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1. ÖZET 

Kolorektal kanser (KRK) dünya çapında üçüncü en yaygın kanser türü olup 

çevresel ve genetik faktörlerden oluĢan karmaĢık bir etiyolojiye sahiptir. 1,2 

Dimetilhidrazin (DMH), iyi bilinen ve deneysel kolon karsinogenez modeli oluĢturmada 

yaygın olarak kullanılan bir ajandır. KRK'ların erken teĢhisi ve tedavisi, sağkalımı 

artırmak için önemlidir. Non-steroid anti-inflamatuvar ilaçlar (NSAĠĠ ler), tümör 

geliĢimini ve hücresel proliferasyonu bloke etme kabiliyetleri nedeniyle çeĢitli kanser 

türlerine karĢı kullanılan yeni kemopreventif ajanlar olarak karĢımıza çıkmaktadırlar. Bu 

çalıĢmada, deneysel KRK modelinde iki NSAĠĠ'nin (Diklofenak ve Selekoksib) tümör 

geliĢimi ve hücre proliferasyonu üzerindeki kemopreventif etkilerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıĢtır. Wistar türü sıçanlar dört gruba ayrılmıĢtır. Grup 1'deki sıçanlara ilk 12 

hafta boyunca 1 mL DMSO ve 1 mM EDTA, kalan 13 hafta boyunca sadece DMSO 

uygulanmıĢ ve bu grup kontrol grubu olarak belirlenmiĢtir.  25 mg/kg dozundaki DMH 

haftada 1 kez olmak üzere subkutan yolla ilk 12 hafta boyunca uygulanmıĢ, deney süresi 

boyunca da 1 mL DMSO günlük olarak oral gavaj yöntemiyle uygulanmıĢtır ve bu grup 

kolon kanser grubu olarak belirlenmiĢtir. Grup 3 ve 4 e, grup 2'deki gibi DMH 

uygulanmıĢtır. Bununla birlikte, Grup 3 teki sıçanlara her gün 25 hafta oral gavaj 

yoluyla diklofenak (8 mg/kg vücut ağırlığı) ve grup 4 teki sıçanlara ise selekoksib (6 

mg/kg vücut ağırlığı) uygulanmıĢtır. Serum CEA, HIF-1α, PCNA ve Ki-67'nin düzeyleri 

ELISA yöntemi ile belirlenmiĢtir. PTEN, PI3K ve Akt ekspresyonunu tespit etmek için 

Western blot analizi kullanılmıĢtır. DMH uygulamasının ardından CEA, HIF-lα, PCNA 

ve Ki-67 düzeylerinin arttığı gözlenmiĢtir. Seçilen kemoprevetif ajanların uygulandığı 
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gruplarda ise bu parametrelerin düzeylerinin normale yakın değere indiği gözlenmiĢtir ki 

bu durum diklofenak ve selekoksibin anti-kanserojen etki sergilediğini 

düĢündürmektedir. Western blot analiziyle DMH uygulamasının PTEN kaybına yol 

açtığı, PI3K ve Akt protein ekspresyon düzeylerini ise artırdığı sonucuna varılmıĢtır. 

Bununla birlikte, diklofenak ve selekoksib uygulanan sıçanlarda, PTEN protein 

ekspresyonunun belirgin Ģekilde arttığı, PI3K ve Akt protein ekspresyonlarının ise 

azaldığı saptanmıĢtır. Elde edilen bu bulgulardan, seçici olmayan veya seçici COX-2 

inhibitörlerinin, kanser geliĢimine ve DMH kaynaklı hücre proliferasyonunun 

baskılanmasına karĢı koruyucu etki gösterdiği düĢünülmektedir. 

Anahtar kelimeler: kolorektal kanser, diklofenak, selekoksib, COX-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

2. ABSTRACT 

EVALUATION OF ANTIPROLIFERATIVE EFFICACY OF SELECTED 

COX-2 INHIBITORS IN RAT COLON CANCER 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide and has a 

complex aetiology consisting of environmental and genetic factors. The 

dimethyhydrazine (DMH) is an agent well-established, and widely used for experimental 

colon carcinogenesis. Early diagnosis and treatment of CRCs are of importance for 

improving the survival. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are emerging 

as novel chemopreventive agents against a variety of cancers owing to their capability in 

blocking the tumor development and cellular proliferation. In the present study, it was 

aimed to evaluate the chemopreventive effects two NSAIDs (diclofenac and celecoxib) 

on tumor development and proliferation in experimental CRC model. Wistar rats divided 

into four groups. Rats in group 1 received 1 mL DMSO and 1 mM EDTA for initial 12 

weeks and treated with only DMSO for remaining 13 weeks served as control. Group 2 

rats received DMH (25 mg/kg body weight) once a week subcutaneously for the first 12 

weeks and treated with 1 mL DMSO throughout experimental period which represent 

the colon cancer bearing rats. Group 3 and 4 received DMH as in group 2. In addition, 

Group 3 rats received diclofenac (8 mg/kg body weight) and group 4 received celecoxib 

(6 mg/kg body weight) via oral gavage 25 weeks every day. The serum levels of CEA, 

HIF-1α, PCNA, and Ki-67 were determined by ELISA. Western blot analysis was 

utilized to detect the expression of the PTEN, PI3K and Akt. The levels of CEA, HIF-

1α, PCNA and Ki-67 increased following DMH treatment. Administration of the 
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selected chemoprevetive agents significantly returned these levels to near normal, which 

points out the anti-carcinogenic efficacy of diclofenac and celecoxib. Western blot 

analysis revealed that treatment with DMH lead to loss of PTEN and also elevate PI3K 

and Akt protein expression levels. The findings also revealed that rats received 

diclofenac and celecoxib treatment show markedly increased PTEN protein expression 

and decreased PI3K and Akt protein expressions. These results indicate that the 

nonselective or selective COX-2 inhibiting agents protects against the development of 

major forms of cancer and suppress DMH induced cell proliferation. 

Key words: colorectal cancer, diclofenac, celecoxib, COX-2 
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3. GĠRĠġ 

3.1.Kolon 

3.1.1. Kolon Anatomisi 

Kolon; gastrointestinal sistemin ileoçekal valv ile rektosigmoid köĢe arasında 

kalan yaklaĢık 150 cm lik bölümüdür ve rektum ile anal kanaldan oluĢur. Ġleumun 

bitiminden baĢlayan kolon sakrumun promontoryumunda son bulur. Kolon dıĢında 3 

adet tenia koli bulunmaktadır ve bunların aralarındaki açı 120 derecedir. Kolon 

lokalizasyonuna göre sırasıyla çekum, çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon ve 

sigmoid kolon ile devam ederek rektosigmoid köĢede rektum ile birleĢir (1). 

Embriyolojik açıdan çekum, çıkan kolon, transvers kolonun sağ yarısı midguttan (orta 

bağırsak) geliĢirken, transvers kolonun sol yarısı, inen kolon ve sigmoid kolon, rektum 

ve anüs hindguttan (alt bağırsaktan) geliĢmiĢtir (2,3).  

 

ġekil 1. Kolon anatomisi (4). 
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3.1.2. Appendiks 

Anatomik fonksiyonu olmayan ancak genellikle sütür hattını belirlemeye ya da 

kolon perforasyonunu kapatmaya yardımcı olan appendiks epiploikalar, yağlı çıkıntılar 

olup tenialara tutunurlar. Appendiksin uzunluğu 12 mm ile 20 cm arasındadır. 

Bulunduğu konumu oldukça değiĢkendir (pelvik, subakal, preileal ve retroileal), 

genellikle çekumun arkasına doğru uzanır konumdadır (5). 

 

ġekil 2. Appendiks ve çeĢitli konumları (5). 

3.1.3.Çekum 

Kolonun baĢlangıç kısmı olan çekum; ortalama 6 cm uzunluğa, 7,5 cm geniĢliğe 

sahiptir ve kolonun en geniĢ kısmını oluĢturur. Sağ fossa iliakada bulunur, iliakus ve 

psoas majör kası üzerinde uzanır ve genellikle anterior abdominal duvar ile temas 

halindedir. Kolon; sigmoid kolona doğru ilerledikçe daralır ve en dar olduğu yer 2,5 cm 



7 
 

çapı ile sigmoid kolondur. Bu yüzden çekum tümörleri büyüdükçe semptomatik özellik 

göstermelerine rağmen, sigmoid kolon tümörleri küçükken bile semptomatiktirler. Distal 

kolon tıkanmasında kolonun en sık perfore olan kısmı da çekumdur (6,7). 

3.1.4. Çıkan Kolon 

Ortalama uzunluğu 20 cm olan çıkan kolon, çekumun üst kenarından baĢlayarak 

yukarıda karaciğerin sağ lobunun alt yüzeyinde sola ve öne doğru kıvrılarak transvers 

kolon olarak devam eder. Bu bölge hepatik fleksura olarak adlandırılır. Çıkan kolonun 

arka yüzü hariç, her tarafı peritonla örtülüdür ve arka yüzünde gözenekli doku (toldt 

fasyası) ile karın arka duvarına tutunur (8).  

3.1.5. Transvers Kolon 

Uzunluğu yaklaĢık 50 cm olan transvers kolon; kolonun en hareketli ve en uzun 

kısmı olup, hepatik fleksuradan splenik fleksuraya kadar uzanır. Hemen hemen tamamı 

periton ile örtülüdür. Mezosu ile pankreas ve sol böbrek kapsülüne asılarak batını alt ve 

üst olmak üzere iki bölüme ayırır ki bu anatomik yapı bir bölgedeki enfeksiyonun diğer 

bir bölgeye yayılmasında bariyer olur (3). 

3.1.6. Ġnen Kolon 

Çapı çıkan ve transvers kolona göre daha dar olan inen kolon, yaklaĢık 25 cm 

uzunluğundadır ve splenik fleksuradan baĢlayıp sigmoid kolona kadar uzanır. Ön ve yan 

yüzeyleri peritonla örtülüyken arka kısmında periton yoktur (9). 
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3.1.7. Sigmoid kolon 

Ġnen kolonun devamı olan sigmoid kolon, ortalama 40 cm uzunluğundadır ve 

tüm yüzeyi peritonla örtülüdür. Normalde pelvis içinde lokalizedir ancak serbest hareket 

yeteneği ile abdominal kavite içine de yer değiĢtirebilir.  Rektosigmoid köĢeden sonra 

rektum olarak devam eder (3). 

3.2. Kolon Histolojisi 

Gastrointestinal sistemin çoğu yerinde bulunan aynı 4 tabaka (mukoza, 

submukoza, muskularis ve seroza) kolonda da mevcuttur (ġekil 3). Mukoza; çok sayıda 

mukus salgılayan goblet hücresi (ince bağırsakta bulunan villus kolonda bulunmaz), 

lamina propria ve muskularis mukozasına sahip kolumnar epitel içeren bir bağ 

dokusudur. Submukoza kan damarları ve Meissner sinir pleksusu içeren gevĢek bağ 

dokusudur. Muskularis tabakası lümene yakın kısmında sirküler, dıĢta longitudinal olan 

iki kas tabakasından oluĢmuĢtur ve bu tabakalar arasında myenterik (Auerbach s) sinir 

pleksus mevcuttur. Seroza, kolonun dıĢ tabakasıdır, tek katlı yassı epitel (mezotel) 

hücreler ile örtülüdür ve kan, lenf ve yağ dokusu bakımından zengindir (1). 
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ġekil 3. Kolonun ıĢık mikroskobu altında görüntüsü (1). 

 

 

3.3. Kolon Fizyolojisi 

Kalın bağırsağın birincil görevi fekal materyali dıĢkılamadan önce depolamak ve 

yoğunlaĢtırmaktır. Kalın bağırsak dıĢkı ve bazı gazları depolar. Su emilimi çekum ve 

çıkan kolonda olur. Kolondan sodyum, klorür, sakkaroz ve laktoz da emilir (10). 

3.4. Kanser Tanımı ve GeliĢimi 

Kanser, hem genetik hem de çevresel koĢulların değiĢmesiyle görülme sıklığı her 

geçen gün artan, kardiyovasküler hastalıklardan sonra en çok ölümle sonuçlanan 

hastalıklardan biridir (11). Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre bulaĢıcı olmayan 

hastalık kaynaklı ölümlerin %63 ü kanser ile iliĢkilidir ve ölüme en çok sebebiyet veren 
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kanser türlerinin akciğer, mide, kolon, karaciğer ve meme kanserleri olduğu 

bildirilmektedir (12,13). Erkeklerde en sık rastlanan kanser türlerini prostat, akciğer, 

bronĢ ve kolorektal kanserler oluĢtururken, kadınlarda meme, akciğer ve bronĢ 

kanserleri oluĢturur (14). Birçok kanser türünün çevresel ve/veya yaĢam tarzı 

faktörlerine maruz kalmanın bir sonucu oluĢtuğuna dair bilgiler mevcuttur ve yalnızca 

küçük bir oranın (%10 kadar) doğuĢtan gelen genetik bozukluklardan kaynaklandığı 

bildirilmiĢtir (15,16). Kanser progresyonu çoklu sinyal yolaklarını içeren çok basamaklı 

bir süreçtir ve kanser araĢtırmalarına her yıl milyarlarca dolar harcanmasına rağmen, 

kanserin tam olarak nasıl geliĢtiği sorusuna net bir yanıt bulunamamıĢtır (17). Reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) aĢırı üretimi ile kanser baĢlangıcı arasında güçlü bir iliĢki vardır 

(18). ROS kaynaklı DNA instabilitesi, normal hücrelerin malign hücrelere 

dönüĢmesinde kritik olan ve istenmeyen birçok metabolik yolu tetikleyebilir (19). 

Bununla birlikte oksidatif stresin neden olduğu DNA hasarı, ksenobiyotik ve 

kanserojenlere bağlı karaciğer hasarı, proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerdeki 

mutasyonlar, kalıcı inflamasyon ve kontrolsüz hücre proliferasyonu kanser 

progresyonunda en çok kabul gören hipotezlerdendir (11). 
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ġekil 4. Normal hücrelerin, çeĢitli dıĢ uyaranlarla kanserli hale dönüĢtürülmesinde rol oynayan 

aĢamalar. ·OH: hidroksil radikali; iNOS: uyarılabilir nitrik oksit sentaz; COX-2: siklooksijenaz 

2; NF-κB: nükleer faktör κB; DNA: deoksiribonükleik asit; H202: hidrojen peroksit; ; CDK'lar: 

siklin bağımlı kinazlar; O2
.-
: süperoksit radikali (11). 

 

3.4.1. Kolerektal Kanser 

Kolorektal kanser (KRK) terimi, rektum veya kolonun iç astarında tümör veya 

doku büyümesi olarak baĢlayan ve yavaĢ geliĢen bir kanser türünü ifade eder (20). Polip 

olarak bilinen bu anormal büyüme, kanserli hale gelirse, rektum veya kolon duvarında 

tümör oluĢturabilir ve daha sonra diğer anatomik bölgelere metastaz yaparak kan 

damarları veya lenf damarları halinde büyür (21). Kolorektal bölgede baĢlayan 

kanserlerin büyük çoğunluğunu (%95'in üzerinde) adenokarsinomlar oluĢturur ve bunlar 

kolon ve rektumu kaplayan mukus yapım bezlerinde lokalizedirler (20). Kolorektal 



12 
 

bölgede daha az görülen diğer kanser türlerini ise; karsinoid tümörler (hormon üreten 

bağırsak hücrelerinde baĢlayan), gastrointestinal stromal tümörler (cajal'ın interstisyel 

hücreleri olarak bilinen özel kolonik hücrelerde oluĢan), lenfoma (kolon veya rektumda 

oluĢan immün sistem kanserleri) ve sarkomalar oluĢturur (tipik olarak kan damarlarında 

baĢlar, ancak bazen kolorektal duvarlarda da oluĢur) (20,21). 

3.4.1.1.Etiyoloji 

KRK sporadik (%70), familyal clustering (%20) veya kalıtsal sendromlar (%10) 

olarak ortaya çıkabilir. En yaygın kalıtsal KRK sendromları ailesel adenomatoz 

polipozis (FAP) ve Lynch sendromu (kalıtsal polipozis olmayan kolorektal kanser 

[HNPCC]) ve hamartomatöz polipozis sendromudur ve tüm KRK kanserlerinin yaklaĢık 

%5'i bu hamartomatözlerle iliĢkilidir. 

KiĢisel veya ailesel KRK öyküsü, adenomatöz polipler ve villöz veya 

tubulovillous displazili polipler, 5 yılda %3 ile %5'e varan senkronöz ve metakronöz 

KRK primer kanseri için yüksek bir risk olduğunu göstermektedir.  

Abdominal radyasyon (30 Gy'den büyük) alan çocukluk çağındaki kanser 

mağdurları KRK riski altındadır ve bu hastalara radyasyon maruziyetinden 10 yıl sonra 

veya 35 yaĢına geldiklerinde tarama önerilmektedir. KRK riskini arttıran diğer 

hastalıklar diabetes mellitus/insülin direnci, kontrolsüz akromegali hastalığı ve uzun 

süreli immünosüpresyonlu renal transplanttır. KRK riskinin obezite, kırmızı/iĢlenmiĢ et, 

tütün, alkol ve kolesistektomi ile birlikte artabileceği de bildirilmiĢtir (22). 
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3.4.1.2. Epidemiyoloji 

KRK insidansı ve mortalite oranları tüm dünyada belirgin Ģekilde değiĢmektedir. 

Dünya Sağlık Örgütü GLOBOCAN veritabanına göre, KRK nin erkeklerde en sık 

görülen üçüncü kanser, kadınlarda ise ikinci kanser türü olduğu bildirilmiĢtir ve 2018 

yılında 1,8 milyon kiĢiye tanı koyulmuĢ olup, neredeyse 861000 vakanın ölümle 

sonuçlandığı bildirilmiĢtir (23). 

3.4.1.3 Ġnsidans 

En yüksek insidans oranları Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey 

Amerika'da olup, en düĢük oranlar ise Afrika ve Güney-Orta Asya'da görülmektedir 

(24). Bu coğrafi farklılıkların genetik olarak belirlenmiĢ duyarlılığa ek olarak diyet ve 

çevresel maruziyetlerdeki farklılıklardan kaynaklandığı düĢünülmektedir (23). Fiziksel 

hareketsizlik, sağlıksız beslenme, sigara ve obezite gibi potansiyel olarak 

değiĢtirilebilecek davranıĢların, KRK riskindeki sosyoekonomik eĢitsizliğin önemli bir 

bölümünü oluĢturduğu düĢünülmektedir (25,26). 

Yapılan bir kohort çalıĢmasında 50 yaĢın altında tanı alan hastaların %86'sından 

fazlasının tanı sırasında semptomatik olduğu, ve bu hastaların sol kolon ya da rektal 

kanserin ileri evresinde oldukları bildirilmiĢtir (27). ġu anda, çoğu kılavuzda, pozitif aile 

öyküsü ya da yatkın bir kalıtsal sendrom olmadıkça, 50 yaĢın altındaki asemptomatik 

bireylerin taranması önerilmemektedir. Bununla birlikte, 2018'de Amerikan Kanser 

Derneği, ortalama 45 yaĢında KRK riski taĢıyan kiĢileri taramaya baĢlamak için 

"nitelikli" bir öneri yayınlamıĢtır (28). 
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3.4.1.4. Mortalite 

Amerika BirleĢik Devletleri'nde ve diğer birçok batı ülkesinde 1980'lerin 

ortasından bu yana KRK'den ölüm oranları giderek azalmıĢtır (29,30). Bu azalıĢ, kolonik 

poliplerin saptanması ve çıkarılması, daha erken bir aĢamada KRK'lerin saptanması ve 

daha etkili primer ve adjuvan tedavilerin varlığı ile iliĢkilendirilmektedir (31). 

3.5. DeğiĢtirilebilir Risk Faktörleri 

3.5.1. Sigara Kullanımı 

Sigara kullanımı ile akciğer kanseri arasında sıkı bir bağlantı olmakla birlikte, 

sigara kolon ve rektum için de son derece zararlıdır (32). Sigara içmek, kolorektal 

kanserin bilinen öncü lezyonları olan adenomatoz poliplerin oluĢumunu ve büyümesini 

hızlandırır. Kolon ile rektumda bulunan daha büyük poliplerin uzun süreli sigara içiciliği 

ile korele olduğu bildirilmiĢtir (33). Tütün dumanı; heterosiklik aminler, nitrozaminler 

ve polisiklik hidrokarbonlar dahil olmak üzere bilinen kanserojenleri içerir ve bu 

bileĢiklerin, hayvan modellerinde Adenomatoz Polipozis Koli (APC) geni ile etkileĢime 

girdiği bilinmektedir (34). Yapılan çalıĢmalarda, kolorektal adenom büyüklüğü sigara 

içmeyenlerle sigara içenler arasında karĢılaĢtırıldığında, adenom büyüklüğünün sigara 

içen hastalarda önemli ölçüde daha fazla olduğu rapor edilmiĢtir (35,36). Bununla 

birlikte; cinsiyet, polip alt tipi, yer ve Ģiddetine bakılmaksızın sigara içiciliği ile polip 

riski arasında sıkı bir iliĢki olduğu bildirilmiĢtir (37,38). 
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3.5.2. Alkol Tüketimi 

Sigara kullanımı gibi düzenli olarak alkol tüketimi de kolorektal kanser 

geliĢtirme riski ile iliĢkilidir. Alkol tüketiminin, genç yaĢta kolorektal kanser geliĢimine, 

aynı zamanda distal kolondaki tümörlerin orantısız bir Ģekilde artmasına neden olduğu 

bildirilmiĢtir (32). Alkolün zararlı etkisi reaktif metabolitlerinden biri olan 

asetalaldehitten ya da alkolün kanserojen moleküllerin mukozal hücrelere 

penetrasyonunu artıran bir çözücü olarak iĢlev görmesinden ileri gelebilir (39). Blasiak 

ve arkadaĢları etanol maruziyeti ile kolonik mukoza DNA ipliklerinde kırılmalarda doza 

bağlı bir artıĢ tespit etmiĢlerdir (40). Bununla birlikte asetaldehitin kromozom 

kırılmasına neden olabilecek folat bozulmasına yol açabileceği ve alkolün bu 

mekanizmayla kolorektal karsinojenezi teĢvik edebileceği de bildirilmiĢtir (41). 

