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OZET _

Bu retrospektif calismada, kolorektal karsinomalarda c-
erbB-2, p53 ve bel-2 onkoproteinlerinin apoptotik ve proliferatif
indeksler ile iligkilerinin aragtinimasi amaclandi. Ayrnca onko-
protein salimmi, apoptotik ve proliferatif indeksler ile timor
grade, stage ve prognozlan arasindaki korelasyona bakildi.

Galigmada 1992-1995 yillan arasinda Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal'inda Cerrahi materyalleri
incelenen 57 kolorektal karsinoma olgusunun parafin bloklarin-
dan elde edilen kesitleri yeniden degerlendirildi. Timor tipi,
grade ve stageleri ile Hemaitoksilen Eozin (H.E) kesitlerde
apoptotik ve mitotik indeksler belirlendi. 57 olgunun tiimoral
dokulanna immunohiskimyasal ki-67, bcl-2, p53 ve c-erb B-2
uyguland.

(Galigmadaki 57 olgunun 49'u adenokarsinoma, altisi miis-
inoz, ikisi tagh yizik hiicreli karsinoma idi.
Adenokarsinomalarda ii¢ olgu Grade I, 39 olgu Grade I, yedi
olgu Grade Ill olup 16 olgu Evre I, 10 olgu Evre II, 26 olgu Evre
[l ve bes olgu Evre IV idi.

Galsma sonunda onkoproteinlerin apoptotik ve proliferatif
indeksler ile-diger prognostik faktérier ve prognoz arasinda her-
hangi bir iliski saptanmadi.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Karsinoma,
Onkoproteinler, Apoptozis

GiRiS

Tumor olusumunun molekiiler temelinde; genetik ya da
cesitli edinsel faktdrierle protoonkogenlerin aktivasyonu, tiimér
supressor genlerin inaktivasyonu ile apoptozisin (programii
hiicre 6lumii - PHO ) engellenmesi sorumlu mekanizmalar
olarak bilinmektedir (1-9). Giinimizde pek gok malign
timadrde onkogen ve tiimdr supressor genlerin mutasyonlan
gosterilebilmekte ve aynica bu genlerin driinii olan onkoprotein-
lerin immiinohistokimyasal boyamalarla timér hiicrelerinde
gosterilmesi de mimkiin hale gelmistir. Bir ok calismada
onkoprotein varl@ ile timér hiicrelerinde gosterilmesi de
mimkiin hale gelmigtir. Bir cok galismada onkoprotein varligi
ile timor tipi, grade, stage ve hasta prognozlannin iligkisi
aragtinimistir. Onkoproteinlerden olan p53 ve bcl-2 proteinleri
ayni zamanda PHO'nii inhibe etmektedir. p53 proteini ise
normalde PHO'nii uyarmasina ragmen mutasyona ugradigi ya
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da bulunmadii zaman hiicre yagamini uzatir (8).

Dokulardaki biiyiimelerde bunun proliferasyon lehine
bozulmas ya da hiicre 6limintn inhibisyonu gerekmektedir.
PHO'nin karsinogenesiste inisiyator ya da promotor rol
oynadigini gosteren birgok caligma vardir (1,9-14).

Kolorektal karsinomalar bati ilkeleri ve ABD’de en sik
gorilen malignensilerdendir. Kolorektal karsinogenesizte;
karsinomalarin adenomalardan ya da normal kolon mukozasin-
dan “de novo” geligimi kabul edilen mekanizmalardir. Galig-
malarda apoptozisin, onkoprotein ve timor supressér gen
Uriinleri olan p53 ve bel-2'nin kolorektal karsinigenesizteki mul-
tistep olaylarda inisiyator ya da promotor rolleri belirtiimektedir.
(1,2,3,6). Gahigmalarda ayrica bcl-2 ve p53 ile diger onkopro-
teinlerin prognostik faktor olarak ta kullanilabilecegi vurgulan-
maktadir. Hepsinde olmasa da bazi ¢aligmalarda p53, bcl-2 ve




c-erb B-2 proteinlerinin prognozla iligkileri gosterilmigtir. (12-
29).

Caigmamizda kolorektal karsinogeneziste belirgin gekilde
etkili olan bu proteinlerin olgulanmizdaki ekspresyon, prolife-
ratif ve apoptotik indekslerle iligkileri, diger prognostik faktorler
ve hasta prognozlan ile iligkileri aragtinild.

Galismada proliferasyon indeksi igin mitoz sayimi ve Ki-67
indekslering; apoptotik (PHO) indeks igin ise timére ait
glandiler yapilarda apoptotik cisimciklere bakildi.

