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OZET

Kolon kanseri etyolojisinde safra asitlerinin oynadig: rolii daha iyi anlayabil-
mek amaci ile yapilan aragtirmada, 14 kolon kanserli olgu ve 13 gastro-intestinal
sistem digi rahatsizhig: olan olgu ¢ahisildi Dagkida total safra asitleri siilfiirik asit
ydntemi ile, 7-OH steroid safra asitleri ise enzimatik olarak tayin edildi. Ayrica saf-
ra asitleri dagihimlar: ince tabaka kromatografisi yéontemiyle kalitatif olarak incelen-

di.

SUMMARY

Investigation of The Role of Faecal Bile Acidsin
Colon Cancer Etiology

14 cases of colon carcinoma and 13 cases who were hospitalized because of
non gastro-intestinal causes were included in this study. Total bile acids in the fae-
ces were determined by the sulfuric acid method, 7-OH steroid bile acids were de-
termined enzimatically. Bile acids were also examined qualitatively by thin layer

chromatograpy

* Uzm.Dr,; Uludag Univ, Tip Fak. I¢ Hastaliklann Anabilim Dal.

**  Yard.Dog¢.Dr,; Uludag Univ, Tip Fak. Biyokimya Anabilim Dal Ogretim Uye-
si, Biyokimya Doktoru, Cocuk Saglig: ve Hastaliklart Uzmanu.

**%  Prof.Dr,; Uludag Univ. Tip Fak. I¢ Hastaliklar Anabilim Dah Ogretim Uyesi.

—133 -



Epidemiyolojik calismalar kolon kanseri sikhginin cografi bilgelere ve sosyo-
ekonomik duruma gore degistigini gostermektedir' ~®. Aynca bir toplumda kiiltiirel
aliskanhklara bagh olarak bu hastahfa yakalanma oranlan defismektedir, Gmegin
prevalansin diisiik oldugu Japonya'dan Amerika'ya goc eden Japonlarda kolo-rektal
kanser sikhg artmaktadir! ~®, Bugiinkii bilgilere gore hastahfin olusumunda cevre-
sel etmenlerden cok, kiiltiirel aliskanhklar 6n planda olup, fiziksel ve genetik etmen-
ler daha az 6nem tagimaktadir?.

Kalin barsak kanserinin olusumunda lumen iceriginin, 6zellikle mikrofloranin
safra asitlerinin ve kolesterol metabolitlerinin rol oynayabilecegi diigiinilmektedir’ -°,
Yiiksek kanser riskli bolgelerde ve yiiksek yag diyeti uygulanarak yapilan deneysel
calismalarda, safra asitlerinin ve metabolitlerinin diskidaki konsantrasyonlarn
yiiksek bulunmustur®+7 -1,

Kolon kanseri riski yiiksek ve diisiik toplumlarda digk: safra asit konsantras-
yonlan calisiimig, baz1 cahsmalarda riski yiiksek toplumlarda safra asitleri yiiksek
bulunurken, bazi ¢calismalarda da arada bir fark saptanamamigtir® » 7«1 %! ",

Diger yandan intrarektal n-metil, n-nitro, n-nitrosoguanidin (MNNG) verilerek
timor olusturulan sicanlara intrarektal litokolik asit verildiinde tiimér say: ve bi-
yiikliigiinde artma goriilmiistiir® ' %, Bir diger deneysel calismada n-metil, n-nitro-
soure verilerek olusturulan tiimorlerin, say1 ve hacminde kolik asit verildiginde art-
ma goriilmiistiir' 3.

Toplumsal calismalar ve kontrollii hayvan deneyleri, kolon kanser olusumun-
da diyet, safra asitleri ve kolesterol metabolitlerinin etkili olabilecegini diisiindilr-
mektedir’ ~7+! %+ 1%.15 By caligmada, kolon kanseri tanisi konulmus olan hastalar-

da, disk: safra asitleri dizeyinin kontrollara gore bir farklhilik gosterip gostermedigi-
ni saptamak amacini giittiik.

