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OZET

KOLOREKTAL KANSER HASTALARININ KEMOTERAPIYE YANITININ
iZLEMINDE SERUM SIiTOKERATIN 18’iN ONEMi

Bu calismada; Folfox kemoterapi protokolii uygulanan kolorektal kanser hastalarmin
tedavisi sirasinda, serum sitokeratin 18 M30 ve M65 protein diizeylerinin tedavinin etkinligini
izleme giicii arastirdmustir.  Sitokeratin 18 ’in kemoterapotik ajana hasta yanitinin
izlenmesindeki yararhiligi, karsinoembriyonik antijen ve radyolojik degerlendirme ile
kargilastirilarak incelenmistir.

Calismaya 37-75 yaslar1 arasinda 7 kadin ve 10 erkek hasta dahil edildi. Hastalarin
tiimiinde tiimor tipi adenokarsinomdur. Serum sitokeratin 18 diizeyleri birinci, {i¢iincii, altinci
KT kiirlerinin 0.,2.,14. giinlerinde 6l¢iildii. Kontrol grubu herhangi bir ila¢ kullanmayan ve
bilinen bir hastalig1 olmayan, 30-56 yaslar1 arasinda 9 kadm ve 11 erkek bireyden olusturuldu.
Serum sitokeratin 18 diizeyleri, toplam hiicre 6liimiine spesifik olan M65-ELISA ve apoptotik
hiicre 6liimiine spesifik olan M30-ELISA Kkitleri kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Karsinoembriyonik
antijen Olclimiinde kemiliiminesans immunometrik yontem kullanilmistir. Tedaviye klinik
cevap Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST)’e gore degerlendirildi.
Sonuglar p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.

Sitokeratin 18 diizeylerinin, bir kisim hastada tedavi boyunca yiikseldigi bir kisim
hastada diistiigli saptanmistir. Toplam hiicre Oliimiiniin en fazla oldugu giinde hastalarda
baskin hiicre 6lim tipinin apoptoz olmadigi belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubunda
M30/M65 orani bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Progresyonsuz hastalarda M30 ve
M65 diizeylerinin yiikselmesi kemoterapinin yan etkisi olarak degerlendirilebilir.

Sonu¢ olarak; calisjmamizda kismi yanit veren hastalarda, M30 degerlerinde iiciincii
kiirde istatistiksel olarak artig gOriilmesi, ilerleyici hastalikta artis goriilmemesi; M30’un
neoadjuvan tedavi alan kolorektal kanserli hastalarda erken yamit izleminde
karsinoembriyonik antijenden daha duyarl bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir ancak
kisith sayida hasta ile gerceklestirilen bu calisma ile serum sitokeratin 18 ‘in klinik kullanimi1
ile ilgili bir yargiya varilamayacagini ve daha biiyiik hasta gruplar: ile yapilacak ¢aligmalara
gereksinim oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Sitokeratin 18, M30, M65, kolorektal kanser, kemoterapi,

karsinoembriyonik antijen, apoptoz, nekroz.



SUMMARY

EFFICIENCY OF SERUM CYTOKERATIN 18 LEVELS FOR MONITORING
OF COLORECTAL CANCER PATIENTS UNDER CHEMOTHERAPY

In this study, we investigated the efficiency of serum cytokeratin 18 M30 and M65
protein levels for monitoring of colorectal cancer patients under Folfox chemotherapy.
Usefulness of cytokeratin 18 to monitor the response to chemotherapy treatment was
compared with carcinoembryonic antigen and radiological tumor size.

Serum cytokeratin 18 levels were measured with M65-ELISA and M30-ELISA methods
which are specific for total cell death and apoptotic cell death, respectively.
Carcinoembryonic antigen level was measured by chemiluminescence immunometric assay.
Clinical responses to treatments were evaluated according to the Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors (RECIST).

Cytokeratin 18 levels showed an increasing or decreasing pattern during chemotherapy
treatment of the patients. It has been determined that dominant cell death type wasn’t
apoptosis when total cell death was at maximum. Individual differences in the M30/M65 ratio
of patients and healthy subjects have been determined. Although patients who were
considered as “’partial response’’ according to the Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors showed an increase in serum M30 levels at the third chemotherapy cure, patients who
had progressive disease showed no change in serum M30 levels. Increase in serum M30 and
M65 levels of the patients who showed no progression may be considered as a side effect of
chemotherapy.

As a result, M30 is more effective than carcinoembryonic antigen for monitoring of
colorectal cancer patients under neoadjuvant chemotherapy but. the present study did not
include sufficient number of patients to warrant any statement with regard to the clinical
utility of cytokeratin 18 serum measurements, thus larger studies should be conducted.

Key Words: Cytokeratin 18, M30, M65, colorectal cancer, chemotherapy,

carcinoembryonic antigen, apoptosis, necrosis.



BIiRINCi BOLUM

1. GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanser diinyada her yil bir milyondan fazla insan1 etkilemektedir. Kurumumuzda
kolon kanserli hastalarin kemoterapi tedavisi sirasinda tedavi izlemi, serum karsinoembriyonik
antijen (CEA) degerleri ile yapilmakta ve Avrupa protokoliine gore ii¢c ayin sonunda timor
RECIST kriterleri ile degerlendirilmektedir. Bu asamadan sonra gerek goriiliirse kemoterapi (KT)
protokoliinde degisiklige gidilmektedir.

Kemoterapi ve radyoterapiye hastanin duyarliligini 6l¢mek i¢in yillardir yapilan caligmalar,
uygun belirtecin saptanmasit konusunda kesin bir sonuca ulagamamistir. Giiniimiizde kanser
hastasinin tedavisi sirasinda Olen timor hiicrelerinden salman makromolekiillerin serumda
Olciilmesi, uygulanan tedavinin etkinliginin izlenmesini saglayan etkin ve ucuz bir yontemdir.
Bunun yani sira kanser hastalarinin plazmalarinda DNA diizeylerindeki artis oldukcga 1iyi
tanimlanmistir'. Daha 6nceki cahsmalarda, hasta plazmasinda saptanan DNA biiyiikliigii, timor
Oliim tipini belirlemek i¢in kullanmistir ancak plazmada saptanan DNA’nin bir kisminin apoptoza
giren makrofajlardan salindig1 6ngoriilmektedir. Makrofajlarda sitokeratin 18 (CK18) ekspresyonu
bulunmamaktadir. Bu nedenle de CK18 6l¢iimiiniin, DNA biiyiikliigliniin 6l¢iilmesine gore, hiicre
Olim tipini belirlemek acisindan daha dogru sonu¢ vermesi beklenmektedir. Kanser hasta
serumlarinda artan bircok hiicresel protein “serum tiimor belirtecleri” olarak adlandirilmakta ve
hastaligin takibinde kullanilmaktadir. Organ ve kanser spesifikligi cok yliksek olmayan bu
belirteclerin tedavi izleminde yeterli bilgiyi saglama giicii diistiktiir. Bir bagka yaklasim da, hasta
kaninda timor kaynakli peptidleri arastirmaktir. Ancak bu peptidlerin sayist ¢ok fazla (109°dan
daha fazla) oldugu icin bu yaklasim da olduk¢a komplikedir. Tiimor kaynakli proteinler pg/mL
diizeylerinde bulundugundan diger serum proteinleri arasinda dl¢timleri zordur.

Hiicre iskeletinin yapisindaki filamentlerden olan Tip I ve Tip II sitokeratinler, hem normal
hem de transforme epitel hiicrelerinde bulunan ve cogu kanser c¢esidinde eksprese olan
proteinlerdir. Sitokeratin 8, 18 ve 19 meme, prostat, akciger, over ve kolonu da kapsayan bir¢cok
kanser hiicresi tarafindan eksprese edilmektedir. Tiimor hiicrelerinden salman sitokeratinlerin

epiteliyal malignansisi olan hastalarda klinik progresyonu degerlendirmek i¢in faydali serum tiimor



belirtecleri oldugu diisiiniilmektedir. Aragtirmacilar i¢in hiicre 6liim seklini belirlemek; etkin ilag
gelistirmek, yan etkileri azaltmak ve ilag etkilerini izlemek agisindan Onemlidir. Kaspazlar
tarafindan kesilmis / total CK 18 orani hiicrenin apoptoza m1 yoksa nekroza mi1 gidecegini belirler.
Sitokeratin 18’in M30 ve M65 epitoplarina spesifik antikorlarin kullanilmasinin apoptozu uyaran
bilesiklerin epiteliyal hiicrelerdeki etkilerini izlemek i¢in kullamigh bir ara¢ oldugu
savunulmaktadir. Sitokeratin 18’in epiteliyal kaynakli olmasi, serum CKI18 degerinin diger
organlardan ( KT’ den en ¢ok etkilenen organ olan kemik iligi gibi) etkilenme olasiligini ortadan
kaldirmaktadir.

Bu bilgiler gbz oniine alindiginda CK 18 6l¢iimii, degerlendirilmesi zor olan klinik durumlar
icin kurtaric1 olabilir. Ozellikle ilerlemis hastahigi olan bircok hasta tedaviye, tiimor kiitlesinde
radyolojik olarak Olciilebilir bir azalmayla cevap vermez. Tedavinin etkilerini birebir takip etmek ,
ila¢ cesidi ve dozunu ayarlama imkan1 verebilir.

Bu calismada; Folfox kemoterapi protokolii uygulanan kolorektal kanserli hastalardan alinan
kan orneklerinde tedavi etkinligini ve hiicre 6liimiinii yansitacagi ongoriilen CK18 M30 (apoptotik
hiicre 6liim belirteci) ve M65 (toplam hiicre dliimiinii gosteren belirte¢) protein diizeyleri serumda
Olciilerek kullanilan kemoterapotik ajanin etkinligi erken donemde izlenmeye calisilmistir.
Kemoterapotik ajana yanitin izlenmesinde bu belirteglerin, su anda izlem ic¢in kullanilmakta olan
CEA’ya ve ii¢ ayin sonundaki radyolojik degerlendirmeye gore yararliligi arastinlmistir.

Son yillarda CKI18 kemoterapotik ajanlarin izleminde kullanilabilecek onemli bir belirteg
olarak goriilmektedir. Epiteliyal karsinomlar arasinda yapilan caligmalar daha ¢ok meme
karsinomu iizerinde yogunlasmistir ve kolon karsinomu ile ilgili caligma bulunmamaktadir. Bu
calismayla, kolon karsinomunda CKI18’in tedavi etkinligini degerlendirmedeki yararliliginin

arastirilarak literatiire katkida bulunulmasi amaglanmaistir.



IKINCi BOLUM

2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KARSINOM

Jemal A. ve arkadaslarinin yaptigi kapsamli arastirmaya gore, 2007°de ABD’de en sik
goriilmesi beklenen kanserler erkeklerde prostat, akciger, kolon, rektum kansereleri iken,
kadinlarda meme, akciger, kolon ve rektum kanserleridir’. Kolorektal karsinomlar gastrointestinal
sistemin en sik rastlanan tiimorleridir. Ileri yas grubu hastalign olarak bilinen kolorektal
karsinomun goriilme siklig1 50 yasindan sonra giderek artmakta ve 80 yasindan sonra en yliksek
degerine ulasmaktadir’.

Kolorektal kanserlerin mukozayi etkileyen genetik ve cevresel faktorlere bagli olarak gelistigi
ongoriilmektedir’. Kolon kanserine yakalanma agisindan yiiksek risk altinda olan kisilerde kolon
kript alanlarinin proliferatif artis1 s6z konusudur. Kolon kanser gelisiminde kript hiicrelerinin
proliferatif —artisinin  hiicrelerin  biiyiime regiilasyonundaki  bozukluga bagli oldugu
diisiiniilmektedir’. Kript hiicrelerinin  hiperproliferasyonunun  yagdan zengin diyet ile
beslenenlerde, ailesel polipozis /ailesel adenomu olanlarda gelistigi ancak polipozis olmadan da
kalitsal kolorektal karsinom (Lynch sendromu) gelisebildigi bilinmektedir®. Molekiiler calismalar
adenomdan karsinoma doniisiimde erken donemde ras gen mutasyonu oldugunu g(isterrnistir4. Bir
protoonkogen olan “ras’> mutasyonunun kolon karsinomlarinin  %40-50’sinde varoldugu
bildirilmektedir. flerlemis tiimorlerde ise 17a ve 18a kromozomlarindaki tiimér supresor genlerin
kayb1 saptanmistir’. Epidemiyolojik c¢alismalar diyetteki et, yag ve Kkolesterolin kolon
karsinogenezinde 6nemli rol oynadigmi gostermistir®. Bu etkenlerin yani sira safra asitlerinin
barsakta artmasi, iireterosigmoidostomi, ilseratif kolit’in de O©nemli etkenler olduklar

belirtilmektedir’.



2.1.1. Kolorektal Karsinomun Yayilma Yollar:

Kolorektal karsinom direkt invazyonla, implantasyonla, lenfatik ve hematojen yolla
yayilmaktadir. Genellikle kolorektal karsinomlar duvar derinligine dogru yayilim gostermektedir
ve barsak duvarina dogru olan yayilimin distale dogru gerceklesme olasilig cok diisiiktiir. Barsagin
tam kat tutulumundan sonra komsu organlara direkt invazyon goriilebilir. Tiimdriin intraperitoneal
implantasyonu, peritoneal karsinomatozise yol acar. Kolorektal karsinomlarin en sik yayilma yolu
%?25-40 oraniyla lenfatik yayilimdir. Barsak duvarinda invazyonu tam kata ulasmis olan hastalarin
yaklasik yarisinda lenf bezi metastazi saptanmaktadir. Rektal lezyonlarda retrograd lenfatik
yayilim da sdz konusudur. Hematojen yayilim ise karsinom hiicrelerinin kan dolagimma ge¢mesi

sonucu olusmakta ve en sik karacigere, ikinci siklikta akcigere metastaz yapmaktadir'®,

2.1.2. Kolorektal Karsinom Smiflandirmasi
American Joint Committee nin tiimor, lenf nodu, metastaz (TNM) siiflandirmasina gore

kolorektal karsinomda 5 evre tantmlanmaktadir’.

Primer Tiimor (T): Bolgesel Lenf Nodu (LN):

T Primer tiimdorii bilinmeyen Ny Degerlendirilemeyen LN

TO Primer tiimorii olmayan NO LN metastaz:1 yok

T1s In-situ karsinom N1 1-3 perikolik LN tutulumu

T1 Submukozaya kadar tutulum N2 2-4 perikolik veya perirektal LN
T2 Muscularis proriaya kadar tutulum metastazi

T3 Subserozaya kadar tutulum N3 Damarlar boyunca LN metastazi

T4 Tim duvar veya komsu organ

tutulumu
Uzak Metastaz (M):

My Uzak metastazi degerlendirilemeyen
MO Uzak metastaz1 olmayan
M1 Uzak metastazi olan



EVRE TNM

0 In-situ karsinom Tis, No, Mo

I Muscularis propria’ya kadar yayilhm | T, Ny, My veya
T2, No, Mo

I Tiim barsak duvari tutulumu II A: T3,No,Mj
I B: T4,No,M

111 Lenf nodu metastaz1 varligi IIIA: T12,N1,Mp
HIB: Ts.4, Nij,Mj
HIC: T, N,,M,

v Uzak metastaz varligt T, N, M,

Tablo 1. TNM evrelendirmesi

2.1.3. Kolorektal Karsinom Tedavisi

Kolorektal karsinom tedavisinde hastanin evresine gore cerrahi rezeksiyon, KT ve radyoterapi
uygulanabilmektedir. Cerrahi tedavi prensipleri lezyonun evresine ve lokalizasyonuna gore degisir.
Sistemik KT adjuvan olarak rezeksiyon sonrasinda, metastaz veya yerel rekiirrens durumlarinda
endikedir. Hastanemizde kolon kanseri tedavisinde uygulanan KT 14 giinde bir olmak iizere li¢ ay
boyunca alt1 kiir olarak uygulanmaktadir. Serozayr agsmis evre II B veya LN metastaz1 yapmis evre
II1, IV olgularina KT verilmelidir. Radyoterapi 6zellikle agir olgularin palyasyonu ag¢isindan yararlh

goriilmektedir”.

2.1.3.1. Kanser Tedavisinde Kullanilan Kemoterapotik A janlarin Simflandirilmasi
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar baglica alt1 gruba ayrilabilir: Alkile edici

ajanlar, antimetabolitler, alkaloidler, antibiotikler, hormonal ajanlar, diger antikanser ilaclar.

Alkile Edici Ajanlar
Bu gruptaki ilaglar, sitotoksik etkilerini alkil gruplarmni hiicresel bilesenlere aktararak

gostermektedir. DNA alkilasyonu hiicre Oliimiiniin esas nedenidir ancak bu ilaclar hiicresel



niikleofillerin siilthidril, amino, hidroksil, karboksil ve fosfat gruplari ile de kimyasal etkilesime
girmektedir. Alkile edici ajanlar; biskloretilamin, nitrozotire, aziridin veya alkilsulfonat
yapisindadir.

