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OZET

Kolorektal kanserlerin tedavi modaliteleri ic¢in birgok prediktif tetkik literatiirde
bulunmaktadir. CEA, patolojik ve klinikopatolojik degiskenler, tiimoriin proliferasyon indeksi
hastaligin tedavisinin yonlendirilmesinde kullanilan 6nemli prediktif degerlerdir. Literatiirde
bu testleri karsilastiran ve birbirinden farkli sonuglar1 olan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bu c¢alismada biz bu prediktif degerlerin hastanemizde ki sonuclarini ve hastalarmn DNA

onarim kapasitelerinin bu parametreler ile iligkisini arastirdik.

Kolorektal kanserlerde evre hastaligin tedavi secenekleri agisindan Onem
arzetmektedir. Hastaligin ameliyat 6ncesinde bakilan CEA degerleri hastaligin yaygmligi
hakkinda 6n bilgi verebilmektedir. Ancak rezeksiyon sonrasinda ki nihayi patoloji raporu
hastanm tedavisinin esas yonlendiricisi olmaktadir. TNM Evreleme sistemine gore hastalik
evrelenmektedir. Histopatolojik lenfovaskiiler ve perindral invazyon da bu evreleme igine
eklenmis faktorlerdir. Tiimoriin hesaplanan proliferasyon indeks degerlerinin de hastalik
acisindan 6nemli oldugu ¢esitli yayinlarda gosterilmistir. Literatlirde comet assay ile bakilmis
DNA hasarlar1 ve DNA onarim kapasiteleri arasinda, kolorektal kanserli olgularin ve saglam
kontrol gruplarmin arasinda anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir. Ancak kolorektal kanser

genetigi ile patolojik parametreler arasinda ilsiski literatiirde yaygin olarak ¢alisilmamagtir.

Bu calismada prospektif ve randomize olarak calismaya alinan kolorektal kanserli hastalarin
DNA onarim kapasiteleri comet assay yontemi ile ¢alisildi. Olgularm CEA degerlerine
ameliyat Oncesi bakildi. Hastalarin ameliyat sonrasinda nihayi patoloji raporlar1 gerekli
parametreler acisindan kontrol edilerek dosyalanarak saklandi. Hastalarin hazirlanmis olan
preperatlar1 proliferasyon indeksi (PI); Ki-67 boyasi ile ¢alisilmak iizere patoloji’de sakland:.

Bu preperatlardan tiimorlerin PI degerleri hesaplandi.

Sonug olarak tiim bu veriler birbirleri ile karsilastirildi. Arastirmanin sonuglarina bakildiginda
PI degerleri ile hastali§in evresi arasinda ve lenfatik invazyon arasinda anlamli ilski saptandi.
Histopatolojik degerlere bakildiginda tiimoriin Grade’i ile timdriin penetrasyonunun anlamli
olarak iliskili goriildii. Ayrica grade ile perindral invazyon da iligkili saptandi. DNA onarim
kapasitesi ile ilgili tiimoriin lenfatik invazyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
oldugu da bulunan bir diger 6nemli sonug¢tu. Caligmamiz da daha fazla hasta sayisina

ulagilamamasindan dolay1 bekledigimiz sonuglarin hepsi istatistiksel olarak anlamli



bulunamadi ancak caligmaya halen hasta sayisi arttirilarak devam edilmektedir. Calismada
ortaya c¢ikan verilere bakildiginda genetik olarak onemli ve faydali sonuglar verecegini
diisiindiigiimiiz bu konuda yapilacak bagka calismalarla bu parametrelerin arastirilmasina

ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz .



ABSTRACT

There are a lot of predictive tests in the literature about the treatment modalities for colorectal
cancer. CEA, pathological and clinicopathological values, proliferation index are some of the
predictive values that will be guiding the treatment of the colorectal cancer. There are a lot of
studies that compared all these and got different results. In our research we looked for the
predictive values interaction and compared these results with the DNA repair capacity of the

patients.

Staging is important in the treatment of the colorectal cancer patients. The CEA level that is
measured preoperatively can help us in predicting the dissemination of the cancer. But the
main important thing is the last pathological report of the resected specimen for the decision
of the treatment. TNM staging is used for this step. The histopathological parameters as
lenfovasculer and perineural invasion were added to this staging. Also it is known that the PI
is also important in the tumor invasion. In the literature it was shown that there is a difference
in the DNA damage & the DNA repair capacity between the colorectal cancer & the control
group. But the association between colorectal cancer genetics, the pathological and

histopatholohical values; there is just a number of studies in the literature.

In our research CEA levels were recorded & the DNA repair capacities of the prospective and
randomized selected patients were measured by comet assay. The pathology reports including
the research parameters were filed. The specimens that will be used for the PI by the Ki-67

stain were kept in the pathology department. Lateron PI were calculated.

As a result the parameters were statistically compaired. There was a statistically significant
relation between PI; TNM & the lenfatic invasion of the tumor. Among the histopathological
measures there was a statistically significant correlation between the grade and the tumor
status. Looking at the genetic relation there was a correlation with the DNA repair capacity of
the patient & the lenfatic invasion of the tumor too. Because of the number of the patients in
the research we could not get the results that we expect but the research is still going on to get
the sufficient number of cases. As we look at our results we can assume that there should be

more studies with the genetics & these parameters.
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1. GIRiS VE AMAC:

Kolorektal kanserler diinyada en sik goriilen malign tiimorler arasinda 4. sirayi
almaktadir.' Ulkemizde elimizdeki verilere bakildiginda kolorektal kanserler en sik 10 kanser
icin de 7. swrada bulunmaktadir ve bu hastalik nedeniyle de yaklasik yilda 3200 6lim
gerceklesmektedir.” Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de mortalite ve morbidite agisindan

onemli bir saglik problemidir.

Kolorektal kanserin molekiiler ve biyolojik o6zellikleri hakkimdaki bilgilerin hizla
artmas1 patogenezine 11k tutmaktadir. Bu kanserlerin genetik yatkinlik ve g¢evresel etkiler
arasindaki etkilesim sonucu uzun siirede ortaya ¢iktigi bildirilmistir.” ¢ Hastaligm
baslangicinda normal olarak bulunan mukoza ¢esitli faktorlerin etkisiyle adenoma
doniismekte; sonrasinda olusan bu adenom da bazi mutasyonlar sonucunda zaman igerisinde
kansere ddniismektedir.’Giiniimiizde yapilan bir epidemiyolojik arastrmada cinsiyetler
arasinda goriilme sikliginmn esit oldugu , kolorektal kanser riskinin 40 yasindan sonra arttig1
ve riskinin en yiiksek diizeye 50-55 yaslarinda ulastigi bildirilmistir.® Diinyanin pek gok
iilkesinde yapilan arastwrmalar kalitsal duyarlilik ve cevresel faktorlerin etkileri sonucu
kolorektal kanserlerin olustuguna isaret etmektedir. Kolorektal kanserogenez de yapilan
genetik bir modelde bazi anahtar mutasyonlarin kolorektal kanser olusumuna neden oldugu
gdsterilmistir.” Son yillarda bu kansere neden olan genetik faktorler hakkinda bir ok ¢alisma
yapilmis ve kolorektal kanserlere %25 oraninda kaltsal faktorlerin neden oldugu
bildirilmistir.® ® Kalitsal faktérlerin kolorektal kanserde 6nemli oldugunun bir baska kanitida
hastalarmin birinci derece yakin akrabalarinda kansere yakalanma riskinin daha yliksek
oldugunu gostermis olan Foulkes ve ark.’mmn ° yaptigi c¢alismadir. Kolorektal adenom-
karsinom zincirinde genetik degisikliklerin molekiiler modeli ilk olarak Vogelstein ve ark. '

tarafindan tanimlanmaistir.