GEREC ve YONTEM

Kolorektal kanser kesin tanisi almis 14 hasta cahsmamiza katild:, Hastalan-
mizin 9'u erkek (yas ortalamasi: 57.5 F 17.03) ve 5 tanesi de kadind: (yas ortalama-
si: 46 * 7.58). Gastro-intestinal bir hastahgi olmayan 13 kontrolun 8' erkek (ya§
ortalamasi: 53 ¥ 0.8) ve 5'i kadindi (yas ortalamasi: 46 * 5.48).

Tiim hasta ve kontrollarin, toplanan digkilan polietilen kaplara almip 15 daki-
ka icinde — 20°C'daki dondurucuya alind1 ve caligma zamanina kadar bekletildi.
Diskilann tiimii preoperatif olarak, baryumlu radyolojik tetkiklerden en az 15 gin
sonra alindi ve bu siivede hasta ve kontrollar antibiyotik ve antiasit kullanmadilar.

Calismak igin, oda sicakligina getirilen digkilar metanol iginde homojenize
edildiler. Homojenat'daki lif kismu santrifiijle aynlip, sipernatanlar "'dry freezer’
de kurutuldu ve numuneler 500 mg kuru digk: agirhi olacak sekilde aynidilar. Ku-
ru diski numuneleri 5 ml etanol/dietileter (3/1 oranda v/v) kangiminda cozildiler.
Bu cdzeltilere 20'ser ml % 90 etanol iginde 1M NaOH gozeltisi katilds, Numuneler
1 saat geri sogutucuda isitildilar, Daha sonra 3'er kez 25'er ml petrol eteri ile yika-

nan numurlaeler son olarak da 2'ser kez heptan ile yikandilar ve dikkatlice buharlas:
tirthip herbiri 5 ml hacimde topland.
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Total Safra Asitleri Tayini:

Numune c¢ozeltilerinden 50 mikrolitre bir deney tiibiine konuldu, Uzerine 3
ml 650 gm kg siilfiirik asit eklendi. Kangimlar 1 saat siire ile 60°C'daki sicak su ban-
yosunda bekletildiler. 20 dakika 1500xg'de santrifiij edilip 386 nm'de kore karsi
okundular, Standart analiz egrileri tek tek, saf deoksikolik asit, litokolik asit, keno-
deoksikolik asit kullanilarak ve bunlarin degisik oranlardaki karisimlan kullanilarak
incelendi. Sonugta, total safra asitleri tayininde standart analiz egrisi ¢izerken 10
birim deoksikolik asit, 1 birim kolik asit ve bir birim kenodeoksikolik asit karngimi
standart olarak kabul edildi.

Enzimatik Olarak Safra Asit Tayini:

Enzimatik tayinlerde 7-alfa-hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi (Sigma Che-
mical Co. Product No: H-9506) kullanildi. Bu enzim ile hazirladigimiz diski-safra
asit ¢ozeltilerindeki kolik asit, kenodeoksikolik asit ve bunlann glisin ve taurin tii-
revleri incelendi.

Belirtilen enzimin 1 iinitesi, beta-NAD'nin varhginda, 25°C'da pH: 8.9'da,
bir dakika siiresince bir mikromol kenodeoksikolik asiti okside etmekteydi.

ince Tabaka Kromatografi:

