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ÖZET 

DLD-1 İNSAN KOLON KANSERİ HÜCRE SOYUNDA 5-

FLOUROURASİL ÖNCESİ VE SONRASI GST İZOZİMLERİ, 

İLAÇ DİRENÇLİLİK PROTEİNLERİNİN VE APOPTOTİK 

ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Doktora Tezi 

Danışman: Prof. Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN 

Eylül 2022,100 sayfa 

Çoklu ilaç direnci, kemoterapinin kanser tedavisi üzerindeki etkisini sınırlayan 

önemli bir faktördür. İlaç taşıma ve apoptoz bozuklukları, redoks homeostazının 

bozulması, çoklu ilaç direncine yol açan ana mekanizmalar arasındadır. Tez 

çalışmasında, DLD-1 insan kolon kanseri hücre soyunda, 5-FU (5 -Flourourasil ) 

öncesi ve sonrası GST izozimleri, ilaç dirençlilik proteinleri (MDR-1, MRP-1, MRP-

2, MRP-3, MRP-6, MRP-7) ve apoptotik (p38, p53, bcl-2, kaspaz-3) etkisi 

araştırılmıştır. Bununla birlikte 46 kolon adenokanser dokusunda apoptotik 

proteinler, Ki-67, SOX-9, E-kaderin,p38, p53, bcl-2, kaspaz-3 protein 

ekspresyonlarının prognostik faktörlerle ilişkisi incelendi. GST izozimleri (GSTA1, 

GSTM1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1 ve GSTO1), bcl 2 ve p53 proteinlerinden daha 

yüksek ekspresyona sahip olduğu bulundu. MDR-1 ve MRP-1 ekspresyonları 5 -

Flourourasil öncesi ve sonrası immünositokimyasal olarak farklılık göstermedi. 

Sitotoksisite düzeyi ile uygulanan ilaç konsantrasyonu arasında doğrudan bir ilişki 

olduğu belirlendi. İlacın dozu arttıkça sitotoksik etki de arttı. Bazı apoptotik 

belirteçler (p38, p53, bcl-2, kaspaz-3), GST izozimleri ve ilaç direnç proteinleri 

(MDR-1 ve MRP-1 hariç), diğer çalışılan proteinler kontrole göre daha fazla 

ekspresyon gösterdi. İmmunohistokimyasal metodla çalışılan 46 kolon adenokanser 

dokusunda, p53 ekspresyonu ile tümörün derinliği arasında, E kaderin ekspresyonu 

ile tümör grade (derecesi), Ki-67 ekspresyonu ile hastaların yaşı arasında istatistiksel 

olarak (p<0,05) anlamlı bir ilişki bulundu. p53 ekspresyonu  ile tümör invazyon 

derinliği arasında, Ki-67 ile ileri yaş arasında (>60) pozitif ilişki bulunmuştur. G2 

vakalarında, E-kaderin ekspresyonu %54,35 ile en yüksek ekspresyon değerine 

sahiptir. p38; p53 ve bcl-2 ekspresyonu (p<0,05) ile SOX-9 ve p53 

ekspresyonu(p<0,01)  arasında (+) pozitif korelasyon olduğu belirlenmiştir. p53, E-

kaderin ve Ki-67 protein ekspresyonlarının kolon kanserinde, prognostik değeri 

olduğu ortaya konuldu. 

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, GST, Apoptoz, Sox-9, Ki-67, E-kaderin 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF GST ISOENZYMES, MULTIDRUG 

RESISTANCE PROTEINS AND APOPTOTIC EFFECT IN DLD-1 

HUMAN COLON CANCER CELL LINE BEFORE AFTER 5-

FLOUROURACIL TREATMENT  

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology, PhD. Thesis 

Supervisor:Prof.Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN 

Haziran 2022, 100 pages 

Multidrug resistance is an important factor limiting the effect of chemotherapy on 

cancer treatment. Disorders of drug transport and apoptosis, disruption of redox 

homeostasis are among the main mechanisms leading to multidrug resistance. In the 

thesis study, GST isozymes, drug resistance proteins (MDR-1, MRP-1, MRP-2, 

MRP-3, MRP-6, MRP-7) and drug resistance proteins before and after 5-FU ( 5-

Flourouracil ) were found in DLD-1 human colon cancer cell line. Apoptotic (p38, 

p53, bcl-2, caspase-3) effect was investigated. In addition, the relationship between 

apoptotic proteins, Ki-67, SOX-9, E-cadherin, p38, p53, bcl-2, caspase-3 protein 

expressions and prognostic factors in 46 colon adenocancer tissues was investigated. 

GST isozymes (GSTA1, GSTM1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1 and GSTO1) were found 

to have higher expression than bcl-2 and p53 proteins. Expressions of MDR-1 and 

MRP-1 did not differ immunocytochemically before and after 5-FU. It was 

determined that there was a direct relationship between the cytotoxicity level and the 

drug concentration administered. As the dose of the drug increased, the cytotoxic 

effect also increased. Some apoptotic markers (p38, p53, bcl-2, caspase-3), GST 

isozymes and drug resistance proteins (except MDR-1 and MRP-1), other studied 

proteins showed higher expression than control. A statistically significant (p<0.05) 

correlation was found between p53 expression and tumor depth, E cadherin 

expression and tumor grade, Ki-67 expression and age of the patients in 46 colon 

adenocarcinoma tissues studied by immunohistochemical method. A positive 

correlation was found between p53 expression and tumor invasion depth, and 

between Ki-67 and advanced age (>60). In G2 cases, E-cadherin expression has the 

highest expression value with 54.35%. P38; It was determined that there was a 

positive (+) correlation between p53 and bcl-2 expression (p<0.05) and SOX-9 and 

p53 expression (p<0.01). p53, E-cadherin and Ki-67 protein expressions in colon 

cancer,demonstrated to have prognostic value. 

Keywords: Colon cancer, GST, Apoptosis, SOX-9, Ki-67, E-cadherin 



 VI 

 

TEŞEKKÜR 

Bu tezin hazırlanmasında, ortaya çıkmasında ve doktora öğrenimim boyunca bilgi ve 

birikimini benimle paylaşan, tecrübeleriyle bana ışık tutan danışman hocam Sayın 

Sayın Prof. Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN’e teşekkürü bir borç bilirim. 

Çalışmamın deneysel kısmında dokuların elde edilmesinde ve immünohistokimyasal 

boyama sonuçlarının değerlendirilmesinde bana yardımcı olan Sağlık Bilimleri 

Üniveristesi Gülhane Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Bölümü öğretim üyesi, Sayın Prof. 