Kolorektal kanserli olgularda evreleme (Staging) hastanin prognozunu belirlemede ve
adjuvann tedavi gereksiniminin arastirilmasinda son derece onem arzetmektedir. Geleneksel
olarak kolorektal kanser evrelemesi ilk olarak 1930 yilinda rektum kanseri i¢in prognostik

ara¢ olarak gelistirilmis olan, Dukes smiflandirmasma gore yapilmaktadr. '' Su anda
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American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International Union against Cancer (UICC)
tarafindan gelistirilmis olunan TNM Kklassifikasyonu tercih edilen evreleme sistemidir. Bu
sistemde tiimoriin penetrasyon derinligi (T), mesenterik nodlarin bulunup bulunmamasi ve

say1st (N), ve uzak metastaz varligi (M) hesaplamaya katilmaktadir. '

Patolojik evreleme; cerrahi eksplorasyondan ve spesimenin degerlendirilmesi ile
yapilir. Kanserin final evrelemesi TNM sistemine gore yapilmaktadir. AJCC evreleme (6th
edition) sisteminde kanserin duvara penetrasyonu, lenf-nodu tutulumu gbz Oniine alinarak
evreler altgruplara ayrilmistr. Bu altgruplarda da surveyde ve hastaligin prognozunda

farkliliklar oldugu gosterilmistir.

Patolojik olarak tiimor hiicresinin  proliferasyon indeks miktarmin (PI)
degerlendirilmesi de tiimoriin davranmig paternini dolayisiyla hastaligin evresini bize

gosterebilen degerlerdendir.'* 2

Cogu retrospektif olarak yapilmis olunan ¢aligmalarda meme
kanseri, mide kanseri ve lenfoma icin proliferasyon miktarmin tiimdriin davranisi agisindan
bilgi verdigi ortaya konulmustur.'® '” Proliferasyon indeksi (PI) 6lgiimii i¢in kullanilan Ki-67
de literatiirde bu amagla kullanilan ve ileri derece de kontrolsiiz cogalan hiicrelerde saptanilan
ancak normal dinlenme durumunda bulunan hiicrelerde bulunmayan bir monoklonal
antikordur. '® Kolorektal kanserde yiiksek PI degerleri ile kotii prognostik degiskenler

arasinda anlamli bir iliskinin oldugu yapilan bircok calismada gosterilmistir. ' 2° > 2

Proliferasyon belirtegleri ile kolorektal kanserlerin prognozu arasinda iligski oldugunu

gbsteren calismalarda literatiirde bulunmaktadir. 2 * %

Literatiirde yapilmis olunan
caligmalarda gosterilmistir ki kolorektal kanserler ile proliferasyon indeks degerleri arasinda;
PI degerinin artmasiyla, timdriin penetrasyonunun derinligi, lenf nodu metastaz1 yapma
siklig1 ve uzak metastaz yapma siklig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmaktadir. Timdriin
lokal invazif olmasi, metastatik olmas1 ve diferansiyasyonu ile PI degerleri arasinda anlamli
bir korelasyon oldugu gosterilmistir, ' 20 2! 222

Ameliyat Oncesin de bakilan Karsinoembriyonik antijenin (CEA) hastaligin

resektabilitesi ve evresi ile ilgili 6n bilgi verdigi de bilinmektedir.”’

Yapilan caligmalarda, SCE ve CA gibi tekniklerin kanserde biyogdsterge olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.”® * *° *' Ayrica kolorektal kanserde sitogenetik sayisal ve

yapisal anormallikler oldugu gosterilmis ve duyarlilign biyogostergesi olarak kabul edilen
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sitogenetik bir 6l¢lim olan Challenge teknigi ile hiicrelerin onarimi 6lgiilebilinmektedir.
Challenge  teknigi, @ DNA  onarim  yetersizliginde  genetik  predispozisyonu

belirleyebilmekte dir 32 33 343536 37 38

Bu c¢alismada amag¢ ameliyat Oncesi degerlendirmede kullanimi literatiirce
desteklenmis olunan kolorektal kanserde PI ve CEA gibi hastaligin evresini 6ngorebilen
tetkiklerin , patoloji raporlarmnin; literatiirde kullanilmakta olan biyogdstergelerden SCE ve
CA ile karsilastirilarak ; biyogdstergelerin kolorektal kanser evrelemesinde yerinin olup

olamayacaginin arastirilmasidir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 KOLOREKTAL KANSER:

Kolorektal kanserler tim diinyada mortalite ve morbidite agisindan temel bir halk
saglig1 problemidir. 2004 yilinda A.B.D de 106.000 kolon kanseri ve 41.000 rektum kanseri
olgusu saptanilmis olup, bu olgulardan da 57.000 tanesi Sliimle sonlanmustir.”® Amerika
Birlesik devletlerinde kolorektal kanser tedavisi i¢in harcanan paranm yillik 5.5 ila 6.5 milyar
dolar arasinda oldugu diisiiniilmektedir.* Ulkemizde ise ayn1 yillar i¢in elimizdeki verilere
bakildiginda; kolorektal kanserler en sik goriilen 10 kanser swralamasinda 7,24 / 100.000
insidans ile 7. sirada bulunmakta ve yilda yaklasik 5000 yeni vaka goriilmektedir. Kolorektal
kanser nedeniyle iilkemizde yaklasik yilda 3200 oliim gerceklesmektedir.” Ulkemizde de
kolorektal kanserler bu veriler 15131nda mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenleri arasinda

bulunmaktadir.

2.1.1. GENETIK:

Kolorektal kanser gelisiminin normal mukozanin adenoma progrese olmasi;
sonrasinda da adenomun kansere donilismesi sekansiyla; gerceklesmis olan mutasyonlar
sonucunda olustugu bilinmektedir.’” Bu mekanizmanin genetik modeli bazi anahtar
mutasyonlar sonucunda normal mukozanmn kansere doniistiigiinii gostermektedir. Sekansin
icinde tiimor supresdr genlerde ve proto-onkogenlerde mutasyonlarin birikmesinin etkili
oldugu diisiiniilmektedir.” (Resiml) Olusan genetik instabilite mutasyon oranmi arttirmakta
ve bu progresyonu ilerletmektedir. Son 20 yildir kolorektal kanserlerde kromozomal
anomaliler saptanmakta ve Ozellikle de 5q, 17p ve 18q kromozom lokalizasyonlarindaki
allelik kayiplarin patogenezde major rolii oldugu gosterilmektedir. Ornek olarak FAP’l1
hastalarda 5. kromozomdaki bir delesyon bu kromozomun uzun kolundaki (5q21) APC
geninin inaktivasyonuna neden olmaktadir. APC genindeki somatik mutasyonlar sporadik
kolorektal kanserlerin ve adenomlarin %60-80’inde saptanilmaktadir.Bu mutasyonun kolonda

baslayan kesintisiz hiicresel proliferasyondan ve kolonda neoplazinin olusumundan sorumlu
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oldugu gosterilmistir.18. kromozomun uzun kolu {izerindeki heterozigosite kayb1 adenomdan
kanser gelismesinde gec¢ ortaya ¢ikan ancak olustugunda kotii prognozu gdsteren bir
bulgudur.18q bdlgesinin kaybmin DCC tiimdr supresér geninin inaktivasyonuna katkida
bulundugu ve kolorektal kanserlerde uzak metastazlarin 17p ve 18q’nun yiiksek fraksiyonel
allelik kayip ve delesyonlart ile beraber goriildiigii kanitlanmigtir. Kromozom 17p {izerindeki
timor supressor geni p53’lin mutasyonu ve inaktivasyonu ise kolorektal karsinogenezde ge¢
bir fenomen olarak goriilir ve hastalarm %75’inde saptanilabilinir,'® *' #* 3 44 45 46
Mikrosatellit Instabilitesi (MSI) kolorektal karsinogenezde alternatif bir yoldan genomik
instabiliteye ve miiteakiben de kolorektal kansere yol agmaktadwr. Bu fenomen mismatch
repair genlerinin ¢aligmasini bozarak yiiksek mutasyon oranlarma neden olmaktadir. Sporadik

kolorektal kanserlerde MSI ; hMLH1 geninin promotor alanmnin hipermetilasyonu ile bu

proteinin ekspresyonunu bozarak etki etmektedir.*’

Dcc
SMAD4 Other
APC/B-catenin K-RAS SMAD2 p53 Changes
Dysplastic :
Normal Crypt and Intermediate| : Late f "
Epithelium Early Adenoma Adenoma Carcinoma Metastasis
Adenoma

Resim 1: Mukoza-adenom-kanser sekansi genetik modeli.