Busulfan, siklofosfamid, mekloretamin, klorambusil, melphalan, thiotepa, karmustin,
lomustin, semustin, trietilenemelamin, prokarbazin, dakarbazin, altretamin, sisplatin, karboplatin,

oksaliplatin alkile edici ajanlardir'".

Antimetabolitler

Antimetabolitler farkli yollardan niikleotid ve niikleik asit sentezini etkiler. Folik asit
antimetabolitleri, piirin antimetabolitleri ve pirimidin antimetabolitleri olmak iizere ii¢ gruba
ayrilir. Metotrexat, folik asit antimetabolitidir. Merkaptopiirin, thioguanin, fludarabin piirin
antimetabolitleridir. Florourasil (5-FU), floksuridin, sitarabin, gemtisabin, kapesitabin, raltitrekset,

kladribin piirimidin antimetabolitleridir'".

Alkaloidler
Alkaloid smifindaki kemoterapotik ilaglar bitkilerden elde edilir veya bitkilerden elde edilen
alkaloidlerin sentetik tiirevleridir. Bleomisin, daktinomisin, daunorubisin, doksorubisin, etoposid,

teniposid, idarubisin, plikamisin, mitomisin, vinblastin, vinkristin alkaloid ilaglardlr”.

Antibiotikler
Biiylimeyi inhibe eden antibiotikler, kanser KT’sinde de kullanilmaya baslanmistir. Bu

antibiotikler; antrasiklinler, aktinomisin, bleomisin, mitomisin ve plikamisindir .

Hormonal Ajanlar
Kanser tedavisinde kullanilan hormonal ajanlar; steroid hormonlar ve antisteroid ilaclar,
Ostrojen ve androjen inhibitorleri, gonadotropin salgilatict hormon agonistleri ve aromataz

inhibitorleridir'!.



Diger Antikanser Ilaclar
Kanser tedavisinde kullanilan diger ilaclar; Amsakrin, asparajinaz, hidroksiiire, mitotan,

mitoksantron ve quinakrindir.

2.1.3.2. Kolorektal Karsinom Tedavisinde S5-Fluorouracil ve Kombine Kullanilan

Kemoterapotikler

10 y1l oncesine kadar, 5-fluorouracil (5-FU) metastatik kolorektal kanserde leucovorin (LV)
ile kombine edilerek en ¢ok kullanilan kemoterapdotikti . Yapilan ¢aligmalar sonucunda 5-FU’in 12
aydan daha kisa hayatta kalim sagladigimin belirlenmesi ile yeni KT kombinasyonlarina yonelik
aragtirmalar hiz kazanmistir'”. Yeni KT kombinasyonlart ortalama hayatta kalim siiresinin 20 aya
kadar uzamasini saglam1$t1r13. Birinci jenerasyon 5-FU/LV Kkiirleri hayatta kalimda 1limli diizelme
sagladig icin 5-FU’le kombine edilerek kullanilacak yeni ajanlar arastirilmaya baslanmistir. Bu

ajanlar arasinda irinotecan, capecitabine ve oxaliplatin sayilabilir.

2.1.3.3. 5-Fluorourasil

fleri evre kolon kanserinde bugiin icin temel ilag bir piirin analogu olan 5-FU’ dir"’. 5-FU, bir
antimetabolittir. Pirimidin niikleotid sentezinde hiz smirlayici basamak olan timidilat sentaz
enzimini inhibe ederek etki géstermektedirls. 5-FU, niikleotid sentezi sirasinda ribozil ve
deoksiribozil niikleotid metabolitlerine doniismektedir. Bu metabolitlerden biri olan 5-floro-2-
deoksiiiridin 5-fosfat (FAUMP); timidilat sentetaz enzimi ve kofaktorii N>1%_metilentetra hidrofolat
ile kovalent bag kurarak bir kompleks olusturmakta ve DNA sentezini inhibe etmektedir. Bunun
yan1 swa 5-FU; S-floroiiridintrifosfata doniiserek RNA yapisina da girmekte ve RNA’nin
fonksiyonunu bozmaktadir. Etki mekanizmasina bagh olarak 5-FU bir¢cok adenokarsinomun

tedavisinde kullanilmaktadir'®.

2.1.3.4. Leucovorin (Folinik asit)

Leucovorin, tetrahidrofolik asitin 5-formil tiirevidir. Kolayca diger indirgenmis folik asid
tiirevlerine doniisiir ve vitamin etkisine sahiptir. Folik asid tiirevlerine doniisiirken dihidrofolat
rediiktaza ihtiya¢ duymaz. Bu yiizden de vitamin fonksiyonu, metotreksat gibi bircok ilacin

inhibisyonuna kars1 duyarsizdir. Boylece leucovorin, dihidrofolat rediiktaz inhibisyonu varliginda



bir miktar piirin ve pirimidin olusumu saglayarak normal DNA replikasyonunun devam etmesine
izin vermektedir''. Kolon kanserinde tek basmna 5-FU’in kullanilmas ile elde edilen yanit oranlar
%10-15 diizeyinde kalmistir''. Bu nedenle 5-FU’in etkinligini arttiracak maddeler iizerinde yapilan
calismalar sonucunda, Leucovorinin, 5-FU’in timidilat sentaz ile bagim daha istikrarli kildig:
saptanmustir. Glinlimiizde kolon kanseri tedavisinde 5-FU’in leucovorin ile kombine edilerek

kullanilmastyla yanit oran1 %33 e yiikselmistir'’.

2.1.3.5. Oksaliplatin (Eloksatin)

Oksaliplatin, alkile edici ajanlar sinifina giren iiciincii jenerasyon platin tiirevidir. Timidilat
sentaz enzimini inhibe eder. Tek basma kullanildiginda sinirl etkisi vardir. 5-Fluorourasil ile
kombine edilerek kullanildiginda %45’e varan yanit oranlar1 saglanmig, boylece kolon kanserinde

kullanilan ilaglar arasinda yer almistir'®,

2.1.3.6. Folfox (Oksaliplatin + 5-Fluorourasil + Leucovorin Kombinasyonu)

Yapilan caligmalarla kolorektal kanser hastalarinda 5-FU + leucovorin ile folfox
kombinasyonlari hasta yanit1 agcisindan karsilastirilmis, folfox ile %353 oraninda yanit elde edilmis
ve folfox’un birinci sira tedavide 5-FU + leucovorin kombinasyonundan daha iistiin oldugu

saptanmlstlrlg.

2.1.4. Kanser Hiicrelerinde Apoptozun Onemi

Kanserin hiicre proliferasyonunda artis ve apoptozda azalmaya baghh olarak gelistigi
bilinmektedir™. Hiicre 6liimii inhibe oldugunda hasarli hiicreler birikmekte ve dokuda hasara neden
olmaktadir. Kemoterapi ile etkin tedavinin sonucunda hiicrelerde apoptoz meydana gelmektedir®'.
Bir¢ok antikanser ilag, tiimor hiicre DNA sentezine ve hiicre boliinmesine etki ederek apoptoz
indiiksiyonuna neden olmaktadir®. Kemoterapinin apoptoz disindaki sonuclart nekroz, gecici hiicre
olarak hiicre siklusunda duraksama , hiicre yaslanmasi ve otofaji olabilmektedir™. Kanser
eradikasyonu i¢cin , apoptozda oldugu gibi, neoplastik hiicrelerin kalic1 olarak eliminasyonuna
ithtiyac vardir. ilag tedavisinden sonra hiicrenin apoptoza duyarliliginin degismesinin, edinilmis
ila¢ direncinde 6nemli bir mekanizma oldugu diistiniilmektedir. Bu bilgiler 15181inda, kanserde ilag

tedavisinin en 6nemli hedeflerinden birinin, neoplastik hiicrelerde apoptozu hizlandirmak oldugu
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diisiiniilmektedir™. Hiicre 6liimiiniin izlenmesi antikanser tedavinin etkinliginin takip edilmesini
saglar. Hiicre Oliimiiniin izlenmesinde ©lii hiicreler tarafindan iretilen ve salinan maddelerin
kandaki miktarin1 6lgmek basit bir yoldur. Kanda olgiilen bu belirteclerden biri olan
sitokeratinlerin, apoptoz-nekroz ayirimini da saglamasindan dolayr diger belirteclerden daha

avantajh olduklar 6ng6rﬁ1mektedir24.

2.1.5. Kolorektal Kanser Tedavisinin izleminde Kullanilan Tiimor Belirtecleri

Giiniimiizde sik rastlanilan kanserlere uygun en az bir timor belirteci veya belirtecler
kombinasyonu mevcuttur. Kolorektal karsinomlar i¢in ortak goriis; CEA’nin 1yi bir belirte¢ oldugu
yoniindedir. Karsinoembriyonik antijen tarama testi olarak kullanilmamakta, tedavinin takibinde
kullanilmaktadir®®. Erken evre kolon kanserinin takibinde duyarhiligi en yiiksek belirte¢ olarak
CEA, duyarliligt daha diisik bir belirte¢ olarak karbonhidrat antijen 19/9 (CA 19/9)
onerilmektedir’. Karsinoembriyonik antijenin duyarlhiliginin kolon kanseri i¢in % 40, rektum
kanseri i¢in % 47 oldugu saptanm1$t1r27. Karsinoembriyonik antijen, karbonhidrat antijen 242 (CA
242) ile birlikte kullanildiginda; kolon kanseri i¢in duyarlilik % 57’ye, rektum kanseri i¢cin % 62’ye
yikselmigtir. Kolorektal karsinomlar icin en 1iyi belirte¢ oldugu diisiiniilen CEA’nin diizeyi,
timoriin evresine ve derecesine baghdir. Karsinoembriyonik antijen diizeyinin yiikselmesi

karaciger metastazi géstergesidir27.

2.1.5.1. Karsinoembriyonik Antijenin Yapi ve Fonksiyonu

Karsinoembriyonik antijen immunoglobulin gen ailesinin yaklasik 20 molekiiliinden biri olan
kompleks bir glikoproteinler smifini tanimlamaktadir™. Karsinoembriyonik antijen, onkofetal
antijen sinifinin bir iiyesidir. Ilk kez 1965°de Gold ve Freedman tarafindan tanimlanan CEA,
giinlimiizde gastrointestinal sistem tiimorlerinde en bilinen belirte¢ haline gelmistirzg.
Karsinoembriyonik antijen normal erigkin insan hiicrelerinde, normal gelisen fetiiste ve baz1 kanser
hiicrelerinde iiretilmektedir’. Tek bir polipeptid zincirden olusan CEA’nin antijenik 6zelligini
yapismm % 60’mi1 olusturan  karbonhidrat icerigi saglamaktadir’’. Ondokuzuncu kromozom
lizerinde bulunan yaklasik 10 adet gen CEA proteinlerini kodlamaktadir’>. Molekiiler agirhg: 210
kilodalton (kD)’dur’’. Karsinoembriyonik antijenin aminoasid dizilimi, karbonhidrat igerigi,

karbonhidrat/protein oran1 kaynaga ve hastaya gore degiskenlik gostermektedir’. Bir yiizey
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immunoglobulini olan CEA, metastaz bolgelerindeki CEA reseptorlerine baglanarak hiicrelerarasi
tannma ve yapismada rol oynamaktadir™. Hiicreleraras1 yapismayr diizenleyerek hiicresel
agregasyon icin tetikleyici gorevi goriir. Kolon kanser hiicrelerinin bazolateral yiizeyinde CEA
ekspresyonunun artmasi, normal hiicreleraras1 baglar ve hiicre kollajen baglarinin bozulmasina
katkida bulunur. Bunun sonucunda hiicresel go¢ hizlanir™’,

Karsinoembriyonik antijenin yapistmin immunoglobulinlere benzerligi, bazi immiin
diizenleyici fonksiyonlari oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan in vitro calismalarda kolorektal
kanser hiicreleri tarafindan iiretilen CEA miktarinin, tiimoriin aktif killer hiicrelere olan direnciyle
iligkili oldugu gosterilmistir. Karsinoembriyonik antijenin, aktif killer hiicre infiltrasyonunu ve
aktif killer hiicrelerinin kolorektal kanser hiicrelerine yapismasmi inhibe ettigi saptanmustir.
Normal kolon dokusu ve kolon tiimorleri yaklasik olarak esit miktarlarda CEA mRNA ‘sina
sahiptir. Antijen miktarlan ise belirgin olarak farklidir. Bu da dokularda CEA ekspresyonunun

diizenlenmesinde posttranskripsiyonel kontroliin etkili oldugunu gostermektedir®’.

2.1.5.2. Dokuda ve Plazmada Karsinoembriyonik Antijen

Karsinoembriyonik antijen; kolon, rektum, mide, akciger ve memeyi iceren adenokarsinomlar
tarafindan yiiksek miktarda iiretilmektedir®™. Primer kolorektal karsinomlarm % 90’nindan
fazlasinda CEA iretimi saptanmaktad1r38. Karsinoembriyonik antijen yiiksekligi, cerrahi olarak
cikarilabilecek tiimorii diger tiim testlerden Once saptar . Kolorektal kanserde ameliyat Oncesi ve
sonras1t CEA 6l¢iimii onerilmektedir®.

Karsinoembriyonik antijen, normal kolon ylizey mukozasinda ve karsinom cevresindeki
mukozada benzer miktarlarda bulunmaktadir®. Iyi diferansiye kanser hiicrelerinde CEA daha ¢ok
hiicre membraninin apikal yiizeyinde eksprese olurken kotii diferansiye kanser hiicrelerinde tiim
hiicre yiizeyine ve sitoplazmaya dagllmaktad1r4l. Hiicre yiizeyinden dolasima gecen CEA, plazma
ya da serumda Ol¢iilebilir ancak anormal serum diizeyi kanser icin spesifik degildir. Saglikl
popiilasyonda CEA’nin iist sir1 sigara igmeyenlerde 3,4 ug/L ve sigara icenlerde 6,2 pg/L’dir®.
Sigara icenlerin % 19’unda ve saglikli populasyonun % 3’iinde yiikselmis CEA diizeyine
rastlanmaktadir™. Yas, cinsiyet ve 1k serum degerlerini etkilememekte ancak karacigerde

metabolize oldugu i¢in karaciger yetmezligi olan hastalarda klirensi azalmaktadir™.
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Karsinoembriyonik antijen diizeylerinin kanser disinda; karaciger hastaliklari (kolelitiazis,
alkolik siroz, kronik aktif hepatit, karaciger absesi, tikanma sarilig1), gastrointestinal hastaliklar
(gastrit, peptik ilser, pankreatit, divertikiilit, inflamatuar barsak hastaligi, kalin barsak
obstriiksiyonu), bobrek yetmezligi, fibrokistik meme hastalifi ve diger kronik hastaliklarda 10
ug/L’ye kadar arttii saptanmlstlrzs. Kolorektal kanserlerin % 85-90’1 CEA iiretmesine ragmen,
tan1 aninda genellikle serum diizeyi yiiksek bulunmamaktadir ¢iinkiit CEA 6nce portal dolasima
girerek karacigerde metabolize olmaktadir*. Karacigere ugramadan direk olarak sistemik dolagima
gectigi rektal kanserlerde CEA diizeyi daha yiiksek olma egilimindedir30. Primer kolorektal
karsinomun tan1 aninda CEA yiiksekligine rastlanma oraninin diisiikk olmasi, CEA ‘y1 tarama icin

duyarsiz bir belirte¢ haline getirmistir2 .

2.1.5.3. Kolorektal Kanserde Operasyon Oncesi Prognostik Belirtec Olarak
Karsinoembriyonik Antijenin Onemi

Karsinoembriyonik antijen tarama i¢in duyarsiz bir belirte¢ olmasina ragmen, operasyon
oncesi diizeyi hayatta kalimi degerlendirmek acisindan énemli bir prognostik faktordiir’. Kolon
kanserli hastada serum CEA konsantrasyonunu etkileyen faktorler; tiimoriin evresi, derecesi,
kolondaki orijinidir’'. Karacigerdeki tiimoriin ameliyatla ¢ikartiimasindan énce dlgiilen serum CEA
diizeyi, hayatta kalim ile ters orantilidir®. Yapilan cok degiskenli analizler sonucunda, operasyon

oncesi yiiksek CEA diizeyi niiks agisindan 3,74 relatif riskle iliskilendirilmistir”,

2.1.5.4. Kolorektal Kanserde Operasyon Sonrasi izlemde Karsinoembriyonik Antijenin
Onemi

Kolorektal kanser evresi ile cerrahi 6ncesi CEA diizeyi arasinda korelasyon vardir®. Serum
CEA diizeyi, karaciger metastazinin sayist ve hacmi ile iliskilidir”’. Tiimériin cerrahi olarak
cikarilmasindan sonra CEA yavas yavas diiser ve 4-6 haftada normal diizeyine déner™.
Operasyondan sonra CEA’nin yiikselmesi, tlimoriin niiks ettigini ya da metastaz varligini gosterir.
Tekrar eden tiimorlerin yaklasik % 75’inde CEA artis1 gozlenir .