3.5.3.Beslenme AlıĢkanlığı 

Diyet, kolorektal kanser etiyolojisinde bugüne kadar tanımlanan en önemli 

eksojen faktör olmakla birlikte, gıda alıĢkanlıklarındaki değiĢiklikler ile kolorektal 

kanserlerin %70 inin önlenebileceği tahmin edilmektedir (42). Literatürde en sık 

incelenen diyet faktörlerinden bazıları; hayvansal yağ alımı ve kırmızı et tüketiminde 

artıĢ, azalan folat ile kalsiyum ve meyve ve sebze tüketimidir (33). 

Bazı çalıĢmalar artmıĢ hayvansal yağ alımı ile kolorektal polip riski arasında 

pozitif bir iliĢki olduğunu gösterirken (43,44), bazı çalıĢmalarda herhangi bir iliĢkinin 

olmadığı bildirilmiĢtir (45,46). Kolonoskopi tabanlı sistematik bir çalıĢmada, yüksek 

trigliserit ve yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol konsantrasyonlarındaki 

azalıĢ, kolorektal adenom prevalansının yüksek olması ile iliĢkilendirilmiĢtir (47). 
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Yüksek miktarda kırmızı ve iĢlenmiĢ et tüketimi kolorektal kanserin geliĢimine 

katkıda bulunan diğer bir beslenme alıĢkanlığıdır.  Kırmızı et tüketiminin kolorektal 

kanser ile pozitif iliĢkisinin altında yatan sebep; yüksek ateĢte piĢirilmiĢ etlerde 

poliaromatik hidrokarbonlar, heterosiklik aminler ve kolesterol oksidasyon ürünleri ile 

çesitli nitrozaminler gibi kanserojenik bileĢenlerin oluĢabilmesidir (48). 

Her ne kadar bazı diyetlerin diğerlerinden daha sağlıklı olduğu düĢünülse de, 

belirli diyet modelleriyle ilgili tanımlar güncel literatürlerde farklılık göstermektedir 

(33). Bazı araĢtırmalarda meyve ve sebze içeriği düĢük diyet yapanların kolorektal 

kansere yakalanma riskinin daha yüksek olabileceğini düĢündürmektedir (49,50). Godos 

ve ark. meyve ve sebze tüketiminin yüksek olduğu diyeti sağlıklı diyet, kırmızı/iĢlenmiĢ 

et, tuz, Ģeker ve rafine tahılların yüksek oranda tüketildiği diyeti ise sağlıksız diyet 

olarak tanımlamıĢlardır. Elde ettikleri analiz sonuçlarında ise, sağlıklı bir beslenme 

alıĢkanlığına sahip olan kiĢilerde kolorektal adenom riskinin %20 oranında azaldığı, 

sağlıksız bir diyet alıĢkanlığına sahip olanlar için neredeyse % 25'lik nispi bir risk artıĢı 

olduğunu belirtmiĢlerdir (51). 

Bazı epidemiyolojik çalıĢmalar ve meta-analizler, diyet folatı ile kolorektal polip 

ve kanser riski arasında ters bir iliĢki olduğunu gösterirken (43,52), bazıları folatın hiçbir 

etkisinin olmadığını veya risk artıĢına neden olmadığını bildirmiĢlerdir (53,54). Folatın, 

maruziyet zamanlamasına göre KRK riskini farklı Ģekilde etkileyebileceği varsayılmıĢtır 

(55). Normal mukozada folat eksikliği DNA instabilitesine neden olabilirken, yeterli 

miktarda folat varlığı kolorektal karsinojenezin baĢlama riskini azaltabilir (56). 

Prospektif kohort çalıĢmaları, yüksek kalsiyum alımının KRK riskini azalttığı, 

ancak bu etkisini 1000 mg/gün dozu üzerinde alım ile gösterebildiğini bildirmiĢlerdir 
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(57). Bu miktar da günde yaklaĢık üç bardak süt, yoğurt veya soyaya karĢılık 

gelmektedir (58). Kalsiyum, safra asitleri ve yağ asitlerini bağlayarak kalın bağırsaktaki 

neoplazilere karĢı koruma sağlayabilir, böylece onların kolonik epitel hücreleri 

üzerindeki proliferatif ve kanserojen etkilerini azaltır (33). 

Diyet lifinin dıĢkı hacmini ve atılım hızını artırarak, kolon bakteri florasını 

değiĢtirerek, toksik metabolitlerin üretimini önleyerek ve bu metabolitlerin bağırsak 

hücreleriyle temas sürelerini kısaltarak KRK riskini azalttığı düĢünülse de yapılan 

çalıĢmalardaki sonuçlar net değildir (49). ġöyle ki; KRK geliĢiminde diyet lifinin 

koruyucu etkisinin olduğunu destekleyen çalıĢmalar mevcutken (59,60), son zamanlarda 

yapılan randomize kontrollü bir çalıĢmada diyetsel lif alımının artırılması, adenomatöz 

polip öyküsü olanlarda adenomatöz poliplerin rekürrensini azalttığına dair net bir kanıt 

bulunamamıĢtır (61). Bununla birlikte, lif içeriği zengin diyetin genel sağlığa yararı 

nedeniyle, Amerikan Kanser Derneği ve Dünya Kanser AraĢtırma Fonu, kanserin 

önlenmesi için kepekli tahıl, meyve ve sebze içeriği yüksek bir diyetin tercih edilmesini 

önermektedir (62,63). 

3.5.4. Vücut Kitle Ġndeksi 

Normal kilolu insanlara kıyasla, obez erkekler yaklaĢık %50 oranında daha 

yüksek kolon kanseri riski taĢırken, obez kadınlarda bu oran yaklaĢık % 20 civarındadır 

(64). Bel çevresi ile ölçülen abdominal obezite de KRK riskini arttırır (65), bu yüzden 

vücut kitle indeksinin (VKĠ) bel çevresi ile birlikte ölçülmesi tavsiye edilmektedir (66). 

ArtmıĢ VKĠ ve kolorektal polip riski arasındaki iliĢkinin altında yatan mekanizmalar tam 

olarak bilinmemektedir. Buna karĢılık, insülin direncinin ve hiperinsülineminin, 
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insülin/insülin benzeri büyüme faktörü aksıyla mitojenik ve antiapoptotik 

sinyalizasyonuna yol açabileceği hipotezi ortaya konulmuĢtur (67). AĢırı kilo aynı 

zamanda kronik düĢük dereceli bir inflamasyon durumu olarak kabul edilebilir ve 

böylece kanser riskini artırabilir (68). 

3.5.5. Fiziksel Ġnaktivite 

Yapılan araĢtırmalarda fiziksel olarak aktif kiĢilerde, proksimal ve distal tümör 

geliĢim riskinin, daha az aktivite gösteren kiĢilere göre %25 daha düĢük olduğu 

bildirilmiĢtir (69,70). Bununla birlikte, KRK tanısından önce fiziksel olarak daha aktif 

olan kiĢilerin daha az aktif olanlara göre hastalıktan ölme olasılığının daha düĢük olduğu 

rapor edilmiĢtir (71). Yapılan baĢka bir çalıĢmada, fiziksel aktivitesi çok az olan kiĢiler 

(örneğin, saatlerce televizyon izleyerek vakit geçirenler) hareketli kiĢilere göre %25 ile 

%50 oranında artmıĢ kolon kanseri riski taĢıdığı gösterilmiĢtir (72). Yapılan bu 

çalıĢmalar fiziksel aktivitenin karsinogenez sürecinde rol oynadığını, bu etkiyi de 

bağıĢıklık fonksiyon geliĢimi, inflamasyon azalması, insülin düzeyinin azalması ve 

insülin direnci dâhil olmak üzere çeĢitli mekanizmalar üzerinden gösterdiği 

düĢünülmektedir (33).  

3.5.6.Nonsteroid Anti-Ġnflamatuvar Ġlaçlar 

Aspirin ve Nonsteroid Anti-Ġnflamatuvar Ġlaçların (NSAĠĠ'lerin), siklooksijenaz-

2 (COX-2) enziminin inhibe edilmesine aracılık eden anti-inflamatuvar ve apoptotik 

etkilerle KRK riskini azalttığı düĢünülmektedir (73,74). Bununla birlikte, aspirinin 

trombosit agregasyonunu inhibe edebildiği ve antitümorijenik etki sağlayabildiği 
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bildirilmiĢtir (74). Kolon kanseri geliĢen aspirin kullanan bireylerde aspirin 

kullanmayanlara göre daha az agresif tümör geliĢtiği ve bu kullanıcılarda sağkalımın 

daha iyi olduğu görülmektedir (75). Ancak bu ilaçların ciddi gastrointestinal kanama 

veya seçici COX-2 inhibitöründen ötürü kalp krizi geçirme riski gibi yan etkileri olması 

nedeniyle genel populasyonda kanser önleme amacıyla kullanılması önerilmemektedir. 

Bununla birlikte Amerika BirleĢik Devletleri Önleyici Hizmetler Görev Gücü (USPSTF) 

50 yaĢlarındaki kardiyovasküler hastalık riski taĢıyan belirli bireyler için kalp damar 

hastalığı ve KRK'nin önlenmesi için günlük düĢük dozda aspirin kullanımını 

önermektedir (76).  

3.6. KRK’da DeğiĢtirilemeyen Risk Faktörleri 

3.6.1.YaĢ 

Kolorektal kanser geliĢme riski ilerleyen yaĢla birlikte artar ve bu kanser türü 40 

yaĢından önce nadir görülür; insidansı 40 ile 50 yaĢ arasında belirgin bir Ģekilde artmaya 

baĢlar ve sonraki her on yılda yaĢa özgü insidans oranları daha da artar.  Kolorektal 

kanser vakalarının %90'ından fazlası 50 yaĢ ve üstü kiĢilerde görülür. 65 ile 85 yaĢ 

arasındaki kiĢilerin kolorektal kanser geliĢtirme olasılığı 50 yaĢın altındaki bireylerden 

altı kat daha fazladır (77). 

3.6.2. Cinsiyet 

KRK insidansı erkeklerde kadınlardan yaklaĢık %30 daha yüksek iken, mortalite 

oranları yaklaĢık % 40 daha yüksektir. Kadınlar ve erkekler arasındaki oranların farklı 

olmasının nedenleri tam olarak anlaĢılamamıĢtır, ancak kısmen risk faktörlerine (örneğin 
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sigara içimi) maruz kalma ve seks hormonlarının etkisi olabileceği düĢünülmektedir 

(78). 

3.6.3. Kalıtım ve Aile Öyküsü 

Kolorektal karsinom hem sporadik, hem de kalıtsal olarak ortaya çıkabilir (79). 

Vakaların % 70 ile % 75'inde sporadik tür görülürken, yaklaĢık %20 ile 25'i aile 

öyküsüne sahip kiĢilerde görülür. 60 yaĢından önce kolon kanseri veya kolon polipleri 

teĢhisi konmuĢ birinci derece akrabaya sahip olan kiĢilerin önemli bir kolon kanseri 

öyküsü olduğu kabul edilir (80). Son araĢtırmalar, aile riskinin birinci derece akrabaların 

ötesine geçtiğini göstermektedir (81). Ayrıca adenom teĢhisi konan birinci veya ikinci 

dereceden akraba olan kiĢilerde de risk artmaktadır (82). 

Karakterize edilmiĢ herediter sendromlar, tüm KRK'lerin yaklaĢık %5'ini 

oluĢturur ve bunlar spesifik gen mutasyonları ile iliĢkilidir (83). En sık görülen kalıtsal 

durumlar Lynch sendromu olarak da adlandırılan HNPCC ve FAP tır. HNPCC, DNA 

tamir prosesinde yer alan genlerdeki mutasyonlarla, yani HNPCC'li bireylerde sorumlu 

mutasyonlar olan MLH1 ve MSH2 genleriyle iliĢkilidir. Lynch sendromlu bireyler, 

endometrial, yumurtalık, ince bağırsak ve mide de dâhil olmak üzere çok çeĢitli baĢka 

kanserlerde de yüksek risk altındadır (84). Lynch sendromlu kiĢilerde tahminen 

erkeklerin %18'inde ve kadınların %19'unda, 50 yaĢına kadar KRK geliĢecek ve yaĢ 

ilerledikçe sırasıyla bu oran %45 ve %54'e yükselecektir (85). 

FAP varyantları (Gardner sendromu, Turcot sendromu ve attenue familyal 

adenomatöz), KRK'lerin %1'inden azını oluĢturur. Tipik FAP'da, çocukluk çağında çok 

sayıda kolon adenomu görülür ve semptomlar ortalama olarak yaklaĢık 16 yaĢında baĢlar 
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ve tedavi edilmeyen kiĢilerin %90'ında 45 yaĢına kadar kolon kanseri geliĢir. FAP, 

kromozom 5 üzerinde bulunan APC genindeki germline mutasyonlarından kaynaklanır. 

Aynı gen attenue FAP formunda da rol oynar, ancak APC gen mutasyonlarının yerleri 

farklıdır (86). 

3.6.4. Ġnflamatuvar Bağırsak Hastalığı 

3.6.4.1. Ülseratif Kolit  

Ülseratif kolit kolon ve rektum mukozasında inflamasyona neden olur ve kronik 

ülseratif kolit ile kolon neoplazisi arasında sıkı bir iliĢki vardır (87). Pankolit genel 

popülasyonda kolon kanseri geliĢme riskini 5-15 kat artırırken, kolonun sol tarafı ile 

sınırlı olan ülseratif kolit bu riski üç kat artırır, bununla birlikte sadece proktit veya 

proktosigmoidit ile riskin anlamlı olarak artmayacağı bildirilmiĢtir (88).  

3.6.4.2. Crohn Hastalığı  

Kolorektal kanser oluĢma riski kolon tutulumu olan Crohn hastalarında en az 

ülseratif kolitte olduğu kadar artmıĢ düzeydedir (89). 

3.6.4.3. Abdominal Radyasyon  

Çocukluk çağı malignitesinde abdominal radyasyon alan kiĢiler, sonraki 

gastrointestinal neoplazmalar açısından önemli derecede artmıĢ risk altındadırlar 

(90,91). Çocuk Onkoloji Grubu rehberleri, 30 Gy veya daha fazla abdominal radyasyon 

alan çocukluk kanseri mağdurları için radyasyon alınımından 10 yıl sonra veya 35 

yaĢından itibaren baĢlamak suretiyle her 5 yılda bir kolonoskopi yapılmasını 

önermektedir (92). 
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3.7.Nonsteroid Anti-Ġnflamatuvar Ġlaçlar 

NSAĠĠ'ler anti-inflamatuvar, anti-piretik ve analjezik farmakolojik etki/yan 

etkiler gösteren ve dünya çapında en sık reçete edilen ilaçlardır (93). NSAĠĠ'ler hem 

hidrofilik hem de hidrofobik gruplardan oluĢtukları için amfifilik moleküllerdir. 

Hidrofobik özelliklerinden dolayı suda az miktarda çözünürler ve anti-piretik, anti-

inflamatuvar ve trombosit aggregasyonunu önleyici özellikler sergilerler. NSAĠĠ'ler 

ayrıca kan damarlarında pıhtılaĢma inhibitörü olarak hareket ederler ve böylece kalp 

krizi ve kolon kanserinin önlenmesine yardımcı olurlar (94). 

3.7.1 NSAĠĠ'lerin Anti-inflamatuvar Etkileri  

NSAĠĠ ler siklooksijenazı yarıĢmalı ve geri dönüĢümlü inhibe ederek 

prostaglandin sentezini baskılarlar ve prostaglandinlerin görev gördüğü inflamatuvar 

reaksiyonları kontrol altına alarak anti-inflamatuvar etki gösterirler (95). 

3.7.2. NSAĠĠ'lerin Anti-Piretik Etkileri 

Malignite, inflamasyon veya enfeksiyon gibi durumlar lökositlerden pirojenik 

etkili sitokinlerin (Ġnterlökin (IL)-1, IL-2, IL-6, Tümör Nekrozis Faktör (TNF), 

interferon vb.) salınımına yol açarlar. Bu sitokinler, prostaglandin E2 (PGE2) sentezini 

uyararak termoregülatuvar merkezin ayar noktasını (set-point) yükseltirler. NSAĠĠ ler 

PGE2 nin sentezini ve salınımını azaltarak, periferik vazodilatasyon ve terleme ile ısı 

kaybını arttırarak anti-piretik özellik gösterirler (95). 
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3.7.3.NSAĠĠ'lerin Analjezik Etkileri  

NSAĠĠ ler inflamatuvar süreçte hücrelerden lokal olarak salgılanan bradikinin, 

histamin ve diğer kimyasal mediyatörlere sinir uçlarının daha duyarlı hale gelmesine yol 

açan PGE2 sentezini azaltarak analjezik etki gösterirler ve böylelikle ağrı hissini 

azaltırlar (95). 

3.8. NSAĠĠ ve COX-2 Ġnhibitörlerinin KRK’deki Rolü 

NSAĠĠ'lerin ve COX-2 inhibitörlerinin (coxibs) KRK'nin kemoprevensiyonu için 

umut verici ajanlar oldukları bildirilmiĢtir. Bu ajanların tümorogenez üzerindeki 

baskılayıcı etkisi bir dizi epidemiyolojik, klinik çalıĢma ve hayvan deneyleri ile 

desteklenmiĢtir. NSAĠĠ ve coxib ler apoptozis, hücre döngü arresti ve anjiyogenezin 

inhibisyonu gibi yollarla tümör oluĢumunu inhibe ederler (96). COX enziminin COX-1, 

COX-2 ve COX-3 olmak üzere 3 izoformu vardır. COX-1; yapısal, konstitütif izoform 

olup, böbrek kan akıĢını düzenler ve bağırsak mukozasının bütünlüğünü korur. Normal 

hücre aktivitesini düzenleyen PG lerin sentezlenmesinde yer alır. Aktivasyon 

durumunda ise farklı fonksiyonlarda görev yapar (PGI2 üretimi, endotelyumdan 

salındığında antitrombojenik, gastrik mukozadan salındığında hücre koruyucu etkisi vb. 

gibi). Trombositlerdeki COX-1, Tromboksan A2 (TXA2) üretimini indükleyerek 

trombositlerin agregasyonu yoluyla beklenmeyen kanamaların oluĢmasını engeller (97).  

 COX-2 promotor bölgelerinde taĢıdığı inflamatuvar mediatörlere duyarlı 

transkripsiyon faktörü sayesinde hızlı uyarılabilir. COX-2'nin inflamasyon ve 

neoplazinin geliĢtiği dokularda daha fazla eksprese olduğu ve inflamasyonda görevli 
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PG lerin sentezine aracılık etttiği bildirilmiĢtir. Normal dokularda aktivitesi 

ölçülemeyecek kadar düĢüktür (98). COX-3 ise COX-1 in ek varyantı olup, 

asetaminofen inhibisyonuna duyarlıdır ve fonksiyonu tam olarak aydınlatılamamıĢtır 

(99). NSAĠĠ ler temel etkilerini yarıĢmalı, geri dönüĢümlü olarak farklı düzeyde COX-1 

ve COX-2 enzim inhibisyonuyla birlikte PG sentezini azaltarak gösterirler (100). COX-1 

ve COX-2 enzimleri araĢidonik asitten (AA) prostaglandin (PG'ler) ve tromboksan 

oluĢumunu katalize ederler (101). COX-2 geni, neoplastik ve inflamatuvar uyaranlarla 

(sitokinler, büyüme faktörleri ve mitojenler vb.) transkripsiyonel olarak düzenlenen bir 

gendir ve tümorogenezde önemli rol oynar. COX-2 düzeylerinin premalign ve malign 

dokularda yükseldiği bildirilmiĢtir (102). KRK nın % 85-90'ında ve adenomların %40-

50'sinde, COX-2 ekspresyonu artar (103). Her iki COX (COX-1 ve COX-2) enzimi 

AA'nın PG öncüsü olan prostaglandin H2'ye (PGH2) dönüĢmesini katalize eder (104). 

(ġekil 5). 
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ġekil 5. NSAĠĠ'lerin ve coxib'lerin genel mekanizması, COX sinyal transdüksiyonu kaskadının 

inhibisyonu (105). 

 

PG'ler, özellikle de PGE2, COX-2'nin proinflamatuvar ve tümör teĢvik edici etki 

göstermesine aracılık ederler (106). PGE2, hücre büyümesini ve inflamasyon ile ilgili 

sayısız süreci uyarır (107). ArtmıĢ PGE2'nin düzeyi kolon kanserogenezini hızlandıran 

lipid peroksidasyonu ve DNA eklentilerinin oluĢumu ile koreledir (108). 
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NSAĠĠ ların kimyasal yapılarına göre sınıflandırılmaları (109): 

 Salisilatlar (Aspirin, Diflunisal) 

 Paraaminofenol türevleri (Asetaminofen) 

 Asetik asid türevleri (Ġndometazin, Diklofenak, Etodolak, Sulindak,  Mefenamik asid, 

Meklofenamatlar, Flufenamik asid, Ketorolak)  

 Propiyonik asid türevleri (Naproksen, Ġbuprofen, Fenoprofen, Ketoprofen, 

Oksaprozin, Flurbiprofen) 

 Pirazolon türevleri (Aminopirin, Propifenazon, Metimazol soydum (dipiron), 

Fenilbutazon, Oksifenbutazon) 

 Profenler (fenilpropionik asid türevleri) 

 Enolik asid türevleri (Nabumeton, Piroksikam, Meloksikam) 

 Selektif COX-2 inhibitörleri (Selekoksib, Rofekoksib, Valdekoksib, Etorikoksib, 

Parekoksib, Lumirakoksib). 

 Diğer ilaçlar (Glukozamin hidroklorür).    

 NSAĠĠ ların ilk temsilcisi Aspirin dir. COX-1 ve COX-2 molekülünde, substrat 

araĢidonik asidin içine girerek bağlandığı kanal çeperindeki bir amino asid rezidüsünü 

asetilleyerek bu enzimleri geri dönüĢümsüz olarak inhibe eder; diğer NSAĠĠ lar ise geri 

dönüĢümlü inhibisyona neden olurlar (109). NSAĠĠ ler kimyasal çeĢitlilik açısından 

geniĢ bir yelpazeye sahip olmalarına rağmen tamamı COX un aktif bölgesindeki Arjinin 

(Arg)-120 ile iyon çifti oluĢturan bir karboksilat fonksiyonuna (AA ile benzer) 

sahiptirler (110). 
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 3.9. COX-2 Ġnhibitörleri 

COX inhibitörleri, analjezik, anti-inflamatuvar ve anti-piretik özellikleri 

nedeniyle birçok hastalık türünde kullanılmaktadırlar. NSAĠĠ'lerin COX-1 ve COX-2 

enzimleri üzerine olan selektiviteleri aynı olmayıp, büyük farklılıklar göstermektedir. 