2.1.2. RiISK FAKTORLERI:

Cok sayida risk faktorii kolorektal kanser hastaligi icin tanimlanmistir. Ailede
kolorektal kanser (KRK) ve/veya adenomatdz polip hikayesi, ailesel KRK sendromlari, sigara
tilketimi, enflamatuvar barsak hastaliklari, diet ve yasam tarzi farkliliklar1 gibi ¢ok sayida
tanimlanmus risk faktorleri literatirde bulunmaktadir. ** Ancak tiim diinyada kolorektal

kanserlerin biiyiik bir ¢ogunlugu sporadik olarak goriilmektedir.

Kolorektal kanser riski ve aile hikayesini arastiran meta-analiz ¢alismalarinda birinci
derece akrabasinda KRK saptanilan kisilerin rolatif riskinin 2.25 oldugu; eger birden fazla
birinci dereceden akrabasinda KRK bulunmaktaysa bu oranin 4.25’e¢ kadar ¢iktig1

gosterilmistir.*
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2.1.3. KiLINIK DEGERLENDIRME:

Tarama yapilan iilkelerde KRK hastalarmin ¢ogu artik semptomatik olmadan tani
alabilmektedir. Bazi hastalar anemi ve gastrointestinal kanama ile bagvurmaktaysa da ¢ogu
hasta hastaligin ileri safhalarma kadar asemptomatik olarak kalmaktadir. Semptomlarin

siiresinin hastahgm evresiyle iliskili olmadig1 gosterilmistir.>

2.14 EVRELEME VE PROGNOZ:

Kolorektal kanserli olgularda evreleme (Staging) hastanin prognozunu belirlemede ve
adjuvann tedavi gereksinimine karar vermek icin gerekli, objektif uygulamadir. Geleneksel
olarak kolorektal kanser evrelemesi Dukes smiflandirmasma gore yapilmaktadir.'' Su anda
American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International Union against Cancer (UICC)
tarafindan gelistirilmis olunan TNM klassifikasyonu tercih edilen evreleme sistemidir. Bu
sistemde tiimoriin penetrasyon derinligi (T), mesenterik nodlarin bulunup bulunmamasi ve

say1st (N), ve uzak metastaz varligi (M) hesaplamaya katilmaktadir.”'

2.1.4.1 KLINiK EVRELEME:

Temel olarak hikaye ve fizik muayene, endoskopik bulgular ve biopsi sonucunun
incelenmesinden olusan preoperatif evrelemedir.Akciger filmi g¢ekilmesi diger komorbid
hastaliklar ve sistemik hastaliklarin degerlendirilmesi gibi hastanin operasyon i¢in durumunun
incelendigi donemdir.Bu donemde hastali§in tedavisini yonlendirecek olan durumlarda ve
metastatik hastalik siiphesi olmasi1 durumunda yiiksek riskli hastalarda tomografi ve/veya PET
¢ekilebilinir.”® Preoperatif olarak bakilan Karsinoembriyonik antijenin (CEA) hastaligim

resektabilitesi ve evresi ile ilgili preoperatif 6n bilgi verdigi bilinmektedir. >’

2.1.4.2 PATOLOJIK EVRELEME:

Kolorektal kanserli olgularda evreleme (Staging) hastanin prognozunu belirlemede ve
adjuvan tedavi gereksiniminin arastirilmasinda son derece Onem arzetmektedir.Geleneksel
olarak kolorektal kanser evrelemesi ilk olarak 1930 yilinda rektum kanseri i¢in prognostik

ara¢ olarak gelistirilmis olan, Dukes’ smiflandirmasma gore yapilmaktadir.'' Su anda
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American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International Union against Cancer (UICC)
tarafindan gelistirilmis olunan TNM Kklassifikasyonu tercih edilen evreleme sistemidir. Bu
sistemde tiimoriin penetrasyon derinligi (T), mesenterik nodlarin bulunup bulunmamasi ve
sayist (N), ve uzak metastaz varligi (M) hesaplamaya katilmaktadir. ' Patolojik evreleme
cerrahi eksplorasyondan ve spesimenin degerlendirilmesi ile yapilir. Kanserin final
evrelemesi TNM sistemine gore yapilmaktadir. AJCC evreleme (6th edition) sisteminde
evre2, evre2A ve evre2B olarak ; evre3 ise evre3A , evre3B ve evre3C olarak hem duvara
penetrasyon, hem de lenfnodu tutulumu g6z Oniline alinarak altgruplara ayrilmistir. Bu
altgruplarda da sagkalim da farkliliklar oldugu gésterilmistir. >> Lenfatik invazyonun derecesi

ve vaskiiler invazyonun varligi TNM evreleme sistemine nemli eklerdir.”* >

Dukes; onceki Lockhart and Mummery smiflandirmasini bir sekle sokarak, 1932’de

kendi ismini verdigi bir evreleme sistemi gelistirdi. Buna gore:

-Dukes evre A’da; tiimor barsak duvarinda olup (submukoza veya muskiilaris propria), seroza

invazyonu yoktur
-Dukes evre B’de; tiimor muskularis propriadan serozaya invaze olmustur

-Dukes evre C’de; tiimdr bolgesel lenf nodlarina metastaz yapmustir. *° 7

Bir diger evreleme sistemi ise Astler- Coller siniflandirmasidir.Buna gore :
-Evre A: Tiimor mukozaya sinirhdir.
-Evre B1: Tiimor muskularis propriay1 invaze eder fakat onun tamamini tutmaz
-Evre B2: Tiimor muskularis propria boyunca invazedir

-Evre C1: Evre B1’in 6zellikleri ile beraber lenf nodlarinin tutulmasi
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-Evre C2: Evre B2’nin 6zellikleri ile lenf nodlarinin tutulmasi

-Evre D: Yaygin metastaz olmasidir. >* >

1954°de ise Denoix TNM sistemini uygulamaya basladi.Bu sistem UICC ve AJCC
tarafindan literatiire uyarlanmigtir ve suanda en yaygin olarak kullanilan siniflandirma

sistemidir.

Kolorektal karsinomda evreleme ( TNM )

Primer tiimor (T)

TX Primer timorin olmamasi

TO Primer tiimor i¢in higbir delil olmamas1

Tis  Karsinoma insitu ( intraepitelyal ve intramural)

T1 Tiimor submukozay1 invaze eder

T2 Tiimor muskularis propriay1 invaze eder

T3 Timor muskularis propriadan gegerek subserozaya veya periton ile kapli olmayan

perikolik veya perirektal dokuya invazedir

T4  Timor diger organlari veya yapilari invaze eder veya visseral peritonu perfore

etmistir.
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Bolgesel lenf nodlar (N)

NX  Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

NO  Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yoktur

N1 Perikolik veya perirektal lenf nodlarma 1- 3 metastaz
N2 Perikolik veya perirektal lenf nodlarma > 4 metastaz.
N3  Uzak lenf nodiilii tutulumu (prinsipal lenf nodiilleri)
Uzak metastaz (M)

MX  Uzak metastaz varlig1 degerlendirilememistir.

MO

M1

Uzak metastaz yoktur

Uzak metastaz vardir

Kolorektal Kanserde Evreleme:

Evre 0 :Tis,NO,MO

Evrel :T1,NO,MO(DukesA);

Evrell :T3,NO,MO(DukesB);

Evre III :Herhangi T, NI,MO0 (DukesC);
Evre IV :Herhangi bir T, herhangi bir N, M1.

Herhangi

T2,NO,M0
T4,NO,M0
bir T,N2,M0
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2.1.4.2.1 PATOLOJIK GRADE ( DERECELENDIRME ):

Histolojik olarak derecelendirme (grade) adenokarsinomlarin bez yapilarin varligi

263760 61 Histolojik grade prognostik deger olarak da

temel almarak yapilmaktadir.
kullanilmaktadir. >” Kotii diferansiye olanlarda en azindan bazi bez yapilar1 ve miisin {iretimi
izlenmelidir. Karsinomlar karisik diferansiasyon yapilanmasi gosterdiginde derecelendirme en
az diferansiye bilesene gore yapilmaktadir. Iyi diferansiye tiimérler (Grade 1) de tiimériin
%75’ inden fazlasinin bez benzeri yapida olmasi (Resim 2) ; orta derece diferansiye (Grade II)
timorler de bez benzeri yapmin % 25-75 oraninda olmasi (Resim 3) ve kotii diferansiye
timorler (Grade III) de ise bez benzeri yapinin % 25’den az olmasi gézlemlenir (Resim 4).