20 gm ''silica gel'' 1mM Na,CO; icinde 45 ml oluncaya kadar kanstinldi,
"Camag'' ince tabaka Kkromatografisi aparati kullamlarak 0.5 mm kahnhginda
jeller dokiildii. Jeller oda sicakhginda 1-2 saat kurutuldu, Deneyden once 110°C
da 1 saat aktive edildi. Standartlar ve numuneler 10 mikrolitrelik bir hacim icinde
ve standartlar bu hacim icinde 40 mikrogram olarak konuldular. Daha sonra gene
"Camag'' firmasindan saglanan ''sandwich chamber'' kullanilarak kromatografi ya-
pild1. Tasiyia1 olarak iki ayn karigim kullanildi, Once 10 birim n-butil alkol, 1 birim
glasiel asetik asit 1 birim distile sudan olusan bir karisima batirildl ve 20 dakika
beklendi. Sonra 5 birim toluen 5 birim glasiel asetik asit ve bir birim distile sudan
olusan bir kangima batinld: ve 45 dakika beklendi. 5 dakika 110°C'da kurutulan
plaklara atomizor ile 2 birim fosfomolibdat 20 birim glasiel asetik asit ve 1 birim
konsantre siilfiirik asit'den olusan renklendirici piiskiirtiildii, Plak 20 dakika daha
110°C'da 1sitildi. Kapah bir kapta 20 dakika kadar da iyot buhanna tutulup bekle-
tilmeden resimleri ¢ekildi.

Ortalama degerer ¥ standart hata (SH) olarak gosterildi. istatistiksel deger-
lendirmede 6grenci t testi kullamlda.

BULGULAR

Olgulanmizin yaglara gore dagilimlan incelendigi zaman, dokuz erkek hasta-
mizin yas ortalamasimn 57.55 ¥ 17.03, 5 kadin hastamizin ise yas ortalamasinin
46,0 ¥ 7.58 oldugu goriildii. 13 hastamizin cinsler arasindaki dagihm: 60 yasina ka-
dar belirgin bir fark gostermezken bu yastan sonra erkekler aleyhine belirgin bir
agirhk kazanmakta idi.

Hastalanmizin kontrol grubu ile rutin hematolojik tetkikler yoniinden (Hb,
Het, Lok. ve Sedimantasyon) karsilastirdigimiz zaman aralarinda istatistiksel yon-
den anlamh bir fark saptamadik.
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Hastalar rutin biyokimyasal tetkikler yoniinden kontrol grubu ile karsilagtiril-
di1 zaman ise, hasta grubun total lipit ortalamasi % 536.87 + 22,62 mg, kontrol gru-
bunun ise % 630.45 ¥ 31.14 mg idi ve aradaki fark anlaml idi (p < 0.01). Bunun di-
ginda rutin biyokimyasal parametreler yoniinden bir farka rastlanmada,

Disk: ekstrelerimizde total safra asitlerini tayin etmek icin Ganshirt ve ark'nin
onerdigi'® siilfiirik asit yontemi kullamldi. Bu yontem ile kolik asit, kenodeoksiko-
lik asit, litokolik ve deoksikolik asitleri tek tek ve bir arada inceledik. Litokolik asit
siilfiirik asit ile karsilagir karsilagsmaz bulamk bir ¢okelti olusturuyordu, digerleri-
nin 386 nm'da absorbsiyonlan incelenip kalibrasyon egrileri cizildiginde kolik asi-
tin giddetli bir absorbsiyon gosterdigi, deoksikolik asitin oldukca az, kenodeoksiko-
lik asitin ise hemen hemen hi¢ absorbsiyon gostermedigi ayrnca deoksikolik asitin,

kolik asitin olugturdugu absorbsiyonu bir miktar azaltti saptandi. Sonucta diski-
daki safra asitleri oranlar1 gozoniine alindi ve normalde deoksikolik asitin kolik asi-
te gore en az on misli fazla olusundan hareketle kalibrasyon egrisinde 10 birim
deoksikolik asit 1 birim kolik asit ve 1 birim kenodeoksikolik kangimi standart ola-
rak kullamldi. Bu kalibrasyon egrisi iizerinden kontrol ve hasta gruplanmizin diski
ekstrelerindeki total safra asitlerini hesapladigimiz zaman kontrol grubunda 28,52 +

2.87 pymol/gm kuru digki ve hasta grubunda 25,94 + 2.99 umol/gm kuru digk: so-
nuglarini elde ettik (Tablo I).