ġöyle ki, selektif olmayan inhibisyonda COX-1 enzim inhibisyonuna bağlı yan etkiler 

ortaya çıkarken, selektif inhibisyonda inflamasyon yan etkiler olmadan baskılanabilir. 

Klasik NSAĠĠ ler her iki enzimi (COX-1 ve COX-2) birden inhibe ederken, COX-2 

inhibitörleri indüklenebilir COX-2'yi inhibe etmekte ve yapısal yan etki ortaya 

çıkmaksızın inflamasyonu baskılamaktadırlar. Bu yaklaĢımla COX-2 inhibitörleri 

sınıflandırılacak olursa; 

a) COX-2 selektif ajanlar: Klinik terapotik dozlarda insan ve hayvanda COX-2 

inhibisyonu yaparken, artan dozlarda belirginleĢen COX-1 inhibisyonuna neden 

olurlar (meloksikam, nabumetane, nimesulid vb). 

b) COX-2 spesifik ajanlar: Maksimum terapotik dozda bile klinik olarak anlamlı 

COX inhibisyonuna neden olmayan ajanlardır (selekoksib, rofekoksib vb) (111). 

 3.9.1. Diklofenak 

 Diklofenak (DCF), 2-{2-[(2,6-dikloroanilino)fenil]asetik asit, diğer birçok tıbbi 

kullanımın yanı sıra akut- kronik ağrıların özellikle de iskelet- kas sistemi ağrılarının 

tedavisinde kullanılan kısa yarı ömürlü nonselektif NSAĠĠ türü bir ilaçtır (112). 

Diklofenak ın anti-inflamatuvar etkisi, COX enzimlerini inhibe edebilmesinden ileri 

gelmektedir. Bununla birlikte bu ilaç, analjezik, anti-inflamatuvar ve anti-piretik 



28 
 

özelliklere sahip fenilasetik asit yapısına sahiptir ve COX-2'yi, COX-1'e kıyasla daha 

güçlü bir Ģekilde inhibe eder (113). Yapılan deneysel çalıĢmalarda diklofenakın tümör 

ksenograftlarının büyümesini, bununla birlikte konsantrasyona bağlı bir Ģekilde kanser 

hücresinin çoğalmasını inhibe ettiği bildirilmiĢtir (114,115). Sıçan kolon kanseri 

modelinde de kemopreventif bir ajan olarak etki gösterdiği bildirilmiĢtir (116). 

 

ġekil 6. Diklofenak ın yapısı (117). 

3.9.1.2. Diklofenak’ın Etki mekanizması 

DCF'nin antikanser etkilerini açıklamak için sunulan birden fazla etki 

mekanizması vardır ki bu etki mekanizmalarının çoğu özellikle selekoksib ve diğer 

benzer NSAĠĠ türü COX-2 inhibitör ilaçlar için ortak özellik gösterir (118). COX 

yolu ve araĢidonik asit ve diğer yağ asitlerinden PG, prostasiklin ve tromboksan 

türleri üretilir. Bu yolda ilk olarak COX enziminin katalizlediği reaksiyon ile PGH-2 

üretilir. Daha sonra PGE2 sentetaz enzimi ile PGH-2 den hızlı bir Ģekilde biyolojik 

olarak aktif olan PGE2 sentezlenir (119). Daha önce tanımlanmıĢ olan COX- 1 

enzimi birçok dokudaki hücre membranın yapıcısı olarak ifade edilirken; COX-2 

enzimi sitokinler, büyüme faktörü ve endotoksinler gibi çeĢitli faktörleri tetikleyicisi 
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olarak bilinir (120) .COX-2 enzim sentezinin artması, proinflamatuvar oluĢumun 

evrensel transkripsiyon faktörü olarak bilinen nükleer faktör kappa β (NF-κβ) 

aktivasyonu ile baĢlar. Akut inflamasyonda COX-2 enzimi endotel, epitel ve stromal 

hücrelerde, monosit ve lenfositlerde PGE2 üretimini bazal düzeyin 100 katına çıkarır 

(119). YükselmiĢ PGE2 düzeyleri, pro-tümör mikro-ortamı ile iliĢkili kronik 

inflamasyonla iliĢkilidir. Özetle, DCF, diğer COX enzimlerinin inhibitörleri ile ortak 

olarak PGE2 sentezini azaltma eğilimi gösterir, bu nedenle DCF'nin antikanser 

etkilerinin çoğu, doğrudan veya dolaylı olarak PGE2 düzeylerindeki azalmayla 

iliĢkilidir (121).  

 

ġekil 7.  AraĢidonik asitin COX Yolu (122). 

3.9.1.3. Diklofenak ve Kolorektal Kanser  

DCF de dâhil olmak üzere çeĢitli NSAĠĠ'lerin anti-proliferatif etkileri 1994 

yılında üç insan kolon kanseri hücre hattında (HT 29, SW480 ve DLD-1) in vitro olarak 
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değerlendirilmiĢ ve DCF'nin anti-proliferatif bir etki gösterdiği bildirilmiĢtir (123). Daha 

sonra araĢtırmacılar, bir BALB/c murin modelinde implante edilmiĢ kolon-26 

adenokarsinom tümörlerinde DCF'nin hiyalüronan ile topikal uygulamasının in vivo 

etkisini incelemiĢ ve 6 mg/kg'lık bir dozda topikal uygulamanın tümör oluĢumunu 

geciktirdiği, daha sonra kontrollere kıyasla tümör büyümesini durdurduğu bildirilmiĢtir 

(124). 

Bununla birlikte, diklofenak onkoloji hastalarında kanserle iliĢkili ağrının 

tedavisinde ümit verici bir ilaç haline gelmiĢtir. ġöyle ki, deneysel çalıĢmalara göre 

Diklofenak ın hücre canlılığını azaltan etkileri nedeniyle kemoterapötik bir ilaç olarak 

önerilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada yüksek konsantrasyonlarda diklofenak, yüksek 

agresif kolon kanseri hücrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine 

kıyasla hücre canlılığı kaybını arttırabilmiĢtir (125). 

3.9.2. Selekoksib 

Bir diarilpirazol türevi olan Selekoksib, 4-[5-(4-Metilfenil)-3-(triflorometil) 

pyrazol-1-il] benzen sulfonamid kimyasal yapısında COX-2'yi seçici olarak inhibe eden 

NSAĠĠ türü bir ilaçtır. Akut ve kronik ağrılar ile çeĢitli artrit formlarının tedavisinde 

kullanılır ve analjezik, anti-inflamatuvar ve anti-pretik özellik gösterir (126). Bununla 

birlikte Selekoksib in kolorektal, meme ve baĢ-boyun kanseri gibi farklı kanser 

türlerinde kemopreventif ajan olarak aktif bir Ģekilde kullanıldığı da bildirilmiĢtir (127). 

Bu nedenle kolon kanserli hastaların adjuvan tedavisi için selekoksib kullanımı 

Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi tarafından onaylanmıĢtır (128). Selekoksib in anti-tümör 

etkisini gösterdiği mekanizma tam olarak aydınlatılamamıĢ olsa da etki mekanizmasının 
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terapötik konsantrasyonda COX-2 izoenzimini inhibe ederek prostaglandin sentezini 

önlemesine dayandığı düĢünülmektedir (129).  

 

ġekil 8: Selekoksib in Yapısı (130). 

 

3.9.2.1. Selekoksib’in Etki Mekanizması 

Seçici COX-2 inhibitörleri, özellikle selekoksib, klinik çalıĢmalarda çeĢitli 

maligniteler için potansiyel bir kanser kemopreventif ve terapötik ajan olarak 

kullanılmaktadır (130). Selekoksib in FAP hastalarında ve sporadik kolorektal adenom 

hastalarında kolorektal polip sayısını önemli ölçüde azalttığı bildirilmiĢtir (131,132). 

Bununla birlikte Selekoksib in, kolon, akciğer ve prostat kanseri dâhil olmak üzere 

invaziv tümörlerde antikanser etkisi olduğu hem in vitro hem de in vivo olarak 

gösterilmiĢtir (133-135). Selekoksib in, anti-kanser etki mekanizması net olmasa da 

apoptoz indüksiyonu, hücre döngü arresti, anjiyogenezin düzenlenmesi ve endoplazmik 

retikulum stresinin indüklenmesi Ģeklinde olabileceği düĢünülmektedir (130). (ġekil 9). 
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Yapılan hücre kültürü çalıĢmalarında selekoksib in hücre döngü progresyonunu inhibe 

ettiği, bununla birlikte p21 (CDKN1A geni tarafından kodlanan) ve p27 (CDKN1B geni 

tarafından kodlanan) hücre döngü inhibitörlerinin ekspresyonunu artırdığı ve/veya 

CCNA1, CCNB1 ve CCND1 genleri tarafından kodlanan siklinlerin ekspresyonunu 

azalttığı gösterilmiĢtir (136-137). Selekoksib ile tedavi edilen insan kolon kanser 

hücrelerinde artmıĢ β-katenin degredasyonu gözlenmiĢtir ve bu durum tümör hücresinde 

belirgin azalmalar ile iliĢkilendirilmiĢtir (138). Selekoksib tarafından apoptozun 

uyarılması, kaspazlar ve CHOP gibi proapoptoz moleküllerin aktivasyonu (139) ve de 

Fosfoinositide Bağımlı Protein Kinaz 1 (PDK1) gibi antiapoptotik moleküllerin 

inhibisyonu ile iliĢkilidir (130). Selekoksib tedavisinin kanser dokularında ve hücre 

hatlarında vasküler endotel hücre büyüme faktörü (VEGF) ekspresyonunu azalttığı ve 

matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) ekspresyonunu artırdığı bildirilmiĢtir (140,141). 

COX-2'nin yanı sıra selekoksib, antitümör yanıt mekanizmasında önemli rol 

oynayabilecek diğer birkaç hedefi doğrudan bağlayabilir ve engelleyebilir. PDK1, 

Selekoksibin doğrudan bir hedefidir ve PDK1/Akt sinyallemesinin inhibisyonu, hem 

kolon hem de prostat tümör hücre hatlarında selekoksib kaynaklı apoptoz ile 

bağlantılıdır (142,143). 

Selekoksib ayrıca sarkoplazmik/ER kalsiyum ATPaz'a bağlanır ve onu inhibe 

eder (144). Bu bağlanma, sitozole kalsiyumun hızlı bir Ģekilde sızmasına neden olabilir, 

ER stresini tetikler ve sonuçta apoptoza yol açar (145). Bu aktivite selekoksib için 

oldukça spesifiktir ve diğer COX inhibitörleri ile iliĢkilendirilmemiĢtir (130). 
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ġekil 9. Selekoksib in apoptoz indüksiyonu, hücre döngüsü arresti, anjiyogenezin düzenlenmesi 

ve endoplazmik retikulum stresinin indüklenmesi gibi muhtemel antikanser mekanizmaları. 

CACN: L tipi kalsiyum kanalları; KCNQ: voltaj kapılı potasyum kanalları; MMP9, 

metaloproteinaz; NSAID, nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaçlar; PGH2, prostaglandin H2; PGE2, 

prostaglandin E2; PGI2, prostasiklin; PGD2, prostaglandin D2; PGF2, prostaglandin F2; 

PTGER, prostaglandin E reseptörleri; SERCA, sarkoplazmik/ER kalsiyum ATPazları; TXA2, 

tromboksan A2; VEGFA, vasküler endotelyal büyüme faktörü A (130). 

 

3.9.2.2. Selekoksib ve Kolorektal Kanser 

KRK kemoprevensiyonu için NSAĠĠ'lerin uzun süreli kullanımı COX-1 

inhibisyonunun yol açabileceği gastrointestinal ülserasyon ve perforasyon gibi yan 
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etkiler nedeniyle önerilmemektedir (146). Bu yan etkilerden kaçınmak amacıyla, 

selekoksib ve rofecoksib gibi seçici COX-2 inhibitörü geliĢtirilmiĢtir. Yapılan klinik 

çalıĢmalarda, coxib'lerin geleneksel NSAĠĠ'lere benzer, ancak daha az gastrointestinal 

toksisiteye sahip anti-inflamatuvar aktivitelere sahip olduğu bildirilmiĢtir (147). Bununla 

birlikte Selekoksib in insan kolon kanseri hücrelerinde survivinin ekspresyonunu ve 

aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiĢtir (148,149). Survivin, apoptoz inhibitör ailesinin bir 

üyesi olup, hücre proliferasyonu ve sağkalımının temel bir düzenleyicisi olarak görev 

görür. Normal koĢullar altında, survivin, baĢlıca embriyonik geliĢim sırasında bulunur ve 

yetiĢkin dokusunda tespit edilmez. Survivin yüksek oranda tümöre özgüdür ve KRK'de 

ve hemen hemen bütün diğer insan kanserlerinde aĢırı eksprese edilir (150). 

3.10. Western Yöntemi ile Değerlendirilen Seçili Kanser Yolağı 

Parametreleri 

3.10.1. Fosfataz ve Tensin Homoloğu (PTEN)  

1997 yılında keĢfedilmiĢ olan fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN) 10q23.31 

kromozomu üzerinde lokalize olan ve 403 aminoasitten oluĢan bir tümör süpresör 

genidir (151,152). ĠĢlevsel olarak PTEN, p-tirozin, -serin ve -treonin rezidülerini 

defosforile ederek protein fosfataz aktivitesi, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatın (PIP3) 

inositol halkasının D3-pozisyonundaki fosfat grubunu defosforile ederek de lipid 

fosfotaz aktivitesi gösterir (153). PTEN' in baĢlıca hücresel substratı, ikincil haberci olan 

PIP3 tür ve 3,4,5 trifosfat fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K) enzimi aracılığıyla PIP3'ü 

defosforile ederek fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfata (PIP2) 'ye dönüĢtürür (154,155). 
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PTEN, PI3K sinyalini dolayısıyla PIP3'e bağlı prosesleri (hücre yaĢamı, büyümesi ve 

çoğalması) inhibe eder.  PTEN'in baĢlıca biyolojik fonksiyonu lipid substratlarını 

defosforile etmektir ancak PTEN'in hücre göçünün engellenmesi ve hücre siklüsünün 

durdurulması dâhil olmak üzere bazı biyolojik etkilerinden sorumlu olan protein fosfataz 

aktivitesi gösterdiği de rapor edilmiĢtir (156,157). PTEN in fonksiyon gösterdiği 

hücresel olaylar ġekil 10 da gösterilmiĢtir. 

PTEN kanser vakalarında somatik mutasyonlar, gen susturma veya epigenetik 

mekanizmalar yoluyla fonksiyonunu kaybeder. Tümör ile iliĢkili mutasyonlar, tüm 

PTEN domainlerinde meydana gelebilir, bu nedenle her bir ayrı protein bölgesinin (ve 

ilgili her bir PTEN aktivitesinin), kanser baĢlangıcı ve progresyonu ile patolojik olarak 

ilgili olabileceğini düĢündürmektedir. Bununla birlikte, yapılan çalıĢmalarda PTEN 

gen/protein oranının tümör geliĢimi ile kantitatif olarak iliĢkili olduğu ve PTEN 

fonksiyonunun kısmi kaybının bile bazı insan malignitelerinde büyümeyi teĢvik etmek 

için yeterli olabileceği bildirilmiĢtir (158,159). 

 
 

ġekil 10: PTEN Regülasyonu ve Fonksiyonları (160). 
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3.10.1.1. PTEN ve Kolorektal Kanser 

PTEN mutasyonları kolorektal kanserde sıkça görülür ve mitojenle aktifleĢtirilen 

protein kinaz (MAPK) inhibitörüne dayalı tedavilere yanıtın potansiyel belirteçlerini 

oluĢturur. Aslında, sporadik kolorektal kanserlerin % 5-30 uda PTEN kaybı veya 

PTEN i inaktive edici mutasyonlar gözlenir (161,162). 

PTEN ekspresyonu ve mutasyon oranının sağ taraflı (proksimal) kanserlere 

kıyasla sol taraflı (distal) KRK'de daha düĢük olduğu rapor edilmiĢtir (163,164). Bu 

bulgunun proksimal ve distal sporadik KRK'lerin tümörgenezine yol açan farklı genetik 

mekanizmalarla ilgili olması muhtemeldir. Sağ kolonda ortaya çıkan kanserler genellikle 

mikrosatellit instabilite (MSI) ile distal kolonda ve rektumda ortaya çıkanlar ise sıklıkla 

kromozomal instabilite ile karakterize edilir. Bu nedenle, PTEN değiĢikliklerinin MSI ve 

MSI'ye yol açan mekanizmalarla bağlantılı olabileceği söylenebilir. Bununla birlikte, 

yapılan çalıĢmalarda PTEN mutasyonları ve MSI arasında doğrudan bir iliĢki olduğu 

gösterilmiĢtir; bu da PTEN geninin, MSI kolorektal tümörgenezinde genomik 

instabilitenin bir hedefi olabileceğini düĢündürmektedir (165,166). 

3.10.2.Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) 

Fosfoinositid kinazlar (PIK'ler), fosfoinositidlerin inositol halkasını fosforile 

eden, böylece sinyal transdüserleri olarak iĢlev gören lipid kinazlardır. Karbonhidrattaki 

fosforilasyon bölgesine bağlı olarak, PIK'ler üçe ayrılır: fosfoinositid 3-kinazlar (PI3Ks), 

fosfoinositid 4-kinazlar (PIP4Ks) ve fosfoinositid 5-kinazlar (PIP5Ks) (167). PI3K'ler 

yapısal özelliklerine, substrat seçiciliklerine, subünitelerine, aktivasyon 

mekanizmalarına ve fonksiyonlarına bağlı olarak üç sınıfa ayrılırlar. Sınıf 1 PI3K'lar 
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sırasıyla katalitik (p110) ve bağdaĢtırıcı/düzenleyici (p85) olmak üzere 2 subünitten 

oluĢur (168). (ġekil 11). p85 düzenleyici alt birimin farklı izoformları PIK3R1, PIK3R2 

ve PIK3R3 genleri tarafından kodlanırken, p110α, p110β ve p110δ katalitik alt birimleri 

sırasıyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleri tarafında kodlanır (168,169). 

 

ġekil 11. PI3K yapısı: Yapısal ve biyokimyasal özellikleri farklı olan üç tip PI3K 

bulunmaktadır. Sınıf I PI3K'lar, karsinom geliĢimine en çok neden olanlardır ve p85 

izoformu ile (p110α, p110β, p110δ için) veya p101 veya p87 (p110δ için) kompleks 

halinde bulunurlar. p85 izoformları iki Src homolog 2 (SH2) domaininden oluĢur ve 

PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3R3 tarafından kodlanır. II. Sınıf PI3K'lar düzenleyici alt 

birimlere sahip değildir, ancak protein-protein etkileĢimlerine aracılık edebilecek amino 

ve karboksi terminal uzantılarına sahiptir. Sınıf III PI3K lar, proteinlerin ve veziküllerin 

yapımında rol oynuyor gibi görünmektedir (168). 

 

PI3K kompleksi, büyüme faktörü tarafından aktive edildiğinde, kompleks 

sitoplazmadan iç hücre zarı üzerindeki tirozin kinaz reseptörüne alınır. Burada PIK3CA, 

substrat PIP2 yi inositol halkanın 3 konumunda fosforile eder ve ikincil haberci olan 

PIP3 ü oluĢturur. PIP3 düzeyleri, PTEN ve SH2 içeren inozitol 5-fosfataz (SHIP) gibi 

fosfatazların etkisiyle sıkı bir Ģekilde düzenlenir (170). PI3K sinyal yolağı, glukoz 
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homeostazı, protein sentezi, hücre çoğalması ve hayatta kalma gibi kritik hücresel 

iĢlemlere aracılık ederek hücresel fizyolojide merkezi bir rol oynar (171). Dolayısıyla bu 

yolak kanser tedavisi ile ilgili yapılan araĢtırmalarda önemli bir hedef olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. 

 

ġekil 12. PTEN/PI3K/Akt Yolağının Düzenlenmesi (160). 

 

3.10.2.1. PI3K ve Kolorektal Kanser 

Yapılan çalıĢmalarda, PI3K/Akt/mTOR sinyallerinin kanser büyümesi, 

metabolizması, hayatta kalma ve motilite üzerinde merkezi role sahip olduğu 

bildirilmiĢtir (172,173). PI3K/Akt /mTOR yolağı, insan kanserlerinde tümörlerin % 30-

50'sini etkileyen ve en sık aktive olan yolaklardan biridir. Bu yolağın inhibe edilmesi 

hem hücresel proliferasyonun azalmasına hem de hücresel ölümün artmasına yol açabilir 

(174). PI3K/Akt/mTOR yolağının patolojik aktivasyonuna, PI3K nın nokta 

https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.2013.00326/full&psig=AOvVaw3eHuYmsvN-LgkdwYUjgIAW&ust=1575018281064973
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mutasyonları, PTEN in inaktivasyonu ve Akt'nin amplifıkasyonu veya mutasyonu gibi 

birçok faktör neden olabilir (175). PI3K/Akt/mTOR patolojik sinyalleĢmeye, reseptör 

tirozin kinazlar (RTK'lar), G protein-bağlantılı reseptörler ve diğer onkojenler dâhil 

olmak üzere baĢka yollarla sebep olabilir (176,177). 

3.10.3.Akt 

Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, proliferasyon ve surviv dâhil olmak 

üzere kritik hücresel fonksiyonları düzenlemede kilit rol oynayan bir serin/treonin 

protein kinazıdır (178). Akt;  Akt1 (PKBα), Akt2 (PKBβ) ve Akt3 (PKBγ) olmak üzere 

3 izoformdan oluĢur ve bu izoformlar, bir N-terminali pleckstrin homoloğu domaini 

(PH), bir kinaz domaini ve bir hidrofobik motif içeren C-terminali regülatör 

domaininden oluĢan korunmuĢ bir yapıyı paylaĢırlar (179,180). ġekil (13). Akt 

izoformları farklı genlerin ürünleri olmalarına rağmen, aminoasit dizilimlerinde %80'den 

fazla homoloji gösterirler ve benzer aktivasyon mekanizmalarına sahiptirler (181). 