Dr Gülçin Güler ŞİMŞEK’e teşekkürlerimi sunarım. Çalışmamın istatistik kısmının 

yapılmasında desteğini esirgemeyen Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Biyokimya Bölümü Öğretim Üyesi Sayın Doç. Dr. Ceylan DEMİR BAL’a 

teşekkürlerimi sunarım. Tezimin deney aşamalarında desteklerini esirgemeyen takım 

arkadaşlarım Arzu Kaya KOÇDOĞAN, Pınar KAYGIN ve Muharrem Atlı’ya 

teşekkürlerimi sunarım. Ayrıca tez çalışmam boyunca sağladıkları imkanlardan 

dolayı Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırmalar Laboratuvarları 

Müdürlüğü’ne teşekkürlerimi sunarım. Tez çalışmam boyunca hep yanımda olan 

eşim Serdar Tevfik GÜRBÜZ, oğlum Ömer Said Efe GÜRBÜZ ve canım annem ve 

babam Yıldız ve Bülent ERTAŞ’a en içten teşekkürlerimi iletmek isterim. 



 VII 

 

İÇİNDEKİLER DİZİNİ 

ÖZET ......................................................................................................................... IV 

ABSTRACT ................................................................................................................ V 

TEŞEKKÜR ............................................................................................................... VI 

İÇİNDEKİLER DİZİNİ ............................................................................................ VII 

ÇİZELGELER DİZİNİ ............................................................................................... X 

ŞEKİLLER DİZİNİ .................................................................................................... XI 

SİMGELER DİZİNİ ................................................................................................. XII 

KISALTMALAR DİZİNİ ....................................................................................... XIII 

1 GİRİŞ ve AMAÇ ................................................................................................. 1 

1.1 Kolon Anatomisi ........................................................................................... 2 

1.2 Kolon Kanseri ................................................................................................ 3 

1.2.1 Kolon Kanserinde Epidemiyoloji ........................................................... 3 

1.2.2 Kolon Kanserinde Etyoloji ..................................................................... 4 

1.2.3 Evreleme ................................................................................................ 6 

1.2.4 Tedavi ..................................................................................................... 9 

1.3 Kolon Tümörlerinin Sınıflandırılması ......................................................... 10 

1.4 5-FU ve Etki Mekanizması .......................................................................... 12 

1.5 İlaç Dirençlilik Proteinleri ........................................................................... 14 

1.5.1 P glikoprotein ( MDR 1, ABCB1) ....................................................... 14 

1.5.2 Çoklu İlaç Dirençliliği Proteinleri (MRP,ABCC) ................................ 14 

1.5.3 Çoklu İlaç Dirençlilik Proteini 1(MRP1,ABCC1) ............................... 14 

1.5.4 Çoklu İlaç Dirençlilik Proteini 2 (MRP 2, ABCC2) ............................ 14 

1.5.5 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 3 (MRP 3,ABCC3) ............................. 15 

1.5.6 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 4 (MRP 4,ABCC4) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 5 (MRP 5,ABCC5) ............................................................. 15 

1.5.7 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 6 (MRP 6, ABCC6) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 7  (MRP 7, ABCC10) ......................................................... 15 

1.5.8 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 8 (MRP 8, ABCC 11) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 9  (MRP 9, ABCC12) ......................................................... 16 

1.6 Glutatyon- S transferazlar ............................................................................ 16 



 VIII 

 

1.6.1 Glutatyon S-Transferaz Alfa ................................................................ 17 

1.6.2 Glutatyon S-Transferaz Pi .................................................................... 18 

1.6.3 Glutatyon S-Transferaz Mu.................................................................. 18 

1.6.4 Glutatyon S-Transferaz Omega............................................................ 19 

1.6.5 Glutatyon S-Transferaz Teta ................................................................ 19 

1.6.6 Glutatyon S-Transferaz Zeta ................................................................ 20 

1.6.7 Glutatyon S-Transferaz Sigma ............................................................. 20 

1.7 Apoptotik Proteinler ve Kolon Kanseri ....................................................... 21 

1.7.1 p 53 ....................................................................................................... 21 

1.7.2 bcl-2 ..................................................................................................... 21 

1.7.3 p38 ........................................................................................................ 21 

1.7.4 Kaspaz-3 ............................................................................................... 22 

1.8 Ki-67 ve Kolon Kanseri .............................................................................. 22 

1.9 SOX-9 ve Kolon Kanseri ............................................................................ 23 

1.10 E-Kadherin ve Kolon Kanseri ................................................................. 24 

1.11 Çalışmanın Amacı ................................................................................... 25 

2 MATERYAL VE YÖNTEM ............................................................................. 26 

2.1 Kullanılan Malzemeler ................................................................................ 26 

2.1.1 Kullanılan Laboratuvar Cihaz ve Malzemeleri .................................... 26 

2.2 Materyal ve Yöntem .................................................................................... 27 

2.2.1 Hücre Kültürü ...................................................................................... 27 

2.2.2 Kimyasal Reaktifler ve Antikorlar ....................................................... 27 

2.2.3 Sitotoksisite için WST Testi ................................................................ 27 

2.2.4 Apoptotik ve Nekrotik Hücrelerin Analizi ........................................... 27 

2.2.5 İmmünsitokimya .................................................................................. 28 

2.2.6 İmmünhistokimya ................................................................................ 29 

2.2.7 Western Blot Analizi ............................................................................ 32 

2.2.8 İstatistiksel Analiz Yöntemleri ............................................................. 35 

3 BULGULAR ...................................................................................................... 36 

3.1 Kolon Hücre Hattı  İlaç Dirençliliği ve İmmünsitokimya sonuçları ........... 36 

3.1.1 Hücre Kültürü ve Sitotoksisite ............................................................. 36 

3.1.2 Apoptotik Nekrotik Hücre Analizi ....................................................... 36 

3.1.3 İmmünsitokimya .................................................................................. 39 

3.1.4 Western Blot ........................................................................................ 42 

3.1.5 Kolon Kanser Dokuları ve İmmühistokimya ....................................... 43 



 IX 

 

4 TARTIŞMA ve SONUÇ .................................................................................... 51 

KAYNAKLAR .......................................................................................................... 62 

ÖZGEÇMİŞ ............................................................................................................... 85 



 X 

 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

ÇİZELGE                   Sayfa 

1.1 Kolorektal Kanser TNM Sınıflaması ..................................................................... 6 

2.1 Kolon kanser hastalarının klinik ve patalojik özellikler ...................................... 30 

2.2 Protein örneklerinin hazırlanması ........................................................................ 33 

2.3 Western blot antikor dilüsyonları ......................................................................... 35 

3.1 Farklı dozlarda 5-FU uygulanmış DLD-1 hücre hatlarında Apoptotik / nekrotik 

indeks ......................................................................................................................... 37 

3.2 Klinik parametrelerle immünhistokimya sonuçlarının karşılaştırılması .............. 43 

3.3 Protein ekspresyonların  korelasyonu: p53,bcl-2, p38,kaspaz-3, E- kaderin,SOX-

9, Ki-67 ...................................................................................................................... 46 



