklar
sirastyla 31.60+1.51 gr ve 36.20+0.83 gr seklinde bulundu (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Tablo 4.1. Gruplardaki agirliklarin (gr) dagilimlari

I.Hafta 16.Hafta 30.Hafta
Gruplar Ortalama Min. ve Ortalama Min. ve Ortalama Min. ve
+ mak. + Mak. + Mak.
SD degerler SD degerler SD degerler
z(No_ntlr(;))l 33.20+1.30 32.0-35.0 42.80+0.83 42.0-44.0 43.60+1.14 42.0-45.0

DMH (N=7) | 28.00£1.00 27.0-29.0 35.80+0.83 35.0-37.0 31.60+1.51 30.0-33.0

DMH +
Anjiostatin 30.60+0.54 30.0-31.0 37.40+1.14 36.0-39.0 36.20+0.83 35.0-37.0
(N=7)
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Grafik 4.1. Gruplardaki agirliklarin 30 hafta siiresince dagilimlari

Kontrol grubunu olusturan ve sadece EDTA verilen farelerde calismanin sonuna kadar
genel saglik durumlari ile ilgili gozle goriilen hicbir anormal bulguya rastlanmadi.
Calismanin sonuna kadar hayatlarin1 saghkli bir sekilde devam ettirdiler. Kolorektal
karsinom olusturmak amaci ile sadece DMH verilen farelerden 3, tedavi amagchh DMH’a
ilave olarak anjiostatin uygulanan farelerden de 3 adet olmak iizere 6 fare degisik zaman
dilimlerinde hayatlarin1 kaybettiler. Yapilan otopsilerinde makroskobik olarak patolojik
hicbir bulguya rastlanmadi ve postmortem nekrozis nedeniyle dokulariin histoplatojik
incelemesi yapilamadi. Olen farelerin DMH uygulamasi sonucu irrite olmalarindan ve
kendi aralarinda kavga etmeleri nedeniyle 6ldiigii kanaatine varildi. Bu yiizden 6len

fareler ¢calisma dis1 birakildi.



47

Deney sonunda tiim gruplara ait farelerin karm bolgeleri agilarak karm i¢i organlar
incelendiginde kolon disindaki organlarda makroskobik olarak patolojik bir durum
gozlenmedi. Kontrol grubu hayvanlarim kolonlarinda da goz ile goriilebilir herhangi bir
patoloji gozlenmezken deney grubu (2. ve 3. gruplar) hayvanlarin kolonlarinda degisik
yer, say1 ve bilyiikliikkte polipoid lezyonlar goriildii (Resim 4.3). Karin boslugundan
cikarilan kolonlar longitudinal olarak kesilerek serum fizyolojik icerisinde bagirsak
icerigi uzaklastirildiktan sonra yapilan steromikroskobik incelemede 2. ve 3. gruptaki
tiim hayvanlarda c¢iplak goz ile fark edilemeyen farkh biiyiikliiklerde tekli veya ¢oklu
patolojik lezyonlar belirlendi (Resim 4.4-4.7).

Resim 4.3. DMH deney grubunda kolon a¢ilmadan makroskobik olarak goriilen tiimoral
lezyon
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Resim 4.4. DMH deney grubunda kolonun distal 1/3’iinde goriilen ¢oklu tiimdoral
lezyonlar

Resim 4.5. DMH deney grubunda kolonun distal 1/3’iinde goriilen tekli tiimoral lezyon



Resim 4.6. Anjiostatin deney grubunda kolonun orta 1/3’itinde goriilen ¢oklu tiimoral lezyonlar

Resim 4.7. Anjiostatin deney gubunda kolonun distal 1/3’tinde goriilen ¢oklu tiimoral lezyonlar
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Isik mikroskobu diizeyinde yapilan incelemede kontrol grubundaki hayvanlarin
dokularinda hicbir histopatolojik lezyona rastlanmadi (Resim 4.8). Sadece DMH ve
DMH’a ilave olarak anjiostatin verilen deney gruplarindaki farelerde ise degisik sayida
lezyon mevcuttu. Lezyonlarin histopatolojilerine bakildiginda bunlarin bir kisminin
hafif displazi, bir kisminin siddetli displazi, bir kisminin ise kotii huylu tiimoral lezyon

oldugu tespit edildi.

Histolojik olarak displastik lezyonlarda bezler yapisal diizensizlik gostermekte olup,
bezlerde uzamalar ve sekilsizlik mevcuttu. Hiicreler pleomorfizm, sekil ve boyutlarinda
farkliliklar, artmig nukleus sitoplazma orani ve az hiicresel farklilasma sergiliyordu.
Nukleuslar1 genislemis ve hiperkromatikti. Displastik degisiklikler siklikla kansertz
degisim odaklarina bitisikti. Adenomlar displazinin cesitli seviyelerini sergilemekteydi

(Resim 4.9-4.10).

Histolojik olarak kolorektal karsinomlarin bazilar1 indiferansiye bazilar1 ise iyi
diferansiyeydi. Biiylimeleri siklikla mukoza ile sinirliydi ve bazi tiimorlerde bagirsak
duvarinda invazyon goziikiiyordu. Neoplastik bezlerde wuzama, sekilsizlik ve
dallanmalar mevcuttu. Bu bezler temel olarak, mukus salgilayan goblet hiicrelerinin
arasima serpismis olan neoplastik uzun kolumnar hiicrelerden olusuyordu. Mukoza
yiizeyi boyunca normal mukozaya zit olarak epitel hiicrelerinin kendine has papiller
kiimelesmeleri mevcuttu. Tiimorlerdeki invazyon derinligi bazi tiimorlerde muskularis
mukozaya kadar inerken bazi tiimorlerde tunika serozaya kadar idi. Tunika serozaya
invazyon nadir olarak goriildii. Bu tiimorler siklikla genisce biiyiime ve solid nodiiler
kiitleler olusturup bagirsak liimenini daraltiyordu. Neoplastik hiicreler belirgin
pleomorfizm gostermekte olup karakteristik olarak ¢ekirdekleri asir1 derecede
hiperkromatik ve biiyiiktii. Cekirdek sitoplazma orani birbirine yakindi. Mitotik hiicreler
siklikla ¢cok sayida ve belirgin derecede atipikti (Resim 4.11-4.13).
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Resim 4.8. Kontrol grubundaki farelerin kolonunun normal histolojik goériiniimii. A) HE X 4 B) HE

Mm: Lamina muskularis mukoza,

Tsm: Tunika submukoza, Tm: Tunika muskularis

i

X 10 C) HE X 20 biiyiitme M: Tunika mukoza
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Resim 4.9. Kolonda goriilen hafif displazi. A) HE X 4, B) HE X 20 biiyiitme. hd: hafif
displastik alan, nkm: normal kolon mukozasi, Id: lenf nodiilii
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Resim 4.10. Kolonda goriilen siddetli displazi. A) HE X 4, B) HE X 20 biiyiitme.
sd: siddetli displastik alan, nkm: normal kolon mukozasi, mm: muskularis mukoza
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Resim 4.11. Kolonda goriilen noninvaziv adenokarsinom. A) HE X 4, B) HE X 20 biiyiitme.
niak: noninvaziv adenokarsinom, nkm: normal kolon mukozasi, mm: muskularis mukoza
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B) HE X 20 biiyiitme.
m: musin salgisi