 

ġekil 13. Akt izoformları arasındaki homoloji (178). 

 

Akt izoformları her hücre tipinde ve dokusunda bulunurlar (182). Akt1, beyin, 

kalp ve akciğerlerde, Akt2 çoğunlukla iskelet kaslarında, Akt3 ise beyin, böbrek ve 

embriyonik kalpte eksprese edilir (179). Akt izoformlarının hücresel lokalizasyonları da 
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farklılık gösterir. Akt1'in sitoplazmada; Akt2 nin çekirdekte, sitoplazmada ve 

mitokondride; Akt3'ün ise nükleer zarda yerleĢmiĢ olduğu bilinmektedir (183). Bu 

izoformların farklı fizyolojik fonksiyonlara sahip olduğunu doğrulamak için Akt1, Akt2 

veya Akt3 knockout farelerde araĢtırmalar yapılmıĢtır ve bu çalıĢmalarda Akt1'in hücre 

yaĢamı için gerekli olduğu, Akt2'nin glukoz homeostazında, Akt3 ün ise beyin 

geliĢiminde rol oynadığı bildirilmiĢtir (184,185). Her ne kadar Akt izoformları tümör 

durumunda anormal Ģekilde eksprese edilse de, bu izoformlar tümöre spesifik 

ekspresyon sergilerler. Akt1 amplifikasyonu; mide kanseri hücrelerinde (186), Akt2; 

meme, yumurtalık ve kolon kanserlerinde (187-189), Akt3 ise meme ve prostat 

kanserlerinde amplifikasyona uğrar (190,191). 

3.10.3.1.  Akt ve Kolon Kanseri 

Tirozin fosforilasyonu, O-N-Asetilglikozaminasyon, lizin modifikasyonları ve 

asetilasyon dâhil olmak üzere Akt'nin posttranslasyonel modifikasyonunun, normal 

PI3K ve PTEN aktivitesinin varlığında bile kanserlerde Akt hiperaktivasyonuna yol 

açtığı düĢünülmektedir (192,193). Bununla birlikte, Akt'nin anormal aktivite 

göstermesine yol açan birçok mekanizma mevcuttur. Örneğin,  PI3K'da mutasyonların 

veya amplifikasyonların aktivasyonu, PTEN kaybı, büyüme faktörü, sitokin reseptörleri 

ve Ras gibi hücre içi onkogen mutasyonların aktivasyonu kanserde sık görülen 

bulgulardır ve üç Akt izoformunun birinin, ikisinin veya hepsinin ekspresyonu ve 

aktivitesinde artıĢ ile sonuçlanır (194). 

Aktif Akt, KRK metastazına aracılık eden Bcl-2 ve fokal adhezyon kinaz (FAK) 

proteinlerinin ekspresyonunu düzenler. Strese cevap olarak, Akt1 doğrudan FAK'a 
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bağlanır, böylece onu üç serin kalıntısından (Ser 517, 601, 695) fosforile eder. Sırasıyla 

3 serin kalıntısının fosforilasyonu, tirozin kalıntısını (Tyr397) fosforile ederek onu 

aktive eder. Bu da integrinlerin matrikse bağlanmasını artırarak hücre adhezyonunu 

indükler ve metastazın artmasına yol açar (179). Ġnsan kanserlerinde yer alan Akt 

yolunun ana fonksiyonları ġekil 14 te özetlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 14. Ġnsan kanserlerinde yer alan Akt yolunun Ģematik gösterimi. Akt sinyal yolunun 

aktivasyonu, reseptör tirozin kinaz aktivasyonu yoluyla PI3K aktivasyonu ve PTEN 

fonksiyonunun kaybı dahil olmak üzere çeĢitli mekanizmalardan kaynaklanır (195). 

 

  



42 
 

3.11.ELISA Yöntemiyle Değerlendirdiğimiz Seçili Prametreler 

3.11.1.Karsinoembriyonik Antijen (CEA) ve Kolon Kanseri 

Karsinoembriyonik Antijen (CEA), sindirim sisteminde endoderm kaynaklı 

epitelyal tümör hücreleri tarafından üretilen yüksek molekül ağırlığına sahip onkofetal 

bir antijendir (196). Yapılan çalıĢmalarda, serum CEA düzeylerinin, kolon, mide ve 

akciğer kanserinde, benign koĢullardaki düzeylerine kıyasla çarpıcı bir Ģekilde arttığı ve 

konsantrasyonlarının 20 µg/L'nin üzerinde olduğunda kanserojenik durumu gösterdiği 

bildirilmiĢtir (197,198). CEA, KRK için tümör nüksünü, metastazı ve hastalık 

ilerlemesini göstermede sıklıkla kullanılır ancak özgüllüğü sınırlıdır ve yalancı pozitiflik 

oranları yüksek olduğundan Amerikan Klinik Onkoloji Derneği (ASCO) tarafından 

KRK taramasında kullanımı önerilmemektedir (199). Bununla birlikte, kolorektal 

karsinomlarla iliĢkili CEA'nın aĢırı ekspresyonu, CEA'nın KRK için mükemmel ve 

kullanıĢlı bir marker olmaya devam etmesine olanak tanımaktadır. Serum CEA 

konsantrasyonlarıyla kolorektal tümör evresi, derecesi ve tümörün yeri pozitif 

korelasyon gösterir. Serum CEA düzeylerinin tayin edilmesinin diğer bir faydası ise 

KRK hastalarında prognozun değerlendirilebilmesine yardımcı olmasıdır (200). Bununla 

birlikte hastaların tedaviye verdiği yanıtın izlenmesi ve kanserin erken rekürrensini 

saptanmasında da kullanılmaktadır. Cerrahi operasyon sonrası 6 hafta içinde normal 

sınırlara dönen CEA düzeyi prognoz açısından önem taĢımaktadır. Postoperatif 

kolorektal kanserli hastalarda CEA düzeylerinin 6 hafta sonra normal sınırlara dönmesi 

beklenir ancak cerrahi sonrası artmıĢ CEA düzeyi tümör rekürrensini veya metastaz 

varlığını düĢündürtmektedir. CEA ölçümlerinin en yararlı klinik uygulaması ameliyattan 
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sonra rekürrenslerin erken tanısıdır. Ancak serum CEA düzeylerinin birçok farklı 

durumdan etkilenerek artabileceği göz önünde bulundurulduğunda, sonuçların klinik ve 

diğer laboratuvar ölçümlerinin ıĢığında değerlendirilmesi gerekmektedir (201).  

Dolayısıyla kolerektal kanser tanısı, izlenmesi ve prognozu için CEA ile birlikte Kanser 

Antijen 19-9 (CA19-9), doku polipeptidine özgü antijen (TPS) ve Tümör-iliĢkili 

glikoprotein-72 (TAG-72) gibi birbirlerini tamamlayıcı olan tümör belirteci panellerinin 

kullanılmasının daha sağlıklı olacağı düĢünülmektedir (202).   

3.11.2. Hipoksi ı le ı ndüklenen faktör-1 alfa (HIF-1α)  

Memeli hücrelerinin aerobik metabolizmalarını gerçekleĢtirebilmeleri ve enerji 

ihtiyaçlarını giderebilmeleri için oksijen (O2) hemostazlarını sürdürmeleri 

gerekmektedir. Kanserde, kalp veya kronik obstrüktif akciğer hastalıkları gibi 

hastalıklarda hücresel oksijen dengesi bozulur ve hücreler hipoksik hale gelir.  Hipoksi, 

tümör hücrelerinin hızlı bir Ģekilde çoğaldığı ve büyük katı tümör kitleleri oluĢturduğu 

birçok kanser türünde gözlenen oldukça yaygın bir durumdur ve bu tümör kitlelerini 

çevreleyen kan damarlarının tıkanmasına ve sıkıĢmasına neden olur. Hipoksi yüzünden 

normal yapısı bozulan kan damarları genellikle iĢlevlerini tam olarak yerine getiremezler 

ve tümör bölgelerine yeterince oksijen sağlayamazlar (203). Bu hipoksik bölgedeki 

tümör hücreleri, birkaç hayatta kalma yolunu aktive ederek düĢük oksijen koĢullarına 

adapte olmaya çalıĢırlar. Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 (HIF)-1 transkripsiyon 

faktörünün aktivasyonu, bu zorlu mikro ortamda hipoksik hücreler tarafından 

benimsenen en tanınmıĢ yoldur (204,205). Bununla birlikte hipoksinin ilaç direnci, 

anjiyogenez, invazivlik, metastaz, hücre ölümü direnci, metabolizma değiĢikliği ve 
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genom instabilitesi üzerinde etkileri vardır ve yine tüm bu etkileri HIF proteinleri 

tarafından regüle edilir (206). (ġekil 15). 

 

ġekil 15. Hipoksi ve HIF'lerin etkileri. Kısaltmalar: VEGF, vasküler endotel büyüme 

faktörü; PDGF-P, trombosit kaynaklı büyüme faktörü-P; ANGPT2, anjiyopoietin 2; 

oksfos, oksidatif fosforilasyon; SSB, tek telli kopma; TAM, tümörle iliĢkili makrofaj; 

CTL, sitotoksik T-lenfosit; Treg, düzenleyici T hücresi; MDSC, miyeloid türevli 

baskılayıcı hücre; DC, dendritik hücre; MDR, çoklu ilaç direnci; ROS, reaktif oksijen 

türleri; IR, iyonlaĢtırıcı radyasyon (207). 

 

HIF ların baĢlıca HIF-1, HIF-2 and HIF-3 olmak üzere 3 izoformu 

bulunmaktadır. HIF-1, tümör dokusunun büyümesi esnasında ortaya çıkan ve oksijen 

ihtiyacının karĢılanmasını sağlayan heterodimerik yapıya sahip bir transkripsiyon 

faktörüdür ve HIF-1α ve HIF-1β olmak üzere iki alt birimden oluĢmaktadır. HIF-1α, 

oksijen regülasyonunu sağlayan subunit olup, HIF-1 aktivitesini belirler ve HIF ailesinin 

en çok çalıĢılan izoformu ve prototipidir. Buna karĢılık HIF-1β oksijen 

konsantrasyonundan etkilenmez ve selüler hipoksiden bağımsız olarak ortama salınır 
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(208). HIF-1α genetik değiĢiklikler sonucunda oksijenden bağımsız bir Ģekilde aktive 

olarak tümör progresyonuna ve de profilerasyonuna katkıda bulunabilmektedir (209). 

HIF-1α aĢırı ekspresyonunun anjiogenez artıĢına, tümör büyümesine ve metastaz 

geliĢmesine, bununla birlikte kemoterapi ve radyoterapi direncine yol açabileceği 

düĢünülmektedir. BaĢta böbrek ve kolorektal kanser olmak üzere birçok kanser türünde 

aĢırı eksprese olan HIF-1α kötü prognostik faktör olarak saptanmıĢtır (210,211).  

3.11.2.1. HIF-1α ve Kanser 

Aktif HIF-1α, 100'den fazla genin transkripsiyonunu aktive ederek tümör 

hücrelerinin oksijendeki değiĢimlere karĢı adapte olmasına yardımcı olur ve tümörün 

hayatta kalması ve progresyonu için gerekli hayati biyolojik süreçleri düzenler (203). 

Hipoksi ve değiĢen glukoz metabolizmasına selüler adaptasyon kanser biyolojisinin 

temelini oluĢturmaktadır. Kanser metabolizması belirgin Ģekilde HIF-1α tarafından 

indüklenir ve HIF aktivasyonu proliferasyon, hipoksi ve anjiyogenez, oksijen desteğinin 

sürdürülmesine göre dizayn edilmiĢ fizyolojik yolaklarla iliĢkilidir (203) (ġekil 16). 
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ġekil 16. HIF-1α düzenleyici genler ve kanser progresyonu üzerine etkileri. LEP, leptin; NOS, 

nitrikoksit sentaz; VEGF, vasküler endotel büyüme faktörü; LRP1, LDL reseptörüyle ilgili 

protein1; ADM, adrenomedullin; TGF-β3, büyüme faktörü-β3'ü dönüĢtüren; EPO, eritropoietin; 

Hk1, hexokinase1; HK2, heksokinaz2; GLUT1, glukoz taĢıyıcı 1; GLUT3, glukoz taĢıyıcı 3; 

LDHA, laktat dehidrojenaz; PKM, piruvat kinaz M; IGF2, insülin benzeri büyüme faktörü 2; 

IGF-BP2, IGF faktörü bağlayıcı protein 2; IGF-BP3, IGF faktörü bağlayıcı protein 3; TGF-a, 

transforme büyüme faktörü a; C-MYC, miyelo sitomatoz virüsü onkojen hücresel homolog; ID2, 

DNA bağlayıcı protein inhibitörü (208). 

 

Örneğin, hızla büyüyen bir tümör dokusunda, HIF-1α, hipoksik tümör 

hücrelerinin enerji ihtiyacını karĢılamak için glukozu, getirisi daha fazla olan oksidatif 

fosforilasyon yerine aerobik glikolizis ile metabolize etmektedir (Warburg Etkisi) (212). 

Bu nedenle, hipoksik hücreler enerji ihtiyaçlarını karĢılamak için daha fazla glukoz 

tüketme eğilimi gösterirler. HIF-1, bu metabolik dönüĢüme, glikoliz yolunda yer alan 

enzimleri indükleyerek ve tümör hücrelerine glukoz alımını artıran glukoz taĢıyıcılarının 
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(GLUT) ekspresyonunu artırarak katkı sağlar (205). BaĢka bir örnek verilecek olursa 

HIF-1α tümör hücrelerinin büyümeleri ve gerekli oksijen temini için yeni kan 

damarlarının oluĢmasını sağlayan VEGF gibi bazı pro-anjiyogenik faktörlerin 

transkripsiyonunu da indükler (213). Bununla birlikte, HIF-1α, Transforming Growth 

Factor-β3 (TGF-β3), epidermal büyüme faktörü (EGF) gibi onkojenik büyüme 

faktörlerinin transkripsiyonel aktivasyonuyla tümör metastazını teĢvik eder (214,215). 

Tümörün oluĢturduğu kronik ve intermitan hipoksi, reaktif oksijen türevlerinin 

üretilmesine ve HIF-1α nın aktive olmasına neden olur. Bu durum da kalıcı oksidatif 

stresin oluĢumuna ve dolayısıyla HIF-1α nın devamlı olarak uyarılmasına yol açar 

(216). Çok sayıda yapılan çalıĢmada, kolon, meme, akciğer gibi sık görülen tümörlerde 

HIF-1α ekspresyonunun arttığı ve tümör progresyonu ve kötü prognozla pozitif iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir (217-219). Elde edilen çalıĢma bulgularından HIF-1α protein 

düzeylerinin çeĢitli kanser türlerinde ve iliĢkili yolaklarda, yeni tedavi protokolleri 

planlanırken bir biyobelirteç olarak kullanılabileceği düĢünülmektedir.  

3.11.3. Proliferatif hücre nükleer antijeni (PCNA) ve Kanser 

Bir tümörün büyüme hızı, proliferatif aktiviteye ve tümör hücresinin ölüm hızına 

bağlıdır ve Proliferatif hücre nükleer antijen (PCNA)  ve Ki-67 proteinleri, tümör hücre 

proliferasyonunun değerlendirilmesinde kullanılan önemli parametrelerdir (216). PCNA, 

ökaryotik hücrelerde DNA replikasyonu ve hücre proliferasyonunda yer alan 36 kD luk 

bir çekirdek proteindir (220). Fonksiyonel olarak iki farklı formu vardır ki bunlardan 

biri, DNA onarımı ile iliĢkilidir ve ekpresyonu tüm hücre döngüsü boyunca sabit kalır. 

PCNA'nın bu süreçteki rolü,  temel iĢlevi DNA onarımı olan DNA polimeraz epsilon ile 
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olan etkileĢimleriyle iliĢkilidir. Diğer formunun replikasyon enzimi olan DNA polimeraz 

δ ya kofaktör olarak görev yaptığı bildirilmiĢtir (221). PCNA, hücre döngüsünün G1 

fazında birikmeye baĢlar, S fazında maksimum ekspresyona ulaĢır ve ardından yavaĢ 

yavaĢ mitozun sonuna doğru kaybolur (222). Bununla birlikte, DNA replikasyonuna ek 

olarak, kromatin yeniden düzenlenmesi, DNA tamiri, kardeĢ kromatin kohezyonu ve 

hücre siklusunun kontrolü gibi proseslerde görev aldığı bildirilmiĢtir (223, 224). 

PCNA ekspresyonu çoğalan hücrelerde ortaya çıktığından, PCNA düzeyleri 

hücre döngüsü kinetiğinin ve çoğalma aktivitesinin bir iĢareti olarak ölçülebilir. PCNA 

seviyesi ile tümör malignitesi, vasküler infiltrasyon, uzak metastaz ve sağkalım derecesi 

arasında anlamlı bir korelasyon olduğu belirtilmiĢtir (221). PCNA ekspresyonu, hücre 

proliferatif aktivitesini yansıttığından ve proliferasyon, kolorektal karsinom da dahil 

olmak üzere, neoplazma oluĢumuyla iliĢkili olduğundan, bu antijen, kolorektal karsinom 

riskinin bir biyobelirteci olarak tanımlanmıĢtır (221). 

3.11.4. Ki-67 ve Kanser 

MKI67 geni tarafından kodlanan ve bir hücre çekirdek proteini olan Ki-67, hücre 

proliferasyonunu gösteren güvenilir bir belirteçtir (225). Ki-67; 345 ve 395 kilo dalton 

ağırlığında iki molekülden oluĢur ve 10. kromozom üzerinde lokalize olmuĢtur (226). 

Ki-67 hücre döngüsünün tüm aktif evrelerinde (G1, S, G2 ve mitoz) eksprese edilirken, 

istirahat halindeki G0 evresinde eksprese edilmeyiĢi onu incelenen hücre 

populasyonunun büyüme fraksiyonunu belirlemede ideal bir belirteç haline getirmiĢtir 

(225). Gerdes ve ark. tonsillerdeki germinal merkez hücrelerinin, epitelin bazal 

hücrelerinin ve testislerin farklılaĢmamıĢ spermatogonialarının tümünün Ki-67 ile 
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boyanmasının pozitif olması; karaciğer, böbrek ve beyin hücrelerinin Ki-67 

boyanmasının negatif bulunması,  bununla birlikte fitohemaglutinin ile çoğalması için 

stimule edilen periferal kandaki lenfositlerin pozitif boyanırken, forbol esterleri 

tarafından makrofaj hücrelerine farklılaĢması indüklenen HL-60 hücrelerinde 

boyanmanın görülmemesi bu proteinin hücre proliferasyonu ile iliĢkili olduğu görüĢünü 

desteklemektedir (227). Ġmmünohistokimya ile Ki-67 için pozitif nükleer boyanma 

gösteren hücre yüzdesi, proliferasyon indeksini gösterir. Malign tümörlerde bu oran 

yüksek olup meme, kolon, akciğer, özofagus, böbrek ve prostat kanseri, malign 

melanom, nonhodgkin lenfoma, glial tümörler gibi birçok tümör tipinde yüksek Ki-67 

oranının kötü prognostik faktör ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (228). Ki-67 kolorektal 

adenom ve karsinomlarında proliferasyon aktivitesini belirlemede önemli bir antijendir. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda adenokarsinomaların Ki-67 indeksi adenomlardan, az 

diferansiye adenokarsinomların Ki-67 indeksi, iyi diferansiye adenokarsinom ve orta 

derecede diferansiye adenokarsinomlara göre yüksek bulunmuĢtur (229). Özellikle tanı 

konma güçlüğü yaĢanan adenomatoid kolon lezyonlarında Ki-67 indeksi oldukça 

yararlıdır. Ancak Ki-67 indeksinin yüksek bulunması her zaman karsinom tanısını 

desteklemez, dolayısı ile klinik parametreler ve invazyon varlığıyla korele edilerek 

tanıya gidilmelidir (230). 
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3.12. Kimyasal Karsinojenlerle Deneysel Kanser Modeli OluĢturma 

3.12.1.Dimetilhidrazin (DMH) ve Karsigonezdeki Rolü 

1,2-dimetilhidrazin (DMH), CH3NHNHCH3 kimyasal yapısında bir metil 

hidrazin türevi olup, deneysel kolon kanseri oluĢturmada ve özellikle de distal kolon 

tümör oluĢumunu indüklemede kullanılan toksik bir prokarsinojendir (231). ġekil (17).  

 

ġekil 17. DMH ın yapısı (232). 

 

Yapılan hayvan çalıĢmalarında, DMH'nin neden olduğu deneysel kolonik 

tümörlerin histoloji, morfoloji, insan kolon mukozasının anatomisi, mikroskobik patoloji 

ve immünobiyoloji açısından insan kolon karsinomuna çok benzer olduğu bildirilmiĢtir 

(233,234). Deneysel karsinogenezis oluĢum mekanizması Ģu Ģekilde açıklanmaktadır; 

subkutan bölgedeki hücreler, DMH ile reaksiyona girebilen enzimlere sahip değildir. Bu 

nedenle, deri altından enjekte edilen DMH, dolaĢım yoluyla karaciğere ulaĢır ve 

azoksimetan (AOM) ve metilasiloksimetanol (MAM) gibi çeĢitli ara maddelere 

metabolize olur (235). Daha sonra, MAM, nihai karsinojenik metaboliti olan elektrofilik 

metildiazonyum iyonunu üretmek üzere safra veya kan yoluyla kolona taĢınır ve bu da 

kolon karsinogenezini tetikleyen nükleik asitlerin metilasyonundan sorumlu olan karbon 

iyonunu üretir ve karsigonezis baĢlatılmıĢ olur (234). Deneysel kolon kanseri 
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oluĢturmada kullanılan diğer karsinojenler ise azoksi metan, N-metil-N-nitro-N-

nitrosoguanidin ve N-metil-N-nitros üre  dir, ancak DMH ve AOM daha ucuz, daha 

güçlü ve kullanıma daha uygun olduğundan çalıĢmalarda nitrozaminler veya heterosiklik 

aminlere göre daha sıklıkla tercih edilirler (236). 

