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OZET

Hilal AHSEN, Gastrointestinal Sistem Karsinomlarinda EZH?2’ nin E-kaderin,
Ki67 ve p53 Ekspresyonlar: ve Klinikopatolojik Parametrelerle iliskisi, Tipta
Uzmanhk Tezi, Bolu, 2012

fleri tetkik ve tedavi olanaklarina ragmen gastrointestinal sistem (GIS)
karsinomlari, en sik Oldiiren malign tiimorler arasinda yer almalar1i dolayisiyla
onemlerini ve giincelliklerini korumaktadirlar. GIS karsinomlarinda en &nemli
prognostik faktdr invazyon derinligi ve metastazin bulunup bulunmamasidir. Bu
prognostik faktorlere ilave olarak baska pek c¢ok farkli bagimsiz prognostik
faktorlerde tanimlanmistir. Bir gen transkripsiyon repressorii olan EZH2’nin
(enhancer of zeste homolog) asir1 ekspresyonunun, pek ¢cok malign tiimdrde biyolojik
malignensi ile iliskili oldugu gosterilmistir. EZH2’nin p53, Ki67 ve E-kaderin gibi
timor gelisimi ile iliskili diger genlerle de iliskisinin oldugu iddia edilmektedir.

Biz calismamizda GIS karsinomlarinda EZH2 ekspresyonunun, E-kaderin,
Ki67 ve p53 ekspresyonlart ile klinikopatolojik parametrelerle iliskisini arastirarak
bu yolla, EZH2’nin GIS karsinomlarinda prognostik bir markir olarak kullanilip
kullanilamayacagini ortaya koymay1 amagladik.

Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilimdali
argivinden secilen 2002-2012 yillarina ait 90 adet mide ve kolorektal karsinom
olgusu retrospektif olarak degerlendirmeye alindi. Karsinomlarin 30 tanesi mide, 60
tanesi kolorektal yerlesimliydi. Olgularin ana tiimdr dokusu ile metastatik timor
dokusuna ait parafin bloklarindan uygun olanlarina immiinohistokimyasal olarak
EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin ¢aligildu.

Mide ve kolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma yaygmhig ve
yogunlugunun klinikopatolojik parametrelerle iligkisi incelediginde hem yaygimligin
hemde yogunlugun ileri evre, metastatik ve kot differansiye olgularda artmis oldugu
gorildii. EZH2’nin diger immunohistokimyasal markirlarla olan iligksi incelediginde
ise p53 ve Ki67 ile aralarinda pozitif bir korelasyon mevcuttu. EZH2 ile E-kaderin
arasinda korelasyon negatifti ancak olduk¢a zayifti. Caligmamizda ayrica mide ve

kolorektal karsinomlarda ana timor dokusu ile metastatik tiimor dokusunda EZH2,



Vil

p53, Ki67 ve E-kaderin boyanma yayginligi ve yogunlugu arastirildi. Hem mide hem
de kolorektal karsinomlarda E-kaderin boyanma yayginligi ve yogunlugunun ana
timor dokusunda daha fazla oldugu gorildi. EZH2, p53 ve Ki67 boyanma
yayginligi ve yogunlugu ise metastatik tiimor dokusunda daha belirgindi.

Calisma sonunda EZH2’nin klinikopatolojik parametrelerle ve diger
immunohistokimyasal markirlarla olan iliskisi dikkate alindiginda bu markirin
prognozun belirlenmesinde kullanilabilecegi goriildii. Ayn1 zamanda EZH2, diger
immunohistokimyasal markirlarla birlikte timoér progresyonunun geldigi asama

hakkinda da bize bir fikir vermektedir.
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ABSTRACT

Despite the advanced examination and treatment opportunities; they continue
to be significant today due to the fact that gastrointestinal system (GIS) carcinomas
are among the most mortal malign tumors. Depth of invasion and metastasis are the
most important prognostic factors in GIS carcinomas. In addition to these, many
different independent prognostic factors such as serum CEA level, microscopic type
and bcl-2 expression have been identified. In spite of such many prognostic factors
determined, clinical and molecular heterogeneity observed in colorectal cancers
requires the search for new prognostic factors.

The overexpression of EZH2, a receptor of gene transcription (enhancer of
zeste homolog) is associated with biological malignancy in many malignant tumors.
It has been observed that E-cadherin, an adhesion molecule in class of tumor
suppressor gene, has negative correlation with EZH2 in prostate carcinoma. In
addition, 1t is argued that the EZH2 is associated with other genes such as p53 and
Ki67 in tumor development.

In this study, we aimed to research relationship of EZH2 expression with
E-cadherin, Ki67 and p53 expressions and clinicopathologic parameters in GIS
carcinomas, and to reveal whether or not EZH2 can be used as prognostic marker in
the GIS carcinomas.

A total of 90 cases of gastric and colorectal resection materials, comprising
60 cases with colorectal resection and 30 cases with gastric resection were included
in this study. Clinicopathologic parameters such as metastasis, stage and grade for
each case were determined. Parafin sections were obtained and stained with EZH2,
p53, Ki67 and E-cadherin immunohistochemically.

When examined the relationship of EZH2 staining extensiveness and intensity
with clinicopathologic parameters in gastric and colorectal carcinomas, it has been
observed that both extensiveness and intensity have increased in advanced stage,
metastatic and poorly differentiated cases. When examined the relation of the EZH2
with other immunohistochemical markers, there was positive correlation between
EZH2 and p53, and between EZH2 and Ki67. The correlation between EZH2 and E-

cadherin was negative but extremely weak. In our study, the staining extensiveness



and intensity of the EZH2, p53, Ki67 and E-cadherin were also exemined in
metastatic tumor tissues and main tumor tissues. It appears that the staining
extensiveness and intensity of E-cadherin was higher in the main tumor tissues in
both gastric and colorectal carcinomas. The staining extensiveness and intensity of
the EZH2, p53 and Ki67 was higer in metastatic tumor tissues.

At the end of the study, when considered relationship of EZH2 with
clinicopathologic parameters and other immunohistochemical markers, it has been
observed that this marker can be used in determination of the prognosis. At the same
time, EZH2 can give us an opinion about the degree of tumor progression together

with other immunohistochemical markers.
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1. GIRIS

Kanser gelisiminin temelini normal bir hiicrenin malign bir hiicreye
doniiserek kontrolsiiz cogalmasi olusturur. Normal bir hiicrenin malign bir hiicreye
doniismesi i¢in ise hiicre genomunda bir takim degisiklikler ve mutasyonlarin olmasi
gerekmektedir. Malign bir tiimor gelisimi sonrasinda da cogunlukla rastlantisal
sekilde mutasyonlar devam etmektedir. Yeni olusan mutasyonlarla bazi onkogenler
aktiflesirken bazi supresor genler devre disi kalmaktadir. Zaman gectikge bu
mutasyonlarin birikimi ile timor progresyonu gerceklesmekte tlimoriin invazyon ve
metastaz yapma kabiliyeti ortaya ¢ikmakta ya da artmaktadir. Bu sekilde tiimoriin
biyolojik davranisini bu molekiiler degisiklikler tayin etmektedir. Hangi molekiiler
degisikligin hangi tiimoriin biyolojik davranisi lizerine etki ettiginin agiga ¢ikarilmasi
yoniinde yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Bagka bir deyisle tlimorlerin
prognozlarin1 etkileyen molekiiler degisikliklerin tesbitini amaclayan, pek c¢ok
arastirma yapilmaktadir.

Bizim c¢alismamiz da tiimorlerde molekiiler ya da genetik degisikliklerin
irdelenmesi, bu degisikliklerin prognoz tahmininde kullanilmasinin saglanmasini
amaglamaktadir. Timorlin  biyolojik davraniginin  tahmin edilmesi olgunun
tedavisinin diizenlenmesine yardimci olacak, bu ise yasam siiresini ve yasam

kalitesini arttiracaktir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anatomi ve Histoloji

2.1.1. Mide

Mide, sindirim kanalinin en genis yeri olup 6zefagus ile duodenum arasinda
yer alir (1). Kardia, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak iizere bes anatomik
boliimden olusur (2).

Mide duvar1 gastrointestinal kanalin diger boliimlerine benzer sekilde
mukoza, submukoza, muskularis propria ve serozadan olusur. Midenin i¢ yiizeyi
kaba pililerden olusur. Bu mukoza ve submukoza katlantilar1 midede longitudinal
olarak uzanirlar. Muskular tabaka ise dista longitudinal, igte sirkiiler liflerden olusur.
Son boliimde kas lifleri ¢cok fazla geliserek pilorik sfinkteri olustururlar. Mideyi en

distan saran serozal tabaka peritondur (2).

2.1.2. Kolorektal

Kalin bagirsaklar ortalama 1.5 m uzunlugundadir ve ileumun sonundan
aniise kadar uzanirlar. Kolon; asenden kolon, transvers kolon, desenden kolon ve
sigmoid kolon olmak tizere dort bolime ayrilir (1). Ortalama 40 cm uzunlugunda
olan sigmoid kolon 3. sakral vertebra hizasinda rektumda sonlanir. Rektum yaklagik
12 cm uzunlugundadir. Kolonun diger kisimlarinda goriilen tenya ve haustralar
burada kaybolur. Ayrica bu boliimde appendiks epiploika ve mezokolon da yoktur
(1,2).

Kalin bagirsak mukoza, submukoza, muskularis propria ve seroza olmak
tizere dort tabakadan olusur. Rektum mukozasi kalin bagirsagin diger boliimlerine
oranla daha kalin, damardan zengin ve alttaki tabakaya daha gevsek olarak

tutunmustur (1).
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2.2. Epidemyoloji

2.2.1. Mide Karsinomlari

Mide karsinomu diinyada erkeklerde ikinci, kadinlarda dordiincii en sik
gorilen tiimordiir. Goriilme oram iilkeler arasinda belirgin farkliliklar gostermekle
birlikte en sik goriildiigii yerler Japonya, Kolombiya, Finlandiya, Polonya, Izlanda,
Rusya, Sili ve Cin’dir. Yiiksek risk bolgelerinden diisiik risk bolgelerine go¢ eden
topluluklarda birinci jenerasyonda yiiksek riskin korundugu, ikinci jenerasyondan
itibaren riskin yerel niifusun risk diizeyine diistiigii gézlenmistir. Bunun aksine riskin
diisiik oldugu bolgelerden yiiksek insidansa sahip bolgelere go¢ edenlerde ise
insidans kademeli olarak artmaktadir (3-5).

30 yasindan 6nce mide karsinomu seyrek goriilmekle birlikte daha ileri yas
gruplarinda siklik giderek artar. Geng eriskinlerde erkek / kadin oran1 yaklasik 1’ken,
50 yas tlizerindeki niifusta erkek / kadin oran1 2/1 olur (3).