Miisinz adenokarsinomlar ve tasli yiiziik hiicreli karsinomlar genellikle grade III” tiir. >’

62

™
3 ! _

-
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$

Resim 2: Iyi diferansiye adenokarsinom (H&E, x400)
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Resim 3: Orta derece diferansiye adenokarsinom (H&E, x100)
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2.1.4.2.2 TUMORAL iINVAZYON :

Kolorektal adenokarsinomlar; perindral, lenfatik , vendz invazyon ve direkt invazyon
ile bitisik yapilara, ekilme ile periton ve serozal membranlara, implantasyon ile cerrahi
yaralara ve anastomoz alanlarma yayilirlar.  °° > Tamér gelistiginde birkag yonde biiyiimeye
devam eder. Bu biiylime liimene ve kolon duvarma dogrudur. Kasa penetrasyon, bitisik organ

ve dokulara direk yayilim ile sonuglanir.
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2.1.4.2.2.1 VENOZ INVAZYON :

Vendz invazyon li¢ histolojik 6zellik tasir.

1) Tiimor hiicreleri ven duvarmdan ayridir

2) Tiimor hiicreleri ven liimenini doldurmustur. Merkezinde rekanalizasyon olabilir.

3) Tiimor limende vaskiiler kalinlagsma, duvar ve etraf dokuda enflamatuvar reaksiyon ile
biiylir. Duvar disinda, kalin duvarli ven invazyonu, intramural invazyondan koti
prognozludur. Duvar disinda ki venlerde tiimor varligi ile metastatik hastaliklardan 6lenler
arasinda giicli uyum vardir. Kan damari invazyonu ile tiimér evre ve grade’i artar. > ©

(Resim 5)

-

X

Resim 5: Vaskiiler invazyon. (H&E, x100)

2.1.4.2.2.2 LENFATIK INVAZYON :
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Lenfatik invazyonun artis1 diisiik sag kalim ile beraberdir. Lenfatik invazyonun artis1
ile timor evre ve grade’i artar. Ayrica bolgesel tekrar orani ile de orantilidir. Lenfatik
invazyon hayatta kalim i¢in bagimsiz bir prognostik faktordiir. Kolon kanserleri siklikla
bolgesel lenf nodlarina metastaz yapar. Diisiik gradeli tiimorler lenf nodlarina %30, yiiksek

gradeli timérler ise %81 oraninda metastaz yapar. >’ © (Resim 6)

Resim 6: Lenfatik invazyon. (H&E, x100)

2.1.4.2.2.3 PERINORAL iINVAZYON :
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Perindral invazyon patolojik evreleme i¢in gerekli diger 6nemli kriterlerdendir. Evre
III ‘de perindral invazyon gdriilme orani artmaktadir ve perindral invazyon olmayan evre II1
hastalara gore perindral invazyonlu evre III hastalarda bolgesel tekrar orani artmustir. °7

(Resim 7)

Resim 7: Perinoral invazyon. (H&E, x100)

2.1.4.2.3. PROLIFERASYON INDEKSI :
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Proliferasyon indeksi tiimoriin saldirganligi ve yayilima ne kadar yatkin oldugunun
belirteci olarak kullanilmaktadir. Patolojik olarak tiimor hiicresinin proliferasyon miktarinin

degerlendirilmesi de tiimoriin davranis paternini bize gosteren degerlerdendir.®® ©

Cogu
retrospektif caliymada meme kanseri, mide kanseri ve lenfoma i¢in proliferasyon miktarinin
tiimoriin davramsi agisindan bize bilgi verdigi ortaya konulmustur. '® 7 Proliferasyon indeksi
(PT) 6l¢timii i¢in kullanilan Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde eksprese olan ancak resting hiicrelerde
bulunmayan bir monoklonal antikordur. '* Ki-67 proliferasyon belirleyicisi ilk kez 1983’de
Gerdes ve arkadaglar1 tarafindan, hiicre siklus bagimli niikleer proliferasyon belirleyicisi
olarak tanimlanmustir ve kortikal timosit, germinal merkez lenfositleri, epidermisin bazal
hiicreleri gibi proliferatif hiicrelerde exprese edilmistir. Ayni arastirmacilar 1984°de Non-
Hodgkin Lenfomalarda Ki-67 ekspresyonunu incelemisler ve Ki-67’nin 6nemli bir klinik
gdsterge olabilecegini gozlemlemislerdir. ® ©” Ki-67 hiicre siklusunun proliferatif G1, G2, M
ve S fazlarinda hiicre tarafindan eksprese edilen, GO fazinda eksprese edilmeyen, nonhiston
niikleer bir proteindir. Bu belirleyiciye karsi esas antikor sadece taze frozen kesitlerde
calisilmistir, bu nedenle parafin bloklarda ¢aligilmak iizere monoklonal antikorlarin formaline
direncli epitoplar1 (MIB-1 ve MIB-3) gelistirilmistir. Ki-67 ve mitoz sayimi arasinda iyi bir
korelasyon vardir. ®® Ki-67, 345 ve 395 kilodalton agirhiginda iki molekiilden olusan bir
komplekstir ve Ki-67 geni 10.kromozom iizerinde yer alw. ®” immiinhistokimya sal
boyamalarla bu antikorun spesimenlerde gosterilebilinmesi miimkiindiir. Kolorektal kanserde
yiikksek PI degerleri ile kotli prognostik degiskenler arasinda anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir.  Yiiksek PI degerlerinin ¢esitli tiimorlerin invazyon derinligi, lenf-nodu
metastazi ve uzak metastaz ile beraber oldugu ¢esitli retrospektif olarak yapilmis olan
caligmalarla gdsterilmistir. Kolorektal kanserlerin patolojik karakteri olarakta PI ile tlimoriin
diferansiyasyonu, metastatik olmas1 ve lokal invazif olmas1 arasinda iligkiler gosterilmistir; PI
degeri arttik¢a tlimoriin penetrasyon derinligi, lenf nodu metastazi yapma siklig1 ve uzak
metastaz yapma sikli§1 arasinda anlamli bir iliski bulundugu literatiirde bircok calismada

19 20 21 22

gosterilmistir. Proliferasyon markirlar1 ile kolorektal kanserlerin prognozu arasinda

iliski oldugunu gosteren ¢alismalarda litaratiirde bulunmaktadir. ** ** *°
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2.2. DNA HASARININ VE DNA ONARIM KAPASITESININ BELIRLENMESI:

2.2.1.DNA Hasarinin Belirlenmesi (Comet yontemi):

Genotoksisite, fiziksel veya kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasara
verilen isimdir. Genetik materyalde olan degisikliklerin tamir edilemedigi durumlarda
rekombinasyon, mutasyon, yaslanma, kanser olusabilmektedir. ® " Comet teknigi veya bir
diger adiyla tek hiicre jel elektroforezi, DNA hasarmi 6lgmek ve analiz etmek amaciyla
kullanilan, hizli, basit, duyarli ve yaygin kullanim alanma sahip bir tekniktir. 1970 1i yillardan
beri diinyada yaygim olarak kullanilmakta olan bu test ilk olarak 1975 yilinda Rydberg ve

Johanson !

tarafindan DNA sarmal kiriklarinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilmistir. 1984
yilinda Ostling ve Johanson '* tarafindan gelistirilen bu teknik notral pH’da (pH:7.0-9.6)
DNA’nin ¢ift zincir yapisint korumasmdan faydalanarak DNA da bulunan ¢ift sarmal

kirklarini tayin etmekteydi.