Diizenli klinik takip, karaciger fonksiyon testleri, diger serum belirtecleri , bilgisayarl
tomografi gibi testlerle kiyaslandiginda , CEA hastalik niiksiinii saptamak acisindan daha etkindir
#30 Metastatik kolorektal kanser hastalarinmn yaklasik % 85’inde CEA diizeyi yiiksektir''. Serum

13



CEA diizeyi, kanser-iligkili semptomlarin baslamasindan ortalama 4.5-8 ay Once yﬁkselirsz.
Karsinoembriyonik antijen en ¢ok hepatik veya retroperitoneal metastazlar icin duyarlidir, en az
duyarlilia ise lokal, peritoneal ve pulmoner metastazlar i¢in sahiptir. Karsinoembriyonik antijen,
niikks eden hastalifin saptanmasinda en etkin maliyetli testtir” .+ 5 ng/mL ‘nin iizerindeki CEA
diizeyi karaciger metastazi i¢in %78-82, diger metastazlar i¢inse %4046 duyarhliga sahiptir.Tek
bir CEA sonucunun 5 ng/mL ‘nin iizerinde olmasinmn yanlis pozitif olma olasiligt  %10’dan

54,55

azdir’™”". Uzak metastazda (0zellikle karaciger metastazi) CEA artis1 daha hizh olmaktadir™®.

Timor niiksii (yeri nerede olursa olsun) ayda ortalama % 5 CEA artis1 ile beraber seyreder57’58.
American Society of Clinical Oncology (ASCO)’nun hayatta kalim siiresi, yasam kalitesi ve
maliyeti goz Oniine alarak hazirladig: panele gore , sadece hastaligin tekrart durumunda karaciger
rezeksiyonuna aday olan evre 2 ve 3 kolorektal kanser hastalari i¢in ameliyat sonras1 CEA izlemi,
her 2-3 ayda bir en az iki yil devam etmelidir’®. Karsinoembriyonik antijen yiiksekligi - eger

yeniden yapilan testle sonu¢ dogrulanirsa- metastatik hastalik i¢in ileri arastirma yapilmasi

gerektigini gosterir ancak tek basina sistemik tedavi baglama endikasyonu degildir 59.

2.1.5.5. fleri Evre Kolorektal Kanserin Takibinde Karsinoembriyonik Antijen

Hepatik rezeksiyondan once ve sonraki serum CEA 0Olctimleri, sonug icin giicli kestirimci
ozellik gosterir. Preoperatif degerlerin yiiksekligi hayatta kalim kisaligi ile dogru orantili oldugu
icin ameliyat Oncesi ve sonras1t CEA ol¢iimii onerilmektedir®.

Metastatik kolon karsinom hastalarmin yaklasik % 85’inde CEA diizeyi yiiksektir’'.
Kemoterapi tedavisi alan hastalarda, ardistk CEA Olciimleri tedaviye cevap verenleri diger
yontemlerden Once saptayabilmektedir. Kemoterapi tedavisi ile CEA’nin diismesi, hayatta kalim
artistyla, klinik ve radyolojik cevapla pozitif korelasyon gosterir' % Kemoterapi tedavisindeki
serum CEA diizeyleri diisiik hastalar (goriintiileme yontemleri ile higbir cevap alinamasa dahi)
CEA diizeyleri stabil seyreden veya yiikselen hastalarla kiyaslandiginda daha yiiksek hayatta
kalima sahiptir.

Sonu¢ olarak; metastatik kolon kanserinde CEA, tedavinin ve hastaligm klinik gidisinin

52,60

izlenmesinde faydali bir serum tiimor belirtecidir ancak 5-FU ve Levamisole ile tedaviden

sonra CEA’da yanlis pozitif degerlere rastlanabilmektedir™.
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2.1.6. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji Kliniginde
Kemoterapiye Yamitin izlenmesi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde kolorektal kanserin tedavisinde Folfox KT protokolii,
15 giinde bir olmak iizere ii¢ ay boyunca alti kiir olarak uygulanmaktadir (Avrupa protokolii).
Kolorektal kanserli hastalarin KT tedavisi sirasinda izlemi, operasyon oncesi ve sonrast ii¢ ayda bir
serum CEA degerleri 1ile yapilmakta ve 1iic aymn sonunda tiimoOr radyolojik olarak
degerlendirilmektedir. Bu asamadan sonra KT’nin yararliligi icin karar verilmekte ve gerek
goriiliirse KT protokoliinde degisiklige gidilmektedir. Tiimoriin radyolojik olarak degerlendirildigi
liclincli ayin sonuna kadar beklenilmesini gerektirmeyecek bir belirtece ihtiyag duyulmaktadir.
Tedavinin yararliligini erken donemde belirleme iistiinliigii olan bir belirteg ile tedavi protokoliinde
daha erken donemde degisiklige gidilmesi miimkiin olabilecektir. Kemoterapi tedavisindeki
hastalarda kullanilan ilacin etkisini takip etmek i¢in kullanilacak bir yontem basit olmalidir.
Kanserde tedaviye cevabi izlemek i¢in timor hiicre 6liimiinii kandaki belirteclere bakarak takip
etmek bu kriteri karsilamaktadir ancak ayni tedavi protokolii bazi tiimorlerde nekroza neden
olurken bazilarinda apoptozla sonuglanabilir. Tedaviye cevap takip edilirken her iki tip hiicre
oliimii de 6l¢iilmelidir. Bu ihtiyact karsilayacak bir belirtece ihtiya¢ bulunmaktadir® . Kemoterapi
tedavisi alan hastalarda ardisik CEA 6l¢timleri, tedaviye cevap veren hastalar: diger yontemlerden
once saptayabilir62 ancak serum CEA diizeyi ile apoptoz/nekroz oranini saptamak miimkiin
degildir. Ayrica bazi hastalarda 5-fluorouracil ve levamisole ile tedaviden sonra CEA’da yanlis

pozitif yiikseklige rastlandig1 belirtilmektedir®.

2.2. HUCRE OLUMU

Hiicre, fizyolojik strese maruz kaldiginda genellikle yapismi korur. Hiicrenin adaptif giicii
asildiginda ise hiicre zedelenmesi olusur. Hiicre zedelenmesi bir noktaya kadar geri doniisliidiir,
fakat kalic1 stres durumunda geri doniisiimsiiz hale gelir ve 6liimle sonuglanir®. Hiicre 6liimi,
viicutta homoestazi saglamak i¢in hiicre boliinmesi kadar onemlidir®. Hiicre 6liimii embriyonik ve
yetiskin hayat1 boyunca meydana gelen asint hiicre olusumunu dengeler %,

Yakin zamana kadar baglica hiicre 6liim yolaginin apoptoz oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak,

son yillarda yapilan arastirmalar gostermistir ki kemoterapotikler ve diger faktorler, hiicrenin
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apoptoz disindaki 6liim mekanizmalarina da yonelmesine sebep olabilmektedir. Bu mekanizmalar

otofaji, mitotik katastrof, otofagositoz ve nekrozdur®.

Otofaji

Otofaji, hiicresel homeostazin saglanmasi i¢in gerekli lizozomal katabolik bir siirectir. Otofaji
antikanser tedaviye yamit olarak gerceklesebilmektedir. Bu yanit, hiicrenin yasamasini
saglayabilecegi gibi Oliimiine de neden olabilir®®. Otofaji siirecinde fazla, yashh ve gereksiz
sitoplazmik makromolekiiller, endoplazmik retikulum benzeri izolasyon zarlarinin i¢inde birikerek
otofagozomlari olusturur69. Otofagozomlar tasiyic vezikiillerle birleserek lizozomal enzimleri alir

ve hiicresel bilesenlerin yikimi baslar”.

Otofagositoz
Otofagositozda makromolekiiller hiicre i¢cine endozomlar araciligiyla alinir. Lizozom endozom
zartyla birleserek makromolekiilin yikimina baslar. Otofagositoz siirecinde yashh veya hasar

gérmiis organel endozomla kaplanip lizozomla birlesir ve yikilir’'.

Mitotik katastrof

Anormal mitoz sonucu gelisen bir ¢esit hiicre oliimudiir. Bir¢ok degisik cesit sitotoksik ajan
mitotik katastrofa neden olur ve anormal mitozun takip ettigi yolak etkene, hiicrenin siklusun hangi
evresinde bulunduguna bagh olarak degisir. Mitotik katastrof, tiimor hiicrelerinin biiylimesinin
uzun siireli duraklamasmin ardindan hiicre siklusuna anormal bir sekilde yeniden girmesi

nedeniyle de olusabilmektedir’>.

Nekroz

Klasik hiicre 6liimii nekroz olarak adlandirilmaktadir. Nekroz, sitoplazmik sisme, enerji kaybu,
hiicre-i¢i komponentlerin entegrasyonunun ve plasma membraninin biitiinliigiiniin bozulmasi ile
karakterizedir. Siddetli bir travma veya zararli bir uyan ile meydana gelebilir ve genellikle
hiicreleri gruplar halinde etkiler. Morfolojik olarak, endoplazmik retikulum ve mitokondride

sisme, plazma membran iyon transportunun bozulmasi, hiicrelerin sismesi ve pargalanmasi tipiktir.
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Hiicrelerin parcalanmasi ile hiicre icerigi ve lizozomal enzimler hiicre dis1 ortama dokiiliir. Hiicre

disina ¢ikan enzimlerin komsu hiicre ve dokular1 zedelemesiyle inflamatuar yanit olusmaktad1r73.

Programl Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Cok hiicreli organizmalarda fetal gelisimden baglayarak oliime kadar siiregelen siireclerde
temel rol oynayan bir hiicre 6lim mekanizmasidir. Programlanmis hiicre 6liimii (Apoptoz, hiicre
intihar1) fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in fizyolojik hiicre Sliimii olarak da tanimlanir’*.
Apoptoz ¢ok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda goriilen hiicre 6liim tipidir. Okaryotik
organizmadaki hiicrelerin belirli bir yasam siiresi vardir. Yasam siiresi hiicre tipine ve
fonksiyonuna gore degismektedir. Barsak hiicrelerinin yasam siiresi li¢c-bes giin iken, epidermis
hiicrelerinin yasam siiresi 20-25 gﬁndﬁr75.

Apoptoz, bircok 6zelligi ile nekrozdan farklilik gosteren bir hiicre 6liim tipidir”. Apoptoz,
niikleer piknoz, kromatin kondansasyonu, plazma membranmin ve hiicre organellerinin
biitiinliigiiniin korunmas: ile karakterizedir. Apoptotik hiicre 6liimii, aktif enerji tiiketimi gerektirir
ve bu tip hiicre Oliimiinde niikleus i¢inde deoksiriboniikleik asid (DNA)’nin pargalara ayrilmasi,
spesifik sistein proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu gergeklesir. Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli
degisikliklerden biri normalde hiicre zarnin i¢ yliziinde bulunan fosfotidilserin’in erken evrede
zarin dis yiiziine dogru yer degistirmesidir. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve
makrofajlar tarafindan taninmasmi saglar. Kromatin kondansasyonunu takiben niikleus kiigiik
parcaciklara ayrilir. Hiicre biiziiserek kiigiiliir ve cevresi zarla sarilmig, apoptotik cisimlere ayrilir.
Bu apoptotik cisimler, makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninmaya ve fagosite edilmeye
hazirdir. Boylelikle apoptoz yolu ile olen hiicreler dokulardan temizlenir ve inflamasyon
olusmaz73’74.

Normal apoptotik hiicre liimii ve yerine doku yeniden yapilanmasinda giinde yaklasik 1x10"'
hiicrenin yer aldig: bilinmektedir”. Yapim ile yikim arasindaki kontrollii dengenin apoptoz lehine
veya aleyhine bozulmasi bircok Onemli hastaliin patogenezine katkida bulunur. Apoptozun
gereksiz yere olustugu veya hizlandig: hastaliklara 6rnek olarak kazanilmis immiin defekt hastalig:
(AIDS), norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli diyabet, hepatit C enfeksiyonu, miyokard

enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken; apoptozun yavasladigi hastaliklara 6mek
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olarak ise otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilir’. Apoptoz ve nekrozu tetikleyen etkenler ve

farkliliklar tablo 2’de 6zetlenmistir.

OZELLIK APOPTOZ NEKROZ
Etioloji -Hiicre yaslanmasi -Iskemi
-Biiytime faktorii eksikligi -Siddetli Oksidatif stres
-Kanser ilaglarn -Hipertermi
-Radyasyon -Hipoksi
-HIV -Litik viral enfeksiyon
-Oksidatif stres -Toksik maddeler
-Yiiksek doz glukokortikoid
-Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu
Biyokimyasal | -Kontrolliidiir. -Kontrolsiizdiir.
Ozellikler -ATP gereklidir -ATP gerekmez

- +4 °C’de gergeklesmez.

-DNA internukleozomal alanlarda 180
kb ciftinin katlart olacak sekilde kirilir,
mono ve oligonukleozomlara ayrilir
(agaroz jel elektroforezinde merdiven
paterni: apoptozisin en 6nemli belirteci)
-Prelitik DNA fragmantasyonu (erken

evrede gergeklesir)

- +4 °C’de gergeklesebilir.

-DNA rastgele pargalanir (agaroz jel
elektroforezinde “’smear’’
goriintiisii)

-Postlitik DNA fragmantasyonu

(6limiin ge¢ sathasinda)
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OZELLIK

APOPTOZ

NEKROZ

Morfoloji -Hiicre zarn biitiinliiiinii korur ancak zarda -Hiicre zarinin biitiinliigi
kabarciklar olusur. bozulur.
-Kromatin niikleer zar civarinda toplanir ve -Kromatin kiimelenir.
yogunlagir. -Hiicre siger.
-Hiicre kiigiiliir. -Organeller parcalanir.
-Organellerde parcalanma yoktur. -Endoplazmik retikulum
-Hiicre zarla kapl apoptotik cisimciklere genisler.
parcalanir. -Biiyiik vakiioller olusur.
-Hiicre lizisi meydana gelir.
Diger -Hiicreler tek tek/birkag1 bir arada oliir. -Hiicreler gruplar halinde o6liir.

-Fizyolojik sartlarda da gerceklesir.
-Hiicreler komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilir.

-Inflamasyon goriilmez.

-Patolojik etkiler sonucu
olusur.
-Lizozomal enzimler salinir.

-Inflamasyona neden olur.

Tablo 2. Apoptoz ile nekrozun farklar

2.3. ARA FILAMENTLER VE SITOKERATIN 18 (K18)

2.3.1. Sitokeratin 18 Genel Bilgi

Hiicre iskeleti 3 farkl: tip filament sistemi icerir:

1. Ara filament (Tip I-V)

2. Aktin igeren filament (MF)
3. Mikrotiibiiller (MT)"".

Ara filament proteinler; niikleer laminleri ve dokuya spesifik sitoplazmik proteinleri kapsar.
Epitel hiicrelerinde keratinler, kasta desmin, noronal hiicrelerde norofilamentler, mezenkimal
hiicrelerde vimentin ; dokuya spesifik sitoplazmik proteinlerdir’®. Ara filamentler genomik yapilar
ve aminoasid dizilim homolojisine gore bes tipe ayrilir’: Tip I-IV ara filament proteinler

sitoplazmiktir ve dokuya spesifiktir, tip V ara filament proteinler ise niikleer laminlerden olusur.
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Tip I ve II keratinler (K) (‘‘yumusak’ keratinler veya sitokeratinler de denir) epitel hiicrelerinde
bulunur ve hiicre tipine spesifik en az 20 iiyesi vardir (CK1-CK20), nonkovalent bagh tip I ve II
heteropolimerler olusturur™. Tip I ve II sitokeratinler birbirinden izoelektrik noktalar1 ve antijenik
ozelliklerine gore ayrilir. Tip I keratinler relatif olarak asidik (K9-20), Tip II keratinler ise relatif
olarak baziktir (K1-K8) . Keratinler, ara filament proteinlerin en biiyiik alt grubunu olusturur, hem
normal hem de transforme epitel hiicrelerinde bulunur ve ¢cogu kanser ¢cesidinde eksprese olur®.
Ara filament proteinler; santral bir o-helikal govde (rod domain) ve helikal olmayan NH,-u¢
(bag) ve COOH ug¢ (kuyruk)’tan olusur. Bas ve kuyruk, fosforilasyon ve glikozilasyonu da igceren
bircok posttranslasyonel modifikasyon bolgesi icerir (Sekil 1,2)”. Ara filament , baglayici
bolgelerle (L1-2 gibi) birbirine bagl bir¢cok parcadan (IA, IB, II gibi) olusur (Sekil 1). Parcalarin
her biri yedi farkli aminoasit tekrardan olusur. Birinci ve dordiincii aminoasitler nonpolardir ve ara
filamentlerin hidrofobik olmasindan sorumludur. Ara filamentin halka seklinde kivrilmasini

saglayan hidrofobik yapisidir™.