Tanim1 Lauren tarafindan yapilan intestinal tip mide karsinomunun goriilme
orani yas ile artar ve kadinlardan daha ¢ok erkeklerde goriiliir, diffiiz tip ise intestinal
tipe gore daha kotli prognozludur ve geng eriskinlerde goriiliir (4). Erkek kadin orani
esittir. Bu agiklamalardan mide karsinomunun birbirinden tamamen ayri iki tipi

oldugu anlagilmaktadir (6).

2.2.2. Kolorektal Karsinomlar

Kolon karsinomunun da diinyadaki cografik dagilimi farklilik géstermektedir.
En yiiksek 6lim oran1 ABD, Avustralya, Yeni Zelanda ve Bati Avrupa iilkeleridir.
Meksika, Kuzey Amerika ve Afrika’da oran daha diisiiktiir. Kolorektal karsinom
oranindaki cografi farkliliklarin nedeni, basta diyet aligkanliklar1 olmak iizere
cevresel faktorlerdir (4).

Kolon karsinomlar1 organ tiimoérleri iginde diinyada goriilme siklig1 agisindan
tigiincii siradadir (4). Kolorektal karsinom en sik 60-70 yaslari arasinda pik yapar.
Olgularin %20’sinden daha az1 50 yasin altindadir. Geng yas grubunda kolorektal
karsinom olmast durumunda altta yatan genetik gecisli kolorektal karsinom
sendromlar1 veya iilseratif kolit gibi durumlar akla gelmelidir (6). Rektumdaki
lezyonlarda erkek/kadin orami 1.2/1 iken, daha proksimalde yerlesen tiimorlerde

cinsiyet farki yoktur (4)
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2.3. Etyopatogenez

2.3.1. Mide Karsinomlari

Cevresel faktorler (diyet, diisik sosyoekonomik yasam, sigara), kisisel
faktorler (kronik gastrit, parsiyel gastrektomi hikayesi, gastrik adenomlar) ve genetik
faktorler (A kan grubu, ailede gastrik kanser Oykiisii, herediter nonpolipozis
kolorektal kanser sendromu (HNPCC), familyal gastrik karsinom) mide karsinomu
gelisimindeki major faktoérlerdir (7, 8).

Beslenme ve mide kanseri arasinda direkt ve Onemli bir iliski vardir.
Beslenme aliskanligi, midede mikrogevre degisikliklerinin temelinde yatan etkendir.
Protein malnutrisyonu, asir1 tuzlu gida alimi, talk tozlar1 gibi fiziksel irritanlar ve
tiitsillenmis yiyecekler gibi kimyasal irritanlarin atrofik gastrit olusturdugu
bilinmektedir. Yine nitratlar, safra asitleri, A ve C vitamin eksikliklerinin intestinal
metaplazi olusturdugu gesitli galismalarda gosterilmistir(7, 8).

Helikobacter pilori (HP) infeksiyonu, mide karsinomu gelisimindeki riski 5-6
kat artir. HP sadece mide yiizey epitelinin tizerindeki mukus igerisinde
bulunmaktadir. Bakteri tarafindan iiretilen ¢oziiniir iiriinlerin ve / veya bakterinin
olusturdugu iltihabi infiltrasyonun karsinogenezde rolii olduguna inanilmaktadir. HP
zemininde zamanla atrofi, intestinal metaplazi, displazi ve nihayet karsinom gelisimi
ortaya ¢ikmaktadir. Kronik inflamasyon ve HP’nin iireaz ile iireden iirettigi serbest
amonyak mukozal hiicre proliferasyonunu arttirmakta ve bu nedenle genomik
mutasyon riski artmaktadir. Artmig oksidatif stres ve serbest oksijen radikalleri bir
sonraki adimda DNA hasarini tetiklemektedir. Mide karsinomunun yliksek oldugu
toplumlarda HP enfeksiyonu da sik goriilmektedir. HP enfeksiyonlarinin tiimiiniin
karsinom ile sonuglanmamasi, muhtemelen konagmn bakteriye karsi cevabindaki
farkliliklara baglhidir (3, 4, 5, 9).

Genel olarak kronik atrofik gastritler, otoimmun gastrit, intestinal metaplazi,
pernisiyoz anemi, Menetrier hastaligi (hiperplastik gastropati), kronik peptik iilser,
parsiyel mide rezeksiyonu ve epitel displazileri mide karsinomu riskini arttirirlar (3-
5910)

Diffiiz tip karsinomlar ile Kkarakterize familyal mide karsinomu
sendromlarinin  temelinde, germ hiicre serilerindeki E-kaderin mutasyonlari

bildirilmistir (6).
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2.3.2. Kolorektal Karsinomlar

Kolorektal karsinomlarin patogenezinde cevresel ve genetik faktorler rol
oynar. Diyette yogun rafine karbonhidrat ve kirmiz1 et alimi, A, C ve E vitamin gibi
antioksidanlarin eksiklikleri intestinal florayi, kimyasal dengeyi, sonugta luminal
icerigi degistirerek kanser insidansini arttirir. Liimendeki bakterilerin etkisi ile
dekonjuge safra asitlerinden sekonder safra asitleri olusmaktadir. Sekonder safra
asitleri olan biitirat ve kisa zincirli yag asitleri prokanserojendir. Sebze, meyve, bol
lif ve folat, karoten, C vitamini, flavonoid gibi vitaminlerin ve antioksidanlarin
alimmin karsinogenezi baskiladigi bilinmektedir. Tiitin kullaniminin ise kanser
riskini direkt arttirdigi bilinmektedir (5, 11).

Ailesel adenomatoz polipozis (FAP) sendromlar1 %2100 kanser sebebidir.
Lynch sendromunda (HNPCC), DNA hatali eslesme tamir genlerindeki mutasyonlar
sonucu mide, kalin bagirsak endometrium, over, ireter, beyin, ince bagirsak,
hepatobiliyer sistem ve deri gibi organ ve dokularda kanser siklig1 artar. Genglerde
gelisen kolon karsinomlarinda radyasyon, iilseratif kolit, FAP gibi altta yatan primer
bir patoloji aranmalidir (5, 11).

2.4. Morfolojik Ozellikler ve Siniflama

2.4.1. Mide Karsinomlari

Mide karsinomlar1 %50-60 pilor ve antrum, %25 kardia, kalan kismida
korpus ve fundusta yerlesirler. invazyon derinligine gore mide karsinomu, perigastrik
lenf diigiimii tutulumu goz ardir edilerek, mukoza ve submukozada sinirli kaliyor ise
erken mide karsinomu olarak tanimlanir. Karsinom submukoza ve kas tabakasini
astiginda ilerlemis mide karsinomu olarak degerlendirilir. Tiim karsinomlar erken
lezyonlar olarak baslar, ileri karsinomlara doniisiirler (2,3).

Mide karsinomlar1 makroskobik olarak ilk kez 1926’da Bormann tarafindan
siniflanmigtir. Ilerlemis mide karsinomlarinda bu siniflamanin degisik uyarlamalari,
erken mide karsinomlarinda da Japon Gastroenteroloji ve Endoskopi Toplulugunun

makroskopik siniflamasi kullanilmaktadir (Tablo 2.1) (2,3).
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Tablo 2.1: Gastrik karsinomlarin makroskobik simiflamasi (3)

Ilerlemis Mide Karsinomlar1 icin BORMANN Makroskobik
Siniflamasi, 1926

Tip | Polipoid
Tip Il Fungatif
Tip III Ulsere
Tip IV infiltratif

Tlerlemis Mide Karsinomlar: i¢in STOUT Makroskobik Simiflamas1,1953

Fungatif
Penetran
Yiizeyel yayilim
Linitis plastika

Bu 6zelliklere sahip olmayanlar

Erken Mide Karsinomlar1 Icin Japon Gastroenteroloji ve Endoskopi

Toplulugunun Makroskopik Siniflamasi, 1972

Tip I Kabarik R
Tip Ila Hafif kabarik e
Tip IIb Diiz =
Tip Ilc Hafif ¢okiik il — T
Tip 111 Cokitk S

Gastrik karsinomlarin yillar i¢cinde degisen farkli histolojik siiflamalari
yapilmistir. Bunlar arasinda Lauren siniflamasi, intestinal ve diffuz tip karsinomlarin
timorogenezde farkli patogenetik temele sahip karsinomlar1 temsil etmesi agisindan
ayri bir Oneme sahiptir. Lauren’e gore intestinal tip karsinomlar prekiirsor
lezyonlardan gelisirler. Tim gastrik karsinomlarin  %70’1 intestinal tiptir.
Makroskopik goriiniimleri genelde polipoiddir. Histolojik olarak mide duvar boyunca
ekspansif biiylime paterninde yayilan, intestinal bezlere benzeyen tiibiiler yapilardan

olusurlar. Diffiiz tip karsinomlar ise glanduler ya da duktuler yapi olusturmaksizin
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birbirinden ayr1 duran, desmoplastik stroma i¢ine gdmiilmiis karsinom hiicrelerinden
olusurlar ve infiltratif yayilirlar (2-4). 1977’den beri tiimoériin histolojik tipine dayali
olan Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflamas1 kullanilmaktadir (Tablo 2.2) (4,5).

Tablo 2.2: Gastrik karsinomlarin histolojik siniflamasi (4,5)

LAUREN, 1965 WHO, 2000

Intestinal tip Adekarsinom

Diffuz tip Intestinal tip
MING, 1977 Diffuz tip
Ekspansif Papiller adenokarsinom
Infiltratif Tubuler adenokarsinom

Japon Gastroenteroloji ve Endoskopi | Misinéz adenokarsinom

Toplulugu, 1981 Tasl yiiziik hiicreli karsinom
Papiller karsinom Adenoskuamoz karsinom
Tubuler karsinom Skuamoz hiicreli karsinom
Az differansiye karsinom Kiigiik hiicreli karsinom
Miisinéz adenokarsinom Undifferansiye karsinom
Tash yiiziik hiicreli karsinom Digerleri

2.4.2. Kolorektal Karsinomlar

Kolorektal karsinomlarin %55°1 rektosigmoid kolon, %22’si ¢ekum ve ¢ikan
kolon, %11°i transvers kolon, %6’s1da inen kolon yerlesimlidir. Makroskobik tipleri
igin 6zel bir siniflama olmamakla birlikte mide karsinomlari i¢in tanimlanan alt tipler
kolorektal karsinomlarda da uygulanir. 1-2 ¢m ¢apindaki karsinomlar adenomlar gibi
goriilebilirler. Daha biiyiik karsinomlarda ise farkli biiyiime paternleri mevcuttur
(2,3,5).