>

Resim 4.12. Kolonda goriilen invaziv adenokarsinom A) HE X 4

i

, nkm: normal kolon mukozasi

iak: invaziv adenokarsinom
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Resim 4.13. Kolonda goriilen invaziv adenokarsinom A) HE X 4, B) HE X 20 biiyiitme.
iak: invaziv adenokarsinom, nkm: normal kolon mukozasi, tm: tunika muskularis,
tmi: tunika muskularis’e invazyon
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Deney grubundaki lezyonlar incelendiginde, DMH verilen gruptaki farelerde ortalama
toplam histopatolojik lezyon sayis1 9.854+4.91 iken DMH’a ek olarak anjiostatin verilen
gruptaki ortalama deger 8.71+3.49 olarak bulundu (Tablo 4.2). DMH verilen gruptaki
tim hayvanlarda goriilen histopatolojik lezyonlarin sayist 69 olarak belirlenirken; bu
lezyonlarin  %62.32’sinin  kolonun distalinde, %?26.08’nin kolonun ortasinda ve
%11.59’nun da kolonun proksimalinde bulundugu tespit edildi. DMH’a ek olarak
anjiostatin verilen grupta ise toplam lezyon sayis1 61 olarak belirlenirken; bu
lezyonlarin kolonun distal, orta ve proksimal boliimlerindeki dagilimlari sirasiyla
%70.49, %26.22 ve %3.27 olarak tespit edildi. Histopatolojik lezyonlar1 hafif displazi,
siddetli displazi ve kotii huylu tiimoral lezyon olarak smiflandirip degerlendirdigimizde
sadece DMH verilen gruptaki farelerde ortalama lezyon sayilar1 sirasiyla 2.28+1.79,
3.144£2.67 ve 4.42+2.29 seklinde bulunurken, DMH’a ek olarak anjiostatin verilen
gruptaki farelerde ortalama lezyon sayilar1 sirasiyla 2.71£1.38, 2.28+1.49 ve 3.71+2.29
olarak belirlendi. DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta bulunan farelerde tespit
edilen toplam histopatolojik lezyon sayisi, siddetli displazi ve kotii huylu tiimoral
lezyon sayisi, sadece DMH verilen grupta bulunan farelerdekine oranla daha diisiik,
hafif displazide ise hafif bir artis gozlendi. Fakat bu farklilik istatistiksel olarak anlaml
degildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Deney gruplarinda belirlenen ortalama histopatolojik lezyonlarin sayisi

Gruplar Hafif Displazi | Siddetli Displazi Tﬁlriigfaflfi}a’;;on {?Z);f:::
Kontrol (N=10) - - -
DMH (N=7) 2.28+1.79 3.14+2.67 4.4242.29 9.85+4.91
DMH+Anjiostatin (N=7) 2.71x1.38 2.28+1.49 3.71+2.29 8.71£3.49

Sadece DMH verilen gruptaki farelerin 6’simnda hafif displastik lezyonlar goriildii.
Farelerde toplam hafif displastik lezyonlarin sayis1 16 olarak saptandi. Ortalama lezyon
say1s1 2.28+1.79 olarak belirlenirken, bu lezyonlarin %18.75’1 kolonun proksimal
kisminda, %43.75’1 orta kisminda, %37.5’1 de distal kisminda goriildi. DMH’a ek
olarak anjiostatin verilen grupta ise farelerin hepsinde (%100) hafif displastik lezyonlar

goriiliirken, toplam lezyon sayist 19 olarak tespit edildi. Bu gruptaki farelerde ortalama
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lezyon sayis1 2.71+1.38 iken lezyonlarn dagilimi; % 5.26’s1 kolonun proksimalinde,
%42.10’u orta kisminda ve %52.63’ii distal kismindaydi. DMH grubundaki bir farede,
kolonun orta boliimiinde goriilen maksimum lezyon sayis1 4 iken, DMH’a ilave olarak
anjiostatin verilen farelerden birinde kolonun distalinde maksimum lezyon sayis1 3

olarak tesbit edildi (Tablo 4.3, Resim 4.9).

Tablo 4.3. Deney gruplarinda bulunan hafif displastik lezyonlarin kolon’daki dagilimi ve istatistiksel
degerleri

;‘b?rzgl(:elrll Lezyon Ortalama Min Kolonnd(:;/:l)a fihm
Gruplar lezyon Ortanca | ve

fare sayis1 sayisy Mak

sayisi Proksimalde | Ortada | Distal
DMH 3 7 6
(N:7) 6 16 2.28+1,79 2.00 0-5 (18.75) (43.75) | (37.50)
DMH+ 1 3 10
z?\lll..];;)statm 7 19 2.71+1.38 2.00 1-5 (5.26) @2.10) | (52.63)

Lezyonlar1 siddetli displazi yoniinden degerlendirdigimizde (Resim 4.10) sadece DMH
verilen farelerde toplam siddetli displastik lezyonlarin sayis1 22 olarak saptandi. Bir
farede siddetli displaziye rastlanmazken, bir farede ise 7 adet siddetli displazi mevcuttu
(ortalama 3.1442.67). Bu lezyonlarin biiyiik bir ¢ogunlugu (% 68.18) kolonun distal
kisminda goriildi. DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta ise toplam lezyon sayisi
16 olarak tespit edildi. Bu gruptaki farelerde ortalama lezyon sayis1 2.28+1.49, bir
farede siddetli displaziye rastlanmazken bir farede ise 4 olarak belirlendi. Bu gruptaki
farelerde kolonun proksimal kisminda siddetli displastik lezyonlar goriilmedi.

Lezyonlarim % 87.5’1 kolonun distal geri kalan boliimii de orta kisminda tespit edildi.

DMH grubunda kolonun orta boliimiinde goriilen maksimum lezyon sayist 5 olup iki
farede goriiliir iken, DMH’a ilave olarak anjiostatin verilen farelerden birinde kolonun
distalinde maksimum lezyon sayis1 4 olarak tespit edildi. Yukaridaki veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde DMH’a ek olarak anjiostatin verilen gruptaki farelerin

lezyonlarinda bir azalma olmasina ragmen bu anlamli degildi (Tablo 4.4).