 XI 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

ŞEKİL                   Sayfa 

1.1 Kolon anatomik bölümleri  .................................................................................... 3 

1.2 TNM Evrelemesi .................................................................................................... 9 

1.3 5-Flourouracil Yapısı ........................................................................................... 12 

3.1 Farklı 5-FU konsantrasyonlarında DLD-1'in hücre canlılıklarını ölçmek için 

kullanılan WST-1 testinin sonuçları .......................................................................... 36 

3.2 DLD-1 hücre kültüründe farklı konsantrasyonlarda 5-FU uygulaması sonrası 

apoptotik hücrelerin görüntüleri (200X) .................................................................... 38 

3.3   Farklı konsantrasyonlarda 5-FU uygulama sonrası DLD-1 hücre kültüründe 

nekrotik hücre görüntüleri. (200X) ............................................................................ 39 

3.4 Çalışmaya konu olan bazı belirteçlerin ekspresyon düzeylerinin 

immünositokimyasal olarak saptanması. ................................................................... 40 

3.5 Test edilen proteinlerin immünositokimyasal ekspresyon seviyelerindeki 

değişikliklerin radar çizimleri. ................................................................................... 41 

3.6 β-aktin, MRP-3 ve p38  antikorlarının 5-FU uygulama öncesi ve sonrası protein 

ekspresyonlarının western blot yöntemi ile gösterilmesi ........................................... 42 

3.7 Kolon adenokanser olgusunda kaspaz-3 ile tümörün boyanması skor                         

(3+) (100x) ................................................................................................................. 47 

3.8 Kolon adenokanser olgusunda Ki-67  ile tümörün boyanması skor( 1+) (200x) . 48 

3.9 Kolon adenokanser olgusunda p53  ile tümörün boyanması skor (3+) (200x) .... 49 

3.10 Kolon adenokanser olgusunda E-kadherin ile tümörün boyanması skor( 2+) 

(100x) ......................................................................................................................... 50 



 XII 

 

SİMGELER DİZİNİ 

μ  Mikron 

oC Santigrat 

cm Santimetre 



 XIII 

 

KISALTMALAR DİZİNİ 

AJCC  Amerikan Kanser Ortak Komitesi 

CYP  Sitokrom p450 

DNA  Deoksiribo nükleik asit 

DSÖ  Dünya Sağlık Örgütü 

GST  Glutatyon S-Transferaz 

GST-A  Glutatyon S-transferaz Alfa 

GST-K  Glutatyon S-transferaz Kappa 

GST-M  Glutatyon S-transferaz Mu 

GST-O  Glutatyon S-transferaz Omega 

GST-P  Glutatyon S-transferaz Pi 

GST-S  Glutatyon S-transferaz Sigma 

GST-T  Glutatyon S-transferaz Teta 

H2O2  Hidrojen peroksit 

kDa  Kilo dalton 

kb  Kilo baz 

MDR  Çoklu İlaç Dirençliliği 

MRP  Çoklu İlaç Dirençlilik Proteini 

PBS  Phosphate buffered saline 

RNA  Ribo nükleik asit 

TNM  Tümör, Nodül, Metastaz 

UICC  Uluslararsı Kanser Birliği 

5 FU  5-Flourourasil



 1 

 

1 GİRİŞ ve AMAÇ 

Kolorektal kanser (KRK), kansere bağlı ölümler arasında ikinci sırada yer 

almaktadır[1]. Kolon kanseri tedavisinde yaygın olarak uygulanan iki tedavi yöntemi 

kemoterapi ve cerrahidir. Kemoterapi özellikle ilerlemiş kolon kanserli hastalarda 

cerrahi sonrası (adjuvan kemoterapi) veya ameliyat öncesi (neoadjuvan kemoterapi) 

tümörü küçültmek için uygulanmaktadır [2,3]. Ancak ilaç direnci kanser tedavisinde 

uygulanan kemoterapinin etkinliğini sınırlamaktadır [4]. Kemoterapi sırasında 

kalıtsal direnç veya kazanılmış direnç ile ortaya çıkabilir [5,6]. 

İlaç direnci ile ilgili mekanizmalar iki kategoriye ayrılmıştır: hücresel ve hücresel 

olmayan. Hücresel olmayan mekanizmalar, sınırlı vasküler erişilebilirlik ve tümör 

mikro ortamı gibi dış faktörleri içerir [7]. Bununla birlikte hücresel faktörler, MDR 

taşıyıcılarının aşırı ekspresyonu, apoptotik yoldaki bozulmalar, ilaç 

metabolizmasındaki değişiklikler, DNA onarımındaki değişiklikler ve ilaç 

hedeflerindeki değişiklikler gibi mekanizmaları içerir [8-11]. 

5-FU(5-Flourourasil), kolorektal kanser tedavisinde öncelikli olarak kullanılan bir 

kemoterapi ajanıdır [12]. Günümüzde kolorektal kanserin sistematik tedavisinde 

FOLFOX (FA, 5-FU ve oxaliplatin), FOLFIRI (FA, 5-FU ve irinotekan), FUFA (FA 

ve 5-FU) gibi 5-FU bazlı kemoterapötik rejimler kullanılmaktadır[13]. Ancak etkili 

antikanser ajanları mevcut olmasına rağmen, bu ilaçlara karşı gelişen direnç 

nedeniyle tedaviler etkisiz hale gelebilir. Bu nedenle tümör kemosensitivitesini 

artırmak ve KRK hastalarının prognozunu iyileştirmek için MDR ile baş etmek 

gereklidir [14]. 

Çoklu ilaca dirençli proteinlere sahip olan ve ksenobiyotiklerin taşınmasında yer alan 

ATP'ye bağımlı taşıyıcı proteinlerin çoğu MDR fenotipine sahiptir; GST'nin tümör 

hücrelerinde aşırı ekspresyonu, MDR'nin gelişimi ile uyumludur [15,16]. Birkaç 

klinik çalışma, yüksek seviyelerde p53 birikiminin 5-FU bazlı kemoterapiye direnç 
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ile ilişkili olduğunu göstermiştir [17-19]. MAPK, CRC hücrelerinde anti-apoptotik 

süreçler ve kemo-direnç gelişimi ile ilişkilendirilmiştir [20].  

Kolorektal kanserde, ilk tercih edilen tedavi adjuvan kemoterapi veya kemoterapi 

olmadan cerrahi eksizyonu olsa da [21], prognoz için yeni biyobelirteçlerin ve 

terapötik müdahale için moleküler hedeflerin tanımlanmasına kesinlikle ihtiyaç 

vardır. Kolorektal kanser  başlangıcı ve ilerlemesi, kromozomal kararsızlık (CIN) ve 

mikro uydu kararsızlığı (MSI) [22] gibi mutasyonel yolaklarla bağlantılıdır ve 

kolorektal karsinojenez, hücre proliferasyonu, farklılaşması ve apoptozun [23] 

homeostatik kontrolünün ilerleyici kaybı ile ilişkilidir. Transkripsiyon faktörleri, bu 

hücre süreçlerinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. 

