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OZET

Giris ve Amag: Ulseratif kolit (UK), zemininde kanser gelisme riski yiiksek olan kronik inflamatuar bir
kolon hastaligidir. UK ile iliskili kanser gelisimine isaret edecek molekiiler bir belirtece ihtiyac
duyulmaktadir. UK ile iligkili kolorektal kanserlerde DNA tamir mekanizmasindaki yetersizligin ve genomik
mutasyonlarin bir belirteci olan mikrosatellit instabilitesinin (MSI) varlig1 gdsterilmistir. UK te neoplastik ve
siddetli inflamasyon goriilen neoplastik olmayan mukozada MSI’ni gdsteren bazi calismalar mevcuttur. Bu
calismanin amaci neoplastik olmayan hafif-orta derecede inflame UK mukozasinda MSI’nin varligini
arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: UK’li 29 hastanm inflame kolonik mucosa &rneklerinde multipleks PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) ile standart 5 adet belirteg (BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, D17S250) kullanilarak
MSI’nin varlig: aragtirilda.

Bulgular: UK’li hastalarin neoplastik olmayan hafif-orta derecede inflame mukozalarinda MSI saptanmadi.
Sonu¢: UK’te MSI’ni degerlendirirken mukozadaki inflamasyonun derecesi goz oniinde bulundurulmalidir.

Anahtar sozciikler: Ulseratif kolit, Mikrosatellit instabilite

MICROSATELLITE INSTABILITY IN THE INFLAMED AND NON-NEOPLASTIC
COLONIC MUCOSA IN ULCERATIVE COLITIS

ABSTRACT

Background and Aim: Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory disease of the colon associated
with a high risk of developing colorectal cancer. There is a need for a molecular marker that would predict
the colorectal cancer associated with UC. Microsatellite instability (MSI) has been detected in colorectal
cancers associated with UC. Some reports in the literature show the presence of MSI in the neoplastic and
non-neoplastic severe inflammatory mucosa of UC. The aim of this study was to assess whether MSI is
present in non-neoplastic mild to moderate inflamed mucosa in UC.

Material and Method: Colonic inflamed mucosa samples from 29 patients were analysed for MSI using the
five standard markers BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, and D17S250 by a multiplex polymerase chain
reaction. All tissues had inactive or mild to moderate inflammatory activities as seen histopathologically.
Results: None of the non-neoplastic inflamed colonic mucosa samples showed MSI in the five standard
markers.

Conclusion: This study suggests that the severity of inflammation should be taken into account when
estimating MSI in UC.
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GIRIS
Ulseratif  kolit (UK), kolonun sebebi
bilinmeyen kronik inflamatuar bir hastaligidir.

Baglica  Ozellikleri;  genetik  yatkinlik,
alevlenme-remisyon donemleri,
ekstraintestinal belirtiler ve wuzun siireli

hastalikta goriilen kanser riskidir. Uzun siireli
hastalik, ekstensif tutulum, hastalik baslangi¢
yasinin kii¢iik olmasi, ailede kolorektal kanser
(KRK) 06ykiisii bulunmasi, primer sklerozan
kolanjt varligi, backwash ileitis ve kolonik
inflamasyonun siddeti UK’li hastalarda KRK
riskini arttiran faktorlerdir. Hastalik siiresi 10
yil olanlarda KRK gelisme riski %2, 20 yil
olanlarda %38, 30 yilda ise %18-20 olarak
bildirilmektedir'. Ayrica hastahgin yaygm
anatomik tutulumu da 6nemli diger bir risk
faktoriidiir. KRK gelisme riski proktitte %1.7
iken sol taraf kolitinde %2.8 ekstensif kolitte
ise %14 civarmdadir’. Bu bilgiler 1sigmda
giliniimiizde hastalik yasi 8-10 yilin lizerinde
olan UK li hastalarda KRK gelisimi agisindan
izlem kolonoskopsi oOnerilmektedir. UK’te
KRK gelisme riskinin en 6nemli prediktorii
kolonik biopsilerde displazi varligidir. Ancak
KRK gelisen UK’li hastalarin  %20’sinde
displazi yoktur”. Displazinin
degerlendirilmesi ve derecelendirilmesindeki
giicliikler ve nisbeten subjektif faktorler
nedeniyle UK ’te KRK gelisimine isaret eden,
low grade displazi ( diisiik dereceli displazi,
LGD) ile inflame mukozadaki rejeneratif
degisiklikleri aymrt edebilecek molekiiler bir
belirtece ihtiyag vardir.