Head Rod Tail
I I ]

L1 1 |_

/\

L1-2 Sequence IF Protein
vV E V K18-20
Type | M . K12-17
Karanns N Ko
- M N K10
KTPra?nls [.—_ L M- K1-8
Other I A Vimentin
Cylopla mic |: - M e Desmin, NF-L
NJCIBﬂr |: . .. Lamins B1, B2
M . Larins A, G

Sekil 1. Ara filament proteinlerin genel yapisi icinde L1-2 bolgesindeki kaspaz kesim
sekanslar1. Govde, baglayici bolgelerle (L) birbirine baglanmis pargalardan olusur. Noktalar CK18,
CK19 ve CK20’nin VEVD sekansina es olan amino asidleri gostermektedir””.

Tiim ara filament proteinlerin temel birimi bir tetramerdir’”. Bir dimer (tip I ve tip II
keratinlerin bir heterodimeri), iki polipeptidin paralel yerlesimiyle olusur ve a-helikal govdeler
arasinda maksimum halkalagma saglar. Iki dimerin anti-paralel iliskisi ile de stabil tetramerler

olusur. Tetramerlerin subfilamentous pargalart uc-uca baglanir ve laterale dogru dizilerek olgun
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filamentleri 01usturur79’81

. Ara filament proteinlerin in vitro ortamda bir araya gelme 6zelliklerinin
pH’ye ve sicakliga bagh olarak belirgin farkliliklarinin olmasi, bu proteinlerin birbirlerinden farkl

fizyolojik 6zelliklere sahip oldugunu gosterir®’.

pSer73 pSerd31

| |
* M20

*
N~

K18 H2ZN e — e [N COOH
= Eaff
pSer33
VEVD

caspase 6 DALD
caspase 3=7,-9

Sekil 2. Sitokeratin 8/18 dimerinin sematik goriiniimii. Bas, kuyruk ve govde silindirlerle,
baglayic1 bolgeler ise diiz ¢izgilerle gosterilmistir. Fosforilasyon ve kaspaz kesim bolgeleri sekil

iizerinde gosterilmistir®.

Keratinler ¢oziiniir degildir ve bu o6zellikleri saflastirilmalarinda kullanilir. Kolon hiicre
kiiltiiriinde ¢oziiniir CK8/18, total keratin havuzunun %S5’ini olusturmaktadir. Coziiniirlik mitoz
sirasinda ve birgok farkli hiicre stresinde artmaktadir®'.

10 nm’lik sitokeratinler, mekanik strese karsi hiicre biitiinliigiini dezmozom hiicre-hiicre
kontaklar ile stabil ag olusturarak korur®’. Ara filamentin ag olusturmasi a-helikal gévdenin
santral rol oynadig1 bircok basamaktan olusur™. Bas ve kuyruk bélgelerinin filamentéz yapinin
esas pargast olmadigi diisiiniilmektedir ancak laterale dogru uzanarak ara filament paketine katilir.
Ara filament, bas ve kuyruk bolgeleri aracihigiyla hiicrenin diger elemanlariyla iliski icindedir®.
Bassiz CK8 ve CK18’ in kotransfeksiyonu, fibriler olmayan, daginik bir yapi ile sonuglanir®.

Keratinler dinamiktir ve bircok uyaran karsisinda yeniden organize olur”. Filamentlerin
yeniden organizasyonundaki mekanizmalar: Proteinlerle etkilesim84 ve fosforilasyon, proteoliz
glikozilasyon, transglutaminasyon gibi posttranslasyonel degisikliklerdir™. Bunlardan iizerinde en
cok aragtirma yapilmis olan1 fosforilasyondur. Fosforilasyon bas ve/veya kuyruk bdolgelerinde

meydana gelir”’. Keratin fosforilasyonu dinamiktir, mitoz ve hiicre stresini de kapsayan bircok
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fizyolojik olay sirasinda yeniden diizenlenir*. CK8/18 ‘in N-ug (bas) bolgesi bircok fosforilasyon
bolgesi icermektedir.

CKa&8/18 i¢in bilinen in vivo fosforilasyon bolgeleri:

1) CK18: Ser-52/Ser-33 . Bu bdolgeler filamentin yeniden organizasyonu ve dagilimiyla
iligkilidir. Ayrica CK18’in 14-3-3 proteinlerine baglanmasi i¢in de dnemlidir.

2) CK8: Ser-23/Ser-431/Ser-73 (sekil 2)".

Apoptoz sirasinda CK8/18 ara filamentler yeniden organize olarak, serine 52’den fosforile
olmus CKI18’ den zengin yapilar olustururlar. Keratin hiperfosforilasyonunun, apoptozun erken
déneminde mi yoksa ge¢ doneminde mi meydana geldigi kesinlik kazanmamustir®. Bazi
arastirmacilar keratin hiperfosforilasyonunun basit epitel icin erken bir fizyolojik stres belirteci
oldugunu ileri siirmektedir®™. Alternatif olarak, keratinlerin apoptozun son fazinda fosforile olarak
hiicre iskeletinin hizli ¢okiisiine yardime1 oldugunu savunan ¢alismalar da bulunmaktadir®.

Tiimor hiicrelerinde Ras sinyal transdiiksiyon yolagini aktive eden onkogenler, K18 gen
ekspresyonunu transkripsiyon faktorleri araciligiyla aktive etmektedir®. Sitokeratin 8 ve 18
ekspresyonu ile artmis metastatik 6zellikler arasinda iliski oldugu gézlenmektedirgo. Kanser hiicre
yiizeylerinde reseptor veya reseptor kofaktorii olarak davranan modifiye olmus CK8 ve CKI18
proteinlerine rastlanmaktadir” . Omegin, meme kanseri hiicresinin yiizeyindeki modifiye CK8’in
plasminojene ve doku plasminojen aktivatoriine baglandig: gésterilmistirgl. Hepatositlerin

yiizeyindeki CK18 , trombin-antitrombin kompleksi i¢in reseptor gorevi goriir’.

2.3.2. Keratinlerin Sindirim Epitelindeki Fonksiyonlari

Epitel hiicreleri, epitel hiicresinin ¢esidine bagh olarak tip I ve II keratinlerinin degisik
kombinasyonlarin1 eksprese eder. Dominant bir keratin ciftini major ara filamentleri olarak
eksprese ederken bircok diger tip I ve/veya tip II keratini farkli diizeylerde eksprese ederler (Tablo

3). Keratinlerin sindirim epitelindeki fonksiyonlar1 tablo 4’de gésterilmistir79.
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SINDIiRIiM EPITELINDEKI DAGILIM

Hepatositler CK8/18

Safra yolu CK&8/19 + (CK7/18)*

Duktal pankreas CK&8/19 + (CK7/18)*

Asinar pankreas CK8/18 + CK19

Ince barsak CK8/20 + CK19+ CK18

Kolon CK8/18 + CK19 +CK20
Osefagus CK4/13 + (CK6)*

Mide CK8/18 + CK19 +CK20 (CK7)*

Safra kesesi

CK8/18 + (CK7/19)*

DiGER EPITELLERDEKI DAGILIM

Bazal keratinositler CK5/14
Suprabazal keratinositler CK1/10
Hiperproliferatif keratinositler CKo6/16/17
Kornea epiteli CK3/12

Tablo 3. Sitokeratinler ve dokulardaki dagilimi’

*Belirtilen dokudaki minor keratinler
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Ozellik ve Fonksiyonlar

Hepatosit biittinliigiiniin korunmasi

Karacigerin ¢evresel stresten korunmasi (keratin fosforilasyonu araciligiyla)

Sitoplazmik protein kullanilabilirliginin diizenlenmesi (14-3-3 proteinleri ve hsp 70)

Hiicre sinyal iletimi (14-3-3, fosforilasyonun mitojenlerle regiilasyonu)

Hiicre tipi spesifik

Kompartman spesifik

lag direnci

Timor invazyonu ve metastaz

“Hiicre yiizey’’ reseptorleri

Insanda Hastaliklarla iliskisi

Kriptojenik karaciger hastaligi olan bir hastada mutasyon saptanmigtir

Mallory cisimcikleri

Kanserin histolojik tanisinda doku-spesifik belirte¢ olarak ¢ok kullanigl

Serum keratin fragmanlar (tanisal onemi var)

Antikeratin antikorlar

Tablo 4. Keratinlerin sindirim epitelindeki fonksiyonlari, baz1 ozellikleri ve

hastaliklarla iligkisi’’.

2.3.3. Sitokeratinlerin Epitel Kaynakh Olmasmn Onemi

Sitokeratinler dinamiktir. Diferansiasyon, mitoz ve apoptoz gibi bircok hiicresel olay
esnasinda yeniden organize olurlar. Keratinlerin tiim fonksiyonlar1 bilinmemesine ragmen, hiicre
stres altindayken epitel hiicresinin biitiinliigiinii koruduklan gosterilmistir’. Tiim epitel hiicreleri
en az bir tip I ve bir tip II keratini nonkovalent bagli heteropolimerler seklinde epitel hiicresine has
bir bicimde eksprese eder (Tablo 3). Ornegin, basit tip epitel (barsak, karaciger gibi) daha ¢ok
CK8/18 eksprese ederken bir miktar da CK19 ve CK20 eksprese etmektedir’. Keratinositler
epidermis katlan i¢indeki diferansiasyon durumuna gore CK1/10 ve/veya CK5/14 eksprese eder.

Korneal epitelial hiicreler CK3/12 eksprese eder”. Basit glandular epitel hiicrelerinin ara filament
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ag1, daha ¢ok CK8/18 heterodimerlerinden olusmaktadir. Diger sitokeratinlerden farkli olarak,
CK8 ve CKI18 malign degisim sirasinda siirekli olarak eksprese olur ve filament agindaki
degisiklikler, hiicre morfolojisindeki degisikliklere eslik eder®. Kanser hastalarmm serumlarinda
CK8/CK18’in artmus diizeyleri saptanmustir®,

Sitokeratin 18’in epiteliyal kaynakli olmasi, serum diizeyinin epiteliyal olmayan organlardan
(KT’den en ¢ok etkilenen organ olan kemik iligi gibi) etkilenme olasiligini ortadan kaldirmaktadir.
Bu da CKI18’in kanser tedavisinde hiicrelerin yamitim1 izlemedeki Onemini ve avantajmi

gésterrnektedir94.

2.3.4. Apoptoz - Nekroz Ayiriminda Sitokeratin 18’in Onemi

Kolon kanseri i¢in potansiyel apoptoz belirtegleri; kesilmis CK18, kesilmis kaspaz-3 (c-cas-3),
kesilmis lamin A (c-lam-A), fosforile histon H2AX (yH2AX), kesilmis poly ADP ribose
polymerase (c-PARP), ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) diir .yH2AX, c-cas-3, c-lam-A ve c-
PARP apoptotik hiicrelere spesifik oldugu halde c-CKI18 antikoru hepsinden daha kullanighdir.
AIF antikorunun ise spesifik olmadig1 saptanmlsnr%. Sitokeratin 18 antikorunun apoptotik kolon
epitel hiicrelerini saptamada neredeyse morfoloji kadar spesifik ve kullanish oldugu
dﬁsﬁnﬁlmektedir%.

Apoptoz sirasinda aktive olan kaspaz kaskadi , bir¢ok kritik hiicresel proteinin proteolizinden
sorumludur”’. Sitoplazmik ve niikleer iskeletin bircok pargasi (ara filament proteinler ve plectin,
gelsolin, Gas2 ve h-catenin gibi hiicre iskeleti ile alakali proteinler) bu proteoliz icin hedeftir®®.
Apoptoz sirasinda kaspazlarin kestigi bir¢ok hiicresel proteinden biri, CK18’dir. Apoptoz, tip I
keratin CK18’in selektif kaspaz aracili proteolizi ile sonuclani’®’. Bu pozisyondan kesilme,
apoptozun erken déneminde kaspaz 3, 7 ve 9 tarafindan gerceklestirilir®>. Bu sirada tip II keratin
olan CKS ise proteolize ugramazgg.

Prokaspaz 3 ve 9’un, CK&8/18 ara filament aginda ‘‘DNA binding protein (DEDD)’’ igceren
“death effector’” bolgesine yoneldigi gosterilmistir'®'. Prokaspaz 3 ve 9’un yaptigi bu proteolizin
engellenmesi, sitoplazmik ve niikleer hiicre iskeletinin yeniden organizasyonunda ve kromatin
kondensasyonu gibi eslik eden olaylarda bozulma ile sonuglanir'”'. Birgok ara filament proteini,
santral a-helikal govdenin L1-2 baglayic1 par¢asinda kaspazlar icin bir bolge icerir” . Ornegin,

niikleer laminler ve tip I keratinler bir VEVD/A veya VEID/A bolgesi icermektedir. Bir diger
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kaspaz kesim bolgesi ise, CK18’in COOH terminal (kuyruk) bolgesindeki 393 DALD/S’dir**. Bu
bolgeden kesim, apoptozun erken doneminde yani membran asimetrisinin kaybindan , DNA
fragmantasyonundan ve kaspaz 3 aktivasyonundan once gerceklesir'> ve kesim sonucu olusan
CK18Asp396 neo-epitopu , spesifik olarak M30 monoklonal antikoru tarafindan tanmnir' %, Tip I
keratinlerin proteolitik fragmanlar stabildir® ve apoptotik cisimcikler icerisinde biiyiik agregatlar
seklinde yer ali’®. Bu keratin agregatlarimin hiicrelerden atildigi ve fagositlerin  klirensinden
kactig1 tahmin edilmektedir ciinkii keratinler kanser hastalarinin serumunda Olciilebilir diizeyde

bulunmaktadir'®,

Santral o-helikal govdenin L1-2 baglayict bolgesinin kesilmesi, keratin
¢okmesinden ve biiyiik agregatlara doniismesinden sorumludur'®. Fosforilasyon bu agregatlarin
olusumunu hizlandirir. CK18 ve CK8 apoptoz sirasinda agregatlar icerisinde birbirleri ile iliski
icindedir. Apoptozun daha ge¢ donemlerinde keratin agregatlarinin hiicre kiiltiir ortamina
dokiildiigii gozlenmistir'®. Tip II keratinler ise kaspazlar tarafindan proteolize direnglidir ve
apoptoz sirasinda partner olduklar keratin fragmanlari ile bir arada bulunmaktadir®’.

Sonug olarak; sitokeratinler epiteliyal hiicrelerde yiiksek diizeylerde bulunmakta ve serumda
Olciilebilmektedir. Onkojenik transformasyondan sonra bu ekspresyon devam etmekte hatta
artmaktadir'®.

Apoptozun ¢oziiniir sitokeratin fragmanlarinin timor hiicrelerinden salimimma neden
oldugunun gosterilmesi, sitokeratin tiimor belirtegleri olan doku polipeptid antijeni (TPA), tissue-
polypeptide-specific antigen ve CYFRA 21-1" in timOr apoptozunu yansittigi disiincesini
desteklemektedir' %'’

Keratin fragmanlarinin epitel tiimorii olan hastalarin serumlarinda saptanabilmesi, keratinlerin

tanisal potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir'*®

. Hiicre transformasyonu ve timor olusumu
sirasinda, CK8 ve CKI18’in hiicre tipi spesifikligini korumasi, bu filamentleri kullanish

histopatolojik belirtegler haline getirmektedirgs.
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UCUNCU BOLUM

3. ARAC-GEREC ve YONTEMLER

3.1. ARAC ve GERECLER

Calismada kullanilan cihaz ve kitler tablo5’de listelenmistir.

Cihaz/Kit Adx Marka/Yontem | Model Uretici Firma

ELISA plak Biotek System Reader | Biotek Instruments

okuyucu EL 800

ELISA plak Biotek System Washer | Biotek Instruments

yikayici EL 50

Vorteks Nuvemix

Derin dondurucu | Thermo ULT Freezer Thermo Electron Corporation

(-80 °C) Forma -86 °C

Saf su sistemi USF Elga

Otoanalizor Immulite 2500 Diagnostic Products Corporation,

Ingiltere

Otoanalizor Hitachi DP Boehringer Mannheim Co.
Modiiler Sistem | Almanya

Otomatik pipetler | Finnpipette Digital Thermo Scientific ABD

Shaker Heidolph Vibramax 100

CK18 (M30) ELISA Peviva-10010

CK18 (M65) ELISA Peviva-10020

Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar ve kitler




3.2.0LGU SECiMi VE MATERYAL ELDESI

3.2.1.0lgu Secimi

DEUTF Hastanesi Onkoloji Polikliniginde KT (Folfox) verilmesi kararlastirilan kolorektal
kanser hastalar1 goniilliiliik esas1 icinde calismaya dahil edildi. Caligmaya dahil edilen tiim
hastalara goniillii bilgilendirme formu okunarak bilgi verildikten sonra onam formu imzalatilmistir.
Yaklasik bir yillik bir siiregte DEUTF’ye basvuran hastalar calismaya dahil edilmis, olgu
seciminde dislama i¢in ek bir kriter uygulanmamistir. Calismaya tiimoriin histolojik tipi, evresi,
radyoterapi Oykiisii alinmis olan, goniillii bilgilendirilme formu imzalamis 37-75 yaslar1 arasinda 7
kadmn ve 10 erkek hasta dahil edildi. Kontrol grubu herhangi bir ila¢ kullanmayan ve bilinen bir
hastalig1 olmayan, 30-56 yaslar1 arasinda 9 kadin ve 11 erkek bireyden olusturuldu.