1.1 Kolon Anatomisi 

Kolon, ileoçekal bileşkeden anüse uzanan 1.5m uzunluğundaki kalın bağırsağın üç 

ana bölümünden (kolon, rektum ve anal kanal) biridir. Tüm kolon yaklaşık 150 cm 

uzunluğundadır ve kolon ascendens, kolon transversum, kolon descendens ve kolon 

sigmoideum olmak üzere dört ana bölüme ayrılmıştır Şekil 1.1. Sağ kolon; çekum, 

kolon ascendens, hepatik fleksura ve kolon transversum sağ yarısından oluşur. Sol 

kolon; kolon transversum sol yarısını, kolon descendens, splenik fleksurayı ve 

sigmoidi içerir. Rektum, anüsten önceki son anatomik segmenttir[24-26]. Kolonun 

ana işlevi, kolonik mikroorganizmaların büyümesi için uygun ortamın yaratılması, 

dışkı içeriğinin depolanması, kolon içeriğinin uygun zamanda dışarı atılması ve 

lümenden potasyum ve suyun emilmesidir[27].   
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Şekil 1.1 Kolon anatomik bölümleri [24] 

1.2 Kolon Kanseri 

1.2.1 Kolon Kanserinde Epidemiyoloji 

Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC)  GLABACON 2020 verilerine göre 

kolorektal kanserde her iki cinsiyet ve tüm yaştaki kanser vakalarında 10%; 9,4% 

mortalite oranlarıyla dünyada 3. sırada yer almaktadır. Dünyanın farklı bölgelerinde 

(Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Latin Amerika, Afrika, Okyanusya), kolorektal 

kanser insidansı her iki cinsiyette 49,6%; mortalite 51,4% oranları ile Asya bölgesi 

tüm bu bölgeler arasında 1. sıradadır [28]. Türkiye Bileşik Veri Tabanı 2017 veri 

tabanına verilerine  göre; kolorektal kanser kadınlarda  8,1% ve erkeklerde 9,8% 

oranları ile 3.sırada  yer alarak dünya verileri ile paralellik göstermektedir.Türkiye de 

en sık görülen bazı kanserlerin yaş profiline göre dağılımları; 0-14 yaş grubunda 0%, 

15-24 yaş grubu erkeklerde 2,8%/kadınlarda tanımlanmamış, 25-49 yaş grubunda 

erkeklerde 11,7% oranıyla 1.sırada, kadınlarda 4,6 % ile 3.sırada; 50-69 yaş 

grubunda erkeklerde 10,1%, kadınlarda 8,5% ile erkek ve kadınlarda 3.sırada; 70 yaş 

üzeri grupta erkeklerde9,7% oranıyla 3.sırada, kadınlarda 11,9 % ile 2.sırada yer 

almaktadır [29]. Kanser tarama programlarıyla kanser öncesi poliplerin belirlenmesi 

kanser insidansının azalmasına büyük ölçüde katkıda bulunmuştur [30]. 
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1.2.2 Kolon Kanserinde Etyoloji 

Yaş, kalıtsal yatkınlık, kişinin adenomotus polip geçmişi, infilamatuar geçmişi gibi 

değiştirilemez risk faktörleri ve beslenme şekli, fiziksel aktivite ve obezite durumu, 

sigara kullanımı, yüksek alkol tüketimi gibi çevresel faktörler kolerektal kanser 

gelişiminde önemli rol oynar [31]. 

1.2.2.1 Yaş 

Kolorektal kanser  tanısı olasılığı 40 yaşından sonra artmaya başlar ve 50 yaşından 

itibaren bu olasılık daha keskin bir şekilde artar[32].Kolorektal  kanser vakalarının 

%90’ı 50 yaş ve üzeri vakalarda  görülür [33]. 60 ile 79 yaş arası kanser insidansı 40 

yaş altına göre daha 50 kat daha fazladır [34]. Ancak kolorektal kanser genç kişiler 

arasıda da artış göstermektedir [35,36]. 

1.2.2.2 Adenomotus 

Kolorektumun  neoplastik polipleri,t übüler ve villöz  adenomlar kolorektal kanserin  

öncü lezyonlarıdır[37].Daha önce adenom geçmişi olan bireylerde, hiç adenom 

geçmişi olmayan bireylere göre  kolorektal kanser gelişim riskinin daha yüksek 

olduğu bulunmuştur [38].Maling gelişim öncesinde adenomu  belirlenmesi ve 

ortadan kaldırılması  kolorektal kanser riskini azaltabilir[39]. Adenomatöz polip veya 

lokalize karsinomun çıkarılması gelecekte artan bir oranda kolon ve rektumda 

metakron kanser gelişimi ile ilişkilendirilmiştir [38]. 

İnflamatuar bağırsak hastalığı, ülseratif kolit ve chron hastalığı  olmak üzere iki 

hastalığı tanımlamak için kullanılır. Ülseratif kolit  kolon ve rektum mukozasında  

infilamasyona sebep olurken; chron hastalığı bağırsak duvarının kalınlaşması ve 

ağızdan başlayıp anüse kadar sindirim sisteminin herhangi bir bölümünde 

infilamasyonla sonuçlanır[33]. İnflamatuar bağırsak hastalıkları ile kanser riskinin 4 

ila 20 kat arasında bir artış ilişkisi bulunduğu tespit edilmiştir[37]. 

1.2.2.3 Kalıtılan genetik risk 

Kolorektal kanserlerin  %5-10 belirlenen kalıtsal koşullar sonucudur[40]. En yaygın 

kalıtsal durumlar ailesel adenomotiz polipozis (FAP)  ve  Lyc sendromu olarak da 

isimledirilen kalıtımsal polip olmayan kolerektal kanser(HNPCC)dir. Kalıtımsal 
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kolerektal kanserlerin bu türlerinden sorumlu genler tanımlanmıştır. DNA  tamir 

yolağında görev yapan  MLH1 ve MSH2 genlerindeki mutasyon HNPCC ile 

ilişkilidir [41,42]. FAP  ise tümör süpressör  gen  olan APC ‘deki mutasyonlardan 

kaynaklanır[43]. 