Cekum ve ¢ikan kolon tiimorleri genelde polipoiddir ve obstriiksiyondan daha
¢ok kanama, anemi gibi semptomlarla gelirler. Transvers kolon ve sol kolon
tiimorleri ise genellikle iilseratif-infiltratif morfolojidedir. Barsak duvarini ¢epegevre

sardiklarinda pecete halkasi seklinde obstriiksiyon yaparlar (2, 3, 5, 9-12).
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Kolorektal bolge yerlesimli kanserlerin  yaklagik olarak  %85-90’1
adenokarsinom histolojisindedir (Tablo 2.3). Adenokarsinomlarin klasik tipinde
uygulanan grade’leme sistemi, primer olarak tiimor gland iceriginin solid alanlar ile
liimen olusturmayan hiicre kordon ve adalarinin oranmma dayanmaktadir (Tablo
2.4)(9).

Adenokarsinomlarin biiyiik bir kismi1 oldukga iyi differansiyedir. Tipik olarak,
yiiksek mitotik aktiviteye sahip, malign kolumnar, daha az oranda kiiboidal veya
poligonal epitel hiicreleri ile doseli, kolay taninabilen orta-biiyiik boyutlarda
diizensiz glandlardan olusmaktadir. Gland liimenlerinde siklikla eozinofilik mukus
ile niikleer ve seliiler debri bulunur. Tiimoér, solid alanlardan olusuyor ya da minimal

gland formasyonu gosteriyorsa ‘undifferansiye’ olarak klasifiye edilir (4, 9).

Tablo 2.3: Kolorektal karsinomlarin histolojik siniflamasi (4)

WHO, 2000

Adenokarsinom

Miisindz adenokarsinom
Tasl yiizlik hiicreli karsinom
Skuamoz hiicreli karsinom
Adenoskuamoz karsinom
Kiigiik hiicreli karsinom

Mediiller karsinom

Undifferansiye karsinom




Tablo 2.4: Kolorektal Adenokarsinomlarda Gradeleme (9)
Grade Differansiyasyon Kriter AJCC
Gl Iyi differansiye > %95 gland formasyonu | Low grade
Glandlar (>%75) biiyiik
oranda diizgiin
Yiiksek grade’li sitolojik
atipi yoktur
G2 Orta differansiye %50-95 gland Low grade
formasyonu
G3 Koti differansiye < %50 gland formasyonu | High grade
G4 Undifferansiye High grade
2.5. Evreleme

2.5.1. Mide Karsinomlar1

Giinlimiizde evrelemede timor,

lenf digimii ve metastaz

kriterlerinden olusan sistem kullanilmaktadir (Tablo 2.5 ve 2.6) (4).
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(TNM)

Uzak metastazlarin bazilari, supraklavikuler lenf diigiimiinde Virchow

nodiilii, gobekte deri altinda Sister Mary Joseph nodiilii, overlerde Krukenberg

timori gibi 6zel adlar ile anilir (4).

Gastrik karsinomlarin primer tedavisi cerrahidir. Prognostik faktorlerin

farkliliklarina gore tedaviye adjuvan kemoterapi va radyoterapi eklenmektedir.

5 yillik hastaliksiz yasam cerrahi ile tedavi edilmis erken gastrik karsinomlarinda

% 90-95’ken ileri gastrik karsinomlarda bu oran % 10-15’tir (7).



Tablo 2.5: Mide karsinomlarinda TNM evrelemesi (4)
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TNM Evrelemesi

T= Primer timor

TX Primer tlimdriin bulunamadigi durum

T0 Primer timoriin gosterilemedigi durum

Tis Karsinoma in situ

Tl Lamina propria (1a) veya submukoza (1b) invazyonu
T2 Muskularis propria (2a) veya subseroza (2b) invazyonu
T3 Seroza invazyonu

T4 Komsu organ invazyonu

N= Bolgesel lenf diigiimleri

NX Bolgesel lenf diigiimlerinin bulunamadigi durum
NO Bolgesel lenf diigiimii metastazi1 yok
N1 1-6 lenf diigimiinde metastaz
N2 7-15 lenf diiglimiinde metastaz
N3 15°den fazla lenf diigiimiinde metastaz
M= Uzak metastaz
Mx Uzak metastazin bulunmadigi durum
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var
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Tablo 2.6: Mide karsinomlarinda TNM evreleme gruplar (4)

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre 2 T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre 3A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Evre 3B T3 N2 MO
Evre 4 T4 N1,2,3 MO
T1,2,3 N3 MO
Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.5.2. Kolorektal Karsinomlar

Kolorektal karsinomun evresi prognostik agidan en onemli belirleyicidir.
Dukes ve Kirklin tarafindan onerilen siniflamanin modifikasyonu olan ve 1954’de
Astler ve Coller tarafindan tanimlanan evreleme sistemi en sik kullanilan sistem
olmustur. Bugiin ise en yaygin bigimde kullanilan sistem TNM simiflamast olup
Amerikan Kanser Cemiyeti evreleme sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2.7 ve 2.8).
Kullanilan sistem ne olursa olsun, cerrahi rezeksiyon sirasinda ki evre ile 1 yillik, 5

yillik ve 10 yillik yasam siireleri arasinda kuvvetli bir iliski vardir (2).
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Tablo 2.7: Kolorektal karsinomlarda TNM evrelemesi (4)

TNM Evrelemesi

T= Primer timor

TX Primer tlimdriin bulunamadigi durum
Tis Primer tiimoriin gosterilemedigi durum
TO Karsinoma in situ

T1 Tlimor invazyonu submukozada

T2 Tlimor invazyonu muskularis propriada
T3 Tlimor invazyonu subserozada

T4 Tiimdr invazyonu komsu organlarda

N= Bolgesel lenf diigimleri

NX Bolgesel lenf diigiimlerinin bulunamadigi durum
NO Bolgesel lenf diigiimii metastazi yok

N1 1-3 lenf diigimiinde metastaz

N2 4 ve 4’den fazla lenf diiglimiinde metastaz

M= Uzak metastaz

Mx Uzak metastazin bulunmadigir durum
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

Tablo 2.8: Kolorektal karsinomlarda Dukes ve TNM evreleme gruplari (4)

DUKES TNM
Evre 0 Tis NO MO
Evre A Evre 1 T1 NO MO
T2 NO MO
Evre B Evre 2 T3 NO MO
T4 NO MO
Evre C Evre 3 Herhangi bir T N1 MO
N2 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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2.6. Prognostik Faktorler

2.6.1. Mide Karsinomu

Mide karsinomlarinin prognozlari pek ¢ok faktorle ilgilidir:
Tiimor evresi: En 6nemli bagimsiz prognostik faktor tiimoriin evresidir. Timoriin
makroskobik gorilintiisii  6nemlidir. Polipoid, biiyiik intraluminal kitle yapan
tiimdrlerin duvarda invazyon yapma sikliklar1 daha diisiiktiir. Serozal invazyon, ileri
evre belirleyicilerden biri olup kétii prognostik faktdrdiir. Invazyon derinligi arttikca
metastaz riski artmaktadir. T1 tiimorlerde 5 yillik sagkalim %95, T2 tiimoérlerde 5
yillik sagkalim %40-80, T3 timorlerde 5 yillik sagkalim %11-50dir (5).
Bolgesel lenf nodu tutulumu: Lenf digimi tutulumu en Onemli bagimsiz
prognostik kriterlerden biridir. Lenf diiglimii tutulumu olmayan hastalarda 5 yillik
sagkalim insidansi1 %50 iizerindedir. N1 tiimdrlerde 5 yillik sagkalim %44, N2
timorlerde 5 yillik sagkalim %30, N3 tiimoérlerde S yillik sagkalim %11°dir (5).
Lokalizasyon: 5 yillik sagkalim gosteren hastalarin %80’ninde tiimdral lezyon
midenin distal yarisindadir. Tiimoral lezyon o6zofagogastrik bileske ve kardia-
fundusta ise uzun sagkalim beklenmez (5).
Tiimor boyutlari: Cap arttikga invazyon derinligi ile de iliskili olarak prognoz
kotliye gider. 10 cm iizerindeki tiimorlerde S yillik sagkalim %0°dir (5).
Lenfovaskiiler ve Perinoral invazyon: Lenfatik invazyon varliginda 5 yillik
sagkalim %17 iken, kan damart invazyonu varhiginda 5 yillik sagkalim %0’dir.
Perinéral invazyon goriilmeyen tiimdrler perindral invazyona sahip tiimorlerden daha
Iyi prognoza sahiptir (5).
Mikroskobik tip ve histolojik grade: Intestinal tip tiimérler diffiiz tip tiimdrlerden
daha iyi prognoza sahiptir. Ayrica adenoskuaméz, anaplastik, kiigiik hiicreli ve
noroendokrin tiimorler gibi yiiksek gradeli tiimdrlerde prognozun daha kétii oldugu
ileri stiriilmektedir. CAP ( College of American Pathologists)’a gore ise kiiciik
hiicreli karsinom hari¢ mikroskobik tip evreden bagimsiz olarak prognoza etkisizdir.
Her evrede histolojik derece sagkalima etkilidir. 5 yillik sagkalim az differansiye

timorlerde %135, iyi differansiye tiimorlerde %43 diir (5).
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Tiimoér simirlari: Ekspansif ve ¢evresini iterek biiyliyen tiimorlerde prognoz iyidir.
Infiltratif timorler ise kotii prognozludur (5).

Hastanmin yasi: Mide karsinomlar1 tanida gecikme ve diffiiz hastaliin daha sik
goriilmesinin sonucu olarak genglerde kotii prognoza sahiptir (5).

Inflamatuar reaksiyon: Tiimor ve normal doku arasindaki sinirda yer alan iltihabi
infiltrasyonun varligi iyi prognoz isaretidir (5).

p53 protein: p53 geninin {riini olan proteinin fazla yapimi, sagkalimda azalma ile
iliskilidir. Baz1 ¢alismalarda ise boyle bir iliskinin olmadigi ileri stiriilmektedir (5).
DNA ploidi ve hiicre proliferasyon hizi: DNA ploidisi ve hiicre proliferasyon hizi,
mide karsinomu prognozunu degerlendirmede giivenilir gostergelerdir. DNA

ploidisinde artis metastaz sikligi ile koreledir (5).