Tablo 4.4. Deney gruplarinda bulunan siddetli displastik lezyonlarin kolon’daki dagilimi ve istatistiksel
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degerleri
, <

Lb.erzgl(::l Lezvon Ortalama Min Kolonnd(z:%:l)aglhm
Gruplar g y lezyon Ortanca ve

fare sayisl

sayis1 Mak

sayisi Proksimal Orta Distal
DMH 2 5 15
(N+7) 6 22 3.14+2.67 3.00 0-7 9.09) 2272) | (68.18)
DMH+ 0 ) 14
3\111:]71;)stat1 6 16 2.28+1.49 2.00 0-4 ) (12.5) (87.5)

Histolojik kesitler kotii huylu tiimoral lezyonlar yoniinden incelendiginde, kontrol
grubundaki farelerin hi¢birinde kotii huylu tiimoral lezyon gelismezken, DMH ve
DMH’a ilave olarak anjiostatin verilen her iki gruptaki farelerin hepsinde (%100) kotii
huylu tiimoral lezyonlarin gelistigi saptandi. DMH verilen gruptaki farelerin ortalama
kotii huylu tiimoral lezyon sayist 4.42+2.29 olarak belirlendi. Bu lezyonlarin %9.67
kolonun proksimalinde, %19.35 orta kisminda, %70.96’s1 da distal kisminda
bulunmaktaydi. En fazla lezyonun goriildiigii kolonun distalinde bir farede goriilen
minimum ve maksimum lezyon sayilar1 swrasiyla 1 ve 6 olarak belirlendi. 6 lezyon
sadece 2 farede tespit edildi. DMH’a ek olarak anjiostatin verilen gruptaki farelerde
ortalama lezyon sayis1 ise 3.71£2.21 olarak belirlendi. Lezyonlarin kolonda dagilimi ise
proksimal %3.84, orta %23.07, distal %73.07 olarak saptandi (Tablo 4.5, Sekil 4.1).
Kolonun distalinde goriilen lezyonlar i¢cin minimum ve maksimum degerleri 0 ve 6
olarak belirlendi. 6 lezyon sadece 1 hayvanda tespit edildi. DMH’a ek olarak anjiostatin
verilen grupta ortalama lezyon sayis1 sadece DMH verilen gruba gore diisiik bulundu,
fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.5). Saptanan lezyonlar
histopatolojik yonden degerlendirildiginde lezyonlarin adenokarsinom oldugu tespit
edildi. Bu adenokarsinom lezyonlar ise noninvaziv (intramukozal) ve invaziv
adenokarsinom seklinde alt gruplara ayrildi. Sadece DMH verilen gruptaki farelerde
koti huylu tiimoral lezyonlarim %64.52’si noninvaziv adenokarsinomlar, %35.48’1 ise
invaziv adenokarsinomlar idi. DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta noninvaziv ve

invaziv adenokarsinomlarin goriilme siklig1 ise % 50’serd.i.
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Tablo 4.5. Deney gruplarinda kotii huylu tiimoral lezyonlarin kolon’daki dagilimi ve istatistiksel
degerleri

, <
L“ez'yon Ortalama Min Kolon’da dagihm
goriilen | Lezyon o n (%)

fare sayis) lezyon rtanca ve

Gruplar sayisl Mak . .

sayisl Proksimal Orta Distal

DMH 3 6 22

(N+7) 7 31 4.42+2.29 4.00 2-8 ©9.67) (1935) | (70.96)

DMH+ | 6 19

&I{J‘;;)Statln 7 26 3.71£2.21 4.00 1-8 (3.84) (23.07) (73.07)

DMH+Anjiostatin

7/7—31 Malign timéral
lezyon lezyon

77—26 Malign tiiméral

Sekil 4.1. Deney gruplarinda kotii huylu tiimoéral lezyonlarin kolondaki dagilima.

Kotii huylu tiimoral lezyonlar1 noninvaziv karsinom kriterine gore degerlendirdigimizde
DMH vererek kanser olusumunu indiikledigimiz gruptaki farelerin hepsinde (% 100)
noninvaziv adenokarsinomlar tespit edildi (Resim 4.11). Bu gruptaki toplam lezyon
sayis1 20 olarak belirlenirken, ortalama lezyon sayis1 2.85+£1.95 olarak tespit edildi.
Kolonun proksimalinde lezyon yoktu, mevcut lezyonlarin %15°1 kolonun orta kisminda,
%85°1 1se distal kisminda idi. DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta ise
hayvanlarin 6’sinda noninvaziv karsinomlar belirlendi. Bu gruptaki toplam lezyon
say1s1 sadece DMH verilen gruptaki lezyon sayisina gore diisiis gostermekte olup 13

olarak tespit edildi. Bu gruptaki lezyonlarin ortalama sayis1 1.85+1.34 olarak



61

belirlenirken, sadece DMH verdigimiz gruptaki gibi bu grupta da lezyonlar kolonun
proksimalinde goriilmedi. Lezyonlarin %15.38’1 kolonun orta, %84.62’si distal
kisminda tespit edildi.

DMH grubunda kolonun distalinde goriilen maksimum lezyon sayis1 5 olup 2 farede
goriilir iken, DMH’a ilave olarak anjiostatin verilen farelerden birinde kolonun
distalinde maksimum lezyon sayis1 4 olarak tespit edildi. Yukarida da ac¢iklandig1 gibi
DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta lezyon sayisinda bir azalma olmasina

ragmen bu veri istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Deney gruplarinda noninvaziv karsinomlarin kolon’daki dagilimi ve istatistiksel degerleri

y .
Lf:z'yon Ortalama Min Kolon’da dagihm n
goriilen | Lezyon (%)

Gruplar P lezyon Ortanca ve

are sayist sayisl Mak
sayisli Proksimal Orta Distal

DMH 7 20 2.85+1.95 2.00 1-6 0 3 17

(N:7) 0 (15) (85)

DMH+ 6 13 1.85+1.34 2,00 0-4 0 2 11

Anjiostatin 0) (15.38) | (84.62)

(N:7)

Kotii huylu tiimoral lezyonlar1 histopatolojik olarak invaziv karsinom seklinde (Resim
4.12, 4.13) smiflandirdigimizda sadece DMH verilen gruptaki farelerin 6’sinda invaziv
adenokarsinomlar tespit edildi. Farelerdeki toplam lezyon sayis1 11 ve ortalama lezyon
sayist ise 1.57#0.97 olarak belirlendi. Mevcut lezyonlarin %27.27°si kolonun
proksimalinde, %?27.27’si orta kisminda ve %45.45°1 de distal kisminda bulunmaktaydi.
DMH’a ek olarak anjiostatin verilen grupta ise hayvanlarin hepsinde (%100) invaziv
adenokarsinomlar goriiliirken, toplam lezyon sayis1 13 olarak tespit edildi. Bu gruptaki
farelerde ortalama lezyon sayisi 1.85+£1.06 iken lezyonlarin %7.69’unun kolonun
proksimalinde, %30.76’smnin orta kisminda ve %61.53’iiniin de distal kisminda

bulundugu tespit edildi.