3.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hasta grubunu olusturan bireylerden serum sitokeratin 18 dl¢iimii i¢in kan alimlari KT kiirleri
ve kontroller sirasinda DEUTF Kemoterapi Unitesi’nde gergeklestirildi. Ornekler hastanin onayina
bagl olarak periferik venden veya venoz porttan diiz tiipe alindi. Bazi hastalar porttan kan aliminin
miimkiin olmadigi durumlarda vendz kan vermeyi reddettigi i¢in kan alinamadi. Hastalarin
psikolojik durumu goz Oniine alinarak isrardan kacmildi. Bu nedenle ¢alismamizda bazi CK18
verilerinde eksiklikler bulunmaktadir.

Tiipler 20 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar ayrildi. Serumlar -80 °C’de 1-12 ay boyunca saklandi.

CEA, metabolik panel 1,2 sonuglar: icin ise hastalardan rutin kontrolleri esnasinda onkoloji
polikliniginde istemi yapilmis olan tetkik sonuc¢larindan faydalanildi.

Kontrol grubundan sadece bir defa kan alindi. Hastalardan sitokeratin 18 Olciimleri i¢in kan
alim giinleri ise tablo 6’da belirtilmistir. Sitokeratin 18’in kiirler arasi seyrini izlemek amaciyla
birinci, Uciincii, altincit KT Kkiirlerinde, kiir ic¢i seyrini izlemek amaciyla da sifirinci, ikinci, 14.

giinlerde kan alimi gergeklestirildi.
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1.KT KURU 3. KT KURU 6. KT KURU

Kan alim | O.giin | 2.giin | 14.giin | O.glin | 2.glin | 14.giin | O.giin | 2.glin | 14.giin

gunii

Tablo 6. Hastalardan kan alim giinleri. Sifirinci giin kan alimi, hastaya KT verilmesinden 6nce

gerceklestirilmistir.

3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

3.3.1. Sitokeratin 18 Diizeyinin Ol¢iimii

Serumda CK 18 diizeyleri, M65-ELISA (Peviva, AB-Sweeden) ve M30-ELISA (Peviva,
AB-Sweeden) kitleri kullanilarak ol¢iildii. M30 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
kiti, kaspaz-kesimli sitokeratin 18’ in (CK18A5p396-NE: M30 neo-epitope) kantitatif spesifik ve
sensitif 6l¢iimii i¢in gelistirilmis bir yontemdir. M65-ELISA Kkiti ise toplam CK18’in 6l¢iimii i¢in
gelistirilmis bir yontemdir. M65 ELISA kitinin M30 ELISA Kiti ile kombine bir sekilde
kullanilmasiyla apoptotik/toplam hiicre Olim orani belirlenebilmektedir. Alinan tiim serum

ornekleri, kit standartlart ve kontrol 6rnekleri iki kez calisilarak ortalamalar degerlendirmeye

alindi.

3.3.1.1. Enzim-Bagh immunosorbent Ol¢iim

Enzim-bagli immunosorbent 6lciim (ELISA), klinik analizlerde yaygin olarak kullanilan bir
heterojen enzim-immiin dl¢iim (EIA) teknigidir. Bu tip dl¢iimlerde, reaksiyon komponentlerinden
biri kat1 faz yiizeyine baglanmaktadir. Kat1 faz genellikle mikrotitrasyon kuyucugu olmaktadir.
Baglanma nonspesifik adsorbsiyon, kimyasal veya immunokimyasal baglanma olabilir. Enzim-
baglh immunosorbent 6lciim tekniginde, Olciilecek antijeni igeren kalibratdr veya Ornek, kati faza
bagli olan antikorla baglanmas: i¢in bir siire inkiibe edilir. Kati faz yikandiktan sonra, bagh
antikordan farkli enzim isaretli bir antikor ortama eklenir ve kat1 faz {izerinde
Antikor:Antijen: Antikor-enzim seklinde bir sandvi¢ kompleksi olusur. Ortamdaki bagli olmayan
fazla antikor, yitkama ile uzaklastirillir ve enzime spesifik bir substrat eklenir. Enzim isaretleyici

eklenen substrat1 liriine doniistiiriir ve tirlin miktar1 6rnekteki antijen miktan ile dogru orantilidir.
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Enzim-baglh immunosorbent dl¢iim yontemi ile ornekteki antikor miktar1 da Olciilebilir. Burada

antikor yerine antijen, kat: faza baglanmaktadr'®.

3.3.1.2. Sitokeratin 18 Asp396-NE ( M30) Olciim Yontemi

M30® ELISA Kiti

M30® ELISA kiti ile saglanan ¢calisma materyalleri:

96 testlik reaktif

Her biri sekiz adet kuyucuk iceren 12 adet mikrostrip

HRP konjugat konsantresi : Bir sise 0.4 mL horseradish peroxidase (HRP) ile konjuge fare

monoklonal anti-CK18Asp396 neo-epitopu (M30) antikoru icerir.Is1ga maruz kalmamalidir.

Konjugat seyreltme tamponu: Bir sise 12 mL fosfat tamponu igerir.

TMB Substrat Soliisyonu: Bir sise 22 mL 3,3',5,5"-Tetrametil-benzidin (TMB) soliisyonu icerir.

Stop Soliisyonu: Bir sise 8 mL 1.0 M siilfiirik asid icermektedir. H 2SO A ciltte yaniga neden olur.

Standardlar A-F: Diliient icerisinde standard materyali i¢eren alt1 adet 0.5 mL’lik sise
bulunmaktadir. Standardlarin degerleri 50, 125, 250, 500, 750 ve 1,000 U/L’dir.

Diisiik ve yiiksek kontrol materyali: Fosfat tamponlu FCS icerisinde 6l¢iilecek materyali i¢eren iki
adet 0.5 mL’ lik sise.Diisiik ve yiiksek kontrollerin degerleri sirastyla; 100£20 U/L ve 650+100
U/L dir.

Diliient: 8 mL Fosfat tamponlu FCS iceren bir sise.

Yikama Soliisyonu: Bir sise 50 mL konsantre (10X) yikama soliisyonu icerir. Kullanimdan dnce

450 mL taze distile su ile diliie edilir. Diliie soliisyon 0.014 M fosfat tamponu, 0.15 M sodyum

®
kloriir ve 0.1 % Tween 20 igerir.
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Olciimiin Temel I'gcesi
M30-Apoptosense ELISA testi kati-fazli iki yonli immunosorbent oOl¢im yOntemi

prensibine dayal1 6l¢iim yapmaktadir. Sitokeratin 18’e kars1 gelistirilmis fare monoklonal antikoru
“MS5”, polisteren kuyucuklar igerisine sabitlenmistir. Kuyucuklara ilave edilen ormek antikor ile
reaksiyona girer. Bununla eszamanh olarak CKI18Asp396 NE’ye karsi gelistirilmis HRP
(Horseradish Peroxidase) konjuge M30 monoklonal antikoru da reaksiyona ilave edilir. Kati
faz/antijen/isaretli antikor sandvi¢inin olusumunu takiben, baglanmamis konjuge antikor, yikama
ile uzaklastirilir. Bagli antikor ile reaksiyona giren TMB substrat eklenir ve bagl analit miktarn ile
dogru orantili olusan renk siddeti ol¢iiliir. Reaksiyon H>SOy ilavesi ile durdurulduktan sonra renk
siddeti 450 nm’de plak okuyucuda Ol¢iiliir. Bilinen konsantrasyonlara kars1 6l¢iilmiis absorbanslar
ile olusturulmus standard egri ile drnekteki antijen miktan 6l¢iiliir. M30-antijen konsantrasyonu
Unite/ Litre (U/L) olarak ifade edilir.

Olciim arah:0-1000 U/L, 6lgiim ici % CV < %10, olgiimler aras1 % CV < %10, alt
saptama smirt: 25 U/L’dir.

Ol¢iim Oncesi Hazirliklar

HRP konjugat soliisyonunun hazirlanmasi: HRP konjugat konsantresi , konjugat diliisyon
tamponu ile diliie edilir (Diliisyon faktorii 1:24).

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi: 50 ml yikama soliisyon konsantresi, 450 ml taze distile

su ile dilue edilir.

Olciim yontemi

. M30-Ap0ptosense® ELISA 6lciimii oda sicakliginda (20+4°C) gerceklestirildi. Ol¢iimden
once tiim reaktiflerin ve serumlarin oda sicakligina ulagsmas: beklendi. Reaktifler ve serumlar
vortekslendi.

e 25 ul standard, kontrol veya 6rnek kuyucuklara pipetlendi. Ara vermeden her kuyucuga 75 pl
diliie HRP konjugat soliisyonu eklendi. Bu adim toplam 15 dakika i¢inde bitirildi.

e Her kuyucuga 75 L. M30 HRP konjugat soliisyonu eklendi.

e Plaklar yaklasik 600 rpm’de dort saat boyunca ¢alkalanarak oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Kuyucuklardaki s1vi tamamen aspire edilerek her kuyucuk 250 pL. yikama soliisyonu ile

yikandi. Bu islem toplam bes defa tekrar edildi.
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e HRP’nin yikama ile tamamen uzaklastinlmasindan sonra her kuyucuga 200 pL TMB
cozeltisi eklendi ve karanlikta 19-21 dakika inkiibe edildi.

e Reaksiyon her kuyucuga 50 pul “Stop’ soliisyonu (H».SOs) eklenerek durduruldu.TMB
cozeltisi ile “’Stop’” soliisyonunun tamamen karistigindan emin olmak icin plak, 5-10 saniye
calkalandi.

e Her kuyucugun absorbanst 30 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA plak okuyucuda

okutularak saptandi.
®
e M30-Apoptosense ELISA 6lciim sonuglart Mikrosoft Excel programi yardimiyla hesaplandi.

Elde edilen absorbans degerleri 50, 250, 500, 750 U/L’lik standartlar ile hazirlanan egrilere
yerlestirilerek CK18 konsantrasyon degerleri saptand: (Sekil 3).

y=0,0024x + 0,1175
R? = 0,9907

Absorbans
OD(450nm)
S~ o
&

o
(6]
|

o

o

200 400 600 800
CK18-Asp396 (U/L)

o

Sekil 3. M30 standart egrisi , x-ekseni: konsantrasyon (U/L); y-ekseni: absorbans (A450)

3.3.1.3. Toplam Sitokeratin 18 Diizeyi ( M65 ) Olciim Yontemi

M65® ELISA Kiti

M65® ELISA kiti ile saglanan ¢calisma materyalleri asagidadir:

96 testlik reaktif

Her biri sekiz adet kuyucuk iceren 12 adet mikrostrip
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HRP konjugat konsantresi : Bir sise 0.4 mL horseradish peroxidase (HRP) ile konjuge fare

monoklonal antikoru “MS5” icerir.Is1ga maruz kalmamalidir.

Konjugat seyreltme tamponu: Bir sise 12 mL fosfat tamponu igerir.

TMB Substrat Soliisyonu: Bir sise 22 mL 3,3',5,5'-Tetramethyl-benzidine (TMB) soliisyonu

icerir.

Stop Soliisyonu: Bir sise 8 mL 1.0 M siilfiirik asid icermektedir. H 2SO A ciltte yaniga neden olur.

Standardlar A-F: Diliient icerisinde standard materyali iceren alt1 adet 0.5 mL’lik sise
bulunmaktadir. Standardlarin degerleri 125, 250, 500, 750, 1200 ve 2000 U/L’dir.

Diisiik ve yiiksek kontrol : Fosfat tamponlu FCS igerisinde 6l¢iilecek materyali iceren iki adet 0.5
mL’ lik sise. Diisiik ve yiiksek kontrollerin degerleri sirasiyla; 200+20 U/L ve 1000+£100 U/L’dir.

Diliient: 8 mL Fosfat tamponlu FCS iceren bir sise.

Yikama Soliisyonu: Bir sise 50 mL konsantre (10X) yikama soliisyonu icerir. Kullanimdan 6nce

450 mL taze distile su ile diliie edilir. Diliie soliisyon 0.014 M fosfat tamponu, 0.15 M sodyum

®
kloriir ve 0.1 % Tween 20 igerir.

Olciimiin Temel Ilkesi

M65, ¢oziiniir CK18’in kantitatif 6l¢iimii icin gelistirilmis ELISA yontemidir. Hiicre zarinin
biitiinliigiinii kaybetmesiyle CK18 hiicre disina salindig1 i¢in , hiicre dist CK18 epiteliyal hiicre

Olimi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir.
®
M65 ELISA, CK18 iizerindeki epitoplara spesifik iki fare monoklonal antikoru kullanir

®
(klon “M6” ve “M5”, ikisi de IgG2b). M65 ELISA yontemi ile toplam ¢oziiniir CK18 proteini
(hem kaspazlarca kesilmis, hem de kesilmemis) ol¢iildiigli icin, hiicre kiiltiir siipernatantlarindan
veya insan serum ve plazma Orneklerinden elde edilen degerler, toplam epiteliyal hiicre liimiinii

yansitmaktadir.

®

M65 ELISA kati-fazli iki yOnlii immunosorbent oOlciim yontemidir. CK18’e karsi
gelistirilmis fare monoklonal antikoru “M6”, polisteren kuyucuklar icerisine sabitlenmistir.
Ornekler antikor ile reaksiyona girer. Bununla eszamanli olarak CK18 iizerindeki baska bir epitopa

kars1 gelistirilmis HRP konjuge “M5” monoklonal antikoru da reaksiyona sokulur.
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Kat1 faz/antijen/isaretli antikor sandvi¢inin olusumunu takiben, baglanmamis fazlalik konjuge
antikor, yitkama ile uzaklastirilir. Baglh antikor ile reaksiyona giren TMB substrati eklenir ve bagh
analit miktar1 ile dogru orantili olusan renk siddeti Olgiiliir. Reaksiyon H,SO, ilavesi ile
durdurulduktan sonra renk siddeti 450 nm’de plak okuyucuda ol¢iiliir. Bilinen konsantrasyonlara
kars1 Olciilmiis absorbanslar ile olusturulmus standard egri ile 6rnekteki antijen miktan 6l¢iiliir.
M65-antijen konsantrasyonu Unite/ Litre (U/L) olarak ifade edilir.

Olgiim arahi1:0-2000 U/L, 6lgiim ici % CV < %10, olgiimler aras1 % CV < %10, alt
saptama smirt: 11 U/L’dir.

Olciim Oncesi Hazirhklar

HRP konjugat soliisyonunun hazirlanmasi: HRP konjugat konsantresi , konjugat diliisyon
tamponu ile diliie edilir (Diliisyon faktorii 1:24).

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 50 ml yikama soliisyon konsantresi, 450 ml taze distile

su ile dilue edilir.

Olciim yontemi

. M65-Ap0ptosense® ELISA 6l¢ciimii oda sicakliginda (20+4°C) gerceklestirildi. Ol¢iimden
once tiim reaktiflerin ve serumlarin oda sicakligina ulagsmas: beklendi. Reaktifler ve serumlar
vortekslendi.

e 25 ul standard, kontrol veya drnek kuyucuklara pipetlendi. Ara vermeden her kuyucuga 75 pl
diliie HRP konjugat soliisyonu eklendi. Bu adim toplam 15 dakika i¢inde bitirildi.

e Her kuyucuga 75 pL. M65 HRP konjugat soliisyonu eklendi.

e Plaklar yaklasik 600 rpm’de iki saat boyunca ¢alkalanarak oda sicakliginda inkiibe edildi.

¢ Kuyucuklardaki sivi tamamen aspire edilerek her kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile
yikandi. Bu islem toplam bes defa tekrar edildi.

e HRP’nin yikama ile tamamen uzaklastinlmasindan sonra her kuyucuga 200 pL TMB
cozeltisi eklendi ve karanlikta 19-21 dakika inkiibe edildi.

e Reaksiyon her kuyucuga 50 pul “Stop’ soliisyonu (H.SOs) eklenerek durduruldu.TMB
cozeltisi ile “’Stop’’ soliisyonunun tamamen karistigindan emin olmak icin plak, 5-10 saniye

calkalandi.
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e Her kuyucugun absorbanst 30 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA plak okuyucuda
okutularak saptandi.

. M65-Ap0ptosense® ELISA 6l¢iim sonuglart Mikrosoft Excel programi yardimiyla hesaplandi.
Elde edilen absorbans degerleri 125, 250, 500, 750, 1200 ve 2000 U/L’lik standartlar ile

hazirlanan standart egrilerine (Sekil 4) yerlestirilerek CK18 konsantrasyon degerleri saptandi.

1,800
y =0,0008x + 0,0051

1,600 /’ Re = 0,9945
1,400

1,200 /
1,000

0,800 //

0,600 7

0,400

0,200
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CK18(U/L)

Absorbans
OD(450nm)

Sekil 4. M65 standart egrisi , x-ekseni: konsantrasyon (U/L); y-ekseni: absorbans (A450)

3.4. DIGER BiYOKIMYASAL PARAMETRELERIN OLCUMLERI

3.4.1. Karsinoembriyonik Antijen Olciim Yontemi

Karsinoembriyonik antijen dl¢iimii kati faz, iki yonlii immunometrik kemiliiminesans yontem
kullanilarak gerceklestirildi. Serum 6rnekleri Immulite 2500 otoanalizériinde ¢alisildi.