2.6.2. Kolorektal Karsinom

Kolorektal karsinomlarin prognozu ile ilgili klinik ve patolojik parametreler
oldukga fazladir. Bu prognostik faktorler American Joint Committee (Amerikan
Kanser Cemiyeti) kolorektal ¢alisma grubu tarafindan kategorilere ayrilmistir. Bunlar
sirasi ile asagida 6zetlenmistir (5).
Evre: Ileri evre, kolorektal karsinomlarda en nemli kétii prognoz faktoriidiir (5).
Bolgesel lenf nodu tutulumu: 4 ve 4’den fazla lenf nodunda metastaz TNM
evrelemesinde ticlincli evre olarak kabul edilmektedir. Yapilan calismalarda 6 ve
tizerinde lenf nodu tutulumu olan hastalarin 5 yillik sagkalim oran1 %10 iken, 16 ve
tizerinde lenf nodu tutulumu olan tiim hastalarin 5 yil igerisinde eksitusu
bildirilmektedir (5).
Serum CEA seviyeleri: Tedavi ve takiplerde kullanilan serum CEA seviyeleri, 5
ng/ml lizerinde, artmig timor evresi ile iligkili kabul edilmektedir(5).
Histolojik grade: Timoriin grade’i ve prognozu arasindaki iliskiyi diisiik grade’li
paternin oran1 belirlemektedir (5).
Vaskiiler ve perinéral invazyon: Ileri hastaligin bir gdstergesi olarak varliklari kétii
prognoz isaretidir (5).
Cerrahi smirlar: Kolonda radyal cerrahi sinirda tiimor varligi, mezorektumu
cepegevre saran cerrahi sinirlarda timoriin simnira 2 mm’den yakin olmasi koti

prognoz kriteridir (5).
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Timoér simirlart ve inflamatuar reaksiyon: Cevresini iterek biiyliyen ve normal
doku ile arasinda lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonu (lenfosit mantosu) bulunan
tiimorler, infiltratif biiyliyen ve lenfosit mantosu olmayan tiimorlere gore daha iyi
prognozlu olarak kabul edilmektedirler (5).

Mikroskobik tiimor tipi: Miisindz adenokarsinomlar, taghi yiizikk hicreli
karsinomlar, anaplastik karsinomlar siradan adenokarsinomlara gore kotii prognozlu,
mediiller karsinomlar ise daha iyi prognozludurlar (5).

Onkogen ekspresyonu: K-ras mutasyonu, niiks ile gelen hastalarda daha sik
bulunmaktadir. p53 geninin {iriinii olan proteinin fazla yapiminin prognoz ile iligkili

olmadigi ileri siirtilmektedir (5).

2.7.EZH2

EZH2, PcG (Polykomb Grup) protein ailesinin bir iiyesidir ve 7. kromozom
tizerinde bulunur. PcG ailesi proteinler, epigenetik transkripsiyonal repressor
proteinlerdir. Bu proteinler hedef genin inaktivasyonu veya silinmesinde aktif gorev
alirlar. S6z konusu hedef genler, hiicre oliimii, hiicre siklus regiilasyonu, hiicre
yaslanmasi, differansiyasyonu ve kanser gelisimi ile ilgilidirler (13, 14).

EZH2 ayni zamanda histon lizin metil transferaz olarakta bilinir ve hiicre
gelisiminin embriyonik gen ekspresyonlart ve cesitlenmesi evresinde yiiksek bir
ekspresyon paternine sahiptir. Dokularin matiirasyonu ve differansiyasyonu ile
birlikte ekspresyonu azalmaktadir (15).

Karsinoma, lenfoma, malign melanoma ve yumusak doku sarkomlar1 gibi pek
cok kanserde EZH2’nin asir1 eksprese edildigi bildirilmektedir. EZH2 nin asin

ekspresyonu tiimor progresyonu ve agresif tiimor davranisi ile iliskilidir (15, 16).

2.8. P53

P53 geni kromozom 17p13.1 flizerinde yerlesmistir. Resmi ismi Tp53 ve
protein iriinii ise p53°tiir. Timdrlerin %50’sinde p53 mutasyonu vardir. Kansere
bagli 6liimlerin {i¢c dnde gelen nedeni olan akciger, kolon ve meme karsinomlar1 da
dahil olmak tizere hemen her kanserde p53 gen aktivitesinde homozigot kayip
bulunur. Cogu olguda inaktivasyon olusturan mutasyonlar somatik hiicreler

tarafindan kazanilmigtir ve her iki p53 alelini de etkiler. Daha az siklikla bazi



25

bireylerde tek mutant allel kalitsal gecer ve ikinci allelde spontan mutasyona
ugrayarak tiimor geligir. Li-Fraumeni sendromu olan boyle bireylerin 50 yasina kadar
malign bir timor gelistirme olasiligi genel populasyondan 25 kat daha fazladir.
P53 geninin wild tipi normal fonksiyonel tiptir. Normal hiicrelerde bazal seviyede
yapilir ve kisa dmiirlii olup, démrii 620 dakikadir. Mutant tipin 6mrii ise 3—6 saat
olup immiinhistokimyasal olarak dokularda saptanabilir (17-21).

P53 proteininin major fonksiyonel etkinligi DNA hasarina yanit olarak hiicre
siklusunu durdurmasi ve apopitozu baslatmasidir. DNA hasar1 olustugunda p53°iin
yapimu artar, yikimi azalir. Yapimi artan p53 hiicre siklusunu p21 {izerinden durdurur
ve hiicre tamir genlerince tamir edilir. Tamir edilemez ise proapopitotik genleri
uyararak apopitoza yonlendirilir ve mutasyonun yeni olusacak hiicrelere tasinmasi
Onlenir. p53’tin DNA tamirinde ATM (ataxia-telangiectasia-mutation) ve ATR
(ataxia-telangiectasia and Rad3 related ) ile de iliskisi vardir. Bunlar hasar
durumunda hem p53 hemde DNA tamir genleri transkripsiyonlarini arttirirlar (20,
21).

P53 ayrica onarim siirecine DNA onarimi ile ilgili proteini kodlayan
GADD45’in transkripsiyonunu direkt olarak uyararak katki saglar. DNA tamiri
gerceklesirse, p5S3 MDM2’y1 artirarak kendi yikimini saglar ve boylece hiicre
siklusunu bloke olmaktan kurtarir (21).

Daha oOncede bahsedildigi gibi p53 homozigot kayip olursa DNA hasari
onarilamaz, boliinen hiicrelerde mutasyonlar kalict olur ve hiicre malign
trasformasyona giden tek yonlii bir yola girer. Eger bir tiimorde p53 mutant ise
kemoterapi ile olusturulan DNA hasarina bagli olusmasi gerecken apopitoz aksar ve
bu tlimoriin kemoterapi ve radyoterapi tedavisine nisbeten direngli olmasi beklenir.
Soyle ki: Bu tip tedaviler DNA’da tamiri miimkiin olmayan hasar yani mutasyon
olusturarak tiimor hiicrelerini 6ldiiriir. Bunda p53 apopitoz yolu ile 6liime aracilik

eder. p53 mutant oldugunda tiimor hiicreleri apopitoza yonlendirilemez (21).
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2.9. E-kaderin

Kaderinler, E-kaderin, P-kaderin ve N-kaderin olmak iizere ii¢ alt gruba
ayrilir (22). E-kaderin, kalsiyum bagimli homotipik etkilesim yoluyla (hem reseptor
hem de ligand 6zelligine sahip) epitelyal hiicre-hiicre adezyonunun bas mediatoriidiir
ve 120 kilo dalton agirliginda bir transmembran glikoproteindir. Oncelikle hiicrenin
lateral duvarinda bulunur ve hiicre-hiicre epitelyal adezyonda ve epitelin doku
biitiinliigliniin saglanmasinda kilit rol oynar (23, 24).

Kaderin genleri tiimor siipresor genler olarak degerlendirilirler
ekspresyonlarinda ve fonksiyonlarinda defekt olmasi, malign hiicrelerin orjinlerinden
uzaklagmasina, daha hareketli ve invaziv fenotipe kavusmalarina ve sonugta metastaz
yapmalarina yol agar (23).E-kaderinin hiicre ylizey ekspresyonunun azalmasi
Ozefagus, kolon, meme, over ve prostat kaynakli olanlar dahil olmak iizere birgok
kanser tipinde goriilmiistir (25). E-kaderin genindeki ‘germ line’ mutasyonlar
familyal gastrik karsinoma yatkinlik olusturabilir. Diffiiz tipteki gastrik kanserlerde
degisen oranlarda gen mutasyonu ve azalmis E-kaderin ekspresyonu goriiliir (21).

Kaderinler ekstraseliiler alanda kalsiyumun baglanabilecegi bolgeler igerirler.
Intraseliiler alanda ise sitoplazmik hiicre adezyon kompleksi diye adlandirilan
kateninler ile uyumlu baglant1 bolgeleri mevcuttur (26). Kaderinler hiicre iginde -
katenin ile baglantihidirlar. Bir arada koordinasyon i¢inde islev yaparlar. Katenin
genlerindeki mutasyonlarda sekonder olarak E-kaderin ekspresyonunu azaltir. Sonug
olarak hiicre-hiicre adezyonu bozulur (27, 28).

2.10. Ki67

Ki67 antijeni, hiicre niikkleusuna lokalize, yaklasik 320 kDa-360 kDa olan iki
adet polipeptid zincirinden olusmaktadir. Hiicre siklusunun GO fazi disinda tiim
fazlarinda bulunan nonhiston niikleer proteindir. Ki67 hem normal hiicrenin hem de
neoplastik hiicrenin aktif proliferasyonunu gostermektedir (29).

Glinlimiize kadar farkli tiimor dokularinda Ki67 ekspresyonu c¢aligilarak
tiimoriin proliferasyonu ve mitotik aktivitesi arastirilmaya ¢aligilmistir (30). Birgok
sistem tlimorlerinde (meme, akciger, 6zefagus, bobrek ve prostat kanseri, malign
melanom, nonhodgkin lenfoma, glial tiimérler) yiiksek Ki67 orani, kotii prognostik
faktor olarak gosterilmis olup biyolojik agresiflik ve hastalik seyri ile iliskili
bulunmustur (31,32).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilimdali’na gonderilerek karsinom tanisi almis 2002—-2012 yillarina ait 90 adet
mide ve kolorektal rezeksiyon materyalleri retrospektif olarak degerlendirmeye
alindi. Karsinomlarin 30 tanesi mide, 60 tanesi kolorektal yerlesimliydi. Olgulara ait
yas, cinsiyet, tiimoral kitlenin boyutu ve tiimoriin evresi gibi bilgiler arsivden
derlendi.

Calismaya dahil edilen olgularin H&E kesitleri arsivden ¢ikarilarak yeniden
incelendi. Mide karsinomlar1 Lauren simiflamasina gore diffiiz tip ve intestinal tip
olarak iki gruba ayrildi. Kolorektal karsinomlar WHO simiflamasina gore iyi, orta ve
kotii derecede differansiye olmak tizere {i¢ gruba ayrildi.

Ayrica hem mide hem kolorektal karsinomlar icin olgular metastatik ve
nonmetastatik olarak katagorize edildi.

Olgularda tiimériin histopatolojik evreleri (T) tespit edilerek T1- T2 olgular

erken evre, T3- T4 olgular ise ileri evre olarak gruplandirildi.

3.1. Iimmiinohistokimya

Olgularin ana tiimor dokusu ile metastatik timor dokusuna ait parafin
bloklarindan immiinohistokimyasal ¢alisma i¢in uygun olanlar segildi.