Bu donemde yaygin olarak kullanilmasinin ardindan
gelistirilerek 1988 yilinda Singh ve arkadaslari tarafindan bu yontem alkali lizing kosullarinda
uygulanmistir. Singh ve arkadaslarinin yonteminde ki fark; alkali ortamda (pH>13) DNA’nin
unwinding‘e ugramasidir. Boylece daha hassas olarak ¢ok daha kiiciik DNA degisiklikleri
gosterilebilir hale gelinmistir. "* 7> Singh ve arkadaslarmm comet ydntemi protokolii bugiin
diinya genelinde en yaygin kullanilan protokoldiir. ° Yéntemin en 6nemli avantajlarindan bir
tanesi de insan lenfositlerinde ¢alisma olanagi saglamasidir. /' Comet yonteminde, hiicreler
izole edildikten sonra agar icine gomiilerek mikroskobik lamlara yayilir, lizing asamasindan
sonra elektroforeze birakilir. Bu elektroforez islemi esnasinda hasarli DNA ¢ekirdekten anoda
dogru siiriiklenmeye baslar ve kuyruklu yildiz (comet) olusumu floresan boya (Etidyum
Bromiir) ile boyanmak suretiyle floresan mikroskop altinda degerlendirilir. Comet teknigi ile
DNA hasarmin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmenin yanisira kuyruk
uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesi gibi parametrelerde
hesaplanabilmekte ve sayisal olarak degerler elde edilebilmektedir. Kuyruktaki DNA
yiizdesinin (% Tail DNA) belirlenmesi ve sonuglarin gozle degerlendirilmesi diger
parametrelere gore doz cevap iliskisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir. " 7
Diger genotoksisite yontemleri ile karsilagtirildiginda Comet Yontemi; diisiik diizeylerde de

olsa DNA hasarimn yliksek sensitivite ile saptayabilmesi, kisa siirede ve kolay uygulanabilir

olmasi nedeniyle daha 6ne ¢ikan bir yontem olarak kullanilmaktadir. *°
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2.2.2.DNA Onarim Kapasitesinin Belirlenmesi (Challenge Yontemi):

Ilk olarak Hsu, Au ve arkadaslarnin 1970’lerde yapmus olduklari genotoksisite
caligmalarinin sonucunda kanser hastalarnin ve kansere yatkin bireylerin kendi DNA’larin1
onarmada basarisiz olduklar1 gosterilmistir. Calismalarinda Au ve arkadaslar1 X ve gama
isinlart gibi fiziksel ajanlar1 kullanmaya baslamislardir. Au ve ark. uyguladiklar1 yontemi
“Challenge teknigi” diye isimlendirmislerdir. Boylece bu teknik ilk olarak William Au
tarafindan sitogenetik literatiiriine sokulmus ve DNA onarmminin kisilere gore farkliliginin
tespitini; dolayisiyla bireysel duyarliligi gostermek igin kullanilmaya baslamilmustir. *' ** Bu
yontemde deney ve kontrol bireyleri yiiksek dozda radyasyona maruz birakilir ve olugmusg
olan indiiklenmis DNA hasar1 saptanir. Indiiklenmis degerlerdeki farklar kantitatif olarak

53 % DNA hasarinin radyasyon ile indiiklenmesi

degisen onarim kapasitesini gostermektedir.
ve radyasyon genotoksisitesi ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmustir ve literatiirde ¢ok

giivenilir bir yontem olarak kullanilmaktadur. *

Hasarli DNA’nin onarilamamasi kanser olusumunun temel mekanizmasi olarak kabul
edilir. Bu durum DNA onarim yetersizligini ve kansere yatkinligi dolayisiyla bireysel
duyarlilig1 belgeler. DNA onarim yetersizlikleri spesifik genlerde mutasyon meydana
getirebilir. ** DNA onarim bozuklugunun saptanilabilinmesi i¢in Comet tekniginin kan
lenfositlerinde Challenge teknigi ile kombine kullanimi yontemin hizli ve giivenilir olmasi

nedeniyle tercih edilmektedir. *’

3. GEREC VE YONTEM:

Bu prospektif randomize olarak 2008 yilindan itibaren yliriitiilen ¢calismada Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana Bilim Dali’na basvuran veya burada tanisi

konulan kolorektal kanser tanili hastalarin DNA hasarlarinin & DNA onarimm kapasitelerinin
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hastaligmm Evresi ve tiimdriin saldirganlifi arasinda ki iliskinin degerlendirilmesi

amaglanmgtir.

Bunun i¢in Kolorektal kanser tanili hastalara calismanin icerigi ve esaslarinin anlatilip,
okuyup anladiklar1 yoniinde imzaladiklari onama formlar1 alinarak, ¢alismanin kriterlerine
uyan hastalar ¢aligmaya dahil edilmigtir. 2008 yil1 Ocak ayinda ¢aligmaya baslanilarak 2009

Agustos ayma kadar ¢alismanin kriterlerine uyan 30 hasta bu ¢aligmaya alinmistir.

Calismaya almmis olan hastalardan 21 G c¢apli steril enjektor yardimiyla steril
sartlarda iki adet Heparinli tiipe 5 er mililitre olacak sekilde kanlar alinmistir. Bu kanlar DNA
calisilacagindan bekletilmeden 0.75 Gy ile 1sinlanmak {izere Acibadem Hastanesi Kozyatagi

Radyasyon Onkolojisi Boliimiine 6nceden anlasildigi tizere gotiiriilmiistiir.

Bu c¢aligmaya alinan hastalarin preoperatif CEA degerleri, ameliyat notlari, gerekli

demografik bulgulari, epikrizleri ve ameliyat sonrasi patoloji raporlar1 takibe alinmaistir.

3.1. HASTA SECILME KRiTERLERI:

Calismaya alinma kriterleri ;

1. Kolorektal kanser tanis1 almig hastalar

2. Onama formunu okumus ve ¢alismay1 kabul etmis hastalar

Calismadan ¢ikartilma kriterleri ;

1. Ailesel kolorektal kanser hikayesi olan hastalar
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2. Enflamatuvar barsak hastaligi zemininde gelismis olan kolorektal kanser hastalar1
3. Preoperatif kemoterapi ve/veya radyoterapi almis hastalar

4. Bilinen genetik gecisli ailevi hastalig1 olanlar

5. Sigara icen hastalar

6. Calismadan kendi istegiyle herhangi bir asamada ¢ikmak isteyen hastalar

7. Patolojik incelemesi hastanemiz disinda yapilacak olan hastalar.

3.2. ALKALI COMET HAZIRLIGI:

Calismaya alinan hastadan preoperatif donemde heparinli tiipe alinan Ornek
1sinlanmasi yapilmasi i¢in Acibadem Hastanesi Kozyatagi Radyasyon Onkolojisi Boliimiine
gotiiriilmiistiir. Burada daha once yapilan doz-viabilite ¢alismalar1 sonucunda hesaplanmis
olunan 0.75 Gy ile kanlar; toplam 30 saniye boyunca viicut 1sisin1 taklit etmek i¢in 37 derece
santigrat da sabitlenmis suyla doldurulmus olan polietilen su banyosu i¢ine yerlestirilerek

indiiklendi. (Resim 8)

30



Resim 8: Kanlarin 0.75 Gy doz ile 37 santigrad derece de polietilen su banyosu iginde

indiklenme siireci.

Ismlanmis olan kanlar Marmara Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dal1 laboratuarina getirilerek hemen iki ayr1 ependorfa boliinerek bir
ependorf 37 derecede 30 dakika onarilabilmesi i¢in bekletilip inkiibe edildikten sonra, diger

ependorf ise hasar onarilmasi i¢in bekletilmeden comet teknigi ile ¢alisildi.

Boylece hastanin normal periferal kan lenfositlerinde comet, indiiklenmis kaninda
comet ve indiiklenip onarilmasi ic¢in inkiibe edilmis lenfositlerde ki comet degerleri

hesaplandi.

31



3.2.1 ALKALIi COMET TEKNIGi:

3.2.1.1 LENFOSITLERIN iZOLASYONU:

Laboratuar ortamina getirilen kanlardan (diiz comet veya indiiklenmis) 100 mikrolitre
kadar1 ependorflar i¢ine bir tamponlama ¢dzeltisi olan 1 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ile
beraber alinarak ters-diiz edilmek suretiyle karistirilip buz i¢inde 10 dakika kadar bekletilir.
Sonrasinda her bir ependorfun tam dibine 100 mikrolitre Histopag (Lymphoprep) eklenir.
Lymphoprep lenfositlerin katman halinde ayrismasi i¢in gereklidir. Kanlarmn i¢inde ki
lenfositlerin ayrigtirilmasi i¢in bu ependorflar + 4 derecede 400 G de 5 dakika olmak iizere

santrifiije edilirler.

