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1. OZET

Kolorektal kanser (KRK) diinya c¢apinda tgiincii en yaygin kanser tiirii olup
cevresel ve genetik faktorlerden olugsan karmagik bir etiyolojiye sahiptir. 1,2
Dimetilhidrazin (DMH), iyi bilinen ve deneysel kolon karsinogenez modeli olusturmada
yaygin olarak kullanilan bir ajandir. KRK'larin erken teshisi ve tedavisi, sagkalimi
artirmak icin &nemlidir. Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAil’ler), tiimor
gelisimini ve hiicresel proliferasyonu bloke etme kabiliyetleri nedeniyle ¢esitli kanser
tiirlerine kars1 kullanilan yeni kemopreventif ajanlar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Bu
calismada, deneysel KRK modelinde iki NSAli'nin (Diklofenak ve Selekoksib) timér
gelisimi ve hiicre proliferasyonu tlizerindeki kemopreventif etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir. Wistar tiirli siganlar dort gruba ayrilmistir. Grup 1'deki siganlara ilk 12
hafta boyunca 1 mL DMSO ve 1 mM EDTA, kalan 13 hafta boyunca sadece DMSO
uygulanmis ve bu grup kontrol grubu olarak belirlenmistir. 25 mg/kg dozundaki DMH
haftada 1 kez olmak iizere subkutan yolla ilk 12 hafta boyunca uygulanmais, deney siiresi
boyunca da 1 mL DMSO giinliik olarak oral gavaj yontemiyle uygulanmistir ve bu grup
kolon kanser grubu olarak belirlenmistir. Grup 3 ve 4’e, grup 2'deki gibi DMH
uygulanmistir. Bununla birlikte, Grup 3’teki sicanlara her giin 25 hafta oral gavaj
yoluyla diklofenak (8 mg/kg viicut agirligi) ve grup 4’teki siganlara ise selekoksib (6
mg/kg viicut agirhigl) uygulanmistir. Serum CEA, HIF-1a, PCNA ve Ki-67'nin diizeyleri
ELISA yontemi ile belirlenmistir. PTEN, PI3K ve Akt ekspresyonunu tespit etmek i¢in
Western blot analizi kullanilmistir. DMH uygulamasinin ardindan CEA, HIF-la, PCNA

ve Ki-67 diizeylerinin arttigi gézlenmistir. Segilen kemoprevetif ajanlarin uygulandigi



gruplarda ise bu parametrelerin diizeylerinin normale yakin degere indigi gozlenmistir ki
bu durum diklofenak ve selekoksibin anti-kanserojen etki  sergiledigini
diisiindiirmektedir. Western blot analiziyle DMH uygulamasinin PTEN kaybina yol
actig1, PI3K ve Akt protein ekspresyon diizeylerini ise artirdigi sonucuna varilmistir.
Bununla birlikte, diklofenak ve selekoksib uygulanan siganlarda, PTEN protein
ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi, PI3K ve Akt protein ekspresyonlarinin ise
azaldig1 saptanmistir. Elde edilen bu bulgulardan, segici olmayan veya segici COX-2
inhibitorlerinin, kanser gelisimine ve DMH kaynakli hiicre proliferasyonunun

baskilanmasina kars1 koruyucu etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

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



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-1a, 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-

lo, PCNA and Ki-67 increased following DMH treatment. Administration of the



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



3. GIRiS

3.1.Kolon
3.1.1. Kolon Anatomisi

Kolon; gastrointestinal sistemin ileogekal valv ile rektosigmoid kose arasinda
kalan yaklagik 150 cm’lik béliimiidiir ve rektum ile anal kanaldan olusur. Ileumun
bitiminden baslayan kolon sakrumun promontoryumunda son bulur. Kolon diginda 3
adet tenia koli bulunmaktadir ve bunlarin aralarindaki ag1 120 derecedir. Kolon
lokalizasyonuna gore sirasiyla ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolon ile devam ederek rektosigmoid kosede rektum ile birlesir (1).
Embriyolojik agidan ¢ekum, c¢ikan kolon, transvers kolonun sag yaris1 midguttan (orta
bagirsak) gelisirken, transvers kolonun sol yarisi, inen kolon ve sigmoid kolon, rektum

ve aniis hindguttan (alt bagirsaktan) gelismistir (2,3).

First part of the duodenum
Spleen

Right lobe of the liver Tail of pancreas

Hepatic flexure Splenic flexure

Transverse colon Anterosuperior taenia

Third part of the duodenum -
Left kidney

Right kidney
Descending colon

Ascending colon
Anterior taenia (libera)
Anterior taenia (libera)

Left iliac crest

Vermiform appendix

Sekil 1. Kolon anatomisi (4).



3.1.2. Appendiks

Anatomik fonksiyonu olmayan ancak genellikle siitiir hattin1 belirlemeye ya da
kolon perforasyonunu kapatmaya yardimei olan appendiks epiploikalar, yagli c¢ikintilar
olup tenialara tutunurlar. Appendiksin uzunlugu 12 mm ile 20 cm arasindadir.
Bulundugu konumu olduk¢a degiskendir (pelvik, subakal, preileal ve retroileal),

genellikle cekumun arkasina dogru uzanir konumdadir (5).

Preileal

Promonteric

Paracolic/

precaecal Pelvic

Subcaecal

Sekil 2. Appendiks ve ¢esitli konumlari (5).

3.1.3.Cekum

Kolonun baglangi¢ kismi1 olan ¢ekum; ortalama 6 cm uzunluga, 7,5 cm genislige
sahiptir ve kolonun en genis kismini olusturur. Sag fossa iliakada bulunur, iliakus ve
psoas major kasi lizerinde uzanir ve genellikle anterior abdominal duvar ile temas

halindedir. Kolon; sigmoid kolona dogru ilerledik¢e daralir ve en dar oldugu yer 2,5 cm



cap1 ile sigmoid kolondur. Bu yiizden ¢ekum tiimorleri biliyiidiik¢e semptomatik 6zellik
gostermelerine ragmen, sigmoid kolon tiimorleri kiigiikken bile semptomatiktirler. Distal

kolon tikanmasinda kolonun en sik perfore olan kismi da ¢gekumdur (6,7).

3.1.4. Cikan Kolon

Ortalama uzunlugu 20 cm olan ¢ikan kolon, ¢cekumun iist kenarindan baslayarak
yukarida karacigerin sag lobunun alt yiizeyinde sola ve 6ne dogru kivrilarak transvers
kolon olarak devam eder. Bu bolge hepatik fleksura olarak adlandirilir. Cikan kolonun
arka ylizii harig, her tarafi peritonla oOrtiiliidiir ve arka yiiziinde gozenekli doku (toldt

fasyasi) ile karin arka duvaria tutunur (8).

3.1.5. Transvers Kolon

Uzunlugu yaklagik 50 cm olan transvers kolon; kolonun en hareketli ve en uzun
kismu olup, hepatik fleksuradan splenik fleksuraya kadar uzanir. Hemen hemen tamami
periton ile Ortiiliidiir. Mezosu ile pankreas ve sol bobrek kapsiiliine asilarak batini alt ve
iist olmak tizere iki boliime ayirir ki bu anatomik yap1 bir bolgedeki enfeksiyonun diger

bir bolgeye yayilmasinda bariyer olur (3).

3.1.6. inen Kolon

Cap1 ¢ikan ve transvers kolona gore daha dar olan inen kolon, yaklasik 25 cm
uzunlugundadir ve splenik fleksuradan baslayip sigmoid kolona kadar uzanir. On ve yan

yiizeyleri peritonla Ortiiliiyken arka kisminda periton yoktur (9).



3.1.7. Sigmoid kolon

Inen kolonun devami olan sigmoid kolon, ortalama 40 cm uzunlugundadir ve
tiim yiizeyi peritonla ortiiliidiir. Normalde pelvis i¢inde lokalizedir ancak serbest hareket
yetenegi ile abdominal kavite icine de yer degistirebilir. Rektosigmoid késeden sonra

rektum olarak devam eder (3).

3.2. Kolon Histolojisi

Gastrointestinal sistemin ¢ogu yerinde bulunan aynm1 4 tabaka (mukoza,
submukoza, muskularis ve seroza) kolonda da mevcuttur (Sekil 3). Mukoza; ¢ok sayida
mukus salgilayan goblet hiicresi (ince bagirsakta bulunan villus kolonda bulunmaz),
lamina propria ve muskularis mukozasina sahip kolumnar epitel igeren bir bag
dokusudur. Submukoza kan damarlar1 ve Meissner sinir pleksusu igeren gevsek bag
dokusudur. Muskularis tabakasi liimene yakin kisminda sirkiiler, dista longitudinal olan
iki kas tabakasindan olusmustur ve bu tabakalar arasinda myenterik (Auerbach’s) sinir
pleksus mevcuttur. Seroza, kolonun dis tabakasidir, tek katli yassi epitel (mezotel)

hiicreler ile ortiiliidiir ve kan, lenf ve yag dokusu bakimindan zengindir (1).
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Sekil 3. Kolonun 151k mikroskobu altinda goriintiisii (1).

3.3. Kolon Fizyolojisi

Kalin bagirsagin birincil gorevi fekal materyali digkilamadan 6nce depolamak ve
yogunlastirmaktir. Kalin bagirsak digki ve bazi gazlari depolar. Su emilimi ¢ekum ve

¢ikan kolonda olur. Kolondan sodyum, kloriir, sakkaroz ve laktoz da emilir (10).

3.4. Kanser Tanim ve Gelisimi

Kanser, hem genetik hem de ¢evresel kosullarin degismesiyle goriilme siklig1 her
gecen giin artan, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok Oliimle sonuglanan
hastaliklardan biridir (11). Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére bulasici olmayan

hastalik kaynakli 6liimlerin %63’ kanser ile iligkilidir ve 6liime en ¢ok sebebiyet veren



kanser tiirlerinin akciger, mide, kolon, karacier ve meme kanserleri oldugu
bildirilmektedir (12,13). Erkeklerde en sik rastlanan kanser tiirlerini prostat, akciger,
brons ve kolorektal kanserler olustururken, kadinlarda meme, akciger ve brons
kanserleri olusturur (14). Birgok kanser tiiriinliin c¢evresel ve/veya yasam tarzi
faktorlerine maruz kalmanin bir sonucu olustuguna dair bilgiler mevcuttur ve yalnizca
kiigik bir oranin (%10 kadar) dogustan gelen genetik bozukluklardan kaynaklandigi
bildirilmistir (15,16). Kanser progresyonu coklu sinyal yolaklarini igeren ¢ok basamakli
bir siirectir ve kanser arastirmalarina her yil milyarlarca dolar harcanmasina ragmen,
kanserin tam olarak nasil gelistigi sorusuna net bir yanit bulunamamustir (17). Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimi ile kanser baglangici arasinda gii¢lii bir iligki vardir
(18). ROS kaynakli DNA instabilitesi, normal hiicrelerin malign hiicrelere
doniismesinde kritik olan ve istenmeyen birgok metabolik yolu tetikleyebilir (19).
Bununla birlikte oksidatif stresin neden oldugu DNA hasari, ksenobiyotik ve
kanserojenlere bagli karaciger hasari, proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlar, kalict inflamasyon ve kontrolsiiz hiicre proliferasyonu kanser

progresyonunda en ¢ok kabul goren hipotezlerdendir (11).
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Sekil 4. Normal hiicrelerin, gesitli dis uyaranlarla kanserli hale doniistiiriilmesinde rol oynayan
asamalar. -OH: hidroksil radikali; iNOS: uyarilabilir nitrik oksit sentaz; COX-2: siklooksijenaz
2; NF-«B: niikleer faktér kB; DNA: deoksiriboniikleik asit; H,0,: hidrojen peroksit; ; CDK'lar:
siklin bagimli kinazlar; O,": stiperoksit radikali (11).

3.4.1. Kolerektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK) terimi, rektum veya kolonun i¢ astarinda tiimdr veya
doku biiylimesi olarak baslayan ve yavas gelisen bir kanser tiirlinii ifade eder (20). Polip
olarak bilinen bu anormal biiylime, kanserli hale gelirse, rektum veya kolon duvarinda
timor olusturabilir ve daha sonra diger anatomik bolgelere metastaz yaparak kan
damarlar1 veya lenf damarlar1 halinde biiylir (21). Kolorektal bdlgede baslayan
kanserlerin biiyiik cogunlugunu (%95'in lizerinde) adenokarsinomlar olusturur ve bunlar

kolon ve rektumu kaplayan mukus yapim bezlerinde lokalizedirler (20). Kolorektal
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bolgede daha az goriilen diger kanser tiirlerini ise; karsinoid tiimorler (hormon {iireten
bagirsak hiicrelerinde baslayan), gastrointestinal stromal tiimorler (cajal'in interstisyel
hiicreleri olarak bilinen 6zel kolonik hiicrelerde olusan), lenfoma (kolon veya rektumda
olusan immiin sistem kanserleri) ve sarkomalar olusturur (tipik olarak kan damarlarinda

baglar, ancak bazen kolorektal duvarlarda da olusur) (20,21).
3.4.1.1.Etiyoloji

KRK sporadik (%70), familyal clustering (%20) veya kalitsal sendromlar (%10)
olarak ortaya ¢ikabilir. En yaygin kalitsal KRK sendromlar1 ailesel adenomatoz
polipozis (FAP) ve Lynch sendromu (kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser
[HNPCC]) ve hamartomatdz polipozis sendromudur ve tiim KRK kanserlerinin yaklagik
%5'1i bu hamartomatozlerle iliskilidir.

Kisisel veya ailesel KRK 0Oykiisii, adenomatdz polipler ve villoz veya
tubulovillous displazili polipler, 5 yilda %3 ile %5'e varan senkronéz ve metakrondz
KRK primer kanseri i¢in yiiksek bir risk oldugunu gostermektedir.

Abdominal radyasyon (30 Gy'den biiyiik) alan cocukluk cagindaki kanser
magdurlar1 KRK riski altindadir ve bu hastalara radyasyon maruziyetinden 10 yil sonra
veya 35 vyasmma geldiklerinde tarama oOnerilmektedir. KRK riskini arttiran diger
hastaliklar diabetes mellitus/insiilin direnci, kontrolsiiz akromegali hastaligi ve uzun
stireli immiinosiipresyonlu renal transplanttir. KRK riskinin obezite, kirmizi/islenmis et,

tiitlin, alkol ve kolesistektomi ile birlikte artabilecegi de bildirilmistir (22).
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3.4.1.2. Epidemiyoloji

KRK insidansi ve mortalite oranlar1 tiim diinyada belirgin sekilde degismektedir.
Diinya Saglik Orgiiti GLOBOCAN veritabanina gére, KRK’nin erkeklerde en sik
gorililen {igiincli kanser, kadinlarda ise ikinci kanser tiirii oldugu bildirilmistir ve 2018
yilinda 1,8 milyon kisiye tani koyulmus olup, neredeyse 861000 vakanin oOliimle

sonuclandig bildirilmistir (23).
3.4.1.3 Insidans

En yiiksek insidans oranlar1 Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey
Amerika'da olup, en diisiik oranlar ise Afrika ve Giiney-Orta Asya'da goriilmektedir
(24). Bu cografi farkliliklarin genetik olarak belirlenmis duyarliliga ek olarak diyet ve
cevresel maruziyetlerdeki farkliliklardan kaynaklandigi diistiniilmektedir (23). Fiziksel
hareketsizlik, sagliksiz beslenme, sigara ve obezite gibi potansiyel olarak
degistirilebilecek davranislarin, KRK riskindeki sosyoekonomik esitsizligin énemli bir
boliimiinii olusturdugu distintilmektedir (25,26).

Yapilan bir kohort ¢alismasinda 50 yasin altinda tani alan hastalarin %86'sindan
fazlasinin tani sirasinda semptomatik oldugu, ve bu hastalarin sol kolon ya da rektal
kanserin ileri evresinde olduklar1 bildirilmistir (27). Su anda, ¢ogu kilavuzda, pozitif aile
Oykiisli ya da yatkin bir kalitsal sendrom olmadik¢a, 50 yasin altindaki asemptomatik
bireylerin taranmasi Onerilmemektedir. Bununla birlikte, 2018'de Amerikan Kanser
Dernegi, ortalama 45 yasinda KRK riski tasiyan kisileri taramaya baglamak i¢in

"nitelikli" bir 6neri yaymlamistir (28).
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3.4.1.4. Mortalite

Amerika Birlesik Devletlerinde ve diger bir¢cok bati iilkesinde 1980'lerin
ortasindan bu yana KRK'den 6liim oranlar1 giderek azalmistir (29,30). Bu azalis, kolonik
poliplerin saptanmasi ve ¢ikarilmasi, daha erken bir asamada KRK'lerin saptanmasi ve

daha etkili primer ve adjuvan tedavilerin varligi ile iliskilendirilmektedir (31).

3.5. Degistirilebilir Risk Faktorleri

3.5.1. Sigara Kullanim

Sigara kullanimu ile akciger kanseri arasinda siki bir baglantt olmakla birlikte,
sigara kolon ve rektum i¢in de son derece zararhidir (32). Sigara igmek, kolorektal
kanserin bilinen dncii lezyonlar1 olan adenomatoz poliplerin olusumunu ve biiyiimesini
hizlandirir. Kolon ile rektumda bulunan daha biiyiik poliplerin uzun siireli sigara igiciligi
ile korele oldugu bildirilmistir (33). Tiitlin dumani; heterosiklik aminler, nitrozaminler
ve polisiklik hidrokarbonlar dahil olmak {izere bilinen kanserojenleri icerir ve bu
bilesiklerin, hayvan modellerinde Adenomatoz Polipozis Koli (APC) geni ile etkilesime
girdigi bilinmektedir (34). Yapilan ¢aligmalarda, kolorektal adenom biiyiikliigli sigara
igmeyenlerle sigara igenler arasinda karsilastirildiginda, adenom biiytlikliigliniin sigara
icen hastalarda 6nemli Ol¢iide daha fazla oldugu rapor edilmistir (35,36). Bununla
birlikte; cinsiyet, polip alt tipi, yer ve siddetine bakilmaksizin sigara igiciligi ile polip

riski arasinda siki bir iligki oldugu bildirilmistir (37,38).
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3.5.2. Alkol Tiiketimi

Sigara kullanimi1 gibi diizenli olarak alkol tiiketimi de kolorektal kanser
gelistirme riski ile iliskilidir. Alkol tiiketiminin, geng yasta kolorektal kanser gelisimine,
ayni zamanda distal kolondaki tiimérlerin orantisiz bir sekilde artmasina neden oldugu
bildirilmistir (32). Alkoliin zararli etkisi reaktif metabolitlerinden biri olan
asetalaldehitten ya da alkoliin kanserojen molekiillerin mukozal hiicrelere
penetrasyonunu artiran bir ¢oziicli olarak islev gdérmesinden ileri gelebilir (39). Blasiak
ve arkadaglar1 etanol maruziyeti ile kolonik mukoza DNA ipliklerinde kirilmalarda doza
bagli bir artis tespit etmislerdir (40). Bununla birlikte asetaldehitin kromozom
kirilmasina neden olabilecek folat bozulmasimma yol agabilecegi ve alkolin bu

mekanizmayla kolorektal karsinojenezi tesvik edebilecegi de bildirilmistir (41).

3.5.3.Beslenme Aliskanhg1

Diyet, kolorektal kanser etiyolojisinde bugiine kadar tanimlanan en Onemli
eksojen faktor olmakla birlikte, gida aliskanliklarindaki degisiklikler ile kolorektal
kanserlerin %70’inin Onlenebilecegi tahmin edilmektedir (42). Literatiirde en sik
incelenen diyet faktorlerinden bazilari; hayvansal yag alimi ve kirmizi et tiiketiminde
artis, azalan folat ile kalsiyum ve meyve ve sebze tiiketimidir (33).

Bazi1 caligmalar artmis hayvansal yag alimi ile kolorektal polip riski arasinda
pozitif bir iliski oldugunu gosterirken (43,44), baz1 ¢alismalarda herhangi bir iligkinin
olmadig1 bildirilmistir (45,46). Kolonoskopi tabanli sistematik bir caligmada, ytliksek
trigliserit ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol konsantrasyonlarindaki

azalis, kolorektal adenom prevalansinin yiiksek olmasi ile iliskilendirilmistir (47).
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Yiiksek miktarda kirmizi ve islenmis et tiiketimi kolorektal kanserin gelisimine
katkida bulunan diger bir beslenme aligkanligidir. Kirmizi et tiiketiminin kolorektal
kanser ile pozitif iliskisinin altinda yatan sebep; yiiksek ateste pisirilmis etlerde
poliaromatik hidrokarbonlar, heterosiklik aminler ve kolesterol oksidasyon firiinleri ile
cesitli nitrozaminler gibi kanserojenik bilesenlerin olusabilmesidir (48).