DMH ile indüklenen karsinogenez, morfoloji, hücre büyüme paterni ve klinik 

bulgular bakımından sporadik insan kolon kanserine benzediğinden, en çok kullanılan 

kolorektal kanser modellerinden biridir. Kanser, hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ve 

çoğalması ile ortaya çıkan, genetik ve çevresel koĢulların etkisi altında olan kompleks 

bir hastalıktır. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte günümüzde var olan tedavilere ek 

olarak yeni tedavi yöntemleri geliĢtirilmektedir. Standart olarak kabul edilen kemoterapi, 

radyoterapi ve cerrahi yöntemlere ek olarak aĢılar, biyolojik, hormonal tedaviler ve gen 

terapileri giderek artan sayıda kullanılmaya baĢlanmıĢtır.  Kanser tedavisinin yanı sıra, 

kansere neden olan etmenlerin bulunması, kanserin oluĢmadan engellenmesi, kanseri son 

derece kompleks ve büyük bir problem haline getirmektedir. Dolayısı ile bu çalıĢma 

“Kolorektal kanserden korunmada seçili kemopreventiflerin aktif bir rolü var mı?” 

sorusuna bir yanıt aramak için tasarlanmıĢtır. ÇalıĢma kapsamnda Wistar Albino 

sıçanlarda DMH ile deneysel olarak oluĢturulmuĢ kolon kanser modelinde, Diklofenak 

ve Selekoksib in ayrı ayrı ve de birlikte uygulanmalarının kolon hasarı üzerindeki 

koruyucu etkilerini ve PTEN/PI3K/Akt sinyal ileti yolağını etkileyip etkilemediğini 

biyokimyasal olarak araĢtırmak hedeflenmiĢtir.   
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4. GEREÇ ve YÖNTEM 

4.1. Gereç 

4.1.1. Deney Hayvanları ve Deney Grupları 

ÇalıĢmada Fırat Üniversitesi Deneysel AraĢtırma Merkezi (FÜDAM) tarafından 

barındırılıp, üretilen Sprague Dawley türü sıçanlar kullanılmıĢtır. ÇalıĢmanın etik kurul 

onayı Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu ndan alınmıĢtır (Toplantı 

Sayısı 2018/06, Karar No: 76, Protokol No: 2018/49).  

ÇalıĢma gruplarındaki tüm sıçanlar 12 saatlik aydınlık-karanlık döngüsüne 

uygun olacak Ģekilde sabit ısılı (22-24 ºC) otomatik olarak klimatize edilen odalarda 

3 erli ve 5 erli gruplar halinde, hayvanlar için hazırlanmıĢ kenarları sert plastik ve 

üstünde çelik ızgara bulunan, deney grubuna göre etiketlenmiĢ ve tabanı talaĢ ile 

döĢenen kafeslerde barındırıldılar. Hayvanlar Elazığ yem fabrikasından temin edilen 

standart 8mm lik pellet cinsi yem ve musluk suyu ile ad libitum olarak serbest 

beslenmeye tabi tutuldular. Sıçanların beslenmesinde kullanılan yemin bileĢimi Tablo 

1 de verilmiĢtir. 
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Tablo 1. Standart rat yemi 

Yem BileĢimi Yüzde Oranları 

Ham protein % 24 

Ham selüloz % 7 

Ham kül % 8 

HCl de çözünmeyen kül % 2 

NaCl % 1 

Mineral Karması * % 1.25 

Vitamin Karması ** % 1.25 

Su % 12 

Metabolik enerji 2650 kcal 

* Mineral Karması: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan 

(10 mg/kg), Çinko (4 mg/kg). 

** Vitamin Karması: Vitamin A (300 IU/kg), Vit. D3 (1000 IU/kg), Vit. E (60 mg/kg), 

Vit. B2 (4 mg/kg). 

 

ÇalıĢmaya 8-10 haftalık Sprague Dawley cinsi 48 adet erkek sıçan dâhil edildi 

ancak kemopreventif gruplardan ikiĢer adet sıçan öldüğünden çalıĢma toplam 44 sıçanla 

sürdürüldü. ÇalıĢma grupları aĢağıdaki Ģekilde oluĢturulmuĢtur ve Ģekil 16 da Ģematize 

edilmiĢtir. 

Kontrol Grubu (n=8): 1 mM EDTA-salin, subkutan (s.c) olarak haftada bir kez 12 

hafta boyunca enjekte edildi. Bununla birlikte, 1 ml Dimetil sülfoksit (DMSO) deney 

süresi boyunca (25 hafta) günlük olarak oral gavaj yöntemiyle uygulandı. 

DMH Grubu (n=16): 25 mg/kg dozundaki DMH 1 mM EDTA-salin içinde 

çözündürülerek haftada 1 kez olmak üzere s.c yolla 12 hafta boyunca, yine 1 ml DMSO 

deney süresince günlük olarak oral gavaj yöntemiyle uygulandı. 

DMH+Diklofenak Grubu (n=12): 25 mg/kg dozundaki DMH, 1 mM EDTA-salin 

içinde çözündürülerek haftada 1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildi. DMH ile 

eĢ zamanlı olarak 8 mg/kg dozundaki Diklofenak, DMSO da çözündürülerek 25 haftalık 

deney süresi boyunca her gün oral gavaj yöntemiyle uygulandı.  
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DMH+Selekoksib Grubu (n=12): 25 mg/kg dozundaki DMH, 1 mM EDTA-salin 

içinde çözündürülerek haftada 1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildi. DMH ile 

eĢ zamanlı olarak 6 mg/kg dozundaki Selekoksib, DMSO içinde çözülerek 25 haftalık 

deney süreci boyunca her gün oral gavaj yoluyla uygulandı. 

Tüm enjeksiyonlar sıçanların bel omurları seviyesinde sırt bölgesinden rotasyon 

Ģeklinde uygulandı ve DMH uygulamaları esnasında hayvanları irrite etmemek ve 

enfeksiyon geliĢimini önlemek adına her hayvan için ayrı bir insülin enjektörü 

kullanıldı. Son DMH enjeksiyonunu takiben 13 hafta tümoral dönüĢüm için beklenen 

latent dönem olarak belirlendi ve bu sürenin sonunda 25. haftanın bitiminde deney 

hayvanları sakrifiye edildi. 

 

ġekil 18. Deney Gruplarının OluĢturulması. 
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ÇalıĢmaya baĢlamadan önce, çalıĢma süresince haftada bir kez ve çalıĢma bitiminde 

sıçanlar sakrifiye edilmeden önce gruplardaki hayvanların vücut ağırlıkları ölçülüp kayıt 

altına alındı.  

4.1.2. DMH ile ĠndüklenmiĢ Kolon Kanseri Protokolünün OluĢturulması 

Deneysel olarak tasarlanmıĢ sıçan kolon kanser çalıĢmalarında kanserojen ajan 

olarak azoksimetan veya DMH gibi karsinojenlerin farklı dozajlarda, farklı uygulama 

süresi ve sıklığında kullanıldığı bildirilmiĢtir (237,238). Örneğin; DMH nin sıçanlara 

oral yoldan verilmesi sonucu düĢük tümör insidansı görülürken (%30), intramüsküler 

(i.m) uygulamalarda %80, s.c uygulamalarda ise %100 oranında tümör geliĢtiği 

gözlenmiĢtir (239). Zhang ve arkadaĢları sıçan kolon kanser modeli oluĢturmak için 30 

mg/kg dozajındaki DMH ı 10 hafta boyunca s.c. olarak uyguladıklarını bildirmiĢlerdir 

(240). Yine yapılan baĢka bir araĢtırmada 20 mg/kg dozundaki DMH subkutan olarak 4 

hafta boyunca haftada bir kez olmak üzere kolon kanseri oluĢturmak için kullanılmıĢtır 

(238). Tüm bu bilgiler doğrultusunda, çalıĢmamızda DMH ile in-vivo kolon kanseri 

oluĢturma protokolü Ģu Ģekilde belirlenmiĢtir; sıçanlara 25 mg/kg DMH 12 hafta 

boyunca, haftada bir kez subkutan olarak uygulanmıĢtır.  

4.1.3 Kullanılan Kimyasal Ajanlar ve HazırlanıĢları 

DMH; kolon kanseri indüksiyonu için kullanılan DMH (Sigma Chemicals, St 

Louis, MO, USA) 1 mM EDTA içerisinde çözündürüldü, pH ı 1 mM NaOH ile 7'ye 

ayarlandı ve subkutan uygulamadan hemen önce taze olarak hazırlandı (238). 
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Diklofenak; kemopreventif ajanlarımızdan biri olan Diklofenak (8mg/kg) 

(Dikloron tablet, Deva Holding A.ġ, Türkiye) 1 mL DMSO içerisinde çözündürülerek 

kullanıma hazır hale getirildi (241). 

Selekoksib; diğer bir kemopreventif ajanımız olan Selekoksib (6 mg/kg) (Santa 

Cruz Biotechnology, USA) kullanılan NSAĠĠ ların dozları bildirilen ED50 (medyan 

etkin doz) değerine dayanarak terapotik doz aralığında belirlendi ve 1 mL DMSO 

içerisinde çözündürülerek kullanıma hazır hale getirildi (241). 

DMSO; Seçili kemopreventif ajanlar deney süresi boyunca hergün polar özellikli 

bir çözücü olan DMSO içinde çözüldükten sonra 2:1 (DMSO: su; v:v) oranında distile 

su ile dilüe edilerek, gavaj uygulamalarından önce günlük taze hazırlanarak kullanıldı. 

Tüm oral gavaj uygulamaları esnasında hayvanları irrite etmemek ve uygulama kolaylığı 

sağlamak amacıyla sıçanlarda eter inhalasyonu yoluyla kısa süreli bir sedasyon 

oluĢturuldu. 

4.1.4. Hayvan Materyallerinden Numunelerin Alınması, Hazırlanması ve 

Saklanması 

4.1.4.1. Kan Numunelerinin Alınması, Hazırlanması ve Saklanması 

25 haftalık deney periyodu sonunda sıçanlar ksilazin-ketamin anestezisi altında, 

steril aletler kullanılarak sakrifiye edildi, kan ve doku örnekleri alındı. Kan örnekleri 

analizler için uygun olacak Ģekilde düz biyokimya tüplerine alınarak 3000 rpm de 10 

dakika boyunca oda sıcaklığında santrifüj edildi (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo 

Laboratory Products, Osterode-Germany) ve serumları ayrıldı. ÇalıĢma gününe kadar -

80°C de muhafaza edildi. 



57 
 

4.1.4.2. Doku Numunelerinin Alınması, Hazırlanması ve Saklanması 

Tümörlü dokuyu kapsayacak Ģekilde ekzise edilen kolon dokusunun bir kısmı % 

0,9 luk soğuk (+4ºC) sodyum klorür (NaCI) ile yıkandı ve kurutma kâğıdı ile 

kurutulduktan sonra dokular porsiyonlar halinde, western blot çalıĢmaları analizi 

yapılıncaya kadar -80°C de saklandı. Ayrıca eksize edilen tümörlü kolon dokusunun 

diğer kısmı da %10 luk formaldehitte tespit edilerek analiz edilmek üzere hazır hale 

getirildi. 

4.2. Yöntemler 

4.2.1. Biyokimyasal Yöntemler 

4.2.1.1.Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 

Enzime bağlı immünosorbent metodu (ELISA) biyolojik numunelerdeki 

antikorları, antijenleri, proteinleri ve glikoproteinleri ölçmek için yaygın olarak 

kullanılan immünolojik bir testtir. ELISA yöntemiyle özgül antikor kullanılarak 

örnekteki antijen miktarı, özgül antijen kullanarak örnekteki antikorun miktarı tayin 

edilebilir. En sık kullanılan ELISA türleri ġekil 17 de Ģematize edilmiĢtir. 
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ġekil 19. ELISA çeĢitleri. (a) Direkt ELISA, (b) Ġndirekt ELISA, (c) Sandviç ELISA, (d) 

Antikorla iĢaretli kompetetif ELISA, (e) Antijenle iĢaretli kompetetif ELISA  

ELISA nın temel bileĢenleri sıralanacak olursa: 

a) Katı faz (matriks): Genellikle 48 ya da 96 kuyucuktan oluĢan mikroplakalardır. 

b) Antikor: IgG fraksiyonlarıdır. 

c) Enzim ve substratlar: En sık kullanılan konjugat iĢaretleyicileri alkalen fosfataz 

(AP) ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleridir. AP aktivitesinin 

kolorimetrik tespiti için (5-bromo-4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro mavi 

tetrazolium (BCIP/NBT), HRP aktivitesinin kolorimetrik tespiti için ise 

tetramethylbenzidine (TMB) kullanılır. 

d) Yıkama: Antikor-antijen kompleksi dıĢında oluĢan maddelerin ortamdan 

uzaklaĢtırılması için fosfatlı tampon solüsyonu (PBS) ile yıkama iĢlemi yapılır. 

e) Durdurma: Bu aĢamada devam eden reaksiyonu sonlandırmak için asidik veya 

bazik çözeltiler ( H2SO2, HCl, NaOH ) kullanılır. 
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ÇalıĢmamızda kullandığımız tüm ELISA kitleri (HIF-1α, CEA, PCNA ve KĠ-67) 

Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd firmasına ait olup, uygulanan prosedür 

ana hatlarıyla “Genel Test Prosedürü” baĢlığı altında verilmiĢtir. Üretici firma tarafından 

gönderilen kit içerikleri Tablo 2 de listelenmiĢtir. Kitlerin kendilerine ait özellikleri ise 

ayrı baĢlıklar altında detaylandırılmıĢtır.  

Tablo 2. Üretici firma tarafından gönderilen kit içerikleri 

Reaktif Miktarı Reaktif Miktarı 

Kaplı Elisa plate 96 testlik  Washing concentrate (30X) 20 mL 

Standart Dilüsyonu 3 mL Biotinle iĢaretli antikor 1 mL 

Kromojen A 6 mL Stop solüsyonu 6 mL 

Kromojen B 6 mL Plate membranı 2 adet 

Streptavidin-HRP 6 mL Datasheet 1 adet 

Standard çözelti 0,5 mL   

 

ELISA yöntemi için gerekli ancak üretici firma tarafından temin edilmeyen malzemeler 

ise Tablo 3 te listelenmiĢtir. 

Tablo 3. ELISA da kullanılan ve üretici firma tarafından temin edilmeyen malzemeler 

1) 37 °C ± 0.5 °C'ye kadar stabil inkübasyon koĢulları sağlayabilen bir inkübatör 

2) 450 ± 10nm filtreli mikroplaka okuyucu 

3) Vortex 

4) Hassas pipetler ve tek kullanımlık pipet uçları 

5) Kurutma kağıdı 

6) Distile su 
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Genel Test Prosedürü 

1) Standartların Çözeltilerinin Hazırlanması: Üretici firma tarafından kullanıma 

hazır halde gönderilen stok standart çözeltisi seri dilüsyona tabi tutularak 

standartlar hazırlandı. (ġekil 18). 

Standard No.5 120μl Original Standard + 120μl Standard diluent 

Standard No.4 120μl Standard No.5 + 120μl Standard diluent 

Standard No.3 120μl Standard No.4 + 120μl Standard diluent 

Standard No.2 120μl Standard No.3 + 120μl Standard diluent 

Standard No.1 120μl Standard No.2 + 120μl Standard diluent 

 

 

ġekil 20. Standart Dilüsyonu. 

 

2) Örneklerin ekimi :1) Kör kuyucuğu: Bu kuyucuğa sadece Kromojen A ve B 

çözeltileri ile stop solüsyonu eklendi. 2) Standart Kuyucukları: 50μl standart 

çözeltisi ve 50 μl kullanıma hazır halde gönderilmiĢ streptavidin-HRP çözeltisi 

eklendi. 3) Örnek kuyucukları: her bir serum örneğinden 40μl eklendi, 

ardından her bir kite ait kullanıma hazır antikorlardan 10μl ve 50μl streptavidin-

HRP çözeltisinden eklendi. Ardından plate lerin üzeri kapatıldı ve 60 dakika 

boyunca 37 °C'de inkübasyona bırakıldı. 
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3) Yıkama çözeltisinin hazırlanması: (30X) Konsantrasyonda gönderilen yıkama 

çözeltisi kullanıma hazır hale getirilmek için distile suyla seyreltildi. 

4) Yıkama ĠĢlemi: 60 dakikalık inkübasyon süresi tamamlandıktan sonra yıkama 

iĢlemi gerçekleĢtirilmek üzere Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) marka 

ELISA yıkayıcısına alındı ve plate her bir kuyucuğa 350 µl yıkama 

solüsyonundan eklenmek suretiyle 5 kez yıkama iĢlemine tabi tutuldu.  

5) Renk geliĢimi: Her kuyucuğa önce 50μl kromojen A çözeltisi daha sonra 50μl 

kromojen B çözeltisi eklendi. KarıĢtırmak için hafifçe çalkalandı. Renk geliĢimi 

için ıĢıktan uzakta 37 ℃ de 10 dakika inkübe edildi (ġekil 19). 

6) Reaksiyonun durdurulması: Reaksiyonu durdurmak için her kuyucuğa 50μl 

stop solüsyonu eklendi ve mavi rengin hemen sarıya döndüğü gözlendi. 

7) Absorbans ve konsantrasyonların tayini: Stop solüsyonu eklendikten sonra 10 

dakika içerisinde plate de bulunan standartların ve örneklerin 450 nm dalga 

boyundaki absorbanları ve bu absorbansa karĢılık gelen konsantrasyonları 

EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) ELISA plate okuyucusunda okutularak 

tayin edildi. 
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ġekil 21. ELISA iĢleminin Ģematik diyagramı 

 

4.2.1.2. Serum CEA Düzeylerinin ELISA Yöntemiyle Değerlendirilmesi 

ÇalıĢma gruplarındaki serum CEA düzeyleri laboratuvar çalıĢmaları için 

üretilmiĢ ticari rat CEA Elisa kiti (SunRed, Cat No: SRB-T-80635) kullanılarak tayin 

edilmiĢtir. Kit ile gönderilen prosedürde kitin sensitivitesinin 23,871 pg/mL, ölçüm 

aralığının 25-7200 pg/mL,  ıntra assay in: CV<%10, inter assay in: CV<%12 olduğu 

bildirilmiĢtir. Plate yıkamaları ELX 50 yıkayıcısı ile, absorbans ve konsantrasyon tayini 

ise spektrofotometrik olarak 450 nm de EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro 

plate okuyucusu kullanılarak yapılmıĢtır. Hazırlanan standartların grafiği ġekil 20 de 

verilmiĢtir. 
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ġekil 22: CEA Standart Eğrisi 

 

4.2.1.3. Serum HIF-1α Düzeylerinin ELISA Yöntemiyle Değerlendirilmesi 

Serum HIF-1α düzeyleri ticari olarak temin edilen rat HIF-1α Elisa kiti (SunRed, 

Cat No: SRB-T-82633) kullanılarak belirlenmiĢtir. Kitin sensivitesi 13,778 pg/mL, 

ölçüm aralığı 15-4200 pg/mL, ıntra assay in: CV<%8, inter assay in: CV<%11 olduğu 

bildirilmiĢtir. Plate yıkamaları ELX 50 yıkayıcısı ile, absorbans ve konsantrasyon tayini 

ise spektrofotometrik olarak 450 nm de EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro 

plate okuyucusu kullanılarak yapılmıĢtır. Hazırlanan standartların grafiği ġekil 21 de 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 23: HIF-1α Standart Eğrisi 
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4.2.1.4. Serum PCNA Düzeylerinin ELISA Yöntemiyle Değerlendirilmesi 

Serum PCNA düzeyleri, ilgili firma yetkilisinden ticari olarak temin edilen rat 

PCNA Elisa kiti (SunRed, Cat No: 201-11-0399) kullanılarak belirlenmiĢtir. Kitin 

sensivitesi 2,36 ng/mL, ölçüm aralığı 2,5-720 ng/mL, intra assay in: CV<%10, inter 

assay in: CV<%12 olduğu bildirilmiĢtir. Plate yıkamaları ELX 50 yıkayıcısı ile, 

absorbans ve konsantrasyon tayini ise spektrofotometrik olarak 450 nm de EPOCH 2 

(BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate okuyucusu kullanılarak yapılmıĢtır. 

Hazırlanan standartların grafiği ġekil 22 de verilmiĢtir. 

 

ġekil 24: PCNA Standart Eğrisi 

 

4.2.1.5. Serum Ki-67 Düzeylerinin ELISA Yöntemiyle Değerlendirilmesi 

Serum Ki-67 düzeyleri ilgili firma yetkilisinden ticari olarak temin edilen rat Ki-

67 Elisa kiti (SunRed, Cat No: SRB-T-80522) kullanılarak belirlenmiĢtir. Kitin 

sensivitesi 0,125 ng/mL, ölçüm aralığı 0,2-36 ng/mL olduğu bildirilmiĢtir. Plate 

yıkamaları ELX 50 yıkayıcısı ile, absorbans ve konsantrasyon tayini ise 
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spektrofotometrik olarak 450 nm de EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro 

plate okuyucusu kullanılarak yapılmıĢtır. Hazırlanan standartların grafiği ġekil 23 te 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 25: Ki-67 Standart Eğrisi 

 

4.2.2. Western Blot Analizi 

Western Blot; numune içerisinde spesifik bir proteinin analiz edilmesinde 

yaygın olarak kullanılan moleküler biyoloji yöntemidir. Bu yöntem sayesinde numunede 

bulunan bir proteinin varlığı, büyüklüğü, konsantrasyonu hakkında analiz edilen protein 

bandının renk yoğunluğuna ve ölçüsüne göre yarı kantatif yorum yapılabilir. Western 

blotlama yöntemi genel hatlarıyla 4 temel kısımdan oluĢur:  

1) Örneklerin Hazırlanması: In vitro veya in vivo çalıĢma yapıldıktan sonra kültür 

hücreleri veya dokudaki proteinler diğer kısımlardan izole edilmek için 

parçalanırlar. Daha sonra protein konsatrasyonu uygun bir yöntem yardımıyla 

tayin edilir. Bu iĢlem her bir Western jel kuyucuğuna eĢit miktarda protein 

yüklenenilmesini sağlar. 
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2) Yürütme ve Transfer: Bu basamakta proteinler denatüre edilerek jelde düzgün 

yürütülebilecek hale getirilir ve sonra jel üzerindeki kuyucuklara dikkatle 

yüklenerek elektroforez iĢlemine tabi tutulurlar. Daha sonra proteinler molekül 

ağırlıklarına göre bantlar halinde ayrıĢtırılarak (running) bir membran üzerine 

aktarılırlar (transfer). Bu iĢlemin temel amacı antikorlarla iĢaretlenebilecek bir 

yapı elde etmektir (membran veya blot). 