DMH grubundaki bir farede kolonun distalinde goriilen maksimum lezyon sayisi 1 olup
5 farede gozlenirken DMH’a ek olarak anjiostatin verilen gruptaki farelerde kolonun

distal kisminda maksimum 2 lezyon goriiliirken bu durum ise 2 farede belirlendi.
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Lezyonlarda her iki grup icinde invazyon derinligi cogunlukla muskularis mukoza ve
submukozaya dogru iken nadir olarak bazi lezyonlarin tunika serozaya kadar invazyon
gosterdigi tespit edildi Yukaridaki veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde
DMH’a ek olarak anjiostatin verilen gruptaki farelerin lezyonlarinda bir artma olmasma

ragmen bu anlamli degildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Deney gruplarinda invaziv karsinomlarin kolon’daki dagilimu ve istatistiksel degerleri

]_:‘ez‘yon Ortalama Min Kolon’da dagihm
goriilen | Lezyon n (%)
Gruplar lezyon Ortanca ve
fare sayis1
sayis1 Mak
sayisi Proksimal | Orta Distal
DMH®N:7) | 6 11| 1572097 | 200 | 03 3 3 >
T ' (27.27) (27.27) | (45.45)
DMH+ | 4 3
3\111:]71;)statm 7 13 1.85+1.06 2.00 1-4 (7.69) (30.76) (61.53)




5. TARTISMA VE SONUC

Bagirsak tiimorleri tiim diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. Rektum da
dahil olmak iizere kolon, viicuttaki diger organlardan daha fazla primer neoplazmin
kaynak noktasidir. Kolorektal kanserler oliimciil kanserler arasinda, bronkojenik
kanserlerden sonra ikinci siwrada gelmektedir. Kolorektal kanserlerin etiyolojisi tam
anlamiyla bilinmemekle beraber bazi faktorlerin kolorektal kanser olusumu ile ilgili
oldugu bilinmektedir. Bu faktorleri genel anlamda cevresel ve genetiksel faktorler
seklinde smiflandirabiliriz. Kanser olusumu, cevresel etkenlerin ve genetik yatkinligin
etkilesimi sonucu uzun bir siire¢ sonrasinda ortaya c¢ikmaktadir (92,98). Hayvan
modelleri, insanda kolorektal kanser gelisimi ve patogenezi altinda yatan
mekanizmalarin i¢ yliziiniin kavranmasinda onemli katkilar saglayabilir (108). Ratlar ve
fareler gibi laboratuar hayvanlar1 kolon kanserini dogal olarak gelistiremezler. Bu
sebeple hayvanlar genellikle kanseri baglatan bir uyarici ile muamele edilir. DMH ve
metabolik {iriinii olan azoksimetan bazi ¢alismalarda kanseri baslatict olarak siklikla
kullanilmislardir. DMH kolona kars1 yiiksek derecede organ spesifitesi olan kuvvetli bir
karsinojen olup hayvanlara intraperitoneal, subkutan, intrarektal ve oral tarzda

uygulanabilir (101,113,119,120). Hayvanlarda kalin bagirsak tiimorlerini indiiklemede
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DMH’in tercih edilmesinin sebepleri ise DMH tarafindan indiiklenen kolon
timorlerinin epitel orijinli olup insan kolonu neoplazmlarina benzer morfoloji
sergilemesi, tiimorlerin dagiliminda insan kolonundakine benzer bir dagilim olmasidir
(103,121). Farelerde DMH’a kars1 cevapta wrka baghh duyarhilikta degiskenlikler
mevcuttur  (116,122,123). Kuraguchi (2001) iki fakli karsinojeni uyguladig:
caligmasida kullanmis oldugu fare irklar1 arasinda Balb-c farelerinin DMH’a karst
cevapta en duyarli ik oldugunu bildirmistir (104). Hayvan modellerinde kolorektal
kanser gelisme orani kullanilan karsinojenin dozuna, uygulama sekline, uygulama
siklig1 ve siiresine baglhidir. Bunlara ilaveten farelerin cinsiyeti, yasi ve genetik gecmisi
kolorektal kanser gelisme oranimi etkiler. Ayrica farelerin bagirsak florasi, diet gibi
faktorler de karsinojenik bilesiklerin metabolizmasina tesir ederek bu bilesiklerin etkili

lokal konsantrasyonlarini etkileyebilir (108).

Laboratuar hayvanlarinda deneysel kanser olusturmada, DMH farkli say1 ve dozlarda
uygulanmistir. Kolon kanseri olusturmak icin DMH’1n tek doz uygulamasinin etkisini
inceleyen calismalarda, farkli dozlar (6.8-30 mg/kg) ve farkli uygulama yontemleri
(intraperitoneal-subkutan) kullanilmis, DMH enjeksiyonundan sonra degisik siirelerde
(12 saat-2 yil) bekletilen hayvanlarin kolonlarinda patolojik bir lezyona
rastlanilmamustir (103,104,106,116,119). Farelerde DMH’m tek doz uygulanmasinin
etkisini daha ayrintili olarak inceleyen Toth ve ark. (1976), 20 mg/kg DMH’1 5 haftalik
50 disi ve 50 erkek swiss albino faresine subkutan tarzda uygulayip hayvanlari
yasamlar1 boyunca takip etmistir. Hayvanlarda kontrol gruplarma gore ¢ok az bir kilo
kaybini rapor etmistir. Histopatolojik yonden degerlendirdiginde ise 57 haftalik 1 disi
farede cekum adenokarsinomu, 75 haftallk 1 erkek farede ise cekum polipoid
adenomasinin gelistigini tespit etmistir. Bunlarin disinda hayvanlarda farkli zamanlarda

kan damarlar1 ve akciger tiimorlerinin olustugunu belirtmistir (124).

Coklu doz uygulamalarinda ise degisik fare irklar1 tizerinde yapilan caligmalarda; 2-26
hafta araliginda haftada bir kez degisik dozlarda (6,8-20 mg/kg) sadece DMH
uygulanmig ve son DMH enjeksiyonundan sonra degisik siirelerde (1 hafta-2 yil)
bekletilen deney hayvanlarinda farkli oranlarda (%26-%100) verilen doza, siireye ve
uygulama sekline bagli olarak kolon tiimérlerinin gelistigi, bunlarin cogunlukla kolonun
distal kisminda gozlendigi belirtilmistir. Baz1 hayvanlarda kolon tiimérleri yaninda anal

bolge ve akciger tiimorlerinin de gelistigi tespit edilmistir (105,107,110,111,122,125).