1.2.2.4 Beslenme alışkanlığı 

 Diyet kolorektal kanser riskini güçlü bir şekilde etkiler   ve  gıda alışkanlıklarındaki 

değişiklikler kanser yükünü  % 70'e kadar düşebilir[44]. Özellikle hayvansal yağlar 

kolorektal kanser için önemli bir risk faktörüdür[45]. Etiyolojik olarak yağın etkisi 

yağı degrede etme yeteneğine sahip bakteri florası safra tuzlarını potansiyel 

karsinojenik N-nitroz bileşiklerine  dönüşümü ile bağlantılıdır. Kolon kanseri, 

rektum kanserine göre et tüketimi ile daha fazla ilişkilendirilmiştir [46]. Kırmızı etin 

kolorektal kanser ile ilişkisi kırmızı et içeriğideki Fe’den kayaklanır[47].Bunlara ek 

olarak yüksek sıcaklıkta pişirilen bazı etler; heterosiklik amin ve polisiklik aromatik 

hidrokarbonların üretimi ile sonuçlanır ve her ikiside kanserojen özelliğe 

sahiptir.Bazı çalışmalarda meyve ve sebze içeriği düşük diet yapanların  kolorektal 

kanser riskinin daha yüksek olabileceği gösterilmiştir[48]. 

1.2.2.5 Fiziksel aktivite  

Fiziksel aktivite ve sağlıklı besleme,kolorektal kanseri riskini, rektum kanseri  

riskine göre azalttığını gösteren kanıtlar daha güçlüdür[49]. 

1.2.2.6 Sigara kullanımı 

 Kolorektal kanser ölümlerinin %12 sinden sigaranın sorumlu olduğunu gösteren 

kanıtlar vardır [50].Kolorektal kanserin gösterge lezyonları olan ,adenomatöz 

poliplerin hem oluşumu hem de büyümesi için sigara kullanımı önemlidir[51]. 

1.2.2.7 Alkol Tüketimi 

Genç yaşta alkol tüketimi kolorektal kanserin başlamasında bir faktördür.Aset aldehit 

gibi alkolin reaktif metaboliti karsinojen olabilir.Alkolün varlığı sigaranın neden 

olduğu DNA’daki spesifik mutasyoları uyarabilir, DNA tamir mekanizmasının doğru 

çalışmamasına neden olur. Alkol ayrıca iyi bir çözücü olabilir diğer karsinojenik 

moleküllerin mukozal hücrelere hızlı penatrasyonuna da neden olur[52].   
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1.2.3 Evreleme 

Kolorektal kanser evrelemesinde 1936’dan beri Duke’s Sınıflama, Astler Coller 

Sınıflama, TNM Sınıflama olmak üzere üç farklı evreleme sistemi kullanılmıştır. 

Günümüzde yaygın olarak kullanılan sınıflama sistemi Amerika Birleşik Kanser 

Komitesi (AJCC) tarfından geliştirilen ve Uluslararası Kanser Birliği (UICC) 

tarafından onaylanan TNM sınıflamasıdır [53]. Tümör derinliği (büyüklüğü),lenf 

nodu metastazı ve uzak organ metsatazının değerlendirildiği bu evrelemede Ocak 

2018'den itibaren geçerli olan en yeni AJCC sistemi [54] Çizelge 1.1’de 

gösterilmiştir. 

Çizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM sınıflaması[54] 

AJCC 

EVRE 

EVRE GRUPLAMASI EVRE TANIMLAMASI* 

0 Tis 

N0 

M0 

Kanser en erken evresinde. Bu aşama ayrıca karsinoma in situ 

veya intramukozal karsinom (Tis) olarak da bilinir. Kolon veya 

rektumun iç tabakasının (mukoza) ötesine geçmemiştir. 

I T1 or T2 

N0 

M0 

Kanser, muskularis mukozadan submukozaya (T1) büyümüştür 

ve ayrıca muskularis propriaya (T2) büyümüş olabilir. 

Yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak bölgelere (M0) 

yayılmamıştır. 

II A 

T3 

N0 

M0 

Kanser, kolonun veya rektumun en dış katmanlarına doğru 

büyümüştür ancak bunları geçmemiştir (T3). Yakın organlara 

ulaşmamıştır. Yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak 

bölgelere (M0) yayılmamıştır. 

IIB 

T4a 

N0 

M0 

Kanser kolon veya rektumun duvarından büyümüştür ancak 

yakındaki diğer dokulara veya organlara yayılmamıştır (T4a). 

Yakın organlara ulaşmamıştır. Yakındaki lenf düğümlerine 

(N0) veya uzak bölgelere (M0) yayılmamıştır. 
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Çizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM sınıflaması devamı 

IIC 

T4b 

N0 

M0 

Kanser kolon veya rektumun duvarından büyümüştür ve 

yakındaki diğer doku veya organlara büyümüş oralara 

yapışıktır (T4b).Henüz yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya 

uzak bölgelere (M0) yayılmamıştır. 

III A 

T1 or T2 

N1/N1c 

M0 

Kanser, mukozadan submukozaya doğru büyümüştür. 

(T1) ve ayrıca muskularis propriaya (T2) dönüşmüş olabilir. 1 

ile 3 yakındaki lenf düğümlerine (N1) veya lenf düğümlerinin 

yakınındaki yağ alanlarına yayıldı, ancak düğümlerin 

kendilerine yayılmadı (N1c). Uzak bölgelere yayılmamıştır 

(M0). 

T1 

N2a 

M0 

Kanser, mukozadan submukozaya (T1) büyümüştür. 4 ile 6 

yakındaki lenf düğümlerine (N2a) yayılmıştır. Uzak bölgelere 

yayılmamıştır (M0). 

IIIB 

T3 or T4a 

N1/N1c 

M0 

Kanser, kolon veya rektumun en dış katmanlarına (T3) veya 

viseral periton (T4a) yoluyla büyümüştür, ancak yakındaki 

organlara ulaşmamıştır. Yakındaki 1 ila 3 lenf düğümüne (N1a 

veya N1b) veya lenf düğümlerinin yakınındaki yağ alanlarına 

yayıldı, ancak düğümlerin kendilerine yayılmadı (N1c). Uzak 

bölgelere yayılmamıştır (M0). 

T2 or T3 

N2a 

M0 

Kanser, muskularis propriaya (T2) veya kolon veya rektumun 

(T3) en dış katmanlarına doğru büyümüştür. 4 ila 6 yakındaki 

lenf düğümlerine (N2a) yayılmıştır. Uzak bölgelere 

yayılmamıştır (M0). 

T1 or T2 

N2b 

M0 

Kanser, mukozadan submukozaya (T1) büyümüştür ve ayrıca 

muskularis propriaya (T2) büyümüş olabilir. 7 veya daha fazla 

yakındaki lenf düğümüne (N2b) yayılmıştır. Uzak bölgelere 

yayılmamıştır (M0). 

