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OZET

Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik goriilen kanserlerden biridir. 50 yasindan
sonra goriilme siklig1 giderek artar. Genelde asemptomatik seyretmesi nedeni ile erken tani
oldukca giictiir. Ekstraselliiler matriksin yikimi invazyon ve metastazdaki en énemli adimdir.
Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve onlarin doku inhibitorleri (TIMP) arasindaki dengenin
bozulmasi invazyonun olusumunda Onemlidir. Matrilizin (MMP-7) kolorektal poliplerin
kansere doniisiimiinde indiikleyici rol oynar. Erken evre kolorektal kanserde artigi
gosterilmistir. TIMP-1’in MMP inhibisyonu disinda antiapopitotik etkisi gibi timor
olusumunu arttirici etklileri oldugu gosterilmistir. TIMP-1"1 kolorektal kanserde arttigini,
CEA ‘ya gore duyarliligmin daha yiiksek oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Fekal
TIMP-1 ve CEA’nin KRK’de duyarliliklar1 saptanmustir. Siklooksijenaz-2 (COX-2) artisinin
kolorektal karsinogenez basamaginda etkili oldugu gosterilmistir. Bir¢cok ¢alismada kolorektal
kanserde COX-2 artigi gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda fecesde COX-2 ve
MMP-7 mRNA ekspresyonlar1 gosterilmistir. CEA su an i¢in KRK’de kullanilan tek
biyokimyasal belirtectir. Duyarlliginin ve 6zgiilliigliniin diisiik olmasi nedeni ile tanida degil
takipte kullanilir. Gaita gizli kan testi KRK i¢in duyarliligi diisiik noninvaziv bir testtir. Tani

amacl kullanilan kolonoskopi hastalar igin rahatsizlik verici, pahali ve invaziv bir yontemdir.

Bu ¢aligmanin amaci fekal ve plazma MMP-7, COX-2, TIMP-1 ve CEA diizeylerinin
kantite edilmesi, kontrol, polip ve kanser grubu arasindaki farklarin ve bu belirteglerin tan
degerinin ortaya konmasidir. Polip ve kanser grubu i¢in klinikopatolojik degiskenlerle MMP-
7, COX-2, TIMP-1 ve CEA diizeyleri arasindaki iliskiyi degerlendirmektir.

Calisma grubuna 33 kontrol, 23 polip, 15 kanser hastasinin plazma 6rnekleri ile ayni
hastaladan elde edilebilen 16 kontrol, 8 polip, 8 kanser feges 6rnegi alindi. Fekal ekstraksiyon

sonrasi elde edilen siipernatanlar ve plazma 6rnekleri ELISA ile ¢alisildi.

Plazma TIMP-1,MMP-7,COX-2 diizeyleri agisindan kontrol, polip ve kanser gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Plazma CEA diizeyleri kanser grubunda
kontrol grubuna goére anlamli (p=0,008) ve polip grubuna gore anlamli (p=0,012) yiiksek
bulundu. Plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler
arasinda anlaml fark goriilmedi. Fekal ve plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA diizeyleri
arasinda korelasyon saptanmadi. Plazma CEA, COX-2, TIMP-1 ve MMP-7 igin kanser ve
kontrol grubu arasinda ROC egrisinde egri altinda kalan alan farklar sirasiyla, 0.728, 0.571,
0.480 ve 0.359 dur. Polip ve kanser grubu arasinda plazma CEA, TIMP-1, MMP-7 ve COX-2



ROC egrisinde egri altinda kalan alan farklar1 sirasiyla 0.735, 0.614, 0.516 ve 0.396’dir. Fekal
CEA dizeyleri kanser grubunda kontrol grubuna gére anlamli (p=0,027) yiiksek bulundu.
Fekal TIMP-1,MMP-7,COX-2 diizeyleri agisindan kontrol, polip ve kanser gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Fekal CEA, MMP-7, TIMP-1 ve COX-2 i¢in
kanser ve kontrol grubu arasinda ROC egrisinde egri altinda kalan alan farklar1 sirasiyla,
0.769, 0.466, 0.463 ve 0.425dir. Fekal polip ve kanser grubu arasinda CEA, COX-2, MMP-7
ve TIMP-1 ROC egrisinde egri altinda kalan alan farklar1 sirasiyla 0.750, 0.625, 0.438 ve
0.196 dir.

Sonu¢ olarak plazma CEA diizeyleri kolorektal kanserde kullanilan tek belirteg
oldugunu kanitlar niteliktedir. Plazma CEA, TIMP-1 ve MMP-7 polip ve kanser ayiriminda
tan1 degerine sahiptir. Fekal CEA’nin yiiksek olmasi kolorektal kanser i¢in yeni bir belirteg
olabilir. Fekal TIMP-1 ve COX-2 de polip ve kanseri ayirmada tan1 degerine sahiptir. Plazma
ve fekal belirteglerin tani degerini arttirmak amaciyla genis ¢apl klinik arastirmalara ihtiyag

vardir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, fekal ve plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA,
ELISA



SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers in the world. The
incidence increases progressively after the age of 50. Its early diagnosis is difficult because of
its usually remain asymptomatic. The degradation of extracellular matrix is the most
important step in invasion and metastasis. The imbalance between matrix metalloproteinases
(MMPs) and their tissue inhibitors (TIMP) is important in the formation of invasion.
Matrilizin (MMP-7) plays an inducing role in the transformation of colorectal polyps to
cancer. It has been shown that MMP-7 increases in early-stage of colorectal cancer. TIMP-1
has also antiapoptotic effect which inhibits tumor growth. There are studies showing that
TIMP-1 increases in colorectal cancer and has a higher sensitivity according to CEA. The
sensitivities of fecal TIMP-1 and CEA in CRC was determined. It was shown that the increase
of cyclooxygenase-2 (COX-2) is effective in the steps of colorectal carcinogenesis. The
increase of COX-2 in colorectal cancer are shown in many studies. COX-2 and MMP-7
MRNA expression in the feces are shown in recent studies. CEA is the unique biochemical
marker currently used in CRC. Due to the low specificity and sensitivity , it is used in follow-
up but not in diagnosis. Fekal occult blood test is a noninvasive test to detect low sensitivity
for CRC. Colonoscopy is used for diagnosis and it is uncomfortable, expensive and invasive
procedure for patients.

The purpose of this study is to quantify fecal and plasma MMP-7, COX-2, TIMP-1
and CEA levels in colorectal cancer, polyps and control patients and also to analyze the
differences between these groups and the diagnostic value of these markers. In addition, we
aimed to asses the relationship between clinicopathologic variables for cancer and polyps and
MMP-7, COX-2, TIMP-1, CEA levels .

For working group, plasma samples were taken from 33 controls, 23 polyps, 15
cancer patients and fecal samples were taken from 16 controls, 8 polyps, 8 cancer. Fecal
supernatants obtained from extraction and plasma samples were determined by ELISA.
Plasma TIMP-1, MMP-7, COX-2 levels were not observed statistically significant difference
between control, polyps and cancer patients. Plasma CEA levels were significantly higher in
the cancer group than control group (p = 0.008) and than polyp group (p = 0.012). There was
no difference between plasma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA levels and clinicopathological
variables. There was no statistical correlation between fecal and plasma TIMP-1, MMP-7,
COX-2, CEA levels. In the control and cancer group, the differences the area under the
curve in ROC curve for plasma CEA, COX-2, TIMP-1 and MMP-7 are 0.728, 0.571, 0.480
and 0.359, respectively. Between polyps and cancer groups, the differences the area under the
curve in ROC curve for plasma CEA, TIMP-1, MMP-7 and COX-2 are 0.735, 0.614, 0.516
and 0.396, respectively. Fecal CEA levels were higher in the cancer group than the control
group (p =0.027). Fecal TIMP-1, MMP-7, COX-2 levels were not observed statistically
significant difference between control, polyps and cancer patients. For fecal CEA, MMP-7,
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TIMP-1 and COX-2 in cancer and the control group, the differences between the ROC
curve area under the curve are 0.769, 0.466, 0.463 and 0.425. Between polyps and cancer
group, the differences the area under the curve in ROC curve for fecal CEA, COX-2, MMP-7
and TIMP-1 are 0.750, 0.625, 0.438 and 0.196, respectively.

As a result, plasma CEA levels are the unique marker in colorectal cancer. Plasma
CEA, TIMP-1 and MMP-7 have value of diagnostic differentiation of colorectal cancer and
polyps. Fecal CEA may be a new marker for colorectal cancer. Fecal TIMP-1 and COX-2
have diagnostic value of the distinguish from cancer to polyps. In order to increase the
diagnostic value of plasma and fecal markers, a large-scale clinical studies are needed.

Key words: colorectal cancer, fecal and plasma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA, ELISA



1. GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanserler (KRK ); diinyanin degisik toplumlarinda farkli siklikta goriilen
onkolojik bir problemdir. Kalin bagirsak kanser prevalansi tiim maligniteler arasinda tst
siralarda yer almaktadir. Kolorektal karsinomun goriilme sikligi 50 yasindan sonra giderek
artmakta ve 80 yasindan sonra en yiiksek degerine ulasmaktadir. Istatistiksel bilgilerin
giivenilir oldugu ABD’de kolorektal kanser; erkeklerde prostat ve akciger, kadinlarda meme
ve akciger kanserinden sonra tgiincli siklikta goriillen kanser tiiridir [1]. Kansere bagl
oliimler arasinda kolorektal karsinom, akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir
[2]. Kolorektal kanserlerin kesin tanisi kolonoskopi ve biyopsi ile saglanir. 50 yas tizeri
kisilerde gaitada gizli kan ve kolonoskopi ile tarama yapilir. Siklikla kullanilan CEA (Karsino
Embriyonik Antijen) ise tanida degil takipte kullanilir

Erken tanida yaygin olarak kullanilan biyokimyasal belirte¢in olmamasi arastirmalari
bu yone yonlendirmistir. Ayrica erken tani mortaliteyi azaltmakta etkilidir. Postoperatif
kolorektal kanserli hastalarda hem rekiirrens ve metastazin erken saptanmasinda hem de

onleyici tedavi segiminde biyokimyasal belirteglere ihtiyag vardir [3].

Ekstraselliller matriks (ECM); hiicrelerin arasinda bulunan ve onlar1 destekleyen
kompleks bir yapidir. Ekstraselliiler matriks’in ve bazal membranin yikilmasi timor
invazyonu ve metastazinda onemli bir adimdir [4]. Matriks metolloproteinazlar (MMP),
ekstraselliiler matriks ile bazal membran komponentlerini parcalayan ¢inko bagimli
endopeptidaz ailesidir [5]. MMP’lar dokunun yeniden yapilanmasi yara iyilesmesi gibi
fizyolojik siireclerde rol oynadiklari gibi tiimdr hiicresi invazyonu ve metastaz gibi patolojik
stireclerde de yer alirlar. MMP-7 ile kolorektal kanserli olgular arasinda hem tiimdr biiylimesi
hemde uzak metastazla anlamli iligki bulunmustur [6]. Yapilan arastirmalarda normal kolonik
mukozanin adenomatéz ve karsinomatéz mukozaya doniisimiinde MMP-7 ekspresyonunun
hizli artis1 gosterilmistir [7]. TIMP-1 (spesifik metolloprotienaz doku inhibitorleri ) diizeyleri,
yapilan deneysel c¢aligmalarda saglikli donodrlerde normal referans degerleri iginde iken

kolorektal kanserli hastalarda anlamli yiiksek bulunmustur [7].

NSAI ilaglarin kolorektal kanser riskini azalttig1 bilinir. Bunu da COX-2 inhibisyonu

ile gerceklestirirler. Bu ilaclarin baslica etki mekanizmasi, prostaglandin yapmindan sorumlu



siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe etmektir. COX’1n 2 izoformu bulunmaktadir (COX 1-
2). COX-2’in kolorektal adeno karsinom’da normal mukoza ile Kkarsilastirildiginda
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Kolorektal kanserli hastalarin % 85‘inde COX-2 asir1
ekspresyonu goriiliir[8]. Son yapilan bir ¢alismada ise fekal MMP-7 mRNA ve COX-2
mRNA saptanmasinin kolorektal kanseri erken evrede saptamak igin yiiksek duyarliliga sahip

oldugu goriilmiistiir [9].

Biz ¢alismamizda kolorektal kanser ve kolon polibi tanisi almig hasta grubu ile saglikli
(kontrol) bireylerde fekal ve plazma TIMP-1, COX-2, MMP-7, CEA diizeyleri arasindaki
farkliliklar1 degerlendirmeyi hedefledik.

Bu calismadaki amacimiz;

1. Kanser, polip ve kontrol grubunda fekal ve plazma TIMP-1, COX-2, MMP-7, CEA

diizeylerini karsilagtirmak

2. Fekal ve plazma TIMP-1, COX-2, MMP-7, CEA diizeylerinin polipli olgularda polip tipi
ve boyu, KRK’li olgularda klinikopatalojik degiskenlikler (Yas, cins, timor yerlesimi,
boyutu, evre, lenf nodu metastazi, diferansiyonu, uzak metastaz, evre, lenfatik ve perinoral

invazyon) ile karsilastirmaktir.

3. Fekal ve Plazma TIMP-1, COX-2, MMP-7, CEA’nin tanisal degerini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanserler ( KRK ); diinyanin degisik toplumlarinda farkli siklikta goriilen
onkolojik bir saglik sorunudur. Kalin barsak kanserinin prevalansi tiim maligniteler arasinda
iist siralarda yer almaktadir [1]. Istatistiksel bilgilerin giivenilir oldugu Amerika Birlesik
devletlerin (ABD) de kolorektal kanser; erkeklerde prostat ve akciger, kadinlarda meme ve
akciger kanserinden sonra igiincii siklikta goriilen kanser tiriidiir [1]. Birlesik devletler
(ABD) de tahmini olarak her yil 134.000 yeni tan1 konan ve yaklasik 55.000 oliime sebeb
olan bu hastalik kanser ile iliskili 6limlerin yaklasik %15’inden sorumludur [10]. Kolorektal
kanserlerin gelisiminde hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin rolii vardir. Kolorektal
kanserlerinin  biiyilk  ¢ogunlugunu (%98) adenokarsinomlar olusturmaktadir [10].

Adenokarsinomlarda hemen her zaman adenomatdz bir polip zemininden ¢gelismektedir [10].
2.1.1. KOLOREKTAL KANSER EPIDEMIYOLOJISI

Kolorektal karsinomlarin insidanst 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeyine ulagir.
Hastalarin %20’sinden daha azi 50 yasin altindadir [10]. Erkeklerde akciger, prostat,
kolorektal kanser, kadinlarda ise akciger, meme, kolorektal kanser kanserden oliimlerde en

yaygin ilk ii¢ kanser tipidir [11].

Avustralya, Yeni Zellanda, Kanada, ABD ve Avrupanin bir kisminda KRK insidansi
yiiksek iken Cin, Hindistan Afrikanin bir kismi, Gliney Amerika gibi iilkeler de insidans
diistiktiir [12]. Kolorektal kanser gelisiminde hem genetik hem de gevresel faktorlerin rolii
vardir [10]. Diinya populasyonunda, kolorektal kanser % 9,4 ve kadinlarda % 10,1 oraninda
goriiliir [12]. ABD’de kadin ve erkek KRK insidansi 1980-1990 yillar1 arasinda stabil iken
1998-2005 arasinda erkekler i¢in yilda %2,8 kadinlar i¢in yilda % 2,2 azalmistir. Bu azalisin

nedeni gelistirilen tarama programlari ile prekanserdz poliplerin erken taninmasidir [12].