65

Chang (1986) CF-1 fareleri iizerinde DMH’1n etkisini incelemis oldugu c¢alismasinda
farelere 20 mg/kg DMH’1 haftada bir kez 9, 11 ve 18 hafta boyunca subkutan tarzda
vermis ve hayvanlar1 son DMH enjeksiyonundan 1 hafta sonra 6ldiirmiistiir. Kimyasal
indiiklenmis kolon neoplazmlarinin biyolojik davranis1 tizerinde DMH’1n farkli toplam
dozlarmin etkisini incelemek i¢in ise farelere ayn1 dozda DMH uygulamasini 12 ve 22
hafta siiresince yapmis ve hayvanlar1 25.-26. haftalarda sakrifiye etmistir. Makroskopik
olarak goriilmemesine ragmen, DMH uygulamasinin baslamasindan 9 hafta sonra
Oldiiriilen farelerin hepsinde displastik kriptalarin ve kii¢iik neoplastik lezyonlarin kolon
mukozasinda 151k mikroskobu altinda gozlendigini rapor etmistir. 11 ve 18 haftaliklarda
neoplazmlarin say1 ve boyutlarinda bir artig tespit etmis olup neoplazmlarin mukoza ile
siirlt oldugunu belirtmistir. 12 ve 22 hafta siiresince DMH uygulananlarin hepsinde
(%100) kolonun distal kisminda c¢oklu neoplazmalar1 belirlemis olup, olusan
neoplazmlarm biiylik bir ¢ogunlugunun invazyon sergiledigini bildirmistir. Yapmis
oldugu calismada kimyasal olarak indiiklenmis kolon neoplazmlarinin iiretiminin
hayvanlara verilen karsinojenin toplam dozuna bagh oldugunu, neoplazmlarin invazyon
derinliginde ise toplam karsinojen dozundan daha cok tedaviye baslangi¢ ile sakrifiye

arasindaki gecen zamanin 6nemli bir faktor gibi goziiktiigiinii bildirmistir (126).

Toth ve arkadaslar1 (1976) Swiss Albino fareleri tizerinde DMH’1n etkisini inceledikleri
genis ¢apli arastirmalarinda 5 haftalik farelere 20 mg/kg DMH’1 10 hafta boyunca
haftada bir kez subkutan tarzda uygulamislardir. Hayvanlar1 6liinceye kadar takip
etmisler ve 41 disi farenin (%82) kalin bagirsaginda 130 tiimor, 45 erkek farenin (%90)
kalin bagirsaginda 156 tiimor gelistigini rapor etmislerdir. Disi farelerde ilk tiimoriin 29,
son timoriin 90 haftalikken goriildiigiinti, erkek farelerde ise ilk tiimoriin 32, son
tiimoriin ise 77 haftalikken goriildiigiinii belirtmislerdir. Tiimorlerin ¢ekum, kolon ve
rektumun adenom ve adenokarsinomlar1 oldugu belirtilmis olup, tiimorler ¢ok fazla
siklikla ileuma komsu ¢ekumda, kolonun alt boliimiinde ve rektumda tespit edilmistir.
Cinsiyetler arasinda tiimorlerin dagilimi bakimindan 6énemli bir farklilik goriilmemis ve
tiimorlerin siklikla muskularis mukozaya invaze oldugu, nadir olarak da serozay: icine
alan bagirsagin tiim duvari boyunca bir biilyiimenin oldugu rapor edilmistir. Cok az
vakada metastatik lezyonlar tespit edilmistir. Hayvanlarda kalin bagirsagin tiimérleri
disinda degisik organlarda kan damari tiimorleri, akciger tiimorleri, bobrek tiimorleri ve

aniis tiimorleri rapor edilmistir (124).
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Wu (1994) ve arkadaslar1 4-5 haftalik Balb-c tiirii fareler iizerinde yapmis oldugu
caligmalarinda ilk 14 hafta boyunca 15 mg/kg daha sonraki 8 hafta siiresince 20 mg/kg
DMH’1 haftada bir kez olarak subkutan tarzda farelere uygulayip, 25. haftada tiim
hayvanlar1 sakrifiye etmislerdir. Hayvanlarin %46.4’iinde kolon tiimorii olusumunu
rapor etmisler ve hayvan basmna diisen ortalama timor sayisini 2.76+0.4 olarak
belirtmislerdir. Hayvanlarin %?23’iinde 3’ten fazla tiimor bulundugunu bildirmislerdir

(115).

DMH’in deneysel kolon kanseri olusturma iizerine etkisini inceleyen onceki bir
caligmamizda (117), Balb-c farelerine hafta bir kez 20 mg/kg DMH 12 hafta siiresince
subkutan tarzda uygulanmis ve son DMH enjeksiyonundan sonra degisik siirelerde (1.5,
3.0, 4.5 ve 6.0 aylar) hayvanlar sakrifiye edilmistir. Calisma siiresince DMH enjekte
edilen farelerin genel goriintiisiinde farklilik gozlenirken, viicut agirliklar1 arasinda
anlamli bir farklihk bulunmadigi tesbit edilmistir. 4.5 ay sonra sakrifiye edilen
hayvanlar histopatolojik yonden degerlendirildiginde hafif displazi ve karsinomun
hayvanlarin hepsinde (%100) siddetli displazinin ise %85’inde goriildiigii, siddetli
displazi ve karsinoma goriilme sikliginin zamana bagli olarak artis gosterirken, hafif
displazide bu durum gozlenmemisti. Son DMH enjeksiyonundan 4.5 ay sonra
oldiiriilen hayvanlarda toplam hafif displazi, siddetli displazi ve karsinom sayilarinin
sirastyla 16, 13 ve 30 oldugu, ayrica tiimoral lezyonlarin genellikle adenokarsinom
oldugu ve patolojik olarak degerlendirip smiflandirilan lezyonlarin biiyiikk bir

cogunlugunun kolonun distal kisminda gelistigi goriilmiistiir.

Mevcut literatiir bilgilerini inceledigimizde farelerde deneysel kolon kanseri olusturmak
icin karsinojen olarak DMH 1n secildigi doz ve uygulama sekli olarak da genellikle 20
mg/kg subkutan uygulamanin daha etkili bir sonu¢ verdigi belirlendi. Ayrica yapilan
caligmalarda karsinojenin uzun siireli haftalik uygulanmasi gerektigi ve bu siirecin
sonunda hayvanlarda kanser olusumu i¢in belirli bir siire beklenmesi gerektigi tespit
edildi (117,124,126). Gerek yukarida verilen daha onceki yapilan ¢alismalar, gerekse
bizim yaptigimiz c¢alismanm sonuclar1 1518inda yapmis oldugumuz bu calismamizda
Balb-c tiirii farelere 20 mg/kg DMH subkutan olarak 12 hafta siiresince uygulandi ve
son DMH uygulamasindan 4.5 ay sonra fareler sakrifiye edildi. Deney siiresince sadece
DMH verilen farelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda genel goriiniimlerinde

bozukluklarin oldugu ve kilolarinin daha az oldugu belirlendi. Farelerin kolonlarimi
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histopatolojik olarak degerlendirdigimizde hafif displastik ve siddetli displastik
lezyonlarin hayvanlarm % 85.71’inde, kotii huylu tiimoral lezyonlarm ise hayvanlarin
% 100’iinde oldugu tespit edildi. Tiimoral lezyonlarin hepsinin adenokarsinom oldugu,
bir kismimin invazyon gosterdigi, lezyonlarin cogunlukla kolonun distal kisminda
yerlesim sergiledigi ve farelerde ¢oklu tiimoral lezyonlarin bulundugu tespit edildi. Elde
ettigimiz veriler mevcut literatiir bilgileri ile uyum gostermekteydi. Deneysel kanser
olusturmada arastirmacilar arasinda bazi sayisal farkliliklarin bulunmasi kullanilan fare
irkina, DMH dozuna, siiresine, uygulama sekline ve DMH uygulamasi sonras1 farkli

bekleme zamanlaria baglanabilir.