Galigmanin amaci; kolorektal karsinomalarda timér
hiicrelerinden eksprese edilen onkoproteinler ile apoptozis ve
proliferatif aktivitenin hasta prognozu ile olan iligkisini ve bun-
lann prognostik faktor olarak kullanilip kullaniimayacaklarini
arastirmak olarak belirlendi.

GEREG VE YONTEM i

Retrospektif caligmada 1992-1995 yillan arasinda U.U. Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’'nda Cerrahi materyalleri incele-
nen ve adenokarsinoma tanisi alan 57 kolorektal karsinoma
olgusuna ait doku kesitleri yeniden degerlendirildi. Tumoral
doku kesitlerinde timdr hiicrelerinin glandiiler ve solid yapilan-
malarina gdre grade’lemeleri yapildi.

TNM esas alinarak AJCC ve UICC’ye gore timor evreleri
saptandi. Timoral dokulardaki miisindz komponente bakilarak
miisinéz ve tagh yiziik hiicreli karsinomalar aynldi. Miisin6z ve
tagh yiiziik hiicreli karsinomalar Grade Il olarak kabul edildi.

H.E. kesitlerde 500 timér hiicresindeki atipik mitoz ve
apoptotik cisimcikler sayilarak; mitotik ve apoptotik indeks
cikanldi.

Tumoral doku érneklerine immiinohistokimyasal olarak Ki-
67, c-erbB-2, p53 ve bcl-2 uygulandi. Boyama Streptavidin -
Biotin Peroksidaz -DAB teknigi, zit boyamalan Harris
Hematoksilen ile yapilarak ve DAKO'ya ait Rabbit Anti-Human
Ki-67 Antigen (Prediliie), Monoklonal mouse antihuman p53
protein (DO-7, prediliie), Mouse Anti-Human bcl-2 oncoprotein
(prediliie), Rabbit Anti-Human c-erbB-2 oncoprotein (1/100
TBS diliisyonu) kullanilarak yapildi.

Ki-67 uygulanan kesitlerde 500 tiimor hiicresi sayilarak
yiiz hiicredeki proliferatif aktivite indeksleri saptandi. p53, bcl-
2 ve c-erb-B2 uygulanan dokularda %20 tzerindeki nikleer ve
‘stoplazmik boyanmalar (+) olarak degerlendirildi.

istatistik:

Istatistiksel analizler, SPSS PC + kullamlarak yapildi.
Degerler arasindaki iligkiler, student t testi ve Mann-Whitney-U
rank sum testi, sonuglar arasindaki degisiklikler ise korelasyon
testleri (bivariate) ile arastinidi. Sonuglar ortalama + 1 SEM
olarak verildi. “p” degeri 0.05 den kiigik ise, istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.

BULGULAR ve SONUCLAR

Caligmadaki 57 olgunun grade ve stage’leri tablo 1'de gos-
terildi. Olgulardan 49'u adenokarsinoma, 6'st Musingz karsino-
ma, 2'si Tagh Yizik Hicreli Karsinoma idi. Misindz ve Tagl
yuzik hicreli karsinomalar Grade IIl olarak kabul edildi (Tablo
1
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Tablo 1 : Olgulann Timér Stage ve Gradeleri

p53, bel-2 ve c-erbB2 onkoprotein ekspresyonunun timor
gradeleri ile iligkisi Tablo 2 de gosterildi.

Tablo 2 : Timor Gradeleri ile Onkoproteinler arasindaki iligki

P53 31 olgu (%54.3), c-erbB-2 39 olgu da (%68.4) pozitif
iken bcl-2 highir olguda pozitif boyanma géstermedi. 16 olgu-
da (%28) ise hem p53 hem de c-erbB-2 pozitifli§i mevcuttu.
Onkoprotein saliniminin timor evreleri ile iligkisi Tablo 3'de
gosterildi.

Tablo 3 : Tiimdr evreleri ve onkoproteinler arasindaki iligki

Olgularda ki timdrlerin grade ve stageleri ile Apopitotik ve
proliferatif indeksler arasindaki iligki Tablo 4’de gdsterilmigtir.

Aynca Ki-67 ile mitotik indeks arasinda pozitif yonde (r:
0.5324) iyi derecede bir korelasyon ve yine timor stageleri ile
gradeleri arasinda da orta derecede (r: 0.4042) bir korelasyon
saptandi. Diger indeksler arasinda anlamli bir baginti buluna-
madi.