2.1.2. KOLOREKTAL KANSER RiSK FAKTORLERI

Birgok risk faktorii kolorektal kanser ile iligkilidir. Herediter faktorler ve yas onlenemez risk
faktorleridir [12]. KRK sikliginin Yeni Zelanda, Danimarka, Isve¢ gibi bati iilkelerinde
Hindistan, Japonya gibi dogu iilkelerine gore yiiksek olmasi ¢evresel faktorleri 6zellikle de

diyet aliskanliklarini1 diisiindiirmektedir [10].

Bati tarz1 beslenme 6zellikle yiiksek hayvansal yag alimi1 major risk faktoriidiir. Kirmizi
etten zengin diyet KRK riskini arttirir. Kirmizi etin yiiksek 1sida pisirilmesi heterosiklik amin
ve polisiklik aromatik hidrokarbon olusumuna yol agar. Bu bilesikler kanserojen 6zelliktedir
[12]. Ayrica sebze ve meyvenin az tiiketilmesi de KRK icin risk faktoriidiir. Diyette lifli
yiyeceklerin bulunmasi kolorektal kanser insidansimi azaltir. Lifin koruyucu etkisi fekal
icerigi dillie etmesi, diski kitlesini arttirmasi ve diskinin bagirsaktan ge¢is zamanini azaltmasi,

boylece karsinojen maddenin mukoza ile daha aztemas etmesini saglar [12].

Fiziksel inaktivite ve viicut agirliginin fazla olmasi kolorektal kanser riskini arttirir.
Diizenli egzersiz bagirsak hareketlerini arttirir. Sigara i¢cimi ve diizenli alkol alim1 kolorektal
kanser riskini arttirir. Kolon ve rektumda biiyiik poliplerin bulunmasi uzun siireli sigara i¢imi

ile iliskilidir [13].

Yas da 6nemli bir risk faktoriidiir. Kolorektal kanser %90 oraninda 50 yasindan sonra

gortliir [12].

Inflamatuvar barsak hastaliklar1 olan Crohn ve Ulseratif kolit de kolorektal kanser
riskini arttirir. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda gérece risk 4 ila 20 kat artis gdsterir [12].

Bundan dolay1 bu hastaliga sahip kisiler siklikla taranmalidir.

Ailesinde kolon kanseri ve adenomatéz polip Oykiisii olan bireylerde kanser gelisim
riski %20 daha fazladir. Kolorektal kanser ya da adenomatdz polip dykiisii birinci derece

yakinlarinda iki ya da daha ¢ok sayida ve tan1 60 yasindan &nce ise risk daha fazladir [14].

Kolorektal kanser etyolojisinde %5-10 herediter faktorler sorumludur. Yaygin olarak

goriilen genetik hastaliklar ailesel adenamat6z polipozis sendromu (FAP) ve herediter non-
polipozis kolorektal kanser (HNPCC) diger adiyla Lynch sendromudur [12]. HNPCC



sendromu DNA tamir yolunu igeren genlerde (MLH1-MLH2) mutasyon olmasi sonucu
goriiliir [15]. FAP’a ise timdr siipresor gen APC’de mutasyon olmasi neden olur [12].
HNPCC MLH1-MLH2 mutasyonlar1 diger kanser risklerini (rahim, mide, ince barsak,
pankreas bobrek ve tireter) arttirir. APC ile iliskili polipozis sendromlari otozomal dominant

gecislidir.

Koruyucu faktorlere baktigimizda diyet, fiziksel aktivite, nonsteroid antiinflamatuar

ilaglarin etkisini gosteren calismalar mevcuttur.

Diyetle diislik oranda fiber (lif) alan toplumlarda gidadaki total fiber alimini iki katina

¢ikarmakla KRK riskinin %40 oraninda distiriilebilecegi ileri stirtilmiistiir [16].

Kolon kanseri gelisiminde aspirin ve non steroid antiinflamatuar ilaglarin (NSAIJ)
koruyucu etkisini gosteren onemli ¢aligmalar mevcuttur. Diizenli aspirin kullaniminin (en az
10 y1l) kolon kanserinden koruyucu etkiye sahip oldugu gozlenmistir [17]. Bu grup ilaglar ile
siklooksijenaz-2 inhibisyonu olmakta, sonugta apoptozis artmakta ve timor hiicresi biiyiimesi

azalmaktadir [17].
2.1.3. KOLOREKTAL KANSER PATOGENEZI

Giintimiizde kolon karsinogenezinde patogenetik olarak birbirinden farkli iki ayri yol
oldugu bilinmektedir: APC/B-katenin yolu (ya da adenom-karsinom sekansi) ve mismatch
tamir (ya da mikrosatellit instabilite) yolu. Her iki yolda da birden fazla sayida mutasyonun
asamal1 olarak birikimi s6z konusudur. Bununla birlikte, bu mutasyonlarin gergeklestigi

genler ve mutasyonlarin birikim mekanizmalar1 farklidir [10].

Adenom-karsinom sekansi olarak da adlandirilan birinci yol, APC/ B-katenin yolu ya da
kromzom instabilitesi yolu, bir seri onkogende ve timor baskilayici gende mutasyonlarin
asamal1 olarak gerceklesmesine ve birikimine neden olan bir kromozomal dengesizlik ile
karakterizedir [10]. Kolon kanserinin molekiiler gelisimi morfolojik olarak tanimlanabilen
asamalar ile gergeklesir. Once epitel proliferasyonu meydana gelir. Bu asamadan sonra kiigiik
adenomlar olusur ve daha displastik hale gelerek sonunda invaziv kansere doniisiirler.
Adenom-karsinom sekansi olarak adlandirilan bu olay sporadik kolon tiimérlerinin %80’ini

olusturmaktadir.
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2.1.3.1. Genetik Degisiklikler

APC timoér baskilayict gen Kkaybinin adenom olusumunda en erken olay oldugu
diisiiniilmektedir. Adenomlarin meydana gelebilmesi i¢in APC geninin her iki kopyas: da
kaybedilmelidir. APC proteinin fonksiyonlari 3-katenin ile yakindan iliskilidir. Normal APC
B-katenin yikimini saglarken, APC’nin fonksiyon kaybi1 durumunda biriken B-katenin yer
degistirerek MYC ve siklin D1 gibi ¢esitli genlerde transkripsiyonu aktive eder ve hiicre

proliferasyonunu hizlandirir [10].

K-RAS mutasyonu 1 cm’den kiiciik adenomlarin %10’nundan azinda goriliirken, 1
cm’den biiylik adenomlarin ve karsinomlarin %50’sinde mevcuttur. Mutasyona ugramig RAS

geni aktif halde sabit kalir ve mitotik sinyalleri iletmeye devam eder, apoptozu engeller [10].

p53 tiimor baskilayici genin kaybina kolon kanserlerinin %70-80’inde rastlanilmaktadir.
Bu kayip adenomlarda seyrek goriildiiglinden p53 mutasyonlarinin ge¢ bir olay oldugu

diistiniilmektedir [10].

Bu degisikliklere ek olarak, kolorektal karsinom gelisiminde adenom-karsinom yolunda

timor baskilayici1 genlerin metilasyon derecesinde degisiklikler meydana gelmektedir [10]

Genetik lezyonlarin varligi ile karakterize ikinci yol DNA mismatch tamir genleri ile
iliskilidir. Sporadik vakalarin %10-15’inde saptanmistir. KRK gelisiminde en 6nemli nokta
DNA mismatch tamir genlerinin inaktivasyonu sonucu DNA tamirinde meydana gelen
aksakliklardir. Bes DNA mismatch tamir geninden (MSH2, MSH6, MLH1, PMS1 ve PMS2)
birindeki kalitsal mutasyonlar herediter nonpolipozis kolon karsinomu (HNPCC) ile

sonuglanir. Bu genlerden MLH1 ve MSH2, en sik iligkili bulunan genlerdir [10].
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Normal kolon ————————» Hiperproliferatif —~————-—» Adenom -————> Karsinom
epitel
APC Metilasyon I K-ras [ p 53 Genetik anormalliklerin
hMSH2 anormallikieri mutasyonu delesyonu birikimi
hMLH1 APC Kromozom
anormaliikler hMSH2 18q delesyonu
(herediter sendromliar} hMLH1

inaktivasvonu

Sekil 1. Kolorektal kanserde genetik degisiklikler [18]

2.1.3.2. Adenomatoz Polipler

Polipler, mukozanin anormal maturasyonu, inflamasyonu ya da yapisal bozuklugu
sonucu meydana gelebilirler. Bunlar, non-neoplastik poliplerdir ve malignite potansiyeline
sahip degillerdir. Epitelyal proliferasyon ya da dispalzi sonucu meydana gelen poliplere
adenomat6z polip ya da adenom adi verilir. Bunlar ger¢ek neoplastik lezyonlar olup,

karsinom onciilleridir [10].

Poliplerin biiyiik bir ¢ogunlugu, 6zellikle kolondakiler sporadik olarak meydana gelir.
Siklikart yagla birlikte artar. Kalin bagirsaktaki biitiin epitelyal poliplerin yaklagik %90’ 1
non-neoplastik polipler olusturmaktadir. Bunlar 60 yas ve iistiindeki kisilerin yarisindan

fazlasinda bulunurlar [10].
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Adenomlar, genelde saplt kiiciik poliplerden, cogunlukla sesil (sapsiz) biiyiikk lezyonlara
kadar degisen ¢esitli yap1 ve biiyiikliiklerde neoplastik poliplerdir. Kolondaki adenomlarin
yayginligt 60 yastan sonra %40-50’ye yilikselmektedir. Adenomlu bir hastada kolorektal
karsinom gelisme riski normalden 4 kat artmistir [10]. Biitiin adenomat6z lezyonlar epitelyal
proliferasyondan ve hafiften agira, karsinom transformasyonuna kadar degisen derecelerde
displaziden kaynaklanan lezyonlardir. KRK kanserlerin ¢ogu adenomat6z polip zemininden

gelismektedir.[10]
Adenomatdz polipler epitelyal karakterleri temel alinarak subtiplere ayrilir:
1. Tubuler adenomlar
2. Tublovilloz adenomlar

3. Villoz adenomlar

2.1.3.2.1. Tubuler adenomlar

Kolonda herhangi bir bolgeden kaynaklanabilirler, fakat yaklagik yarisi rektosigmoidde
yer almaktadir. Cogu tubuler yapida olan, mukozayi taklit eden glandlardan olusur. Rastlanma
orani yagla beraber artar. Adenomlarin en kii¢lik olanlar: sesildir ve ¢aplar1 0,3 cm’yi gecmez.

Endoskopik incelemede saptanabilirler [10].
2.1.3.2.2. Tubulovilloz adenomlar

Tubuler ve villoz bélgelerin karisimindan olugsmusglardir. Bir sapa sahip olma sikliklari,
boyutlari, displazi derecesi ve intramukozal ya da invaziv karsinom tagima riski acisindan
bakildiginda, bu lezyonlar tubuler ve villoz adenomlar arasinda intermedier bir yere

sahiptirler.
2.1.3.2.3. Villoz adenomlar

Daha biiyiik ve daha kétii huylu epitelyal poliplerdir. Daha ¢ok yasli hastalarda en sik

olarak rektumda ve rektosigmoidde goriilseler de, herhangi bir bolgede yerlesebilirler. Bu
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lezyonlarin %40’inda invaziv karsinoma rastlanir. Karsinom sikligi polibin boyutlari ile

yakindan iligkilidir [10].
2.1.3.3. FAP ve HNPCC (Lynch Sendromu)

Herediter nonpolipozis kolorektal kanser, otozomal dominant gecisli bir hastaliktir. Tiim
kolorektal kanserlerin %2-4’tinii olusturur [19]. Kolon kanseri ve polipleri sporadik olgularla
karsilastirildiginda daha geng baslangigli ve daha ¢ok proksimal kolonda lokalizedir [19]. Bu
kisiler ortalama 45 yasinda kanser tanisi almakta yas ilerledik¢e risk artmaktadir. DNA
mismatch tamir genlerinde MLH1 ve MLH2 genlerinde %90 oraninda germline mutasyonlar,
daha az olarakta MSH6 ve PMS2 genlerinde mutasyonlar saptanmis [20]. Bu sendromdaki
hastalarin %80’inde kanser gelismektedir. Bu tip hastalarda ekstra kolonik endometrium,
mide, ince barsak, over iiriner yollarin kanserleri siktir [20]. Lynch sendromunun molekiiler

ozelligi mikrosatellit instabilite gostermesidir [20].

Ailesel adenomat6z polipozis (FAP) genetik gecisli KRK sendromlarin 2.en yaygin
nedenidir. 521 kromozumundaki adenomatdz polipozis koli (APC) genindeki mutasyonlar
sonucu olur [10]. Ayn1 gendeki mutasyonlar ile olan klinik bulgular genis bir spektrum iginde
kendini gosterir. FAP’ta karakteristik olarak erken donemde yiizlerce adenomatdz polip
mevcuttur. Bu bireyler ortalama 39 yasinda KRK tanisi alirlar [19]. FAP, Gardner sendromu
(epidermoid kist, osteomlar, dental anomaliler ve / veya desmoid tiimor ve FAP birlikteligi)
ve Turcot sendromu (FAB ve santral sinir sistemi timorleri) APC germline mutasyonun

sonucudur [19].
2.1.4. KOLOREKTAL KANSER TARAMA VE TANI YONTEMLERI

Kolorektal kanserlerin saptanmasi ve tant konmasi rektal tuse ile muayene ve digkida
gizli kan varliginin incelenmesi basta olmak tizere gesitli tan1 yontemlerinin uygulanmasini
gerektirir [10]. Kolon kanserinin patogenezi ve dogal seyrinin tam anlasilabilmesi, dzellikle
yiiksek risk grubundaki hastalar i¢in, yagsam sansinin belirlenmesi i¢in yararli tarama araglari

gelistirilmelidir [21].

Tan1 aninda Duke evre A ve B’deki hastalar igin 5 yillik yasam sans1 %82-93, Duke

evre C’ deki hastalar igin % 55-60, uzak organ metastazi olan Duke evre D’de yasam sans1 %
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5-8’dir. Tarama programlart ile erken evrede tiimoriin saptanmasi yasam oranlari artmistir
[22]. Gaitada gizli kan (GGK) taramalarinin KRK ‘de mortaliteyi %15-20 oraninda azalttig1
gorilmiistiir [23].

KRK taramasi erken evrede tan1 konmasi yaninda KRK’in prekiirsor lezyonlari olan
adenomlarin saptanmasini saglamistir. Adenomun kansere ilerlemesi yavas bir siiregtir ve
premalign evre de kanser saptanmasi saglanir [24]. Uygulanan kanser tarama programlari ile

erken evrede tan1 koymak miimkiin olmaktadir. (Tablo 1)

KRK genelde ileri yasta goriilen bir hastaliktir. Olgularin %50’si 70 yas ve lizerinde,
%25’t 80 yas ve Tlzerindedir. Bundan dolayr KRK tarama yasi igin 50-74 arasina
odaklanilmistir [24].