Her ne kadar bazi diyetlerin digerlerinden daha saglikli oldugu diisiiniilse de,
belirli diyet modelleriyle ilgili tanimlar giincel literatiirlerde farklilik gostermektedir
(33). Baz1 aragtirmalarda meyve ve sebze icerigi diisiik diyet yapanlarin kolorektal
kansere yakalanma riskinin daha yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir (49,50). Godos
ve ark. meyve ve sebze tiikketiminin yiiksek oldugu diyeti saglikli diyet, kirmizi/islenmis
et, tuz, seker ve rafine tahillarin yiliksek oranda tiiketildigi diyeti ise sagliksiz diyet
olarak tanimlamislardir. Elde ettikleri analiz sonuglarinda ise, sagliklt bir beslenme
aligkanligina sahip olan kisilerde kolorektal adenom riskinin %20 oraninda azaldigi,
sagliksiz bir diyet aliskanligina sahip olanlar i¢in neredeyse % 25'lik nispi bir risk artigi
oldugunu belirtmislerdir (51).

Bazi1 epidemiyolojik caligmalar ve meta-analizler, diyet folat1 ile kolorektal polip
ve kanser riski arasinda ters bir iliski oldugunu gosterirken (43,52), bazilar1 folatin hicbir
etkisinin olmadigini veya risk artisina neden olmadigini bildirmislerdir (53,54). Folatin,
maruziyet zamanlamasina gore KRK riskini farkli sekilde etkileyebilecegi varsayilmistir
(55). Normal mukozada folat eksikligi DNA instabilitesine neden olabilirken, yeterli
miktarda folat varlig1 kolorektal karsinojenezin baglama riskini azaltabilir (56).

Prospektif kohort ¢alismalari, yiiksek kalsiyum alimimmin KRK riskini azalttigi,

ancak bu etkisini 1000 mg/giin dozu lizerinde alim ile gosterebildigini bildirmislerdir
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(57). Bu miktar da giinde yaklasik {i¢ bardak siit, yogurt veya soyaya karsilik
gelmektedir (58). Kalsiyum, safra asitleri ve yag asitlerini baglayarak kalin bagirsaktaki
neoplazilere karst1 koruma saglayabilir, bdylece onlarin kolonik epitel hiicreleri
tizerindeki proliferatif ve kanserojen etkilerini azaltir (33).

Diyet lifinin diski hacmini ve atilim hizin1 artirarak, kolon bakteri florasini
degistirerek, toksik metabolitlerin iiretimini Onleyerek ve bu metabolitlerin bagirsak
hiicreleriyle temas siirelerini kisaltarak KRK riskini azalttigi diisiiniilse de yapilan
calismalardaki sonucglar net degildir (49). Soyle ki; KRK gelisiminde diyet lifinin
koruyucu etkisinin oldugunu destekleyen ¢aligmalar mevcutken (59,60), son zamanlarda
yapilan randomize kontrollii bir ¢alismada diyetsel lif aliminin artirilmasi, adenomat6z
polip ykiisii olanlarda adenomat6z poliplerin rekiirrensini azalttigina dair net bir kanit
bulunamamistir (61). Bununla birlikte, lif igerigi zengin diyetin genel saglhia yarari
nedeniyle, Amerikan Kanser Dernegi ve Diinya Kanser Arastirma Fonu, kanserin
onlenmesi i¢in kepekli tahil, meyve ve sebze igerigi yliksek bir diyetin tercih edilmesini

onermektedir (62,63).

3.5.4. Viicut Kitle indeksi

Normal kilolu insanlara kiyasla, obez erkekler yaklasik %50 oraninda daha
yiiksek kolon kanseri riski tasirken, obez kadinlarda bu oran yaklasik % 20 civarindadir
(64). Bel cevresi ile dlciilen abdominal obezite de KRK riskini arttirir (65), bu yiizden
viicut kitle indeksinin (VKI) bel gevresi ile birlikte 6lgiilmesi tavsiye edilmektedir (66).
Artmis VKI ve kolorektal polip riski arasindaki iliskinin altinda yatan mekanizmalar tam

olarak bilinmemektedir. Buna karsilik, insiilin direncinin ve hiperinsiilineminin,
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insiilin/insiilin ~ benzeri biiylime faktorii aksiyla mitojenik ve antiapoptotik
sinyalizasyonuna yol acabilecegi hipotezi ortaya konulmustur (67). Asir1 kilo ayni
zamanda kronik diisiik dereceli bir inflamasyon durumu olarak kabul edilebilir ve

boylece kanser riskini artirabilir (68).

3.5.5. Fiziksel inaktivite

Yapilan arastirmalarda fiziksel olarak aktif kisilerde, proksimal ve distal timor
gelisim riskinin, daha az aktivite gosteren kisilere gore %25 daha diisiik oldugu
bildirilmistir (69,70). Bununla birlikte, KRK tanisindan 6nce fiziksel olarak daha aktif
olan kisilerin daha az aktif olanlara gore hastaliktan 6lme olasiliginin daha diisiik oldugu
rapor edilmistir (71). Yapilan baska bir ¢calismada, fiziksel aktivitesi ¢ok az olan kisiler
(0rnegin, saatlerce televizyon izleyerek vakit gecirenler) hareketli kisilere gore %25 ile
%350 oraninda artmig kolon kanseri riski tasidigi gosterilmistir (72). Yapilan bu
calismalar fiziksel aktivitenin karsinogenez siirecinde rol oynadigini, bu etkiyi de
bagisiklik fonksiyon gelisimi, inflamasyon azalmasi, insiilin diizeyinin azalmasi ve
insiilin direnci dahil olmak tizere g¢esitli mekanizmalar iizerinden gosterdigi

diistiniilmektedir (33).

3.5.6.Nonsteroid Anti-inflamatuvar ilaclar

Aspirin ve Nonsteroid Anti-inflamatuvar ilaglarm (NSAil'lerin), siklooksijenaz-
2 (COX-2) enziminin inhibe edilmesine aracilik eden anti-inflamatuvar ve apoptotik
etkilerle KRK riskini azalttigi diisiniilmektedir (73,74). Bununla birlikte, aspirinin

trombosit agregasyonunu inhibe edebildigi ve antitiimorijenik etki saglayabildigi
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bildirilmistir (74). Kolon kanseri gelisen aspirin kullanan bireylerde aspirin
kullanmayanlara gore daha az agresif tiimor gelistigi ve bu kullanicilarda sagkalimin
daha 1yi oldugu goriilmektedir (75). Ancak bu ilaglarin ciddi gastrointestinal kanama
veya se¢ici COX-2 inhibitoriinden 6tiirii kalp krizi gegirme riski gibi yan etkileri olmasi
nedeniyle genel populasyonda kanser dnleme amaciyla kullanilmasi 6nerilmemektedir.
Bununla birlikte Amerika Birlesik Devletleri Onleyici Hizmetler Gérev Giicii (USPSTF)
50 yaslarindaki kardiyovaskiiler hastalik riski tasiyan belirli bireyler i¢in kalp damar
hastaligit ve KRK'nin Onlenmesi i¢in giinliik diisiik dozda aspirin kullanimini

onermektedir (76).

3.6. KRK’da Degistirilemeyen Risk Faktorleri

3.6.1.Yas

Kolorektal kanser gelisme riski ilerleyen yasla birlikte artar ve bu kanser tiirii 40
yasindan once nadir goriiliir; insidansi 40 ile 50 yas arasinda belirgin bir sekilde artmaya
baslar ve sonraki her on yilda yasa 6zgii insidans oranlar1 daha da artar. Kolorektal
kanser vakalarmin %90'indan fazlas1 50 yas ve istii kisilerde goriiliir. 65 ile 85 yas
arasindaki kisilerin kolorektal kanser gelistirme olasilig1 50 yasin altindaki bireylerden

alt1 kat daha fazladir (77).

3.6.2. Cinsiyet

KRK insidansi erkeklerde kadinlardan yaklasik %30 daha yiiksek iken, mortalite
oranlar1 yaklasik % 40 daha yiiksektir. Kadinlar ve erkekler arasindaki oranlarin farkl

olmasinin nedenleri tam olarak anlasilamamuistir, ancak kismen risk faktorlerine (6rnegin

19



sigara i¢imi) maruz kalma ve seks hormonlarinin etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir

(78).

3.6.3. Kalitim ve Aile Oykiisii

Kolorektal karsinom hem sporadik, hem de kalitsal olarak ortaya ¢ikabilir (79).
Vakalarin % 70 ile % 75'inde sporadik tiir goriiliirken, yaklagik %20 ile 25'n aile
Oykiisiine sahip kisilerde goriiliir. 60 yasindan 6nce kolon kanseri veya kolon polipleri
teshisi konmus birinci derece akrabaya sahip olan kisilerin 6nemli bir kolon kanseri
oykiisti oldugu kabul edilir (80). Son arastirmalar, aile riskinin birinci derece akrabalarin
Otesine gectigini gostermektedir (81). Ayrica adenom teshisi konan birinci veya ikinci
dereceden akraba olan kisilerde de risk artmaktadir (82).

Karakterize edilmis herediter sendromlar, tiim KRK'lerin yaklagik %5'ini
olusturur ve bunlar spesifik gen mutasyonlar ile iligkilidir (83). En sik gortilen kalitsal
durumlar Lynch sendromu olarak da adlandirilan HNPCC ve FAP’tir. HNPCC, DNA
tamir prosesinde yer alan genlerdeki mutasyonlarla, yani HNPCC'li bireylerde sorumlu
mutasyonlar olan MLH1 ve MSH2 genleriyle iligkilidir. Lynch sendromlu bireyler,
endometrial, yumurtalik, ince bagirsak ve mide de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bagka
kanserlerde de yiiksek risk altindadir (84). Lynch sendromlu kisilerde tahminen
erkeklerin %18'inde ve kadinlarin %19'unda, 50 yasina kadar KRK gelisecek ve yas
ilerledikce sirasiyla bu oran %45 ve %54'e yiikselecektir (85).

FAP varyantlar1 (Gardner sendromu, Turcot sendromu ve attenue familyal
adenomat6z), KRK'lerin %]1'inden azini olusturur. Tipik FAP'da, ¢ocukluk ¢aginda ¢ok

sayida kolon adenomu goriiliir ve semptomlar ortalama olarak yaklasik 16 yasinda baglar
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ve tedavi edilmeyen kisilerin %90'inda 45 yasina kadar kolon kanseri gelisir. FAP,
kromozom 5 iizerinde bulunan APC genindeki germline mutasyonlarindan kaynaklanir.
Ayni gen attenue FAP formunda da rol oynar, ancak APC gen mutasyonlarinin yerleri

farklidir (86).

3.6.4. inflamatuvar Bagirsak Hastahg
3.6.4.1. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit kolon ve rektum mukozasinda inflamasyona neden olur ve kronik
tilseratif kolit ile kolon neoplazisi arasinda siki bir iliski vardir (87). Pankolit genel
poplilasyonda kolon kanseri gelisme riskini 5-15 kat artirirken, kolonun sol tarafi ile
sinirli olan iilseratif kolit bu riski ii¢ kat artirir, bununla birlikte sadece proktit veya

proktosigmoidit ile riskin anlamli olarak artmayacag: bildirilmistir (88).
3.6.4.2. Crohn Hastahg

Kolorektal kanser olusma riski kolon tutulumu olan Crohn hastalarinda en az

tilseratif kolitte oldugu kadar artmis diizeydedir (89).
3.6.4.3. Abdominal Radyasyon

Cocukluk c¢ag1 malignitesinde abdominal radyasyon alan kisiler, sonraki
gastrointestinal neoplazmalar acisindan Onemli derecede artmis risk altindadirlar
(90,91). Cocuk Onkoloji Grubu rehberleri, 30 Gy veya daha fazla abdominal radyasyon
alan ¢ocukluk kanseri magdurlar1 i¢in radyasyon alinimindan 10 yil sonra veya 35
yasindan itibaren baslamak suretiyle her 5 yilda bir kolonoskopi yapilmasini

onermektedir (92).
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3.7.Nonsteroid Anti-inflamatuvar ilaclar

NSAll'ler anti-inflamatuvar, anti-piretik ve analjezik farmakolojik etki/yan
etkiler gosteren ve diinya capinda en sik recete edilen ilaglardir (93). NSAil'ler hem
hidrofilik hem de hidrofobik gruplardan olustuklar1 icin amfifilik molekiillerdir.
Hidrofobik 6zelliklerinden dolayr suda az miktarda ¢Oziiniirler ve anti-piretik, anti-
inflamatuvar ve trombosit aggregasyonunu onleyici ozellikler sergilerler. NSAIli'ler
ayrica kan damarlarinda pihtilasma inhibitérii olarak hareket ederler ve bodylece kalp

krizi ve kolon kanserinin 6nlenmesine yardimci olurlar (94).

3.7.1 NSAil'lerin Anti-inflamatuvar Etkileri

NSAIl’ler siklooksijenazi yarismali ve geri ddniisiimlii inhibe ederek
prostaglandin sentezini baskilarlar ve prostaglandinlerin gorev gordiigii inflamatuvar

reaksiyonlart kontrol altina alarak anti-inflamatuvar etki gosterirler (95).

3.7.2. NSAii'lerin Anti-Piretik Etkileri

Malignite, inflamasyon veya enfeksiyon gibi durumlar I6kositlerden pirojenik
etkili sitokinlerin (Interlokin (IL)-1, 1L-2, 1L-6, Tiimér Nekrozis Faktor (TNF),
interferon vb.) salinimina yol agarlar. Bu sitokinler, prostaglandin E; (PGE;) sentezini
uyararak termoregiilatuvar merkezin ayar noktasini (set-point) yiikseltirler. NSAII’ler
PGE,’nin sentezini ve salinimini azaltarak, periferik vazodilatasyon ve terleme ile 1s1

kaybini arttirarak anti-piretik 6zellik gosterirler (95).
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3.7.3.NSAli'lerin Analjezik Etkileri

NSAIil’ler inflamatuvar siirecte hiicrelerden lokal olarak salgilanan bradikinin,
histamin ve diger kimyasal mediyatorlere sinir uglarinin daha duyarli hale gelmesine yol
acan PGE; sentezini azaltarak analjezik etki gosterirler ve bdylelikle agri hissini

azaltirlar (95).

3.8. NSAii ve COX-2 inhibitorlerinin KRK’deki Rolii

NSAIll'lerin ve COX-2 inhibitérlerinin (coxibs) KRK'nin kemoprevensiyonu igin
umut verici ajanlar olduklar1 bildirilmistir. Bu ajanlarin tiimorogenez iizerindeki
baskilayict etkisi bir dizi epidemiyolojik, klinik calisma ve hayvan deneyleri ile
desteklenmistir. NSAII ve coxib’ler apoptozis, hiicre déngii arresti ve anjiyogenezin
inhibisyonu gibi yollarla tiimdr olusumunu inhibe ederler (96). COX enziminin COX-1,
COX-2 ve COX-3 olmak iizere 3 izoformu vardir. COX-1; yapisal, konstitiitif izoform
olup, bobrek kan akigini diizenler ve bagirsak mukozasinin biitiinliigiinii korur. Normal
hiicre aktivitesini diizenleyen PG’lerin sentezlenmesinde yer alir. Aktivasyon
durumunda ise farkli fonksiyonlarda gorev yapar (PGI; ftretimi, endotelyumdan
salindiginda antitrombojenik, gastrik mukozadan salindiginda hiicre koruyucu etkisi vb.
gibi). Trombositlerdeki COX-1, Tromboksan A, (TXA;) iretimini indiikleyerek
trombositlerin agregasyonu yoluyla beklenmeyen kanamalarin olugsmasini engeller (97).

COX-2 promotor bolgelerinde tasidigi inflamatuvar mediatorlere duyarli
transkripsiyon faktorii sayesinde hizli uyarilabilir. COX-2'nin inflamasyon ve

neoplazinin gelistigi dokularda daha fazla eksprese oldugu ve inflamasyonda gorevli
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PG’lerin sentezine aracilik etttigi  bildirilmistir. Normal dokularda aktivitesi
Olgiilemeyecek kadar disiiktir (98). COX-3 ise COX-1’in ek varyant1 olup,
asetaminofen inhibisyonuna duyarlidir ve fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamistir
(99). NSAIl’ler temel etkilerini yarismali, geri doniisiimlii olarak farkli diizeyde COX-1
ve COX-2 enzim inhibisyonuyla birlikte PG sentezini azaltarak gosterirler (100). COX-1
ve COX-2 enzimleri arasidonik asitten (AA) prostaglandin (PG'ler) ve tromboksan
olusumunu katalize ederler (101). COX-2 geni, neoplastik ve inflamatuvar uyaranlarla
(sitokinler, biiylime faktorleri ve mitojenler vb.) transkripsiyonel olarak diizenlenen bir
gendir ve tiimorogenezde 6nemli rol oynar. COX-2 diizeylerinin premalign ve malign
dokularda yiikseldigi bildirilmistir (102). KRK’nin % 85-90'inda ve adenomlarin %40-
50'sinde, COX-2 ekspresyonu artar (103). Her iki COX (COX-1 ve COX-2) enzimi
AA'nin PG Onciisii olan prostaglandin Hp'ye (PGH;) doniismesini katalize eder (104).

(Sekil 5).
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Sekil 5. NSAil'lerin ve coxib'lerin genel mekanizmasi, COX sinyal transdiiksiyonu kaskadinin

inhibisyonu (105).

PG'ler, 6zellikle de PGE,, COX-2'nin proinflamatuvar ve timor tesvik edici etki
gostermesine aracilik ederler (106). PGE,, hiicre biiylimesini ve inflamasyon ile ilgili
sayisiz siireci uyarir (107). Artmis PGE;'nin diizeyi kolon kanserogenezini hizlandiran

lipid peroksidasyonu ve DNA eklentilerinin olusumu ile koreledir (108).
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NSAIl’larin kimyasal yapilarina gore simiflandiriimalar (109):

Salisilatlar (Aspirin, Diflunisal)

e Paraaminofenol tiirevleri (Asetaminofen)

e Asetik asid tiirevleri (Indometazin, Diklofenak, Etodolak, Sulindak, Mefenamik asid,
Meklofenamatlar, Flufenamik asid, Ketorolak)

e Propiyonik asid tiirevleri (Naproksen, Ibuprofen, Fenoprofen, Ketoprofen,
Oksaprozin, Flurbiprofen)

e Pirazolon tiirevleri (Aminopirin, Propifenazon, Metimazol soydum (dipiron),
Fenilbutazon, Oksifenbutazon)

e Profenler (fenilpropionik asid tiirevleri)

¢ Enolik asid tiirevleri (Nabumeton, Piroksikam, Meloksikam)

o Selektif COX-2 inhibitorleri (Selekoksib, Rofekoksib, Valdekoksib, Etorikoksib,
Parekoksib, Lumirakoksib).

e Diger ilaglar (Glukozamin hidroklortir).

NSAIl’larm ilk temsilcisi Aspirin’dir. COX-1 ve COX-2 molekiiliinde, substrat
aragidonik asidin i¢ine girerek baglandig1 kanal ¢eperindeki bir amino asid rezidiisiinii
asetilleyerek bu enzimleri geri déniisiimsiiz olarak inhibe eder; diger NSAIl’lar ise geri
doniisiimlii inhibisyona neden olurlar (109). NSAil’ler kimyasal cesitlilik agisindan
genis bir yelpazeye sahip olmalarina ragmen tamami1 COX’un aktif bolgesindeki Arjinin
(Arg)-120 ile iyon ¢ifti olusturan bir karboksilat fonksiyonuna (AA ile benzer)

sahiptirler (110).
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3.9. COX-2 inhibitorleri

COX inhibitorleri, analjezik, anti-inflamatuvar ve anti-piretik 6zellikleri
nedeniyle birgok hastalik tiiriinde kullanilmaktadirlar. NSAIi'lerin COX-1 ve COX-2
enzimleri lizerine olan selektiviteleri ayn1 olmayip, bliylik farkliliklar gostermektedir.
Soyle ki, selektif olmayan inhibisyonda COX-1 enzim inhibisyonuna bagl yan etkiler
ortaya cikarken, selektif inhibisyonda inflamasyon yan etkiler olmadan baskilanabilir.
Klasik NSAIl’ler her iki enzimi (COX-1 ve COX-2) birden inhibe ederken, COX-2
inhibitorleri indiiklenebilir COX-2'yi inhibe etmekte ve yapisal yan etki ortaya
¢ikmaksizin inflamasyonu baskilamaktadirlar. Bu yaklasimla COX-2 inhibitorleri
siniflandirilacak olursa;

a) COX-2 selektif ajanlar: Klinik terapotik dozlarda insan ve hayvanda COX-2
inhibisyonu yaparken, artan dozlarda belirginlesen COX-1 inhibisyonuna neden
olurlar (meloksikam, nabumetane, nimesulid vb).