Santriflij sonrasinda ¢ikarilan ependorflara goz ile bakildiginda tam dipte kirmizi bir
katman olarak eritrositler goriilmektedir. En {istte sar1 bir katman olarak serum ve iki katman
arasinda ise lenfositlerin bulundugu bulanik bir alan goriilmektedir. Otomatik pipet ile comet

de kullanilacak olunan lenfosit katmani ¢ekilip alinarak ayr1 bir ependorf’a yerlestirilir.

Lenfositlerin ayristirilmasini miiteakiben lenfositlerin yagamimnin devamini saglamak
amaciyla LMA (Low Melting degree Agar) (0.65 mg LMA 100 ml PBS ile beherde
mikrodalga da ¢oziiliir ve 40 derece de saklanir) hazirlanir. Bu agarin sicakligi + 37 derece
olarak ayarlanir ve ayristirilmig 100 mikrolitrelik lenfosit i¢in 100 mikrolitre agar her bir
ependorfa eklenir. Bu karisim da mikropipet ile cekilerek lamlarin {izerine uzunlamasina
yayilir, iizeri de lamel ile kapatilarak DNA hasarlanmasini engellemek icin karanlik bir kutu

icinde agar donana kadar yaklagik olarak 30 dakika kadar + 4 derece de bekletilir.

Lamlar buzdolabindan ¢ikista saleler icinde hazirlanilmis olan lysis ¢ozeltisine (saleler
60 ml almakta ; sale i¢inde 53.4 ml stok lysis ¢ozeltisi + 6 ml DMSO + 0.6 ml Triton-X
eklenerek yapilir) lizerinde ki lameller ¢ikartilarak konulur ve bir gece boyunca + 4 derece de

buzdolabinda karanlik ortamda bekletilmeye alinirlar.
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3.2.1.2 ELEKTROFOREZ ASAMASI:

Lenfositlerin ayristirilmasinin ardindan + 4 derece de bekletilen lamlar ertesi sabah
lysis ¢ozeltisinden ¢ikartilarak hazirlanmig olunan elektroforez ¢ozeltisi (10 M NaOH 37.5 ml
+ 0.2 M EDTA ve 1250 ml ye distile su ile tamamlanir) ile doldurulmus saleye alinirlar. DNA
sarmallarinin ayrilmasi i¢in yapilan bu islemde sale 20 dakika boyunca buzdolabinda

karanlikta bekletilir.

Etrafi kirilmis buz ile doldurularak icine elektroforez c¢ozeltisi doldurulmus olarak
hazir halde bekletilen elektroforez tankina lamlar dikkatlice yerlestirilirler. Elektroforez tanki
300 miliamper de 20 dakika boyunca iizeri kapali olarak karanlik bir oda da igerisine lamlar

yerlestirilip DNA kiriklar1 elektroforez de yiiriitiilmeye birakilir. (Resim 9)

Resim 9: Elektroforez tanki ( Thermo ) ve elektroforez asamasi.

Kirilmis olan DNA sarmalindan ayrilmis olan DNA kiriklar1 daima negatif yiikliidiir.
Elektroforez igerisinde negatif yiikliiler pozitif kutuba dogru gé¢ edeceklerinden lam iizerinde

stirliklenen DNA kiriklar1 lamlarin iizerinde comet kuyrugunu olustururlar.
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Islem bitiminde lamlar nétralizasyon tamponuna (0.4 M Tris den 48.5 gram alinir ve
distile su ile 1000 ml ye tamamlanir) yerlestirilerek (pH = 7.5) toplam 3 kere 5 er dakikalik

periyotlar halinde + 4 derece yikanarak boyanma asamasina hazir hale getirilirler.

3.2.1.3 BOYAMA ASAMASI:

Notralizasyon igleminden sonra floresan boya olarak kullanilan Etidyum Bromiir (5mg
Etidyum Bromiir 50 ml distile su ile tamamlanir) den 50 mikrolitre kadar1 karanlik odada
lamlarin {izerine mikropipellerle damlatilir ve tizerleri lamellerle kapatilir. Etidyum Bromiir
ileri derecede toksik ve karsinojen bir materyaldir. Islem tamamen izole bir ortamda karanlik
odada yapilir. Bu lamlar kapali bir kutu i¢inde + 4 derece de 10 dakika kadar bekletilir.
Sonrasinda lamlar karanlik oda da floresan mikroskop yardimiyla incelenir. (Resim 10,11a ve

11b)

AVARLAMADA KULLANILAN

KISIMLARINA DK NMAYINGZ

Resim 10: Floresan mikroskopi ve Comet 6lgiim agamast.
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Resim 11a: Floresan mikroskopi altinda olusan comet ve sacgilmalarin toplu olarak 6rnek

goriiniimii. (Immiinfloresan mikroskopu, Etidyum bromiir, X 40)

Resim 11b: Floresan mikroskopi altinda olusan comet ve sagilmalardan izole Ornek

goriiniimii. (Immiinfloresan mikroskopu, Etidyum bromiir, X 40)



Bu incelemede her hastanin her calisilan lamindan ortalama 50 adet olmak {izere

sacilma goOstermis olan c¢ekirdekler secilerek sonrasinda hesaplama yapabilmek iizere

bilgisayara kayit edilir.(Resim 12)

Resim 12: Floresan mikroskopisinde se¢ilen Cometlerin degerlerinin hesaplanmasi ig¢in

programin kullanimi. (Immiinfloresan mikroskopu, Etidyum bromiir, X 40)
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Resim 13: Formiiliin uygulanma sekli. (immiinfloresan mikroskopu, Etidyum bromiir, X 40)

Bu islemlerden sonra bilgisayarda BAB Bs Comet Assay yazilimi kullanilarak 6l¢tim
degerleri ve gerekli parametreler hesaplanir (Resim 13). Bu sekilde kolorektal kanserli
hastanin normal kaninda comet, 1ginlanmis kaninda comet ve 1sinlanip onarim icin bekletilen

kaninda comet (Challenge) bakilmig olunur. Tiim bu sonuglar ;

% DNA REPAIR = % DNA 1simlanmis comet-% DNA onarilmis comet X 100

% DNA 1smlanmig
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Formiilii ile % DNA onarim kapasitesi hesaplanmasi i¢in kullanilir. (Resim 13 )

Resim 14: Calismaya alinmig olununan hastalarin cometlerinden 6rnekler. (immiinfloresan

boya , X 40)

3.3 PATOLOJIK DEGERLENDIRILME:

Tiim hastalarin spesimenleri Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nca degerlendirilmistir. Bu hastalarin hastanemizden onayli nihayi patoloji raporlari
prospektif olarak takip edilmis ve hastalarin ¢alisma i¢in diizenlenmis olan kendi dosyalarinda

izleme alinmustur.

Immiinohistokimyasal olarak proliferasyon indeksi bakilacak olunan Ki-67 boyasi i¢in
uygun olacak parafin kesitlerin se¢ilmesi i¢in; ¢aligmaya alinmig hastalarin tiim preperatlari
tekrar arsivden ¢ikartilip ayn1 patolog ile beraber tekrar incelenmis ve en uygun olan bloklar
birlikte secilip ¢ikartilarak immiin boya bu se¢ilen dokularda ¢alisilmistir. Prospektif olarak

takip edilen tiim hastalarin preparatlarina eksiksiz olarak ulagilmustir.
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3.3.1 Ki-67 IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME;:

Calismaya dahil edilmis olunan hastalarin patoloji arsivinde saklanmis olan tiim
lamlar1 tekrar degerlendirilmek iizere bir patalog ile tarandi. Hastalarin tiim lamlar1 tekrar
incelenerek bu tiimor bulunan lamlarm igerisinde yogun infiltrasyon bulunan alanlarm oldugu
kesitler immiinboyanma i¢in hazirlanmak iizere secildi. Hastalarmn patoloji raporlari
degerlendirilerek grade , invazyon parametreleri, evreleri gibi parametrelerin varligi kontrol

edildi.