Mikrosatellitler insan genomu boyunca
dagilmis olan basit ve kisa nikleotid
tekrarlaridir. Daha c¢ok kodlanmayan DNA
bolgelerinde  bulunmaktadwr.  Tekrarlayan
birimlerin  delesyonu veya insersiyonu
sonucunda segment uzunlugunun degismesine
mikrosatellit instabilite (MSI) denilmektedir.
MSI, genom iizerindeki mutasyonlarin ve
DNA tamir yetersizliginin (mismatch repair)
bir &nciisii olarak tanimlanmir. MSI, yiiksek
mutasyon hizi ile baglantilidir ve herediter
non-poliposis kolorektal kanser sendromu
(HNPCC), UK zemininde gelisen veya
sporadik kolorektal kanser, mide kanseri,
endometrioma, hepatoselliller kanser ve
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kiigiik hiicreli akciger kanseri gibi malign

hastaliklarda arttig1 bildirilmistir*"°.

Ayrica son zamanlarda yapilan bazi
calismalarda karsinom gelisimine zemin
hazirladig1 bilinen kronik pankreatit ve UK
gibi  kronik inflamasyonla  karakterize
hastaliklarda da MSI'nin varlig
gosterilmistir' '

UK zemininde kronik inflamasyon, hizli
hiicre yenilenme dongiisii ve proliferasyon
sonucunda gelisen DNA tamir
mekanizmalarindaki hasar MSI de dahil
olmak iizere pek ¢ok genetik degisikliklere
sebep olabilir. Bu nedenle de MSI, UK’li
hastalarda kolorektal kanser gelisimine isaret
eden bir biyolojik  gdsterge  olarak
kullanilabilir.

Bu calismanin amaci1 Tirk popiilasyonunda
UK’li hastalarda non-neoplastik kolonik
epitelde MSI'nin varligmni, hastalik yasi ve
hastaligin inflamatuar aktivitesi ile iligkisini
arastirmaktir.

GEREC-YONTEM

Hasta grubu: Calisma protokolii Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesi
tarafindan onaylandiktan sonra, Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji
Bilim Dal'na ve Marmara Universitesi
Gastroenteroloji  Enstitiisii’ ne bagvurarak
klinik, endoskopik, histolojik ve radyolojik
kriterlere gore UK tamist almis 29 hasta
calismaya alindi. Hastalarla ilgili demografik
ve klinik ozellikler Tablo I’de gosterilmistir.
Hastalarim klinik aktiviteleri Truelove ve
Witts kriterlerine gore hafif, orta ve agwr
olarak degerlendirildi® (Tablo II). Kontrol
grubu, yas ve cins bakimindan eslestirilmis
irrtabl ~ barsak  sendromlu 13 kisiden
olusturuldu. Tiim katilimcilara calisma ig¢in
hazirlanmig  bilgilendirilmis onam formu
okutulup imzalandiktan sonra  total
kolonoskopi yapilarak kolonun 6
segmentinden ( rektum, sigmoid, inen kolon,
transvers kolon, ¢ikan kolon ve ¢ekum) 2’ser
adet biopst alindi. Endoskopik aktivite
derecesi Rachmilewitz endoskopik aktivite
indeksine gore aktif ve remisyonda olarak
belirtildi'* (Tablo III).
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Tablo I: Calisma gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri

ULSERATIF KOLIT (UK) KONTROL
(N=29) (N=13)
Yas (ortalama £SD) yil 36.5 £8,9 35192
Cins (E/K) 12/17 5/8
Hastalik siiresi (ortalama £SD) yil 8+5
<7yl (n) 14

>8yil  (n) 15
Hastalik tutulum yeri

Proktit n, (%) 0

Sol taraf koliti n,(%) 8 (27,5)