Tablo 1. Onerilen Tarama Programlari [24]

Kolonoskopi 10 yilda bir

Fleksibl sigmoidoskopi 5-10 yilda bir

Yillik gaitada gizli kan ve fleksibl sigmoidoskopi 5 yilda bir
DCBE 5 yilda bir

Yillik GGK takibi

DCBE: Double kontrast baryum enema

2.1.4.1 Fekal Gizli Kan Testi

Diskida kan varliginin saptanmasi hemoglobinin peroksidaz aktivitesini algilayan

gualak temelli bir test ile saglanir [25]. Kolorektal kanseri (polip ya da kanser)saptamada tek
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basina gualak testinin duyarliligi diistiktiir, %30 ile 50 arasindadir [23]. Pozitif ¢ikan test

sonuglar1 kolonoskopi ile arastirilmalidir.

Fekal immunokimyasal testler (FIT) ise insan hemoglobinine spesifik antikorlar igerir.
Immunokimyasal testler insan hemoglobinine spesifik olmasi, diyet kisitlamasi
gerektirmemesi nedeni ile kolayca uygulanabilmektedir [25]. Son yillarda 21.805
asemptomatik Japon hastalarda FIT’in kanseri saptama oran1 %65,8 (spesifite %95’de)’dir
[26].

2.1.4.2. Fekal DNA Testleri

FIT yaninda fekal DNA analizi KRK tanisinda onerilmektedir [26]. Son yapilan bir
caligmada ise fekal MMP (matriks metalloprotenaz)-7 mRNA ve COX ( siklooksijenaz ) -2
MRNA ekspresyonunun saptanmasinin kolorektal kanseri erken evrede saptamada yiiksek
duyarliliga sahip oldugu goriilmiis [9]. Ayrica Karl ve ark. 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada

yeni fekal protein belirtegleri ve bunlarin kombinasyonlar1 denenmis.

Bu calismada TIMP (metalloprotenazlarin doku inhibitérii) -1, CEA, S100A12, hemoglobin,
hemoglobin-haptoglobin, kalprotektin gibi proteinler KRK’li hastalarin fekal 6rneklerinde
Olciilmiis. TIMP-1 diskida gizli kan1 pozitif olan hastalarda %72 ( %95 spesifitite ) duyarh
oldugu saptanmistir [26]



Tablo 2. Fekal DNA belirtecleri [27]
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Belirtec KRK’de goriilme siklig1 Ac¢iklama

K-ras %40-60 Non-neoplastik hiicre
cogalmasinda da goriilebilir

APC %70 Erken lezyonlarin saptanmasi
icin yararlh bir belirteg
olabilir

P53 %40-60 Geg evre KRK

L-DNA ? KRK’de apopitozun
azaldiginmi gosterir

BAT 26 ? MSI belirteci

2.1.4.3 CEA (Karsinoembriyojenik antijen )

Uzerinde en fazla calisilan timoér belirleyici olan karsinoembriyojenik —antijen

(CEA)’dir. Tek zincirden olusan bir glikoproteindir. Normal erigkin insan hiicrelerinde,

fetiiste ve baz1 kanser hiicrelerinde iiretilmektedir. Antijenik 6zelligini yapisinin % 60’11

olusturan karbonhidrat icerigi saglamaktadir. CEA hastaligin evresine bagl olarak artar ve

erken evrede diisiik pozitiflik oranina sahiptir[28]. CEA diisiik duyarlilig1 ve spesifitesinden

dolay1 genis capli kitle taramasi1 yapmak i¢in uygun degildir.

2.1.4.3.1 CEA ve Kolorektal kanser

KRK’li hastalarda en eski ve en yaygin kullanilan serum belirtegidir. Seri CEA

Olgtimleri yasam sansi lzerinde anlamli olarak etkin, diger takip testleri (radyoloji ve

kolonoskopi) ile karsilagtirildiginda ucuz ve zahmetsizdir [27]. Yeni klavuzlar kolorektal
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kanserli evre 2 ve 3’deki hastalar i¢in tamdan sonraki ilk 3 yilda en az 2-3 ayda bir
oOlgiilmesini 6nermektedir [27]. ASCO ( Amerikan Society of Clinical Oncology ) belirledigi
klavuzda CEA vyiikseldiginde yeniden testi tekrarlamak gerekir, daha sonra metastaz

varliginin degerlendirilmesi yapilmalidir [27].

CEA su an i¢in Onerilen tek serum belirtecidir; CEA’nin tan1 degerini gii¢lendirici,
bagimsiz biyolojik belirteclere ihtiyag vardir [29] . Son yillarda 6ne ¢ikan TIMP ( doku
metalloproteinaz inhibitdrii -1) yiiksek seviyeleri ile kanser hasta sonuglart iliskili bulunmus.
Yiiksek TIMP-1 seviyeleri ile yiiksek rekiirrens riski ve kotii saglakalim arasinda iliski
saptanmig [30]. Literatiir tarandiginda TIMP-1’nin yiiksek seviyelerinin KRK’de sagkalim

kotii prognoz, uzak metastazla iliskisinin kanitlandig1 ¢alismaya rastlanilmaktadir.
2.1.4.4 Kolonoskopi

Kolonoskopi poliplerin tanisini, ¢ikarilmasini ve kolon boyunca saptanan kanserlerden
biyopsi almmmasini saglar. Kolonoskopi altin standart olmasina ragmen diger testlere gore

daha pahali, daha riskli ve daha rahatsizlik vericidir [26].
2.1.4.5 Sigmoidoskopi

Sigmoidoskopinin ulasabildigi mesafede kolorektal kanserlerin {igte ikisi

saptanmaktadir [31]
2.1.5 KOLOREKTAL KANSER EVRELEMESI

Kolorektal karsinomun tek ve en dénemli prognostik gostergesi, taninin kondugu anda
tiimoriin yayillim asamasidir yani evresidir. ilk olarak KRK evrelendirilmesi 1932 yilinda
Dukes tarafindan 6nerildi. Amerikan kanser komisyonu (The American joint Comission on
Cancer —AJCC) evrelemede TNM klasifikasyonunu kullanmaktadir [10].

Hastalarda tiimoriin invazyon derecesi ve tutulan lenf diiglimii say1s1 arttikea nroenoz

kotiilesmektedir [10]. (Tablo 3)



Tablo 3. TNM klasifikasyonu [10]
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Tiimér(T)

Tis = In situ(mukozada sinirlr)

T1= Submukoza invazyonu

T2= Muskularis propria invazyonu
T3= Subserozaya invazyonu

T4= Cevre dokularda ve yapilarda invazyon

Lenf nodlar1 (N)

0 = Lenf nodu tutulumu yok
1= 1-3 adet lenf nodu pozitifligi

2= 4 ya da daha fazla lenf nodu pozitifligi

Uzak Metastaz(M)

0= Metastaz yok

1= Herhangi bir uzak metastaz varlig1
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Tablo 4. 5 Yilhik Sagkalim Oranlar [10]

T1= %97

T2= %90

T3= %78

T4= %63

Herhangi bir T, N1; M0 = %66
Herhangi bir T; N2; MO = %37
Herhangi bir T; N3; MO = veri yok

Herhangi bir bolgede M1 = %4

2.2 EKSTRASELLULER MATRIKS

Ekstraseliiler matriks (ESM) hiicreleri ve hiicre-hiicre arasi iliskileri destekleyen
yapidir. Ekstraseliiler matriks’in ve bazal membranin yikilmas: tiimor invazyonu ve
metastazinda onemli bir adimdir [10]. ESM Kollajen, elastin, proteoglikanlar ve diger
molekiillerden olugmustur. Hiicre biiyiimesi ve migrasyonunda ESM’in yeniden yapilanmasi

kritik rol oynar. ESM’in yikilimi proteolitik enzimlerle kontrol altina alinmistir [32].

2.3 MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR
2.3.1 Matriks Metalloproteinaz Ailesi

Matriks metalloproteinazlar ( MMP ) ESM ile bazal membran komponentlerini

pargalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko i¢eren homolog bir enzim ailesidir.
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Nétral pH da fonksiyon gosterirler. Inaktif zimojen formda ( proMMP ) sekrete edilirler ve
proteolitik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar [33].

MMP’ler embriyogenezis, hiicre hareketliligi, anjiogenezis, ovulasyon, embryo
implantasyonu, menstriiasyon ve endometriyal ¢ogalma gibi fizyolojik durumlar da 6énemli rol
oynamaktadir [34]. MMP’ler yukarida gegen fizyolojik olaylarin yaninda tiimér invazyonu ve

metastazi gibi bir takim patolojik olaylarda rol oynarlar [35].

MMP’ler karakteristik olarak multidomain yapiya sahiptir.
1- Pre pro domain

2- Prodomain
3-Katalitik domain
4-Mentese bolgesi
5-Hemopexin domain

Hiicreden salgilanma sirasinda sinyal peptit direkt salinir. Propeptit ise pro MMP’nin
latent formda kalmasimi saglar, katalitik bolge ise yiiksek korunmus Zn+ baglayan bolge,
mentese bolgesi ise prolinden zengin bolgedir. Hemopeksin benzeri bolge ise MMP’lerin
substrat spesifitesini belirler ve endojen inhibitérlerle etkilesimini belirler [36]. Katalitik
bolgenin aktif merkezinde ¢inko atomu ve ¢inko atomuna bagli korunmus sistein aminoasiti

bulunur.

Basit olarak substrat spesifikligine, dizi benzerligine, domain yapisina gore MMP’ler 6

gruba ayrilmistir.
1. Kollajenazlar
2. Stromelizinler
3. Jelatinazlar

4. Matrilizinler

5. Membran-tip MMP’ler ( MT-MMP )
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6.Diger MMP’ler

2.4 MATRIKS METALLOPROTEINAZ-7 (MMP-7)

Matriks metalloproteinaz MMP -7 matrilizin olarak da bilinir ESM’in proteolitik
aktivite sergiler [32]. Anjiogenez, metastaz, invazyon, hiicre biiyiimesi timor olusumunun

bircok basamaginda yer alir ve kanser dokusunda siklikla eksprese olur.

MMP-7( Matrilizin ) 28 kDa agirliginda proenzim olarak salgilanir; N terminalinden 9

kDa ‘luk prodomain pargasi kaldirilarak aktive olur.

MMP-7 polarize glanduler epitelyumdan eksprese edilen MMP ailesinin bir iyesidir
[37]. Bundan dolayt MMP-7 fonksiyonu, basolateral ya da apikal (her ikiside) kompartmana
salinarak bir¢ok substratla etkilesime girebilir. MMP-7 normal meme ve parotid bezlerin
duktal ve glandiiler epitelinden, karaciger, pankreas, prostat, peribronsial bezlerden temel
olarak eksprese edimektedir [38]. Immiinohistokimyasal analizlerde hiicre yiizeyi ya da hiicre
icinde glandiiler epitelde primer olarak apikal ve liimende ¢ok az da basolateral boyama
gozlenmistir [38]. MMP-7 dogustan bagisiklikta, akciger ve bagirsak gibi organlarda
prodefinsinler gibi antibakteriyel peptitleri aktive ederek koruyucu rol oynar [39]. Timor
progresyonu sirasinda benign ve malign tlimdrlerin epitelinden eksprese edilebilmektedir.
MMP-7 proteoglikanlar, agrekan, vitronektin, tip 1V kollajeni gibi genis bir ESM substrat
spesifikligine sahiptir (Tablo 6) [40]. Matrilizin diger MMP’ler gibi hiicre yiizey
molekiillerinin ektodomainini kesmede 6nemli rol oynar. Tiimor nekroz faktor-o (TNF-ao) Fas
ligand (FasL), heparin baglayic1 epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF), E-kadherin ve p4-
integrin molekiillerin ektodomainini keser. TNF-a, FasL, ve HB-EGF apikal bolgede lokalize;
E-kadherin, p4-integrin ve g¢esiti ECM kompanentleri bazolateralde lokalizedir[32].
Matrilizin sekresyon mekanizmasi heniiz net degildir [38]. Latent MMP-7 oncelikle
basolateral kompartmana salinir. MMP-7 apikal kompartmanda daha aktiftir [32]
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Tablo 5. Matrilizin’in biyokimyasal siireclerle iliskisi [32]

Fonksiyon Substrat Lokalizasyon
Elastin ESM
Tip IV kollojen ESM
Fibronektin ESM
Vitronektin ESM

Degradasyon Agrekan ESM
Proteoglikan ESM
IGFBP-1-2-3-4-5-6 Serum
Plazminojen Serum
ADAM 28 Lenfosit, baz1 kanser

hiicreleri

Ince bagirsak kriptlerindeki

Intensin al a-defensin Paneth hiicreleri

Aktivasyon

proMMP-2 Cesitli

pro MMP-9 Cesitli

Kesme B4 — integrin Hiicre yiizeyi




E-kadherin Hiicre yiizeyi

FasL Hiicre yiizeyi
ProHB-EGF Hiicre yiizeyi
TNF-a prekiirsorii Hiicre yiizeyi

MMP’lerin ¢ogu predominant olarak stromal hiicrelerden {iretilmesine ragmen MMP-
7’yi de kapsayan bazt MMP’ler tiimor hiicrelerinden eksprese olmaktadir. Bu iiretim tedavi

hedefi ve agresif fenotip i¢in biyolojik belirteg olarak yararli olabilir.

MMP-7 ¢esitli epitelyal ve mezenkimal tiimdrlerde overeksprese edilebilmektedir. MM-
7 sindirim sisteminin invaziv kanserlerinde 6zefagus [41], mide [42], kolon [43], karaciger
[44], ve pankreas [45] asir1 ekspresyonu bulunmus. Kolorektal kanserde neoplastik bezlerin
liimenal yiizlerinde apikal boyanma saptanirken, kanser hiicrelerinin stoplazmasinda invazyon

oncesi diffiiz ve basolateral boyanma goriilmektedir [46].
2.4.1 Kanser Invazyonunda MMP-7’in Rolii

MMP-7 kanser invazyonuna ESM substratlarini proteolitik olarak parcalayarak kanser
biiyiimesine yol agar. Matrilizin ekspresyonu ile 6zefagus, mide, kolon, karaciger ve pankreas

kanser invazyonu arasinda iligki bulunmustur.

Matrilizin non-ESM proteinleri aktive ederek timdr invazyonunun diizenlenmesini
saglamaktadir. Transmembran protein olan E-kadherin kateninlerin stoplazmik ucu ile
etkileserek hiicre adezyonunda pozitif diizenlenmesinde rol oynar. MMP-7 ve MMP-3 E-
kadherinin ektodomaini keserek ¢oziiniir hale getirir [47]. Coziiniir E-kadherin parakrin yolda
E-kadherinin fonksiyonlarini inhibe ederek tiimdr hiicrelerinin invazyonunu ve migrasyonunu

arttirir.
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Sekil 2: MMP-7 tarafindan E-kadherin baglantilarinin kesilmesi [32]
2.4.2 MMP-7’nin Kanser Biiyiimesindeki Rolii

MMP-7  timorlesmenin  erken evresinde etkilidir [48]. MMP-7 HB-EGF’iin
ektodomainini keserek olgun hale getirir, bu da ErbB4 reseptoriinii aktive ederek hiicre

cogalmasini arttirir ve apopitozu inhibe eder [49].

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii (IGF) tiimér olusumunda mitojenik ve antiapoptotik
etkileri ile 6nemli rol oynar. IGF’nin biyoaktifligi IGF baglayan proteinlerle etkileserek
diizenlenir. Son yillarda matrilizinin tim IGFBP (1-6)’i pargaladigi boylece kanser

hiicrelerinin bilyiimesini ve yasamasini sagladigi bildirilmistir [50].