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

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

3.9.1. Diklofenak

Diklofenak (DCF), 2-{2-[(2,6-dikloroanilino)fenil]asetik asit, diger birgok tibbi
kullanimin yani sira akut- kronik agrilarin 6zellikle de iskelet- kas sistemi agrilarinin
tedavisinde kullanilan kisa yari Omiirli nonselektif NSAII tiirii bir ilagtir (112).
Diklofenak’in anti-inflamatuvar etkisi, COX enzimlerini inhibe edebilmesinden ileri

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

27



Ozelliklere sahip fenilasetik asit yapisina sahiptir ve COX-2'yi, COX-1'e kiyasla daha
giiclii bir sekilde inhibe eder (113). Yapilan deneysel ¢alismalarda diklofenakin tiimor
ksenograftlarinin biiylimesini, bununla birlikte konsantrasyona baglh bir sekilde kanser
hiicresinin ¢ogalmasini inhibe ettigi bildirilmistir (114,115). Sican kolon kanseri

modelinde de kemopreventif bir ajan olarak etki gosterdigi bildirilmistir (116).

Cl

NH
Cl OH

O

Sekil 6. Diklofenak’in yapisi (117).

3.9.1.2. Diklofenak’in Etki mekanizmasi

DCF'nin antikanser etkilerini ag¢iklamak i¢in sunulan birden fazla etki
mekanizmasi vardir ki bu etki mekanizmalarinin ¢ogu 6zellikle selekoksib ve diger
benzer NSAII tiirii COX-2 inhibitér ilaclar igin ortak 6zellik gdsterir (118). COX
yolu ve arasidonik asit ve diger yag asitlerinden PG, prostasiklin ve tromboksan
tiirleri tiretilir. Bu yolda ilk olarak COX enziminin katalizledigi reaksiyon ile PGH-2
tiretilir. Daha sonra PGE; sentetaz enzimi ile PGH-2’den hizli bir sekilde biyolojik
olarak aktif olan PGE; sentezlenir (119). Daha 6nce tanimlanmis olan COX- 1
enzimi bir¢ok dokudaki hiicre membranin yapicist olarak ifade edilirken; COX-2

enzimi sitokinler, biiylime faktorii ve endotoksinler gibi ¢esitli faktorleri tetikleyicisi
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olarak bilinir (120) .COX-2 enzim sentezinin artmasi, proinflamatuvar olusumun
evrensel transkripsiyon faktorii olarak bilinen niikleer faktor kappa B (NF-xf)
aktivasyonu ile baglar. Akut inflamasyonda COX-2 enzimi endotel, epitel ve stromal
hiicrelerde, monosit ve lenfositlerde PGE; iiretimini bazal diizeyin 100 katina ¢ikarir
(119). Yiikselmis PGE, diizeyleri, pro-timdr mikro-ortami ile iliskili kronik
inflamasyonla iliskilidir. Ozetle, DCF, diger COX enzimlerinin inhibitdrleri ile ortak
olarak PGE; sentezini azaltma egilimi gosterir, bu nedenle DCF'nin antikanser
etkilerinin ¢ogu, dogrudan veya dolayli olarak PGE, diizeylerindeki azalmayla

iliskilidir (121).
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Sekil 7. Arasidonik asitin COX Yolu (122).

3.9.1.3. Diklofenak ve Kolorektal Kanser

DCF de dahil olmak iizere gesitli NSAIll'lerin anti-proliferatif etkileri 1994

yilinda ii¢ insan kolon kanseri hiicre hattinda (HT 29, SW480 ve DLD-1) in vitro olarak
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degerlendirilmis ve DCF'nin anti-proliferatif bir etki gosterdigi bildirilmistir (123). Daha
sonra arastirmacilar, bir BALB/c murin modelinde implante edilmis kolon-26
adenokarsinom tiimorlerinde DCF'nin hiyaliironan ile topikal uygulamasinin in vivo
etkisini incelemis ve 6 mg/kg'lik bir dozda topikal uygulamanin timdér olusumunu
geciktirdigi, daha sonra kontrollere kiyasla tiimor biiyiimesini durdurdugu bildirilmistir
(124).

Bununla birlikte, diklofenak onkoloji hastalarinda kanserle iligkili agrinin
tedavisinde timit verici bir ila¢ haline gelmistir. Soyle ki, deneysel ¢alismalara gore
Diklofenak’in hiicre canliligini azaltan etkileri nedeniyle kemoterapdtik bir ilag olarak
Onerilmistir. Yapilan bir caligmada yiiksek konsantrasyonlarda diklofenak, yiiksek
agresif kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine

kiyasla hiicre canlilig1 kaybini arttirabilmigstir (125).

3.9.2. Selekoksib

Bir diarilpirazol tiirevi olan Selekoksib, 4-[5-(4-Metilfenil)-3-(triflorometil)
pyrazol-1-il] benzen sulfonamid kimyasal yapisinda COX-2'yi segici olarak inhibe eden
NSAII tiirii bir ilagtir. Akut ve kronik agrilar ile gesitli artrit formlarmin tedavisinde
kullanilir ve analjezik, anti-inflamatuvar ve anti-pretik 6zellik gosterir (126). Bununla
birlikte Selekoksib’in kolorektal, meme ve bas-boyun kanseri gibi farkli kanser
tiirlerinde kemopreventif ajan olarak aktif bir sekilde kullanildig1 da bildirilmistir (127).
Bu nedenle kolon kanserli hastalarin adjuvan tedavisi igin selekoksib kullanimi
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanmustir (128). Selekoksib’in anti-timdr

etkisini gosterdigi mekanizma tam olarak aydinlatilamamis olsa da etki mekanizmasinin
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terapotik konsantrasyonda COX-2 izoenzimini inhibe ederek prostaglandin sentezini

Oonlemesine dayandig diisiintilmektedir (129).
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Sekil 8: Selekoksib’in Yapis1 (130).

3.9.2.1. Selekoksib’in Etki Mekanizmasi

Segici COX-2 inhibitorleri, 6zellikle selekoksib, klinik c¢alismalarda ¢esitli
maligniteler icin potansiyel bir kanser kemopreventif ve terapotik ajan olarak
kullanilmaktadir (130). Selekoksib’in FAP hastalarinda ve sporadik kolorektal adenom
hastalarinda kolorektal polip sayisim1 onemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (131,132).
Bununla birlikte Selekoksib’in, kolon, akciger ve prostat kanseri dahil olmak tizere
invaziv timorlerde antikanser etkisi oldugu hem in vitro hem de in vivo olarak
gosterilmistir (133-135). Selekoksib’in, anti-kanser etki mekanizmasi net olmasa da
apoptoz indiiksiyonu, hiicre dongii arresti, anjiyogenezin diizenlenmesi ve endoplazmik

retikulum stresinin indiiklenmesi seklinde olabilecegi diisiiniilmektedir (130). (Sekil 9).
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Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda selekoksib’in hiicre dongii progresyonunu inhibe
ettigi, bununla birlikte p21 (CDKNI1A geni tarafindan kodlanan) ve p27 (CDKN1B geni
tarafindan kodlanan) hiicre dongii inhibitorlerinin ekspresyonunu artirdigi ve/veya
CCNA1, CCNBI1 ve CCNDI genleri tarafindan kodlanan siklinlerin ekspresyonunu
azalttigr gosterilmistir (136-137). Selekoksib ile tedavi edilen insan kolon kanser
hiicrelerinde artmis B-katenin degredasyonu gozlenmistir ve bu durum tiimor hiicresinde
belirgin azalmalar ile iliskilendirilmistir (138). Selekoksib tarafindan apoptozun
uyarilmasi, kaspazlar ve CHOP gibi proapoptoz molekiillerin aktivasyonu (139) ve de
Fosfoinositide Bagimli Protein Kinaz 1 (PDKI1) gibi antiapoptotik molekiillerin
inhibisyonu ile iliskilidir (130). Selekoksib tedavisinin kanser dokularinda ve hiicre
hatlarinda vaskiiler endotel hiicre biiyltime faktérii (VEGF) ekspresyonunu azalttigr ve
matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (140,141).

COX-2'nin yani sira selekoksib, antitimor yanit mekanizmasinda onemli rol
oynayabilecek diger birka¢ hedefi dogrudan baglayabilir ve engelleyebilir. PDKI,
Selekoksibin dogrudan bir hedefidir ve PDK1/Akt sinyallemesinin inhibisyonu, hem
kolon hem de prostat tiimor hiicre hatlarinda selekoksib kaynakli apoptoz ile
baglantilidir (142,143).

Selekoksib ayrica sarkoplazmik/ER kalsiyum ATPaz'a baglanir ve onu inhibe
eder (144). Bu baglanma, sitozole kalsiyumun hizli bir sekilde sizmasina neden olabilir,
ER stresini tetikler ve sonugta apoptoza yol acar (145). Bu aktivite selekoksib i¢in

oldukca spesifiktir ve diger COX inhibitorleri ile iliskilendirilmemistir (130).
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Sekil 9. Selekoksib’in apoptoz indiiksiyonu, hiicre dongiisii arresti, anjiyogenezin diizenlenmesi
ve endoplazmik retikulum stresinin indiiklenmesi gibi muhtemel antikanser mekanizmalari.
CACN: L tipi kalsiyum kanallar;; KCNQ: voltaj kapili potasyum kanallar;; MMP9,
metaloproteinaz; NSAID, nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar; PGH2, prostaglandin H2; PGE,,
prostaglandin E,; PGI2, prostasiklin; PGD2, prostaglandin D2; PGF2, prostaglandin F2;
PTGER, prostaglandin E reseptorleri; SERCA, sarkoplazmik/ER kalsiyum ATPazlari; TXA2,
tromboksan A2; VEGFA, vaskiiler endotelyal bityiime faktorii A (130).

3.9.2.2. Selekoksib ve Kolorektal Kanser

KRK kemoprevensiyonu icin NSAll'lerin uzun siireli kullanimi COX-1

inhibisyonunun yol acabilecegi gastrointestinal iilserasyon ve perforasyon gibi yan
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etkiler nedeniyle oOnerilmemektedir (146). Bu yan etkilerden kacinmak amaciyla,
selekoksib ve rofecoksib gibi segici COX-2 inhibitorii gelistirilmistir. Yapilan klinik
calismalarda, coxib'lerin geleneksel NSAil'lere benzer, ancak daha az gastrointestinal
toksisiteye sahip anti-inflamatuvar aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (147). Bununla
birlikte Selekoksib’in insan kolon kanseri hiicrelerinde survivinin ekspresyonunu ve
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (148,149). Survivin, apoptoz inhibitor ailesinin bir
tiyesi olup, hiicre proliferasyonu ve sagkaliminin temel bir diizenleyicisi olarak goérev
goriir. Normal kosullar altinda, survivin, baglica embriyonik gelisim sirasinda bulunur ve
yetiskin dokusunda tespit edilmez. Survivin yiiksek oranda tiimore 6zgiidiir ve KRK'de

ve hemen hemen biitiin diger insan kanserlerinde asir1 eksprese edilir (150).

3.10. Western Yontemi ile Degerlendirilen Se¢ili Kanser Yolag:

Parametreleri

3.10.1. Fosfataz ve Tensin Homologu (PTEN)

1997 yilinda kesfedilmis olan fosfataz ve tensin homologu (PTEN) 10g23.31
kromozomu tizerinde lokalize olan ve 403 aminoasitten olusan bir timor silipresor
genidir (151,152). Islevsel olarak PTEN, p-tirozin, -serin ve -treonin rezidiilerini
defosforile ederek protein fosfataz aktivitesi, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatin (PIP3)
inositol halkasinin D3-pozisyonundaki fosfat grubunu defosforile ederek de lipid
fosfotaz aktivitesi gosterir (153). PTEN' in baglica hiicresel substrati, ikincil haberci olan
PIP3’tiir ve 3.,4,5 trifosfat fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K) enzimi araciligiyla PIP3'i

defosforile ederek fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfata (PIP2) 'ye dondstiiriir (154,155).
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PTEN, PI3K sinyalini dolayisiyla PIP3'e bagl prosesleri (hiicre yasami, biiyliimesi ve
cogalmasi) inhibe eder. PTEN'in baslica biyolojik fonksiyonu lipid substratlarini
defosforile etmektir ancak PTEN'in hiicre gd¢iiniin engellenmesi ve hiicre sikliisiiniin
durdurulmasi dahil olmak tizere bazi biyolojik etkilerinden sorumlu olan protein fosfataz
aktivitesi gosterdigi de rapor edilmistir (156,157). PTEN’in fonksiyon gosterdigi
hiicresel olaylar Sekil 10’da gosterilmistir.

PTEN kanser vakalarinda somatik mutasyonlar, gen susturma veya epigenetik
mekanizmalar yoluyla fonksiyonunu kaybeder. Tiimor ile iligkili mutasyonlar, tim
PTEN domainlerinde meydana gelebilir, bu nedenle her bir ayr1 protein bdlgesinin (ve
ilgili her bir PTEN aktivitesinin), kanser baslangic1 ve progresyonu ile patolojik olarak
ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, yapilan calismalarda PTEN
gen/protein oraninin timor gelisimi ile kantitatif olarak iligkili oldugu ve PTEN
fonksiyonunun kismi kaybinin bile bazi insan malignitelerinde biiylimeyi tesvik etmek

i¢in yeterli olabilecegi bildirilmistir (158,159).

Growth factor receptor

Lipid phosphatase

\ * Cell growth Protein
* Proliferation FAK,, phosphatase

* Surwival SRC *
mTOR * Migration

activation

__— Centromere stability

; m Double-strand break repair

Sekil 10: PTEN Regiilasyonu ve Fonksiyonlar1 (160).
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3.10.1.1. PTEN ve Kolorektal Kanser

PTEN mutasyonlar1 kolorektal kanserde sik¢a goriiliir ve mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz (MAPK) inhibitériine dayali tedavilere yanitin potansiyel belirteglerini
olusturur. Aslinda, sporadik kolorektal kanserlerin % 5-30’uda PTEN kaybi veya
PTEN’1 inaktive edici mutasyonlar gézlenir (161,162).

PTEN ekspresyonu ve mutasyon oraninin sag tarafli (proksimal) kanserlere
kiyasla sol tarafli (distal) KRK'de daha diisiik oldugu rapor edilmistir (163,164). Bu
bulgunun proksimal ve distal sporadik KRK'lerin tiimorgenezine yol agan farkli genetik
mekanizmalarla ilgili olmas1 muhtemeldir. Sag kolonda ortaya ¢ikan kanserler genellikle
mikrosatellit instabilite (MSI) ile distal kolonda ve rektumda ortaya ¢ikanlar ise siklikla
kromozomal instabilite ile karakterize edilir. Bu nedenle, PTEN degisikliklerinin MSI ve
MSTI'ye yol agcan mekanizmalarla baglantili olabilecegi sdylenebilir. Bununla birlikte,
yapilan calismalarda PTEN mutasyonlart ve MSI arasinda dogrudan bir iliski oldugu
gosterilmistir; bu da PTEN geninin, MSI kolorektal tiimorgenezinde genomik

instabilitenin bir hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir (165,166).

3.10.2.Fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)

Fosfoinositid kinazlar (PIK'ler), fosfoinositidlerin inositol halkasini fosforile
eden, boylece sinyal transdiiserleri olarak islev goren lipid kinazlardir. Karbonhidrattaki
fosforilasyon bdlgesine bagli olarak, PIK'ler iige ayrilir: fosfoinositid 3-kinazlar (PI3Ks),
fosfoinositid 4-kinazlar (PIP4Ks) ve fosfoinositid 5-kinazlar (PIP5KSs) (167). PI3K'ler
yapisal  Ozelliklerine,  substrat  seciciliklerine,  subiinitelerine,  aktivasyon

mekanizmalarina ve fonksiyonlarina bagli olarak ti¢ sinifa ayrilirlar. Simif 1 PI3K'lar
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sirastyla katalitik (p110) ve bagdastirici/diizenleyici (p85) olmak iizere 2 subiinitten
olusur (168). (Sekil 11). p85 diizenleyici alt birimin farkli izoformlar1 PIK3R 1, PIK3R2
ve PIK3R3 genleri tarafindan kodlanirken, p110a, p110p ve p110d katalitik alt birimleri

sirastyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleri tarafinda kodlanir (168,169).

Catalytic subunit Regulatory subunit
A |

PI3K core
Class| PI3Ks

Ptdins(,5)P; p110a, p110p andp1106 — "siedes (NS - Iecl TGuE P85a, pSSB-.- o SR G £
P55a, pSOB, P55y ——. Gep ..... ind .._
PI3K core
Class|I PI3Ks Ptdins psccze —{fH - o - S —
e —{HEHI -
PI3K-C2at e Ean
PI3K core
Class Il PI3Ks Ptdins PI3K-C2a —.- ol |

Sekil 11. PI3K yapisi: Yapisal ve biyokimyasal ozellikleri farkli olan ii¢ tip PI3K
bulunmaktadir. Stif I PI3K'lar, karsinom gelisimine en ¢ok neden olanlardir ve p85
izoformu ile (p110a, pl110B, p110d icin) veya pl01 veya p87 (p110d igin) kompleks
halinde bulunurlar. p85 izoformlari iki Src homolog 2 (SH2) domaininden olusur ve
PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3R3 tarafindan kodlanir. II. Smif PI3K'lar diizenleyici alt
birimlere sahip degildir, ancak protein-protein etkilesimlerine aracilik edebilecek amino
ve karboksi terminal uzantilarina sahiptir. Simif III PI3K lar, proteinlerin ve vezikiillerin

yapiminda rol oynuyor gibi goriinmektedir (168).

PI3K kompleksi, biiylime faktorii tarafindan aktive edildiginde, kompleks
sitoplazmadan i¢ hiicre zar1 tizerindeki tirozin kinaz reseptoriine alinir. Burada PIK3CA,
substrat PIP2’yi inositol halkanin 3 konumunda fosforile eder ve ikincil haberci olan
PIP3’i olusturur. PIP3 diizeyleri, PTEN ve SH2 igeren inozitol 5-fosfataz (SHIP) gibi

fosfatazlarin etkisiyle siki bir sekilde diizenlenir (170). PI3K sinyal yolagi, glukoz
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homeostazi, protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta kalma gibi kritik hiicresel
islemlere aracilik ederek hiicresel fizyolojide merkezi bir rol oynar (171). Dolayisiyla bu

yolak kanser tedavisi ile ilgili yapilan arastirmalarda 6nemli bir hedef olarak karsimiza

¢ikmaktadir.
Growth factor
Tyrosine kinase
receptor -
PPPIPFIFPPIIPPTIIIY PRPPIPIPIPIIIIFT
D A N N N W
PATHWAY Cell Survival

Apoptosis Inhibition

Sekil 12. PTEN/PI3K/Akt Yolaginin Diizenlenmesi (160).

3.10.2.1. PI3K ve Kolorektal Kanser

Yapilan c¢alismalarda, PI3K/Akt/mTOR sinyallerinin kanser biiylimesi,
metabolizmasi, hayatta kalma ve motilite iizerinde merkezi role sahip oldugu
bildirilmistir (172,173). PI3K/Akt /mTOR yolagi, insan kanserlerinde tiimdrlerin % 30-
50'sini etkileyen ve en sik aktive olan yolaklardan biridir. Bu yolagin inhibe edilmesi
hem hiicresel proliferasyonun azalmasina hem de hiicresel 6liimiin artmasina yol acabilir

(174). PI3K/Akt/mTOR yolagmin patolojik aktivasyonuna, PI3K’nin nokta
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mutasyonlari, PTEN’in inaktivasyonu ve Akt'nin amplifikasyonu veya mutasyonu gibi
bircok faktér neden olabilir (175). PI3K/Akt/mTOR patolojik sinyallesmeye, reseptor
tirozin kinazlar (RTK'lar), G protein-baglantili reseptorler ve diger onkojenler dahil

olmak tizere baska yollarla sebep olabilir (176,177).