Kemiliiminesans immiinometrik yOntemde, immiinolojik reaksiyonlart 0Olgmek igin
isaretleyici olarak kemiliiminesans bir molekiil kullanilmaktadir. Kemiliiminesans, kimyasal
reaksiyon sirasinda olusan 151k yayilimidir. Izoluminol veya akridinyum esterleri gibi
kemiliiminesan Ozellik gosteren isaretleyici maddeler reaksiyon sirasinda konsantrasyona paralel

oranda 151k yayilim yapmaktadir''”.
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3.4.2. Aspartat Aminotransferaz Olciim Yontemi

Aspartat aminotransferaz (AST) Ol¢iimii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak
gerceklestirildi. Serum 6rnekleri Hitachi DP Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostik
firmasiin reaktifleri kullanilarak analiz edildi. Aspartat aminotransferaz enzimi aspartat amino
asidinden o-ketoglutarata amin grubunun tasinmasini katalizleyerek glutamat ve oksaloasetat
olusumunu saglar. Olusan oksaloasetat malat dehidrogenaz (MDH) enzimi ve NADH + H'
koenzimi yardimiyla L-malata gevrilirken NAD" olugur.340 nm’de NADH + H" tiikenigine baglh
absorbans azalis1 oksaloasetat olusumuyla ve dolayisiyla AST aktivitesi ile dogru orantilidir

(Sekil 5).

a-ketoglutarat + L-aspartat AST L-glutamat + oksaloasetat
_—
«—

oksaloasetat + NADH + H  MDH L-malat + NAD"
—

4+—

Sekil 5. AST 6l¢iim yontemi

3.4.3. Alanin Aminotransferaz Ol¢iim Yontemi

Alanin aminotransferaz (ALT) Ol¢iimii, enzimatik kolorimetrik bir yontem kullanilarak
gerceklestirildi. Serum 6rnekleri Hitachi DP Moduler Sistem otoanalizriinde Roche Diagnostik
firmasinin reaktifleri kullanilarak ¢alisildi. Alanin aminotransferaz enzimi alanin amino asidinden
a-ketoglutarata amin grubunun tasmmasini katalizleyerek glutamat ve piruvat olusumunu saglar.
Olugan piruvat laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ve NADH + H" koenzimi yardimiyla L-laktata
cevrilirken NAD" olusur. 340 nm’de NADH + H" tiikenisine bagli absorbans azalis1 piruvat
olusumuyla ve dolayisiyla ALT aktivitesi ile dogru orantihidir (Sekil 6).
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a-ketoglutarat + L-alanin ALT L-glutamat + piruvat
«—
EEE—

piruvat + NADH + H* LDH L-laktat + NAD"
—
—

Sekil 6. ALT o6l¢iim yontemi

3.4.4. Laktat Dehidrogenaz Ol¢iim Yontemi

Laktat dehidrogenaz (LDH) o6lciimii, enzimatik kolorimetrik yOntem kullanilarak
gerceklestirildi. Serum 6rnekleri Hitachi DP Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostik
firmasmin reaktifleri kullanilarak c¢alisildi. Piruvat, LDH enziminin katalizledigi reaksiyonla
laktata ¢evrilirken, NADH +H" de NAD"’ye okside olmaktadir. NADH +H" tiikenis hiz1 LDH

aktivitesiyle dogru orantihdir ve fotometrik olarak 340 nm’deki absorbans azalisina bagh olarak

saptanir (Sekil 7).
piruvat + NADH + H*  LDH laktat + NAD"
—_—
«—

Sekil 7 . LDH 6l¢iim yontemi
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3.4.5. Total Bilirubin Ol¢iim Yontemi

Total bilirubin 6l¢iimii, end point kolorimetrik yontem kullanilarak gerceklestirildi. Serum
ornekleri Hitachi DP Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche Diagnostik firmasinin reaktifleri
kullanilarak ¢alisildi. Bilirubin 2,5-diklorofenil diazonyum tetrafloroboratla asit ortamda (pH 1-2)
mavi renkli azobilirubini olusturmak iizere birlesir. Reaksiyon ortamina alkol eklenerek yapilan
bilirubin 6l¢iimii total bilirubini géstermektedir.

Rengin yogunlugu total bilirubin konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve spektrofotometrik

olarak 570 nm’de belirlenir (Sekil 8).

HCI
Sulfanilic asit + NaNO, — Diazotize sulfanilik asit

Bilirubin + Diazotize sulfanilik asit pH 1.4 azobilirubin
_—

Sekil 8 . Total bilirubin 6l¢iim yontemi

3.4.6. Direk Bilirubin Ol¢iim Yontemi

Direk bilirubin 6l¢iimii, kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum 6rnekleri Hitachi DP
Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche Diagnostik firmasmin reaktifi kullanilarak calisildi.
Diazonyum bilirubinle birleserek azobilirubin olusturur. Alkoliin yoklugunda diazo reaktifi ile
reaksiyon veren bilirubin fraksiyonu direkt bilirubin olarak tanimlanmstir. Sadece konjuge
bilirubin diazonyum iyonuyla birlesir. Olusan mavi renkli azo boyasmin renk yogunlugu direk

bilirubin konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve 570 nm’de fotometrik olarak belirlenir (Sekil 9).
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HCI
Sulfanilic asit + NaNO, —» Diazotize sulfanilik asit

Bilirubin + Diazotize sulfanilik asit pH 1.4 azobilirubin
_—

Sekil 9 . Direk bilirubin 6l¢iim yontemi

3.4.7. Albumin Ol¢iim Yontemi

Albumin 0l¢timii endpoint kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum Ornekleri Hitachi
DP Moduler Sistem otoanalizoriinde ¢alisildi. Albumin pH 4.1°de katyonik 6zellik kazanmakta ve
anyonik bir boya olan bromokrezol green (BCG) ile baglanarak mavi-yesil bir kompleks
olusturmaktadir. Mavi-yesil rengin 600 nm’de verdigi absorbans artis1 albumin konsantrasyonuyla

dogru orantihdir (Sekil 10).

Albumin + BCG _ pH4.1 Albumin-BCG kompleksi (mavi-yesil)

Sekil 10 . Albumin 6l¢iim yontemi

3.4.8. BUN Olciim Yontemi

BUN ol¢iimii, kinetik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum ornekleri Hitachi DP
Moduler Sistem otoanalizoriinde ¢alisildi.

Ure iireaz enziminin katalizledigi reaksiyonla NH4 ve CO,’e doniisiir. NHy ve o-ketoglutarat,

glutamat dehidrogenazin katalizledigi reaksiyonla glutamata cevrilirken NADH+ H™ de NAD " ye
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doniisiir. NADH+ H* konsantrasyonundaki azalmaya bagl olarak absorbans diiser. Absorbanstaki

bu azalma lire konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve 340 nm’de ol¢iiliir (Sekil 11).

Ure + H,O Ureaz 2 NH4 + CO,
4—
—_—

o-ketoglutarat + NH; + NADH + H" Glutamat Dehidrogenaz L-glutamat + NAD"+ H,0

<&
<

Sekil 11 . BUN ol¢iim yontemi

3.4.9. Kreatinin Ol¢iim Yontemi

Kreatinin Ol¢iimii, kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum Ornekleri Hitachi DP
Moduler Sistem otoanalizoriinde Jaffe reaktifi kullanilarak ¢aligildi.

Kreatinin pikrat iyonu ile alkali ortamda reaksiyona girerek, turuncu kirmizi bir kompleks
olusturur. Olusan renk yogunlugu kreatinin konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve 512 nm’de

fotometrik olarak belirlenir (Sekil 12).

alkali pH
Kreatinin + pikrik asit —» sari-kirmizi komplex

Sekil 12. Kreatinin 6l¢lim yontemi
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3.5. RADYOLOJiIiK DEGERLENDIiRME

Neoadjuvan Kemoterapi Alan Hastalar
Neoadjuvan KT alan hastalarin radyolojik degerlendirmesinde RECIST (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors) kriterlerine gore smiflama yapilmistir. Buna gore, tam veya kismi yanit

alinan olgular tedaviye yanit verenler olarak degerlendirilmistir (Tablo 7).

YANIT KRITER
Tam yanit Tiim lezyonlarin kaybolmasi.
Kismi yanit Tedavi Oncesi Olgiilen deger referans alindiginda , tedavi sonrasi dl¢iimde

hedef lezyonlarin 6l¢iimiiniin toplaminin en az %30 oraninda azalmasi.

llerleyici hastalik | Tedavi 6ncesi olgiilen deger referans alindiginda , tedavi sonras1 6l¢iimde
hedef lezyonlarin %20 oraninda artmasi veya yeni lezyonlarin ortaya

¢cikmasi.

Stabil hastalik Tedavi Oncesi Olgiilen deger referans alindiginda , ne kismi yanit ne de

ilerleyici hastalig1 karsiliyor.

Tablo 7. RECIST kriterlerine gore radyolojik degerlendirme
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Adjuvan Kemoterapi Alan Hastalar
Adjuvan KT alan hastalar, tedavi sonrast ‘‘progresyonlu’’ ve ‘‘progresyonsuz’’ olarak iki
gruba ayrilmistir. Progresyonsuz hastalar tedaviye yanit verenler, progresyonlu hastalar

tedaviye yanit vermeyenler olarak degerlendirilmistir.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Bulgularn istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 11.0 Windows istatistik programi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirme yapilirken Mann whitney U, Wilcoxon isaretlenmis
stralar, Spearman, Fisher’in kesinlik testi kullanildi.

Istatistiksel olarak p degeri < 0,05 ise anlamli olarak degerlendirildi. Anlamli degerler

sayisal ifade, kalin ve italik karakterlerle verildi.
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DORDUNCU BOLUM

4. BULGULAR

4.1. TANIMLAYICI BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Kemoterapi Unitesi’nde KT tedavisi alan 37-75

yas aras1 17 kolorektal kanser hastas1 ve 20 saglikli goniillii birey calismaya dahil edildi. Hasta

grubunda alti hasta neoadjuvan (ameliyat Oncesi tiimorii kiiciiltmek

adjuvan (ameliyat sonrast) KT almistir.

amaciyla), 11 hasta

Kontrol grubu, bilinen herhangi bir hastalig1 olmayan, ila¢ kullanmayan 30-56 yas aras1 20

bireyden olusturuldu. Hasta ve kontrol gruplarinin 6zellikleri ve rutin biyokimya degerleri tablo

8 ve 9’da gosterilmistir.

OZELLIK Malign grup Kontrol grubu (n=20)
(n=17)

Yas-ortalama (=SD) 55 (%11) 41 (£6)
Cinsiyet (K/E) 7/10 9/11
Tiimor 11/6 -
evre III/ IV(n)
*AST (U/L) 23,6 (£12,9) 19 (£5,5)
*ALT (U/L) 26,5(£21,8) 25,2(£15,5)
*LDH (U/L) 314(x153) 171(x1,09)
*T.Bilirubin (mg/dL) | 0,56(x0,2) 0,41(%0,15)
*D.Bilirubin (mg/dL) | 0,12(+0,08) 0,21(0,06)
*Albumin (g/dL) 4,03(0,5) 4.9(x£0,19)
*BUN (mg/dL) 13,5(+4,39) 14,5(+2,29)
*Kreatinin (mg/dL) 0,91(0,08) 0,92(%0,16)

Tablo 8 : Hasta ve kontrol gruplarinin 6zellikleri ve rutin biyokimya degerleri
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Hasta | Yas Metastaz TNM Patoloji KT RC
No Yeri evre
2 38 Mesane, v AdenoCA N Kismi yanit
Lenf nodu (rektum)
6 62 Karaciger v AdenoCA N Kismi yanit
(sigmoid)
7 60 Karaciger v AdenoCA N Kismi yanit
(sigmoid)
5 43 Akciger, v AdenoCA N Herleyici
Lenf nodu (rektum) hastalik
9 47 Karaciger, v AdenoCA N Herleyici
Lenf nodu (rektosigmoid) hastalik
10 57 Lenf nodu I AdenoCA N lerleyici
(rektum) hastalik
1 58 Karaciger, v AdenoCA A Progresyonsuz
Lenf nodu (rektosigmoid)
3 47 Lenf nodu III AdenoCA A Progresyonsuz
(sigmoid)
4 75 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(sigmoid)
8 37 Lenf nodu III AdenoCA A Progresyonsuz
(rektum)
11 59 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(¢1kan kolon)
12 48 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(sigmoid)
13 71 Lenf nodu 111 AdenoCA A Progresyonsuz
(¢cekum,cikan
kolon)
14 55 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(rektosigmoid)
15 59 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(sigmoid)
16 50 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(sigmoid)
17 70 Lenf nodu I AdenoCA A Progresyonsuz
(¢1kan kolon)

Tablo 9: Hastalarda tiimor metastaz yerleri, TNM evresi, timor tipi
KT: Kemoterapi, A: Adjuvan, N: Neoadjuvan, RC: Radyolojik Cevap. Neoadjuvan KT alan
hastalar icin RECIST kriterleri esas alinmistir. Adjuvan KT alan hastalar progresyonlu /

progresyonsuz olarak degerlendirilmistir.
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Hasta grubunun KT tedavisine baglamadan onceki (bazal) ve kontrol grubunun serum

M65 ve M30 diizeyleri grafik 1 ve 2’de gosterilmektedir.

1200

U/L

saglikh bireyler hastalar

Grafik 1. Hasta (tedavi 6ncesi) ve kontrol grubundaki bireylerde serum M65 diizeyleri

600

U/L

saglikl bireyler hastalar

Grafik 2. Hasta (tedavi 6ncesi) ve kontrol grubundaki bireylerde serum M30 diizeyleri

Hastalar alt1 kiirliikk kemoterapiye baslamadan once alinan kanlarinda olgiilen CEA ve

CK18 diizeyleri tablo 10°da gosterilmistir.
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Hasta CEA M30 Mo65
No (ng/mL) (U/L) (U/L)
1 0,44 185 (£29) 201(£23)
2 1,59 119(£30) 296(%22)
3 2,75 200(%4,9) 417(7)
4 2,02 161(£5,8) 254(+6)
5 21 122(£27) 284(£32)
6 3,34 183(%2,7) 931(+24)
7 4,98 116(x7,1) 329(x+0,4)
8 6,93 192(%19,2) 252(+0,8)
9 448 215(4,4) 277(£8)
10 11 86(%2) 251(+4)
11 1,67 217(x0,2) 433(+2,2)
12 1,27 412(0,1) 572(x0,0)
13 1,86 176(x0,0) 382(£3)
14 2,34 110(x2) 332(x0,0)
15 3,11 217(%1) 420(%6)
16 39,1 408(%0,1) 1066(+24)
17 0,72 96(+0,4) 374(£7)

Tablo 10. Kolon kanser hastalarinda KT 6ncesi serum CEA, M30 ve M65 diizeyleri

Hastalar KT’ ye baslamadan 6nce alinan kanlarinda 6lgiilen M65 ve M30 diizeylerinin

(bazal diizey), bir kisim hastada tedavi boyunca yiikseldigi bir kistm hastada diistiigii saptandi

(Grafik 3 ve 4).

6.kir
S 3.kir

x

1.kar

BM65
BM30

8 10
hasta sayisi

12 14

16

Grafik 3. Kemoterapi kiirleri sirasinda M30 ve M65 diizeyleri birinci KT 6ncesi alinan kandaki

diizeyinin {lizerine ¢ikan hastalarin sayisi. M30 ve M65 hasta yaniti (yanit=hasta bazal

diizeyinin iizeri)
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16.Hasta
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Grafik 4. Hastalarda M30 ve M65 diizeylerinin tedavi boyunca degisimi

Hastalarda KT den sonra serum M30 ve M65 diizeylerinin KT 6ncesine gore degisiminin

hangi oranda oldugu yiizde (%) degisim ile hesapland1 (Grafik 5,6,7). Hastalarda birinci,

ticiincii ve altinct KT’ den iki giin sonraki serum M30/M65 diizeylerinin tedavi 6ncesine gore %

degisimi asagidaki formiille hesaplanmistir:
% Degisim = 100 x (KT den iki giin sonraki M30/M65 diizeyi - KT den 6nceki M30/M65
diizeyi) / KT den 6nceki M30/M65 diizeyi
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Grafik 5. Hastalarda birinci KT den iki giin sonraki serum M30 ve M65 diizeylerinin tedavi

oncesine gore % degisimi

\ \ \
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Tedavi 6ncesine gére % degisim

Grafik 6. Hastalarda iiciincii KT den iki giin sonraki serum M30 ve M65 diizeylerinin tedavi

oncesine gore % degisimi
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Grafik 7. Hastalarda altinct KT’den iki giin sonraki serum M30 ve M65 diizeylerinin tedavi

oncesine gore % degisimi

Hastalarda tedavi sirasinda toplam hiicre Olimiiniin en fazla oldugu giinlerdeki M65
diizeyinden M30 diizeyi c¢ikarilarak apoptoz disindaki hiicre O©lim tiplerinin miktar
hesaplanmistir. Grafik 8’de toplam hiicre Oliimiiniin en fazla oldugu giinlerde baskin hiicre

Oliim tipinin apoptoz dis1 hiicre 6liim yollart oldugu goriilmektedir.