ADAM 28 matrilizinin substratidir. MMP-7 tarafindan aktive olan ADAM 28, IGF-3’iin
hem serbest hem de IGF-1 ve IGF-Il ile kompleks olusturan formunu parcalayabildigi

belirlenmistir.
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2.4.3 Apopitozda MMP-7’in rolii

Apopitoz programli hiicre 6liimiidiir. FasL, Fas reseptoriiniin transmembran uyaricisidir
ve ana apopitoz tetikleyicisidir. Onceki calismalarda MMP-7 nin membrana bagli FasL
(mFasL) ektodomani pargaladigi bulunmustur [51]. Coziiniir sFasL’nin salinmasi, ¢evre
hiicrelerde apopitozu indiikler. Coziiniir sFasL’nin mFasL’ye kiyasla daha diisiik apoptotik
potansiyel tasimasi ve cogu kanser hiicrelerinin sinyal iletim kaskatinda bulunan bazi
proteinlerin diizeyindeki anormallikler nedeni ile Fas aracili apopitoza rdlatif olarak

direnclidir.
2.4.4 MMP-7’nin Anjiyogenezde rolii

Anjiogenez yeni kan damari gelisimi ve yeniden damarlanma ile iligkili bir siirectir.
Anjiogenez esnasinda MMP’ler yeni kapiller damarlarin olusumunda 6nemli rol oynar.
Immiinohistokimya ve in situ hibridizasyon yontemi ile matrilizin pozitif tiimor hiicrelerinin
yaninda vaskiiler endotelyal hiicrelerde matrilizin mRNA ve proteini saptanmistir [52].
Gastrik  kanserde matrilizin  ekpresyonu ile mikro damar yogunlugunda artis

immiinohistokimyasal olarak gdsterilmis ve korele bulunmustur [53].

Diger taraftan MMP’lerin antinajiogenetik etkileri de vardir. MMP-2, MMP-7, MMP-9,
MMP-12 dolasimda anjiogenezis inhibitdrii olan anjiostatin fragmenti {retebilmek icin
plazminojeni parcalama yetenegine sahiptir. Anjiostatin endotelyal hiicre cogalmasini azaltir
ve endotel hiicre apopitozunu indiikleyerek tiimor biiylimesini inhibe eder. Endostatin diger
bir anjiogenezis inhibitdriidiir. Endostatin igceren bir fragment tip XVII kollajen In vitro
MMP-20, MMP-13, MMP-9, MMP-7 ve MMP-3; in vivo MMP-7 tarafindan
olusturulmaktadir [54].

Vaskuler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) anjiogenezin potent mediyatorlerinden
biridir. MMP-3, MMP-9, MMP-7, MMP19 VEGF’nin matrix bagimli isoformlarini ayirir ve

¢oziinebilir formlar1 salgilar.

MMP-7 ve diger MMP’ler tiimor anjiogenezi lizerinde hem proanjiogenik hem de

antianjiogenik etki gostermektedir
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2.4.5 Kolorektal Kanser ve MMP-7

Bircok erken evre kolorektal kanserde ve iligskili hayvan modellerinde tiimor
olusumunda MMP-7 birikiminin oldugu gézlenmistir. Kolorektal adenomlarin varliginda hem
matrilizin mMRNA hemde matrilizin aktivitesi saptanmis ayrica kolorektal adenom hiicrelerinin
stoplazmasinda MMP-7 immunoreaktivitesi saptanmistir [55]. MMP-7 yoklugunda intestinal
timor gelisimi baskilanir. KRK ‘nin karaciger metastazinin olusmasinda MMP-7"nin roli
oldugu kanitlanmistir. Karaciger metastazinda hem MMP-7 mRNA’s1 revers transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu ile kalitatif olarak, MMP-7 proteini immunoblotting, zimografi
ve immunohistokimyasal kombinasyonu ile saptanmis [56]. FAP’li hastalarda tiim poliplerde
biiytikliigii ya da displazi ne olursa olsun MMP-7 asir1 ekspresyonu saptanmis, bu ekspresyon
hem biiyiiklik hem de displazi ile korele bulunmustur [57]. Primer timor hiicrelerinin

invazyonu ile MMP-7 ekspresyonu iliskili bulunmustur [57].

MMP-7 nin adenom-karsinom doéniistimiinde erken donemde yiikseldigi goriilmiistiir,
karsinom olusumunda ise MMP-2 ve MMP-9 yiiksekligi goriliir [58]. (Sekil 3)

Son yapilan bir ¢alismada ise fekal COX-2 ve MMP-7 mRNA diizeyleri kolorektal
kanserli olgularda yiiksek bulunmustur [9].
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Sekil 3: MMP-7 asir1 ekspresyonu ve kolorektal normal mukozanin adenom ve

karsinoma ilerlemesi [58].
2.5. MMP’lerin Inhibisyonu

MMP’leri inhibe eden bazi faktorler tanimlanmistir. Bunlardan biri, genel proteinaz
inhibitdrii olarak bilinen ve yliksek molekiil agirligi nedeni ile dokulara girmesi zor olan a-2
makroglobulin digeri ise antikollojenaz aktiviteye sahip serum C-reaktif proteindir [59].
Bunun yam sira bazi spesifik MMP’lerin doku inhibitérleri (TIMP’ler) tanimlanmustir. In vivo

kosullarda, MMP aktivasyonunun regiilasyonunda TIMP’ler 6nemli rol oynar [59].
2.5.1 Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitorleri (TIMP’ler)

Insan da 4 tane TIMP (1-2-3-4) tanimlanmustir. Bunlar birgok doku ve viicut sivisindan
eksprese edilebilir. TIMP’ler dogal MMP inhibitorleridir, MMP’ler ile nonkovalent 1:1
sitokiometrik kompleks olustururlar [60]. TIMP’lerin farkli bir etkileri de proMMP’lerle

etkilesirler ve ekspresyonlarini diizenlerler.

TIMP-1, TIMP-2 ve TIMP-4 ¢oziiniir formda iken TIMP-3 matrikse sikica baglidir.
TIMP-4’tin ekspresyon paterni diger TIMP’lerden farklidir ¢iinkii TIMP-4 mRNA beyin ve
kalpte lokalizedir [61]. TIMP’ler MMP’lere baglanmanin yaninda proMMP’lerle kompleks
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olusturarak MMP aktivasyonunu diizenler [62]. TIMP-1 proMMP-9 ile kompleks olusturur.

TIMP-2 proMMP-2 ile kompleks yapar enzim aktivasyonunu kolaylastirir. TIMP-3 hem
proMMP-2 hemde proMMP-9’a baglanir. TIMP-4’de proMMP-2’nin ¢ terminal pargasina b

[62].

TIMP-1 ile TIMP-2"nin %40 aminoasid dizisi (6zellikle N terminal bolgesi)
homologdur [62]. (Tablo 7)

Tablo 6. TIMP’lerin molekiiler 6zellikleri [62]

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Kromozamal Xp11.23-11,4 17923-17925 22q12.1-22q913.2 3p25
lokalizasyon
MRNA 0,9 3,5-1 5 14
Molekiiler kiitle | 28,5 21 22/27 22
(kDa)
N glikozilasyon

J Y 2 0 1 0
bolgeleri
Protein
lokalizasyonu Coziinlr Coziiniir/hiicre | ESM Coziiniir/hiicre
yiizeyi yiizeyi

Pro MMP ile proMMP-9 Pro MMP-2 proMMP-2/-9 proMMP-2
iliskisi
MMP’ler ile

MT1-MMP Yok Yok
zay1f inhibisyon

MT2-MMP

MT3-MMP




MT5-MMP
MMP-19 Yok
ADAM ADAM 10
inhibisyon
ADAM 12
ADAM 17
ADAM 19
ADAM 10
ADAMTS-4,TS-
Ekspresyon Uyanilabilir Sabit Uyarilabilir
Uvarilabilir
2.5.2 TIMP-1

TIMP-1 6 disiilfid bagina sahip 12 sistein rezidiiniin protein i¢inde iki domain yap1
olusturmasiyla meydana gelir. Bu disiilfid baglar1 TIMP-1’e pH, sicaklik, denature edici
durumlara karsi dayaniklilik saglar. N-terminal domain MMP inhibitér aktivitesi icerir [63].
TIMP-1 geni Xp 11.23-11.4’de lokalize 184 aminoasit iceren 28.5 kDa agirliginda bir
proteindir [64]. (Tablo 6)

TIMP-1 bir¢ok doku, hiicre ve viicut sivisindan salinmaktadir. TIMP-1 proteini
prekiirsor, serbest TIMP-1, proMMP-9 ile 1:1 sitokiometrik kompleks halinde yada
membrana bagli olmayan MMP’lerin proteolitik aktivitelerini inhibe edici halde

bulunabilirler. Ekstraselliier araliga salinan TIMP-1 sinyal peptid igerir.
2.5.2.1 TIMP-1 ve MMP inhibisyonu

TIMP-1’in ana fonksiyonlarindan biri MMP inhibisyonudur. MMP ailesi 25’den fazla
iyesi tanimlanmis bazal membrani da kapsayan ekstraselliiler matriksin bir¢ok kompanentini
parcalama yetenegine sahip ¢inko bagimli endopeptidazlardir [65]. TIMP-1 proteinin N

terminal kism1 MMP inhibisyonun sorumludur. Murphy ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
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Timp-1’in N terminal pargasi ile rekombinant TIMP-1’nin MMP aktivitesini inhibe etme

yetenekleri arasinda fark bulunmamustir. [63]. (Sekil 4)

N-terminal domain

C-terminal domain

Sekil 4: TIMP-1’in yapis1 [62].

Hiicre yiizeyinde TIMP-1’e spesifik baglayici protein saptanmistir. Insan meme
karsinomu hiicre hattinda (BC61) 80 kDa transmembran proteinin TIMP-1 i¢in yiiksek
affinite gosterdigi bulunmustur [66].

2.5.2.2 TIMP-1 ve Hiicre Cogalmasi

TIMP-1 MMP inhibisyonundan bagimsiz olarak osteosarkoma, lenfoma, keratinosit,
aortik diiz kas ve meme kanseri hiicrelerini kapsayan insan ve sigir hiicre ¢ogalmasini uyarir.
TIMP-1 hiicre yiizeyine baglanir; Ras sinyal iletim kaskadi baglatilir. Ras ekstraselliiler
regiilator kinaz (ERK)’1n fosforilasyonunu arttirir, Raf-1/tirozin kinaz/mitojen aktivite protein
kinaz(MAPK)’1 ve fosfoinositol 3 kinaz (PI3K) sinyal yollarinin aktivasyonu siklin D1
ekspresyonuna yol agar [66]. Timor siipresor fosfataz ve Tensin(PTEN) homologu
EGF(epidermal growth faktor) indiikledigi TIMP-1 ekspresyonu Akt fosforilasyonunu
Onleyerek inhibe ettigi ve boylelikle IP3K yolunu inhibe ettigi gosterilmistir. Boylelikle
arastirmacilar EGF’nin indiiklenmesi ile ERK ve MAPK vyollar tarafindan TIMP-1
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ekspresyonuna neden oldugunu gosterdiler [67]. TIMP-1’in alkalizasyonu ile proteinaz
inhibitor etkisi elimine edildigi halde biiylimeyi uyarici etkisi kaybolmamistir. Farkli
arastirma gruplarinda biliylimeyi uyarici etkisi doz bagimsiz olabilir, K562 hiicre hattiyla

yapilan deneyde TIMP-1’in otokrin biiyiime etkisi yapabilecegi 6ne siiriilmiistiir [68].

Bu otokrin biiyiimenin TIMP-1’in MMP inhibisyonundan ¢ok ekstraselliiler matrikse
bagli biiylime faktorlerinin salinimin inhibisyonu, biiylime faktorii baglayan proteinlerin
yikiminin  inhibisyonu, sitokin yolunun inhibe olmasi TIMP-1’in antiapoptotik

fonksiyonlarindan kaynaklandig: belirtilmektedir [69].
2.5.2.3 TIMP-1 ve Apoptozis

Antiapoptotik mekanizma Rat ve insan stellat hiicrelerinde TIMP-1 ‘in MMP’lerin
aktivasyonunun inhibisyonu ile gosterilmistir. Mutant TIMP-1 protein ile hem MMP
inhibisyonu hem de antiapoptotik yetenegi olanaksiz hale gelir [65]. Ekstraseliiler matriks’in
MMP ile yikimi apoptozisin molekiiler etkileri (6rn: kaspazlar) meme epitelyal hiicrelerinde
hem in vivo hem de in vitro apoptotik hiicre dliimiine ve farklilasmada azalmaya yol acar.
TIMP-1 N-kadherin ayrilmasini inhibe eder boylelikle fibroblastlarin hiicre hiicre temasina

aracilik eder ve apoptozis 6nlenir [65].

Burkit lenfomal1 hiicre hattinda yapilan ¢alismada MMP’den bagimsiz antiapoptotik
yol gosterilmistir. Bu ¢alismada TIMP-1 ekspresyonu ve apopitoza direng arasinda pozitif
korelasyon saptanmistir. Rekombinant TIMP-1’in apoptozisi inhibe etmesine ek olarak anti
TIMP-1 antikorlar1 TIMP-1 sekresyonunu inhibe eder ve 4 kat apoptozisi arttirir [65]. Farkl
caligmalarda PI3 yoluyla ya da fokal adezyon kinaz’in aktivasyonunun indiiksiyonu ile TIMP-
I’in sinyalinin baslatildigi, Akt ve bad fosforile oldugu antiapoptotik protein Bcl-X.

ekspresyonun arttig1, kaspas kaskadinin aktivasyonunun 6nledigi gosterilmistir [70].
2.5.2.4 TIMP-1 ve Anjiogenezis

Anjiogenik siire¢ (endotelyal biiyiime, migrasyon ve ESM ile etkilesim); biiyiime
faktorleri, sitokinler, proteinazlar ve proteinaz inhibitérleri gibi bir¢ok faktoérden etkilenir.
TIMP-1’in pro-anjiogenik etkileri yani sira anti-anjiogenik etkileri de rapor edilmistir.

Proanjiogenik mekanizma TIMP-1’in MMP inhibisyonundan kaynaklanabilir. Cornelius ve
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ark.; plasminojen bagli MMP’nin farkli tiplerinin anjiogenezisin bilinen bir inhibitérii olan
biyolojik fonksiyonlu anjiostatini olusturdugunu gostermislerdir. Wen ve ark. anjiogenezisin
potent bir inhibitorii olan endostatinin MMP inhibit6ér ve elastaz aktivitesi aracilikli olarak
anjiognezisi inhibe ettigini gostermislerdir. TIMP-1 anjiogenezis inhibitorlerini inhibe ederek

anjiogenezisi stimiile eder [71].