EZH2 (Epitomics, Burlingame, California), p53 (Thermo, Fremont, CA),
Ki67(Thermo, Fremont, CA) ve E-kaderin (Thermo, Fremont, CA) ile boyama
yapilabilmesi i¢in ana tiimor ve metastatik tiimor dokusu bloklarindan 4 mikron
kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen kesitler
hidrasyondan sonra sitrat buffer igerisinde farkli derecelerde toplam 20 dakika
kaynatilip 20 dakika sogumaya birakildi.

Sonrasinda kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesi %3’liikk hidrojen peroksit
soliisyonu ile bloke edildi. Kesitlere protein blogu uygulanarak kesitler p53 ve Ki67
primer antikoruyla 40 dakika, E-kaderin primer antikoruyla 60 dakika oda isisinda ve
EZH2 primer antikoruyla 1 gece +4 derecede buzdolabinda inkiibe edildi.

Bunun ardindan biotinylated goat anti-polyvalent ve Steptavidin peroksidase
ile kesitler 15’ser dakika inkiibe edildi. TBS (Tris-buffer saline)‘de yikandiktan sonra
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renklendirici olarak 3.3°- diaminobenzidin (DAB) igeren kit (Thermo, Fremont, CA)

kullanildi. Son olarak Mayer’s hematoksilen ile kesitler 2 dakika siireyle boyandi.

3.1.1 immiinohistokimyasal Degerlendirme

EZH2, p53 ve Ki-67 i¢in niikleer boyanma dikkate alindi. Boyanma
yaygimligr degerlendirilirken toplam 1000 hiicre sayilarak pozitif boyanan
niikleuslarin yiizdesi tespit edildi. Hi¢ boyanma yok ise skor ‘0’, boyanan hiicre
sayis1 % 25’in altinda ise skor ‘1°, %25-50 arasinda ise skor ‘2°, %50-75 arasinda ise
skor ‘3°, %75’in lzerinde ise skor 4 olarak derecelendirildi. Boyanma yogunlugu
negatif (0), zayif (1), orta (2) ve kuvvetli (3) olarak siniflandirild.

E-kaderin i¢in sadece membrandz boyanma dikkate alindi. Boyanma
yayginligina boyanan alanda ki hiicrelere bakilarak semikantitatif olarak 0 (boyanma
yok), 1 (<%25), 2 (%25-50), 3 (%50-75) ve 4 (>%75) seklinde skor verildi.
Boyanma yogunlugu ise 0 (negatif), 1(zayif), 2(orta) ve 3(kuvvetli) olarak
tanimlandi.

EZH2 ve K67 igin pozitif kontrol olarak tonsilla palatina dokusu kullanildi.
p53 igin glioblastoma multiforme ve E-kaderin igin meme dokusuyla beraber
memenin lobiiler karsinomu pozitif kontrol olarak tesbit edildi. Negatif kontrol

olarak TBS, primer antikorlar yerine ikame edildi.

3.2.Istatistiksel Yontemler

EZH2’nin boyanma yaygmlik ve yogunlugunun Klinikopatolojik
parametrelerle (differansiyasyon, evre ve lenf nodu metastazi) iligskisi Mann-Whitney
U testi ile arastirildi. EZH2’nin boyanma yayginlik ve yogunlugunun tiimér ¢apr ile
iliskisi i¢in ise Kendall korelasyon testi kullanildi.

Mide ve kolorektal karsinomlarda EZH2’nin boyanma yayginlik ve
yogunlugu ile p53, Ki67 ve E-kaderin boyanma yayginlik ve yogunluklar1 arasindaki
iliski Kendall korelasyon analizi ile arastirilda.

Immiinohistokimyasal markirlarin  boyanma yayginlik ve yogunlugu
yoniinden ana timor dokusu ile metastatik timor dokusu arasindaki farkin

istatistiksel analizi i¢in ise Wilcoxon testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Mide karsinom olgularinin yaslar1 43-86, kolorektal karsinoma olgularinin
yaslari ise 39-84 arasinda degisiyordu. Ortalama yas mide karsinomlarinda 69.6 iken,
kolorektal karsinomlarda 66.7 idi. Mide karsinom vakalarinin 21 (%70.0)’i erkek, 9
(%30.0)‘'u kadin iken kolorektal karsinom vakalarmin 40 (%66.7)’1 erkek,
20 (%33.3)’si kadindu.

Mide karsinomlarinin 15 (%50.0)’1 intestinal tip, 15 (9%50.0)’1 ise diffiiz tipte
adenokarsinom histolojisindeydi. Bu grup igerisinden 4 (%26,7)’i tagh yiiziik hiicreli
karsinom tipindeydi. intestinal tiptekilerin 6 (%40.0) tanesi iyi differansiye
adenokarsinom, 7 (%46,7) tanesi orta derecede differansiye adenokarsinom ve 2
(%13,3) taneside kotii differansiye adenokarsinom idi. Kolorektal karsinomlarin ise
38 (%63.3)’1 iyi differansiye adenokarsinom, 19 (%31.6)’'u orta derecede
differansiye adenokarsinom ve 3 (%5.1)’1 kotii differansiye adenokarsinom idi.

AJCC siniflamasina gére mide karsinomlarinin 2 (%6.7)’si evre 1’de, 6
(9%20.0)’s1 evre 2, 19 (%63.3)’u evre 3 ve 3 (%10.0)’ti evre 4’de yer almaktadir.
Kolorektal yerlesimli olanlarin ise 4 (%6.7)’li evre 1°’de (TNM), 9 (%15.0)’u evre 2,
43 (%71.7)’1 evre 3 ve 4 (%6.6)’1 evre 4’diir. Evre 1 ve 2 erken evre olarak bir
grupta, evre 3 ve 4 ise ileri evre olarak diger bir grupta toplandi. Buna gore mide
karsinomlarinin 8 (%26.7)’1 erken, 22 (%73.3)’si ileri evre, kolorektal karsinomlarin
ise 13 (%21.7)’1 erken, 47 (%78.3)’s1 ileri evreydi.

Lenf nodu tutulumu ise mide karsinomlarinin 24 (%80.0)’iinde mevcuttu.
Midede lenf nodu metastaz1 gosteren vakalarin 12 tanesi diffiiz tip adenokarsinomdu.
Kolorektal karsinom vakalarinda ise 13 (%21.7)’ iinde lenf nodu tutulumu izlenirken,

47 (%78.3) olguda lenf nodu metastazi yoktu.

4.1. Mide Karsinomlarinda Immiinohistokimyasal Markirlarin
Boyanma Yayginhgi ve Yogunlugu

Mide karsinomlarinda EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin boyanma yayginlik ve
yogunluklarina iliskin degerler tablo 4.1 ve 4.2 de goriilmektedir. EZH2 boyanma
yaygmligina bakildiginda yiiksek skorlu boyanan olgu sayisinin daha fazla oldugu
goriildii. E-kaderinde ise diisiik skorlu boyanan olgular daha fazlaydi. Istatiksel

olarak iki markir arasinda zayifta olsa negatif bir korelasyonun oldugu dikkati ¢ekti
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(Tp=-0.20). EZH2 boyanma yogunlugu ve E-kaderin boyanma yogunlugu arasinda
yine benzer sekilde negatif korelasyon gozlensede bu istatistiksel olarak son derece

zay1f bir korelasyona tekabiil ediyordu (T,=-0.07).

Tablo 4.1: Mide Karsinomlarinda Immiinohistokimyasal Boyanma Yayginhgi

Negatif (<%25) (%25-50) (%50-75) (>%75)

n(%o) n(%o6) n(%o) n(%b) n(%o)
EZH2 2 (6.7) 2 (6.7) 7(23.3) 11 (36.7) 8 (26.6)
p53 8 (26.6) 8 (26.6) 2(6.7) 4 (13.5) 8 (26.6)
Ki67 _ 1(3.3) 6 (20.0) 11 (36.7) 12 (40.0)
E-kaderin | 8 (26.6) 13 (43.3) 4 (13.5) 5 (16.6) _

Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yaygimligi ve yogunlugunun p53 ve

Ki67 boyanma yaygiligi ve yogunlugu arasinda ki iliski incelediginde dogru orantili
bir artigin oldugu gozlendi. Ancak EZH2 ile p53 ve Ki67 rasindaki bu pozitif
korelasyon istatistiksel olarak zayif bir korelasyona tekabiil ediyordu (p53 ve Ki67
icin sirastyla boyanma yaygimligi ve yogunlugu korelasyon katsayilari: Ty= 0.12 ve
0.10; Th-0.16 ve 0.14).

Tablo 4.2: Mide Karsinomlarinda Immiinohistokimyasal Boyanma Yogunlugu

Negatif Zayf Orta Siddetli
n(%o) n(%o) n(%b) n(%o)
EZH2 2(6.7) _ 4 (13.5) 24 (79.8)
p53 8 (26.6) 4 (13.5) 10 (33.3) 8 (26.6)
Ki67 _ _ 10 (33,3) 20 (66,7)
E-kaderin 8 (26.6) 6 (20.0) 6 (20.0) 10 (33.3)
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Resim 1: intestinal tip mide adenokarsinom olgusunda EZH2 ve E-kaderin immiin reaksiyonu.

Kahverengi boyanma pozitif reaksiyonu gosteriyor. (A) EZH2 ile tiimor hiicre niikleuslarinin
tamaminda (skor 4) siddetli boyanma goriilmekte. (B) Aym olguda E-kaderin boyanma

yaygmhginin ileri derecede azaldig: (skor 1) goriilmekte (immunperoksidaz, x200).