Giiniimiizde insanlarin 6liimiine neden olan sebepler arasinda kanser ilk siralarda yer
almaktadir. Teshis ve tedavisindeki ilerlemelere ragmen hastalarin hayatta kalma orani
halen azdir. Bugiine kadar tiimor hiicrelerinin kendileri antikanser tedavisi icin ilk hedef
olarak kabul ediliyordu. Bu durum solid tiimorlerin bazilar1 i¢in hastalarin hayatta
kalma siirelerini uzatirken, tedaviye bagli toksisite ve ila¢ direncindeki artis morbidite
ve mortalitenin en biiyiik sebebi olmaya devam etmekteydi (39). Son gelismeler ve
arastirmalar timor biiylimesi ve gelisimi i¢in Onemli olan yollar1 segici olarak
hedefleyen normal dokular1 ayirma yetenegi olan tedaviler iizerinde yogunlagmistir
(68). Tumor biiylimesi ve metastazi ile anjiogenezis arasindaki siki iliskinin 1971
yilinda Folkman tarafindan acgiklanmasi ve ileriki donemlerde anjiogenezis
basamaklarimin  aydinlatilmasi, anjiogenezis inhibisyonunun tedavi avantaji
saglayabilecegi diisiincesini gelistirmistir (59). Kolorektal kanserde primer tiimordeki
artmis anjiogenezis kotii prognoz ve hastaligin niiksetmesi ile iliskilendirilmistir.
Arastirmacilar mikrodamar yogunlugunun kanserin invazyon derinligi ile bir iligkisinin
olabilecegini ve anjiogenezisin metastaz olusumu ve biiyiimesi i¢in sart oldugunu
bildirmislerdir (18). Kolorektal kanserli hastalarin tedavisi icin Onerilen ve
degerlendirilen ilk antianjiogenik bilesikler endostatin ve anjiostatindir (68). Anjiostatin
dolasimdaki bir anjiogenezis inhibitorii olup 3LL tiimori tastyan C57BI6/J farelerinin
idrar ve serumunda Folkman Laboratuar: tarafindan kesfedilmistir (18,62). Anjiostatin,
plazminojenin kringle alan1 olarak bilinen ve disiilfid baglar1 ile baglanmis bes tane olan
ticlii ilmeklerinin ilk dordiinti icerir. (Kringle 1-4), (60,62,72). Anjiostatin biiyliyen
primer tiimor varliginda dolasimda cogalir ve primer tiimor uzaklastirilmasindan sonra
dolagimdan kaybolur. Boylece 3LL karsinomasmin kesilip alinmasi dolasan

anjiostatinin azalmasi ile sonuclanir. Bu durumda yeni damarlanma ve akciger
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metastazlarinin biiylimesine miisade eder (62). Anjiostatin’nin kesfi biiyiik bir heyecan
uyandirmigtir. Cilinkii primer tiimoriin ¢ikarilmasindan sonra distan anjiostatin
uygulamasi metastatik biiyiimeyi engelleyebilir gibi goziikmektedir (127). Bu hipotezler
1s18inda  anjiostatin ile 1ilgili bircok in vitro ve in vivo deneyler yapilmistir

(41,62,72,75,76).

Plazminojenden arindirilmis fare veya insan anjiostatini, in vitro olarak cesitli dozlarda
(1-100 pg/ml) uygulandigr zaman insan umblikal veni endotel hiicrelerini (HUVE),
malign fare hemangioendothelioma (EOMA) hiicrelerini, inek kapiller endotel
hiicrelerini (BCE) ve inek aort endotel hiicrelerini (BAE) iceren endotel soylarinin
cogalmasini doza bagimh tarzda inhibe ettigi bildirilmistir. Buna zit olarak endotel
hiicre cogalmasinin maksimum inhibisyonunu saglayan anjiostatin
konsantrasyonlarinin, 3T3 fibroblastlari, inek aort diiz kas hiicrelerini, insan fetal
fibroblastlarini, inek retinal pigment epitel hiicrelerini, inek aortik diiz kas hiicrelerini ve
3LL kemirgen Lewis akciger karsinoma hiicrelerini iceren cesitli normal ve neoplastik
nonendotelyal hiicre gruplar1 {izerinde inhibitor etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.
Bu durum ise anjiostatinin 6zellikle endotel hiicre c¢ogalmasmi engelledigini

gostermistir (41,60,62,72,73,75).

Endotel ¢cogalmasinin engellenmesi iizerine insan anjiostatininin daha kiiciik bilesenleri
izerine yapilan caligmalarda her bir kringle yapisi arasinda fonksiyonel farkliliklar
oldugu ve anjiostatinin endotelyal inhibitor aktivitesinin kringle 1, kringle 2 ve kringle 3
tarafindan paylagilmakta olup, muhtemelen bu paylasimda kringle 4’iin yer almadigi
belirlenmistir. Birlesmis kringle parcalarinin endotel hiicreleri iizerinde inhibisyon
etkisinin arastirildigir caligmalarda ise K 1-3’tin en kuvvetli inhibitor etkiyi gosterdigi

bildirilmistir (41,60,62,72,74,76).

Chorioallantoic membran incelemelerinde anjiostatin in vivo olarak cesitli dozlarda
(0.1-100 pg/embriyo) uygulandiginda anjiostatinin anjiogenezisi engelledigi ve doza
bagli inhibisyonun 20 pg’da basladigi, yaklasik 100 pg da ise doyuma ulastigi
belirtilmistir (41,62).
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Kim ve arkadaglar1 (1999) normal anjiostatinden (K 1-4) bir tane eksik kringle iceren
anjiostatinin (rPK1-3) in vivo olarak degisik dozlarmin (10-30 pg) cesitli anjiogenik
molekiiller tarafindan uyarilan yeniden damarlanma iizerinde etkisini tavsan kornealar1
tizerinde yaptiklar1 bir calismada incelemislerdir. rPKI1-3 ile muamele edilmis
kornealarin daha az yeniden damarlanma sergilediklerini ve yeniden damarlanmanin

inhibisyon derecesinin verilen dozla dogru orantili oldugunu belirtmislerdir (76).