TARTISMA

Sporadik ve herediter kolorektal karsinomalarda ras, myc,
c-erbB-2 gibi onkogenlerin ve apc, dcc ve p53 gibi timor
supressor genlerin mutasyonu ve mutant proteinleri bilinmek-
tedir (2,3,9). Caligmalardan bazilan onkoprotein ve apoptozun
kolorektal karsinogeneziste oldugu kadar prognozda da rol
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Tablo 4 : Tumar grade ve stageleri ile Apopitotik ve proliferatif indeksler
arasindaki iligki

* Grade | timdrlerdeki Apopitotik indeks, diger grade ve stagelerdeki
timarlerin Apopitotik indekslerinden anlamii olarak farkli bulundu.

** Stage IV'de Ki-67 ve Mitotik indeks diger grade ve stagelerdeki
indekslerden anlamli olarak farkl idi. Onkoproteinlerin proliferatif ve apop-
totik indekslerle iligkisi Tablo 5'de gosterilmigtir.

Tablo 5 : Onkoproteinleri Proliferatif ve Apoppitotik indekslerle iligkisi

*Aralanindaki fark istatistiki olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Olgularin ortalama Ki-67 degeri: 39.68+2.03 ve ortalama
Apoptotik indeksi: 2.02+0.12 idi. Ki-67 ve apoptotik indeksler
arasindaki iliski Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6 : Kolokrektal Karsinomlarda Ki-67 indeksi ile Apoptotik indeks
arasindaki iligki

Apoptotik indeksin onkoproteinler ile iligkisi Tablo 7’de
gosterildi.

—
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Tablo 7 : Apoptotik indeks ile onkoproteinlerin yiizde olarak iligkisi

Prognozu bilinen 32 hastanin onkoprotein salimimi ile ilig-
kileri Tablo 8'de gdsterildi.

Tablo 8 : Onkoproteinler ve Prognoz ilikisi

oynadidini, yeni prognostik faktorler olarak kullanilabilecekleri-
ni gostermektedir.

Bcl-2 onkoproteini apoptozisin inhibisyonunda rol oynar.
Proteinin asin ekspresyonu ilk defa lenfoid malignensilerde
(folikiiler lenfoma) ve kromozomal translokasyona t(14;18)
bagl olarak saptanmigtir. Daha sonra bcl-2 onkoproteinin agin
salimmi ve apoptozisin bloke edilmesinin endometrium,
akciger, meme, prostat, nazofarengeal ve kolorektal karsino-
malar gibi epitelyal tiimérlerin gelismesinde de rol oynadii ve
diger onkoprotein ya da tiimor supressor gen proteinleri kadar
onemli oldugu anlasildi. Bugiin igin karsinogenezisdeki rolleri
tiim aragtirmalarda belirtiimektedir. Ancak mutant p53 ve c-erb
B-2 proteinleri, asin bcl-2 proteini, apoptotik ve proliferatif
indekslerin, timdr prognozlaryla iligkileri, prognostik faktor
olarak onemli olup olmadiklan konusunda kesin kriterler ortaya
konamamustir.

Baretton ve arkadaglan ekspresyonunun; kolorektal polip,
adenoma ve displazik dedisiklikler ile karsinomalarin erken
donemlerinde bulundugu, bcl-2 pozitif timorlerin prog-
nozlannin daha iyi olduunu ortaya koymaktadir. Ayrica bcl-2
pozitif tiimdrlerde proliferatif ve apoptotik indeksler diisik
olarak vurgulanmaktadir. Ayni galigmalarda kolorektal karsino-
malarda bcl-2 pozitifligi ile mutant p53 proteini negatifligi
arasinda kuvvetli korelasyonlar bulunmustur. Sonug olarak bcl-
2 (+), p53 ve c-erbB-2 (-) tiimorlerin; bcl-2 (-); p53 ve c-
erbB-2 (+) timdérlerden daha iyi prognoza sahip olduklan ve
bunlarnn prognostik faktor olabilecegi belirtiimektedir (1,2).
Ancak ¢ogu caligmalarda onkoproteinlerin timor grade, stage
gibi diger prognostik faktorlerle ve prognozla iliskileri gosterile-
memistir. Birgok galismada; kolorektal karsinomalarda bcl-2
pozitiflik oranlan %20-67 arasinda degismekle beraber; timor-
lerin erken evrelerinde pozitifligin arth§ vurgulanmaktadir.
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Pozitifligin yiksek goriildigii galimalarda frozen kesitlere
immiinohistokimyasal boyamanin uygulandidi gériilmektedir
(15-17, 19-21). Behatavdekar ve arkadaglaninin bir galigmasin-
da ise bcl-2 onkoproteininin agin ekspresyonunun az diferan-
siye timorlerde % 100 pozitif bulundugu ifade edilerek, Bretton
ve arkadaglanmin tam tersi bir tammlama yapilarak bcl-2
ekspresyonunun kotli prognozu gésterdigi vurgulanmigtir.
Ozellikle onkoproteinlerin ayni olguda beraber salimimlarinin
prognozu kot etkiledikleri kabul edilmigtir (18).