IIIC 

T4a 

N2a 

M0 

Kanser kolon veya rektumun duvarından (visseral periton 

dahil) büyümüştür ancak yakın organlara ulaşmamıştır (T4a). 4 

ila 6 yakındaki lenf düğümlerine (N2a) yayılmıştır. Uzak 

bölgelere yayılmamıştır (M0). 
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Çizelge 1.1 Kolorektal kanser TNM sınıflaması devamı 

IIIC 

T3 or T4a 

N2b 

M0 

Kanser, kolon veya rektumun en dış katmanlarına (T3) veya 

viseral periton (T4a) yoluyla büyümüştür, ancak yakındaki 

organlara ulaşmamıştır. 7 veya daha fazla yakındaki lenf 

düğümüne (N2b) yayılmıştır. Uzak bölgelere yayılmamıştır 

(M0). 

T4b 

N1 or N2 

M0 

Kanser kolon veya rektumun duvarından büyümüştür ve 

yakındaki diğer doku veya organlara bağlı veya 

büyümüş(T4b). Yakındaki en az bir lenf düğümüne veya lenf 

düğümlerinin (N1 veya N2) yakınındaki yağ bölgelerine 

yayılmıştır. Uzak bölgelere yayılmamıştır (M0). 

IVA 

Any T 

Any N 

M1a 

Kanser, kolon veya rektumun duvarından büyümüş olabilir 

veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf düğümleri tarafından 

yakınlara yayılmış olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). 

1 uzak organa (karaciğer veya akciğer gibi) veya uzak lenf 

düğümlerine yayıldı, ancak peritonun (karın boşluğunun astarı) 

uzak kısımlarına yayılmadı (M1a). 

IVB 

 

Any T 

Any N 

M1b 

Kanser, kolon veya rektumun duvarından büyümüş olabilir 

veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf düğümleri tarafından 

yakınlara yayılmış olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). 

1'den fazla uzak organa (karaciğer veya akciğer gibi) veya 

uzak lenf düğümlerine yayıldı, ancak peritonun (karın 

boşluğunun astarı) uzak kısımlarına yayılmadı (M1b). 

IVC 

Any T 

Any N 

M1c 

Kanser, kolon veya rektumun duvarından büyümüş olabilir 

veya olmayabilir (Herhangi bir T). Lenf düğümleri tarafından 

yakınlara yayılmış olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). 

Peritonun uzak kısımlarına (karın boşluğunun astarı) 

yayılmıştır ve uzak organlara veya lenf düğümlerine yayılmış 

olabilir veya olmayabilir (M1c). 

*Aşağıdaki ek kategoriler yukarıdaki tabloda listelenmemiştir: 

 TX: Bilgi eksikliği nedeniyle ana tümör değerlendirilemiyor 

 T0: Primer tümör kanıtı yok. 

 NX: Bilgi eksikliğinden dolayı bölgesel lenf düğümleri değerlendirilemiyor. 
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Şekil 1.2 TNM Evrelemesi 

1.2.4 Tedavi 

Kolorektal kanserin tedavi yönetimi öncelikle komşu lenf düğümleri ile bağırsağın 

rezeksiyonuna dayanır. Eşzamanlı radyoterapi olsun veya olmasın neoadjuvan veya 

adjuvan kemoterapi ihtiyacı, tümörün konumuna ve hastalığın evresine bağlıdır. 

Kolorektal kanserin erken evreleri, mümkünse öncelikle cerrahi-laparoskopik 

kolektomi ile tedavi edilir. Tanı anında bölgesel veya uzak metastazlar keşfedilirse, 

cerrahi ve diğer terapötik yöntemlerin bir kombinasyonu endikedir. Kolorektal 

kanser için adjuvan tedavi, evre IV hastalığın ve evre III hastalığın küratif amaçlı 

rezeksiyonları için endikedir[55]. Evre II hastalıkta adjuvan tedavinin faydası belirsiz 

ve tartışmalıdır [56]. Yüksek riskli hastalar bu tür tedavi için düşünülebilir. Öte 

yandan, daha kötü prognozlu hastalar kemoterapi yerine palyatif bakımdan daha 

fazla fayda görebilirler [57] 



 10 

 

1.3 Kolon Tümörlerinin Sınıflandırılması 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO 2019) sınıflamasına göre kolon kanserinin  histolojik 

açıdan aşağıda verilen başlıklar altında incelenmektedir[58]  

İyi huylu epitelyal tümörler ve öncüleri 

 Serrated displazi, düşük dereceli  

 Serrated displazi, yüksek dereceli  

- Hiperplastik polip, mikroveziküler tip 

- Hiperplastik polip, kadeh hücresi 

 Adenomatoz polip, düşük dereceli displazi  

 Adenomatoz polip, yüksek dereceli displazi  

-Tübüler adenom, düşük derece  

-Tübüler adenom, yüksek dereceli  

-Villöz adenom, düşük dereceli  

-Villöz adenom, yüksek dereceli  

-Tubulovillöz adenom, düşük dereceli  

-Tubulovillöz adenom, yüksek derece -Gelişmiş adenom 

 Glandüler intraepitelyal neoplazi, düşük dereceli 

 Glandüler intraepitelyal neoplazi, yüksek dereceli 
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Malign epitelyal tümörler 

 Adenokarsinom, 

-Adenom benzeri adenokarsinom 

-Mikropapiller adenokarsinom 

-Müsinöz adenokarsinom 

-Zayıf kohezyonlu karsinom 

-Taşlı yüzük hücreli karsinom 

-Medüller adenokarsinom 

-Adenoskuamöz karsinom 

-Karsinom, farklılaşmamış, 

-Sarkomatoid bileşenli karsinom 

 Nöroendokrin tümör, 

-Nöroendokrin tümör, derece 1 

-Nöroendokrin tümör, derece2 

-Nöroendokrin tümör, derece3 

-L hücreli tümör 

-Glukagon benzeri peptit üreten tümör 

-PP / PYY üreten tümör 
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-Enterokromafin hücreli karsinoid 

-Serotonin üreten karsinoid 

 Nöroendokrin karsinom, 

-Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 

-Küçük hücreli nöroendokrin karsinom 

 Karışık nöroendokrin - nöroendokrin olmayan neoplazm 

1.4 5-FU ve Etki Mekanizması 

5-FU  geniş çaplı antikanser ilacı olarak kullanılmaktadır.1957’den beri kolon 

kanseri, meme kanseri, baş boyun kanserleri gibi  birçok kanserin tedavisinde önemli 

rol oynamaktadır [59]. 5-FU, DNA ve RNA’daki  pirimidin moleküllerine benzer bir 

yapıya sahip bir heterosiklik aromatik organik bileşiktir [60] Şekil 1.3. 5-FU 

nükleozit ile etkileşir , DNA ve RNA ‘ya dahil olur  ve böylece sitotoksisite ve hücre  

ölümüne sebep olur [61,62].  