3) Ġlgili Proteinin ĠĢaretlenmesi ve Boyanması: Bu proses blokaj, birincil antikor, 

yıkama, ikincil antikor, yıkama ve boyama iĢlemlerinden oluĢur. 

4) Görüntüleme ve Analiz: Bu proseste bantlar görülebilir ve analiz edilebilir hale 

getirilir. Önceki basamakların sorunsuz yapılmıĢ olması bu basamağın da 

sorunsuz yapılabilmesini sağlar. 

Tablo 4. Western Blot Analizinde Kullanılan Cihazlar 

Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA) 

X Cell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System (invtrogen™. USA) 

Elektroforez Güç Kaynağı (Bio-Rad Laboratories, USA) 

iBlot® Dry Blotting System (iBlot® Gel Transfer Device and apparatus), 

(Invitrogen™, USA) 

Shaker (Metabolik inkübatör, Thermo-shaker MBS100-4A, Poland) 

Vorteks (VELP SCIENTIFICA,F20220176, Europe) 

Scanner (Hewlett Packard Company, Photosmart C3100, California, ABD) 
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Tablo 5. Western Blot Analizinde Kullanılan Malzemeler 

 

4.2.2.1.Western Blot Analizinin Uygulama AĢamaları 

4.2.2.1.1. Western Blot Analizi için Doku Numunelerinin Homojenizasyonu  

-80 
0
C de derin dondurucuda saklanan kolon dokuları oda ısısına geldikten sonra 

100 mg olacak Ģekilde hassas terazide (SARTORĠUS GMBH, Germany) tartıldı. Bu 

dokular RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz® Biotechnology, Inc. USA) çözeltisi 

(1;9,w;v), içerisinde homojenizatör (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic, 

Mouse Monoclonal Anti-β-Aktin primer antikoru Finetest (Cat No:FNab00871) 

Mouse Monoclonal Anti-PTEN primer antikoru Finetest (Cat No:FNab06912) 

Mouse Monoclonal Anti-PI3K primer antikoru Finetest (Cat No: FNab06422) 

Mouse Monoclonal Anti-Akt primer antikoru Finetest (Cat No:  FNab00271) 

NuPAGE
®
 Sample Reducing Agent (10X) 

NuPAGE
®
 LDS Sample Buffer (4X) 

NuPAGE
®
 Novex 4-12% Bis-Tris Jel 1mm X 10 kuyucuklu (Invitrogen

™
, USA) 

NuPAGE
®
 MES BIS-TRIS Running Buffer Kit COMBO (20 X) (Invitrogen

™
, USA) 

NuPAGE
®
 Antioxidant (Invitrogen

™
, USA) 

NuPAGE
®
 Novex 4-12% Bis-Tris Jel 1mm X 10 kuyucuklu (Invitrogen

™
, USA) 

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen
™

, USA) 

iBlot® Transfer Stacks, PVDF membran, regular-size 10 Blots (Invitrogen
™

, USA) 

WesternBreeze® Chromogenic Detection Kit–Anti-Mouse (WB7103, Invitrogen™, 

USA) 



68 
 

Germany) kullanılarak 16.000 rpm de 3 dk boyunca homojenizasyon iĢlemine tabi 

tutuldular. Homojenizasyon iĢlemi boyunca buz kalıpları kullanılarak soğuk ortam 

sağlandı. Elde edilen süpernatantlar hem total protein tayini hem de western blot 

analizleri için kullanılmak üzere ayrı ayrı etiketlendirilmiĢ eppendorf tüplere aktarıldılar. 

4.2.2.1.2. Doku Numunelerinde Protein Miktarı Tayini  

Hazırlanan doku homejenizatlarından elde edilen süpernatant örneklerinde 

protein yoğunluğunun ölçülmesinde Qubit protein ölçüm kiti (Qubit Protein Assay Kit, 

Invitrogen, USA) ile Qubit Fluorometer cihazı (Invitrogen, USA) kullanıldı. Yapılan 

tüm iĢlemler kit prosedürüne bağlı olarak gerçekleĢtirildi. Elde edilen sonuçların birimi 

mg/mL olarak kaydedildi. 

4.2.2.1.3. Jele Yüklenecek Olan Protein Numunelerinin Hazırlanması 

10 kuyucuklu %4-12 Bis-Tris gradyen jellere yükleme iĢlemi yapılmadan önce, 

kuyucuklara eĢit miktarda protein yüklemesi yapılabilmesi için örneklerden alınması 

gereken hacimler Tablo 6 daki örnekte belirtildiği Ģekilde hesaplandı. Daha sonra her bir 

kuyucuğa örnek, NuPAGE Sample Reducing Agent (10X), NuPAGE LDS Sample 

Buffer (4X) ve distile sudan oluĢan 20 μL lik karıĢım yüklendi. Western blot iĢleminin 

bu aĢamasında kullanılan kitteki tespit yöntemi kromojenik olduğu için jele yüklenmesi 

gereken protein miktarı 30 μg olarak belirlenmiĢtir. Kit içeriğinde bulunan LDS sample 

buffer ve sample reducing agent ların volümleri sabit ve toplamda 7 μL dir. Total 

hacmin 20 μL ye tamamlanması için distile su kullanıldı. 200 μL lik eppendorf tüplerde 

hazırlanmıĢ olan bu karıĢım 10 dk, 70 ºC de Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, 

USA) cihazında denatüre edildikten sonra -20 ºC de 3-5 dk bekletildi. 
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Tablo 6. Doku Süpernatantlarından Jele Yüklenecek Olan Protein KarıĢımının Hazırlanmasını 

Gösteren Örnek Hesaplama 

Tayin Edilen Protein 

düzeyleri 

( mg/mL) 

Jele yüklenecek 

örnek miktarları 

(μL) 

LDS Sample 

Buffer 

(4X) (μL) 

Sample 

Reducing 

Agent 

(10X) ( μL) 

Distile 

su 

(μL) 

3,23 

 

9,3 

 

5 2 

 

3,7 

 

4.2.2.1.4. Protein KarıĢımlarının Dikey SDS-PAGE’e Yüklenmesi ve 

Yürütülmesi 

Western blot ın bu aĢamasında yükleme jeli olarak % 4-12 Bis-Tris Protein jel kasetleri 

(Invitrogen, Novex) kullanıldı. Jel kasetinin en alt kısmında yer alan beyaz bant 

çıkarıldıktan sonra jelin üst tarafında gömülü olan tarak dikkatlice alındı. Daha sonra jel 

kaseti dikey elektroforez tankı içine yerleĢtirilerek sabitlendi, daha sonra yürütme 

solüsyonu olarak MES SDS Running Buffer 20X ten (NuPAGE® MES BIS-TRIS 

Running Buffer Kit COMBO, Invitrogen™, USA) elde edilmiĢ 1x MES SDS Running 

Buffer eklenildi. Yürütme esnasında proteinlerin indirgenmiĢ halde kalmalarını 

sağlamak amacı ile 500 μL antioxidant (NuPAGE® Invitrogen™, USA) jel kasetlerinin 

orta kısma denk gelecek Ģekilde eklendi. Jelli kasetin ilk kuyucuğuna proteinlerin 

büyüklüklerini tahmin etmek amacıyla içinde bilinen büyüklüklerde çeĢitli proteinler 

bulunan markerden (SeeBlue Plus2 Pre-stained Standart, Invitrogen™, USA) 5 μL 

ekildi, kalan diğer kuyucuklara ise protein örnekleri yüklendikten hemen sonra tank 

sisteminin üzeri kapatıldı ve tank sistemi güç sistemine (Bio-Rad Laboratories, USA) 

bağlandı. Güç kaynağı 200 V sabit akım olacak Ģekilde 35 dakikaya ayarlanıp elektroforez 
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baĢlatıldı. Standart takip edilerek istenilen yol geçildikten elektroforez iĢlemine son 

verildi. Jel kasetler steril jel bıçağı yardımı ile bağlantı noktalarından jele zarar 

vermemeye dikkat edilerek ayırıldı. Son olarak distile su bulunan temiz bir kap 

içerisinde jeli kasetten ayırma iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

4.2.2.1.5. Blotlama, Bloklama ve Antikorlarla Ġnkübasyon ĠĢlemleri 

Blotlama ĠĢlemi: Elektroforezi tamamlanan jellerin blotlama iĢlemleri iBlot Dry 

Blotting System cihazı içerisinde (iBlot® Gel Transfer Device and Apparatus, 

Invitrogen™, USA), iBlot® Transfer Stack, PVDF membran kit (Invitrogen™, USA) 

kutusundan çıkarılan bir adet anod, katot, filtre kağıdı ve sünger yardımı ile 

gerçekleĢtirildi. Anod un üzerindeki jelatin çıkarılıp plastik kabıyla birlikte en alta 

konulduktan sonra distile su içerisinde bulunan jel dikkatli bir Ģekilde nitrosellüloz 

membran içeren bu anod tabakanın üstüne yerleĢtirildi. Filtre kâğıdı distile su yardımıyla 

ıslatıldıktan sonra jelin üzerine yerleĢtirildi, cihaz ile birlikte verilen rulo ile aralarda 

oluĢan hava kabarcıkları çıkarıldı. Daha sonra katod bakır yüzey süngere bakacak 

Ģekilde ve jelli kısım ise filtre kâğıdının üzerine bakacak Ģekilde yerleĢtirildi. Son olarak 

cihazın kapak kısmında kendine özgü yeri olan sünger yerleĢtirildi ve cihaz çalıĢtırılarak 

transfer iĢlemi baĢlatıldı. Transfer iĢlemi tamamlandıktan sonra anod tabakanın üzerine 

yerleĢtirilen nitrosellüloz membran steril bir bistüri yardımıyla alındı.  

Bloklama ĠĢlemi: Transfer sonrasında membran, blotlama sırasında özgül 

olmayan bağlanmaların engellenmesi için bloklama iĢlemine tabi tutuldu. Bu basamakta 

membran distile sudan geçirildikten sonra çalkalayıcı üzerinde bloklama solüsyonu 

(WesternBreeze® Chromogenic Kit–Anti- Mouse, WB7103, Invitrogen™, USA) ile 30 
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dakika oda sıcaklığıda muamele edildi. Bloklama solüsyonları kit prosedüründe yazan 

Ģekilde hazırlandı (Tablo 7). Bloklama iĢlemi tamamlandıktan sonra membran toplamda 

2 kez olacak Ģekilde 20 mL distile su ile çalkalayıcıda 5 dakika boyunca yıkama 

iĢlemine tabi tutuldu.  

Primer ve sekonder antikorlarla inkübasyon ve diğer iĢlemler; Bloklamadan 

alınan membranlar Tablo 7 de gösterildiği gibi hazırlanan primer antikorlar ile oda 

sıcaklığında 60 dk boyunca shakerda bekletildiler. Ġnkübasyon iĢleminden sonra primer 

antikor solüsyonu ortamdan uzaklaĢtırıldı ve membranlar kullanıma hazır hale getirilmiĢ 

20 mL antikor yıkama solüsyonu ile toplamda 4 kez olacak Ģekilde yıkama iĢlemine tabi 

tutuldular ve bağlanmayan antikorlar ortamdan uzaklaĢtırıldılar. Bu iĢlem 

tamamlandıktan sonra membran, kit ile kullanıma hazır halde gönderilen sekonder 

antikor ile çalkalayıcıda yarım saat süresince oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

Daha sonra membranlar tekrar 4 kez 5  er dakika antikor yıkama solüsyonları ile yıkandı 

ve bağlanmayan antikorlar uzaklaĢtırıldı. 

Tablo 7. Bloklama, antikor yıkama ve antikor sulandırma solüsyonlarının hazırlanıĢları 

Gerekli Solüsyonlar PVDF Membran için 

 

Bloklama Solüsyonunun 

Ġçeriği ve HazırlanıĢı 

 

   Ultra filtre edilmiĢ su                                            14 mL 

   Blocker/Diluent A                                                   4 mL 

   Blocker/Diluent B                                                   2 mL 

                                                        Toplam Hacim 20 mL 

Referans Primer Antikorun 

dilüsyonu 

β-Aktin primer antikoru, 1:2000 oranında, 10 mL bloklama solüsyonu 

içerisinde dilüe edildi. 

 

 

Hedef Primer Antikorların 

Dilüsyonu  
 

PTEN primer antikoru,                                              1:2000, 

PI3K primer antikoru,                                                1:2000, 

Akt primer antikoru                                                   1:2000, 

Tüm primer antikorlar 10 mL bloking solüsyonu ile dilüe edildi. 

Antikor Yıkama 

Solüsyonunun 

Hazırlanması 

Ultra filtre edilmiĢ su                150 mL 

 

Antikor Yıkama solüsyonu (16X) 

 

                           10 mL 

  Toplam Hacim 160 mL 
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4.2.2.1.6. Protein Bantlarının Görüntülenmesi ve Protein Ekspresyon 

Düzeylerinin Belirlenmesi 

Yıkama iĢleminin tamamlanmasının ardından membranlar kullanıma hazır halde 

gelen kromojenik substratın 5 mL si ile bant geliĢimi oluncaya kadar (yaklaĢık 20-30 

dk) inkübe edildi. Bu iĢlemden sonra membranlar 20 mL distile su ile toplamda 3 kez 

olacak Ģekilde 2 Ģer dakika boyunca yıkama iĢlemine tabi tutuldular. Son olarak 

membranlar uygun bir tarayıcıda (Hewlett Packard Company, Photosmart C3100, 

California, ABD) 600 dpi ile taranarak bant görüntüleri bilgisayar ortamına aktarıldı.  

Protein bant yoğunlukları IMAGE-J (National Institute of Health, Bethesda, ABD) 

Analysis Software programında değerlendirildi. Veriler β-Aktin housekeeping proteinine 

karĢı normalize edildi. 

4.3. Kolon Dokusunun Histopatolojik Analizi 

Histopatolojik inceleme için sıçanlardan çıkarılan kolon dokuları %10 luk 

formaldehit çözeltisi içerisinde tespit edildi. Kalınlığı 5 mikron olan standart kesitler 

Hematoksilen-Eosin (H&E) ile boyanarak mikroskopik inceleme için hazırlandı ve 

lezyonlar Olympus BX43 ıĢık mikroskobu altında incelenerek, Olympus DP72 

görüntüleme cihazi ile fotoğraflandı.  

4.4. Ġstatistiksel Analiz 

AraĢtırma sonucunda elde edilen verilerin değerlendirilmesinde Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows 22.0 paket programı kullanıldı. 

Analiz aĢamasında kullanılacak yöntemin belirlenebilmesi için veri setinde ilgilenilen 
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değiĢkenin normal dağılımdan gelip gelmediğinin tespit edilmesi için Shapiro-Wilk testi 

uygulandı. Shapiro-Wilk testinin yanı sıra çarpıklık (skewness), basıklık (kurtosis) 

katsayıları, kutu grafiği (boxplot) ve Q-Q plot da incelenerek veri setinin normalliğine 

iliĢkin karar verildi. Ġkiden fazla grubun sürekli ölçümlerinin genel karĢılaĢtırılmasında 

varsayımların sağlanması durumunda Tek Yönlü Varyans Analizi, varsayımların 

sağlanmaması durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanıldı. Bu karĢılaĢtırmalarda 

anlamlı bulunan durumlar için grupların ikili karĢılaĢtırılmalarında varsayımların 

sağlanması durumunda grup içi varyansların homojen olup olmamasına göre Tukey 

testleri kullanıldı. Grupların ikili karĢılaĢtırılmalarında varsayımların sağlanmaması 

durumunda ise Bonferroni düzeltmesi yapılmıĢ Mann Whitney U testi kullanıldı. Sürekli 

ölçümler ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) 

olarak özetlendi. p<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

5.1.  ÇalıĢma Gruplarındaki Sıçanların Kilo Alımları ve Büyüme Oranları 

Üzerine Etkisi 

Deney süresi boyunca çalıĢma gruplarındaki tüm sıçanların kiloları haftalık 

olarak tartılıp, kayıt altına alındı. Tüm gruplardaki sıçanların kilo alımlarının deney 

süresince normal seyirde devam ettiği gözlendi. BaĢlangıç ve son haftadaki kiloları 

karĢılaĢtırıldığında ise istatiksel olarak bir farklılık saptanmadı. DMH uygulanan 

sıçanların ortalama ağırlık artıĢı kontrollere kıyasla anlamlı derecede düĢük olduğu 

gözlendi (p<0,001). DMH ile birlikte kemopreventif ajanların uygulandığı gruplarda kilo 

alımının, sadece DMH uygulanmıĢ gruptaki sıçanlara göre daha fazla olduğu belirlendi  

(p<0,05). Yalnızca DMH uygulanan grupta kontrollere göre önemli ölçüde azalmıĢ kilo 

alımı ve büyüme oranları görülürken, Diklofenak ve Selekoksib uygulamalarının ağırlık 

kazancı ve büyüme oranlarına DMH grubuna kıyasla önemli ölçüde katkıda bulunduğu 

gözlenmiĢtir ki bu durum seçilen kemopreventif ajanların DMH ın indüklediği kolon 

karsinojenezine karĢı sıçanlara optimum koruma sağladığını düĢündürmektedir (Tablo 

8).  
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Tablo 8. DMH ve kemopreventif gruplardaki sıçanların kilo alımları ve büyüme oranları 

Gruplar BaĢlangıç (g) Final (g) Kilo Alımı (g) Büyüme Oranı 

Kontrol 247,75 ± 20,35 362,125±26,32 114,38 ± 18,49 0,65 ± 0,11 

DMH 269,81 ± 30,23 337,27±46,69 65,06 ± 30,34** 0,37 ± 0,17** 

DMH+Diklofenak 250,00 ± 22,55 342,2±31,71 92,20 ± 17,75* 0,53 ± 0,10* 

DMH+Selekoksib 272,90 ± 18,66 368,0±34,54 95,10 ± 22,38* 0,54 ± 0,13* 

*p<0,05 kontrol grubuna kıyasla        **p<0,001 kontrol grubuna kıyasla         

Sıçanların büyüme oranları ise aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıĢtır: Büyüme 

oranı = (Final vücut ağırlığı - BaĢlangıç vücut ağırlığı) / Toplam deney günü sayısı. 

5.2. Kemopreventif Ajanların Seçilen ELISA Parametreleri Üzerine Etkisi 

Diklofenak ve Selekoksib in serum CEA, HIF-1α, PCNA ve Ki-67 düzeylerine 

etkisini değerlendirdiğimiz bu bölümde elde edilen sonuçlar Tablo 9 da sunulmuĢtur. 

Sadece DMH uygulanan gruptaki sıçanlarda serum CEA, HIF-1α, PCNA ve Ki-67 

düzeylerinin kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak arttığı gözlenmiĢtir (p<0,05; 

PCNA için, p<0,001; CEA, HIF-1α ve Ki-67 parametreleri için). Kemopreventif 

ajanların uygulandığı gruplardaki serum CEA, HIF-1α, PCNA ve Ki-67 düzeylerinin de 

kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak arttığı saptanmıĢtır. DMH grubu ile 

kemopreventif ajanların uygulandığı gruplar birebir kıyaslandığında ise seçili tüm 

parametlerin kemopreventif gruplarda istatistiksel olarak azaldığı gözlenmiĢtir. 
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Tablo 9. Kemopreventif ajanların seçilen ELISA parametreleri üzerindeki etkisi 

Gruplar CEA (pg/mL) HIF-1α (pg/mL) PCNA (ng/mL) Ki-67 (ng/mL) 

Kontrol 310,50±30,50 322,60 (279,12-348,05) 72,12(48,34-85,53) 5,29±0,65 

DMH 565,83±97,33** 400,31(361,64-596,58)** 93,37(83,01-105,17)* 7,45±0,86** 

Diklofenak 424,67±40,14++ 365,78(295,73-384,88)+ 82,04(65,80-88,28)++ 6,30±0,56+ 

Selekoksib 468,17±43,26+ 370,92(324,52-392-74)+ 83,30(72,62-94,68)+ 6,50±0,68+ 

*p<0,05 kontrol grubuna kıyasla        **p<0,001 kontrol grubuna kıyasla         

+
p<0,05 DMH grubuna kıyasla           

 ++
 p<0,001 DMH grubuna kıyasla 

Veriler ortalama ± standart sapma ya da medyan (minimum-maksimum) Ģeklinde ifade edilmiĢtir. 

*Kontrol grubu ile kıyaslandığında; p<0,05,  **Kontrol grubu ile kıyaslandığında p<0,001; 
+
DMH grubu 

ile kıyaslandığında; p<0,05, 
++

DMH grubu ile kıyaslandığında; p<0,001. 

5.3. Doku PTEN Protein Ekpresyon Düzeyleri 

Doku PTEN protein ekpresyon düzeyleri kontrol grubunda (%100) kabul 

edilerek hesaplandığında; DMH grubunda PTEN ekspresyon kaybının ~%22 oranında 

olmasıyla birlikte protein ekspresyonunun %78,219 olduğu saptanmıĢtır. Dolayısı ile 

kontrol grubuna kıyasla DMH grubunda doku PTEN protein ekspresyonunda istatiksel 

olarak bir azalma gözlenmiĢtir (p<0,05). Kemopreventif ajanların uygulandığı gruplar 

incelendiğinde ise; Diklofenak grubunda PTEN ekpsresyonunun %93,681 olduğu, 

Selekoksib grubunda ise %94,814 olduğu gözlenmiĢtir. Her iki kemopreventif grubunda 

da protein düzeylerinin istatiksel olarak arttığı saptanmıĢtır (Diklofenak için, p<0,05; 

Selekoksib için, p<0,05). 
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ġekil 26. Pten ve β-actin proteinlerine ait bant görüntüleri 

 

(1,2: Kontrol; 3,4: DMH; 5,6: Diklofenak; 7,8: Selekoksib grubunu temsil 

etmektedir.) 