Tablo: I
- Diskida Total Safra Asitleri Degerleri
X * SH
Hmolfgm kuru digk: n P
Kontrollar 28.52 * 2.87 13" AD.
~ Hastalar 25.94 * 2 99 14 ALY

A.D.: Anlaml degil

Digki ekstrelerimizde 7-OH steroid dehidrogenaz enzimi kullanarak 7-OH ste-
roid safra asitlerini (kenodeoksikolik asit, kolik asit ve bunlann glisin ve taurin tii
revleri) dl¢tiigiimiiz zaman kontrol grubunda 11.20 + 0.71 umol/gm kuru diski, has-
ta grubunda ise 12.02 + 1,04 umol/gm kuru digki degerlerini elde ettik (Tablo 1I).

Hasta grubunda kontrol grubuna gore gozlenen artig istatistiksel yonden anlamli de-
Bildi,

Tablo: 11 )
Diskida Enzimatik Olarak Saptanan 7-OH Safra Asitleri
' X * SH
Mmol [gm kuru digk: n P
Kontrollar 11.20 £ 0.71 13 AD.
Hastalar 12.02+1.04 . 14 AD.
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7-OH safra asitleri disinda kalan safra asitlerini indirekt olarak hesapladigimiz
zaman kontrol grubunda bunlarn 17.33 + 3.46 umol/gm kuru diski ve hasta grubun-
da 13.92 * 3.07 umol/gm kuru digki oldugunu saptadik.

Olgulanmizin digki safra asit dagilimlan kalitatif olarak ince tabaka kromato-
grafisi yontemiyle incelendiginde, hasta grubunun kolik asit ve kenodeoksikolik asit-
le egdeger bolgelerinde kontrollara gore relatif bir artis tespit edildi.

TARTISMA

Hill, Reddy, Wynder ve arkadaslarinin ayr1 ayn yaptiklan ¢alismalarda, kolon
kanseri olusumunun safra asitlerinin muhtemel bir etkisi olduguna deginilmekte-
dird+%:5:7.9415

Safra asitleri ile yapilan hayvan calismalan sonucunda, bunlarin ko-karsino-
jenik olarak etki edebilecegi veya yikim iiriinlerinin karsinojene doniisebilecegi
diisiiniilmektedir® « 5 +7+1 %,

Bu hipotez dogrultusunda, kolon kanser olusumu ile disk: safra asitleri dii-
zeyi arasinda basit bir iliski olup olmadigim incelemeyi amacladik,

Hasta ve kontrollerimizin rutin biyokimyasal tetkikleri sirasinda total lipiti
hasta grubunda diisiik bulduk. Literatiirde kolon kanserli hastalarda serum koleste-
rol seviyesinin karacigerde fazla safra asit yapimina bagh olarak diisecegi bildiril-
mesine ragmen total lipitler hakkinda bdyle bir veriye rastlamadik. Calismamizda
hasta kolesterol diizeyleri ise kontrollerden farkh degildi. Diyetle alinan yagin azal-
masina bagh olarak total lipitlerin diisebilecegi diisiiniilse bile olgularimizin diyet
yag miktarlanm aynntih ve kantitatif bir sekilde saptayamadigimiz i¢in bu yorum
kamtlanamamaktadir.