3.10.3.Akt

Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, proliferasyon ve surviv dahil olmak
tizere kritik hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemede kilit rol oynayan bir serin/treonin
protein kinazidir (178). Akt; Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) ve Akt3 (PKBy) olmak {izere
3 izoformdan olusur ve bu izoformlar, bir N-terminali pleckstrin homologu domaini
(PH), bir kinaz domaini ve bir hidrofobik motif iceren C-terminali regilator
domaininden olusan korunmus bir yapiyr paylasirlar (179,180). Sekil (13). Akt
izoformlar farkli genlerin iiriinleri olmalarina ragmen, aminoasit dizilimlerinde %80'den

fazla homoloji gosterirler ve benzer aktivasyon mekanizmalarina sahiptirler (181).

PH Linker Catalytic Regulatory
S  Human Akt
| | I | | Human Akt2

Homology: 80% 50% 90% 2%
S Hurnan Akt
| | I | | Human Akt3

Homology: 85% 49% 88% 81%
| [ [ [ | Human Akt2
| I | | | Human Akt3

Homology: 78% 39% 87% 72%

Sekil 13. Akt izoformlar1 arasindaki homoloji (178).

Akt izoformlari her hiicre tipinde ve dokusunda bulunurlar (182). Aktl, beyin,
kalp ve akcigerlerde, Akt2 cogunlukla iskelet kaslarinda, Akt3 ise beyin, bobrek ve

embriyonik kalpte eksprese edilir (179). Akt izoformlarinin hiicresel lokalizasyonlar1 da
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farklilik gosterir. Aktl'in sitoplazmada; Akt2’nin ¢ekirdekte, sitoplazmada ve
mitokondride; AKkt3'in ise niikleer zarda yerlesmis oldugu bilinmektedir (183). Bu
izoformlarin farkli fizyolojik fonksiyonlara sahip oldugunu dogrulamak i¢in Aktl, Akt2
veya Akt3 knockout farelerde arastirmalar yapilmistir ve bu ¢alismalarda Aktl'in hiicre
yasami i¢in gerekli oldugu, Akt2'min glukoz homeostazinda, Akt3’iin ise beyin
gelisiminde rol oynadig: bildirilmistir (184,185). Her ne kadar Akt izoformlar1 tiimor
durumunda anormal sekilde eksprese edilse de, bu izoformlar tiimore spesifik
ekspresyon sergilerler. Aktl amplifikasyonu; mide kanseri hiicrelerinde (186), Akt2;
meme, yumurtalik ve kolon kanserlerinde (187-189), Akt3 ise meme ve prostat

kanserlerinde amplifikasyona ugrar (190,191).
3.10.3.1. Akt ve Kolon Kanseri

Tirozin fosforilasyonu, O-N-Asetilglikozaminasyon, lizin modifikasyonlar1 ve
asetilasyon dahil olmak iizere Akt'nin posttranslasyonel modifikasyonunun, normal
PI3K ve PTEN aktivitesinin varliginda bile kanserlerde Akt hiperaktivasyonuna yol
actigr distinilmektedir (192,193). Bununla birlikte, Akt'nin anormal aktivite
gdstermesine yol acan bircok mekanizma mevcuttur. Ornegin, PI3K'da mutasyonlarn
veya amplifikasyonlarin aktivasyonu, PTEN kaybi, biiyiime faktorii, sitokin reseptorleri
ve Ras gibi hiicre i¢i onkogen mutasyonlarin aktivasyonu kanserde sik goriilen
bulgulardir ve ii¢ Akt izoformunun birinin, ikisinin veya hepsinin ekspresyonu ve
aktivitesinde artis ile sonuglanir (194).

Aktif Akt, KRK metastazina aracilik eden Bcl-2 ve fokal adhezyon kinaz (FAK)

proteinlerinin ekspresyonunu diizenler. Strese cevap olarak, Aktl dogrudan FAK'a
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baglanir, boylece onu ii¢ serin kalintisindan (Ser 517, 601, 695) fosforile eder. Sirasiyla

3 serin kalintisinin fosforilasyonu, tirozin kalintisin1 (Tyr397) fosforile ederek onu

aktive eder. Bu da integrinlerin matrikse baglanmasini artirarak hiicre adhezyonunu

indiikler ve metastazin artmasma yol acar (179). Insan kanserlerinde yer alan Akt

yolunun ana fonksiyonlar1 Sekil 14’te 6zetlenmistir.
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Sekil 14. Insan kanserlerinde yer alan Akt yolunun sematik gdsterimi. Akt sinyal yolunun
aktivasyonu, reseptdr tirozin kinaz aktivasyonu yoluyla PI3K aktivasyonu ve PTEN

fonksiyonunun kayb1 dahil olmak {izere ¢esitli mekanizmalardan kaynaklanir (195).
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3.11.ELISA Yontemiyle Degerlendirdigimiz Secili Prametreler

3.11.1.Karsinoembriyonik Antijen (CEA) ve Kolon Kanseri

Karsinoembriyonik Antijen (CEA), sindirim sisteminde endoderm kaynakli
epitelyal tiimor hiicreleri tarafindan iretilen yliksek molekiil agirligina sahip onkofetal
bir antijendir (196). Yapilan ¢alismalarda, serum CEA diizeylerinin, kolon, mide ve
akciger kanserinde, benign kosullardaki diizeylerine kiyasla carpici bir sekilde arttig1 ve
konsantrasyonlarinin 20 pg/L'nin iizerinde oldugunda kanserojenik durumu gosterdigi
bildirilmistir (197,198). CEA, KRK i¢in tiimor niikslinii, metastazi ve hastalik
ilerlemesini gostermede siklikla kullanilir ancak 6zgilliigii sinirlidir ve yalanci pozitiflik
oranlar1 yliksek oldugundan Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi (ASCO) tarafindan
KRK taramasinda kullanimi Onerilmemektedir (199). Bununla birlikte, kolorektal
karsinomlarla iliskili CEA'nin asir1 ekspresyonu, CEA'nin KRK i¢in miikemmel ve
kullanigli bir marker olmaya devam etmesine olanak tanimaktadir. Serum CEA
konsantrasyonlariyla kolorektal tiimor evresi, derecesi ve tiimoriin yeri pozitif
korelasyon gosterir. Serum CEA diizeylerinin tayin edilmesinin diger bir faydasi ise
KRK hastalarinda prognozun degerlendirilebilmesine yardime1 olmasidir (200). Bununla
birlikte hastalarin tedaviye verdigi yanitin izlenmesi ve kanserin erken rekiirrensini
saptanmasinda da kullanilmaktadir. Cerrahi operasyon sonrasi 6 hafta i¢inde normal
sinirlara donen CEA diizeyi prognoz agisindan o6nem tagimaktadir. Postoperatif
kolorektal kanserli hastalarda CEA diizeylerinin 6 hafta sonra normal sinirlara donmesi
beklenir ancak cerrahi sonrasi artmig CEA diizeyi tiimor rekiirrensini veya metastaz

varhigini diisiindiirtmektedir. CEA 6l¢iimlerinin en yararli klinik uygulamasi ameliyattan
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sonra rekiirrenslerin erken tanisidir. Ancak serum CEA diizeylerinin birgok farkli
durumdan etkilenerek artabilecegi g6z oniinde bulunduruldugunda, sonuglarin klinik ve
diger laboratuvar Ol¢iimlerinin 1s1g8inda degerlendirilmesi  gerekmektedir (201).
Dolayisiyla kolerektal kanser tanisi, izlenmesi ve prognozu i¢in CEA ile birlikte Kanser
Antijen 19-9 (CA19-9), doku polipeptidine 6zgii antijen (TPS) ve Timor-iligkili
glikoprotein-72 (TAG-72) gibi birbirlerini tamamlayici olan tiimér belirteci panellerinin

kullanilmasiin daha saglikli olacagi diisiiniilmektedir (202).

3.11.2. Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa (HIF-1a)

Memeli hiicrelerinin aerobik metabolizmalarini gerceklestirebilmeleri ve enerji
ithtiyaclarimi  giderebilmeleri icin  oksijen (Oz) hemostazlarim1 siirdiirmeleri
gerekmektedir. Kanserde, kalp veya kronik obstriiktif akciger hastaliklar1 gibi
hastaliklarda hiicresel oksijen dengesi bozulur ve hiicreler hipoksik hale gelir. Hipoksi,
tiimor hiicrelerinin hizl bir sekilde ¢cogaldigr ve biiyiik kat1 tiimor kitleleri olusturdugu
bircok kanser tiirlinde gozlenen oldukg¢a yaygin bir durumdur ve bu tiimor kitlelerini
cevreleyen kan damarlariin tikanmasina ve sikismasina neden olur. Hipoksi yiiziinden
normal yapis1 bozulan kan damarlar1 genellikle islevlerini tam olarak yerine getiremezler
ve timor bolgelerine yeterince oksijen saglayamazlar (203). Bu hipoksik bolgedeki
tiimor hiicreleri, birka¢ hayatta kalma yolunu aktive ederek diisiik oksijen kosullarina
adapte olmaya calisirlar. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF)-1 transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonu, bu zorlu mikro ortamda hipoksik hiicreler tarafindan
benimsenen en taninmis yoldur (204,205). Bununla birlikte hipoksinin ila¢ direnci,

anjiyogenez, invazivlik, metastaz, hiicre 6liimii direnci, metabolizma degisikligi ve
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genom instabilitesi lizerinde etkileri vardir ve yine tiim bu etkileri HIF proteinleri

tarafindan regiile edilir (206). (Sekil 15).

ASCULARIZATION

ATP  §
Lactate 4

ASION AND METAS T4

Sekil 15. Hipoksi ve HIF'lerin etkileri. Kisaltmalar: VEGF, vaskiiler endotel biiyiime
faktorii; PDGF-P, trombosit kaynakli biiyiime faktorii-P; ANGPT2, anjiyopoietin 2;
oksfos, oksidatif fosforilasyon; SSB, tek telli kopma; TAM, tiimorle iligkili makrofaj;
CTL, sitotoksik T-lenfosit; Treg, diizenleyici T hiicresi; MDSC, miyeloid tiirevli
baskilayict hiicre; DC, dendritik hiicre; MDR, coklu ila¢ direnci; ROS, reaktif oksijen
tiirleri; IR, iyonlastirici radyasyon (207).

HIF’larin baslica HIF-1, HIF-2 and HIF-3 olmak tuzere 3 izoformu
bulunmaktadir. HIF-1, tiimor dokusunun biiyiimesi esnasinda ortaya ¢ikan ve oksijen
ihtiyacinin karsilanmasini saglayan heterodimerik yapiya sahip bir transkripsiyon
faktoriidiir ve HIF-1a ve HIF-1B olmak {izere iki alt birimden olusmaktadir. HIF-1a,
oksijen regiilasyonunu saglayan subunit olup, HIF-1 aktivitesini belirler ve HIF ailesinin

en c¢ok calisilan izoformu ve prototipidir. Buna karsihk HIF-1 oksijen

konsantrasyonundan etkilenmez ve seliiler hipoksiden bagimsiz olarak ortama salinir
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(208). HIF-1a. genetik degisiklikler sonucunda oksijenden bagimsiz bir sekilde aktive
olarak tiimor progresyonuna ve de profilerasyonuna katkida bulunabilmektedir (209).
HIF-1o asir1 ekspresyonunun anjiogenez artisina, timor biiylimesine ve metastaz
gelismesine, bununla birlikte kemoterapi ve radyoterapi direncine yol agabilecegi
diistiniilmektedir. Basta bobrek ve kolorektal kanser olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde

asir1 eksprese olan HIF-1a kotii prognostik faktor olarak saptanmistir (210,211).
3.11.2.1. HIF-1a ve Kanser

Aktif HIF-1a, 100'den fazla genin transkripsiyonunu aktive ederek timor
hiicrelerinin oksijendeki degisimlere karsi adapte olmasina yardimci olur ve tiimoriin
hayatta kalmasi ve progresyonu i¢in gerekli hayati biyolojik siiregleri diizenler (203).
Hipoksi ve degisen glukoz metabolizmasina seliiler adaptasyon kanser biyolojisinin
temelini olusturmaktadir. Kanser metabolizmas1 belirgin sekilde HIF-la tarafindan
indiiklenir ve HIF aktivasyonu proliferasyon, hipoksi ve anjiyogenez, oksijen desteginin

stirdliriilmesine gore dizayn edilmis fizyolojik yolaklarla iliskilidir (203) (Sekil 16).
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Sekil 16. HIF-1a diizenleyici genler ve kanser progresyonu iizerine etkileri. LEP, leptin; NOS,
nitrikoksit sentaz; VEGF, vaskiiler endotel biiylime faktorii; LRP1, LDL reseptoriiyle ilgili
proteinl; ADM, adrenomedullin; TGF-B3, biiylime faktorii-B3'i doniistiiren; EPO, eritropoietin;
Hk1, hexokinasel; HK2, heksokinaz2; GLUTI1, glukoz tasiyic1 1; GLUT3, glukoz tasiyici 3;
LDHA, laktat dehidrojenaz; PKM, piruvat kinaz M; IGF2, insiilin benzeri biiylime faktori 2;
IGF-BP2, IGF faktorii baglayici protein 2; IGF-BP3, IGF faktorii baglayici protein 3; TGF-a,
transforme biiylime faktorii a; C-MYC, miyelo sitomatoz viriisii onkojen hiicresel homolog; ID2,
DNA baglayici protein inhibitorii (208).

Ormegin, hizla biiyilyen bir tiimér dokusunda, HIF-lo, hipoksik timor
hiicrelerinin enerji ihtiyacin1 karsilamak icin glukozu, getirisi daha fazla olan oksidatif
fosforilasyon yerine aerobik glikolizis ile metabolize etmektedir (Warburg Etkisi) (212).
Bu nedenle, hipoksik hiicreler enerji ihtiyaclarini karsilamak i¢in daha fazla glukoz

tilketme egilimi gosterirler. HIF-1, bu metabolik doniisiime, glikoliz yolunda yer alan

enzimleri indiikleyerek ve tiimor hiicrelerine glukoz alimini artiran glukoz tasiyicilarinin
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(GLUT) ekspresyonunu artirarak katki saglar (205). Baska bir 6rnek verilecek olursa
HIF-1o timor hiicrelerinin biiyiimeleri ve gerekli oksijen temini i¢in yeni kan
damarlarinin olugmasini saglayan VEGF gibi baz1 pro-anjiyogenik faktorlerin
transkripsiyonunu da indiikler (213). Bununla birlikte, HIF-1a, Transforming Growth
Factor-B; (TGF-B3), epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi onkojenik biiyiime
faktorlerinin transkripsiyonel aktivasyonuyla tiimor metastazini tesvik eder (214,215).
Tiimoriin - olusturdugu kronik ve intermitan hipoksi, reaktif oksijen tiirevlerinin
tiretilmesine ve HIF-la’nin aktive olmasina neden olur. Bu durum da kalic1 oksidatif
stresin olusumuna ve dolayistyla HIF-lo’nin devamli olarak uyarilmasina yol acar
(216). Cok sayida yapilan ¢aligmada, kolon, meme, akciger gibi sik goriilen tiimdrlerde
HIF-1a ekspresyonunun arttig1 ve tiimdr progresyonu ve kotli prognozla pozitif iligkili
oldugu bildirilmistir (217-219). Elde edilen ¢alisma bulgularindan HIF-lo protein
diizeylerinin ¢esitli kanser tiirlerinde ve iliskili yolaklarda, yeni tedavi protokolleri

planlanirken bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

3.11.3. Proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve Kanser

Bir tiimoriin biiylime hizi, proliferatif aktiviteye ve tiimor hiicresinin 6liim hizina
baglidir ve Proliferatif hiicre niikleer antijen (PCNA) ve Ki-67 proteinleri, tiimor hiicre
proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli parametrelerdir (216). PCNA,
Okaryotik hiicrelerde DNA replikasyonu ve hiicre proliferasyonunda yer alan 36 kD’luk
bir ¢ekirdek proteindir (220). Fonksiyonel olarak iki farkli formu vardir ki bunlardan
biri, DNA onarimu ile iligkilidir ve ekpresyonu tiim hiicre dongiisii boyunca sabit kalir.

PCNA'nin bu siirecteki rolii, temel islevi DNA onarimi olan DNA polimeraz epsilon ile
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olan etkilesimleriyle iliskilidir. Diger formunun replikasyon enzimi olan DNA polimeraz
0’ya kofaktor olarak gorev yaptigi bildirilmistir (221). PCNA, hiicre dongiisiiniin G1
fazinda birikmeye baglar, S fazinda maksimum ekspresyona ulasir ve ardindan yavas
yavas mitozun sonuna dogru kaybolur (222). Bununla birlikte, DNA replikasyonuna ek
olarak, kromatin yeniden diizenlenmesi, DNA tamiri, kardes kromatin kohezyonu ve
hiicre siklusunun kontrolii gibi proseslerde gorev aldigi bildirilmistir (223, 224).

PCNA ekspresyonu cogalan hiicrelerde ortaya ciktigindan, PCNA diizeyleri
hiicre dongiisii kinetiginin ve ¢ogalma aktivitesinin bir isareti olarak oOlgiilebilir. PCNA
seviyesi ile tiimor malignitesi, vaskiiler infiltrasyon, uzak metastaz ve sagkalim derecesi
arasinda anlamli bir korelasyon oldugu belirtilmistir (221). PCNA ekspresyonu, hiicre
proliferatif aktivitesini yansittigindan ve proliferasyon, kolorektal karsinom da dahil
olmak iizere, neoplazma olusumuyla iliskili oldugundan, bu antijen, kolorektal karsinom

riskinin bir biyobelirteci olarak tanimlanmustir (221).

3.11.4. Ki-67 ve Kanser

MKI67 geni tarafindan kodlanan ve bir hiicre ¢ekirdek proteini olan Ki-67, hiicre
proliferasyonunu gosteren giivenilir bir belirtectir (225). Ki-67; 345 ve 395 kilo dalton
agirhiginda iki molekiilden olusur ve 10. kromozom iizerinde lokalize olmustur (226).
Ki-67 hiicre dongiisiiniin tiim aktif evrelerinde (G1, S, G2 ve mitoz) eksprese edilirken,
istirahat halindeki GO evresinde eksprese edilmeyisi onu incelenen hiicre
populasyonunun biiyiime fraksiyonunu belirlemede ideal bir belirte¢ haline getirmistir
(225). Gerdes ve ark. tonsillerdeki germinal merkez hiicrelerinin, epitelin bazal

hiicrelerinin ve testislerin farklilasmamis spermatogonialarinin tiimiiniin Ki-67 ile
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boyanmasinin pozitif olmasi; karaciger, bobrek ve beyin hiicrelerinin  Ki-67
boyanmasinin negatif bulunmasi, bununla birlikte fitohemaglutinin ile ¢ogalmasi i¢in
stimule edilen periferal kandaki lenfositlerin pozitif boyanirken, forbol esterleri
tarafindan makrofaj hiicrelerine farklilasmasi indiiklenen HL-60 hiicrelerinde
boyanmanin gériilmemesi bu proteinin hiicre proliferasyonu ile iliskili oldugu goriisiini
desteklemektedir (227). Immiinohistokimya ile Ki-67 i¢in pozitif niikleer boyanma
gosteren hiicre yiizdesi, proliferasyon indeksini gosterir. Malign tiimorlerde bu oran
yiiksek olup meme, kolon, akciger, 6zofagus, bobrek ve prostat kanseri, malign
melanom, nonhodgkin lenfoma, glial timoérler gibi bir¢ok tiimér tipinde yiiksek Ki-67
oraninin kotli prognostik faktor ile iliskili oldugu gosterilmistir (228). Ki-67 kolorektal
adenom ve karsinomlarinda proliferasyon aktivitesini belirlemede 6nemli bir antijendir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda adenokarsinomalarin Ki-67 indeksi adenomlardan, az
diferansiye adenokarsinomlarin Ki-67 indeksi, iyi diferansiye adenokarsinom ve orta
derecede diferansiye adenokarsinomlara gore yiiksek bulunmustur (229). Ozellikle tani
konma giicliigli yasanan adenomatoid kolon lezyonlarinda Ki-67 indeksi oldukga
yararlidir. Ancak Ki-67 indeksinin yiliksek bulunmasi her zaman karsinom tanisini
desteklemez, dolayist ile klinik parametreler ve invazyon varligiyla korele edilerek

taniya gidilmelidir (230).
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3.12. Kimyasal Karsinojenlerle Deneysel Kanser Modeli Olusturma

3.12.1.Dimetilhidrazin (DMH) ve Karsigonezdeki Rolii

1,2-dimetilhidrazin (DMH), CH3NHNHCH3; kimyasal yapisinda bir metil
hidrazin tiirevi olup, deneysel kolon kanseri olusturmada ve Ozellikle de distal kolon

tiimdr olusumunu indiiklemede kullanilan toksik bir prokarsinojendir (231). Sekil (17).