 

 

ġekil 27: Gruplara göre Doku PTEN Protein Ekspresyon Düzeyleri (%) 

 

5.4. Doku PI3K Protein Ekpresyon Düzeyleri 

Doku PI3K protein ekpresyon düzeyleri kontrol grubunda %100 kabul edilerek 

hesaplandığında; DMH grubunda PI3K ekspresyonunun artmasıyla birlikte protein 

ekspresyonunun %123,377 olduğu saptanmıĢtır. Dolayısı ile kontrol grubuna kıyasla 

0

20

40

60

80

100

120

Kontrol DMH Diklofenak Selekoksib

Standardize edilmiĢ PTEN ekspresyon  

düzeyleri (%)    



78 
 

DMH grubunda doku PI3K protein ekspresyonunda istatiksel olarak bir artıĢ olduğu 

gözlenmiĢtir (p< 0,001). Diklofenak uygulanan grupta ise PI3K protein ekspresyonunun 

%109,732 olduğu, Selekoksib uygulanan grupta ise protein düzeyinin %108,732 olduğu 

saptanmıĢtır. Her iki kemopreventif grubunda da protein düzeylerinin DMH grubuna 

göre istatiksel olarak azaldığı gözlenmiĢtir (p<0,05 her iki kemopreventif ajan için). 

 

ġekil 28. PI3K ve β-actin proteinlerine ait bant görüntüleri 

 

(1,2: Kontrol; 3,4: DMH; 5,6: Diklofenak; 7,8: Selekoksib grubunu temsil 

etmektedir.) 

 

 

ġekil 29: Gruplara göre Doku PI3K Protein Ekspresyon Düzeyleri (%) 
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5.5. Doku Akt Protein Ekpresyon Düzeyleri 

Doku Akt protein ekpresyon düzeyleri kontrol grubunda %100 kabul edilerek 

hesaplandığında; DMH grubunda Akt ekspresyonunun artmasıyla birlikte protein 

ekspresyonunun %121,786 olduğu saptanmıĢtır. Dolayısı ile kontrol grubuna kıyasla 

DMH grubunda doku PI3K protein ekspresyonunda istatiksel olarak bir artıĢ olduğu 

gözlenmiĢtir (p<0,05). Diklofenak uygulanan grupta ise Akt protein ekspresyonunun 

%103,658 olduğu, Selekoksib uygulanan grupta ise protein düzeyinin (%102,113) 

olduğu saptanmıĢtır. DMH grubuna göre her iki kemopreventif grubunda da protein 

düzeylerinin istatiksel olarak azaldığı gözlenmiĢtir (p<0,05 her iki kemopreventif ajan 

için). 

 

ġekil 30. PI3K ve β-actin proteinlerine ait bant görüntüleri 

 

(1,2: Kontrol; 3,4: DMH; 5,6: Diklofenak; 7,8: Selekoksib grubunu temsil 

etmektedir.) 
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ġekil 31. Gruplara göre Doku Akt Protein Ekspresyon Düzeyleri (%) 

 

5.6. Histolojik Bulgular 

Hematoksilen-Eozin boyama metodunun uygulandığı kesitlerde, kontrol 

grubunda herhangi bir patolojik lezyon tespit edilmedi. DMH uygulanan grupta invaziv 

tubuler adenokarsinomun L. Muscularise varan invazyonu gözlendi. Diklofenak ın 

DMH ile birlikte uygulandığı grupta, submukozal inflamatuvar mononüklear hücreler, 

kriptlerde ve glanduler epitelde atipik hücreler tespit edildi. Selekoksibin DMH ile 

birlikte uygulandığı grupta ise hafif inflamatuvar reaksiyonlar ile birlikte minimal atipik 

epitel hücre değiĢiklikler gözlendi (ġekil 32). 
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ġekil 32. ÇalıĢma gruplarındaki histolojik görünümler. 

 

Histolojik analiz sonuçları: (a) Kontrol Grubu: Kolon, mukoza ve submukozal bezler 

düzenli, normal mikroskobik görünüm (H&E X10), (b) DMH Grubu: Ġnvaziv tubuler 

adenokarsinomun L. Muscularise varan invazyonu (H&E X100) (c) DMH + diklofenak grubu: 

Submukozal inflamatuvar mononüklear hücreler, kriptlerde ve glanduler epitelde atipik hücreler 

(H&E X20) (d) DMH + selekoksib grubu: Hafif inflamatuvar reaksiyonlar ile birlikte minimal 

atipik epitel hücre değiĢiklikler (H&E X20) 
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6. TARTIġMA 

Kolorektal kanser, kadın ve erkeklerde dünya çapında görülen en yaygın üçüncü 

kanser türü olup, kanserle ilgili ikinci, gastrointestinal kanserde ise baĢlıca ölüm 

nedenidir (242). Karsinogenez geliĢimi; proliferasyon, diferansiyasyon ve hücre 

sağkalımını düzenleyen genetik mekanizmaların aracılık ettiği proteinlerin miktar veya 

aktivitesinde progresif değiĢikliklerle karakterize çok adımlı süreçtir (243). Kanser 

hücreleri çevre doku ve kan damarlarını istila ve yok etme, uzak organlara metastaz 

yapma yeteneğine sahiptirler ve tedavi edilmediklerinde ölüme sebebiyet vermektedirler 

(244). 

Kolon tümörlerinin oluĢması ve ilerlemesinde rol oynayan faktörlerin 

araĢtırılması ile ilgili çalıĢmalar gittikçe önem arz etmektedirler. Kolon tümör 

indüksiyonunun ilk kez denenmesinden bu yana, kanserojen aktiviteye sahip çeĢitli 

maddeler çalıĢılmıĢ ve hayvan modelleri geliĢtirilmiĢtir. Kanserojen kaynaklı deneysel 

kolon kanserleri, insan tümörleri ile birçok benzer özellik taĢımaktadırlar ve bu modeller 

kanser patogenezinin anlaĢılmasında önemli ölçüde katkıda bulunmaktadır (245). 

Kemirgenlerde kolorektal karsinogenez çalıĢması yaklaĢık 80 yıl öncesine dayanan uzun 

bir geçmiĢe sahiptir. Halen, deneysel kolorektal kanser modeli oluĢturmak için DMH ve 

AOM kanserojen ajanları sıklıkla kullanılmaktadırlar (243, 246). Sıçanlarda tümör 

indüklemesinde en eski ve en çok kullanılan kanserojen ajanlardan biri olan DMH, metil 

azoksi metanolün (MAM) metabolik öncüsüdür. DMH ın kanserojen etkisi, tek bir 

enjeksiyondan sonra veya bir dizi haftalık enjeksiyon yoluyla elde edilebilir (247,248). 

Malign lezyon, displastik olmayan mukozadan kaynaklanır ve DMH uygulanmasından 
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4-30 hafta sonra ortaya çıkar. DMH ın küçük dozlarının uygulanmasından sonra bile 

farelerin % 80'ininde adenokarsinom geliĢebildiği bildirilmiĢtir (244). Kolorektal kanser 

indüksiyonu ile ilgili sıçanlar üzerinde yapılan bir çalıĢmada DMH ve AOM ajanlarının 

etkileri karĢılaĢtırılmıĢ ve DMH ın kolorektal kanser indüklenmesinde daha etkili olduğu 

sonucuna varılmıĢtır (243). Essawy ve ark. deneysel kolon kanseri oluĢturmak için 20 

mg/kg dozajında DMH ı subkutan yolla 15 hafta boyunca uygulamıĢlar ve deney 

sonunda baĢarılı bir Ģekilde kanser modeli oluĢturduklarını rapor etmiĢlerdir (249). 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada 12 haftalık Siyah 6 (B6NTac) erkek sıçanlar üzerinde kolon 

kanseri oluĢturmak amacıyla 30 mg/kg dozajındaki DMH subkutan yolla on yedi hafta 

boyunca haftada bir kez olacak Ģekilde uygulanmıĢtır. Daha sonra bu sıçanlar sisplatinin 

farklı dozlarıyla 8 hafta boyunca tedavi edilmiĢlerdir. Histolojik analizler sonucunda, on 

yedi hafta boyunca DMH uygulanan hayvanların %43'ünde kolon kanseri ile birlikte 

karaciğer toksisitesinin de geliĢtiği bildirilmiĢtir (250). Dolayısı ile yaptığımız literatür 

taramalarını göz önünde bulundurduğumuzda, deneysel olarak kolorektal kanser 

oluĢturduğumuz çalıĢmamızda 25 mg/kg dozajındaki DMH ı, haftada bir kez, 25 hafta 

boyunca subkutan olarak verilmesi uygun görülmüĢtür. 

Kolorektal kanser etiyolojisinde aile, çevre ve diyet ajanları dâhil olmak üzere 

birçok faktörün rol oynadığı bilinmektedir. Bugüne kadar karsinognez sürecinin 

anlaĢılmasında yol kat edilmesine rağmen; cerrahi, radyasyon ve kemoterapi içeren 

tedaviler KRK nın ileri aĢamalarını tedavi etmek için hala tam olarak yeterli değildir. 

Bununla birlikte bu standart kemoterapi toksisiteden dolayı sınırlı sağ kalım süresi 

yaratmaktadır. Bu yüzden malignite problemi nasıl çözülür sorusuna verilebilecek tek 

yanıt bu malignitenin oluĢmadan önlenmesidir (243). KRK'nın geliĢmesini ve 
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ilerlemesini engellemeyi amaçlayan etkili önleyici stratejilerin belirlenmesi, bu 

malignitenin insidansını ve mortalitesini azaltmada kritik öneme sahiptir (251). 

Gözlemsel (252,253) ve geniĢ randomize çalıĢmalarda (254,255) aspirin ve diğer steroid 

olmayan anti-inflamatuvar ilaçların kolon adenomlarının ve KRK nın geliĢmesini 

önlediği ve hastalık nüksünü azalttığı gösterilmiĢtir. Yapılan in vitro çalıĢmalarda 

NSAĠĠ lerin apoptozisin indüklenmesi ve hücre çoğalmasının önlemesi suretiyle 

antikanser aktivite gösterdiği bildirilmiĢtir (256,257). Diklofenak, aspirin, indometasin 

ve sulindak gibi geleneksel NSAĠĠ'ler hem COX-1 hem de COX-2 aktivitesini inhibe 

ederken, selekoksib ve rofekoksib gibi yeni nesil ilaçlar, COX-2 aktivitesini seçici 

olarak inhibe eder. Seçici ve seçici olmayan COX-2 inhibitörlerinin, COX-2 enzimini 

hedefleyerek anti-neoplastik özellikler gösterdiği konusunda klinik araĢtırmalardan ve 

hayvan çalıĢmalarından ikna edici kanıtlar elde edilmesine rağmen, altta yatan moleküler 

mekanizmalar tam olarak anlaĢılmamıĢtır (258). Dolayısı ile kolorektal kanser 

prevensiyonu olarak tasarladığımız çalıĢmamızda, kemopreventif ajan olarak NSAĠĠ türü 

olan selekoksib ve diklofenak kullanılmıĢ olup; seçili ajanlar gerçekten etkili midirler? 

Optimum doz nedir? Optimal kemoprevensiyon için bu NSAĠĠ'ler ne kadar süreyle 

uygulanmalıdır? sorularına yanıt bulmak için literatür taraması yapılmıĢtır. Setia ve 

arkadaĢları tarafından yapılan ülseratif kolite bağlı kolon kanseri çalıĢmasında, deney 

gruplarından alınan kolonik örneklerin morfolojik ve histolojik incelemesi yapılmıĢ ve 

kanser grubunda kontrollere kıyasla hem inflamasyon hem de kanser oluĢumunun daha 

fazla olduğu bildirilmiĢtir (259). Yapılan baĢka bir çalıĢmada kolon kanserinde oksidatif 

strese neden olan reaktif oksijen ve azot türlerinin DMH ve dekstran sülfat sodyum 

(DSS) gruplarında yükseldiği ve tüm bu etkilerin ikinci nesil bir NSAĠĠ türü ilaç olan 
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selekoksibin DSS ve DMH ile birlikte uygulanmasıyla normale döndüğü bildirilmiĢtir 

(260). Diklofenak ile ilgili yapılan in vitro bir çalıĢmada diklofenakın, kanser 

hücrelerinde siklooksijenaz enzimlerinin upregülasyonunu inhibe ederek fibroblast ve 

kanser hücresinin büyümesini inhibe ettiği sonucuna varılmıĢtır (261). Yine baĢka bir 

çalıĢmada hem diklofenak hem de kurkuminin, erken neoplazm üzerinde tek baĢına 

kemopreventif etkilere sahip olduğu ve bu ajanların apoptozu indükleyebildikleri rapor 

edilmiĢtir (262). Doz çalıĢmasıyla ilgili çalıĢmalar irdelendiğinde ise, NSAĠĠ türü 

ilaçların kolon kanserinde inflamatuvar yollar üzerindeki kemopreventif etkisinin 

incelendiği bir çalıĢmada 6 mg/kg dozajında selekoksib ve 8 mg/kg dozajında 

diklofenakın ayrı ayrı haftada bir kez DMH uygulanan sıçanlara günlük olarak 

uygulandığı rapor edilmiĢtir (263). Deneysel olarak DMH ile oluĢturulmuĢ baĢka bir 

çalıĢmada selekoksibin terapötik anti-inflamatuvar dozunun (ED50) sıçanlar için, 6 

mg/kg vücut ağırlığı, diklofenakın ise günlük terapötik anti-inflamatuvar dozunun 

(ED50) sıçanlar için, 8 mg/kg vücut ağırlığı olduğu bildirilmiĢtir (264). Yine deneysel 

olarak tasarlanmıĢ kolorektal kanserin erken neoplazmasında NSAĠĠ lerin kemopreventif 

etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada da aynı doz ve uygulama sıklıklarında diklofenak 

ve selokoksib uygulandığı görülmüĢtür (265). Bu çalıĢmalar göz önünde 

bulundurulduğunda biz de çalıĢmamızdaki kemopreventif gruplara uygulanan dozları 

selekoksib için 6 mg/kg ve diklofenak için 8 mg/kg olacak Ģekilde tasarladık. 

PTEN, PI3K/Akt yolunun temel bir bileĢenidir ve PTEN kaybının, tümör 

oluĢumuna yol açan Akt yolunu yapısal olarak aktive ettiği düĢünülmektedir (266). 

PTEN, hücre proliferasyonu, farklılaĢma, DNA/kromozom bütünlüğü, apoptoz ve 

invazivlik ile ilgili bir dizi fizyopatolojik süreci kontrol eder. Bununla birlikte PTEN, 
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sadece proteinleri değil, aynı zamanda PI3K tarafından üretilen fosfoinosititleri de 

defosforile eder, böylece Akt sinyal yolağını inhibe eder (267). PTEN aktivitesi, çeĢitli 

kanserlerde mutasyon, delesyon ve promoter metilasyonu içeren bir takım 

mekanizmaların etkisiyle kaybolur (268). Meme kanseri, prostat ve akciğer kanseri, 

mide ve kolon kanseri, cilt kanseri ve endometriyal karsinom gibi farklı kanser 

türlerinde PTEN fonksiyon kaybı sık olarak saptanmıĢtır (269). Metastatik KRK'lı 173 

hastanın parafine gömülü arĢiv tümör dokularından yapılan retrospektif bir çalıĢmada, 

immünohistokimya analizi sonucu hastaların %19,9 unda PTEN ekspresyon kaybı 

olduğu bildirilmiĢtir (270). Loupakis ve ark. tarafından yapılan bir çalıĢmada, 102 

hastadan oluĢan arĢiv dokusunda PTEN de dahil olmak üzere bir takım biyobelirteç 

geriye dönük olarak analiz edilmiĢ ve primer tümörlerin %58'inde immmünohistokimya 

ile PTEN pozitifliği tespit edilmiĢtir (271). PTEN gen mutasyon oranı endometriyada 

yüksektir ve PTEN ekspresyon kaybı, endometriyal hiperplazi ve malign transformasyon 

ile iliĢkilidir (272,273). Endometriyal kanser ile ilgili yapılan bir araĢtırmada PTEN'in 

tümör baskılayıcı olarak iĢlev görebileceği ve PTEN ekspresyonunun azalması veya 

kaybının endometriyal kanser geliĢiminde önemli kontrol faktörleri olabileceği 

bildirilmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada PTEN'in azalmıĢ ekspresyonlarının, tümör çoğalması, 

farklılaĢma ve invazyon gibi endometriyal kanserin biyolojik davranıĢlarıyla yakından 

iliĢkili olduğu ve PTEN ekspresyon düzeylerinin, endometriyal kanser tanısı ve hastalık 

ilerlemesinin belirlenmesinde önemli bir gösterge olarak kullanılabileceği önerilmiĢtir 

(274). Retrospektif çalıĢmaların yanısıra PTEN ekpresyon düzeylerinin incelendiği 

deneysel kanser fare modelleri de mevcuttur. Örneğin, fare prostat kanser modeli 

çalıĢmalarında, prostat kanserinin oluĢması için PTEN ekspresyon kaybının gerekli 
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olduğu bildirilmiĢtir (275,276). Sıçan meme bezlerinde hücre proliferasyonu ve 

apoptozisin western blot yöntemiyle değerlendirildiği bir çalıĢmada, kanser taĢıyan 

sıçanlarda PTEN ekspresyonun azaldığı, genistein ile tedavi edilen sıçanlarda ise bu 

protein ekspresyonunun arttığı gözlenmiĢtir (277). Piplani ve ark. tarafından DMH ile 

oluĢturulan sıçan kolon kanser modelinde PTEN ve Egr-1 protein ekspresyonlarının 

kolon kanseri geliĢimi sırasında azaldığı, selekoksib ve dolastatin tedavilerinin bu 

proteinlerin ekspresyonunu artırdığı, tümör geliĢimini azaltmada yardımcı olduğu ve 

aynı zamanda apoptotik hızı artırdığı bildirilmiĢtir (278). Kolon kanseri üzerinde yapılan 

baĢka bir çalıĢmada ise kolonik homojenatta immünofloresan ve western blot 

yöntemiyle PTEN ekspresyonu incelenmiĢ ve sadece DMH uygulanarak kanser 

oluĢturulmuĢ gruba kıyasla, kontrol grubunda olduğu kadar piroksikam ve c-fosiyanin 

ile tedavi edilen gruplarda belirgin bir Ģekilde PTEN ekspresyonunun arttığı 

bildirilmiĢtir (279). DMH ile kolorektal kanser modeli oluĢturduğumuz çalıĢmamızda 

western blot yöntemiyle tüm çalıĢma gruplarındaki PTEN ekspresyonları 

değerlendirilmiĢ olup, kanser oluĢturulmuĢ grupta, kontrol grubuna göre PTEN 

ekspresyonunun yukarıda bahsedilen çalıĢmalarla uyumlu bir Ģekilde azaldığı 

gözlenmiĢtir. Elde edilen bu sonuç sadece DMH uygulanan grupta gözlenen PTEN 

ekspresyon kaybının kanser geliĢimine katkıda bulunabileceğini düĢündürmektedir. 

Kemopreventif ajanların uygulandığı gruplarda ise DMH grubuna kıyasla PTEN protein 

ekspresyonunun arttığı görülmüĢtür ki bu durumun PTEN ekspresyon kaybının 

genellikle karsinogenezisin baĢlangıç aĢamasında meydana geldiğinden ve de 

Diklofenak ve Selekoksib in kemopreventif özellik sergileyerek PTEN ekspresyon 

kaybını kısmen engelleyebilmesinden ileri gelebileceği düĢünülmektedir. 
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 PI3K sinyal yolağı hücre proliferasyonu, sağkalımı, büyümesi, motilitesi ve 

metabolizması için hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda kritik öneme sahiptir ve 

bu prosesleri kontrol eden çok çeĢitli hedef proteinleri düzenlemede görev almaktadır 

(280). Tümörler intrinsik olarak stresli ortamlarda (düĢük besin ve oksijen, düĢük pH 

gibi) varlığını sürdürdükleri için bu yolağın kanser için önemi göz ardı edilemez 

boyuttadır ve çeĢitli kanser türlerinde PI3K/Akt yolağını düzenleyen genlerde birçok 

mutasyon saptandığı bildirilmiĢtir (281-283). Reseptör tirozin kinazların aĢırı 

ekspresyonu ile birlikte bu genomik anomaliler pek çok kanser çeĢidinde sinyal yolağı 

enzimlerinin ve downstream moleküllerinin sürekli aktivasyonuna neden olarak 

kontrolsüz hücre çoğalmasına ve büyümesine sebebiyet vermektedir (284). Bununla 

birlikte somatik mutasyonlar ve/veya önemli genlerin kaybı veya kazanımı diğer genetik 

alterasyonların yanında birçok solid ve hematolojik tümörler de bu yolağın 

etkilenmesine neden olmaktadır. PI3K/Akt yolağının aktivasyonu hücre büyümesi ve 

sağkalımı kontrolünde defektlere neden olur ki bu da rekabetli büyüme avantajının, 

metastatik potansiyelin, anjiyogenezin ve tedavi direncinin artmasına neden olmaktadır. 

Bununla birlikte kanserde PI3K/Akt yolağının aĢırı aktivasyonunun meme, glioblastoma 

ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri gibi çeĢitli kanserlerde hormon terapisi, 

radyoterapi, kemoterapi ve reseptör tirozin kinaz inhibitörleri gibi konvensiyonel 

tedavilere karĢı dirence yol açtığı da bildirilmiĢtir (285-287). Bu durum PI3K/Akt 

yolağını anti-kanser ajanların geliĢtirilmesi için önemli hedef haline getirmektedir (288). 