TIMP-1"in antianjiogenik etkisinin MMP inhibisyonundan bagimli ya da bagimsiz
olarak endotelyal hiicrelerin migrasyonun da azalmaya yol agtig1 gosterilmistir. Akahane ve
ark.; hem TIMP-1 hemde sentetik MMP inhibit6rlerinin doz bagimli sekilde endotelyal hiicre
migrasyonunu baskiladigini, bdylece MMP inhibisyonu ile anjiogenezis inhibisyonu iliskili
oldugunu saptamislardir. Bu inhibisyon platelet endoteyal hiicre adezyon  molekiil-1
(PECAM-1) ve vaskuler endotelyal kadherin ekspresyonunun artmasi ile iliskili olabilecegi

vurgulanmistir [65].
2.5.2.5 Kolorektal kanserde TIMP-1’in yeri

Newell ve ark. adenom, insitu karsinom ve invaziv adenakarsinomda hem epitelyum
hemde stromal hiicrelerde TIMP-1 mRNA ekspresyon artis1 gozlemlemisler. TIMP-1 mRNA
ekspresyonu ile evre ilerlemesi arasinda korelasyon gozlenmis, TIMP-1’in mRNA
ekspresyonunun stromal kompanentte epitelyal komponentten anlamli olarak fazla oldugu
gozlenmistir. Diger arastiricilar ise kolorektal adeno kanser (n=26) ve karaciger metastazinda
(n=10) TIMP-1 mRNA ekspresyonunun stromada yiiksek oldugunu bulmuslardir. TIMP-1
mRNA ekspresyonun tiimorii ¢evreleyen fibroblast benzeri hiicrelerde goriildiigii kanser,
epitelyal hiicrelerinde sinyalin yok ya da ¢ok zayif oldugu gozlenmistir [72]. Benzer sekilde
immunohistokimyasal  ¢alismalarda  celiskili  sonuglar elde edilmistir. TIMP-1
immunoreaktivitesi kolon adeno ca (n=20), kolon adenom (n=7), normal kolon (n=6) bag
dokusu ve bazal membraninda tespit edilmistir. Adenokarsinomlarda neoplastik hiicre
topluluklarina yakin stromada (fibroblast ve kollojen fibriller) giicli TIMP-1 aktivitesi
gozlenmis, fakat neoplastik epitelyumun kiigiik bir kismi boyanmistir. Diger bir ¢aligmada
TIMP-1 protein ekspresyonu kolonik polip, adenom (n=29), hem de adenokarsinomda (n=25)

stromal ve epitelyum hiicrelerinde bulunmustur. Bu ¢alismada boyamanin yogunlugu



34

hiperplastik polipten tubiilovilloz adenoma ve adenokarsinoma dogru artis gostermektedir

[73].

Kolorektal kanser izleminde klasik belirteg CEA Onerilmektedir [74]. CEA post
operatif kullanildiginda hastalarin azimsanmayacak kisminda yiiksek rekiirrens riski, lokal
rekiirrens riski ve uzak metastazi saptamada kotii sonuglar vermistir [75]. Minimal rezidii
hastalig1 saptamak i¢in yeni belirteglere ihtiyag vardir. Bu belirtegler erken miidahale ile

birlikte hastalarin ¢ogunda iyilesmeye olanak saglamalidir.

Erken tanida yaygin olarak kullanilan biyokimyasal belirtecin olmamasi arastirmalari
bu yone c¢ekmistir. Ayrica postoperatif kolorektal kanserli hastalarda hem rekiirrens ve
metastazin erken saptanmasinda ve Onleyici tedavi se¢iminde biyokimyasal belirteclere
ithtiya¢ vardir. Doku ve viicut sivilarinda TIMP-1’in kantitasyonu i¢in Ol¢lim yontemleri
mevcuttur. Ozellikle TIMP-1’In giiclii antiapoptotik etkisi yeni antikanser tedavi hedefleri

olabilir.

2.5.2.6 TIMP-1’in Saptanmasi

TIMP-1 viicut sivilarinda ve doku ekstraktinda immunoassaylar kullanilarak saptanabilir.
Preanalitik bir¢ok degiskenden etkilenebilir. Bu degiskenler yas, cinsiyet, etnik kdken ve
egsersizdir. TIMP-1 ¢alismalarinin ¢ogunda yas ile artis bulunmus, oysa Tayebjee ve ark.
TIMP-1 seviyeleri ile yas arasinda ters iliski bulmuslar. Etnik kékenin TIMP-1 {izerine etkisi
goriilmezken egzersiz ile %10 kadar arttig1 gozlenmis. Kan 6rneklerindeki TIMP-1 seviyeleri
trombositlerdeki alfa graniillerde depolandigindan kontaminasyondan etkilenir. Bu baglamda
TIMP-1 seviyeleri serum 6rneginde plazmadan %30-75 daha fazla olabilir [76]. Son yillarda
fekal TIMP-1’in baz1 fekal proteinlerle kombinasyonu incelenmeye baslanmistir. Fekal

ornekler immunoassaydan once ekstraksiyon islemine tabi tutulmuslardir [77]
2.6. Siklooksijenaz 2 (COX-2)

Eikozanoidler arasidonik asitten derive olan kimyasal maddelerdir. Tim viicut
hiicreleri ve sivilarinda bulunurlar. Eikozanoid ailesi prostoglandinler (PG), prostosiklinler,
l16kotrienler, lipoksinleri kapsar. Bunlarin sentezi igin iki enzimatik yol gereklirdir;

siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz. Prostaglandin, prostosiklin, tromboksan, COX-2
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enzimleri tarafindan sentezlenirler ve vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, platelet
agregasyonu ates reaksiyonu ve agri hassasiyetine neden olurlar. Bilinen COX’nin iki tane
izoformu vardir; COX-1 ve COX-2Son yillarda 3. form olarak COX-1’nin par¢alanmasi ile
olusan COX-3 tanimlanmustir [78]

Non selektif COX-1 ve COX-2 inhibitérlerinin uzun donemde KRK olusumundan
bireyleri  korudugu  bilinmektedir. COX-2  ekspresyonu  adenomlarda %50,
adenokarsinomlarda %85 oraninda artmustir [79]. Bu artis KRK’li hastalarda kotii prognozla
iliskilidir [80]. Diizenli NSAII (Non steroid antiinflamatuvar ilag) kullaniminin KRK gelisme
riskini %40-50 azalttig1 gosterilmistir [80]. Kolon tiimoérlerinde yiiksek COX-2 ekspresyonu
goriiliirken aspirin kullanimimin bu riski azalttigi bulunmustur [81]. Ozellikle COX-2 asir1

ekspresyonu olan tiimorli hastalarda tanidan sonra da aspirin kullanimi 6nerilmektedir [81].

COX-1 bir¢ok dokudan yapisal olarak eksprese edilirken COX-2 normal dokuda
(santral sinir sistemi, bobrek ve seminal vezikiiller hari¢) saptanamaz, fakat cesitli
inflamatuvar ve mitojenik uyar1 ile indiiklenebilir [78]. COX-2’nin ekspresyonu
antiinflamatuvar sitokinler (IL4, IL10, IL13) ve steroidler tarafindan baskilanir [78]. Pro
inflamatuvar enzim COX-2’nin, inflamatuvar barsak hastalarinin kalin bagirsaginda ve IL 10

eksik farelerin bagirsaginda inflamasyonu indiikledigi goriilmiistiir [82].
2.6.1 Kanser olusumunda COX-2

Arasidonik asit metabolizmas1 esnasinda olusan prostoglandin H sentaz farkli
kimyasallara metabolize olur. Bir ¢ok durumda, kimyasal metabolitler reaktif metabolitlere
doniiserek potansiyel karsinojenik aktiviteye ve mutajenik aktiviteye sahip olurlar. COX’un
peroksidaz aktivitesi ile prokarsinojenler karsinojenlere doniisiir ve timor formasyonu
baglamis olur. Karacigerde sitP-450 sistemi oksidatif reaksiyonlar1 katalizler mutajenlerin
formasyonu 6nlenir. Kolonda sit P-450’nin miktar1 diisiiktiir ve COX’un peroksidaz aktivitesi

tarafindan yabanci maddeler mutajenlere okside olur [78].

Arasidonik asitin oksidasyonu sonucu iiretilen malondialdehit gibi yiiksek kimyasal
reaktifler ve DNA ile eklenti yapan formlar olusturur [83]. COX enzimleri g¢evresel, diyet,

karsinojenler varliginda karsiogenezin geg¢ ya da erken evresinde extra hepatik bolgelerde
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polisiklik hidrokarbonlar ve heterosiklik ve aromatik aminlerin aktivasyon yolunu aktive
eder [78].

Prostoglandin E, (PGE;) konsantrasyonu COX-2 i¢in 6nemli bir diizenleyicidir.
PGE2’nin hiicre yiizeyi reseptoriinde homozigot delesyon saglandiginda APC mutasyonlu
farelerde bagirsak polip biiyiikliikk Ve sayisinda azalmaya neden olur. Bununla beraber diger

PGE; reseptorleri EP1 ve EP2’de homozigot yikict gen hasarinda APC’li farelerde bagirsak

polip formasyonu etkilenmemistir [84].

(Coxa)
COX-2)
—, PGH -
Aragidonik ——m MR Invazyon
asit
I
—— PGE, —— MMP
: P-Akt  Pro- TGFo
Adezyon I'GFu l
Anjiogenez ! T
Migrasyon Apopitoz LP[* R.
‘ inhibibisyonn Sinyahi

Sekil 6. PGE,’nin etkileri [84].

PGE; karsiogenezin ilerlemesi, invazyon, metastaz timor damarlanmasini olusumunda

rol oynar. PGE; ekspresyonunun artmasi COX-2 ekspresyonunun artmasi ile iligkilidir [84].

2.6.2 COX-2’nin Invazyon ve Metastazdaki Yeri

Invazyon ve metastaz kanserin yasami tehdit eden bir 6zelligidir. Bunun olusumunda

matriks yikilimi ve hiicre hareketi nemlidir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) matriksi



37

yikan enzimlerdir. Onlarin ekspresyonu bazal membran ve stromanin tiimor hiicresi ile
invazyonu kan damarlarinin penetrasyonu ve metastaz ile sonuglanir. Tsujii ve ark’nin yaptigi
calismada insan kolon kanser hiicrelerinde (CaCo-2) COX-2’nin metastaz iizerine etkisini
arastirtlmistir. Kolon kanseri hiicreleri (CaCo-2) COX-2 ekspresyonu yapan vektér ve ayni
vektor ama COX-2’si eksik vektor hiicrelere transfekte edilmis. Bu iki CaCo-2 hiicreleri
karsilagtiritlmig, COX-2 eksprese eden vektor ve kontrol hiicreleri (COX-2 eksik transfekte
edilen vektor) karsilagtirildiginda invazyon artist COX-2 eksprese eden hiicrelerde saptanmis.

Bu fenotipte biyokimyasal degisiklikler MMP-2 aktivasyonu ile iliskili bulunmustur [85].

Deneysel kolonik karsiogenezde ise COX-2 ekspresyonunun aberrant kript odagindaki

evreden metastatik karsinom evresine kadar oldugu tanimlanmistir[86].

3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. MATERYAL

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Klinik ve Laboratuvar
Aragtirmalar1 Etik Kurulu tarafindan verilen etik kurul onay1 alindiktan sonra baglatildi. (EK
1) Calismaya dahil olan tiim hastalardan ve kontrol grubundan bilgilendirilmis onam formu
alindi. (EK 2 ) Calismaya iilseratif kolit, crohn hastaligil gibi inflamatuvar bagirsak hastalig

olan hastalar, son 3 giin iginde aspirin gibi NSAII kullanan hastalar alinmadh.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Gastroenteroloji AnaBilim Dali
endoskopi iinitesinde kolonoskopi esnasinda kolon polibi (n=26) saptanip biyopsi alinan ve
yine kolonoskopik islemde kolon kanseri (n=15) ile uyumlu bulgular1 saptanip biyopsi alinan
hastalardan EDTA’l1 10 mI’lik tiiplere kan alindi. Hastalarin kesin tanilari patoloji raporlarina
uygun olarak kondu. Kolonoskopi sonucu normal (n=33) olan hastalar da kontrol grubuna
dahil edildi. Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10dk santrifiij edilip -40°C’de analize kadar
saklandi. Ayrica hastalara digski kabi verilerek fecesleri istendi. Alinan digki ornekleri

eppendorflara konularak -40°C’de analize kadar saklandi.

Tiim diski 6rnekleri buz iizerinde transfer edilerek -40°C’de saklandi. Fegeste TIMP-1,
COX-2, MMP-7 ELISA yontemi ile saptanmadan Once ekstraksiyon islemi yapildi [26]

Ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen eluatlarda protein 6lglimii yapildi. Daha sonra
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TIMP-1, COX-2, MMP-7 ELISA c¢aligmalar1 i¢in diliisyonlu 6n denemeler yapilarak islem

Oncesi yapilacak diliisyon miktar1 belirlendi.

Hastalarin klinopatolojik verileri hastane bilgi islem sisteminden alindi. Klinopatolojik veriler,
polip i¢in tiplendirme (Tibiiler, Tiibiilovilloz, Villoz), polip boyu; tiimor igin yas, cins, timor
boyutu, tiimor yeri, differansiyon derecesi, patolojik evre, perindral invazyon, lenfatik

invazyon, vendz invazyon olarak degerlendirildi.(Tablo 7 ve Tablo 8)

Tablo 7. Kanserli olgularin klinikopatolojik parametreleri

Parametre Say1 %
Cinsiyet
Erkek 6 40
Kadin 9 60
Yas
65< 11 73,3
65> 4 26,6
Tiumor Tipi
Adenokarsinom 14 93,3
Tash Yiiziik Hiicreli 1 6,6
Karsinom
Tiimor Yerlesimi
Kolon 7 46,6
Rektum 8 53,3
Tiimor Boyutu




5cm< 6 60
5cm> 4 40
Tiimor Diferansiyasyonu
Iyi 9 90
Orta 1 10
Yiiksek
Uzak Metastaz
Var 6 46
Yok 7 54
T evre Say1 %
Erken evre (Tis-T1-T2) 3 30
Geg Evre (T3-T4) 7 70
N evre
NO ) 50
N1 3 30
N2 2 20
M evre
MO 7 54
M1 6 46
Perinoral invazyon
Var 1 10




Yok 90
Lenfatik Invazyon
Var 70
Yok 30
Venéz Invazyon
Var 10
Yok 90




Tablo 8. Polipli olgularin klinikopatolojik parametreleri
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Parametre Say1 %
Cinsiyet
Erkek 14 53,8
Kadin 12 46,1
Yas
65< 21 80,7
65> 2 19,2
Polip Boyu
6 mm < 19 82,6
6 mm > 4 17,3
Polip Tipi
Hiperplastik 3 13
Tiibtiler 16 69,5
Tubilovilloz 4 17,3
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Tablo 9. Calismada kullanilan Kitler

Kit Adx Yontem Katolog no Firma

Human TIMP-1 Enzim DMP700 R&D Systems
Immunoassay

Human Total MMP-7 | Enzim DTM100 R&D Systems
Immunoassay

COX-2 ELISA Kit Enzim CBAO053 Calbiochem
Immunoassay

CEA Solid faz iki bélgeli | Immulite 2000 DEUTF Merkez
sirali (SIEMENS) laboratuari hizmet
kemiluminesans alimi
immunoassay

3.2 YONTEMLER

3.2.1.Feces Analizi
3.2.1.1. Feces Ekstraksiyon Tamponu Hazirlanmasi

Ekstraksiyon tamponu 500 ml olacak sekilde hazirlandi. Tris 0,1 mol/L, pH 8.0, sitrik
asit 0,1 mol/L, tire 1,0 mol/L, CaCl2 0.01 mol/L konsantrasyonlari olacak sekilde gr olarak
miktarlart hesaplandi, saf suda kimyasallar ¢6ziindii ve 4 °C’de saklandi1. Kullanmadan 6nce

her 100 mI’lik tampona 1 adet proteaz inhibitorii eklendi.
3.2.1.2. Feces Ekstraksiyonu

Fecesler 100 mg olacak sekilde tartildi. Daha sonra iizerine 2,5 ml ekstraksiyon
tamponu eklendi. Tiip manuel olarak iyice karistirdiktan sonra, 30 dk 4 °C’de calkalayicida
birakildi. Tiipler ¢alkalayicidan alinip soguk santrifiijde 1200 g’de 10 dk. santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi siipernatanlar alinarak 5 pm’lik cut-off’luk filtrelere alindi. 5000 g’de 10 dk
santrifiij edilip, olusan eliiatlar -80 °C’de saklandi.