H,C II‘:II

Sekil 17. DMH’1n yapis1 (232).

Yapilan hayvan c¢aligmalarinda, DMH'min neden oldugu deneysel kolonik
tiimorlerin histoloji, morfoloji, insan kolon mukozasinin anatomisi, mikroskobik patoloji
ve immiinobiyoloji agisindan insan kolon karsinomuna ¢ok benzer oldugu bildirilmistir
(233,234). Deneysel karsinogenezis olusum mekanizmasi su sekilde agiklanmaktadir;
subkutan bolgedeki hiicreler, DMH ile reaksiyona girebilen enzimlere sahip degildir. Bu
nedenle, deri altindan enjekte edilen DMH, dolasim yoluyla karacigere ulasir ve
azoksimetan (AOM) ve metilasiloksimetanol (MAM) gibi gesitli ara maddelere
metabolize olur (235). Daha sonra, MAM, nihai karsinojenik metaboliti olan elektrofilik
metildiazonyum iyonunu iiretmek iizere safra veya kan yoluyla kolona taginir ve bu da
kolon karsinogenezini tetikleyen niikleik asitlerin metilasyonundan sorumlu olan karbon

iyonunu iretir ve karsigonezis baglatilmis olur (234). Deneysel kolon kanseri
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olusturmada kullanilan diger Kkarsinojenler ise azoksi metan, N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidin ve N-metil-N-nitros tire’ dir, ancak DMH ve AOM daha ucuz, daha
gii¢lii ve kullanima daha uygun oldugundan ¢aligsmalarda nitrozaminler veya heterosiklik
aminlere gore daha siklikla tercih edilirler (236).

DMH ile indiiklenen karsinogenez, morfoloji, hiicre biiylime paterni ve klinik
bulgular bakimindan sporadik insan kolon kanserine benzediginden, en ¢ok kullanilan
kolorektal kanser modellerinden biridir. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve
cogalmasi ile ortaya cikan, genetik ve cevresel kosullarin etkisi altinda olan kompleks
bir hastaliktir. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte giiniimiizde var olan tedavilere ek
olarak yeni tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Standart olarak kabul edilen kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi yontemlere ek olarak asilar, biyolojik, hormonal tedaviler ve gen
terapileri giderek artan sayida kullanilmaya baglanmistir. Kanser tedavisinin yani sira,
kansere neden olan etmenlerin bulunmasi, kanserin olusmadan engellenmesi, kanseri son
derece kompleks ve biiylik bir problem haline getirmektedir. Dolayis1 ile bu calisma
“Kolorektal kanserden korunmada seg¢ili kemopreventiflerin aktif bir roli var mi?”
sorusuna bir yanit aramak icin tasarlanmistir. Calisma kapsamnda Wistar Albino
siganlarda DMH ile deneysel olarak olusturulmus kolon kanser modelinde, Diklofenak
ve Selekoksib’in ayr1 ayr1 ve de birlikte uygulanmalarimin kolon hasar1 tizerindeki
koruyucu etkilerini ve PTEN/PI3K/Akt sinyal ileti yolagini etkileyip etkilemedigini

biyokimyasal olarak arastirmak hedeflenmistir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) tarafindan
barindirilip, tiretilen Sprague Dawley tiirii sicanlar kullanilmistir. Calismanin etik kurul
onay1 Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan alimustir (Toplantt
Sayis1 2018/06, Karar No: 76, Protokol No: 2018/49).

Calisma gruplarindaki tiim siganlar 12 saatlik aydinlik-karanlik doéngiisiine
uygun olacak sekilde sabit 1s1l1 (22-24 °C) otomatik olarak klimatize edilen odalarda
J’erli ve S’erli gruplar halinde, hayvanlar i¢in hazirlanmis kenarlar1 sert plastik ve
iistlinde ¢elik 1zgara bulunan, deney grubuna gore etiketlenmis ve tabani talas ile
dosenen kafeslerde barindirildilar. Hayvanlar Elazig yem fabrikasindan temin edilen
standart 8mm’lik pellet cinsi yem ve musluk suyu ile ad libitum olarak serbest
beslenmeye tabi tutuldular. Siganlarin beslenmesinde kullanilan yemin bilesimi Tablo

1’de verilmistir.
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Tablo 1. Standart rat yemi

Yem Bilesimi Yiizde Oranlar
Ham protein % 24

Ham seliiloz %7

Ham kiil % 8
HCI’de ¢oziinmeyen kiil % 2

NaCl %1
Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmasi ** % 1.25

Su % 12
Metabolik enerji 2650 kcal

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan
(10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 1U/kg), Vit. D3 (1000 1U/kg), Vit. E (60 mg/kg),
Vit. B2 (4 mg/kg).

Calismaya 8-10 haftalik Sprague Dawley cinsi 48 adet erkek sigan dahil edildi
ancak kemopreventif gruplardan ikiser adet sican 6ldiigiinden galisma toplam 44 siganla
stirdiiriildii. Calisma gruplan asagidaki sekilde olusturulmustur ve sekil 16’da sematize
edilmistir.

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 siilfoksit (DMSO) deney
stiresi boyunca (25 hafta) giinliik olarak oral gavaj yontemiyle uygulandi.

DMH Grubu (n=16): 25 mg/kg dozundaki DMH 1 mM EDTA-salin ig¢inde
coziindiiriilerek haftada 1 kez olmak iizere s.c yolla 12 hafta boyunca, yine 1 ml DMSO
deney siiresince giinliik olarak oral gavaj yontemiyle uygulandi.

DMH+Diklofenak Grubu (n=12): 25 mg/kg dozundaki DMH, 1 mM EDTA-salin
icinde ¢Ozilindiiriilerek haftada 1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildi. DMH ile

es zamanli olarak 8 mg/kg dozundaki Diklofenak, DMSQO’da ¢dziindiiriilerek 25 haftalik

deney siiresi boyunca her giin oral gavaj yontemiyle uygulandi.
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DMH+Selekoksib Grubu (n=12): 25 mg/kg dozundaki DMH, 1 mM EDTA-salin
icinde ¢ozilindiiriilerek haftada 1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildi. DMH ile
es zamanl olarak 6 mg/kg dozundaki Selekoksib, DMSO i¢inde ¢oziilerek 25 haftalik
deney siireci boyunca her giin oral gavaj yoluyla uygulandi.

Tiim enjeksiyonlar siganlarin bel omurlar1 seviyesinde sirt bolgesinden rotasyon
seklinde uygulandi ve DMH uygulamalar1 esnasinda hayvanlart irrite etmemek ve
enfeksiyon gelisimini O6nlemek adina her hayvan i¢in ayr1 bir insiilin enjektorii
kullanildi. Son DMH enjeksiyonunu takiben 13 hafta tiimoral doniisiim icin beklenen
latent donem olarak belirlendi ve bu siirenin sonunda 25. haftanin bitiminde deney

hayvanlar: sakrifiye edildi.

TR 7% 7@ T T To7s TT& T ToT% 4 ] L ] 1 ] L L | L L) ] L L)
Haa | 12| 3| als|e| 7]8]9f10)e1]12[13]1a[15]16]17[18] 18] 20[ 212223 24 |25

e e e e oo gede Iedefefre vy frrmmrm[

Hara | 1] 2| 3|a|s][6|7]a]s I1IJ|11|12|13l14[15|1ﬁ]ﬁ|18|19]20|21]22|23[24|<{

| GO o O G G G S G O G |
Hafta \1]2|a]4]5[a|?]ﬂs[1u]11[12]13|14|15|15[?|1a|1s|zu|21[zz|za|24|u{

I'I'I'l*l'l'l'l'l'lil'liti #08 b 8 8 o8 B b 8 b 3

Haa | 4] 2]|3]as[6] r[a]a|1n|'11|12[13|1a]1a|1a|1r|1a[19[zu[21|22|23]m]25

1 DMSO wygulamass {deney siiresince her gin) § mg'kg Diklofenak Uygulaman

* EDTA uygulamasa * § mp'kg Selekoksib Uvgulamas

1 g mm DAIH WI!IMI I Sakrifikasyen

Sekil 18. Deney Gruplariin Olusturulmasi.
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Calismaya baslamadan 6nce, calisma siiresince haftada bir kez ve ¢alisma bitiminde
siganlar sakrifiye edilmeden 6nce gruplardaki hayvanlarin viicut agirliklar dlgiiliip kayit

altina alindi.

4.1.2. DMH ile indiiklenmis Kolon Kanseri Protokoliiniin Olusturulmasi

Deneysel olarak tasarlanmis sican kolon kanser ¢alismalarinda kanserojen ajan
olarak azoksimetan veya DMH gibi karsinojenlerin farkli dozajlarda, farkli uygulama
siiresi ve sikhigida kullanildigi bildirilmistir (237,238). Ornegin; DMH’nin siganlara
oral yoldan verilmesi sonucu diigiik tliimor insidansi goriiliirken (%30), intramiiskiiler
(1m) uygulamalarda %80, s.c uygulamalarda ise %100 oraninda tiimor gelistigi
gbzlenmistir (239). Zhang ve arkadaslar1 sican kolon kanser modeli olusturmak i¢in 30
mg/kg dozajindaki DMH’1 10 hafta boyunca s.c. olarak uyguladiklarmi bildirmislerdir
(240). Yine yapilan baska bir aragtirmada 20 mg/kg dozundaki DMH subkutan olarak 4
hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere kolon kanseri olusturmak i¢in kullanilmistir
(238). Tim bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda DMH ile in-vivo kolon kanseri
olusturma protokolii su sekilde belirlenmistir; sicanlara 25 mg/kg DMH 12 hafta

boyunca, haftada bir kez subkutan olarak uygulanmastir.

4.1.3 Kullanilan Kimyasal Ajanlar ve Hazirlanislar:

DMH; kolon kanseri indiiksiyonu i¢in kullanilan DMH (Sigma Chemicals, St
Louis, MO, USA) 1 mM EDTA igerisinde ¢6ziindiiriildii, pH’1 1 mM NaOH ile 7'ye

ayarlandi ve subkutan uygulamadan hemen once taze olarak hazirlandi (238).
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Diklofenak; kemopreventif ajanlarimizdan biri olan Diklofenak (8mg/kg)
(Dikloron tablet, Deva Holding A.S, Tiirkiye) 1 mL DMSO igerisinde ¢oziindiirtilerek
kullanima hazir hale getirildi (241).

Selekoksib; diger bir kemopreventif ajanimiz olan Selekoksib (6 mg/kg) (Santa
Cruz Biotechnology, USA) kullanilan NSAIl’larin dozlar1 bildirilen ED50 (medyan
etkin doz) degerine dayanarak terapotik doz araliginda belirlendi ve 1 mL DMSO
igerisinde ¢oziindiiriilerek kullanima hazir hale getirildi (241).

DMSO; Segili kemopreventif ajanlar deney siiresi boyunca hergiin polar 6zellikli
bir ¢oziicii olan DMSO i¢inde ¢oziildiikten sonra 2:1 (DMSO: su; v:v) oraninda distile
su ile diliie edilerek, gavaj uygulamalarindan once giinliik taze hazirlanarak kullanildi.
Tiim oral gavaj uygulamalar1 esnasinda hayvanlari irrite etmemek ve uygulama kolaylig
saglamak amaciyla sicanlarda eter inhalasyonu yoluyla kisa siireli bir sedasyon

olusturuldu.

4.1.4. Hayvan Materyallerinden Numunelerin Alinmasi, Hazirlanmasi ve

Saklanmasi
4.1.4.1. Kan Numunelerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

25 haftalik deney periyodu sonunda si¢anlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda,
steril aletler kullanilarak sakrifiye edildi, kan ve doku ornekleri alindi. Kan 6rnekleri
analizler i¢in uygun olacak sekilde diiz biyokimya tiiplerine alinarak 3000 rpm’de 10
dakika boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi (Heracus Biofuge Stratos; Kendo
Laboratory Products, Osterode-Germany) ve serumlar1 ayrildi. Calisma giintine kadar -

80°C’de muhafaza edildi.
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4.1.4.2. Doku Numunelerinin AliInmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Tiimorlii dokuyu kapsayacak sekilde ekzise edilen kolon dokusunun bir kism1 %
0,9’luk soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCIl) ile yikandi ve kurutma kagidi ile
kurutulduktan sonra dokular porsiyonlar halinde, western blot calismalar1 analizi
yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Ayrica eksize edilen tiimorlii kolon dokusunun

diger kism1 da %10’luk formaldehitte tespit edilerek analiz edilmek iizere hazir hale

getirildi.
4.2. Yontemler

4.2.1. Biyokimyasal Yontemler
4.2.1.1.Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Enzime bagli immiinosorbent metodu (ELISA) biyolojik numunelerdeki
antikorlari, antijenleri, proteinleri ve glikoproteinleri o6lgmek i¢in yaygin olarak
kullanilan immiinolojik bir testtir. ELISA yoOntemiyle 06zgiil antikor kullanilarak
ornekteki antijen miktari, 6zgiil antijen kullanarak 6rnekteki antikorun miktar1 tayin

edilebilir. En sik kullanilan ELISA tiirleri Sekil 17°de sematize edilmistir.

57



- substrat
-

-~ Substrat <__ﬂ_‘ {:‘

- {} Sekonder
“h
antikor

Primer antikor&J konjugats
konjugat Primer antikor O

a b

-~ substrat
-~

e

. C ) O C )
Sekonder - Substrat -~ substrat
antikor ‘J

Primer Kojugat -
Antikor :‘:tll?;? r
Yakalama &J
Antikoru w
d

Sekil 19. ELISA cesitleri. (a) Direkt ELISA, (b) Indirekt ELISA, (c) Sandvi¢ ELISA, (d)
Antikorla igaretli kompetetif ELISA, (e) Antijenle isaretli kompetetif ELISA

ELISA’nin temel bilesenleri siralanacak olursa:

a)
b)

c)

d)

Kat1 faz (matriks): Genellikle 48 ya da 96 kuyucuktan olusan mikroplakalardir.
Antikor: IgG fraksiyonlaridir.

Enzim ve substratlar: En sik kullanilan konjugat isaretleyicileri alkalen fosfataz
(AP) ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleridir. AP aktivitesinin
kolorimetrik  tespiti i¢in  (5-bromo-4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro  mavi
tetrazolium (BCIP/NBT), HRP aktivitesinin kolorimetrik tespiti igin ise
tetramethylbenzidine (TMB) kullanilir.

Yikama: Antikor-antijen kompleksi disinda olusan maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in fosfatli tampon soliisyonu (PBS) ile yikama islemi yapilir.
Durdurma: Bu asamada devam eden reaksiyonu sonlandirmak i¢in asidik veya

bazik ¢ozeltiler ( H,SO,, HCI, NaOH ) kullanilir.
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Calismamizda kullandigimiz tiim ELISA Kkitleri (HIF-1la, CEA, PCNA ve Ki-67)
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd firmasina ait olup, uygulanan prosediir
ana hatlariyla “Genel Test Prosediirii” baslig1 altinda verilmistir. Uretici firma tarafindan
gonderilen kit icerikleri Tablo 2’de listelenmistir. Kitlerin kendilerine ait 6zellikleri ise

ayr1 basliklar altinda detaylandirilmistir.

Tablo 2. Uretici firma tarafindan génderilen kit igerikleri

Reaktif Miktari Reaktif Miktari
Kapli Elisa plate 96 testlik Washing concentrate (30X) 20 mL
Standart Diliisyonu 3 mL Biotinle isaretli antikor 1mL
Kromojen A 6 mL Stop soliisyonu 6 mL
Kromojen B 6 mL Plate membrani 2 adet
Streptavidin-HRP 6 mL Datasheet 1 adet
Standard ¢ozelti 0,5mL

ELISA yontemi i¢in gerekli ancak iiretici firma tarafindan temin edilmeyen malzemeler

ise Tablo 3’te listelenmistir.

Tablo 3. ELISA’da kullanilan ve iiretici firma tarafindan temin edilmeyen malzemeler

1) 37 °C £ 0.5 °C'ye kadar stabil inkiibasyon kosullar1 saglayabilen bir inkiibator
2) 450 £ 10nm filtreli mikroplaka okuyucu

3) Vortex

4) Hassas pipetler ve tek kullanimlik pipet uglar

5) Kurutma kagidi

6) Distile su
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Genel Test Prosediirii
1) Standartlarin Cézeltilerinin Hazirlanmasi: Uretici firma tarafindan kullanima
hazir halde gonderilen stok standart c¢ozeltisi seri diliisyona tabi tutularak

standartlar hazirlandi. (Sekil 18).

Standard No.5 120ul Original Standard + 120ul Standard diluent
Standard No.4 120ul Standard No.5 + 120ul Standard diluent
Standard No.3 120ul Standard No.4 + 120l Standard diluent
Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120ul Standard diluent
Standard No.1 120ul Standard No.2 + 120ul Standard diluent

120 L wol wpl mpl

N e Ve Wen W
120 pL Std. {} =3 — == .
»
ETANDARD ' ' m‘
6

5 4 3 2 1

Sekil 20. Standart Diliisyonu.

2) Orneklerin ekimi :1) Kor kuyucugu: Bu kuyucuga sadece Kromojen A ve B
cozeltileri ile stop soliisyonu eklendi. 2) Standart Kuyucuklari: 50ul standart
cozeltisi ve 50 pl kullanima hazir halde gonderilmis streptavidin-HRP ¢ozeltisi
eklendi. 3) Ornek kuyucuklari: her bir serum o6rneginden 40ul eklends,
ardindan her bir kite ait kullanima hazir antikorlardan 10ul ve 50ul streptavidin-
HRP ¢ozeltisinden eklendi. Ardindan plate’lerin iizeri kapatildi ve 60 dakika

boyunca 37 °C'de inkiibasyona birakildi.
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3)

4)

5)

6)

7)

Yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: (30X) Konsantrasyonda gonderilen yikama
¢oOzeltisi kullanima hazir hale getirilmek i¢in distile suyla seyreltildi.

Yikama Islemi: 60 dakikalik inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra yikama
islemi gergeklestirilmek tizere Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) marka
ELISA yikayicisina alindi ve plate her bir kuyucuga 350 pl yikama
sollisyonundan eklenmek suretiyle 5 kez yikama islemine tabi tutuldu.

Renk gelisimi: Her kuyucuga 6nce 50ul kromojen A ¢dzeltisi daha sonra 50pul
kromojen B ¢ozeltisi eklendi. Karistirmak i¢in hafif¢e calkalandi. Renk gelisimi
i¢in 1s1ktan uzakta 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi (Sekil 19).

Reaksiyonun durdurulmasi: Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 50ul
stop soliisyonu eklendi ve mavi rengin hemen sartya dondiigii gézlendi.
Absorbans ve konsantrasyonlarin tayini: Stop soliisyonu eklendikten sonra 10
dakika icerisinde plate’de bulunan standartlarin ve Orneklerin 450 nm dalga
boyundaki absorbanlar1 ve bu absorbansa karsilik gelen konsantrasyonlar
EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) ELISA plate okuyucusunda okutularak

tayin edildi.
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Sekil 21. ELISA isleminin sematik diyagrami

4.2.1.2. Serum CEA Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Degerlendirilmesi

Calisma gruplarindaki serum CEA diizeyleri laboratuvar c¢aligmalari igin
tiretilmis ticari rat CEA Elisa kiti (SunRed, Cat No: SRB-T-80635) kullanilarak tayin
edilmigtir. Kit ile gonderilen prosediirde kitin sensitivitesinin 23,871 pg/mL, 6l¢iim
araliginin 25-7200 pg/mL, mtra assay’in: CV<%10, inter assay’in: CV<%12 oldugu
bildirilmistir. Plate yikamalar1t ELX 50 yikayicist ile, absorbans ve konsantrasyon tayini
ise spektrofotometrik olarak 450 nm’de EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro
plate okuyucusu kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan standartlarin grafigi Sekil 20°de

verilmistir.
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Sekil 22: CEA Standart Egrisi

4.2.1.3. Serum HIF-1a Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Degerlendirilmesi

Serum HIF-1a diizeyleri ticari olarak temin edilen rat HIF-1a Elisa kiti (SunRed,
Cat No: SRB-T-82633) kullanilarak belirlenmistir. Kitin sensivitesi 13,778 pg/mL,
Ol¢iim aralig1 15-4200 pg/mL, intra assay’in: CV<%S8, inter assay’in: CV<%]11 oldugu
bildirilmistir. Plate yikamalar1t ELX 50 yikayicist ile, absorbans ve konsantrasyon tayini
ise spektrofotometrik olarak 450 nm’de EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro

plate okuyucusu kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan standartlarin grafigi Sekil 21°de

verilmistir.
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Sekil 23: HIF-10 Standart Egrisi
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4.2.1.4. Serum PCNA Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Degerlendirilmesi

Serum PCNA diizeyleri, ilgili firma yetkilisinden ticari olarak temin edilen rat
PCNA Elisa kiti (SunRed, Cat No: 201-11-0399) kullanilarak belirlenmistir. Kitin
sensivitesi 2,36 ng/mL, Ol¢clim araligr 2,5-720 ng/mL, intra assay’in: CV<%10, inter
assay’in: CV<%]12 oldugu bildirilmistir. Plate yikamalar1 ELX 50 yikayicisi ile,
absorbans ve konsantrasyon tayini ise spektrofotometrik olarak 450 nm’de EPOCH 2

(BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate okuyucusu kullanilarak yapilmistir.