Bizim galigmamizda ise bcl-2 higbir olguda pozitif saptan-
mamigtir. Prognozu belli olan 32 olguda sag kalim ile eksitus
oraninda bcl-2 (-) olgularda farklik bulunmamigtir. Bcl-2
ekspresyonu ile apoptotik ve proliferatif indeksler arasindaki
iligki ise; bcl-2 pozitifliginde bu indekslerin digtk bulunmalan
seklindedir. Galismamizda apoptotik, mitotik ve Ki-67 indeksleri
arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir.

Proliferatif indekslerden PCNA ile yapilan bir ¢alismada
Hong JoChoi ve arkadaglan tiimér grade ve stage'i arttikga pro-
liferatif indeksin artidini bulmug ancak Sun XF ve arkadaslan
proliferatif indeks ve timor grade ve stageleri arasinda iligki
bulamamiglardir (26,29). Bizim ¢aismamizda da anlamli iligki
olmamakia birlikte stage IV timdrlerde Ki-67 ve mitotik indeks
diger gruplardan belirgin sekilde digik gikmigtir.

Baz galigmalarda proliferatif indeks ile apoptotik indeks
arasinda korelasyonlar bulunmustur. Baretton ve arkadaglarnnin
caligmalarinda 93 kolorektal karsinomada Al 19 = 145 %
olarak bulunmusg; 44 (%47) olgu disuk, 49 olgu (%53) yiiksek
Al olarak degerlendirilmigtir. Ayni caligmada Ki-67 ortalamasi
28+14 % olarak tespit edilmig; 41 olgu (%44) dusik, 53 olgu
% 56) yiiksek Ki-67 indeksli olarak degerlendirilmig ve yiksek
Al ile yilksek Ki-67 indeksleri arasinda korelasyon saptanmigtir.

Galismamizda olgularin ortalama Ki-67 degeri 39,68+2.03
ortalama Apoptotik indeksi 2.02+0.2 idi. Dusik Al sahip 34
olgu (%57.7), yilksek Al sahip 23 olgu (%42.3); dgik Ki-67
indeksli 31 olgu (%54.3), yiiksek Ki-67 26 olgu (%45.7) bulun-
du. Apoptotik ve Ki-67 mdeks!en arasinda korelasyon bulun-
mad:. Al ve Pi indeksler ile timor gradeleri arasinda korelas-
yon saptanmadi. Sadece Grade | timdrierde Al belirgin gekilde
diger gruplardan disik bulunmustur. P53 ve c-erb-B2
ekspresyonu kolorektal karsinomalarda %30-70 arasinda
degisen oranlarda bildiriimekte ve bunlann tek ya da birlikte
salimmlannin kotii prognozu gosterdidi belirtiimektedir (2, 18,
22-25, 27, 28). Ancak bazi caligmalarda bunlarnn grade, stage
ve prognostik onemi olmadigi vurgulanmigtir. Fante ve
arkadaglaninin 150 kolorektal adenokarsinomlu hastada yaptik-
lan caligmada p53 poxzitifligi %54.3, c-erb-B2 pozitifligi %68.4
olarak bulunmusg; iki onkoproteinin birlikte salimmi ise %28
oraninda saptanmistir. P53 ve c-erb-B2 salimminin timor
grade’i ve stage'i ile korelasyonu gdzlenmigtir. Olgularda grade
ve stage yiikseldikge onkoprotein salinimi artmigtir. Ancak bun-
lann prognozla iligkileri gozlenmemisgtir.

Sonug olarak onkoproteinlerin p53 ve bcl-2'nin kolorektal
karsinogeneziste 6nemli rol oynadiklari ancak prognostik faktor
olarak yerlerinin belirginlesmedigi kabul edilmistir. Apoptotik ve
proliferatif indekslerinde diger prognostik faktorlerle korelas-
yonlannin her zaman goriilmedigi, bircok caligmada farkl
sonuglar alindigi gérilmistir. Degerlendirilmelerde objektif
kriterlerin ortaya konmasi ile bu farkliiklann azalacagi ve
timordeki onkoprotein ekspresyonlan ile apoptotik ve prolife-
ratif indekslerin prognostik faktdr olarak timadr tani ve tedavi-
sine katkida bulunacagi kanisina vanimigtir.
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