 

 

Şekil 1.3 5-Flourourasil Yapısı 

Geçen 50 yılda birçok avantajına rağmen, ilaç dirençliliğinden dolayı  klinik 

uygulamalar sınırlandırılmıştır. Kolorektal kanserde tek başına uygulamalarda  5-

FU'nun için genel yanıt oranı  % 10-15’tir[63]. 5-FU ile diğer anti-tümör ilaçların 

kombinasyonunda yanıt oranları % 40–50’lerdedir [64].Bu nedenle terapi ve direncin 

çevrilmesinde acil yeni stratejilere ihtiyaç vardır. Tümörlerin 5-FU’e dirençli olduğu 

mekanizmaların anlaşılması ve bu direncin tahmin edilmesi veya aşılmasında önemli 

bir adımdır. 
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5-FU, timidilat sentaz (TS) ile kararlı bir kompleks oluştururarak florodeoksiüridin 

monofosfata (FdUMP) dönüştürülür ve böylece  deoksitimidin monofosfat (dTMP) 

üretimini inhibe eder. DNA replikasyonu ve onarımı ve için dTMP gereklidir 

,dTMP’nin  tükenmesi  sitotoksisiteye neden olur[65,66]. 5-FU’nun 

dihidrofloroürasil (DHFU)’yaDihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) aracılı 

dönüşümü normal ve tümörlü hücrelerde  5-FU katabolizmasının hız sınırlayıcı 

adımıdır. Uygulanan 5-FU'nun% 80'ine kadarı DPD olarak  karaciğer tarafından 

bozulur[67]. 

Araştırmalar 5-FU’nun antikanser  etkisini TS  inhibisyonu ile sağladığını 

gösteriyor.TS, timidilat sentezini katalizleyen bir enzimdir  ve protein sentezi ile 

apoptotik süreçleri düzenler[68,69]. Sentezlenen timidilat  DNA replikasyonu ve 

tamirinin devamlılığını sağlar [70]. 

Kanser hücrelerinin ilaca bağlı apoptosise duyarlılığının arttırılması 5-FU için önemli  

bir strateji haline  gelmiştir. 5-FU kaspaz-6'yı aktive ederek kanser hücresinde 

apoptozunu tetikleyebilir. RSV p53'den bağımsız olarak yüksek konsantrasyonda 

sinerjik olarak 5-FU-aracılı apoptozu teşvik eder [71]. 5-FU ayrıca p53'e bağlı 

yolakta mitokondriyal ROS üretir[72]. 

Anti-kanser ilaç direnci, ilaç akışının değiştirilmesi de dahil olmak üzere çeşitli 

nedenlerden kaynaklanabilir ve dışa akımı, ilaç inaktivasyonu ve ilaç hedefinin 

mutasyonu artırılması,yüksek seviyedeki TS ekspresyonu[73], deoksiüridin 

trifosfataz aktivitesini arttırır[74], Bcl-2 [75], Bcl-XL [76], Mcl-1 proteini‘nin  aşırı 

eksprese edilmesi 5U’ya karşı direncin gelişmesine sebep olur. 

5-FU'ya karşı ilaç direncinin başka bir mekanizması ise ROS ‘a adaptif hücresel 

yanıttır. Akut oksidatif stres hücrede apoptozu veya nekrozu tetikler, kalıcı oksidatif 

stres genomik kararsızlığı uyarır ve bu da tümörün ilerlemesi ve ilaç direncinin 

oluşmasında rol oynar. Çalışmalar oksidatif strese adpate olmuş  tümör hücreleri, 

manganez süperoksit dismutaz, Prx I ve  Bcl-2’yi artırarak 5- FU’ya direnç 

gösterirler [77]. 
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1.5 İlaç Dirençlilik Proteinleri  

1.5.1 P glikoprotein ( MDR 1, ABCB1) 

Kromozom 7q21 üzerinde bulunan çoklu ilaç direnci 1 (MDR-1) geni tarafından 

kodlanan P-gp, 170 kDA’luk  ATP bağlayıcı protein süper ailesinin bir üyesidir[78]. 

Karaciğer, böbrek, kolon, adrenal dahil olmak üzere normal insan dokularının 

plazma zarı, golgi zarı ve hücre içi kanalikülünde yaygın olarak eksprese edilir.  

P-Glikoprotein, substratlarının taşınmasında ve/veya salgılanmasında ve dokuların 

fizyolojik olarak aktif maddelerden, sitotoksik ajanlardan ve ksenobiyotiklerden 

korunmasında işlev görür[79-81]. 

1.5.2 Çoklu İlaç Dirençliliği Proteinleri (MRP,ABCC) 

Çoklu ilaç direnci proteinleri (MRP), hücre zarında yer alan ABC üst ailesine ait olan 

13 proteinden oluşan ABC alt ailesinin üyeleridir ve birçok kemoterapötik ajanın 

emilimini, dağılımını ve atılımını modüle eder ve hedef hücreyi ölümden korur. 

MRP1’den MRP9’ a kadar çoklu ilaç dirençliliği ile ilişkilidir [82,83]. MRP1-9’da 

yapısalve fonksiyonel benzerlikler bulunmaktadır[84]. 

1.5.3 Çoklu İlaç Dirençlilik Proteini 1(MRP1,ABCC1) 

190 k DA büyüklüğünde olan MRP 1,16. Kromozom tarafından kodlanmaktadır. 

MRP1'i aşırı eksprese eden hücreler, doksorubisin, vinkristin, etoposid, kampatesin 

ve metotreksat dahil birçok antitümör ajana direnç gösterirken, MRP1, LTC4 ve GS-

prostaglandin A2 gibi GSH konjugatlarını, estradiol 17-D-glukuronid gibi glukuronid 

konjugatlarını taşır[85,86]. 

1.5.4 Çoklu İlaç Dirençlilik Proteini 2 (MRP 2, ABCC2) 

MRP2 esas olarak, polarize hücreler içeren karaciğer ve böbreklerde eksprese edilir 

[87] MRP2, apikal yüzeyde, ağırlıklı olarak hepatositlerin kanaliküler membranında 

lokalizedir. Bu proteinin temel fizyolojik işlevi, konjuge proteinleri taşımaktır. 
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metabolitleri karaciğerde safra kanalına girer. Bozulmuş MRP2 ekspresyonu olan 

sıçanlar, bilirubin glukuronidin hepatobiliyer ekstrüzyonunda kusurlar gösterir ve 

Dubin-Johnson sendromu geliştirir [88]. 

1.5.5 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 3 (MRP 3,ABCC3) 

MRP3'ün genel yapısal organizasyonu, MRP1 ve MRP2'ninkilere benzer, ancak 

MRP3'ün substrat özgüllüğü, MRP1 ve MRP2'ninkilere tamamen benzer değildir. 