Pankolit n, (%) 21 (72,5)
Klinik aktivite

Hafif n, (%) 18 (62)

Orta n, (%) 11 (38)

Agr  n, (%) 0
Endoskopik aktivite

Remisyonda n, (%) 13 (44,8)

Aktifn, (%) 16 (55,2)
Histolojik aktivite

Inaktif  n, (%) 13 (44,8)

Hafif inflamasyon n, (%) 2 (6,8)

Orta inflamasyon  n, (%) 14 (48,2)

Siddetli inflamasyon n, (%) 0

Displazi n, (%) 1(3,4)

Tablo ITI;: Ulseratif kolitte Truelove ve Witts kriterleri

Agir: Digkilama ; ishal giinde alt1 defa ya da daha fazla ve kanli

Hafif ;

Orta ;

Ates ; ortalama aksam 1s1s1 > 37.5 C ya da giin iginde
en az iki glin herhangi bir zamanda > 37.7 C
Tasikardi ; dakikada 90 vurudan yiiksek nabiz sayisi
Anemi ; Hb< 7.5 gr/dl, ya da son zamanlarda transflizyon
gerektirecek agirlikta anemi
Sedimentasyon hizt > 30 mm / saat
Hafif ishal, glinde 4 kez veya daha az , ¢cok az miktarda kanli
Ates yok
Tagikardi yok
Anemi hafif derecede

Sedimentasyon hizi < 30 mm / saat

Agir ve hafif hastalik kriterleri arasindaki bulgular iceren hastalar
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Tablo III: Ulseratif kolitte Rachmilewitz endoskopik aktivite indeksi

Skor
1. Graniilasyon yok : 0
var : 2
2. Vaskiiler goriiniim : normal : 0
azalmis : 1
kaybolmus : 2
3. Frajilite : yok: 0
dokunma ile kanama : 2
spontan kanama 4
4. Mukozal hasar
( mukus, fibrin, eksiida, erozyon, iilser )
yok : 0
hafif : 2
belirgin : 4
* Toplam skor >4 : aktif, <4 : remisyon
UK grubunda, hasta goriinen mukozal DNA izolasyonu

alanlardan biopsiler alindi. Kolonik biopsiler
inflamasyonun derecesi ve displazi varligi
acisindan iki ayr1 patolog tarafindan
histopatolojik olarak incelendi. Histopatolojik
aktivite Matts’s klasifikasyonuna gore inaktif,
hafif derecede inflamasyon, orta derecede
inflamasyon ve siddetli inflamasyon olarak 4
ayr1 kategoriye ayrilarak rapor edildi””. Ayrica
Hemotoksilen&Eozin ile boyanmis kolonik
biopsi Ornekleri displazi acisindan Riddell ve
arkadaslarinin ~ tarifine  uygun  olarak
degerlendirildi'®.

MSI acisindan kontrol olarak hastalarm
periferik kan l6kositleri kullanild1.
Lokositlerden genomik DNA elde etmek icin
EDTA’ll 3 tiipe 2’ser ml tam kan Ornegi
almdi. Kan ornekleri DNA ekstraksiyonu
yapilincaya kadar +4 °C’ de saklandi, kan
almmas1 ile DNA ekstraksiyonu yapilmasi
arasinda +4 °C’ de gegen siire 1-6 giindiir.
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DNA izolasyonu, UK’li hastalarin kolon
mukozasindan ve periferik kanlarindan, iritabl
barsak sendromlu hastalarin ise periferik
kanlarindan gercgeklestirildi. DNA izolasyonu
icin “High Pure PCR Template Preparation
Kit” (Roche) kiti kullanilmis olup uygulama
kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. 1zolasyon sonrasi DNA
miktar tayini 260 nm spektrofotometrik
Olciimlerdeki absorbans oranlarina gore
belirlenmistir.