Hastalarda hiicre 6liim tipi

—_
o)

-
w

—_
o

—_——————————————— B Apoptoz
S — M Nekroz

hasta no
~

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Grafik 8. Hastalarda tedavi sirasinda toplam hiicre 6liimiiniin en fazla oldugu giinde apoptoz-

apoptoz dis1 yiizdesi

Hasta grubunda tedavi sirasinda M30, M65 ve CEA diizeylerinin degisimi, hastanin ii¢
KT kiirii sirasinda tepe M30/M65 diizeyinin tedavi dncesi diizeyine (bazal diizey) boliinmesiyle

elde edilen orana gore degerlendirildi (Tablo 11).
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Hasta 1.KUR? 3. KUR? 6. KUR? CK18 CEA Radyolojik
no cevap(+)” cevap® Cevap
+ Referans Kismi yanit
2 1/1,29 2,42/2,36 1,92/1,55 araliginda
6 1,4/1,25 1/0,51 1,12/0,36 - Artis Kismi yanit
7 1,43/1,77 3,65/2,75 1,46/0,98 + Azalma Kismi yanit
lerleyici
5 1,07/1,02 3,95/2,97 1,42/1,74 + Azalma hastalik
lerleyici
9 0,78/2,48 0,93/1,59 1,04/1,16 + Azalma hastalik
lerleyici
10 - 1,05/1,54 - + Artis hastalik
+ Referans P
1 1/1,61 1,2/2,73 1,19/1,49 araliginda
+ Referans P
3 1,12/1,96 1,09/1,24 1,64/1,08 araliginda
+ Referans P
4 1,36/2,75 1,27/1,28 1,58/1,15 araliginda
8 1/1,09 0,92/1,15 0,83/1,73 + Artis P
+ Referans P
11 1/0,66 0,73/1,04 5,65/5,24 araliginda
+ Referans P
12 0,99/1 1,58/1,7 1,07/1,35 araliginda
13 1,25/1,38 1,23/1,06 1,13/1,29 - Artis P
- Referans P
14 0,78/0,8 1,09/0,98 0,85/1,09 araliginda
- Referans P
15 0,97/0,88 0,99/1,08 0,66/0,7 araliginda
16 0,74/0,99 2,09/1,41 - + Azalma P
- Referans P
17 1,31/1,44 1,25/0,95 - araliginda

Tablo 11 . Kolorektal kanser hastalarinda serum M30 ve M65 diizeylerinin tedavi sirasindaki degisimi

“Pp: Progresyonsuz

: Uc kiirde M30/M65°deki degisim (tepe diizeyin tedaviden onceki diizeye boliinmesiyle elde

edilir). Bos bolgeler, bir defadan fazla serum elde edilemeyen kiirlerdir.

® CK18 cevabi veren hasta: M30 veya M65’de en az bir kiirde 1,4 kat artis.

¢ Kiirler boyunca CEA diizeylerindeki degisim
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4.2. KONTROL GRUBUNUN HASTA GRUBUYLA KARSILASTIRILMASINA
AIT BULGULAR
Kontrol grubu ile hastalarda KT 6ncesi M30 ve M65 diizeyleri karsilagtirilmis ve anlamli

fark bulunmamistir (p<0,05) (Tablo 12,13)(Grafik 9, 10).
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Grafik 9.Kontrol ve hasta grubunda birinci KT den 6nce serum M30 diizeyleri(*,0:u¢ degerler)
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Grafik 10. Kontrol ve hasta grubunda birinci KT den 6nce serum M65 diizeyleri(*:u¢ degerler)
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Kontrol grubu ile hasta grubunun birinci KT den 2 ve 14 giin sonraki M30 ve M65
diizeyleri karsilastirildiginda, birinci kiirden 14 giin sonraki M30 diizeylerinde hasta
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Kontrol grubu ile hasta grubunun ii¢iincii KT nin 0, 2 ve 14. giin M30 ve M65
diizeyleri karsilastinnldiginda, iiclincii kiirden 2 giin sonraki M30 diizeylerinde hasta
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur(p<0,05) .

Kontrol grubu ile hasta grubunun altinct KT’ nin 0., 2. ve 14. giin M30 ve M65
diizeyleri karsilastirildiginda, altinci kiirden 14 giin sonraki M30 diizeyleri ile kontrol
grubu arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05) .

Kontrol grubu ile KT alan hasta grubunun M65 diizeyleri arasinda anlamli fark

saptanmamustir (Tablo 12,13).
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Kiir-Giin Kontrol 1-0 1-2 1-14 3-0 32 3-14 6-0 6-2 6-14
Ortalama+SD | 144(52) | 188 (x94) | 188(x87) | 192(x78) | 170(x68) | 283(x227) | 193(x100) | 173(+48) | 198(x86) | 201(+40)
gjr/tlaﬁlca 127 182 168 166 173 197 177 175 186 202,5

Alt siir-iist 88-277 85-412 86-410 | 122-410 | 76-333 76-852 90-482 92-256 94-444 | 136-255
::mr 10,141 °0,05 0,02+ 10,17 ® 0,04 0,15 40,13 °0,17 €0,01*

&
Mann Whitney U testine gore p<0,05 diizeyinde anlamli

* Hasta grubunun KT kiirii ncesi M30 diizeyi ile kontrol grubunun M30 diizeyinin karsilagtirilmasi

d Hasta grubunun KT kiirtinden 6nceki M30 diizeyi ile kontrol grubunun M30 diizeyinin karsilagtiriimasi

Tablo 12. Hasta ve kontrol grubunda M30 diizeylerinin karsilastirilmasi. Kiir-Giin : Kemoterapi kiirii- kan alim giinii

b Hasta grubunun KT Kkiiriiniin ikinci giiniindeki M30 diizeyi ile kontrol grubunun M30 diizeyinin karsilastirilmasi

‘ Hasta grubunun KT Kkiiriiniin 14. giiniindeki M30 diizeyi ile kontrol grubunun M30 diizeyinin karsilastirilmasi
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Kiir-Giin Kontrol 1-0 1-2 1-14 3-0 3-2 3-14 6-0 6-2 6-14
OrtalamaSD | 340(81) | 338(x96) | 484(x231) [ 388(x188) | 359(x145) [ 477(£243) | 407(x168) | 343(x132) | 401(x146) | 335(58)
gjr/tzlca 318 329 455,5 311 341 456 3575 297 363 333,5
Alt simir-iist | 182-486 | 201-572 | 259-1059 | 182-821 [ 193-774 |157-977 |219-844 | 184-558 |238-774 |260-431
::mr 20,73 °0,08 €0,82 10,63 °0,13 €0,35 10,8 °0,28 0,8

Tablo 13. Hasta ve kontrol grubunda M65 diizeylerinin karsilastiriimasi. Kiir-Giin : Kemoterapi kiirii- kan alim giinii

&
Mann Whitney U testine gore p<0,05 diizeyinde anlaml

* Hasta grubunun KT kiirii oncesi M65 diizeyi ile kontrol grubunun M65 diizeyinin karsilastiriimas:

b Hasta grubunun KT Kkiiriiniin ikinci giiniindeki M65 diizeyi ile kontrol grubunun M65 diizeyinin karsilastirilmasi

‘ Hasta grubunun KT Kkiiriiniin 14. giiniindeki M65 diizeyi ile kontrol grubunun M65 diizeyinin karsilastirilmasi

d Hasta grubunun KT kiirtinden onceki M65 diizeyi ile kontrol grubunun M65 diizeyinin karsilastiriimasi
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Hasta grubundaki bireylerde birinci KT’ den o6nce M30/M65 orami 0,26-0,92
araliginda, kontrol grubundaki bireylerde ise 0,24-0,75 araligindadir (Grafik 11). Kontrol
ve hasta grubu (birinci KT’ den once) karsilastirildiginda M30/M65 orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05) (Mann Whitney U testi,
p=0,166).
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Grafik 11. Birinci KT 6ncesi hasta ve kontrol grubu M30/M65 orani

4.3. HASTA GRUBUNDA M30’°A AiT BULGULAR

Hasta grubunda serum M30 diizeylerinin kiirler-arast ve kiir-ici degisimi p<0,05
anlamhilik diizeyinde nonparametrik Wilcoxon isaretlenmis siralar testi kullanilarak
karsilastirildi.

Kiirler Arasi:

Hasta grubunun KT 0ncesi serum M30 diizeyleri ile; birinci, ligiincii ve altinci1 KT
kiirlerinin sifirinci, ikinci ve ondordiincii giinlerindeki M30 diizeyleri karsilastirildiginda;

altinct KT kiirliniin 14. giiniindeki M30 diizeyleri ile KT 6ncesi M30 diizeyleri arasinda
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anlaml fark saptandi (p= 0,027). Diger kan alim giinleri ile KT 6ncesi M30 diizeyleri
arasinda anlamh fark saptanmadi (p>0,05)(Tablo 14).

Kiir Igi:

Hasta grubunun her bir KT kiirii icinde M30 degisiminin istatistiksel anlamliligi
incelendiginde; iiglincii ve altinct KT kiirlerinin sifirinct giinleri ile ikinci giinleri arasinda
anlamli fark saptanirken (p degerleri sirasi ile 0,02 ve 0,03), diger giinler arasinda kiir-i¢i

anlaml fark saptanmamustir (p>0,05)(Tablo 15).
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Kiir-Giin 1-0 1-2 1-14 3-0 3-2 3-14 6-0 6-2 6-14

Ortalama+SD | 188(+94) | 188(x87) | 192(£78) | 170(£68) | 283(+227) | 193(x100) | 173(+48) | 198(+86,4) | 201(+40)

(U/L)
Ortanca 182 168 166 173 197 177 175 186 202,5

Alt sinir-iist 85-412 | 86-410 | 122-410 | 76-333 76-852 90-482 92-256 94-444 136-255

sinir
p 0,57 °0,90 €0,42 0,24 °0,39 0,22 0,8 0,027

Tablo 14. Hasta grubunda KT 6ncesi M30 diizeyi ile KT sonrast M30 diizeylerinin kiirler-arasi karsilastirilmasi.
Kiir-Giin: Kemoterapi kiirii-kan alim giinii

* Wilcoxon isaretlenmis siralar testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik

“ Hasta grubunda KT 6ncesi M30 diizeyi ile KT kiirlerinin ikinci giiniindeki M30 diizeylerinin kargilastirilmasi

® Hasta grubunda KT éncesi M30 diizeyi ile KT kiirlerinin 14. giiniindeki M30 diizeylerinin karsilagtiriimasi

“Hasta grubunda KT 6ncesi M30 diizeyi ile iigiincii ve altinct KT kiirlerinin sifirinci giiniindeki M30 diizeylerinin karsilastirilmasi
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Kiir-Giin 1-0 1-2 1-14 3-0 3-2 3-14 6-0 6-2 6-14

Ortalama+SD | 188(+94) | 188(x87) | 192(£78) | 170(£68) | 283(+227) | 193(x100) | 173(+48) | 198(+86,4) | 201(+40)
(U/L)

Ortanca 182 168 166 173 197 177 175 186 202,5

Alt sinir-iist 85-412 | 86-410 | 122-410 | 76-333 76-852 90-482 92-256 94-444 136-255
smir

p “0,57 °0,90 20,02 °0,4 20,03° °0,24

Tablo 15. Hasta grubunda M30 diizeylerinin kiir- i¢i karsilastirilmasi. Kiir-Giin: Kemoterapi kiirii-kan alim giinii
* Wilcoxon isaretlenmis siralar testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik
“Hasta grubunda KT kiirlerinin sifirinci giiniindeki M30 diizeyleri ile ikinci giiniindeki M30 diizeylerinin karsilastirilmasi

®Hasta grubunda KT kiirlerinin sifirmnci giiniindeki M30 diizeyleri ile 14. giiniindeki M30 diizeylerinin karsilagtiriimas:



4.4. HASTA GRUBUNDA M65’E AIiT BULGULAR

Hasta grubunda serum M65 diizeylerinin kiirler-arasi ve kiir-i¢i degisimi p<0,05 anlamlilik

diizeyinde nonparametrik Wilcoxon isaretlenmis siralar testi kullanilarak karsilagtirildi.

Kiirler Arasu:

Hasta grubunun KT Oncesi serum M65 diizeyleri ile; birinci, iigiincii ve altinct KT
kiirlerinin sifirinci, ikinci ve ondordiincii giinlerindeki M65 diizeyleri karsilagtirildiginda; KT
oncesi M65 diizeyleri ile altinc1 KT kiirtiniin ikinci giintindeki M65 diizeyleri arasinda anlaml

fark saptanmistir (p=0,037) (Tablo 16).

Kiir Igi:

Hasta grubunun her bir KT kiirii icinde M65 degisiminin istatistiksel anlamlilig
incelendiginde; iiciincii KT Kkiirlintin sifirinct giinii ile ikinci giinii arasinda anlamli fark
saptanirken (p=0,019), diger giinler arasinda kiir-ici anlamli fark saptanmamistir (p>0,05)

(Tablo 17).
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Kiir-Giin 1-0 1-2 1-14 3-0 3-2 3-14 6-0 6-2 6-14
Ortalama+SD | 338(x96) [ 484(x231) | 388(x188) | 359(+145) | 477(x243) | 407(x168) | 343(x132) | 401(x146) | 335(x538)
(U/L)
Ortanca 329 455,5 311 341 456 357,5 297 363 333,5
Alt sinir-iist 201-572 | 259-1059 | 182-821 193-774 157-977 219-844 184-558 238-774 260-431
sinir

0,1 ®0,5 0,9 0,08 ®0,5 1,09 20,037 0,22

p

Tablo 16. Hasta grubunda KT 6ncesi ile KT sonras1t M65 diizeylerinin kiirler-arasi karsilastirilmasi.

Kiir-Giin: Kemoterapi kiir sayisi-kan alim giinii

* Wilcoxon isaretlenmis siralar testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik

“ Hasta grubunda KT 6ncesi M65 diizeyi ile KT kiirlerinin ikinci giiniindeki M65 diizeylerinin kargilastirilmasi

® Hasta grubunda KT éncesi M65 diizeyi ile KT kiirlerinin 14. giiniindeki M65 diizeylerinin karsilastiriimasi

“Hasta grubunda KT 6ncesi M65 diizeyi ile iigiincii ve altinct KT kiirlerinin sifirinci giiniindeki M65 diizeylerinin karsilastirilmasi
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Kiir-Giin 1-0 1-2 1-14 3-0 3-2 3-14 6-0 6-2 6-14
Ortalama+SD | 338(x96) | 484(£231) | 388(x188) | 350(x145) | 477(x243) | 407(x168) | 343(£132) | 401(x146) | 335(58)
(U/L)

Ortanca 329 4555 311 341 456 3575 297 363 3335
Alt smir-iist 201-572 | 259-1059 | 182-821 | 193-774 | 157-977 | 219-844 | 184-558 | 238-774 | 260-431
sinir

) *0,1 °0,5 20,019° 0,5 20,09 °0,07

Tablo 17. Hasta grubunda M65 diizeylerinin kiir- i¢i karsilastirilmasi. Kiir-Giin: Kemoterapi kiir sayisi-kan alim giinii

* Wilcoxon isaretlenmis siralar testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik

*Hasta grubunda KT Kkiirlerinin sifirinci giiniindeki M65 diizeyleri ile ikinci giintindeki M65 diizeylerinin karsilastiriimasi

b Hasta grubunda KT kiirlerinin sifirmei giiniindeki M65 diizeyleri ile 14. giiniindeki M65 diizeylerinin karsilagtirilmasi
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4.5. KARSINOEMBRiIYONIK ANTIJEN iLE iLGiLi BULGULAR

Hasta grubunda KT o6ncesi serum CEA diizeyleri ile ii¢lincii ve altinc1 KT den 14 giin
sonraki serum CEA diizeyleri p<0,05 anlamlilik diizeyinde nonparametrik Wilcoxon
isaretlenmis siralar testi kullanilarak karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (Tablo 18).