Onceki calismalar gostermistir ki insan anjiostatininin sistematik uygulanmasi farelere
transplante edilmis olan insan ve kemirgen primer tiimorlerini giiclii bir sekilde inhibe
etmektedir (73,128). 3 agresif kemirgen primer tiimor (Lewis Lung karsinoma, T241
fibrosarkoma ve reticulum hiicre sarkomasi) biiyiimesinin giinlilk 100 mg/kg dozlarda
ortalama %84 oraninda inhibe oldugu bildirilmistir (128). Primer tiimorlerin
biiylimesinin inhibisyonu giinlik 10 mg/kg dozlarda kolaylikla goriilmiistiir.
Anjiostatin’in dozlarindaki artig ile anti tiimor etkinlik arasinda dogru orantili bir iliski
oldugu bildirilmistir. Anjiostatinin insan gogiis karsinomasini %95, kolon karsinomasini
%97 ve prostat karsinomasini ise neredeyse %100 inhibe ettigi rapor edilmistir
(62,128). Kolon ve gogiis karsinomasini tasiyan farelerde, anjiostatin tedavisinin geri
cekilmesinden 2 hafta sonra tiimorlerin yeniden biiyiidiigli tespit edilmistir. Anjiostatin
tedavisi giinliikk 100 mg/kg maksimum doza ulassa bile farelerde kilo kayb1 ve benzeri
hicbir toksisite goriilmemistir. Toksisitenin olmayis1 gosterir ki anjiostatin ile yapilan
etkili antitiimor tedavisi tiimoriin endotelyal boliimiinii direkt olarak etkiler ki bu durum
timor biiylimesinin kontrol edilmesinde endotel hiicre kompartmaninin 6nemini

gostermistir (62).

Sim ve arkadaslar1 (1997) primer ve metastatik tiimor biiylimesi lizerine anjiostatinin
etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda 8 haftalik C57Bl/6J farelerine LLC (Lewis
Lung karsinoma) hiicrelerini implante etmisler ve timérler 1500 mm’® boyuta
ulastiginda (bu durum ise implantasyondan yaklasik 14 giin sonra olur) bu tiimorleri
cerrahi olarak uzaklastirmiglardir. Tiimorleri ¢ikarilmis gruptaki hayvanlara dogal ve
rekombinant anjiostatin proteinlerini sistematik olarak 14 giin siiresince giinliik 1.5
mg/kg doz seklinde uygulamislar ve fareleri 28. giinde sakrifiye etmislerdir. Yaptiklari
incelemelerde rekombinant anjiostatin proteini ve dogal anjiostatin ile muamele edilmis
farelerin akciger metastazlarinin sayisim (10«1, 3+1) kontrol grubu farelerinin akciger

metastaz sayilarindan (77£15) farkli oldugunu belirlemisler ve %90’1n {izerinde
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inhibisyonu tespit etmiglerdir. Giinliik 100 mg/kg (fare basina 2mg) rekombinant
anjiostatin proteininin primer tiimore etkisini inceledikleri calismalarinda ise bu dozun
farelerde primer LLC tiimorlerini dramatik bir sekilde baskiladigini rapor etmislerdir

(73).

Yokoyama ve arkadaslar1 (2000) MA148 ovaryum kanseri hiicrelerini farelere implante
ederek olusturduklar1 ovaryum kanseri {izerinde bir c¢alisma yapmuslardir.
Calismalarinda fare anjiostatininin 30 giin siire ile giinlik 20 mg/kg subkutan
enjeksiyonlariin tiimor biiyiimesini tedavi siiresi boyunca 6nemli derece azalttigimi
rapor etmislerdir. Anjiostatin ile 2 hafta tedaviden sonra ortalama tiimér hacmini 200
mm3, kontrol grubunda ise 589 mm’ olarak belirlemislerdir. Tedavi sonucunda
anjiostatinin timor biiyiimesini %357 engelledigini tespit etmislerdir. Yaptiklar1
histolojik incelemelerde kontrol tiimorleri ile karsilastirildiginda anjiostatin ile tedavi
edilmis tiimorlerde kan damari yogunlugunun azalmis oldugunu, apopitozisde ise
belirgin bir artisin oldugunu belirlemislerdir. Antianjiogenik tedavinin tiimor
anjiogenezisinin azalmasina, bu durumun da ovaryum kanser hiicrelerinin apopitotik
Olimiine neden oldugunu bildirmislerdir (80). Dings ve arkadaslar1 (2003) ise disi
athymic nude farelerde ayni tiir hiicre grubu ile olusturduklar1 ovaryum kanserinde ayni
doz ve tarzda anjiostatin uygulamasi yapmislar ve tiimor biiyiimesinin yaklasik %50

inhibe edildigini ve tiimor mikrodamar yogunlugunun azaldigini rapor etmislerdir (77).

Joe ve arkadaglar1 (1999) athymic nude farelerde insan glioma hiicrelerinin (U-87)
intraserebral implantasyonu ile beyin tiimorleri elde etmislerdir. Farelere giinliik 100
mg/kg rekombinant kringle 1-3 (rPK1-3) uygulamasini implantasyonun 7. giiniinden
itibaren subkutan tarzda 21 giin siiresince yapmislardir. rPK1-3 uygulamasi siiresince
hicbir yeniden biiylime ve olusmanin goriilmedigini, kontrol tiimorleri ile
karsilagtirildiginda  biiyiimenin  %71.2 oraninda ©nemli bir sekilde geriledigini
bildirmislerdir. rPK1-3 ile muamele edilen hayvanlarda tiimorlerin ortalama maksimum
alanmnm 11.1#6 mm?, kontrollerin ise 45.5+20.4 mm’ oldugunu rapor etmislerdir.
Arastirmacilar ayrica tedavi edilen hayvanlarda beyin tiimorlerinin damarlanmasinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda %78.9 daha az oldugunu, bFGF ve VEGF
ekspresyonunun da ayni sekilde tedavi grubunda azalmakta oldugunu bildirmislerdir

(78).
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Drixler ve arkadaslar1 (2000) 8-10 haftalik erkek Balb-c farelerine C-26 (Kolon
adenokarsinoma) hiicrelerini subkutan tarzda implante etmisler ve deneyi timor
hacimleri farelerin hayat kalitesini etkilemis oldugu 14. giinde sona erdirmislerdir.
Tedavi programu (7.-14. giinler aras1) primer subkutan tiimorler tizerinde ve %70 kismi
hepatektomi uygulanan farelerde ya giinde iki kez subkutan tarzda 100 pl anjiostatin ya
da siirekli mikro pompalar yoluyla 200 pl anjiostatin seklinde uygulanmistir. Timor
hiicrelerinin enjeksiyonundan 14 giin sonra kontrol grubu tiimorlerinin ortalama
hacminin 1848+84 mm’ e, giinliik iki kez anjiostatin ile muamele edilen farelerde 919
+94 mm™’e ulastig1 ve anjiostatini devamli alan grupta ise tiimor biiyiimesinin neredeyse
tamamen baskilandigi (104+16 mm®) rapor edilmistir. Kismi hepatektomiye ugramis
yenilenen karacigerdeki hizlanmig tiimor biiylimesinin anjiostatin tarafindan 6nemli bir
sekilde engellendigi bildirilmistir. Bu ¢alismada anjiostatinin siirekli uygulanmasinin
bolus (giinde 2 kez subkutan) enjeksiyon ile karsilastirildiginda hem tiimor biiylimesi
hem de anjiogenezis inhibisyonunu onemli bir sekilde artirdigi tespit edilmistir. Bu
durum sadece primer subkutan tiimorler icin degil ayn1 zamanda asilamadan sonra
normal sartlarda kemirgenlerin 15+2 giin icerisinde Oliimiine sebep olan yiiksek
derecede agresif hiicre grubu kullanan metastatik asir1 biiylime icinde gosterilmistir.
Bunlara ilaveten aymi tarz uygulama ve 100 mg/kg giinlik dozun % 70 kismi
hepatektomiden sonra kolorektal hepatik metastazlarin hizlanmig asir1 biiyiimesini de

ayn1 sekilde engelledigi rapor edilmistir (79).