Mikrosatellit Instabilitesinin tayini

Multipleks PCR: Mikrosatellit instabilitesi
“HNPCC microsatellite test kit (Roche)
kullanilarak tayin edildi. Kit protokolii esas
almarak yapilan c¢alismada uluslararasi
referans panel olarak kabul edilen 5 adet
mikrosatellit marker (BAT25, BAT?26,
D2S123, D5S346, D17S250) bolgesini igeren
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genom dizileri miiltipleks PCR ile ¢ogaltildi
(Tablo IV). Reaksiyonda kullanilan spesifik
primer  ¢iftleri kit tarafindan temin
edilmektedir. Son konsantrasyonlar1 1M
olacak sekilde multi primer miks ve enzim
master miks icerisine 200 ng kalip DNA
eklenerek final hacim distile su ile 25 pl’ye
tamamlandi. ki dakika 94°Cde  ©6n
denatiirasyonun ardindan 10 sn 94°C, 30 sn
55°C ve 30 sn 72° C olmak tizere toplam 35
dongii sonrasinda 7 dakika 72°C’de final
uzamasi ile reaksiyon tamamlandi. PCR
irlinlerinin analizinde ABI PRISM 310
Genetik Analizor kullanildi. Bir mikrolitre
PCR riinii  incelenmek lizere cihaza
yiiklenmeden 6nce 12 pl deiyonize formamid,
floresans  isaretleyici  olarak 0,5 pul
“GeneScan-350 [TAMRA] size standard” ile
karistirild1 ve vorteks edildikten hemen sonra

2 dakika 90°C’de denatiire edilip cihaza
yiiklendi.

Mikrosatellit Instabilitesinin
Yorumlanmasi

Mikrosatellit stabil: Bir stabil lokusun
fragman paterni ana pikin ve tim ilave
piklerin goreceli intensitesi ile aynidir. Bu
calismada ayni  lokus icin  piklerin
karsilastirilmasinda hasta grubu olarak UK ve
kontrol grubu olarak irritabl barsak sendromu
kullanilmistir.

Mikrosatellit Instabil: Stabil olmayan bir
lokusun fragman paterni ya ilave pikler veya
tamamen ayr1 yeni fragmanlarm goriiniimii ile

ayirt  edilir.  Incelenen 5  mikrosatellit
lokusundan en az ikisinde instabilite tespit
edilirse mikrosatellitlerin instabil oldugu
kabul edilir.

Tablo IV: Mikrosatellit belirteglerin 6zellikleri

Kromozom lokalizasyonu

Mikrosatellit belirtec (Belirtece yakin Gen) Amplifiye edilen PCR iiriiniiniin
iiriin (bp) floresan isareti
BAT25 4q12 (c-kit) 110-130 6-FAM
BAT26 2p16.3-p21 (hMSH2) 100-120 TET
D5S346 5q21/22 (APC) 100-130 HEX
D178250 17q11.2-q12 (BRCA1) 140-170 TET
D2S123 2pl6 (hMSH2) 200-230 6-FAM
BULGULAR
Klinik ozellikler Mikrosatellit instabilitesi

Kolonoskopik incelemede 29 UK’li hastanin
21’inde pankolit, 8’inde sol taraf koliti
saptandi. Klinik aktivite 18 hastada hafif, 11
hastada orta siddette idi. Rachmilewitz
endoskopik aktivite indeksine gore 13 hasta
endoskopik olarak remisyonda, 16 hasta ise
aktifti.  Kolonik  mukozal  biopsilerin
histopatolojik degerlendirmesinde bir hastada
diisiik dereceli displazi oldugu saptandi
(Tablol).  Displazili  hastada  hastalik
endoskopik olarak aktif, klinik aktivite orta
siddette idi.

16

UK ve kontrol grubunda uluslararas: referans
panel olarak kabul edilen standart 5
mikrosatellitte (BAT25, BAT26, D2S123,
D5S346, D17S250) kontrollerden farkli bir
alel diger bir deyisle mikrosatellit instabilitesi
tesbit edilmedi.

TARTISMA

Miktosatellit instabilitesi pek ¢ok kanser tipinde
yiiksek oranda tesbit edilir. Az sayida galisma
kronik pankreatit, kronik iilseratif kolit gibi kronik
inflamasyonla seyreden hastaliklarda, intestinal
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metaplazi ve Barrett’s 6zofagusu gibi prekanser6z
durumlarda da  MSI’nin  varligmna  dikkat
cekmektedir'"""".  UK’li  hastalarm  non-
neoplastik inflame mukozalarmda MSi’nin varhg
ile ilgili ¢aligmalarin  sonuglar1 farkliliklar
gostermektedir.