4.2 Kolorektal Karsinomlarda Immiinohistokimyasal Markirlarin
Boyanma Yayginhg: ve Yogunlugu

Kolorektal karsinomlarda EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin boyanma yayginlik
ve yogunluklarina iligskin degerler tablo 4.3 ve 4.4 de goriilmektedir. EZH2, p53 ve
Ki67 i¢in vakalarm boyanma dagilimmnin genel itibariyle skor 3 ve 4’de toplandigi
dikkati cekmistir. EZH2 ile Ki67 aralarindaki pozitif korelesyon boyanma yayginligi
ve yogunlugu yoniinden orta siddetteydi (Ki67 igin sirasiyla boyanma yayginlik ve
yogunlugu korelasyon katsayilari: T, = 0.28 ve 0.30). EZH2 ile p53 arasinda
boyanma yaygmlik ve yogunluklari bakimindan son derece zayif bir pozitif
korelasyon mevcuttu (p53 igin sirasiyla boyanma yayginlik ve yogunlugu korelasyon
katsayilart: Ty= 0.09 ve 0.12). E-kaderin ile EZH2 arasindaki korelasyon ise negatifti
ancak oldukca zayifti (E-kaderin icin sirasiyla boyanma yaygilik ve yogunlugu
korelasyon katsayilari: Typ=-0.005 ve 0.25).
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Tablo 4.3: Kolorektal Karsinomlarda Immiinohistokimyasal Boyanma
Yayginhg
Negatif (<%25) (%25-50) (%50-75) (>%75)

n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
EZH2 2(3.3) _ 5(8.3) 37 (61.7) 16 (26.7)
p53 10 (16.7) 8(%13.3) |4(6.7) 6 (10.0) 32 (53.3)
Ki67 2(3.3) _ 1(1.7) 17 (28.3) 40 (66.7)
E-kaderin |7 (11.7) 6 (10.0) 23 (38.3) 20 (33.3) 4(6.7)
Tablo 4.4: Kolorektal Karsinomlarda Immiinohistokimyasal Boyanma
Yogunlugu

Negatif Zayif Orta Siddetli

n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)

EZH2 2(3.3) _ 18 (33.0) 40 (66.7)
p53 9 (15.0) 4 (6.7) 21 (35.0) 26 (43.3)
Ki67 2(3.3) _ 6 (10.0) 52(86.7)
E-kaderin 7(11.7) 1(1.7) 16 (26.7) 36 (59.9)

Resim 2: Orta derecede differansiye kolorektal adenokarsinom olgusunda EZH2 ve Ki67

immiin reaksiyonu. Kahverengi boyanma pozitif reaksiyonu gosteriyor. (A) EZH2 ile tiimér
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hiicre niikleuslarinin tamaminda (skor 4) siddetli boyanma goriilmekte. (B) Aym olguda Ki67

ile de benzer tarzda boyanma izlenmekte (immunperoksidaz, x200).

4.3. EZH2 Ekspresyonunun Mide ve Kolorektal Karsinomlarda
Klinikopatolojik Parametrelerle Iliskisi

4.3.1. Mide Karsinomlar:

EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun mide karsinomlarinda
klinikopatolojik parametrelerle iligkisi incelendi. Lenf nodu metastazi mevcut olan
vakalarin ortalama boyanma yayginligi skoru 3.0 iken, lenf nodu metastazi
yapmamis olan vakalarin ortalama boyanma yayginligi skorunun 1.5 oldugu goriildii.
EZH2 boyanma yaygmligi yoniinden lenf nodu metastazi mevcut olan ve olmayan
vakalar arasindaki tespit edilen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p < 0.01). Boyanma yogunlugu bakimindan lenf nodu metastazi yapan olgularin
ortalama boyanma yogunlugu skoru yapmayanlara kiyasla daha yiiksekti (lenf
metastazi mevcut olan ve olmayan olgularin sirastyla ortalama boyanma yogunlugu
skoru: 2.83 ve 2.0). Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p= 0.43).

fleri evreye sahip gruptaki olgularin % 90’1 skor 3 ve iizerinde boyanma
yaygmlhigr gosterirken erken evre vakalarinin %75°1 skor 3 ve lizerinde boyanma
yayginligina sahipti. Ancak aralarindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p= 0.20). Ileri evre vakalarin ortalama boyanma yogunlugu skoru 2.82 iken erken
evre vakalarin ortalama boyanma yogunlugu skoru 2.25°di. Ancak boyanma
yogunlugu bakimindan da evreler arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamsizdi
(p=0.66).

EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugu yoniinden mide karsinomunun
intestinal ve diffiiz tipleri incelediginde, intestinal tipte ortalama boyanma yayginlik
skorunun 2.27, diffliz tipte ise 3.13 oldugu goriildi. EZH2 boyanma yayginligi
yoniinden bu iki tip arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p <0.05).
Boyanma yogunlugu bakimindan diffiiz tip adenokarsinom olgularinin ortalama
boyanma yogunlugu skoru intestinal tiptekilere kiyasla daha yiiksekti (intestinal ve
diffiiz tip olgularin sirasiyla ortalama boyanma yogunlugu skoru: 2.53 ve 2.80).
Ancak boyanma yogunlugu bakimindan differansiyasyon gruplari arasindaki bu fark

istatistiksel olarak anlamsizdi (p= 0.90).
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Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun timor
boyutu ile iligkisi arastirildi. Tiimor boyutu arttikca EZH2 boyanma yayginliginin da
arttig1 dikkati ¢ekti. Ancak izlenen bu pozitif korelasyon istatistiksel olarak anlamli
degildi. EZH2 boyanma yogunlugu i¢in ise bdyle bir artis izlenmedi (Tiimor boyutu
icin sirastyla EZH2 boyanma yayginli§i ve yogunlugu korelasyon katsayilari:
T, = 0.006 ve 0.00).

4.3.1. Kolorektal Karsinomlar

Kolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun tiimor
boyutu, differansiyasyon, lenf nodu ve evre ile olan iliskisi incelendi. Iyi differansiye
olgular bir grupta, orta ve kotii differansiye olgular diger bir grupta toplanarak bu iki
grup arasindaki farka bakildiginda koti differansiye olgularin (orta + koti
differansiye olgular) ortalama boyanma yayginlik ve yogunlugu skoru iyi
differansiye olanlara kiyasla daha yiiksekti (kotii ve iyi differansiye olgularin
sirastyla ortalama boyanma yayginlik ve yogunlugu skoru: 3.14 ve 3.04; 2.68 ve
2.55). Ancak boyanma yayginligi ve yogunlugu yoniinden differansiyasyon gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p >0.05). ileri evre vakalarin
ortalama boyanma yayginlik skoru 3.13 iken erken evre vakalarin ortalama boyanma
yayginlik skoru 2.92 idi. Ancak boyanma yayginligi bakimindan evreler arasindaki
bu fark istatistiksel olarak anlamsizd: (p >0.05). Boyanma yogunlugu bakimindan da
evreler arasinda bir fark yoktu (p >0.05). Lenf nodu metastazi mevcut olgularin
ortalama boyanma yayginlik ve yogunlugu skoru mevcut olmayanlara kiyasla daha
yiiksekti. Ancak boyanma yayginligi ve yogunlugu yoniinden lenf nodu metastazi
mevcut olan ve olmayan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p >0.05).

Kolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugu ile
tiimor boyutu arasinda negatif bir korelasyon saptandi. izlenen bu negatif korelasyon
istatistiksel olarak anlamli degildi (timdr boyutu igin sirasiyla EZH2 boyanma

yayginligi ve yogunlugu korelasyon katsayilari: Tp = -0.22 ve -0.05).
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4.4. Mide ve Kolorektal Karsinomlarda Ana Tiimor Dokusu ile
Metastatik Tiimér Dokusunda Immiinohistokimyasal Markirlarin Boyanma
Yayginhgi ve Yogunlugu

Mide karsinomlarinda ana tiimor dokusu ile metastatik tiimor dokusu arasinda
EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderinin boyanma yayginligi ve yogunlugu incelendi. Ana
timor dokusunda EZH2’nin ortalama boyanma yayginlik skoru 2.70 metastatik lenf
nodunda 3.29°du. Ancak aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p = 0.14). Boyanma yogunlugu bakimindanda ana tiimor ve metastatik odak
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p = 0.13). E-kaderin ortalama
boyanma yayginlik skorunun ana tiimor dokusunda 1.2 metastatik lenf nodunda ise
0.29 oldugu, ortalama boyanma yogunluk skorunun ise ana tiimor dokusunda 1.6
metastatik lenf nodunda 0.29 oldugu izlendi. Boyanma yaygmligi ve yogunlugu
yoniinden aradaki bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.01 ve
p <0.01). P53 ve Ki67 boyanma yayginligi ve yogunlugu metastatik odakta ana
timore gore daha belirgin olsa da aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p53 ve
Ki67 i¢in sirasiyla boyanma yayginligi ve yogunlugu: p = 0.75 ve 0.76; p = 0.41 ve
0.31).

Kolorektal karsinomlarda da ana timér dokusu ile metastatik timor dokusu
arasinda EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderinin boyanma yayginligi ve yogunlugu
incelendi. p53 ortalama boyanma yayginlik skorunun ana timér dokusunda 2.7
metastatik timor dokusunda ise 3.0 oldugu izlendi. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p = 0.04). p53 i¢in ana tiimor dokusundaki ortalama boyanma
yogunluk skoru ise 2.07 iken metastatik odaktaki ortalama boyanma yogunluk skoru
2.31°di. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p = 0.48). E-kaderin
ortalama boyanma yayginlik skorunun ana tiimér dokusunda 2.13 metastatik timor
dokusunda 1.31 oldugu saptandi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p =0.03). E-kaderin i¢in ana tiimor dokusundaki ortalama boyanma yogunluk skoru
2.35 metastatik odaktaki ortalama boyanma yogunluk skoru 1.54 olsa da fark
istatistiksel olarak anlamsizdi (p = 0.059). Metastatik timor dokusunda EZH2 ve
Ki67 igin ortalama boyanma yayginligi ve yogunlugu skoru ana tiimoér dokusuna
kiyasla daha yiiksekti. Ancak aralarindaki bu fark anlamli degildi ( EZH2 ve Ki67
icin sirasiyla boyanma yayginligi ve yogunlugu: p = 0.70 ve 1.00; p = 0.31 ve 1.00).
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Resim 3: intestinal tip mide adenokarsinom olgusunda EZH2 immiin reaksiyonu. Kahverengi
boyanma pozitif reaksiyonu gosteriyor. (A) Ana tiimér dokusunda hiicre niikleuslarinin %25-
50’sinde (skor 2) orta siddette boyanma goriilmekte. (B) Aym olgunun metastatik tiimor

dokusunda daha yaygin (skor 4) ve siddetli boyanma izlenmekte (immunperoksidaz, x400).

Resim 4: intestinal tip mide adenokarsinom olgusunda E-kaderin immiin reaksiyonu.

Kahverengi membranéz boyanma pozitif reaksiyonu gosteriyor. (A) Ana tiimér dokusunda
hiicrelerin %750-75’inde (skor 3) orta siddette boyanma goriilmekte. (B) Aym olgunun
metastatik tiimor odaginda boyanma yayginhginin ileri derecede azaldig1 (skor 1) goriilmekte

(immunperoksidaz, x200).
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Resim 5: Orta derecede differansiye kolorektal adenokarsinom olgusunda p53 immiin

reaksiyonu. Kahverengi boyanma pozitif reaksiyonu gosteriyor. (A) Ana tiimér dokusunda
hiicre niikleuslarinin %25-50’sinde (skor 2) orta siddette boyanma goriilmekte. (B) Aym
olgunun metastatik tiimor dokusunda daha yaygin (skor 4) ve siddetli boyanma izlenmekte

(immunperoksidaz, x400).
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5.TARTISMA

GIS karsinomlar1, Bati’da akciger ve meme karsinomlarindan sonra en sik
Oliime neden olan malignite grubunu olusturmakta ve insidansi birgok {ilkede artis
gostermektedir. Bu nedenle 6nem ve giincelliklerini korumaktadirlar (2).