Saklanan eliatlardan TIMP-1 i¢in 6n denemeler yapildi. Ancak yaptigimiz o6n
denemeler sonucunda TIMP-1 konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik ¢ikmasi {izerine diski

eliiatlarinin daha konsantre olmasi gerektigine karar verildi. Ekstraksiyon tekrar yapildi.

Ikinci ekstraksiyon isleminde feces miktarlar1 150 mg olacak sekilde tartim yapildi.
Feceslere 1,5 ml tampon eklendi. Boylece 10 kat konsantre etmis olduk. Karistirma elle degil

doku homojenizasyonu i¢in kullanilan tissuelyser II cihazinda yapildi.
Ekstraksiyon Protokolii

1. Fecesler 150 mg olacak sekilde tartildi ve 2 mL mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine bir tane

paslanmaz ¢elik boncuk (5 mm ¢apinda) konuldu ve ekstraksiyon tamponu eklendi.
2. TissueLyser raklar1 islemden en az 30 dk dnce -20°C’de tutuldu.

3. Raklar TissueLyser (Qiagen-Almanya) cihazina yerlestirildi.

4. TissueLyser cihazinda frekans 25 Hz , zaman 2 dakikaya ayarlandi.

5. Elde edilen homojenat 4°C’de 5000g de 10 dk santifiij edildi.

6. Santrifiij sonras1 siipernatanlar alinarak 5 um’lik cut-off degerli filtrelere alindi.

7.5000 g’de 10 dk santrifiij edilip, olusan eliiatlar -80 °C’de sakland.

3.2.1.3. Fekal Protein Tayini

3.2.1.2°den elde edilen siipernatantta bulunan protein konsantrasyonu Bisinkoninik Asit
(BCA) yontemi ile saptandi. Belirlenen protein degerleri, ELISA 6l¢iimii ile digkida saptanan
TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA degerinin hesaplanmasi i¢in kullanildi. TIMP-1, MMP-7,
COX-2 ve CEA diizeyleri 1 pg protein basina hesaplandi. Yontemin prensibi alkali kosullarda

protein tarafindan Cu®* iyonunun Cu* iyonuna indirgenmesine ve BCA reaktifi tarafindan
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renk degisimine dayanmaktadir. Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler

Tablo 10°de gosterilmistir.

Tablo 10. Protein tayininde kullanilan cihaz ve malzemeler

Mazeme/ Cihaz Adx Markasi Kod Numarasi
ELISA okuyucu Bio-Tek _
Pierce BCA kit Thermo 23225

Uygulama Adimlar1

1. Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA), Kor olarak saf su kullanildi.

2. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 pg/ml)

BSA standardi hazirlanda.

3. Igerisinde bisinkoninik asit bulunan BCA A Reaktifi ve % 4 bakir siilfat iceren BCA

B Reaktifi 50: 1 oraninda karistirillarak —Working Reagent hazirlandi.

4. 96 kuyucuklu bir mikroplaga standart ve 6rneklerden 25“er ul konuldu.

5. Her kuyucuga 200 ul —Working Reagent eklendi.

6. 37°C¢de 30 dakika inkiibe edildi.

7. ELISA okuyucuda 562 nm*‘de 6rnek ve standartlarin absorbans degerleri okundu.

8. Elde edilen absorbans verilerine kars1 standart konsantrasyonu grafigi ¢izildi ve bu

standart grafiginden yararlanilarak 6rneklerin total protein konsantrasyonu hesaplandi.
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Protein standart egrisi
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Grafik 1. Feces protein standart egrisi

3.2.2 TIMP-1 Olgiim Yontemi

Test prensibi: Bu 6lglim de kantitatif sandvi¢ enzim immunodlgiim yontemi kullanilmistir.
Bu teknikte kuyucuklar TIMP-1’¢ spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmistir. Standartlar
ve Ornekler kuyucuklara pipetlendiginde TIMP-1 varliginda antikorlarla baglanma
gerceklesir. Yikama yapilarak baglanmayan komponentler uzaklastirilirir. Daha sonra TIMP-
1’e spesifik enzim bagli poliklonal antikorlar kuyucuklara konur. Tekrar yikama yapilir
baglanmamis antikor-enzim reaktifi uzaklastirilir. Substrat soliisyonu eklenir, baslangig
basamaginda baglanan TIMP-1 miktar1 renk yogunluguna orantili olarak olgiiliir. Renk

degisimi durur ve renk yogunlugu 6l¢iiliir.
Standart Hazirlamis1 ve Analiz Asamalari:

e Analize baglamadan once kit i¢inde bunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina

getirilerek ¢aligildi.

e 100 pL assay diliient RD1 tiim kuyucuklara eklendi.
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Plazma ornekleri i¢in 6n diliisyon ¢alismasi (1/10, 1/50, 1/100) sonucuna goére 1/100
diliisyon yapilarak calisildi. Digkr ekstraktlar1 ise on diliisyon ¢alismasi sonucuna

gore diliie edilmeden c¢aligildi.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standartlar (¢ift olarak) ve 6rnekler ( ¢ift olarak)

kuyucuklara 50 ‘ser uL pipetendi. Kor olarak kalibrator diluent RD5P kullanildi

Plagin istii kapatilarak 2 saat oda sicakliginda yatay calkalyiciya (500450rpm)

inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon sonunda icerik aspire edilip plak 3 kez 400 YL yikama tamponu ile
yikandi.

200 pL TIMP-1 konjugat: her kuyucuga eklendi. Uzeri kapatilip galkalayici iizerinde

oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 3 kez 400 YL yikama tamponu ile
yikandu.

Her kuyucuga 200 pL substrat solisyonu eklendi. 30 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Plak 1siktan korundu.

50 uL her kuyucuga stop soliisyon eklendi.

Optik dansite 450 nm’de okundu.(Diizeltme dalga boyu 540 nm)
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3.2.3 MMP-7 Ol¢iim Yé6ntemi

Test prensibi: Bu olglim kantitatif sandvi¢ enzim immunodlgiim yontemi kullanilmistir. Bu
teknikte kuyucuklar MMP-7’e spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmistir. Standartlar ve
ornekler kuyucuklara pipetlendiginde MMP-7 varliginda, kapli antikorlarla baglanma
gerceklesir. Yikama yapilarak baglanmayan komponentler uzaklastirilirir. Daha sonra MMP-
7’e spesifik enzim bagli poliklonal antikorlar kuyucuklara konur. Tekrar yikama yapilir
baglanmamis antikor-enzim reaktifi uzaklagtirilir. Substrat soliisyonu eklenir, baslangi¢
basamaginda baglanan MMP-7 miktar1 renk yogunluguna orantili olarak Olgiiliir. Renk

degisimi durur ve renk yogunlugu 6l¢iiliir.
Standart Hazirlanis1 ve Analiz Asamalar:

e Plazma Ornekleri i¢in 0n dillisyon ¢alismast (1/10, 1/5) sonucuna gore 1/5 diliisyon
yapilarak calisildi. Diski ekstraktlar1 ise 6n diliisyon ¢alismasi sonucuna gore diliie

edilmeden caligildi

e Analize baglamadan 6nce kit icinde bunan tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina

getirilerek caligildi.
e 100 pL assay diliient RD1 tiim kuyucuklara eklendi.
e 50 pL ornekler kuyucuklara pipetlendi.

e Plagin isti kapatilarak 2 saat oda sicaklifinda yatay calkaliyiciya (500+50rpm)
birakildu.

e Inkiibasyon sonunda icerik aspire edilip plak 4 kez 400 pL yikama tamponu ile
yikandi.

e 200 yL MMP-7 konjugat: her kuyucuga eklendi. Uzeri kapatilip calkalayici iizerinde

oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi
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e Inkiibasyon sonunda icerik aspire edilip plak 4 kez 400 pL yikama tamponu ile
yikandi.

e Her kuyucuga 200 ML substrat soliisyonu eklendi. 30 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Plak 1siktan korundu.

e 50 YL her kuyucuga stop soliisyon eklendi.

e Optik dansite 450 nm’de okundu. (Diizeltme dalga boyu 540 nm)

MMP-7 standart egrisi
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Grafik 4. Plazma MMP-7 standart egrisi
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MMP-7 standart egrisi

16 -
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

y =0,268x + 0,018
R?=0,999

Absorbans (450 nm)

Konsantrasyonu (ng/mL)

Grafik 5. Feces MMP-7 standart egrisi

3.2.3 COX-2 Ol¢iim Yontemi

Test prensibi: COX-2’nin kantitatif 6l¢iimiinii saglar. Plak tavsan anti —insan COX-2
poliklonal antikor ile kaplidir. Standart ve 6rnekler kuyucuga eklendiginde COX-2 varliginda
antikor ile baglanir. COX-2 ke¢i anti-fare 1gG HRP konjugat ve monoklonal anti-COX-2
antikoru ile tespit edilir. HRP konjugat varliginda TMB substrat mavi renk olusumu ile
sonuglanir. Duyarlilig1 artirmak i¢in ELISA stop soliisyonu ilave edilir, sar1 renk olusur. Renk
degisimi durur ve renk yogunlugu olgiiliir. Absorbans 450nm’de olgtliir. COX-2 seviyeleri

standart egriden hesaplanir.
Standart Hazirlanis1 ve Analiz Asamalar:

e Plazma ornekleri i¢in diliisyon yapilmadan calisildi. Digk: ekstraktlar1 ise 6n diliisyon

calismasi sonucuna gore diliie edilmeden caligildi

e Analize baglamadan 6nce kit icinde bunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicaklifina

getirilerek ¢aligildi.
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100 pL standart ve ornekler kuyucuklara konuldu. Plak {izeri kapatilip 90 dk oda

1sinda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 400 yL yikama tamponu ile
yikandi.

100 uyL COX-2 saptama antikoru her kuyucuga eklendi. Plak {izeri kapatilip 90 dk oda

1sinda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 400 uL yikama tamponu ile
yikandi.

100 pL HRP konjuge ikincil antikor her kuyucuga eklenir. Plak tizeri kapatilip 60 dk

oda 1sinda inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonunda icerik aspire edilip plak 4 kez 400 WL yikama tamponu ile
yikandi.

100 pLTMB substrat her kuyucuga eklendi.30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
100 pL ELISA stop soliisyonu eklendi.

Absorbans 450 nm’de 6l¢iildii.



[any

Absorbans (450 nm)
o
[e)}

COX-2 standart egrisi

y =0,066x + 0,044
R?2=0,998

10 15 20 25
Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 6. Plazma COX-2 standart egrisi

1,8 -
16 -
14 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Absorbans (450 nm)

COX-2 standart egrisi

y=0,017x + 0,075
R*=0,991

20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 7. Fekal COX-2 standart egrisi

52



53
3.3 ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Elde edilen veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Elde
edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in 6ncelikle minumum, maksimum, ortalama, standart
sapma degerleri hesaplandi. Bagimsiz gruplar arasindaki ortalamalarin karsilastirimasinda
nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullamldi. ikili alt grup karsilastirilmasinda
nonparametrik Mann- Whitney U testi kullanildi. Plasma ve fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2,
CEA ile klinikopatolojik veriler arasindaki iliski nonparametrik Mann-Whitney U testi
kullanarak degerlendirildi. Fekal ve plazma 6rnekleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin
‘Sperman Korelasyon testi’ yapildi. Fekal ve plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2, CEA’nin
tanisal degerleri ROC (Receiver operating characteristic) egrileri ile egri altinda kalan alan

(Area under curve=AUC) degerlendirildi.

4. BULGULAR

4.1. TANIMLAYICI BULGULAR

Calisma grubumuz kolonoskopik isleme alinan hastalardan segildi. Kolonoskopi
sonucuna gore ‘normal’(kontrol), patoloji raporuna gore ‘kolorektal polip® ve ‘kanser’
gruplar1 olusturuldu. Kontrol, polip ve kanser gruplarinin arasinda yas ve cinsiyet agisindan

anlaml fark yoktu (yas p =0,69, cinsiyet p=0,15).

4.2. Kanser, Polip ve Kontrol Gruplarinda Plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Normal, polip, kanser gruplar1 arasinda plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA
diizeyleri arasinda anlamli fark olup olmadigi bagimsiz gruplarda Kruskal Wallis testi

kullanilarak incelendi
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Tablo 11. Normal, Polip ve Kanser Gruplarinda Plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA

diizeyleri
Kontrol Polip Kanser P
(n=33) (n=23) (n=15)
TIMP-1
(ng/mL)
161,7 £ 99,6 117,3 + 45,7 142,1 + 70,6 0,213
(Ort £ SS)
MMP-7
(ng/mL)
3,41 +4,75 1,22 +2,6 1,16 + 1,76 0,06
(Ort £ SS)
COX-2
(ng/mL)
3,71+ 4,74 3,73+ 2,56 3,35 3,39 0,286
(Ort £ SS)
CEA (ng/mL)
(Ort £ SS) 1,8 +0,91 1,77+1,04 2,95 +1,85 < 0,023

*P < 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

4.2.1. Kanser, Polip ve Kontrol Gruplarinda Plazma CEA diizeyinin Karsilastirilmasi

Plazma CEA diizeyinin sagikli kontrol, polip ve kanser grup ortalamalar1 arasinda

anlamli fark olmasi nedeniyle alt grup karsilastirilmasi bagimsiz gruplarda Mann Whitney U

testi kullanilarak incelendi.
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Polip grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda plazma CEA ortalamalar1 agisindan
anlamli fark gézlenmezken, plazma CEA ortalamalar1 kanser grubunda polip grubuna gore

anlaml yiiksek bulundu (p<0,012).

Kanser grubu plazma CEA ortalamasi saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,008).

Tablo 12: Polip ve kanser gruplarina ait plazma CEA diizeyleri

Polip Kanser P
(n=23) (n=15)
CEA(ng/mL) 1,77 + 1,04 2,95+1,85 <0,012*

(Ort £ SS)

*P< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir
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Grafik 8. Kanser ile polip grubu arasindaki plazma CEA diizey farklar1 kutu grafigi (box-

plot)



Tablo 13. Kontrol ve kanser gruplarina ait plazma CEA diizeyleri
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Kontrol Kanser P
(n=33) (n=15)

CEA(ng/mL)

(Ort £SS) 1,85+ 0,97 2,95+ 1,85 <0,008*

*P< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 9. Kanser ile kontrol grubu arasindaki plazma CEA diizey farklar1 kutu grafigi

(box-plot)
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4.3. Polip grubunda plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin

klinikopatolojik parametrelere gore karsilastirilmasi

Polip grubunda plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri ile klinikopatolojik
parametreler arasindaki iliski Mann Whitney U testi kullanilarak incelendi. TIMP-1, MMP-7,
COX-2 ve CEA diizeyleri ile polip tipi ve boyu arasinda anlamli fark bulunamadi.