Total safra asitlerini 6l¢tiigiimiiz zaman hasta grubunda kontrol grubuna gore
(istatistiksel yonden anlamli oimamakla beraber) diisiik degerler elde ettik. Degerle-
rimiz bu gekliyle, Moskovitz ve arkadaslannin 1979 yilinda yayinladiklari caligma-
larina benzerlik gosteriyordu'®. Bu arastinalar 15 hasta ve 23 kontrol ile caligmis
ve hasta grubunda total safra asitleri ve notral sterolleri diisiik bulmuslardir, Aym
benzerlik Murray ve ark.'nin cahsmalannda da gorilmektedir’ °. Burada da 37 kolo-
rektal kanser ve 36 kontrol iizerinde ¢ahsilmis total safra asit konsantrasyonu hasta
grubunda anlamh bir sekilde diisiik bulunmustur, Bu sonuclar kolorektal kanserler-
de safra asit ve onun yikim iiriinlerinin arttiimi yayinlayan Hill ve arkadaslannin so-
nuclan®-4-5+7 jle celigkilidir. Bu birbirine uyumsuz bulgularin nedeni belli degildir.
Safra ve kolesteroliin karacigerden salimmim degistirebilen diyet faktorleri bu farkh-
liktan sorumlu olabilir. Reddy ve arkadaslan diyetteki fazla yagin, digk: safra asitle-
ri, bunlann yikim iiriinlerini ve notral sterolleri arttirdigini kontrollii ¢ahigmalarla
gostermislerdir®+7+! ©, Diyet degisimlerinin bu nedenlerle disk: safra asit ve notral
sterol diizeylerini degistirebilecegi beklenebilir.

Sonuclanmizin Hill ve ark. nin sonuclanna uyum gostermemesinin bir nedeni
de, kanser belirtileri yeni olanlarla terminal donemde olanlan ayn ayn iyi gruplaya-
mamizdan olabilir. Ciinkii hastah@n ileri donemlerinde kolon fonksiyonlan bozul-
maktadir. Ozellikle konstipasyon onemli bir sorundur. Hatta operasyon éneesi giin-
lerde bazen digki alinamamaktadir. Alnanlarda ise bazen digk: 6zelliini kaybet-
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mekte kanh sulu bir sekil almaktadir. Nitekim bizim hastalanmizdan 3 veya 4'ii
kanh, miikiislii, sulu diski1 cikarmaktaydi. Bir tanesi bir haftahk konstipe idi. Bir di-
geri ise ileus nedeniyle bagvurmustu, 2 hastada da operasyondan hemen sonra kolos-
tomi tiipiinden digk1 alinmisti. Benzer degisiklikler Moskowitz ve ark.'mmn'® cals-
malannda da gozlenmis ve aragtincilar daha sonraki ¢alismalarinda konstipe hastala-
n ¢caligmadan cikarmiglardir.

Yaygin parankimal karacifer bozukluklannda (6megin metastazlarda) safra
ve notral sterol atiliminda yetersizlik olmaktadir' . Bu nedenle karaciger metastazi
olan durumlarda diski safra asit diizeyleri azalmis olabilir. Calismamizda kolon kan-
serli hastalarin belirlenmemis karacifer metastazlan olmasi miimkiindiir, 14 kisilik
hasta grubumuzda operasyon sirasinda 3 karaciger metastazi tespit edilmistir,

Digkr ekstrelerimizden elde ettifimiz 7-OH safra asit degerlerinde hasta gru-
bunda anlamli olmayan bir artma bulduk. Indirekt olarak hesapladigimiz 7-OH
steroidler disindaki safra asitlerinde ise hasta grubunda gene anlamli olmayan bir
azalma gozleniyordu, Aynca hastalann digki safra asit dagilimlan ince tabaka kro-
matografisi yontemiyle kalitatif olarak incelendiginde, kolik asit ve kenodeoksi-
kolik asit'de kontrola gore bir artis gozledik. Bu bulgumuz 7-OH steroid dehidro-
genaz kullanarak elde ettigimiz verilere paralellik gosteriyordu. Bulgulanimiz Hill,
Reddy, Wynder, Snigematsu®+*+5+7 gibi aragtincilann bulgulanna ters diiserken,
Mudd, Moskowitz, Murray' !+ ®+!? gibi aragtincilarin bulgularina uyum gosteriyor-
du,

Cahsmamiz sonucunda kolon kanseri ile safra asit diizeyi arasinda basit bir
iliski kuramadik. Bu konuda yapilacak ¢alismalarda oldukca aynntili olarak diyet
incelemesi, kolon kanserli hastalarnin daha fazla sayida ve hastahgin safhasina gore
gruplandinlarak calismasimn daha giivenli yorum yapilmasini saglayacagi goriigiin-
deyiz.
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