GIS karsinomlarinda en 6nemli prognostik faktér invazyon derinligi ve
metastazin bulunup bulunmamasidir. Bu prognostik faktorlere ilave olarak serum
CEA yiiksekligi, mikroskobik tip ve Bcl-2 ekspresyonu gibi pek ¢ok farkli bagimsiz
prognostik faktdrler tamimlanmasina ragmen, GIiS kanserlerinde gdzlenen klinik ve
molekiiler heterojenite yeni prognostik faktor arayisini zorunlu kilmaktadir (5).

Kanser hiicrelerindeki genetik mutasyonlar hiicrelerde protein kayiplar1 veya
birikimleriyle sonuclanabilmektedir. Hiicrelerde biriken veya kayba ugrayan bu
proteinler hiicresel proliferasyonda artis veya neoplastik hiicrelerin yayilmasi gibi
istenmeyen etkilere neden olabilmektedir (2). Mide ve kolon karsinomlarinda
disregiilasyona ugramis boylesi proteinler arasinda en 6nemlileri p53, Ki67 ve E-
kaderin  proteinleridir. Bu proteinlerin  genlerindeki mutasyonlarmn, GIS
karsinomlarinda prognozla iligkili oldugu gosterilmistir. EZH2 ise son yillarda
kanser arastirmalarinda ve kanserlerin biyolojik davranislarinin belirlenmesinde
Oonem kazanmaya baslamistir.

Yapilan gesitli ¢alismalarda, EZH2’nin artmis ekspresyonlarinin birgok insan
timdriinde tespit edildigi ve artmig EZH2 seviyesinin kanser saldirganlig ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Son c¢alismalarda benzer sekilde EZH2’nin asin
ekspresyonunun endometrium, prostat, mesane ve meme karsinomlari ile lenfoma ve
malign melanoma gibi bir¢ok kanserde 6nemli prognostik parametrelerle iliskili
oldugu raporlanmistir. Buna gére EZH2 tiimor saldirganligini belirlemede yeni bir
markir ve molekiilii hedef alan tedaviler i¢in aday olabilir denilmistir (33-43).

Bizde calismamizda, EZH2 ekspresyonunu, literatiirde bir¢ok ¢alismada
prognostik 6nemi ortaya konmus olan p53, Ki67 ve E-kaderin ekspresyonlari ve
prognostik 6nemi olan bazi klinikopatolojik parametreler ile karsilastirip bu yolla
EZH2nin GIS karsinomlarinda prognostik bir markir olarak kullanilip

kullanilamayacagini ortaya koymay1 amagladik.
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Prostat karsinomlarinda, Varambally ve arkadaslar1 (44) cDNA mikroarray
analiz yontemini kullanarak EZH2’nin asir1 ekspresyonunun tiimdr progresyonu ile
korele oldugunu gosterilmislerdir. Karanikolas ve arkadaslarinin (45) yaptigi
calismada ise, prostat kanserlerinde evre ile EZH2’nin artmis ekspresyonu arasinda
giiclii pozitif bir korelasyonun oldugu saptanmistir. EZH2’nin GIS kanserlerindeki
malign transformasyon ve progresyon {izerine olan etkisi hakkinda ise ¢ok az bilgi
vardir (33). Son yillarda 6zellikle mide kanseri tizerine iliskin yapilan c¢aligmalar
dikkate degerdir. Bunlardan Matsukawa ve arkadaslar1 (46), EZH2 ekspresyonunun
timor boyutu, invazyon derinligi, lenfatik ve vendz invazyon, lenf nodu metastazi ve
stage gibi prognostik faktorler ile korele oldugunu gozlemlemislerdir. Artmig EZH2
ekspresyonuna sahip mide kanserli hastalarin diisiik ekspresyona sahip olanlardan
daha kot prognoza sahip oldugunu ileri siirmiislerdir.

Bizim ¢alismamizda mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yaygihig: lenf
nodu metastazi olan grupta artmis olarak tespit edildi. Buna gére EZH2 ile daha
yaygin boyanan mide karsinomlarinin metastaz yapma ihtimalinin daha fazla
oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica EZH2 boyanma yayginlig1 ve yogunlugunun evre ile
olan iligkisine baktigimizda, ileri evreye sahip grupta EZH2 boyanma yayginligt ve
yogunlugununun istatistiksel olarak anlamsiz olsa da erken evreye kiyasla daha
yiiksek oldugunu saptadik. Bu bulgu tiimoér progresyonu ile birlikte EZH2
ekspresyonunda gittikce arttigini gostermektedir.

EZH2 boyanma yayginlig1 ve yogunlugu yoniinden mide karsinomlarinda
intestinal ve diffiiz tipler arasindaki fark incelendiginde EZH2 boyanma yayginlig
ve yogunlugununun diffiiz tipte artmis oldugunu gozlemledik. Literatiirde EZH?2 ile
histolojik tipler arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢alisma olmamakla birlikte bu iki
histolojik tipin hem patogenetik temel hem de prognostik agidan birbirinden ne kadar
farklt oldugu bilinmektedir. 2012 yilinda Liu ve arkadaglarinin (47) yaptiklari bir
arastirmada diffiiz tip mide karsinomunun intestinal tipe kiyasla daha kotii prognoza
sahip oldugu bir kez daha gosterilmistir. Diffiiz tip mide karsinomlarinda EZH2
boyanma yaygmligi ve yogunlugunun daha fazla olmasindan hareketle, EZH2 nin
kotii prognozu gostermede yardimci faktdrlerden biri olabilecegini sdyleyebiliriz.

Mimori ve arkadaslarinin (48) kolon ve rektal kanserler iizerinde yaptiklar

calismada EZH2’nin hem kolon hemde rektal kanserlerde bir onkogen ve kotii
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prognozu isaret eden bir markir olduguna inaniliyordu. Wang ve arkadaslart (49) ise
2010 yilinda yaptiklart 119 kolorektal karsinom vakasindan olusan arastimalarinda
kolorektal tiimor lokalizasyonu ile EZH2 ekspresyonu arasinda bir iligki bulamasalar
da, EZH2 artmis ekspresyonunun malign fenotip ve kotli prognoza isaret ettigini
saptamislardir. Bizde calismamizda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun
differansiyasyon, lenf nodu metastazi ve evre ile olan iliskisini inceledigimizde
istatistiksel olarak anlamsiz olsa da EZH2 ekspresyonunun metastatik olgularda, kotii
differansiye olgularda ve ileri evre olgularda daha yiiksek oldugunu gézlemledik. Bu
konuda yapilacak yeni ¢alismalar EZH2 nin kolorektal karsinomlarindaki anlami ve
Onemini netlestirecektir.

P53 genindeki degisiklikler insan tiimdrlerinde en sik rastlanan genetik
degisikliktir (50). Normal fonksiyona sahip p53 geni tiimor olusumunu baskilar
(51,52). Literatiirde, p53 gen mutasyonunun bir¢ok insan tiimoriinde kotii prognozla
iligkili oldugunu 6ne siiren pek ¢ok calisma vardir. Bu ¢aligmalarda p53’iin artmis
seviyelerinin akciger, meme, mesane, prostat ve kolorektal karsinomlarda 6nemli
prognostik faktorler ile olan iliskisi gosterilmistir (53-58). Yamaguchi ve
Starzynska’nin (59,60) kolorektal karsinomlar tizerine yaptiklar1 ¢alismalarda p53 ile
pozitif reaksiyon gosteren tiimorlerde daha fazla niiks saptanmis ve p53’iin lokal
niiks riski yiiksek hastalar1 belirlemek i¢in kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir. Mide
ve kolorektal karsinomlarda evre ve lenf nodu metastaz1 en giivenilir prognostik
parametrelerdir (61-63). Joypaul ve arkadaslar1 (64) gibi birgok arastirmaci
prognostik olarak 6nemli bulduklari p53 ekspresyonu ile evre arasinda anlamli bir
iliski oldugunu belirtmislerdir. Yonemura ve arkadaslar1 gibi daha birgok arastirmaci
da lenf nodu metastaz1 ile pS3 ekspresyonunun korele oldugunu bildirmektedir
(65-68). Bizim caligmamizda EZH2 ile p53 gen ekspresyonlari arasinda zayifta olsa
pozitif bir korelasyon saptadik. Dolayisiyla bu pozitif korelasyon EZH2’ nin timor
progresyonu ile birlikte ekspresyonun arttigini ve kotii prognoza isaret ettigini bize
gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Cogalan hiicrelerde eksprese edilen Ki67, timorlerin prognozunu gostermede
kullanilan bir proliferasyon belirleyicisidir (69). Ki67 antikoru, siklusun G1, S, G, ve
M fazlarindaki hiicrelerin niikleusunda miktar1 artan bir proteindir. Ki67 gesitli

timorlerde galisilmis ve prognoz ile iligkisi arastirilmistir. Meme kanserli hastalarda
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yapilan bazi calismalarda Ki67 proliferasyon indeksi ile O6nemi bilinen bir¢ok
prognostik faktor (histolojik derece, tiimdr ¢api, lenf nodu durumu) arasinda iligki
oldugu saptanmustir (70,71). Ayrica Wright ve Bush (72,73) gibi bir¢ok
arastirmacinin mesane lizerine yaptiklar calismada Ki67 immunreaktivite indeksinin
prognostik faktdr olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir. Mide ve kolorektal
karsinomlarda Ki67’nin prognostik onemi oldugunu ortaya koyan calismalar da
bulunmaktadir (69,74-76). Kyzer ve arkadaslar1 (76) 30 kolorektal karsinom
rezeksiyon materyalinde Ki67 indeksinin evre, lenf nodu metastazi, timor capi,
timor differansiyasyonu, cinsiyet ve yas gibi c¢esitli parametrelerle iligkisini
degerlendirmislerdir. Ki67 indeksi ile lenf nodu metastazi arasinda korelasyon
bulmuslar, ancak diger parametreler arasinda bir iliski saptamamuslardir. Mide ve
kolorektal karsinomlar ile ilgili baska calismalarda, yiiksek proliferasyon indeksi
kotl prognozla iligkili bulunmustur (77).

P53 mutasyonu ve Ki67 ile tespit edilen yiiksek proliferasyon indeksinin
kotli prognoz ile iliskisini g6z Oniine aldigimizda EZH2 ile p53 ve Ki67
ekspresyonlarinin karsilastirilmasi ve korelasyonuna bakilmast EZH2’nin tiimoriin
biyolojik davranisi iizerine etkisi hakkinda bize bir fikir verecektir. Literatiirde
dolayli yoldan mide tiimdrlerinde bu tarz karsilagtirmalar yapilmistir. Mide kanserli
hastalardan olusan 47 vakalik bir ¢alismada, EZH2 ekspresyonunun Ki67 ve p53
ekspresyonu ile giiclii korelesyona sahip oldugu ve artmis ekspresyonunun uzak
metastaz ve intestinal tip mide kanseri ile de yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir
(78,79). Bundan yola cikarak EZH2 ekspresyonunun artmis seviyelerinin kotii
prognoz ile iligkili olabilecegi sdylenmistir. Ayrica yakin zamanlarda yapilan mide
kanserli hastalardan olusan 138 vakalik baska bir ¢alismada EZH2 ile p53 ve Ki67
arasindaki bu pozitif korelasyonu destekleyen veriler elde edilmistir (33).