4.4. Kanser grubunda plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin

klinikopatolojik parametrelere gore karsilastirilmasi

Kanser grubunda TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin klinikopatolojik
parametrelere gore karsilastirllmast Mann Whitney U testi kullanilarak incelendi.
Klinikopatolojik parametreler ile TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri arasinda

anlaml fark saptanmadi.
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4.5. Kanser, Polip ve Kontrol Gruplarinda Fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Tablo 14. Kanser, Polip ve Kontrol Gruplarinda fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA

diizeyleri

Kontrol Polip Kanser

(n=16) (n=8) (n=8) P

TIMP-1 (ng/Mg

protein)
0,028 + 0,0075 | 0,0012 + 0,0006 | 0,003 + 0,008 0,458

(Ort £ SS)

MMP-7

H+

(ng/ug protein) | 0,0 £0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,968

(Ort £ SS)

COX-2

(ng/ug protein) | 0,0005 £ 0,0015 | 0,0 £+ 0,0 0,014 + 0,044 0,729

CEA
(ng/pg protein) | 8,55 + 14,07 9,16 + 6,01 15,44 +10,80 | 0,034*

(Ort % SS)

*P< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.5.1. Kanser, Polip ve Kontrol Gruplarinda fekal CEA diizeyinin Karsilastirilmasi

Kanser ile kontrol grubu arasinda fekal CEA ortalamalar1 karsilastirildiginda kanser
grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p=0,027)

Tablo 15: Kontrol ve kanser gruplarinda fekal CEA diizeyleri

Kontrol Kanser P
(n=16) (n=8)

CEA (ng/mg)

(Ort£SS) 8,55+ 14,0 15,44 +£10,8 <0,027*

*P< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 10. Kanser grubu ile kontrol grubu arasindaki fekal CEA diizey farklar1 kutu

grafigi (box-plot)
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4.6. Polip grubunda fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin

klinikopatolojik parametrelere gore karsilastirilmasi

Polip grubunda fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri ile klinikopatolojik
parametreler arasindaki iliski Mann Whitney U testi kullanilarak incelendi. TIMP-1, MMP-7,
COX-2 ve CEA diizeyleri ile polip tipi ve boyu arasinda anlamli fark bulunamadi

4.7.Kanser grubunda fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin

klinikopatolojik parametrelere gore karsilastirilmasi

Kanser grubunda TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeylerinin klinikopatolojik
parametrelere gore karsilastirilmast Mann Whitney U testi kullanilarak incelendi. Kanserli
hastalarin fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri ile klinikopatolojik parametreler

arasinda anlamli fark bulunamadi.
4.8. Fekal ve plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri arasindaki iliski

Plazma ve Fekal TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA diizeyleri arasinda anlamli iligki

saptanmadi.
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4.9. Plazma TIMP-1, MMP-7, COX-2 ve CEA ROC egrileri
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Grafik 11. Plazma kontrol ve kanser gruplart i¢in ROC egrilerinin altinda kalan alan CEA
(0,728), MMP-7 (0,359), COX-2 (0,571), TIMP-1 (0,480)

COX-2 i¢in esik deger 1,03 alindiginda duyarlilik %80, 6zgiilliik %70°dir. CEA i¢in esik
deger 1,52 alindiginda duyarhilik %93,6zgiilliik %48’ diir.
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Grafik 12. Plazma polip ve kanser gruplari i¢in ROC egrilerinin altinda kalan alan CEA
(0,735), COX-2 (0,396), MMP-7 (0,526), TIMP-1 (0,614)
CEA i¢in esik deger 0,87 alindiginda duyarlilik %93 6zgiilliik %73 bulunmustur.

TIMP-1 i¢in esik deger 96,8 alindiginda duyarlilik % 80 6zgiillik % 62 bulunmustur
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4.10. Fekal CEA, COX-2, TIMP-1 ROC egrisi
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Grafik 12. Fekal kontrol ve kanser gruplari i¢gin ROC egrilerinin altinda kalan alan fekal
CEA (0,769), fekal COX-2 (0,463), TIMP-1 (0,425)

CEA i¢in ROC egrisine gore esik deger 1,007 alindiginda duyarhilik %87 6zgiilliik
%50°dir.
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Grafik 13. Polip ve kanser gruplari i¢gin ROC egrilerinin altinda kalan alan CEA
(0,750), COX-2 (0,625), TIMP-1 (0,196)

CEA i¢in esik deger 6,3 ng/mL alindiginda duyarlilik %75, 6zgiilliik %71 dir.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser endiistriyel diinyada sik goriilen kanserlerden biridir, timdrlere baglh
olimlerde tigiincii siradadir [87]. KRK olusum siireci, normal epitelin kanser hiicrelerine
doniistimii kompleks, ¢ok basamakli, cok sayida genetik ve fenotipik gesitlilikle sonuglanan
uzun bir siiregtir [88]. ESM’in proteolitik yikilimi bir¢ok fizyolojik durumda gozlenir. Bu
yikim malign tiimorlerin ¢ogalmasimin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Stromal ya da
timor hiicreleri tarafindan MMP firetimi ise tiimdriin ilerlemesine yol agar [89]. MMP’ler
dogal doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan kismi olarak regiile edilirler. MMP’ler ile
TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmasi gastrointestinal malignitelerin gelismesinde 6nemli
bir faktordiir [89]. TIMP’lerin malign transformasyon ve timor biiylimesini uyarict etkisi

oldugu [90] ve tiimor hiicre apopitozunu inhibe ettigi [70] gosterilmistir.

MMP-7, MMP ailesinin bir iiyesidir ve gastrik, pankreatik, kolorektal kanserde asiri
ekspresyonu gosterilmistir [91]. Literatiir taramasi yapildiginda MMP-7 ile ilgili genellikle
doku c¢alismasi ve az sayida da serum calismasi yapildigr goriilmiistiir. Bu g¢alismalara
bakildiginda MMP-7’nin kolorektal tiimoriin erken evresi ve baslanginda rol oynadig:
gosterilmistir [92]. Ayrica ¢ogu ¢alismada MMP-7’nin kolorektal kanserde tiimor biiyiimesi,
invazyon ve metastazda rol oynadigi, lenf nodu ve uzak metastazi saptamada 6n gorii
sagladigr bulunmustur [93], [94], [6]. Bu c¢alismalarin ¢ogu dokuda immunohistokimya
boyamaya dayali ekpresyon ¢aligmalaridir, bunun yaninda da sadece bir adet serum caligmast
bulunmaktadir. Maurel ve ark.’nin serumda yaptig1 calismada MMP-7 seviyelerinin artis1 ileri
KRK hastalarinda kotii prognoz isareti olarak saptanmistir [95]. Bizde ¢alismamizda kontrol,
polip, kanser grubunda plazma MMP-7 diizeylerini degerlendirdik. Calisgmamizda kontrol,
polip, kanser grup ortalamalar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p= 0,06). Ayrica polip ve
kanser grubunun MMP-7 diizeyi ile klinikopatolojik veriler arasinda iligki saptanmadi.
Plazma MMP-7 diizeyini polip ve kanser grup ayriminda tanisal degerini ortaya koymak
amaciyla ROC egrisi ¢izilerek egri altinda kalan alan1 (AUC=0,526) bulundu. Esik deger 0,34
ng/mL alindiginda MMP-7 i¢in duyarlilik %14, 6zgiilliik % 60 bulundu. MMP-7 ile ilgili
daha once plazmada benzer bir ¢alisma yapilmamistir. Maurel ve ark.’nin yaptigi ¢calismada
kontrol (n= 87), metastazi olmayan KRK (n=96), metastatik KRK (n=120) hastalari

incelenmistir. Metastatik hastalarda serum MMP-7 diizeyi, kontrol ve metastazi olmayan
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hasta grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur [95]. Metastazi olmayan hastalar ve kontrol
grubu Kkarsilastirildiginda anlamli  fark bulunamamis, bu agidan baktigimizda bizim

sonuglarimiz Maurel ve ark.’nin ¢alismalari ile uyumludur.

Kirimlioglu ve ark.’nin yaptig1 c¢alismada villoz adenomda MMP-7 ekspresyonunun
(G3 %51-100 giiglii boyanma) fazla oldugu, tiibiiler adenomda ise ( G1 %1-10 az boyanma)
daha az oldugu saptanmistir [96] . Bu da malign potansiyel tiibiiler adenoma goére daha giiglii
olan villoz adenomlarda MMP-7 ekspresyonunun fazla odugunu ve MMP-7’nin adenom-
karsinom yolunda rol oynadigini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda polip grubumuzdaki
tiibiiler adenom sayis1 (n=16) ¢ok, buna karsin vill6z adenom 6rnegimiz olmadigi i¢in anlamli

bir sonu¢ elde edememis olabiliriz.

Literatiire bakildiginda MMP-7 diizeyi ile kanserin klinikopatolojik degiskenleri
arasindaki iligkiyi degerlendiren doku calismalar1 mevcuttur. Bunlar arasinda da geligkili
sonuglar mevcuttur. Luo ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada kanserli hastalarda MMP-7
ekspresyonunun evre, yas ve lenf nodu metastazi ile korele [97] bulunurken, Gomes ve
ark.’nin yaptig1 calismada MMP-7 diizeyi ile klinikopatolojik degiskenler arasinda korelasyon
bulunmamustir [98]. Bizim ¢alismamiz doku ¢alismasindan farkli olarak plazmada yapilmistir.
Literatiire baktigimizda plazmada bdyle bir ¢aligmanin olmadigr goriilmektedir. Bu nedenle
bizim sonuglarimiz ileriki ¢aligmalar i¢in 6n veri olabilir. Ayrica MMP-7’nin tanisal degerinin
tanimlandigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. MMP-7 KRK erken evresinde (adenom-
karsinom) [58, 99] ve metastazinda [6, 97] rol oynar. Bizim c¢alismamizda kanser
grubumuzdaki erken evre ve ge¢ evre hastalarimizin az olmasi sonuglarimizi etkilemis

olabilir. Bundan dolay1 daha genis ¢apli klinik aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

TIMP-1’in MMP inhibisyonu yaninda tiimor biiylimesini ve malign donilisiimii uyarici
etkisi kanitlanmistir[70]. Birgok ¢alismada plazma TIMP-1 diizeylerinin artis1 hasta yasam
stiresini belirlemede prognostik faktdr olarak anlamli bulunmustur [100, 101]. Literatiire
bakildiginda plazma TIMP-1 diizeyleri KRK hastalarinda saglikli kisilere gore anlamli yiiksek
bulunmustur [102]. Calismamizda plazma TIMP-1 diizeylerini kontrol, polip, kanser
gruplarimizda  degerlendirdik.  Kontrol, polip, kanser  TIMP-1  ortalamalarini
karsilagtirdigimizda anlamli fark bulunamadi (p=0,213). Klinikopatolojik veriler ile polip,
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kanser TIMP-1 ortalamalar1 karsilagtirildiginda anlamli farklilik bulunmamistir. Ayrica
plazma ve fekal 6rnekler arasinda da korelasyon saptanmamistir. Polip ve kanser ayriminda
TIMP-1’in tanisal degeri ROC egrisi ile saptandiginda egri altinda kalan alan (AUC=0,614)
bulunmustur. Esik deger 96,8 ng/ml alindiginda duyarliligt %80 ozgiilliigii %54 saptadik.
Holten-Andersen ve ark.’nin ¢aligmasinda polip ve kontrol TIMP-1 diizeyleri arasinda anlamlt
fark bulunmamustir, fakat kanser hastalarinda TIMP-1 diizeyleri polip ve kontrol grubuna gore
anlamli yiiksekti [103]. Bizim ¢alismamizda da TIMP-1 ortalamasi kanser grubunda (142,1 +
70,6 ng/mL), polip grubuna (117,3 + 45,7 ng/mL) gore yiiksek ama anlamli degildi. Kanser
grubumuzun az sayida olmasi sonuglarimizi etkilemis olabilir. Inagaki ve ark’nin yaptigi
calismada ise KRK hasta grubunda TIMP-1 diizeyi ile klinikopatolojik degiskenler arasinda
anlamli korelasyon saptanmamistir [104]. Bu sonu¢ bizim ¢alismamizla uyumludur. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ileri evre hastalarda ve kotii differansiyasyonda daha yiiksek
oldugu saptanmigtir [105]. KRK hastalarinda yiiksek plazma ya da serum TIMP-1
diizeylerinin diisik plazma yada serum TIMP-1 diizeyleri ile karsilastirildiginda yasam
sansinin daha kotii oldugu bulunmustur [106]. Ayrica Holten-Andersen ve ark. yaptiklart bir
calismada cerrahi Oncesi yiiksek plazma TIMP-1 diizeynin kisa yasam siiresi ile iligkili
oldugunu buldular[101]. Bu sonuglar1 degerlendirdgimizde ileri evre hastalarda TIMP-1
diizeyinin yiiksek olmasi bizim de ileri evre hasta sayimizin (n=7) az olmasi sonuglarimizin

anlamli olmasin1 kisitlamis olabilir.

CEA ilk kez 1965 yilinda Gold ve Freeman tarafindan tanimlanmis kompleks
intraselliiler glikoproteindir ve kolorektal kanserlerin %90’inda iiretilir [75]. KRK disinda
gastrik, pankreatik, akciger, meme, medullar tiroid kanseri bir¢ok kanserde, kanser disinda
siroz, lilseratif kolit, pankreatit ve sigara i¢iminde yiikselebilir. KRK tanisinda 6zellikle erken
evrede duyarliligi ve 6zgiilliigi diisik oldugu icin degerlendirilemez [107]. Bundan dolay1
yiksek CEA diizeyleri hem gasroenterologlar hem de kolorektal cerrahlar ig¢in sorun

olusturmaktadir. KRK’de CEA’nin yaninda yeni biyokimyasal belirteglere ihtiyag vardir.

Biz de calismamizda giinlimiizde KRK’de kulanilan tek belirte¢ oldugu i¢in CEA
parametresini de degerlendirdi. Plazma CEA sonuglarimizi degerlendirdigimizde kanser
grubunda CEA diizeyleri polip grubuna gore anlamli yiiksekti (p=0,012). Ayrica kanser
grubunda CEA diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli yiiksekti (p=0,008). Mroczko ve
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ark.’nin yaptiklar1 ¢aligma sonuglar1 bizim ¢alsmamizla uyumludur [108]. Mroczko ve ark.
kanserli grupta CEA diizeylerini hem polip hem de kontrol grubuna gére anlamli yiiksek
bulmuslardir (p<0,001) [108]. CEA kolorektal kanserde hastalarin degerlendirilmesi i¢in en
yaygin kulanilan tiimorle iliskili antijendir[107]. CEA metastaz1 olmayan hastalarda cerrahi
sonrasi bagimsiz prognostik faktor [109] ve siklikla cerrahi sonrasi niikslerin takibinde
kullanilir [110]. Sonuglarimiz CEA’nin KRK’de kullanilan tek belirte¢ olmasini dogrular
niteliktedir. Polip ve kanser ayriminda CEA’nin tanisal degerine baktigimizda ROC egrisinde
egri altinda kalan alan (AUC=0,735) bulunmustur. Calistiimiz belirtegler arasinda tan1 degeri
en yiksek olan CEA’dir. ROC egrisine gore esik deger 1,52 alindiginda duyarlilik
%93,06zgiilliik %48’ diir.