Hazirlanan standartlarin grafigi Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 24: PCNA Standart Egrisi

4.2.1.5. Serum Ki-67 Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Degerlendirilmesi

Serum Ki-67 diizeyleri ilgili firma yetkilisinden ticari olarak temin edilen rat Ki-
67 Elisa Kiti (SunRed, Cat No: SRB-T-80522) kullanilarak belirlenmistir. Kitin
sensivitest 0,125 ng/mL, Ol¢clim araligi 0,2-36 ng/mL oldugu bildirilmistir. Plate

yikamalart ELX 50 yikayicis1 ile, absorbans ve konsantrasyon tayini ise

64



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

plate okuyucusu kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan standartlarin grafigi Sekil 23’°te

verilmistir.

Abs 450 zm
]

Ch o
Konsantrasyven (ng/mL)

Sekil 25: Ki-67 Standart Egrisi

4.2.2. Western Blot Analizi

Western Blot; numune igerisinde spesifik bir proteinin analiz edilmesinde
yaygin olarak kullanilan molekiiler biyoloji yontemidir. Bu yontem sayesinde numunede
bulunan bir proteinin varligi, biiyiikliigii, konsantrasyonu hakkinda analiz edilen protein
bandinin renk yogunluguna ve oOl¢iisiine gore yar1 kantatif yorum yapilabilir. Western
blotlama yontemi genel hatlariyla 4 temel kisimdan olusur:

1) Orneklerin Hazirlanmas: In vitro veya in vivo ¢alisma yapildiktan sonra kiiltiir
hiicreleri veya dokudaki proteinler diger kisimlardan izole edilmek icin
pargalanirlar. Daha sonra protein konsatrasyonu uygun bir yontem yardimiyla

tayin edilir. Bu islem her bir Western jel kuyucuguna esit miktarda protein

yiiklenenilmesini saglar.
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2) Yiiriitme ve Transfer: Bu basamakta proteinler denatiire edilerek jelde diizgiin
yiriitiilebilecek hale getirilir ve sonra jel {iizerindeki kuyucuklara dikkatle
yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutulurlar. Daha sonra proteinler molekiil
agirliklarina gore bantlar halinde ayristirilarak (running) bir membran {izerine
aktarilirlar (transfer). Bu islemin temel amaci antikorlarla isaretlenebilecek bir
yap1 elde etmektir (membran veya blot).

3) 1lgili Proteinin Isaretlenmesi ve Boyanmasi: Bu proses blokaj, birincil antikor,
yikama, ikincil antikor, yikama ve boyama islemlerinden olusur.

4) Goriintiileme ve Analiz: Bu proseste bantlar goriilebilir ve analiz edilebilir hale
getirilir. Onceki basamaklarin sorunsuz yapilmis olmasi bu basamagmn da

sorunsuz yapilabilmesini saglar.

Tablo 4. Western Blot Analizinde Kullanilan Cihazlar

Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA)
X Cell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System (invtrogen™, USA)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad Laboratories, USA)

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

Shaker (Metabolik inkiibator, 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 Kullanilan Malzemeler

Mouse Monoclonal Anti-p-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 Imm 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)

4.2.2.1.Western Blot Analizinin Uygulama Asamalari
4.2.2.1.1. Western Blot Analizi icin Doku Numunelerinin Homojenizasyonu

-80 °C’de derin dondurucuda saklanan kolon dokulari oda 1sisina geldikten sonra
100 mg olacak sekilde hassas terazide (SARTORGUS GMBH, Germany) tartildi. Bu
dokular RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz® Biotechnology, Inc. USA) ¢ozeltisi

(1;9,w;v), igerisinde homojenizator (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic,
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Germany) kullanilarak 16.000 rpm’de 3 dk boyunca homojenizasyon islemine tabi
tutuldular. Homojenizasyon islemi boyunca buz kaliplar1 kullanilarak soguk ortam
saglandi. Elde edilen siipernatantlar hem total protein tayini hem de western blot

analizleri i¢in kullanilmak tizere ayr1 ayri etiketlendirilmis eppendorf tiiplere aktarildilar.
4.2.2.1.2. Doku Numunelerinde Protein Miktar1 Tayini

Hazirlanan doku homejenizatlarindan elde edilen siipernatant Orneklerinde
protein yogunlugunun 6l¢iilmesinde Qubit protein 6l¢tim kiti (Qubit Protein Assay Kit,
Invitrogen, USA) ile Qubit Fluorometer cihazi (Invitrogen, USA) kullanildi. Yapilan
tiim islemler kit prosediiriine bagli olarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuclarin birimi

mg/mL olarak kaydedildi.
4.2.2.1.3. Jele Yiiklenecek Olan Protein Numunelerinin Hazirlanmasi

10 kuyucuklu %4-12 Bis-Tris gradyen jellere yiikleme islemi yapilmadan once,
kuyucuklara esit miktarda protein yiiklemesi yapilabilmesi i¢in 6rneklerden alinmasi
gereken hacimler Tablo 6’daki 6rnekte belirtildigi sekilde hesaplandi. Daha sonra her bir
kuyucuga o6rnek, NuPAGE Sample Reducing Agent (10X), NuPAGE LDS Sample
Buffer (4X) ve distile sudan olusan 20 uL’lik karisim yiiklendi. Western blot isleminin
bu asamasinda kullanilan kitteki tespit yontemi kromojenik oldugu i¢in jele yiiklenmesi
gereken protein miktar1 30 pg olarak belirlenmistir. Kit igeriginde bulunan LDS sample
buffer ve sample reducing agent’larin voliimleri sabit ve toplamda 7 pL’dir. Total
hacmin 20 pL’ye tamamlanmasi i¢in distile su kullanmildi. 200 pL’lik eppendorf tiiplerde
hazirlanmis olan bu karisim 10 dk, 70 °C’de Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories,

USA) cihazinda denatiire edildikten sonra -20 °C’de 3-5 dk bekletildi.
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Tablo 6. Doku Siipernatantlarindan Jele Yiiklenecek Olan Protein Karisiminin Hazirlanmasini

Gosteren Ornek Hesaplama

Tayin Edilen Protein  Jele yiiklenecek LDS Sample Sample Distile
diizeyleri ornek miktarlart Buffer Reducing su
(mg/mL) (L) (4X) (uL) Agent (uL)

(10X) (uL)
3,23 9,3 5 2 3,7
4.2.2.1.4. Protein Karnsimlarimin Dikey SDS-PAGE’e Yiiklenmesi ve

Yiiriitiilmesi

Western blot’in bu asamasinda yiikleme jeli olarak % 4-12 Bis-Tris Protein jel kasetleri
(Invitrogen, Novex) kullanildi. Jel kasetinin en alt kisminda yer alan beyaz bant
cikarildiktan sonra jelin iist tarafinda gdmiilii olan tarak dikkatlice alindi. Daha sonra jel
kaseti dikey elektroforez tanki icine yerlestirilerek sabitlendi, daha sonra yliriitme
sollisyonu olarak MES SDS Running Buffer 20X’ten (NuPAGE® MES BIS-TRIS
Running Buffer Kit COMBO, Invitrogen™, USA) elde edilmis 1x MES SDS Running
Buffer eklenildi. Yiiriitme esnasinda proteinlerin indirgenmis halde kalmalarim
saglamak amaci ile 500 pL antioxidant (NUPAGE® Invitrogen™, USA) jel kasetlerinin
orta kisma denk gelecek sekilde eklendi. Jelli kasetin ilk kuyucuguna proteinlerin
biiyiikliiklerini tahmin etmek amaciyla i¢inde bilinen biiyiikliiklerde gesitli proteinler
bulunan markerden (SeeBlue Plus2 Pre-stained Standart, Invitrogen™, USA) 5 uL
ekildi, kalan diger kuyucuklara ise protein ornekleri yiiklendikten hemen sonra tank
sisteminin tlizeri kapatildi ve tank sistemi gii¢ sistemine (Bio-Rad Laboratories, USA)

baglandi. Gii¢ kaynag1 200 V sabit akim olacak sekilde 35 dakikaya ayarlanip elektroforez
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baglatildi. Standart takip edilerek istenilen yol gecildikten elektroforez islemine son
verildi. Jel kasetler steril jel bigagi yardimi ile baglanti noktalarindan jele zarar
vermemeye dikkat edilerek ayirildi. Son olarak distile su bulunan temiz bir kap

igerisinde jeli kasetten ayirma islemi gergeklestirildi.
4.2.2.1.5. Blotlama, Bloklama ve Antikorlarla inkiibasyon Islemleri

Blotlama Islemi: Elektroforezi tamamlanan jellerin blotlama islemleri iBlot Dry
Blotting System cihazi igerisinde (iBlot® Gel Transfer Device and Apparatus,
Invitrogen™, USA), iBlot® Transfer Stack, PVDF membran kit (Invitrogen™, USA)
kutusundan ¢ikarilan bir adet anod, katot, filtre kagidi ve siinger yardimi ile
gerceklestirildi. Anod’un lizerindeki jelatin cikarilip plastik kabiyla birlikte en alta
konulduktan sonra distile su igerisinde bulunan jel dikkatli bir sekilde nitroselliilloz
membran igeren bu anod tabakanin iistline yerlestirildi. Filtre kagid1 distile su yardimiyla
islatildiktan sonra jelin lizerine yerlestirildi, cihaz ile birlikte verilen rulo ile aralarda
olusan hava kabarciklar1 ¢ikarildi. Daha sonra katod bakir yiizey siingere bakacak
sekilde ve jelli kisim ise filtre kagidinin lizerine bakacak sekilde yerlestirildi. Son olarak
cithazin kapak kisminda kendine 6zgii yeri olan siinger yerlestirildi ve cihaz calistirilarak
transfer islemi baslatildi. Transfer islemi tamamlandiktan sonra anod tabakanin tizerine
yerlestirilen nitroselliilloz membran steril bir bistiiri yardimiyla alindi.

Bloklama Islemi: Transfer sonrasinda membran, blotlama sirasinda 6zgiil
olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in bloklama islemine tabi tutuldu. Bu basamakta
membran distile sudan gegcirildikten sonra calkalayici iizerinde bloklama soliisyonu

(WesternBreeze® Chromogenic Kit—Anti- Mouse, WB7103, Invitrogen™, USA) ile 30
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dakika oda sicakligida muamele edildi. Bloklama soliisyonlar1 kit prosediiriinde yazan
sekilde hazirlandi (Tablo 7). Bloklama islemi tamamlandiktan sonra membran toplamda
2 kez olacak sekilde 20 mL distile su ile c¢alkalayicida 5 dakika boyunca yikama
islemine tabi tutuldu.

Primer ve sekonder antikorlarla inkiibasyon ve diger islemler; Bloklamadan
allman membranlar Tablo 7°de gosterildigi gibi hazirlanan primer antikorlar ile oda
sicakliginda 60 dk boyunca shakerda bekletildiler. inkiibasyon isleminden sonra primer
antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve membranlar kullanima hazir hale getirilmis
20 mL antikor yikama soliisyonu ile toplamda 4 kez olacak sekilde yikama islemine tabi
tutuldular ve baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirildilar. Bu islem
tamamlandiktan sonra membran, kit ile kullanima hazir halde gonderilen sekonder
antikor ile c¢alkalayicida yarim saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Daha sonra membranlar tekrar 4 kez 5° er dakika antikor yikama soliisyonlari ile yikandi

ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.

Tablo 7. Bloklama, antikor yikama ve antikor sulandirma soliisyonlarinin hazirlaniglar

Gerekli Soliisyonlar PVDF Membran icin
Ultra filtre edilmig su 14 mL
Bloklama Soliisyonunun Blocker/Diluent A 4 mL
icerigi ve Hazirlams: Blocker/Diluent B 2mL
Toplam Hacim 20 mL

Referans Primer Antikorun B-Aktin primer antikoru, 1:2000 oraninda, 10 mL bloklama soliisyonu
diliisyonu icerisinde dilie edildi.

PTEN primer antikoru, 1:2000,
Hedef Primer Antikorlarin PI3K primer antikoru, 1:2000,
Diliisyonu Akt primer antikoru 1:2000,

Tiim primer antikorlar 10 mL bloking soliisyonu ile diliie edildi.
Antikor Yikama Ultra filtre edilmis su 150 mL
Soliisyonunun
Hazirlanmasi Antikor Yikama soliisyonu (16X) 10 mL

Toplam Hacim 160 mL
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4.2.2.1.6. Protein Bantlarimin Goriintiilenmesi ve Protein Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi

Yikama isleminin tamamlanmasinin ardindan membranlar kullanima hazir halde
gelen kromojenik substratin 5 mL’si ile bant gelisimi oluncaya kadar (yaklasik 20-30
dk) inkiibe edildi. Bu islemden sonra membranlar 20 mL distile su ile toplamda 3 kez
olacak sekilde 2’ser dakika boyunca yikama islemine tabi tutuldular. Son olarak
membranlar uygun bir tarayicida (Hewlett Packard Company, Photosmart C3100,
California, ABD) 600 dpi ile taranarak bant goriintiileri bilgisayar ortamina aktarildi.
Protein bant yogunluklari IMAGE-J (National Institute of Health, Bethesda, ABD)
Analysis Software programinda degerlendirildi. Veriler B-Aktin housekeeping proteinine

kars1 normalize edildi.

4.3. Kolon Dokusunun Histopatolojik Analizi

Histopatolojik inceleme icin siganlardan c¢ikarilan kolon dokular1 %10’luk
formaldehit ¢ozeltisi igerisinde tespit edildi. Kalinligi 5 mikron olan standart kesitler
Hematoksilen-Eosin (H&E) ile boyanarak mikroskopik inceleme i¢in hazirlandi ve
lezyonlar Olympus BX43 1sik mikroskobu altinda incelenerek, Olympus DP72

goriintlileme cihazi ile fotograflandi.

4.4. Istatistiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows 22.0 paket programi kullanildi.

Analiz agamasinda kullanilacak yontemin belirlenebilmesi i¢in veri setinde ilgilenilen
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degiskenin normal dagilimdan gelip gelmediginin tespit edilmesi i¢in Shapiro-Wilk testi
uygulandi. Shapiro-Wilk testinin yami sira carpiklik (skewness), basiklik (kurtosis)
katsayilari, kutu grafigi (boxplot) ve Q-Q plot da incelenerek veri setinin normalligine
iliskin karar verildi. ikiden fazla grubun siirekli dl¢iimlerinin genel karsilastirilmasinda
varsayimlarin saglanmasi durumunda Tek Yonlii Varyans Analizi, varsayimlarin
saglanmamasi durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu karsilastirmalarda
anlamli bulunan durumlar i¢in gruplarin ikili karsilastirllmalarinda varsayimlarin
saglanmas1 durumunda grup i¢i varyanslarin homojen olup olmamasina goére Tukey
testleri kullanmildi. Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda varsayimlarin saglanmamasi
durumunda ise Bonferroni diizeltmesi yapilmis Mann Whitney U testi kullanildi. Siirekli
Olglimler ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum-maksimum)

olarak 6zetlendi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Cahsma Gruplarindaki Sicanlarin Kilo Alimlar1 ve Biiyiime Oranlari

Uzerine Etkisi

Deney siiresi boyunca g¢alisma gruplarindaki tiim sigcanlarin kilolar1 haftalik
olarak tartilip, kayit altina alindi. Tiim gruplardaki sicanlarin kilo alimlarinin deney
siiresince normal seyirde devam ettigi gozlendi. Baslangic ve son haftadaki kilolar
karsilastirildiginda ise istatiksel olarak bir farklilik saptanmadi. DMH uygulanan
sicanlarin ortalama agirlik artis1 kontrollere kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu
gozlendi (p<0,001). DMH ile birlikte kemopreventif ajanlarin uygulandigi gruplarda kilo
aliminin, sadece DMH uygulanmis gruptaki sicanlara gére daha fazla oldugu belirlendi
(p<0,05). Yalnizca DMH uygulanan grupta kontrollere gére énemli dl¢lide azalmis kilo
alim1 ve biiyiime oranlar1 gortiliirken, Diklofenak ve Selekoksib uygulamalarimin agirlik
kazanci ve biiylime oranlarina DMH grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide katkida bulundugu
gozlenmistir ki bu durum secilen kemopreventif ajanlarin DMH’1n indiikledigi kolon

karsinojenezine karsi siganlara optimum koruma sagladigini diisiindiirmektedir (Tablo

8).
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Tablo 8. DMH ve kemopreventif gruplardaki siganlarm kilo alimlar1 ve biiyiime oranlari

Gruplar Baslangic (g) Final (g) Kilo Allmi (g)  Biiyiime Orani
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 + 22,55 342,2431,71 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 kiyasla *#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla
Sicanlarin biiylime oranlar ise asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir: Biiyiime

orani = (Final viicut agirlig1 - Baslangi¢ viicut agirligl) / Toplam deney giinii sayist.

5.2. Kemopreventif Ajanlarin Secilen ELISA Parametreleri Uzerine Etkisi

Diklofenak ve Selekoksib’in serum CEA, HIF-1a, PCNA ve Ki-67 diizeylerine
etkisini degerlendirdigimiz bu boéliimde elde edilen sonuglar Tablo 9’da sunulmustur.
Sadece DMH uygulanan gruptaki sicanlarda serum CEA, HIF-1oa, PCNA ve Ki-67
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak arttigi gozlenmistir (p<0,05;
PCNA i¢in, p<0,001; CEA, HIF-lo ve Ki-67 parametreleri i¢in). Kemopreventif
ajanlarin uygulandig1 gruplardaki serum CEA, HIF-1a, PCNA ve Ki-67 diizeylerinin de
kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak arttigi saptanmistir. DMH grubu ile
kemopreventif ajanlarin uygulandigi gruplar birebir kiyaslandiginda ise seg¢ili tiim

parametlerin kemopreventif gruplarda istatistiksel olarak azaldig1 gézlenmistir.
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Tablo 9. Kemopreventif ajanlarin se¢ilen ELISA parametreleri tizerindeki etkisi

Gruplar CEA (pg/mL) HIF-1a (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 kiyasla *#p<0,001 kontrol grubuna kiyasla

*p<0,05 DMH grubuna kiyasla ™ p<0,001 DMH grubuna kiyasla

Veriler ortalama + standart sapma ya da medyan (minimum-maksimum) seklinde ifade edilmistir.
*Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; p<0,05, **Kontrol grubu ile kiyaslandiginda p<0,001; "“DMH grubu
ile kiyaslandiginda; p<0,05, “"DMH grubu ile kiyaslandiginda; p<0,001.

5.3. Doku PTEN Protein Ekpresyon Diizeyleri

Doku PTEN protein ekpresyon diizeyleri kontrol grubunda (%100) kabul
edilerek hesaplandiginda; DMH grubunda PTEN ekspresyon kaybinin ~%?22 oraninda
olmastyla birlikte protein ekspresyonunun %78,219 oldugu saptanmistir. Dolayisi ile
kontrol grubuna kiyasla DMH grubunda doku PTEN protein ekspresyonunda istatiksel
olarak bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Kemopreventif ajanlarin uygulandig1 gruplar
incelendiginde ise; Diklofenak grubunda PTEN ekpsresyonunun %93,681 oldugu,
Selekoksib grubunda ise %94,814 oldugu gozlenmistir. Her iki kemopreventif grubunda
da protein diizeylerinin istatiksel olarak arttig1 saptanmistir (Diklofenak icin, p<0,05;

Selekoksib i¢in, p<0,05).
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PTEN 47 kDa

B-actin 42 kDa

Sekil 26. Pten ve B-actin proteinlerine ait bant goriintiileri

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

Standardize edilmis PTEN ekspresyon

diizeyleri (%)
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Kontrol Diklofenak Selekoksib

Sekil 27: Gruplara gére Doku PTEN Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

5.4. Doku PI3K Protein Ekpresyon Diizeyleri

Doku PI3K protein ekpresyon diizeyleri kontrol grubunda %100 kabul edilerek
hesaplandiginda; DMH grubunda PI3K ekspresyonunun artmasiyla birlikte protein

ekspresyonunun %123,377 oldugu saptanmistir. Dolayis1 ile kontrol grubuna kiyasla
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DMH grubunda doku PI3K protein ekspresyonunda istatiksel olarak bir artis oldugu
gbzlenmistir (p< 0,001). Diklofenak uygulanan grupta ise PI3K protein ekspresyonunun
%109,732 oldugu, Selekoksib uygulanan grupta ise protein diizeyinin %108,732 oldugu
saptanmistir. Her iki kemopreventif grubunda da protein diizeylerinin DMH grubuna

gore istatiksel olarak azaldigi gozlenmistir (p<<0,05 her iki kemopreventif ajan i¢in).