Calismamizda EZH2 ekspresyonunun mide ve kolorektal karsinomlarda p53
ve Ki67 ekspresyonlari ile iliskisini inceledik. Kolorektal karsinomlarda EZH2
boyanma yayginligi ve yogunlugunun Ki67 ile pozitif korelasyon gdsterdigini tespit
ettik. Bu bulgu literatiirde gecen sinirh sayidaki ¢alisma ile benzerlik arz ediyordu.

Ayni timorlerde p53 ile EZH2 boyanma yaygimligi ve yogunlugu agisindan yine
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pozitif bir korelasyon olsa da bu korelasyon son derece zayifti. Mide karsinomlarinda
iIse EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugu agisindan p53 ve Ki67 ile arasinda yine
zayifta olsa pozitif bir korelasyon oldugunu tesbit ettik.

Malign epitelyal hiicrelerdeki interselliiller kohezyon kaybinin invazyon ile
iliskisi yaklagik 60 yil once ilk defa Coman tarafindan tanimlanmistir (80). Bir
adezyon molekiili olan E-kaderin, nerdeyse her tiirlii epitelyal malignensinin
invazyon ve metastazinda onemli bir rol oynar ve dolayisiyla invazyonu siiprese eden
gen olarak adlandirilir. Bu yiizden E-kaderin fonksiyonunda meydana gelen kayip
malign fenotip ve kotii prognozla iliskilendirilmistir (81-85). Meme ve prostat
karsinomlar1 basta olmak tizere bir¢ok organ tiimoriinde E-kaderin ekspresyonundaki
azalmanin patolojik evre, uzak metastaz, rekiirrens ve sag kalim ile iligkili oldugunu
bildiren ¢alismalar vardir (86-89). Mide ve kolorektal karsinomlarinda da E-kaderin
ekspresyonunun  klinikopatolojik  parametrelerle iliskisi bircok calismada
aragtirtlmistir. Stanculescu ve arkadaslar1 (83) 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 60
mide karsinom materyalinde E-kaderin ekspresyonunun kotii  prognostik
parametrelerle (invazyon derinligi, lenfatik invazyon ve lenf nodu metastazi)
iligkisini degerlendirmisler ve hastaligin ileri asamalartyla birlikte E-kaderin
ekspresyonunun gittikce azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma lenf nodu metastazi ve
invazyon derinligi gibi prognostik parametrelerle negatif bir korelasyona sahiptir.
Dorudi ve arkadaglari (90) 72 kolorektal karsinom vakasi iizerine yaptiklari
calismada immiinohistokimyasal yolla E-kaderin ekspresyonunu degerlendirmisler
ve evresi yiiksek olan daha agresif tiimorlerde E-kaderin ekspresyonunda belirgin
azalma izlemislerdir. Bagka bir ¢alismada Schuhmacher ve arkadaslari (91) 29
kolorektal karsinom vakasinda E-kaderin ekspresyonunu degerlendirmigler ve
invazyon ve metastazla iligkili bulmuslardir. Bu ¢alismalardan hareketle E-kaderin
ekspresyonunu prognostik bir parametre olarak aldigimiz bizim g¢alismada hem
kolorektal karsinomlarda hem de mide karsinomlarinda E-kaderin boyanma
yaygmligr ve yogunlugunun EZH2 boyanma yayginligr ve yogunlugu ile zayif da
olsa negatif korelasyona sahip oldugu goriildii yani EZH2 nin artmis ekspresyonu
kotii prognoza isaret etmekteydi.

Bizim ¢alismamizda oldugu gibi birgok c¢alismada EZH2 ile E-kaderin

ekspresyonlari arasinda negatif iliski bulunmustur. Prostat karsinomu {izerine yapilan
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bir galismada EZH2 ekspresyonunun arttigi durumlarda E-kaderin ekspresyonunun
azaldig1 da gosterilmistir (15). Bu negatif korelasyonun bu kadar bariz olmasinin
nedenleri lizerinde ¢alismalar da yapilmis ve EZH2’nin E-kaderin ekspresyonunu
baskiladig1 gosterilmistir (15,92,93). Bu baskilamayi, tiimér hiicrelerindeki histon H3
metilasyonuna aracilik ederek yapmaktadir (93). E-kaderindeki bu azalma ise timor
invazyonuna ve metastazina yol agmaktadir denilmistir. Bunun yani sira prostat
karsinomu {izerine yapilan bir diger ¢alismada EZH2 ekspresyonunun arttigi
durumlarda E-kaderin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (15).

Ayrica, metastatik odagin ana tiimor kitlesinden tiimor progresyonu olarak
daha ileride olup olmadigini anlamak i¢in yaptiimiz karsilastirmada ana timor
dokusu ile metastatik timor dokusu arasinda EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin
boyanma yayginliklar1 ve yogunluklari agisindan arastirma yapildi. Hem mide hem
de kolorektal karsinomlarda E-kaderin hari¢ diger ii¢ markirin hem boyanma
yayginligi hemde yogunlugunun metastatik odakta fazla oldugu izlendi. E-kaderin
boyanma yayginligt ve yogunlugu ise ana tiimdér dokusunda fazla idi. Ancak bu
farklar cogunlukla istatistiksel olarak anlamsizdi. Istisna olarak mide karsinomlarina
ait metastatik timor dokularinda p53 ve ana timor dokularinda ise E-kaderin
boyanma yaygmligiin fazlalig istatistiksel olarak anlamliydi. Bu sonuglara gore ana
timoral kitleye kiyasla metastatik odaktaki tiimoral dokunun progresyonunun daha

fazla oldugunu soyleyebiliriz.
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6. OZET VE SONUC

2002—2012 yillar1 arasinda Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilimdali’nda incelenen 90 olgu c¢alisma kapsamina alindi. Bu olgularin
30’u mide adenokarsinom 60’1 kolorektal adenokarsinom tanisi almisti.

Olgular yeniden degerlendirilerek mide karsinomlari intestinal ve diffiiz tip
adenokarsinom, kolorektal karsinomlar ise 1iyi, orta ve koti differansiye
adenokarsinom olarak ayrildi. Ayrica hem mide hem kolorektal karsinomlar igin
olgular metastatik ve nonmetastatik olarak katagorize edildi.

Olgularda, immunohistokimyasal olarak EZH2 boyanma yaygmligi ve
yogunlugunun klinikopatolojik parametrelerle iliskisi yani sira p53, Ki67 ve E-
kaderin ekspresyonlart ile iligkisi arastirildi. Ayrica EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin
boyanma yayginlig1 ve yogunlugu yoniinden ana timor ve metastatik timor dokular
arasindaki fark arastirildi.

Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun lenf nodu
metastazi ile iliskisi incelendiginde lenf nodu metastazi mevcut olgularda EZH2
boyanma yayginligi ve yogunlugunun daha fazla oldugu izlendi. Kolorektal
karsinomlarda ise EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun lenf nodu metastazi
ile iligkisi incelendiginde lenf nodu metastazi mevcut olgularda EZH2 boyanma
yayginligi ve yogunlugunun daha fazla oldugu gorildi. Ancak aradaki fark
istatistiksel olarak anlamsizd.

Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugunun evre ile
iligkisi incelendiginde ileri evre vakalarda EZH2 boyanma yaygmligi ve
yogunlugunun daha fazla oldugu goriildii. Kolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma
yayginligi ve yogunlugunun evre ile iligkisi incelendiginde ileri evre vakalarda EZH2
boyanma yaygimligl ve yogunlugunun daha fazla oldugu gortildii. Ancak hem mide
hem de kolorektal karsinomlar i¢in gruplar arast EZH2 ekspresyon farkliliklar
istatistiksel olarak anlamsizdi.

Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yayginlig1 ve yogunlugu ile intestinal
ve diffiiz tipler arasindaki iliski incelendiginde diffiiz tip adenokarsinom vakalarinda
EZH?2 boyanma yayginliginin daha fazla oldugu gériildii. EZH2 boyanma yogunlugu
acisindan bir fark saptanmadi. Kolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma yayginligi
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ve yogunlugunu kotii differansiye olgularda iyi differansiye olanlara gore artmis
olarak tespit ettik. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi.

Calismamizda mide ve kolorektal karsinomlarda EZH2 ile p53, Ki67 ve
E-kaderin arasinda boyanma yaygmligr ve yogunlugu yoniinden iligski incelendi.
Mide karsinomlarinda EZH2 boyanma yaygmligi ve yogunlugu ile E-kaderin
boyanma yaygmligi ve yogunlugu arasinda zayifta olsa negatif bir korelasyonun
oldugu dikkati ¢ekti. EZH2 boyanma yayginligi ve yogunlugu ile p53 ve Ki67
boyanma yaygimligi ve yogunlugu arasinda ise pozitif bir korelasyon izlendi ancak
bu zayif bir korelasyona tekabiil ediyordu.

Kolorektal karsinomlarda EZH2 ile Ki67 arasindaki tespit edilen pozitif
korelasyon boyanma yayginligi ve yogunlugu yoniinden orta siddetteydi. EZH2 ile
p53 arasinda ise boyanma yayginligi ve yogunlugu bakiminda son derece zayif bir
pozitif korelasyon mevcuttu. Kolorektal karsinomlarda EZH2 ile E-kaderin arasinda
korelasyon negatifti ancak oldul¢a zayifti.

Calismamizda ayrica mide ve kolorektal karsinomlarda ana tiimor dokusu ile
metastatik timor dokusu arasinda EZH2, p53, Ki67 ve E-kaderin boyanma
yayginligi ve yogunlugu arastirildi. Hem mide hem de kolorektal karsinomlarda E-
kaderin boyanma yayginligi ve yogunlugunun ana tiimoér dokusunda daha fazla
oldugu goriildii. EZH2, p53 ve Ki67 boyanma yayginligi ve yogunlugu ise metastatik
tiimor dokusunda daha belirgindi.

Calisma sonunda mide ve Kkolorektal karsinomlarda EZH2 boyanma
yaygmligr ve yogunlugunun ileri evre, lenf nodu metastazi mevcut ve koti
differansiye olgularda artmis olarak izlenmesi bu markirin prognozun
belirlenmesinde kullanilabilecegini gosterdi. EZH2, prognostik markir olarak
kullanilabilecek diger immunohistokimyasal markirlarlada iliskili idi. Ozellikle Ki67
ile aralarinda pozitif bir iliski mevcuttu. Bu bulgularda EZH2’nin prognostik bir

gostergeg olabilecegine isaret etmektedir.
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