Formalin fikse dokularda, Ki-67 immiinekspresyonunu gostermek amaciyla
streptavidin biotin peroksidaz immiinohistokimya boyama yontemi uygulandi. Bu yontemde,
parafine gdmiilii dokulardan, pozitif sarjli lamlara 3um kalimliginda kesitler alind1 ve 37°C’ de
1 gece deparafinize edildi, ardindan ii¢ ayr1 ksilende beser dakika bekletilerek
deparafinizasyon tamamlandi. Kesitler iki ayr1 %96’lik etanolden gecirildi ve dokudaki
endojen peroksidaz aktivitesi %3 H202 (metanolde) ile baskilandi. Distile su ile yikanan
kesitlere, maskelenen antijenleri acgiga ¢ikarmak amactyla, mikrodalga firinda pH 6 sitrat
tampon c¢ozeltisi ile antijen retrieval islemi uygulandi. Oda 1sisinda 20 dakika sogutulan
lamlar iki ayr1 fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi ve non spesifik boyanmayi
engellemek icin dokulara 10 dakikalik protein blokaji yapildi. Blokajin ardindan kesitlere
1:200 diliisyon oraninda anti-Ki-67 (Klon SP6, Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA,USA)
damlatilarak oda 1sisinda 60 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda kesitler iki ayr1 PBS ile
yikand1 ve biotinlenmis sekonder antikorda (SensiTek anti-polyvalent HRP kit, ScyTek
Laboratories, Utah, USA) 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile yikamanin ardindan
streptavidine peroksidaz (SensiTek anti-polyvalent HRP kit, ScyTek Laboratories, Utah,
USA) damlatilarak 10 dakika inkiibe edildi. Boyanmay1 goriiniir hale getirmek amaciyla
diaminobenzidine (DAB) kromojeni damlatildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer
Hematoksilen ile niikleer zit boyama yapildi ve etanolden gecirilerek dehidrate edildi. Ksilene

alinarak uygun kapama maddesi ile kapatilan dokular 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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Hazirlanan tiim preparatlar Marmara Universitesi Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda tek bir patolog ile beraber semikantitatif olarak degerlendirmeye alinmistir.
Toplam olarak her bir lamdan ortalama 2000 kadar hiicre farkli farkli alanlardan sayilarak
indeks olusturulmus ve bu degerler % 25 - % 75 persentil oranina bakilarak ii¢ ayr1 gruba

boliinerek degerlendirmeye katilmustir.

( Resim 15a,b-16a,b-17a,b)

Resim 15a: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 10)
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Resim 15b: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 10)

Resim 16a: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 20)




Resim 16b: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 20 )

Resim 17a: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 40)




Resim 17b: Tiimor immiin boyama 6rnegi.( Ki-67 ve H&E, X 40 )

4. ISTATISTIK:

Sonuglarin tiimii ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Degiskenlerin
karsilagtirilmasinda Pearson korelasyon testi kullanilmistir. Klinikopatolojik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Student’s-t test’i kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizler SPSS 13.0
(SPSS Inc., Chicago, ABD) yardimiyla karsilastirilmistir.
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S. BULGULAR :

Calismaya onceden belirlenmis kriterlere uygun olan ; 14’1 erkek (% 46.7) ve 16’s1
kadmn (% 53.3) olmak tiizere toplam 30 hasta prospektif ve randomize olarak secilerek

onamlar1 almarak dahil edildi. Hastalarin yas ortalamalar1 66.37 ( £+ 10.32 ) olarak saptandu.

Se¢ilmis ve yakin olarak takip edilmekte olunan hastalarin ameliyat oncesi klinik
evreleme de bakilan CEA degerleri 1.46 pgr/ml ile 422.30 pgr/ml arasinda saptanildi
Ortalama degeri 42.85 pgr/ml olarak bulundu. CEA hormon tahlillerinin hepsi standart olarak
hastanemiz merkez laboratuvarinda bulunan kalibrasyonu yapilan aletler ve Kkitler ile
calismistir. CEA’nin normal degerleri ise 0.0 ila 3.4 pgr/ml olarak hastanemizde kabul
edilmektedir. Benzer olarak ameliyat Oncesinde hastalarin caligilmis olan DNA onarim
kapasitelerine bakildiginda; hastalarin mean onarim kapasitesinin, standart deviasyon ile

beraber % 44. 49 + 5.24 oldugu belirlenmistir. ( Tablo 1)

Ameliyat sonrasinda hastalarin nihayi patoloji raporlarma bakildiginda calismaya
alinan hastalarin 21’inin (% 70) TNM’ye gore bakildiginda T : 3 olarak raporlandigi
saptanilmistir. TNM’ye gore bu hastalardan 12’°ser tanesinin N : 0 ve N : 1 (% 40 ve % 40
sirastyla) oldugu ; kalan 6 hastanin da N : 2 oldugu (%20) goriilmiistiir. Patolojik grad’lara
bakildiginda bu hastalarin 19’unun (% 63.3) grad 2 olarak raporlandigi saptanmistir. Bunu 10
hasta ile grad 3 (% 33.3) hastalar izlemektedir. ( Tablo 1)

Hastalarin Evrelemesi hastanemizde AJCC 2002 kataloguna bakilarak yapilmustir.
(Calismamizda takip edilmis olan hastalarin Evre’lerine bakildiginda hastalarin 22 tanesi Evre

III (% 73.3), 7 tanesi Evre II (% 23.3) ve 1 tanesi Evre I (% 3.3) olarak bulunmustur.(Tablo 1)

Patolojik olarak hastaligin degerlendirilmesinde dnemli oldugu bilinen lenfo-vaskiiler
ve perindral tutulum agisindan ayni hastalar degerlendirildiginde ise hastalarin 18 tanesinde
(% 60) lenfatik invazyonun; 12 tanesinde de (%40) vaskiiler invazyonun bulundugu

saptanmistir. Perindral invazyonun oldugu ise 8 hastada (% 26.7) saptanmistir. (Tablo 1)

Hastalarin tiimorleri iizerinde immiin boyama ile Ki-67 uygulanarak bakilan
proliferasyon indeksleri (PI) g6z Oniline alindiginda; tiimorlerin 16 tanesinin (% 53.3)
PI>%66 grubunda (Grup 3) oldugu, ikinci sirada da 9 adet ile PI<%33 (Grup 1) degerine
sahip grubun oldugu saptanmistir.(Tablo 1)
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Re\§ |SEX|PI | T | N | GRADE | TNM |LNF-INV |[VASK-INV|NRL-INV |CEA | % DNA
64 E |3]2]1 2 3 - - - 59,96 40,9
52 K|[3]3]|2 3 3 - + - 9,91 50,5
70 E |3]2]1 2 3 + - + 12,19 43,38
50 K|[3]3]|2 3 3 + + + 2,87 43,5
59 E|1]1]0 1 1 - - - 1,84 47,9
82 E|3|3]0 2 3 - - - 167,2 37,3
71 E |3 |31 2 3 + + - 4,25 53,95
51 K|3 /3|1 2 3 + + - 320,7 35,8
85 K|3]3]1 3 3 + + - 1,46 | 44,507
60 K|[3]14]0 2 3 - - - 1,68 | 45,029
71 K|[3]14]0 2 3 + - - 18,92 50,04
75 K|1]3]0 2 3 - - - 20,5 33,33
53 K|1]3]1 2 3 - - - 2,95 47,61
72 E|1|3]0 2 2 - + - 3,37 38,58
72 K|3|2]|1 2 3 - - - 3,48 41,9
82 K|3 /3|1 2 3 + + - 1,79 48
66 E |2]3]2 2 3 + + + 17,63 46,25
56 E |2]3]2 3 3 + + - 26,39| 49,74
60 E|3|2]0 2 2 + - - 3,32 41,93
78 K|1]3]0 2 2 - - - 7,07 37,7
69 E |3 3|2 2 3 + - - 2,66 42,04
61 Ki|1/4]|1 3 3 + + + 21,68 46,83
65 K|[3]14]0 3 2 + + + 6,04 47,25
54 E|2|3]0 3 2 + - + 1,54 46,65
83 K|2|3]|1 2 3 + + + 55,06 47,41
65 K|1]3]0 2 2 - - - 13,94 47,8
60 K|1|3]1 3 3 + - - 59,35| 44,95
71 E |3]|3]1 3 3 + - + 4,27 52,9
64 E |2]3]2 2 3 + - - 4223 46,5
58 E|1|3]0 3 2 - - - 11,43 34,7

Tablo 1: Elde edilen sonuglarin tablosu.
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6. TARTISMA :

Kolorektal kenserler de gerek ameliyat oncesinde gerekse de ameliyat sonrasinda

bakilan bircok parametre hastaligin gidisati ve beklentileri hakkinda bilgi vermektedir.
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Ozellikle neoadjuvan tedavi verilmesi bu kanserlerin baz1 alt gruplarinin tedavilerinde énemli

olmaktadir. >

Calismaya katilan hastalarin cinsiyete gore dagisimina baktigimizda 14’1 erkek
(%46.7) ve 16’s1 kadin (%53.3) ve yas dagilimlarma bakildiginda ise yas ortalamalar1 66.37
(= 10.32) olarak saptandi. Bu degerler genel olara literatiirde kadmn; erkek orani agisindan ve

yas dagilimi agisindan benzer 6zellikler tagimaktadir.