B-actin 42 kDa

Sekil 28. PI3K ve B-actin proteinlerine ait bant goriintiileri

(1,2: Kontrol; 3,4: DMH; 5,6: Diklofenak; 7,8: Selekoksib grubunu temsil
etmektedir.)
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Sekil 29: Gruplara gére Doku PI3K Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)
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5.5. Doku Akt Protein Ekpresyon Diizeyleri

Doku Akt protein ekpresyon diizeyleri kontrol grubunda %100 kabul edilerek
hesaplandiginda; DMH grubunda Akt ekspresyonunun artmasiyla birlikte protein
ekspresyonunun %121,786 oldugu saptanmistir. Dolayis1 ile kontrol grubuna kiyasla
DMH grubunda doku PI3K protein ekspresyonunda istatiksel olarak bir artis oldugu
gozlenmistir (p<0,05). Diklofenak uygulanan grupta ise Akt protein ekspresyonunun
%103,658 oldugu, Selekoksib uygulanan grupta ise protein diizeyinin (%102,113)
oldugu saptanmistir. DMH grubuna gore her iki kemopreventif grubunda da protein

diizeylerinin istatiksel olarak azaldigi gozlenmistir (p<<0,05 her iki kemopreventif ajan

i¢in).

1 2 3 4 5 6 7 8
3662100 [T
B-actin 42 kDa m

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 30. PI3K ve B-actin proteinlerine ait bant goriintiileri

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

79



Standardize edilmis Akt ekspresyon
dizeyleri (%)
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Sekil 31. Gruplara gore Doku Akt Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

5.6. Histolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin boyama metodunun uygulandigi kesitlerde, kontrol
grubunda herhangi bir patolojik lezyon tespit edilmedi. DMH uygulanan grupta invaziv
tubuler adenokarsinomun L. Muscularise varan invazyonu goézlendi. Diklofenak’in
DMH ile birlikte uygulandigi grupta, submukozal inflamatuvar mononiiklear hiicreler,
kriptlerde ve glanduler epitelde atipik hiicreler tespit edildi. Selekoksibin DMH ile
birlikte uygulandig1 grupta ise hafif inflamatuvar reaksiyonlar ile birlikte minimal atipik

epitel hiicre degisiklikler gozlendi (Sekil 32).
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Sekil 32. Calisma gruplarindaki histolojik goriiniimler.

Histolojik analiz sonuglari: (a) Kontrol Grubu: Kolon, mukoza ve submukozal bezler
diizenli, normal mikroskobik goériiniim (H&E X10), (b) DMH Grubu: Invaziv tubuler
adenokarsinomun L. Muscularise varan invazyonu (H&E X100) (c) DMH + diklofenak grubu:
Submukozal inflamatuvar mononiiklear hiicreler, kriptlerde ve glanduler epitelde atipik hiicreler
(H&E X20) (d) DMH + selekoksib grubu: Hafif inflamatuvar reaksiyonlar ile birlikte minimal
atipik epitel hiicre degisiklikler (H&E X20)
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6. TARTISMA

Kolorektal kanser, kadin ve erkeklerde diinya ¢apinda goriilen en yaygin tigiincii
kanser tiirii olup, kanserle ilgili ikinci, gastrointestinal kanserde ise baslica Olim
nedenidir (242). Karsinogenez gelisimi; proliferasyon, diferansiyasyon ve hiicre
sagkaliminmi diizenleyen genetik mekanizmalarin aracilik ettigi proteinlerin miktar veya
aktivitesinde progresif degisikliklerle karakterize ¢ok adimli siirectir (243). Kanser
hiicreleri ¢evre doku ve kan damarlarim istila ve yok etme, uzak organlara metastaz
yapma yetenegine sahiptirler ve tedavi edilmediklerinde 6liime sebebiyet vermektedirler
(244).

Kolon tiimdrlerinin olugmas1 ve ilerlemesinde rol oynayan faktorlerin
arastirilmasi1 ile 1ilgili caligmalar gittikce Onem arz etmektedirler. Kolon tiimor
indiiksiyonunun ilk kez denenmesinden bu yana, kanserojen aktiviteye sahip ¢esitli
maddeler calisilmis ve hayvan modelleri gelistirilmistir. Kanserojen kaynakli deneysel
kolon kanserleri, insan tiimorleri ile birgok benzer 6zellik tasimaktadirlar ve bu modeller
kanser patogenezinin anlasilmasinda oOnemli Ol¢liide katkida bulunmaktadir (245).
Kemirgenlerde kolorektal karsinogenez ¢alismasi yaklasik 80 yil 6ncesine dayanan uzun
bir ge¢mise sahiptir. Halen, deneysel kolorektal kanser modeli olusturmak i¢in DMH ve
AOM kanserojen ajanlar1 siklikla kullanilmaktadirlar (243, 246). Sicanlarda tiimor
indiiklemesinde en eski ve en ¢ok kullanilan kanserojen ajanlardan biri olan DMH, metil
azoksi metanoliin (MAM) metabolik Onciisiidir. DMH’1in kanserojen etkisi, tek bir
enjeksiyondan sonra veya bir dizi haftalik enjeksiyon yoluyla elde edilebilir (247,248).

Malign lezyon, displastik olmayan mukozadan kaynaklanir ve DMH uygulanmasindan
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4-30 hafta sonra ortaya ¢ikar. DMH’1n kii¢iik dozlarinin uygulanmasindan sonra bile
farelerin % 80'ininde adenokarsinom gelisebildigi bildirilmistir (244). Kolorektal kanser
indiiksiyonu ile ilgili siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada DMH ve AOM ajanlarinin
etkileri karsilastirilmis ve DMH’1n kolorektal kanser indiiklenmesinde daha etkili oldugu
sonucuna varilmistir (243). Essawy ve ark. deneysel kolon kanseri olusturmak i¢in 20
mg/kg dozajinda DMH’1 subkutan yolla 15 hafta boyunca uygulamislar ve deney
sonunda basarili bir sekilde kanser modeli olusturduklarini rapor etmislerdir (249).
Yapilan baska bir ¢calismada 12 haftalik Siyah 6 (B6NTac) erkek siganlar iizerinde kolon
kanseri olusturmak amaciyla 30 mg/kg dozajindaki DMH subkutan yolla on yedi hafta
boyunca haftada bir kez olacak sekilde uygulanmistir. Daha sonra bu siganlar sisplatinin
farkli dozlariyla 8 hafta boyunca tedavi edilmislerdir. Histolojik analizler sonucunda, on
yedi hafta boyunca DMH uygulanan hayvanlarin %43'tinde kolon kanseri ile birlikte
karaciger toksisitesinin de gelistigi bildirilmistir (250). Dolayist ile yaptigimiz literatiir
taramalarin1 g6z Oniinde bulundurdugumuzda, deneysel olarak kolorektal kanser
olusturdugumuz calismamizda 25 mg/kg dozajindaki DMH’1, haftada bir kez, 25 hafta
boyunca subkutan olarak verilmesi uygun goriilmiistiir.

Kolorektal kanser etiyolojisinde aile, ¢cevre ve diyet ajanlar1 dahil olmak {izere
bircok faktdriin rol oynadigi bilinmektedir. Bugiine kadar karsinognez siirecinin
anlagilmasinda yol kat edilmesine ragmen; cerrahi, radyasyon ve kemoterapi iceren
tedaviler KRK’nin ileri asamalarini tedavi etmek igin hala tam olarak yeterli degildir.
Bununla birlikte bu standart kemoterapi toksisiteden dolayr sinirli sag kalim siiresi
yaratmaktadir. Bu yiizden malignite problemi nasil ¢oziiliir sorusuna verilebilecek tek

yanit bu malignitenin olusmadan Onlenmesidir (243). KRK'nin gelismesini ve
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ilerlemesini engellemeyi amaglayan etkili Onleyici stratejilerin  belirlenmesi, bu
malignitenin insidansini ve mortalitesini azaltmada kritik Oneme sahiptir (251).
Gozlemsel (252,253) ve genis randomize ¢alismalarda (254,255) aspirin ve diger steroid
olmayan anti-inflamatuvar ilaglarin kolon adenomlarmin ve KRK’nin gelismesini
onledigi ve hastalik niiksiinii azalttigi gosterilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda
NSAIl’lerin apoptozisin indiiklenmesi ve hiicre ¢ogalmasmin 6nlemesi suretiyle
antikanser aktivite gosterdigi bildirilmistir (256,257). Diklofenak, aspirin, indometasin
ve sulindak gibi geleneksel NSAIl'ler hem COX-1 hem de COX-2 aktivitesini inhibe
ederken, selekoksib ve rofekoksib gibi yeni nesil ilaglar, COX-2 aktivitesini segici
olarak inhibe eder. Se¢ici ve segici olmayan COX-2 inhibitorlerinin, COX-2 enzimini
hedefleyerek anti-neoplastik 6zellikler gosterdigi konusunda klinik arasgtirmalardan ve
hayvan ¢aligsmalarindan ikna edici kanitlar elde edilmesine ragmen, altta yatan molekiiler
mekanizmalar tam olarak anlagilmamistir (258). Dolayis1 ile kolorektal kanser
prevensiyonu olarak tasarladigimiz calismamizda, kemopreventif ajan olarak NSAII tiirii
olan selekoksib ve diklofenak kullanilmis olup; se¢ili ajanlar gercekten etkili midirler?
Optimum doz nedir? Optimal kemoprevensiyon igin bu NSAIl'ler ne kadar siireyle
uygulanmalidir? sorularina yanit bulmak ig¢in literatiir taramasi yapilmistir. Setia ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan tlseratif kolite bagli kolon kanseri ¢alismasinda, deney
gruplarindan alinan kolonik 6rneklerin morfolojik ve histolojik incelemesi yapilmis ve
kanser grubunda kontrollere kiyasla hem inflamasyon hem de kanser olusumunun daha
fazla oldugu bildirilmistir (259). Yapilan baska bir ¢alismada kolon kanserinde oksidatif
strese neden olan reaktif oksijen ve azot tiirlerinin DMH ve dekstran siilfat sodyum

(DSS) gruplarinda yiikseldigi ve tiim bu etkilerin ikinci nesil bir NSAII tiirii ilag olan
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selekoksibin DSS ve DMH ile birlikte uygulanmasiyla normale dondiigti bildirilmistir
(260). Diklofenak ile ilgili yapilan in vitro bir calismada diklofenakin, kanser
hiicrelerinde siklooksijenaz enzimlerinin upregiilasyonunu inhibe ederek fibroblast ve
kanser hiicresinin biiylimesini inhibe ettigi sonucuna varilmistir (261). Yine baska bir
calismada hem diklofenak hem de kurkuminin, erken neoplazm {izerinde tek basina
kemopreventif etkilere sahip oldugu ve bu ajanlarin apoptozu indiikleyebildikleri rapor
edilmistir (262). Doz calismasiyla ilgili calismalar irdelendiginde ise, NSAII tiirii
ilaclarin kolon kanserinde inflamatuvar yollar tizerindeki kemopreventif etkisinin
incelendigi bir ¢alismada 6 mg/kg dozajinda selekoksib ve 8 mg/kg dozajinda
diklofenakin ayr1 ayr1 haftada bir kez DMH uygulanan siganlara giinliik olarak
uygulandig1 rapor edilmistir (263). Deneysel olarak DMH ile olusturulmus baska bir
calismada selekoksibin terapotik anti-inflamatuvar dozunun (EDS50) sicanlar igin, 6
mg/kg viicut agirligi, diklofenakin ise giinlikk terapdtik anti-inflamatuvar dozunun
(ED50) siganlar i¢in, 8 mg/kg viicut agirligi oldugu bildirilmistir (264). Yine deneysel
olarak tasarlanmis kolorektal kanserin erken neoplazmasinda NSAII’lerin kemopreventif
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada da ayn1 doz ve uygulama sikliklarinda diklofenak
ve selokoksib uygulandigi goriilmiistiir (265). Bu calismalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda biz de calismamizdaki kemopreventif gruplara uygulanan dozlari
selekoksib i¢in 6 mg/kg ve diklofenak i¢in 8 mg/kg olacak sekilde tasarladik.

PTEN, PI3K/Akt yolunun temel bir bilesenidir ve PTEN kaybinin, timor
olusumuna yol agan Akt yolunu yapisal olarak aktive ettigi diisiiniilmektedir (266).
PTEN, hiicre proliferasyonu, farklilagma, DNA/kromozom biitiinliigii, apoptoz ve

invazivlik ile ilgili bir dizi fizyopatolojik siireci kontrol eder. Bununla birlikte PTEN,
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sadece proteinleri degil, aym1 zamanda PI3K tarafindan iiretilen fosfoinosititleri de
defosforile eder, boylece Akt sinyal yolagini inhibe eder (267). PTEN aktivitesi, ¢esitli
kanserlerde mutasyon, delesyon ve promoter metilasyonu igeren bir takim
mekanizmalarin etkisiyle kaybolur (268). Meme kanseri, prostat ve akciger kanseri,
mide ve kolon kanseri, cilt kanseri ve endometriyal karsinom gibi farkli kanser
tiirlerinde PTEN fonksiyon kaybi sik olarak saptanmistir (269). Metastatik KRK'l1 173
hastanin parafine gomiilii arsiv tiimor dokularindan yapilan retrospektif bir caligmada,
immiinohistokimya analizi sonucu hastalarin %19,9’'unda PTEN ekspresyon kaybi
oldugu bildirilmistir (270). Loupakis ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, 102
hastadan olusan arsiv dokusunda PTEN de dahil olmak iizere bir takim biyobelirte¢
geriye doniik olarak analiz edilmis ve primer tlimoérlerin %58'inde immmiinohistokimya
ile PTEN pozitifligi tespit edilmistir (271). PTEN gen mutasyon orani endometriyada
yiiksektir ve PTEN ekspresyon kaybi, endometriyal hiperplazi ve malign transformasyon
ile iligkilidir (272,273). Endometriyal kanser ile ilgili yapilan bir arastirmada PTEN'in
tiimor baskilayic1 olarak islev gorebilecegi ve PTEN ekspresyonunun azalmasi veya
kaybimmin endometriyal kanser gelisiminde ©nemli kontrol faktorleri olabilecegi
bildirilmistir. Yine ayn1 ¢alismada PTEN'in azalmis ekspresyonlarinin, timdér cogalmast,
farklilasma ve invazyon gibi endometriyal kanserin biyolojik davranislariyla yakindan
iligkili oldugu ve PTEN ekspresyon diizeylerinin, endometriyal kanser tanis1 ve hastalik
ilerlemesinin belirlenmesinde 6nemli bir gosterge olarak kullanilabilecegi onerilmistir
(274). Retrospektif calismalarin yanisira PTEN ekpresyon diizeylerinin incelendigi
deneysel kanser fare modelleri de mevcuttur. Ornegin, fare prostat kanser modeli

caligmalarinda, prostat kanserinin olusmasi i¢cin PTEN ekspresyon kaybimin gerekli
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oldugu bildirilmistir (275,276). Sican meme bezlerinde hiicre proliferasyonu ve
apoptozisin western blot yontemiyle degerlendirildigi bir ¢alismada, kanser tasiyan
siganlarda PTEN ekspresyonun azaldigi, genistein ile tedavi edilen si¢anlarda ise bu
protein ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (277). Piplani ve ark. tarafindan DMH ile
olusturulan si¢an kolon kanser modelinde PTEN ve Egr-1 protein ekspresyonlarinin
kolon kanseri gelisimi sirasinda azaldigi, selekoksib ve dolastatin tedavilerinin bu
proteinlerin ekspresyonunu artirdigi, tiimor gelisimini azaltmada yardimci oldugu ve
ayn1 zamanda apoptotik hiz1 artirdig1 bildirilmistir (278). Kolon kanseri {izerinde yapilan
baska bir calismada ise kolonik homojenatta immiinofloresan ve western blot
yontemiyle PTEN ekspresyonu incelenmis ve sadece DMH uygulanarak kanser
olusturulmus gruba kiyasla, kontrol grubunda oldugu kadar piroksikam ve c-fosiyanin
ile tedavi edilen gruplarda belirgin bir sekilde PTEN ekspresyonunun arttig
bildirilmistir (279). DMH ile kolorektal kanser modeli olusturdugumuz c¢alismamizda
western  blot yontemiyle tiim calisma gruplarindaki PTEN ekspresyonlari
degerlendirilmis olup, kanser olusturulmus grupta, kontrol grubuna goére PTEN
ekspresyonunun yukarida bahsedilen ¢alismalarla uyumlu bir sekilde azaldigi
gozlenmistir. Elde edilen bu sonu¢ sadece DMH uygulanan grupta gozlenen PTEN
ekspresyon kaybinin kanser gelisimine katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.
Kemopreventif ajanlarin uygulandigi gruplarda ise DMH grubuna kiyasla PTEN protein
ekspresyonunun arttig1r goriilmiistiir ki bu durumun PTEN ekspresyon kaybinin
genellikle karsinogenezisin baslangi¢ asamasinda meydana geldiginden ve de
Diklofenak ve Selekoksib’in kemopreventif ozellik sergileyerek PTEN ekspresyon

kaybini1 kismen engelleyebilmesinden ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir.
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PI3K sinyal yolagi hiicre proliferasyonu, sagkalimi, biiylimesi, motilitesi ve
metabolizmasi i¢in hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda kritik 6neme sahiptir ve
bu prosesleri kontrol eden ¢ok cesitli hedef proteinleri diizenlemede gorev almaktadir
(280). Timorler intrinsik olarak stresli ortamlarda (diisiik besin ve oksijen, diisiik pH
gibi) varligmi stirdiirdiikleri i¢in bu yolagin kanser i¢in onemi goz ardi edilemez
boyuttadir ve c¢esitli kanser tiirlerinde PI3K/Akt yolagini diizenleyen genlerde bircok
mutasyon saptandigi bildirilmistir (281-283). Reseptor tirozin kinazlarin asiri
ekspresyonu ile birlikte bu genomik anomaliler pek ¢ok kanser c¢esidinde sinyal yolagi
enzimlerinin ve downstream molekiillerinin siirekli aktivasyonuna neden olarak
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve biiylimesine sebebiyet vermektedir (284). Bununla
birlikte somatik mutasyonlar ve/veya dnemli genlerin kayb1 veya kazanimi diger genetik
alterasyonlarin yaninda bir¢ok solid ve hematolojik tiimdrler de bu yolagin
etkilenmesine neden olmaktadir. PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu hiicre biiyiimesi ve
sagkalimi kontroliinde defektlere neden olur ki bu da rekabetli biiylime avantajinin,
metastatik potansiyelin, anjiyogenezin ve tedavi direncinin artmasina neden olmaktadir.
Bununla birlikte kanserde PI3K/Akt yolaginin asir1 aktivasyonunun meme, glioblastoma
ve kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi cesitli kanserlerde hormon terapisi,
radyoterapi, kemoterapi ve reseptor tirozin kinaz inhibitorleri gibi konvensiyonel
tedavilere karsi dirence yol ac¢tigi da bildirilmistir (285-287). Bu durum PI3K/Akt
yolagini anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in 6nemli hedef haline getirmektedir (288).
55-75 yas arasi toplam 27 benign prostat hiperplazisi (BPH) olan hastalarin dahil
edildigi bir ¢alismada transiiretral rezeksiyon sonrasi prostatik dokular alinmis ve PISK