Nestler ve arkadaslar1 (2005) anjiostatinin CC531 kolon karsinoma hiicreleri {izerinde in
vitro ve laparoskopik hayvan modelinde ise in vivo inhibitor etkisini incelemislerdir.
Calismalarinda anjiostatinin degisik dozlarmmin (10-20 pg/ml) in vitro olarak timor
hiicreleri iizerinde sitotoksik hicbir etkisinin olmadigin1 fakat tiimor hiicrelerinin
adezyon ve invazyonunu anlamli bir sekilde engelledigini rapor etmislerdir.
Laparoskopik hayvan modelinde ise tiimor hiicrelerinin asilamasindan sonra hayvanlara
degisik dozlarda (hayvan basina 5-20 pg) anjiostatin uygulamasini intraperitoneal
ve/veya subkutan tarzda yapmislar ve hayvanlar1 21 giin sonra sakrifiye etmislerdir. Bu
in vivo caliymada arastirmacilar 20 pg/ml anjiostatinin hem sadece bir kere
intraperitoneal uygulamasinin hem de 48 saatte bir 5 pg/ml subkutan uygulamayla
birlesmis tedavisinin intra-peritoneal timor agirligimi anlamlh bir sekilde azalttigini

bildirmislerdir (81).
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Beerepoot ve arkadaglar1 (2003) farkl kanser hastalar1 iizerinde farkli dozlarda ( giinliik
7.5-30 mg/m’) rekombinant insan anjiostatininin giinlik iki kez subkutan
uygulamasimin toksisitesini ve farmakokinetiklerini incelemislerdir. Caligmalarinda bu
inhibitoriin cok iyi bir sekide tolere edildigini ve bu dozlarin uygulanabilir oldugunu
rapor etmislerdir. Tedavi siiresince hastalarin hi¢ birinde WHO (Diinya Saglik Orgiitii)

kriterlerine gore objektif tiimor cevabi belirlenmemistir (71).

Calismalarda anjiostatin ve bunun c¢esitli formlarmin kullanildigi ve anjiostatinin
endotel hiicreleri iizerindeki inhibitor etkisinin K1-3 segmentlerinde bulundugu ve bu
anjiostatin K1-3 formunun normal anjiostatin (K1-4) formundan daha etkili oldugu
bildirilmistir (74,76). Bu verilerin 1s1ginda biz de c¢alismamizda tedavi grubunda
rekombinant insan anjiostaininin K1-3 (rHuAng K1-3) formunu kullandik. Nestler ve
arkadaslar1  (2005) CC531 kolon karsinoma hiicreleri ile yaptiklar1 in vivo
caligmalarinda 20 pg/ml anjiostatinin hem sadece bir kere intraperitoneal uygulamasinin
hem de 48 saatte bir 5 pg/ml subkutan uygulamayla birlesmis tedavisinin diger
uygulamalara gore daha etkili oldugunu rapor etmislerdir (81). Biz de c¢alismamizda
DMH ile kanser indiiklemesi gerceklestirdikten sonra hayvanlara baslangicta bir doz 20
ng rHuAng K1-3’1 intraperitoneal tarzda, daha sonra ise 2 giinde bir 5 pg rHuAng K1-
3’{i subkutan tarzda 3 ay boyunca uyguladik. Calismamizin sonucunda tedavi grubunda
kontrol grubu ile karsilastirdigimizda siddetli dizplazi ve kotii huylu tiimoral lezyonlarin
sayilarinda bir azalig belirledik. Bu sonuglar azalma gostermesi yoniinden mevcut
literatiir bilgileriyle tutarlilik sergiliyordu (73,78-81). Calismamizda elde ettigimiz
azalis istatistiksel olarak anlamli degildi. Bunun sebepleri ise tedavi i¢in kullandigimiz
anjiostatinin ¢ok pahali olmasi nedeniyle yiiksek dozlarnin hayvanlara verilememesi,
stirekli uygulamanin yapilamamasi ve hayvan sayisinin diisiilk olmasina baglayabiliriz.
Ciinkii mevcut caligmalarda hayvanlara yliksek dozlar uygulanmis ve uygulanan doz
miktarlarinda 100 mg/kg gibi maksimum doza ulasilmis ve anjiostatinin inhibitor
etkisinin doza bagimli oldugu ve farelerde insan anjiostatininin yarilanma Omriiniin
yaklasik 4-6 saat oldugu ve bu yiizden siirekli uygulamanin giinde iki kez subkutan
uygulamaya gore daha etkili bir sonu¢ verdigi bildirilmistir (62,71,78,79). Mevcut
caligmalarda anjiostatinin olusturulmus primer timor iizerine veya metastazlari iizerine
etkisi incelenmis olup bizim caligmamizda ise anjiostatinin koruyucu etkisine
bakilmistir. Ciinkii deneyimizde anjiostatin uygulamasmna son DMH uygulamasinin

bitiminden 6 hafta sonra basladik. Bu konu ile ilgili daha dnce yaptigimiz ¢alismada son
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DMH enjeksiyonundan 6 hafta sonra farelerin kolonlarinda kotii huylu tiimoral
lezyonlarin olugmadig1 ancak %100 displastik lezyonlarin varlig: tespit edilmistir (117).
Bu calismanin 1518inda biz de son DMH injeksiyonundan sonraki 6 haftalik siire¢
icerisinde farelerde displastik lezyonlarm oldugunu kabul ederek, anjiostatinin koruyucu
etkisini incelemek iizere ¢alismamizi siirdiirdiik. Bu veriler 151g1inda bir antianjiogenik
faktor olan anjiostatinin tiimor gelisimi iizerinde uygulanan bu dozlarda az da olsa bir
koruyucu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sonug¢lar mevcut literatiir bilgileri ile

uyumluluk gostermekteydi (73,78-81).

Sonug olarak anjiostatinin yiiksek dozlarda sistematik uygulamasinin, radyoterapi ve
kemoterapi ile ortak olarak kullanildiginda hem koruyucu hem de tedavi edici etkisinin

primer tiimorler ve metastatik yayilim iizerinde daha fazla olabilecegi kanaatindeyiz.
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