55-75 yaĢ arası toplam 27 benign prostat hiperplazisi (BPH) olan hastaların dâhil 

edildiği bir çalıĢmada transüretral rezeksiyon sonrası prostatik dokular alınmıĢ ve PI3K 

ve Akt'nin gen ekspresyon düzeyleri q-PCR ile değerlendirilmiĢtir. PI3K ve Akt2 
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proteinin gen ekspresyonu, daha küçük prostat boyutuna kıyasla daha büyük prostat 

büyüklüğüne sahip BPH hastalarında anlamlı Ģekilde arttığı, PI3K/Akt yolağının 

overekspresyonunun BPH'de azalmıĢ apoptoz ve artan prostat büyüklüğü ile iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir (281). Deneysel olarak oluĢturulmuĢ gastrik kanser modelinde 

PI3K/Akt sinyal yolağı tümörlerde enerji metabolizmasının düzenlenmesinde çok 

önemli olduğundan hedef yolak olarak belirlenmiĢ ve PI3K-Akt protein ekspresyonları 

hem kanser grubunda hem de kemopreventif ajanların uygulandığı gruplarda tayin 

edilmiĢtir. Her iki protein ekspresyonunun kontrol grubuna göre mide kanseri 

oluĢturulmuĢ grupta arttığı, kemopreventif ajanların uygulandığı gruplarda ise normale 

yakın bir düzeye indiği rapor edilmiĢtir (289). Preoperatif radyoterapi, kemoterapi veya 

immünoterapi almayan kolorektal adenokarsinomlu sporadik hastalardan alınan 

örneklerden yapılan bir araĢtırmada PI3K nın artmıĢ ekspresyonunun KRK metastazı ile 

iliĢkili olduğu, kullanılan PI3K inhibitörünün, KRK hücrelerinde apoptozu indüklediği 

ve yüksek metastatik hücreler için güçlü sitotoksisite gösterdiği bildirilmiĢtir. Bu yüzden 

PI3K inhibisyonunun, KRK için etkili bir tedavi olabileceği önerilmiĢtir (290). Bununla 

birlikte DMH ile kolon kanseri oluĢturulmuĢ bir çalıĢmada da PI3K ve Akt protein 

ekspresyonları ölçülmüĢ ve bu protein ekspresyonlarının kontrol grubuna göre daha 

yüksek olduğu gözlenmiĢtir (291). Doğal bir alkaloid olan piperlongumine in 

kemopreventif etkinliğinin araĢtırıldığı baĢka bir deneysel kolon kanser çalıĢmasında ise 

DMH uygulanan farelerde PI3K ve Akt ekspresyonlarının kontrol grubuna kıyasla 

istatiksel olarak arttığı ve DMH ile Piperlongumine nin birlikte uygulandığı grupta ise 

her iki protein düzeyinin sadece DMH uygulanan gruba göre istatiksel olarak azaldığı 

ifade edilmiĢtir (292). Yukarıda bahsedilen araĢtırmalardaki sonuçlara paralel olarak, biz 
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de çalıĢmamızda PI3K ve Akt ekspresyonlarının kontrol grubuna kıyasla DMH 

grubunda istatiksel olarak arttığını gözlemledik. PI3K/AKT sinyal yolağı; hücre 

büyümesi, proliferasyon, hayatta kalma ve apoptozis gibi normal hücresel iĢlemlerin ana 

düzenleyicisi olduğundan, PI3K/Akt proteinlerinin artmıĢ ekspresyonlarının tümör 

geliĢmesi ve ilerlemesine katkıda bulunarak tümör hücrelerinin hayatta kalmasını ve 

çoğalmasını teĢvik ettiğini düĢünmekteyiz. Bununla birlikte, seçili kemopreventif 

ajanların DMH ile birlikte uygulandığı gruplarda ise bu protein ekspresyonlarının sadece 

kanserojen ajan uygulanan gruba kıyasla istatiksel olarak azaldığını tespit ettik. PTEN, 

PI3K ve Akt protein düzeylerinin Diklofenak ve Selekoksib uygulamasıyla DMH 

grubuna kıyasla normal düzeye gelmesinin altında yatan sebebin seçili ajanların 

kemopreventif özellik sergileyerek DMH ın yıkıcı ve zararlı etkisini azaltmasından ve 

antiproliferatif özellik gösterebildiklerinden ileri gelebileceğini düĢünmekteyiz. 

 Kanser hastalıklarının tanı, teĢhis ve tedavisinde, bununla birlikte tedavi 

sonrası hastaların takibinde kullanılan parametreler tümör belirteçleri olarak 

adlandırılırlar. En sık kullanılan tümör belirteçleri arasında yer alan CEA, yaklaĢık 200 

kDA'lık moleküler ağırlığa sahip, fetal bağırsağın geliĢimi sırasında eksprese edilen bir 

hücre yüzey glikoprotein olup, mide ve kolon gibi gastrointestinal karsinomlarının 

teĢhisi ve prognozu için kullanılmaktadır (293,294). 1965'teki keĢfinden bu yana 

kolorektal kanser için bir tümör markeri olarak kullanılmıĢtır. Ayrıca, yumurtalık, 

meme, pankreas ve karaciğer kanserinin tanımlanmasında da tercih edilmektedir 

(295,296). Sağlıklı bireylerin serumunda düĢük konsantrasyonlarda CEA bulunabilirken, 

serumdaki yüksek CEA düzeyleri malign durumun göstergesi olabilmektedir (297). 

ÇeĢitli kanser türleri ile ilgili yapılan klinik ve deneysel araĢtırmalarda ölçülen CEA 
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düzeylerinin yüksek olduğu bildirilmiĢtir. Bu araĢtırmalardan bir kaçına yer verilecek 

olursa; 444 erkek ve 143 kadın hastadan alınan serum örneklerinde yüksek CEA 

düzeylerinin erken mide kanserinin kötü prognozu için bağımsız bir risk faktörü 

olabileceği rapor edilmiĢtir (298). Kolerektal kanser tanılı hastalar üzerinde yapılan 

klinik bir araĢtırmada, hastalığın 1.evresinde olan hastalardaki serum CEA düzeylerinin 

daha ileri evre hastalardaki düzeylere kıyasla anlamlı derecede daha düĢük olduğu 

bildirilmiĢtir (299). Li ve ark. serum CEA overekspresyonunun primer hepatoselüler 

karsinomda (HCC)'de değil de, metastatik HCC'de görüldüğünü bildirmiĢlerdir (300). 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise dietnitrözaminin neden olduğu sıçan karaciğer 

modelinde, serum CEA düzeyinin az miktarda yükseldiği, ancak bu yükseliĢin kontrol 

grubunda kıyasla istatiksel olarak anlamlı olmadığı rapor edilmiĢtir (301). Aynı 

araĢtırmacılar elde ettikleri bu sonucun CEA nın primer karaciğer kanserinde anlamlı 

olarak artmadığını bildiren  Li ve ark.nın yaptıkları araĢtırmayı destekler nitelikte 

olduğunu vurgulamıĢlardır (301). N-metil-N-nitrozoüre indüksiyonlu kolon kanser 

modelinde de CEA düzeylerinin kanser grubunda arttığı, kemoprevetif ajan uygulanan 

gruplarda ise kanser grubuna göre düzeylerinin azaldığı bildirilmiĢtir (302). Zencefilin 

polifenolik bir alkanonu olan zingeron'un deneysel olarak oluĢturulmuĢ kolerektal 

kanser modelinde kemopreventif etkinliğinin incelendiği bir araĢtırmada,  DMH 

indüksiyonu yapılan grupta CEA düzeylerinin kontrol grubuna göre istatiksel olarak 

yükseldiği, DMH ile birlikte zingereon uygulanan gruplarda ise CEA düzeylerinin 

sadece DMH uygulanan gruba kıyasla daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir (303). Yine 

DMH ile oluĢturulmuĢ bir baĢka kolon kanser modelinde nar ekstraktının koruyucu 

özelliği araĢtırılmıĢ ve kanser grubunda artmıĢ CEA düzeylerinin nar ekstraktının 
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uygulandığı grupta normal düzeye indiği bildirilmiĢtir (304). ÇalıĢmamızda da yukarıda 

bahsettiğimiz araĢtırmalarla uyumlu sonuçlar elde edilmiĢtir. ġöyle ki DMH'ın 

uygulandığı sıçanlarda CEA düzeyinin kontrol grubuna göre yükseldiği görülmüĢtür ve 

bu artıĢın muhtemelen malign lezyon oluĢumu ile iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir. 

Bununla birlikte, DMH ile eĢ zamanlı olarak kemopreventif ajanların uygulandığı 

gruplarda CEA düzeylerinin kanser grubuna göre düzeldiği gözlenmiĢtir. Bu gruplarda 

CEA düzeylerinin DMH grubuna göre düĢük çıkmasının altında yatan mekanizma, 

uygulanan kemopreventif ajanların prokarsinojen inflamatuvar süreçlerin baĢlamasını 

önlemesi veya geciktirmesi olabileceği düĢünülmektedir.  

 Tümör hipoksisi, kanser progresyonunu büyük ölçüde etkiler ve genellikle 

proliferasyon, hücre sağkalımı, invaziv/metastatik yetenek, tedaviye direnç ve değiĢmiĢ 

kanser kök hücre aktivitesi nedeniyle kanser hastalarında kötü prognoz ile bağlantılıdır 

(305,306). Oksijen homeostazının korunmasında bir transkripsiyon faktörü olan HIF-1α, 

hipoksinin bu etkilerine aracılık etmede rol oynayan merkezi bir moleküldür (307). 

Kolorektal kanserde hipoksi, HIF-1α transkripsiyon faktörünü stabilize ederek tümör 

vaskülarizasyonu, metastaz/göç, hücre sağkalımında rol oynayan genlerin 

ekspresyonuna yol açar (308). Bu nedenle, HIF-lα, kolorektal kanser için yeni 

terapötiklerin geliĢtirilmesinde rasyonel bir hedef haline gelmiĢtir. Küçük hücreli 

olmayan akciğer kanser hastaları üzerinde yapılan bir araĢtırmada HIF-lα düzeyleri 

değerlendirilmiĢ ve hasta gruplarında HIF-lα düzeylerinin kontrol grubuna göre 

istatiksel olarak anlamlı Ģekilde yüksek olduğu bildirilmiĢtir (309). Ovaryum kanser 

tanısı konmuĢ hastalar üzerinde yapılan bir çalıĢmada, HIF-lα düzeylerinin hasta 

grubunda yükseldiğini,  HIF-lα nın over kanser prognozu için predüktör olabileceğini ve 
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over kanseri için yeni tedavilerin geliĢtirilmesinde heder olabileceğini ortaya 

koymuĢlardır (310). Yapılan immünohistokimyasal çalıĢmalarda HIF-lα (mRNA 

ve/veya protein) hem adenomlarda hem de kolorektal adenokarsinomlarda tespit edildiği 

ve adenomlara kıyasla adenokarsinomlarda daha fazla eksprese edildiği bildirilmiĢtir 

(311,312). HIF-1α ekspresyonunun ayrıca hastalık aĢaması ile de yakında iliĢkili olduğu 

bildirilmiĢtir (313). Bununla birlikte yapılan hepatosellüler karsinom modelinde HIF-1α 

düzeylerinin kanser grubunda yüksek, kemopreventif grupta ise daha düĢük düzeyde 

olduğu bildirilmiĢtir (314).  7,12-dimetilbenz (a) antrasen ile oluĢturulmuĢ ovaryum 

kanser modelinde de HIF-1α ekspresyonlarının kanser grubunda arttığı bildirilmiĢtir 

(315). Proksimal kolon kanser fare modeli oluĢturulmuĢ bir çalıĢmada ise HIF-1α 

eksikliğinin inflamasyonu azalttığı bildirilmiĢtir (316). ÇalıĢmamızda da serum HIF-1α 

düzeylerinin DMH grubunda kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak arttığı, 

kemopreventif gruplarda ise anlamlı bir Ģekilde azaldığı gözlenmiĢtir. Bu bulgular, 

hipoksik bölgelerde bulunan HIF1-α eksprese eden hücrelerin, lokal mikro ortamın 

hipoksik olmayan bölgelerindeki hücrelerin davranıĢını değiĢtirerek tümörün 

ilerlemesine katkıda bulunma ihtimalinin yüksek olduğunu göstermektedir. Bununla 

birlikte, kemopreventif ajanların uygulanmasıyla HIF-1α düzeylerinin azaldığı 

gözlenmiĢtir ki bu durum kemopreventif ajanların HIF-1α oluĢumunu süprese ederek 

hipoksiye adaptasyonu ve beslenmesi azalan kanser hücrelerinin kanser progresyonunu 

potansiyel olarak inhibe ettiğini düĢündürmektedir. 

 PCNA; Ki-67 den daha sonra kullanıma giren ve özellikle tümörlerin 

değerlendirilmesinde Ki-67 ile birlikte kullanılan bir immünohistokimyasal markırdır. 

Ki-67 G1, S, G2 ve M fazlarında eĢit oranda bulunmasına rağmen, PCNA hücresel 
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döngünün daha çok S fazına spesifiktir. PCNA baĢlıca endometriyum, meme ve mide 

tümörlerinde mitoz derecesini değerlendirmek için kullanılmaktadır (317). Hücre 

DNA'sının sentezi ile yakından ilgilidir ve hücre çoğalmasının baĢlatılması için iyi bir 

belirteçtir. Yapılan çalıĢmalarda, PCNA'nın, tümör farklılaĢma derecesi, kanser evresi ve 

kanser prognozu ile doğrudan iliĢkili olduğu da bildirilmiĢtir (318,319). PCNA nın 

immünohistokimyasal olarak saptanması hem aktif DNA replikasyonunu hem de 

karsinogenezis ile sonuçlanan DNA hasarını göstermektedir. Dolayısı ile PCNA 

ekspresyonunun düzensiz hücre proliferasyonunun göstergesi olarak kullanılabileceği 

önerilmiĢtir (320). PCNA nın non-epitelyal over tümörlerinde proliferasyon indeksi 

olarak kullanılabilirliğinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada tümör grade i ve stage ile PCNA LĠ 

indeksleri arasında pozitif bir korelasyon bulunduğu ve tümör grade ve stage arttıkça 

PCNA immunoreaktivitesi ve Li indeksinin de parelel olarak anlamlı artıĢ gösterdiği 

bildirilmiĢtir (320). Yapılan bir çalıĢmada QRT-PCR deneyleri ve istatistik verilerine 

göre, meme kanseri dokularında Endoglin, östrojen reseptör ve PCNA mRNA 

ekspresyon düzeylerinin, bitiĢik dokulara kıyasla arttığı gösterilmiĢtir. Bu araĢtırmacılar 

Endoglin proteininin meme kanserinde ekspresyonunun arttığını ve lenf nodu metastazı 

ve TNM evresi ile iliĢkili olduğunu, bununla birlikte Endoglin proteini ve PCNA protein 

ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon olduğunu bildirmiĢlerdir. Endoglin ve 

PCNA nın meme kanser patogenezinde sinerjistik bir iliĢki gösterebileceğini 

önermiĢlerdir (319). Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise pozitif PCNA ekspresyonunun 

mide kanserli hastaların prognozu için risk faktörü olduğu ve mide kanseri dokusunda 

PCNA ekspresyonunun arttığı öne sürülmüĢtür (321). Yapılan deneysel kanser hayvan 

modelinde sarımsak yağının PI3K-AKT-NF-kB yolağını inhibe etmek suretiyle DEN ile 
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indüklenmiĢ hepatokarsinom oluĢumunu engellediği ve PCNA düzeylerini azalttığı 

bildirilmiĢtir (322). BaĢka bir araĢtırmada DMH ile indüklemiĢ kolon kanser modelinde 

PCNA düzeyleri hem ELISA hem de western blot yöntemiyle değerlendirilmiĢ ve 

kolonik kanser dokularında PCNA düzeylerinin arttığı bildirilmiĢtir (323).Bizim 

çalıĢmamızda da DMH ile indüklenmiĢ kolon kanseri grubunda PCNA düzeylerinin 

kontrol grubuna göre istatiksel olarak arttığı, kemopreventif ajan uygulanan gruplarda 

ise DMH grubuna nazaran istatiksel olarak azalıĢlar olduğu saptanmıĢtır. PCNA, hücre 

döngüsü ve DNA sentezi, onarımı ve metilasyonu gibi birçok biyolojik yoldaki kritik 

role sahip olduğundan hücre çoğalmasının iyi bir göstergesi olarak kabul edilir. Bununla 

birlikte epitelyal kolon dokularında aĢırı hücre proliferasyonunun, neoplazi geliĢiminde 

kaçınılmaz olduğu bilinmektedir. Dolayısı ile PCNA düzeylerinin DMH grubunda 

artmıĢ hücre proliferasyonuna bağlı olarak yükseldiğini düĢünmekteyiz. Bununla birlikte 

seçili kemopreventif ajanların kolon mukozasında değiĢmiĢ PCNA ekspresyonunu 

baskılayarak ya da kolon dokularındaki proliferasyon bölgesinin azalmasını sağlayarak 

kemoprevensiyon sağlayabildiği düĢünülmektedir. 

 Kanserogenezis, çoğu zaman kontrolsüz hücre proliferasyonu olarak 

tanımlanan çok aĢamalı bir prosestir ve bu kontrolsüz büyüme, PCNA ve Ki-67 gibi bazı 

proliferatif proteinlerin etkisiyle iliĢkilidir. Mükemmel bir mitotik indeks belirteci ve 

bölünen hücrelerin fraksiyonu olan Ki-67, G0-fazı hariç hücre döngüsünün hemen 

hemen tüm aĢamalarında tespit edilmiĢtir. Ki-67 ekspresyonu, neoplastik hastalığın seyri 

ile iliĢkilidir ve bu nedenle hastanın hayatta kalmasını ve kanserin ilerlemesini 

değerlendirmek için kullanılabilir, dolayısı ile Ki-67, çok çeĢitli malignitelerin tanı ve 

tedavisi için umut verici bir moleküler aday olarak gösterilmektedir (324). Örneğin 
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rahim ağzı kanseri olan hastalar üzerinde yapılan bir çalıĢmada Ki-67, p53, Bcl-2, VEGF 

ekpresyonları değerlendirilmiĢ ve bu parametreler seçili sitokinlerle korele edilmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlara göre, rahim ağzı kanser progresyonunun, bölgesel ve sistemik 

sitokin fonksiyonlarının konakçı homeostazındaki neoplazm entegrasyonuyla iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir (325). Kolorektal kanserli erkek hastalarda yapılan bir çalıĢmada 

KRK da hem Ki-67 hem de p53 over ekspresyonunun kötü prognozla ile iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir (326). Yapılan bir çalıĢmada kurkuminin hepatokarsinogenez sırasında 

hücre proliferasyonunu etkileyip etkilemediğini belirlemek için karaciğer dokusunda Ki-

67 ekpresyonları immünohistokimyasal teknik ile belirlenmiĢ ve HCC grubunun 

karaciğer dokusunda Ki-67 pozitif hücrelerin sayısında kayda değer bir artıĢ olduğu 

gösterilmiĢtir (327). Dietilnitrözamin ile Wistar türü fareler üzerinde oluĢturulmuĢ 

karaciğer kanser modelinde diosminin tümör markırları (ODC, PCNA ve Ki-67) 

üzerindeki kemopreventif etkisi araĢtırılmıĢ ve bu ajanın hiper hücre proliferasyonunu 

ve hepatokarsinogenezisi azalttığı gösterilmiĢtir (324). AraĢtırmacılar Diosmin'in bu 

koruyucu etkinliğinin; görünür hepatik nodüllerin yüzdesini azaltarak ve erken tümör 

belirteçlerini (ODC, PCNA ve Ki67), oksidatif stres biyobelirteçlerini, serum 

sitotoksisite belirteçlerini (AST, ALT ve LDH), hücre nekroz belirteçlerini  (NF-kappa 

B and TNF-α) ve inflamatuvar belirteçlerini (COX-2 and iNOs) restore etme yeteneğiyle 

gerçekleĢtirdiğini öne sürmüĢlerdir (324). Azoksimetanla oluĢturulmuĢ rat kolon kanser 

modelinde kırmızı üzüm suyunun kemoprevenif etkinliği araĢtırılmıĢ ve kanser 

oluĢturulmuĢ grupta Ki-67 protein ekspresyonun arttığı, AOM ile kırmızı üzüm suyunun 

eĢ zamanlı verildiği grupta ise Ki-67 ekspresyonunun azaldığı rapor edilmiĢtir (328). 

Yine yapılan baĢka deneysel bir çalıĢmada DMH ile kolon kanseri oluĢturulmuĢ ve Ki-
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67 ekpsresyonunun arttığı, glisirizik asidin DMH ile birlikte uygulanmasının ise bu 

protein ekspresyonunun azaldığı bildirilmiĢtir (329). Bu çalıĢmalardan elde edilen 

sonuçlara benzer Ģekilde çalıĢmadaki tüm deney gruplarımızda Ki-67 düzeyleri 

değerlendirilmiĢ ve bu protein düzeylerinin kanser grubunda kontrol grubuna göre 

istatiksel olarak arttığı tespit edilmiĢtir. Ki-67 protein ekspresyonu, malign tümör 

hücrelerinde intrinsik hücre popülasyonunda proliferatif aktivasyon ile iliĢkilidir ki bu 

Ki-67'nin tümör agresifliği için bir markır olarak kullanılabileceği anlamına gelir. 

Dolayısı ile artmıĢ Ki-67 düzeylerinin tümör formasyonuna bağlı olarak arttığını 

düĢünmekteyiz. Bununla birlikte, seçili COX-2 inhibitörlerinin Ki-67 ekspresyonunu 

down-regüle ederek normal kolon hücrelerin kanserojen hale dönüĢmesini yavaĢlatmak 

suretiyle anti-kanserojen etki sergileyebildiklerini düĢünmekteyiz. 

Sonuç olarak; in vivo olarak kolorektal kanser oluĢturulan sıçanlarda diklofenak 

ve selekoksib in antiproliferatif etkinliklerini değerlendirdiğimiz çalıĢmamızda DMH 

uygulamasının CEA, HIF-1α, PCNA ve Ki-67 düzeylerinin artmasına, bununla birlikte 

PTEN protein ekspresyon kaybına, PI3K ve Akt protein ekspresyon düzeylerinin 

artmasına yol açarak tümör oluĢumuna yol açtığı, diklofeanak ve selekoksib in ise tümör 

oluĢumuna yatkın bu mikroçevrede kanser sinyal yollarında görevli bu moleküllerin 

ekspresyonlarını düzenleyerek koruyucu bir etki gösterebileceği kanısına varılmıĢtır. 

Bununla birlikte, seçili COX-2 inhibitörlerinin kolon kanseri üzerinde sağladığı 

antiproliferatif etkinlik, bu iki ajanın, etkin bir kemoprevetif ajan olabileceklerini 

göstermektedir. Farklı kanser modellerinde yapılacak benzer çalıĢmalara bağlı olarak bu 

verileri destekler nitelik kazanmasıyla, yeni bir kemopreventif ajan olarak 

kullanılabilecekleri ön görülmektedir. 
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