Ilk olarak 1996’da Brentnall ve arkadaslarmimn
yaptiklart  bir ¢alismada UK’li  hastalarm
neoplastik  degisiklikler gostermeyen kolonik
mukozalarinda MSi’nin anlamli derecede varhig
gosterilmis  ve  bunun  kolorektal  kanser
gelisiminde predispozan bir faktér olabilecegi
belirtilmistir'>. Ancak bu calismada hastalik yas1 8
yildan az olanlarla fazla olanlar arasinda MSI
acisindan  bir fark  saptanmamis  ayrica
inflamasyonun derecesi hakkinda herhangi bir
yorum yapilmamustir. Ishitsuka ve arkadaglari
benzer sekilde uzun siireli hastaligt olan (bu
calismada 5 yildan fazla) ve neoplastik
degisiklikleri ~ olmayan  UK’li  hastalarin
mukozalarinda yiiksek oranda MSI varhigim tesbit
etmislerdir’’. MSI varhig ile hastalik yasi (10
yildan az veya ¢ok) ve tutulum yeri (proktit, sol
kolon, pankolt) arasinda bir iligki saptamamiglar
ancak siddetli inflamasyon gdsteren lezyonlarda
MSi’nin anlamli derecede daha fazla olduguna
dikkat cekmislerdir. Her iki yazarm da ortak
goriigii kronik inflamasyon durumunda artan hizli
hiicre yikimi ve proliferasyonu sonucunda DNA
tamir mekanizmalarinda bir yetersizlik oldugu, bu
yetersizligin bir gostergesi olarak da MSI ‘nin
ortaya ¢iktigidir. Ishitsuka ve arkadaslarinin
bulgular1 bu goriisii somut olarak
desteklemektedir. Son yillarda Tahara ve
arkadaslar1 UK’li hastalarmn neoplastik ve non-
neoplastik kolonik mukozalarinda goriilen MSi’ni
ve malignite gelisme riskini kronik, devamli ve
siddetli inflamasyonla iliski bulmuslardir®.

Bizim c¢alismamizda histolojik olarak hafif ve orta
derecede inflamasyonu olan UK hastalarinda
MSi’ne rastlanmadi. Bu sonug literatiirdeki bazi
calismalarla uyumlu bulundu™®. Lovig ve
arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada uzun siireli

(10-30 y1l) UK’i olup proktokolektomi yapilmis
hastalarin ¢esitli epitelyal degisiklikler gosteren
(inflamasyon, diisiik veya yiiksek dereceli
displazi, DALM, kanser) kolon orneklerinde
sadece yiiksek dereceli displazi gosteren bir
tubulovilléz adenomda MSI bulunmus, kalan
dokularm hi¢ birinde MSI saptanmamistir™>. Bu
calismanin en dikkat c¢eken ve literatiirden
farklilik gdsteren yam ise neoplastik degisiklikler
gosteren lezyonlarda da MSi’nin tesbit edilmemis
olmasidir. Bu c¢alismada tim hastalarda
proktokolektomi esnasinda kolonik inflamasyon
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yoktu ya da c¢ok hafifti. Yazarlar literatiirden
farkli olarak elde ettikleri bu negatif sonucun
kolonik inflamasyonun histolojik olarak hafif
derecede olmasi1 ile ilgili olabilecegini ileri
sirmektedir. Bu  veriler 1s18inda  bizim
calismamizda da UK’li hastalarin non-neoplastik
inflame mukozalarinda MSi’nin saptanmamasinin
sebebi diisiik derecedeki inflamatuvar aktivite
olabilir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizin sonuglarina gore
inflamasyon derecesi diisiik olan UK’li hastalarm
kolonik mukozalarinda MSi’ne
rastlanmamaktadir.  MSI  siddetli inflamatuar
degisikliklere bagli DNA tamir bozuklugunun,
kronik ve siddetli inflamasyon zemininde gelisen
neoplastik degisikliklerinin bir belirteci olabilir.
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