TIMP-1 KRK tani1 ve takibinde yeni bir biyokimyasal belirte¢ olmaya adaydir. Mroczko
ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada TIMP-1 i¢in ROC egrisinde egri altinda kalan alan 0,8319 iken
CEA igin egri altinda kalan alan 0,8292 bulunmustur [108]. Bizim ¢alismamizda CEA igin
egri altinda kalan alani1 0,735 iken, TIMP-1’in de egri altinda kalan alan1 0,614 bulunmustur.
Bizim sonuglarimiza goére CEA’dan sonra TIMP-1 tanmi degeri ikinci sirada olarak
saptanmistir.. Bu da gostermektedir ki iilkemizde bunu kanitlamak icin genis capli klinik

arastirmalara ihtiyac vardir

COX-2, KRK olusumunda énemli rol oynar. Diizenli NSAI kullanan KRK hastalarinda
mortalite  %40-50 azalmistir [111]. Birgok ¢alismada KRK’da normal doku ile
karsilastirildiginda COX-2 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir[112]. Michal P. ve ark.’nin
yaptiklar1 caligmada ise kolon poliplerinde COX-2 ekspresyonu yiiksek, polip boyu ile iliskili,
malign doniisiimde risk faktorii oldugu bulunmustur [113]. Yoon Doe Han ve ark’nin yaptigi
bir calismada COX-2 ekspresyonu kolorektal kanserde polip olgularina oranla daha yiiksek
bulunmus, klinikopatolojik degiskenler ile COX-2 diizeyi arasinda korelasyon saptanmamistir
[114]. Litertiir tarandiginda COX-2 i¢in doku calismalarinin oldugu, immunohistokimya
boyama ile degerlendirme yapildigi goriilmektedir. Biz de g¢alismamizda plazma COX-2
diizeylerini kontrol, polip, kanser grubunda saptayarak degerlendirdik, literatiirde boyle bir
calismaya rastlanilmamistir. Calismamizda plazma kontrol, polip ve kanser COX-2 diizeyleri
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamustir (p=0,286). Calismamizda polip ve kanser

grubu COX-2 diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler arasinda anlamli iliski saptanmadi.
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Bu sonu¢ Yoon Doe Han ve ark’nin yaptigi ¢alisma ile uyumludur. Polip ve kanser ayriminda
COX-2’nin tanisal degerine baktigimizda ROC egrisinde egri altinda kalan alan (AUC=0,396)

bulunmustur. Anlamlilik ifade etmemesi nedeniyle duyarlilik ve 6zgiilliik hesaplanmamustir.

KRK hastalar1 kesin tan1 i¢in kolonoskopiye gitmektedir ve hem pahali hemde hastalar
icin sikint1 verici komplikasyonlar1 olabilen invaziv bir yontemdir. FOBT ise non invaziv
basit bir testtir ve KRK ile iliskili mortaliteyi azaltir [23]. Fakat FOBT pozitifligi KRK’li
hastalarin sadece %10’undan azinda pozitiftir [115]. Prekanser6z adenomlarda siklikla
kanama goriilmez, tarama igin uygun degildir. Bundan dolay1 noninvaziv performansi iyi olan

testlere ihtiyag¢ vardir.

Literatiir incelendiginde yeni fekal belirtecler gelistirmek icin yapilan smirli sayida
calismaya rastladik [26],[9], [116]. Bunlardan iki adeti fekal COX-2 ve MMP-7 mRNA
ekspresyonu iken bir adeti TIMP-1 ve CEA’nin yaninda farkli belirtecleri kantite eden

calismadir.

Biz de ¢alismamizi planlarken plazma oOrneklerimizin yaninda ayni olgulardan fekal
ornekleri de almaya karar verdik. Fekal orneklerimizde CEA, TIMP-1, COX-2, MMP-7

diizeylerinin normal, polip ve kanser grubunda nasil degistigini saptamaya karar verdik.

Karl ve ark.’nin yaptiklar1 calismaya uygun sekilde fekal orneklerimizi topladik ve
ekstraksiyon islemlerimizi yaptik [26]. Calismamizi gergeklestirirken 6n denemeler

sonucunda ekstraksiyon islemi yontemler bolimiinde anlatildigi gibi modifiye edildi.

Takai ve ark. [9] yaptiklar1 ilk galismada fekal COX-2 mRNA ‘sinin KRK ve
adenomlarda yararl bir belirte¢ olarak tanimladilar. COX-2 ekspresyonunu adenokarsinolarda
%90’a varan, adenomlarda ise %60 oldugunu buldular [117]. Daha sonraki ¢alismalarinda ise
fekal COX-2’nin yanina KRK ve adenom (polip) tanisinda kullanilabilecek diger bir
biyobelirteg eklediler. MMP-7"nin adenom ve KRK’de ekspresyonunun yiiksek olmasi nedeni
ile fekal MMP-7 mRNA’y1 eklediler. Fekal COX-2 ve fekal MMP-7’ yi ‘fekal RNA test’
olarak adlandirdilar. Fekal RNA testinin duyarliligin KRK i¢in %90 (%95 giiven araliginda)
oldugunu buldular. Evre I ve Il igin duyarliligin daha yiiksek %93 oldugunu buldular [9]. En
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son yaptiklari ¢aligmada ise fekal COX-2 mRNA’sii etkileyen faktorleri arastirdilar. Fekal
COX-2 mRNA ekspresyonun tiimorden dokiilen hiicreler, inflamatuvar hiicrelerin dokiilmesi

ve timor boyutunun artmasi ile arttigini saptadilar.

Fekal COX-2’yi normal ve polip grubu hastalarimizda saptayamadik. Kanser grubu
hastalarimizda ise sadece 1 hastada 0,12 ng/mL bulduk. Burada iki olasilik olabilir birincisi
fekal COX-2 proteini bakteri proteazlari ile yikilmis olabilir, ikincisi dokuda ekspresyonlari

saptanmis olsa da diskida ¢ok diistik diizeyde oldugu i¢in saptayamamis olabiliriz.

Polip ve kanser ayriminda COX-2’nin tanisal degerine baktigimizda ROC egrisinde egri
altinda kalan alan (AUC=0,625) bulunmustur. Tan1 degeri acisindan bakildiginda COX-2

CEA’dan sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Hamaya ve ark. [116] fekal COX-2 mRNA’smi ekspresyonunu etkileyen faktorler
icinde tiimor boyutu ile korele oldugunu saptamislardir. Bizim c¢alismamizda kanser
hastamizda 0,12 ng/mL ( mikrogram doku basina) saptadik. Bu hasta ileri evre (pE3, N2) ve
tiimor boyutu 7 cm olan bir hasta, hasta grubumuzun hem sayica az olmasi hem de ileri
evredeki vakalarimizin az olmasi neden ile biz fekal COX-2 saptayamamis olabiliriz. Bunun
devaminda ¢ok merkezli ve hastalarin cerrahi servislerinden segilerek toplanacagi uzun siireli,

biiyiik bir klinik aragtirmaya ihtiya¢ vardir.

Takai ve ark.[9], fekal MMP-7 mRNA’y1 %65 (%95 giiven araligi) duyarlilikla revers
transkriptaz PCR ile optmize ettiler. Yine ayni ¢alismada fekal COX-2 mRNA’yida yine ayni
yontemle saptadilar ve iki teste ‘fekal RNA’ admi verdiler. Biz de buradan yola c¢ikarak
MMP-7 proteinini fekal Orneklerde saptamaya calistik. Fekal MMP-7 proteini kantite
edemedik. Normal, polip, kanser, fekal 6rnekleri arasinda da anlamli fark bulamadik. Fekal
MMP-7’yi saptayamamamizin nedeni MMP-7’nin fegese c¢ikisinda bakteri proteazlari
tarafindan yikiliyor olabilir. Kanserli hastalarda fekal mRNA COX-2 ekspresyonunu
etkileyen faktorler (dokiilen tiimor hiicreleri, tiimér boyutu) gibi mRNA MMP-7
ekspresyonunu da etkileyen faktorler olabilir. Fekal COX-2 ve MMP-7’yi saptayan bir

caligsma literatiirde yok. Bizim bu sonug¢larimiz ileriki ¢alismalar i¢in bir 6n veri olabilir.
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Karl ve ark. [26] nin yaptiklar1 ¢calismaya benzer sekilde bizde fekal TIMP-1 ve CEA’y1
kantite edebildik. Karl ve ark. TIMP-1"in yaninda CEA’da olmak iizere 6 belirtegi tek tek ve
birlikte kombine ederek duyarliliklarina baktilar [26]. Fekal TIMP-1’in tek basina duyarliligi
%72 iken S100A12, hemoglobin-haptoglobin ile kombinasyonunun %95 spesifititede
duyarliligi %88, %98 spesifititede duyarliligi %82°dir. Biz de normal, polip, kanser hasta
gruplarimizda TIMP-1" saptadik ve karsilastirma yaptik. Normal, polip, kanser grubunda
anlamli fark bulamadik (p = 0,458). Polip ve kanserli grup arasinda fekal TIMP-1 diizeyleri
acisindan anlaml fark olmasa da kanser grubunun ortalamasi ( 0,0034 + 0,008) polip grubuna
(0,0012 +0,0006) gore yiiksekti. Fekal TIMP-1 diizeyleri ile polipli ve kanserli hastalarin
klinikopatolojik verileri arasinda anlamli fark bulamadik. Literatiir incelendiginde fekal

TIMP-1 ile ilgili boyle bir ¢aligmaya rastlanilmamuistir [26]

Fekal CEA i¢in feges orneklerini Karl ve ark.[26] ‘larina benzer sekilde ekstrakte ettik.
Ekstraktlardan da ELISA yontemi ile CEA diizeylerini saptadik. Fekal CEA diizeylerinin
kanserli hastalarda normal hastalara gore anlamli yiiksek bulduk (p=0,027).Sonuglarimiz
Stubbs ve ark.[118], Sugona ve ark.[119], Kim ve ark.[120]’nin ¢alismalar1 ile uyumludur.
Fekal CEA diizeylerinde normal ile polip (p=0,136), polip ile kanser (p=0,279) grubunda
anlamli  fark yoktu. Literatiir tarandiginda fekal polip-kanser, polip-normal grup
karsilastirmasi yapan ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bundan dolayi ilk kez bizim ¢alismamizda
boyle bir karsilastirmanin olmasi ileriki ¢alismalar i¢in 6n veri kaynagi olabilir Polip ve
kanser ayriminda fekal CEA’nin tanisal degerine baktigimizda ROC egrisinde egri altinda
kalan alan (AUC=0,750) bulunmustur. Kontrol ve kanser ayriminda CEA’nin tanisal degerine
baktigimizda ROC egrisinde egri altinda kalan alan (AUC=0.769) bulunmustur. Fekal CEA

hem polip —kanser, hem de kontrol-kanser ayiriminda en iyi tan1 degerine sahiptir..
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6. SONUC VE ONERILER

v

Calismamizda feges ekstraksiyon yoOnteminin uygulanabilirli§i ortaya
konulmustur ve sonuglarimizin bundan sonraki aragtirmalar icin fikir verici

olacagini 6n gérmekteyiz.

Calismamizda yapilmis olan fekal TIMP-1 ve CEA diizeylerinin kantitasyonu,
literatiirde fekal TIMP-1 kantitasyonu yapan ikinci calisma olma ozelligini

gostermektedir.

Fekal MMP-7(sadece bir kez) ve COX-2( sadece iki kez) parametreleri,
giinimiize kadar sadece MRNA ekspresyonu diizeyinde degerlendirilmistir.
Bizim ¢alismamiz ise fekal MMP-7 ve COX-2 parametrelerini protein diizeyinde
kantite eden ilk ¢alisma olma &zelligini gostermektedir. Bu sonuglar bundan

sonraki arastirmalara temel olusturabilecektir.

Fekal kontrol ve kanser Ornekleri, tanisal deger agisindan ROC egrileri
aracilifiyla degerlendirildiginde fekal CEA’nin en yiiksek ayirim kapasitesine

sahip oldugu goriilmiistiir.

Fekal polip ve kanser 6rnekleri, tanisal deger acisindan ROC egrileri araciligiyla
degerlendirildiginde fekal CEA ve fekal COX-2’nin sirasiyla en iyi ayirim
kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarimiz literatiirde bir ilk olarak

yer alacaktir.

Literatiirde, kolorektal kanser olgularinda COX-2 ve MMP-7 parametrelerini
plazma Orneklerinde Olgen bir caligmaya rastlanmamistir. Bu 6zelligi nedeniyle
calismamiz literatiirde ilk olacaktir. Plazma TIMP-1 ve CEA parametreleri
acisindan literatiirde daha Once yapilan c¢alismalarla uyumlu sonuglar elde

edilmistir.

Plazma kontrol ve kanser ornekleri, tanmisal deger agisindan ROC egrileri
araciliftyla  degerlendirildiginde plazma CEA ve plazma COX-2

parametrelerinin sirastyla en iyi ayirim kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.
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v' Plazma polip ve kanser Ornekleri, tanisal deger agisindan ROC egrileri
araciligiyla degerlendirildiginde plazma CEA, plazma TIMP-1 ve plazma
MMP-7 parametreleri sirasiyla en iyi ayirim Kkapasitesine sahip olduklari

gorilmiistiir.

v Ardisik olarak ve teker teker en iyi ayirim kapasitelerine sahip olduklar1 bulunan
parametrelerin, ikili ve {iclii kombinasyonlar1 yapilarak bir arada / daha kuvvetli
ayirim  kapasitesine sahip olabileceklerini Ongdrmekteyiz. Adi gecen
belirteclerin kombinasyonlarinin yapilabilmesi i¢in “Bayes Logistic
Regression(BLR)” matematik modelinin kullanildigi  “Bayesian binary

regression” yazilimina sahip olmak gerekmektedir.
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EK-2

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI GASTROENTEROLOJI BiLiM DALI
CALISMAYA KATILAN GONULLUNUN iSMi:

Kalin barsak kanserleri sikligi tim kanserler arasinda Ust siralarda yer almaktadir. Deneysel
calismalardaki sonuglarla MMP-7 (metalloproteinaz-7),TIMP-1 (spesifik metolloproteinaz doku
inhibitori-1) ve COX-2 (siklooksijenaz-2) isimli maddelerin insan kalin barsak kanseri ve polip
gelisiminde de 6nemli rol oynadigi disinilmektedir. Bu amacgla bizde sikhigl yasla gittikce artan ve
kolon kanseri icin 6nciil lezyon olarak kabul edilen kolon polip dokusunda ve kolon kanser dokusunda
bu proteinlerin salinimini degerlendirmeyi, kolorektal kanser olusum mekanizmasina katki saglamayi
amacladik.

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Gastroenteroloji Bilim Dalinda Alt gastrointestinal sistem
endoskopisi esnasinda kolon polibi saptanip biyopsi alinan ve yine endoskopik islemde kolon kanseri
ile uyumlu bulgulari saptanip biyopsi alinan ve kolonoskopisi tamamen normal saptanan hastalar
alinacaktir. Hastalardan kolonoskopi islemi dncesinde feges 6rnegi alinacaktir. Kolonoskopi dncesi
rutin kan testleriniz igin alinacak kanin bir bolimid bu arastirmaya yardimci olmak igin
kullanabilmemiz i¢cin misaadenizi istiyoruz.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflari size veya glivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hicbir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir.

Bu calismaya katilmamakta 6zglirsiiniiz. Arastirmaci da gonilliiniin kendi rizasina bakmadan,
olguyu arastirma disi birakabilir. Bu c¢alismaya katilmaniz veya katilmamaniz tibbi bakiminizi
etkilemeyecektir. Bu c¢alismada yer aldiginiz siire icerisinde kayitlariniz ve yani sira iliskili saglik
kayitlariniz kesinlikle gizli tutulacaktir. Calisma verileri herhangi bir yayin yada raporda kullanilirken
bu yayinlarda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

Yukanida gonilliye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazili ve sozIi agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla,
hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Hastanin Adi Soyad:

(Hasta onay veremeyecekse)Yakininin Adi Soyadi: Yakinhgi:

Tarih: imzasi:
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Olur alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin adi:

Gorevi: imzasi:

Tarih:

Agiklama yapan arastiricinin adi: Rabia  Soyadi: KIYAK
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