CEA (ng/mL) Kemoterapi ﬁgﬁncﬁ kiir Altinci Kkiir
oncesi 14.giin 14. giin
Ortalama=SD 6,51 (x13,1) 4,76 (+4,26) 8,2 (£12,6)
Ortanca 2,1 2,67 3,01
Alt siir-iist (0,44-39,1) (1,48-16) 0,44-40,6
siir
p 0,73 0,77 0,91

Tablo 18. Hasta grubunda KT oncesi serum CEA diizeyleri ile tigiincii ve altinct KT sonrasi
serum CEA diizeylerinin karsilagtirilmasi

* Wilcoxon isaretlenmis siralar testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik

* KT’den onceki CEA diizeyi ile ticiincii KT’den 14 giin sonraki CEA diizeyinin
karsilastirilmasi

® Ugiincii KT ‘den 14 giin sonraki CEA diizeyi ile altinct KT’den 14 giin sonraki CEA

diizeyinin karsilastirilmasi

¢KT’den 6nceki CEA diizeyi ile altincit KT den 14 giin sonraki CEA diizeyinin karsilagtirilmasi

4.6. KORELASYON ANALIZLERI

Hasta grubunda rutin olarak KT oOncesi, ligiincii KT nin 14.giinii ve altinc1 KT’ nin
14.giinlinde saptanan CEA diizeyleri ile KT siiresince saptanan M30 ve M65 diizeyleri
arasindaki iligki p<0,05 anlamlilik diizeyinde spearman korelasyon testi ile incelendi. Belirtilen
giinlerdeki CK18 (M30/M65) diizeyleri ile CEA diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmadi (Tablo 19,20).
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Kiir-Giin CEA (ng/mL)
1-0 r 0,05
p 0,83
3-14 r -0,11
p 0,69
6-14 r -0,14
p 0,78

Tablo 19. Hastalarda serum CEA diizeyleri ile M30 diizeyleri (U/L) arasindaki korelasyon
(r : korelasyon katsayisi). Kiir-Giin : KT kiirii - kan alim giinii

" Spearman korelasyon testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik

Kiir-Giin CEA (ng/mL)
1-0 r -0,29
p 0,28
3-14 r 0,10
p 0,71
6-14 r 0,77
p 0,07

Tablo 20. Hastalarda serum CEA diizeyleri ile M65 diizeyleri (U/L) arasindaki korelasyon
(r : korelasyon katsayis1). Kiir-Giin : KT kiirii - kan alim giinii

" Spearman korelasyon testi ile p<0,05 diizeyinde anlamlilik
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BESINCi BOLUM

S.TARTISMA ve SONUC

Giintimiizde kanser hastasmin tedavisi sirasinda oOlen timor hiicrelerinden salinan
makromolekiillerin serumda 6lciilmesi, uygulanan tedavinin etkinliginin izlenmesini saglayan
etkin ve ucuz bir yontem olarak kabul edilmektedir. Hiicre iskeletinin yapisindaki
filamentlerden olan tip I ve tip II sitokeratinler, hem normal hem de transforme epitel
hiicrelerinde bulunan ve cogu kanser ¢esidinde eksprese olan proteinlerdir'. Sitokeratin 8, 18 ve
19 meme, prostat, akciger, karaciger, over ve kolonu da kapsayan bir¢cok kanser hiicresi

tarafindan eksprese edilmektedir"'"".

Epiteliyal malignansisi olan hastalarda timor
hiicrelerinden salinan sitokeratinlerin klinik progresyonu degerlendirmek icin faydali serum
tiimor belirteleri oldugu diisiiniilmektedir'. Apoptotik hiicre 6liimiinii gosteren sitokeratinlerin
M30 fraksiyonu ile toplam hiicre oliimiinii gosteren M65 fraksiyonunun orani hiicrenin hiicre
Olim seklini (apoptotik/nekrotik) yansitmaktadir. Bugiine kadar CKI18’in meme, prostat,
akciger, karaciger kanser hastalarindaki Onemini saptamak amaciyla caligmalar yapilmis
olmasina ragmen kolorektal kanserdeki 6nemi heniiz arastirllmamistir.

Kolorektal kanser hastalarinda CEA ile CKI18’in tedavi etkinligini degerlendirmedeki
giiciinii karsilagtiran bugiine kadar yaymlanmis herhangi bir ¢alisgma bulunmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda, kolorektal kanser hastalarinin KT kiirleri sirasinda M30, M65 ve CEA
diizeyleri, herhangi bir hastalig1 olmayan bireylerden olusan kontrol grubunda ise M30 ve M65
diizeyleri 0Olciildii. Hasta grubunu olusturmakta pek c¢ok zorlukla karsilasildigr igin
calismamizda hasta grubu 17 birey ile smrli kalmistir. Hasta grubumuzda alti birey
neoadjuvan, 11 birey adjuvan KT aldi. Neoadjuvan KT alan alti hasta KT sonunda RECIST
kriterlerine gore degerlendirildiginde {i¢ii kismi yamt, {icii ilerleyici hastalik olarak
degerlendirildi. Kemoterapi kiirleri sirasinda M30 veya M65°de saptanan 1,4 katlik artis,
yiikselme lehine degerlendirildi. Belirlenen giinlerde alinan 6rneklerde saptanan M30, M65 ve

CEA diizeyleri radyolojik degerlendirme ile birlikte yorumlandi.
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Elde edilen veriler degerlendirildiginde; hastalarda KT ye baslamadan ©Once saptanan
CK18 (M30/M65) diizeylerinin, bir kisim hastada tedavi boyunca yiikselme gosterirken, bir
kisim hastada bazi giinlerde diisme gosterdigi belirlendi. Hastalarin tedavileri sirasinda M65
diizeylerinin (altinci, yedinci ve onyedinci hastalar), M30 diizeylerinin (sekizinci, dokuzuncu ve
onikinci hastalar), bazi1 hastalarda ise (onbirinci, ondordiincii ve onbesinci hastalar) hem M30
hem de M65 diizeylerinin diisiis gosterdigi gozlenmistir. Calismamizda hasta grubundaki
bireylerde birinci KTden 6nce M30/M65 oram 0,26-0,92 araliginda, kontrol grubundaki
bireylerde ise 0,24-0,75 araliginda idi. Tiim hasta grubu goz 6niine alindiginda M30/M65 orani
bireyler arasinda biiyiik farklilik gostermekteydi. Kramer ve arkadaslarinin calismasinda® . KT
alan 25 prostat kanser hastasinin serum CK 18 diizeyleri 6l¢iilmiis ve M30, M65 diizeylerinin
hastadan hastaya farklilik gosterdigi saptanmistir. Bu calismanin sonucunda prostat kanserli
hastalarda saptanan serum M65 diizeyindeki artisa her zaman M30’daki artisin eslik etmedigi
belirlenmistir. Ayn1 calismada, endometrium kanser hastalarinda tiimor dokusuna yakin
bolgeden alinan kanda M30/M65 oraninin bireyler arasinda farklihk gosterdigi
dogrulanmistir®. Calismamizda kolorektal kanser hastalarinin M30/M65 degerlerinde bulunan
bireysel farkliligin Kramer ve arkadaslarinin prostat kanserli hastalarda belirlemis oldugu
bireysel farkliklar ile ayni nedenlere bagl olabilecegini diisiinmekteyiz. Antikanser ilaclarin
sitotoksik etkilerini aragtirmak iizere yapilan in-vitro caligmalarda elde edilen veriler, anti-
kanser ilaglarn hiicre 6liimiinii apoptotik mekanizma ile sagladigini1 gostermesine karsin ayni
ilaglarla yapilan in-vivo ¢aligmalarda benzer sonuglar elde edilememistir''>. Calismamizda elde
ettigimiz sonuglar, tedavi sirasinda apoptozun her zaman kolorektal kanser dokusundaki baskin
hiicre 6liim tipi olmadigini gostermektedir. Bu yiizden de sadece apoptozun degil, total hiicre
oliimiiniin de izlenmesi gerekmektedir®. Hiicresel ATP iiretiminin yetersiz oldugu durumlarda

113,114

hiicrelerin apoptoz yerine nekroza gittigi kanitlanmistir . Bu durumda, hastalarda bulunan

diisiik M30/M65 oranlarinin tiimor hipoksisine bagh olabilecegi diisiiniilebilir. Tiimor hipoksisi

tedavi direnciyle iligkilidir'"™>'"®

. Bu acidan tedavi oncesi CK 18 diizeylerinin bilinmesi ve
tedavi sirasinda CKI18 diizeylerinin degisiminin izlenmesi, tedaviye direnci izlemek veya
belirlemek amaciyla CK 18’in kullanilabilme potansiyelini yansitmaktadir. Gelecekte hipoksik
sartlar uygulanarak yapilacak caligmalarin hipoksi ile M30/M65 orani arasindaki iliskiyi
aciklayabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu calismada 17 kolorektal kanser hastasinda KT kiirleri boyunca serumda M30 ve M65
diizeyleri izlendi. On hastada (1-4, 6-10, 17. hastalar) M65’deki artisa her zaman apoptoz-

spesifik M30 artis1 eslik etmemistir. Yedi hastada (5, 11-16. hastalar) ise apoptoz ve toplam
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hiicre 6liimii ayn1 miktarda olmasa bile genelde ayni giinlerde artis gdstermistir. Bir¢cok hastada
toplam hiicre Olimiiniin artis gosterdigi giinlerde apoptozun ayni oranda artmadig1 ve baskin
hiicre 6liim tipinin apoptoz disindaki hiicre 6liim yollart oldugu saptandi. Nitekim hastalarda
tedavi sirasinda toplam hiicre Oliimiiniin en fazla oldugu giinde apoptoz yiizdesi
hesaplandiginda baskin olan hiicre 6lim tipinin apoptoz dis1 yollar oldugu goriilmektedir
(Grafik 8). Elde ettigimiz veriler apoptozun kanser hiicrelerinde esas hiicre 6lim yolu
olmadigin1 diisiindiirmektedir. Bu yonii ile caligmamiz apoptozu tiimor biyopsilerinde tedavi
etkinligini degerlendirmek icin en onemli biyolojik belirte¢ olarak belirlemis olan ¢aligmalari

desteklememektedir'' '8,

Bu caligmalarda tiimor biyopsisinin incelenmesi ile tiimoriin
kemoterapotik ajana erken donemde vermis oldugu yanit belirlenmis olabilir ancak
kemoterapotik ajanin bir siire sonraki etkisinin hipoksi etkisi ile birleserek apoptotik etkiyi
nekroza doniistiirebilecegini 6ngérmekteyiz. Seruma salinan sitokeratinler hiicre 6liimiiniin
sonu¢lanmasmdan sonraki evreyi yansittigl i¢in serumda saptanan CK 18’in apoptotik etkinin
gec¢ fazini veya nekrotik hiicre 6liimiinii saptadigini diisiinmekteyiz.

Bu calismada RECIST kriterlerine gore, neoadjuvan KT alan alti hastadan iicii tedaviye
kismi yanit vermistir. Kismi yanit veren bu iic hastanin M30 ve M65 diizeylerinde de artig
saptanmustir. Karsinoembriyonik antijen diizeyleri bu hastalarin birinde degismezken, birinde
artig, birinde diisiis gostermistir. Kismi yanit veren hastalarda CK 18 artislarinin birinci kiirden
itibaren bagladig1 iiclincii kiirde maksimum degere ulastigi saptanmustir. Hasta sayist kisith
olmasina karsin elde edilen verilere gore, kismi yanit veren hastalarda CK 18’in CEA’dan iistiin
oldugu diistiniilmektedir.

RECIST kriterlerine gore neoadjuvan KT alan alti hastadan iigii KT sonrasi ilerleyici
hastalik olarak degerlendirilmistir. Bu hastalarin birinde ii¢iincii kiirde M30 ve MG65
diizeylerinde artig, ikisinde sadece M65’de artis saptanirken bu hastalarin ikisinde CEA
diizeylerinde diisiis saptandi. Neoadjuvan KT alan hasta grubumuzda CK 18’in artig gdstermesi
(M30 veya M65) ilerleyici hastaligin izlenmesinde CK 18’in CEA’dan iistiin olabilecegini
desteklemektedir. M30 diizeylerinin kismi yanit veren hastalarda iiciincii kiirde artis gdstermesi,
ilerleyici hastalikta artis gostermemesi; M30’un neoadjuvan tedavi alan kolon kanserli
hastalarda erken yanit izleminde CEA’dan daha duyarli bir belirteg¢ olabilecegini
diistindiirmektedir.

Onbir progresyonsuz hastanin sekizinde M30 ve M65 diizeylerinin birinci kiirden itibaren
kademeli olarak artis gosterdigi ve altinci kiiriin sonunda yaklagik ii¢ kat arttig1, bu hastalarin

sadece iiclinde CEA diizeylerinin artti§1 saptandi. Progresyonsuz hastalarin ii¢iinde ise M30 ve
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M65 diizeylerinde artis goriilmezken sadece bir hastanin CEA diizeylerinde artig saptandi.
Tiimor dokusu bulunmayan progresyonsuz hastalarda M30 ve M65 diizeylerinin KT kiiriiniin
son evresinde (altinci kiir) yiikselme gostermesinin, KT nin cevre dokularda olusturdugu
etkilerin sonucu oldugunu Ongormekteyiz. Timoér dokusu bulunan neoadjuvan KT alan
hastalarda ise KT’ nin daha erken doneminde (iiciincii kiir) CK 18’in yanit vermesi, timor
dokusunun KT’ye yanitin1 izlemede CK 18’in CEA’dan daha iistiin bir parametre oldugunu
diistindiirmektedir.

Bu calismada kontrol grubu ile kolorektal kanserli hasta grubu karsilastirildiginda,
hastalarin KT o©ncesi M30 ve M65 diizeyleri ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Ueno ve arkadaslarinin 82 saglikli goniillii ve 201 meme kanser hastasiyla

yaptig1 calismada'®

meme kanser hastalarinin serum M30 diizeylerinin saglikli bireylerden
yiiksek oldugu saptanmistir. Ueno ve arkadaglari, klinik olarak durumu daha kotii olan
hastalarmn M30 antijen diizeylerini diger hastalara kiyasla daha yiiksek bulmuslardir''®. Kramer
ve arkadaslarinin yayinlanmamus ¢alismalarinda ise® karaciger ve akciger kanser hastalarinda
serum M30 diizeylerinin saglikli bireylerden yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclar
meme, karaciger, akciger tiimor hiicrelerinde spontan apoptoz oldugunu gostermektedir.
Kolorektal kanser hastalarinda ise serum M30 diizeylerini degerlendiren bir caligma
bulunmamaktadir. Bizim ¢aligsmamizda saglikli bireylerle kolorektal kanser hastalarinin serum
M30 ve M65 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir ancak hasta
sayist arttirilldigr taktirde bu iki grup arasinda anlamli fark bulunabilecegi diisiiniilmektedir
(Grafik 1,2). Hasta ve kontrol gruplarimizin sayica yetersizliginden dolayr daha giiclii bir
istatistiksel analiz yapabilmek miimkiin olamamuistir.

Hastalarin KT oncesi CK18 diizeyleri ile kontrol grubunun CK 18 diizeyleri arasinda
anlaml fark bulunmamasina karsin KT alan hastalarin, birinci kiirden 14 giin sonraki ve {i¢iincii
kiirden iki giin sonraki M30 diizeyleri ile kontrol grubunun M30 diizeyleri arasinda anlaml fark
saptanmustir. Ayrica altinci kiirden 14 giin sonraki M30 diizeyleri ile kontrol grubuna ait M30
diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmustur. Kontrol grubu ile KT alan hastalarin M65
diizeylerinde anlamli fark saptanmamistir. Kontrol grubu ile KT alan hastalar
karsilastinldiginda bulunan CK 18 (M30) artislari, CK18’in hiicre Oliimiinii yansitan bir
parametre oldugunu desteklemektedir.

Hastalarin KT oOncesi ile KT sirasindaki M30 ve M65 diizeyleri karsilastinldiginda,
hastalarda alti kiirlilk KT den sonra, KT Oncesine gére hem apoptoz, hem de toplam hiicre

oliimiiniin istatistiksel olarak arttig1 saptanmistir. Uciincii KT oncesi ile iigiincii kiiriin ikinci
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giiniinde saptanan M30 ve M65 diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmistir. Bu sonuglara
gore, hasta grubumuzda CK 18’in iiciincii KT kiiriinde hiicre 6liimiinii yansitan bir yanit verdigi
ve klinisyene alt1 kiirliik KT tedavisinin erken doneminde fikir verebilme potansiyeline sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hasta grubunda KT o6ncesi serum CEA diizeyleri ile ii¢lincii ve altinct KT den 14 giin
sonraki serum CEA diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Hasta grubunda
tedaviye yanit verenler ve vermeyenler arasinda serum CEA diizeyleri incelendiginde yiizde
degisim ac¢isindan anlamli bir fark belirlenmemistir. Bu a¢idan da CK 18’in su anda izlemde
kullanilan CEA’dan daha iistiin bir izlem belirteci olabilecegini savunmaktayiz.

Sonu¢ olarak; kisith sayida hasta ile gerceklestirebildigimiz bu calismada oOzellikle
neoadjuvan tedavi alan kolorektal kanserli hastalarda CK 18 M30’un erken yanit izleminde
CEA’dan daha duyarli bir belirte¢ olabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun yani sira, kolorektal
kanserli hastalarda serum CK 18 diizeyi ile ilgili yaymlanmis bir caliyjma bulunmamasi
nedeniyle calismamizin hasta sayisinin arttirilmasi ile gii¢lendirilmesi gerektigini ancak bu

calismanin yapilacak daha genis ¢apli caligmalara temel olusturacagimni diisiinmekteyiz.
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