ve Akt'nin gen ekspresyon diizeyleri q-PCR ile degerlendirilmistir. PI3K ve Akt2
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proteinin gen ekspresyonu, daha kiigiik prostat boyutuna kiyasla daha biiylik prostat
blyiikliigline sahip BPH hastalarinda anlamli sekilde arttigi, PI3K/Akt yolaginin
overekspresyonunun BPH'de azalmis apoptoz ve artan prostat biiyiikligi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (281). Deneysel olarak olusturulmus gastrik kanser modelinde
PI3K/Akt sinyal yolagi tiimorlerde enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde c¢ok
o6nemli oldugundan hedef yolak olarak belirlenmis ve PI3K-Akt protein ekspresyonlari
hem kanser grubunda hem de kemopreventif ajanlarin uygulandigi gruplarda tayin
edilmistir. Her iki protein ekspresyonunun kontrol grubuna goére mide kanseri
olusturulmus grupta arttig1, kemopreventif ajanlarin uygulandig: gruplarda ise normale
yakin bir diizeye indigi rapor edilmistir (289). Preoperatif radyoterapi, kemoterapi veya
immiinoterapi almayan kolorektal adenokarsinomlu sporadik hastalardan alinan
orneklerden yapilan bir arastirmada PI3K nin artmis ekspresyonunun KRK metastazi ile
iligkili oldugu, kullanilan PI3K inhibitoriintin, KRK hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
ve yiiksek metastatik hiicreler i¢in gliclii sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir. Bu yiizden
PI3K inhibisyonunun, KRK i¢in etkili bir tedavi olabilecegi dnerilmistir (290). Bununla
birlikte DMH ile kolon kanseri olusturulmus bir ¢alismada da PI3K ve Akt protein
ekspresyonlar1 Sl¢iilmiis ve bu protein ekspresyonlarimin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (291). Dogal bir alkaloid olan piperlongumine’in
kemopreventif etkinliginin arastirildigi baska bir deneysel kolon kanser ¢aligmasinda ise
DMH uygulanan farelerde PI3K ve Akt ekspresyonlarinin kontrol grubuna kiyasla
istatiksel olarak arttigit ve DMH ile Piperlongumine’nin birlikte uygulandigi grupta ise
her iki protein diizeyinin sadece DMH uygulanan gruba gore istatiksel olarak azaldigi

ifade edilmistir (292). Yukarida bahsedilen arastirmalardaki sonuglara paralel olarak, biz
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de c¢alismamizda PI3K ve Akt ekspresyonlarinin kontrol grubuna kiyasla DMH
grubunda istatiksel olarak arttigim1 goézlemledik. PI3K/AKT sinyal yolagi; hiicre
bliylimesi, proliferasyon, hayatta kalma ve apoptozis gibi normal hiicresel islemlerin ana
diizenleyicisi oldugundan, PI3K/Akt proteinlerinin artmis ekspresyonlarinin timor
gelismesi ve ilerlemesine katkida bulunarak tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini ve
cogalmasii tesvik ettigini diislinmekteyiz. Bununla birlikte, secili kemopreventif
ajanlarin DMH ile birlikte uygulandig1 gruplarda ise bu protein ekspresyonlarinin sadece
kanserojen ajan uygulanan gruba kiyasla istatiksel olarak azaldigini tespit ettik. PTEN,
PI3K ve Akt protein diizeylerinin Diklofenak ve Selekoksib uygulamasiyla DMH
grubuna kiyasla normal diizeye gelmesinin altinda yatan sebebin se¢ili ajanlarin
kemopreventif 6zellik sergileyerek DMH’1n yikici ve zararli etkisini azaltmasindan ve
antiproliferatif 6zellik gosterebildiklerinden ileri gelebilecegini diisiinmekteyiz.

Kanser hastaliklarimin tani, teshis ve tedavisinde, bununla birlikte tedavi
sonrast hastalarin takibinde kullanilan parametreler tiimor belirtegleri olarak
adlandirilirlar. En sik kullanilan tiimor belirtegleri arasinda yer alan CEA, yaklasik 200
kDA'lik molekiiler agirliga sahip, fetal bagirsagin gelisimi sirasinda eksprese edilen bir
hiicre ylizey glikoprotein olup, mide ve kolon gibi gastrointestinal karsinomlarinin
teshisi ve prognozu ic¢in kullanilmaktadir (293,294). 1965'teki kesfinden bu yana
kolorektal kanser icin bir tiimor markeri olarak kullanilmistir. Ayrica, yumurtalik,
meme, pankreas ve karaciger kanserinin tanimlanmasinda da tercih edilmektedir
(295,296). Saglikli bireylerin serumunda diisiik konsantrasyonlarda CEA bulunabilirken,
serumdaki yiiksek CEA diizeyleri malign durumun gdstergesi olabilmektedir (297).

Cesitli kanser tiirleri ile ilgili yapilan klinik ve deneysel arastirmalarda olgiillen CEA
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diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu aragtirmalardan bir kagina yer verilecek
olursa; 444 erkek ve 143 kadin hastadan alinan serum O&rneklerinde yiiksek CEA
diizeylerinin erken mide kanserinin kotii prognozu i¢in bagimsiz bir risk faktori
olabilecegi rapor edilmistir (298). Kolerektal kanser tanili hastalar iizerinde yapilan
klinik bir arastirmada, hastaligin 1.evresinde olan hastalardaki serum CEA diizeylerinin
daha ileri evre hastalardaki diizeylere kiyasla anlamli derecede daha diisikk oldugu
bildirilmistir (299). Li ve ark. serum CEA overekspresyonunun primer hepatoseliiler
karsinomda (HCC)'de degil de, metastatik HCC'de goriildiigiinii bildirmislerdir (300).
Yapilan baska bir calismada ise dietnitrézaminin neden oldugu sigan karaciger
modelinde, serum CEA diizeyinin az miktarda yiikseldigi, ancak bu yiikselisin kontrol
grubunda kiyasla istatiksel olarak anlamli olmadigi rapor edilmistir (301). Aym
aragtirmacilar elde ettikleri bu sonucun CEA’nin primer karaciger kanserinde anlaml
olarak artmadigim1 bildiren Li ve ark.nin yaptiklari arastirmayi destekler nitelikte
oldugunu vurgulamiglardir (301). N-metil-N-nitrozoiire indiiksiyonlu kolon kanser
modelinde de CEA diizeylerinin kanser grubunda arttig1, kemoprevetif ajan uygulanan
gruplarda ise kanser grubuna gore diizeylerinin azaldigi bildirilmistir (302). Zencefilin
polifenolik bir alkanonu olan zingeron'un deneysel olarak olusturulmus kolerektal
kanser modelinde kemopreventif etkinliginin incelendigi bir arastirmada, DMH
indiiksiyonu yapilan grupta CEA diizeylerinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak
yiikseldigi, DMH ile birlikte zingereon uygulanan gruplarda ise CEA diizeylerinin
sadece DMH uygulanan gruba kiyasla daha diisiik oldugu goézlenmistir (303). Yine
DMH ile olusturulmus bir baska kolon kanser modelinde nar ekstraktinin koruyucu

Ozelligi arastirilmis ve kanser grubunda artmig CEA diizeylerinin nar ekstraktinin
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uygulandig1 grupta normal diizeye indigi bildirilmistir (304). Calismamizda da yukarida
bahsettigimiz arastirmalarla uyumlu sonuglar elde edilmistir. Séyle ki DMH'n
uygulandigi siganlarda CEA diizeyinin kontrol grubuna gore yiikseldigi gorilmiistiir ve
bu artisin muhtemelen malign lezyon olusumu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, DMH ile es zamanli olarak kemopreventif ajanlarin uygulandigi
gruplarda CEA diizeylerinin kanser grubuna gore diizeldigi gézlenmistir. Bu gruplarda
CEA diizeylerinin DMH grubuna gore diisiik ¢ikmasinin altinda yatan mekanizma,
uygulanan kemopreventif ajanlarin prokarsinojen inflamatuvar siireglerin baglamasini
Onlemesi veya geciktirmesi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiim6r hipoksisi, kanser progresyonunu biiyiik dlciide etkiler ve genellikle
proliferasyon, hiicre sagkalimi, invaziv/metastatik yetenek, tedaviye diren¢ ve degismis
kanser kok hiicre aktivitesi nedeniyle kanser hastalarinda kotii prognoz ile baglantilidir
(305,306). Oksijen homeostazinin korunmasinda bir transkripsiyon faktorii olan HIF-1a,
hipoksinin bu etkilerine aracilik etmede rol oynayan merkezi bir molekiildiir (307).
Kolorektal kanserde hipoksi, HIF-1a transkripsiyon faktoriinii stabilize ederek tiimor
vaskiilarizasyonu, metastaz/gog, hiicre sagkaliminda rol oynayan genlerin
ekspresyonuna yol acar (308). Bu nedenle, HIF-lo, kolorektal kanser igin Yyeni
terapotiklerin gelistirilmesinde rasyonel bir hedef haline gelmistir. Kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanser hastalar1 iizerinde yapilan bir arastirmada HIF-la diizeyleri
degerlendirilmis ve hasta gruplarinda HIF-lo diizeylerinin kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu bildirilmistir (309). Ovaryum kanser
tanis1 konmus hastalar iizerinde yapilan bir g¢alismada, HIF-la diizeylerinin hasta

grubunda yiikseldigini, HIF-la’nin over kanser prognozu i¢in prediiktor olabilecegini ve
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over Kkanseri i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesinde heder olabilecegini ortaya
koymuslardir (310). Yapilan immiinohistokimyasal c¢alismalarda HIF-lo (mRNA
ve/veya protein) hem adenomlarda hem de kolorektal adenokarsinomlarda tespit edildigi
ve adenomlara kiyasla adenokarsinomlarda daha fazla eksprese edildigi bildirilmistir
(311,312). HIF-1a ekspresyonunun ayrica hastalik asamasi ile de yakinda iliskili oldugu
bildirilmistir (313). Bununla birlikte yapilan hepatoselliiler karsinom modelinde HIF-1a
diizeylerinin kanser grubunda yiiksek, kemopreventif grupta ise daha diisiik diizeyde
oldugu bildirilmistir (314). 7,12-dimetilbenz (a) antrasen ile olusturulmus ovaryum
kanser modelinde de HIF-1a ekspresyonlarinin kanser grubunda arttigi bildirilmistir
(315). Proksimal kolon kanser fare modeli olusturulmus bir ¢alismada ise HIF-la
eksikliginin inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir (316). Calismamizda da serum HIF-1a
diizeylerinin DMH grubunda kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak arttigi,
kemopreventif gruplarda ise anlamli bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Bu bulgular,
hipoksik bolgelerde bulunan HIF1-a eksprese eden hiicrelerin, lokal mikro ortamin
hipoksik olmayan bdlgelerindeki hiicrelerin  davranigini  degistirerek  tiimdriin
ilerlemesine katkida bulunma ihtimalinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, kemopreventif ajanlarin uygulanmasiyla HIF-la diizeylerinin azaldigi
gozlenmistir ki bu durum kemopreventif ajanlarin HIF-1a olusumunu siiprese ederek
hipoksiye adaptasyonu ve beslenmesi azalan kanser hiicrelerinin kanser progresyonunu
potansiyel olarak inhibe ettigini diisiindiirmektedir.

PCNA; Ki-67’den daha sonra kullanima giren ve 0&zellikle tiimorlerin
degerlendirilmesinde Ki-67 ile birlikte kullanilan bir immiinohistokimyasal markirdir.

Ki-67 G1, S, G2 ve M fazlarinda esit oranda bulunmasina ragmen, PCNA hiicresel
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dongiinlin daha ¢ok S fazina spesifiktir. PCNA baslica endometriyum, meme ve mide
tiimorlerinde mitoz derecesini degerlendirmek ic¢in kullanilmaktadir (317). Hiicre
DNA'siin sentezi ile yakindan ilgilidir ve hiicre ¢ogalmasinin baglatilmasi igin iyi bir
belirtectir. Yapilan ¢alismalarda, PCNA'min, tiimor farklilasma derecesi, kanser evresi ve
kanser prognozu ile dogrudan iliskili oldugu da bildirilmistir (318,319). PCNA’nin
immiinohistokimyasal olarak saptanmasi hem aktif DNA replikasyonunu hem de
karsinogenezis ile sonuglanan DNA hasarim1 gdstermektedir. Dolayisi ile PCNA
ekspresyonunun diizensiz hiicre proliferasyonunun gostergesi olarak kullanilabilecegi
Onerilmistir (320). PCNA’nin non-epitelyal over tiimorlerinde proliferasyon indeksi
olarak kullanilabilirliginin arastirildig1 bir ¢alismada tiimor grade’i ve stage ile PCNA LI
indeksleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu ve tiimor grade ve stage arttikca
PCNA immunoreaktivitesi ve Li indeksinin de parelel olarak anlamli artig gosterdigi
bildirilmistir (320). Yapilan bir calismada QRT-PCR deneyleri ve istatistik verilerine
gore, meme kanseri dokularinda Endoglin, 0&strojen reseptor ve  PCNA mRNA
ekspresyon diizeylerinin, bitisik dokulara kiyasla arttig1 gosterilmistir. Bu arastirmacilar
Endoglin proteininin meme kanserinde ekspresyonunun arttigini ve lenf nodu metastazi
ve TNM evresi ile iligkili oldugunu, bununla birlikte Endoglin proteini ve PCNA protein
ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Endoglin ve
PCNA’nin meme kanser patogenezinde sinerjistik bir iligki gosterebilecegini
onermislerdir (319). Yapilan baska bir calismada ise pozitif PCNA ekspresyonunun
mide kanserli hastalarin prognozu igin risk faktorii oldugu ve mide kanseri dokusunda
PCNA ekspresyonunun arttigi 6ne siiriilmiistiir (321). Yapilan deneysel kanser hayvan

modelinde sarimsak yaginin PI3K-AKT-NF-kB yolagini inhibe etmek suretiyle DEN ile
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indiiklenmis hepatokarsinom olusumunu engelledigi ve PCNA diizeylerini azalttig1
bildirilmistir (322). Baska bir arastirmada DMH ile indiiklemis kolon kanser modelinde
PCNA diizeyleri hem ELISA hem de western blot yontemiyle degerlendirilmis ve
kolonik kanser dokularinda PCNA diizeylerinin arttigi bildirilmistir (323).Bizim
calismamizda da DMH ile indiiklenmis kolon kanseri grubunda PCNA diizeylerinin
kontrol grubuna gore istatiksel olarak arttigi, kemopreventif ajan uygulanan gruplarda
ise DMH grubuna nazaran istatiksel olarak azaliglar oldugu saptanmigtir. PCNA, hiicre
dongiisii ve DNA sentezi, onarimi ve metilasyonu gibi bir¢ok biyolojik yoldaki kritik
role sahip oldugundan hiicre ¢ogalmasinin iyi bir gostergesi olarak kabul edilir. Bununla
birlikte epitelyal kolon dokularinda asir1 hiicre proliferasyonunun, neoplazi gelisiminde
kacmilmaz oldugu bilinmektedir. Dolayist ile PCNA diizeylerinin DMH grubunda
artmis hiicre proliferasyonuna bagli olarak yiikseldigini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte
secili kemopreventif ajanlarin kolon mukozasinda degismis PCNA ekspresyonunu
baskilayarak ya da kolon dokularindaki proliferasyon bolgesinin azalmasini saglayarak
kemoprevensiyon saglayabildigi diisiiniilmektedir.

Kanserogenezis, ¢ogu zaman kontrolsiiz hiicre proliferasyonu olarak
tanimlanan ¢ok asamali bir prosestir ve bu kontrolsiiz biiylime, PCNA ve Ki-67 gibi bazi
proliferatif proteinlerin etkisiyle iliskilidir. Miikemmel bir mitotik indeks belirteci ve
boliinen hiicrelerin fraksiyonu olan Ki-67, GO-faz1 hari¢ hiicre dongiisiiniin hemen
hemen tiim asamalarinda tespit edilmistir. Ki-67 ekspresyonu, neoplastik hastaligin seyri
ile iligkilidir ve bu nedenle hastanin hayatta kalmasimi ve kanserin ilerlemesini
degerlendirmek i¢in kullanilabilir, dolayis1 ile Ki-67, ¢ok ¢esitli malignitelerin tani ve

tedavisi i¢in umut verici bir molekiiler aday olarak gosterilmektedir (324). Ornegin
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rahim agzi kanseri olan hastalar {izerinde yapilan bir ¢alismada Ki-67, p53, Bcl-2, VEGF
ekpresyonlar1 degerlendirilmis ve bu parametreler secili sitokinlerle korele edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, rahim agz1 kanser progresyonunun, bolgesel ve sistemik
sitokin fonksiyonlarinin konak¢i homeostazindaki neoplazm entegrasyonuyla iliskili
oldugu bildirilmistir (325). Kolorektal kanserli erkek hastalarda yapilan bir ¢aligmada
KRK’da hem Ki-67 hem de p53 over ekspresyonunun kotii prognozla ile iliskili oldugu
gosterilmistir (326). Yapilan bir ¢alismada kurkuminin hepatokarsinogenez sirasinda
hiicre proliferasyonunu etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in karaciger dokusunda Ki-
67 ckpresyonlart immiinohistokimyasal teknik ile belirlenmis ve HCC grubunun
karaciger dokusunda Ki-67 pozitif hiicrelerin sayisinda kayda deger bir artis oldugu
gosterilmistir (327). Dietilnitrézamin ile Wistar tiirii fareler {lizerinde olusturulmus
karaciger kanser modelinde diosminin tiimoér markirlari (ODC, PCNA ve Ki-67)
tizerindeki kemopreventif etkisi aragtiritlmig ve bu ajanin hiper hiicre proliferasyonunu
ve hepatokarsinogenezisi azalttigi gosterilmistir (324). Arastirmacilar Diosmin'in bu
koruyucu etkinliginin; goriiniir hepatik nodiillerin yiizdesini azaltarak ve erken tiimor
belirteclerini (ODC, PCNA ve Ki67), oksidatif stres biyobelirteclerini, serum
sitotoksisite belirteglerini (AST, ALT ve LDH), hiicre nekroz belirteglerini (NF-kappa
B and TNF-a) ve inflamatuvar belirteglerini (COX-2 and iNOs) restore etme yetenegiyle
gergeklestirdigini one stirmiislerdir (324). Azoksimetanla olusturulmus rat kolon kanser
modelinde kirmizi {liziim suyunun kemoprevenif etkinligi arastirilmis ve kanser
olusturulmus grupta Ki-67 protein ekspresyonun arttigi, AOM ile kirmizi iziim suyunun
es zamanl verildigi grupta ise Ki-67 ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir (328).

Yine yapilan baska deneysel bir ¢alismada DMH ile kolon kanseri olusturulmus ve Ki-
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67 ekpsresyonunun arttigi, glisirizik asidin DMH ile birlikte uygulanmasinin ise bu
protein ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (329). Bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglara benzer sekilde c¢alismadaki tiim deney gruplarimizda Ki-67 diizeyleri
degerlendirilmis ve bu protein diizeylerinin kanser grubunda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak arttigi tespit edilmistir. Ki-67 protein ekspresyonu, malign timor
hiicrelerinde intrinsik hiicre popiilasyonunda proliferatif aktivasyon ile iligkilidir ki bu
Ki-67'nin timor agresifligi i¢in bir markir olarak kullanilabilecegi anlamina gelir.
Dolayis1 ile artmis Ki-67 diizeylerinin timér formasyonuna bagli olarak arttigini
diisinmekteyiz. Bununla birlikte, se¢ili COX-2 inhibitorlerinin Ki-67 ekspresyonunu
down-regiile ederek normal kolon hiicrelerin kanserojen hale doniismesini yavaslatmak
suretiyle anti-kanserojen etki sergileyebildiklerini diigiinmekteyiz.

Sonug olarak; in vivo olarak kolorektal kanser olusturulan si¢anlarda diklofenak
ve selekoksib’in antiproliferatif etkinliklerini degerlendirdigimiz ¢alisgmamizda DMH
uygulamasmin CEA, HIF-1a, PCNA ve Ki-67 diizeylerinin artmasina, bununla birlikte
PTEN protein ekspresyon kaybina, PI3K ve Akt protein ekspresyon diizeylerinin
artmasina yol agarak timdr olusumuna yol actig1, diklofeanak ve selekoksib’in ise timor
olusumuna yatkin bu mikrocevrede kanser sinyal yollarinda gorevli bu molekiillerin
ekspresyonlarin1 diizenleyerek koruyucu bir etki gosterebilecegi kanisina varilmistir.
Bununla birlikte, secili COX-2 inhibitorlerinin kolon kanseri iizerinde sagladigi
antiproliferatif etkinlik, bu iki ajanin, etkin bir kemoprevetif ajan olabileceklerini
gostermektedir. Farkli kanser modellerinde yapilacak benzer ¢aligmalara bagli olarak bu
verileri destekler nitelik kazanmasiyla, yeni bir kemopreventif ajan olarak

kullanilabilecekleri 6n goriilmektedir.
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