Kolorektal kanserli hastalarda preoperatif olarak bakilan Karsinoembriyonik antijenin
(CEA) hastaligin resektabilitesi ve evresi ile ilgili preoperatif on bilgi verdigi bilinmektedir. *’
Ancak bizim prospektif randomize olarak yiiriittiiglimiz c¢aigmamizda kendi hasta
popiilasyonumuzda hastaligin TNM Evre’si, grad’1 ve diger klinikopatolojik degiskenler ile
CEA arasinda herhangi bir anlamlilik saptanamamuistir. (p = 0.60) Bu farkliliga hastanemizin
caligmaya uygun hasta sayisinin az olmasidan dolayi; grubumuzda bulunan hasta sayismin
homojen olarak dagilmamasmin (CEA: 1.46 pgr/ml ile 422.30 pgr/ml) ve takip ettigimiz
hastalarin sayismin (n:30) azligmin neden oldugunu diisiinmekteyiz. Bu degerlerin ancak
hasta sayisinin daha homojen se¢ildigi ve gruplarin hasta sayilarinin daha fazla olmasi ile

literatiir’ii destekleyecek diizeye gelmesini beklemekteyiz.

Histolojik olarak derecelendirme (grade) adenokarsinomlarin bez yapilarin varligi
temel almarak yapilmaktadir. *° °7 % ' Grad prognostik deger olarak da kullanilmaktadir. >’
Bizim c¢alismamizda da grad ile tiimor’iin statiisii arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
ortaya ¢ikmistir (p = 0.010). Bu durum da literatiir’ii desteklemektedir. Histopatolojik
degerlendirmede perindral invazyon patolojik evreleme i¢in gerekli diger onemli kriterdir.
Literatiir’e bakildiginda evre arttik¢a perindral invazyon goriilme oraninin arttig1 ve kanserin
bolgesel tekrarmin arttigi gosterilmistir. >’ * Sonuglarimiza bakildiginda perinéral invazyon
ile tiimor’tin grad’1 arasinda istatistiksel olarak anlamli (p = 0.043) bir iliski oldugu
goriilmektedir. Ayni zamanda lenfatik invazyon ile perindral invazyon arasinda (p = 0.006);
lenfatik invazyon ile vaskiiler invazyon arasinda (p = 0.034) da anlamli bir iliski oldugu

goriilmektedir.

AJCC ve UICC tarafindan gelistirilmis olan TNM klassifikasyonu tercih edilen
evreleme sistemidir. Bu sistemde tiimoriin penetrasyon derinligi (T), mesenterik nodlarin
bulunup bulunmamasi ve sayisi (N), ve uzak metastaz varligi (M) hesaplamaya katilmaktadir.

> Patolojik evreleme cerrahi eksplorasyondan ve spesimenin degerlendirilmesi ile TNM
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sistemine gore yapilir. AJCC evreleme (2002) sisteminde evreler duvara penetrasyon,
lenfnodu tutulumu goéz Oniine almarak altgruplara ayrilmistir. Bu altgruplarda da sagkalim da
farkliliklar oldugu gosterilmistir. > Lenfatik invazyonun derecesi ve vaskiiler invazyonun

54 55

varligt TNM evreleme sistemine onemli eklerdir. Bizde ¢alismamizda benzer sonuglara

ulastik.

Proliferasyon indeksi tiimoriin saldirganlig1 ve yayilima ne kadar yatkm oldugunun
belirteci olarak kullanilmaktadir. Patolojik olarak tiimor hiicresinin proliferasyon miktarinin

64 65

degerlendirilmesi de tiimoriin davranis paternini bize gosteren degerlerdendir. Cogu

retrospektif ¢aligmada proliferasyon miktarinin timdriin davranisi agisindan bize bilgi verdigi

ortaya konulmustur. '® '7 '

Kolorektal kanserde yiliksek PI degerleri ile kotii prognostik
degiskenler arasinda anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir. Yiiksek PI degerlerinin cesitli
tiimorlerin invazyon derinligi, lenf-nodu metastazi ve uzak metastaz ile beraber oldugu ¢esitli
retrospektif yapilmig caligmalarla gosterilmistir. Kolorektal kanserlerin patolojik karakteri
olarakta PI ile timdriin diferansiyasyonu, metastatik olmas1 ve lokal invazif olmas1 arasinda
iliskiler gosterilmistir; PI degeri arttik¢a tiimoriin penetrasyon derinligi, lenf nodu metastazi
yapma siklig1 ve uzak metastaz yapma siklig1 arasinda anlamli bir iligki bulundugu literatiirde

19 20 21 22

birgok calismada gosterilmistir. Proliferasyon markirlar1 (PI) ile kolorektal

kanserlerin prognozu arasinda iliski oldugunu gosteren ¢aligmalarda litaratiirde bulunmaktadir
2 242 Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer olarak hastaligin TNM Evresi ile istatistiksel
olarak anlamli bir iligski (p = 0.015) saptanmustir. Bu literatiire ek bilgi olarak PI degeri ile
timoriin histopatolojik olarak lenfatik invazyonu arasinda da istatistiksel olarak anlamli

(p=0.044) bir iliski saptanmustir.

Tiim bu bulgular beraber olarak incelendiginde literatiirde bu az c¢alisilmis ve az
sayida yaym yapilmis olan; kolorektal kanserlerin yiiksek PI degerleri ile kotii patolojik
bulgularin birlikteligi konusunda anlamli bir iliski oldugu goriilmektedir. Bu bulgular
literatiirde daha 6nceden yapilmis olunan galismalarla da beraberlik gostermektedir. ' 2° ! 22

DNA hasar1 ve onarimi agisindan (Comet Assay) bakildiginda literatiirde bu konuda
genotoksisite ile ¢ok calisma oldugu goriilmektedir. Challange teknigi mutajenite testleri ile

88 89 90 1o
Biz calismamizda

beraber biyogdsterge olarak yogun bi¢imde kullanilmaktadir.
kolorektal kanserli olgularm DNA onarim kapasitelerine bakilarak bu onarim miktar: ile
klinikopatolojik faktorler arasinda dngoriilebilir bir iligki olup olmadigina baktik. Diger tiim

parametreler ile karsilastirildiginda DNA onarim kapasitesi ile lenfatik invazyon arasinda
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anlamlt (p=0.026) bir iliski oldugu saptanildi. Literatiirle karsilastirildiginda hasta
popiilasyonumuzun ve dagiliminin homojen olmamasi ve azligindan diger parametrelerde

anlamlilik saptanilamadigini diisiiniiyoruz.

Tiim diinyada major bir halk sagligi problemi olan kolorektal kanserlerin ameliyat
oncesinde evrele asamasinda tedaviye yon veren diger tektiler i¢ine bu genetik parametreyi
eklemek amaciyla yapilmis olan bu caligma hasta sayis1 arttirilarak devam ettirilmektedir.
Ozellikle yeterli sayida alt gruplar saptanildiginda eger anlamli sonuglar arttirilabilinirse
rektum kanseri gibi ameliyat 6ncesinde neoadjuvan tedavinin 6nemli oldugu gruplar i¢in

ongorii agisindan faydali olabilecegini diigiinmekteyiz.
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