MRP3, E217G, LTC4 ve GS-DNP'yi taşır. Ancak MRP1'den farklı olarak E217G'nin 

MRP3 tarafından taşınması GSH tarafından uyarılmaz Benzer şekilde, etoposid 

MRP3 tarafından değiştirilmemiş biçimde taşınıyor gibi görünmektedir ve GSH 

gerektirmemektedir bu da MRP1 için varsayımsal birlikte taşıma mekanizmasının 

MRP3 için geçerli olmadığını düşündürür[89]. 

1.5.6 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 4 (MRP 4,ABCC4) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 5 (MRP 5,ABCC5) 

MRP4 ve MRP5'te MSD0 alanlarının bulunmamasından dolayı bu taşıyıcılar, MRP1, 

MRP2 ve MRP3'ten farklı substrat spesifiklikleri ve ilaç direnç profilleri sergiler. 

MRP4 ve MRP5, glukuronid gibi organik anyonik bileşikleri ve E217G ve DHEAS 

gibi steroidlerin sülfat konjugatlarını taşıma yeteneğine sahiptir. MRP4 ve MRP5 

ayrıca cAMP ve siklik GMP'nin (cGMP) önemli taşıyıcılarıdır [ 90-92]. 

1.5.7 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 6 (MRP 6, ABCC6) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 7  (MRP 7, ABCC10) 

MRP2 gibi, MRP6 da karaciğer ve böbreklerde eksprese edilir [93]. Nakavt 

teknolojisi ile kesilen MRP6'ya sahip hayvanlar, bağ derisinde mineralizasyon 

geliştirir, psödoksantoma elastikum sendromuna benzeyen bir fenotiptir [94]. 

MRP7'nin ekspresyonu her yerde bulunur, ancak hem yetişkin hem de fetal 

dokularda pankreasta daha yüksektir [94].Doksorubisin ile tedavi edilen MCF7 

hücrelerinde artan MRP7 ekspresyonu tespit edildi, bu da bunun antitümör ajanlara 

dirençte rol oynayabileceğini düşündürdü[95]. Belinsky et al. MRP6'nın LTC4 ve 
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GS-DNP gibi GS-konjugatlarını taşıdığını, ancak E217G gibi glukuronid 

konjugatlarını taşımadığını göstermiş olması, MRP6'nın aynı zamanda bir GS-X 

pompası olduğunu düşündürmektedir [96]. GSH'nin bu taşıyıcıların işlevindeki 

rolleri, diğer MRP taşıyıcılarınınki kadar iyi tanımlanmamıştır. 

1.5.8 Çoklu ilaç Dirençlilik Proteini 8 (MRP 8, ABCC 11) ve Çoklu ilaç 

Dirençlilik Proteini 9  (MRP 9, ABCC12) 

MRP8 (ABCC11) ve MRP9 (ABCC12), veritabanı araştırması ile tanımlanan ve 

taşıyıcılarıdır [97] Her iki gen ürününün tahmin edilen amino asit dizileri, MRP4 ve 

MRP5'inkilere yüksek benzerlik gösterir.Fonksiyonel olarak ta nükleozid 

analoglarına karşı direnç oluşmasındaki rolleri MRP-4 ve MRP-5 ile benzer özellik 

göstermektedir [98]. 

1.6  Glutatyon- S transferazlar 

Hücredeki konumlarına bağlı olarak, GST'ler sitoplazmik (A, P, M, S, T, Z), 

mitokondriyal (K) veya zara bağlı (Eikosanoid ve Glutatyon metabolizmasında 

Membran İlişkili Proteinler) olarak gruplandırılır[99]. Sitolazmik Glutatyon S-

transferazlar , amino asit dizilerine ve substrat spesifikliğine göre alfa (A), kappa 

(K), mu (M), omega (O), pi ( P), sigma (S), teta (T) ve zeta (Z)  şeklinde 

sınıflandırılmışlardır.[100] GST'ler, çoğu yaşam formunda bulunan ve hücresel 

homeostazın sürdürülmesi için hayati önem taşıyan faz II detoksifikasyon 

enzimleridir [101]. GST'ler, öncelikle indirgenmiş glutatyon (GSH) ve sitokrom 

P450 metabolizması tarafından üretilen reaktif elektrofillerin konjugasyon 

reaksiyonunu katalize ederek, GSH konjugatlarını oluşturmak üzere sitoprotektif bir 

rol oynar [102]. Detoksifikasyon rollerine ek olarak, GST'ler hücre sinyalizasyonu, 

translasyon sonrası modifikasyon ve kemoterapötik ajanlara dirençteki işlevleriyle 

bilinir [103]. Örneğin, GST'lerin pi ve mu sınıfları, c-Jun N-terminal kinaz 1 (JNK1) 

ve apoptoz sinyal düzenleyici kinaz ile doğrudan etkileşimler yoluyla hücre hayatta 

kalmasını ve hücre ölümü sinyallerini yöneten mitojenle aktive olan protein (MAP) 

kinaz yolunu düzenler. (ASK1) [104]. Ek olarak, GST'ler, translasyon sonrası 

modifikasyonları için bir dizi hücre içi protein ile kompleksler oluşturur [105]. 
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Kristalografik çalışmalar, katalitik GST'lerin benzer üçüncül yapılar sergilediğini ve 

memelilerde homodimerler olarak var olduklarını ortaya koymuştur [106]; bununla 

birlikte, bitkilerde birkaç sitozolik GST'nin heterodimerleri tanımlanmıştır [107]. Şu 

anda, GST proteinlerinin enzimatik olarak aktif monomerleri bilinmemektedir [108]. 

Daha sonraki yapısal analizler, tüm temel GST ailesinin üyeler, iki alandan oluşan 

bir temel protein katına sahiptir: N-terminal alanı ve C-terminal alanı. GST N-

terminal alanı kıvrımı, glutatyon peroksidazlar ve glutaredoksinler gibi diğer 

hücresel homeostaz ve detoksifikasyon proteinlerine benzer. GST proteinlerinin 

sekans ve yapı benzerliğinin global karakterizasyonu iki ana alt grup gösterir: (1) 

GSH'yi aktive etmek için tirozin kullanan tirozin tipi GST'ler (Y-GST'ler); ve (2) 

GSH ile etkileşime girmek için serin (veya GST Omega (GSTO) durumunda sistein 

kullanan) S/C-GST'ler [109] Bununla birlikte, GST'lerin C-terminal alanı, protein 

yapısının diğer üçte ikisini oluşturur ve benzersiz bir all-α-sarmal alanından oluşur 

[110]. Hidrofobik substratlar, H-bölgesi olarak bilinen N- ve C-terminal alanları 

arasındaki bir yarığa bağlanır. G-yerinden farklı olarak, H-bölgesi, sınıflar arasında 

şekil ve kimyasal yapı bakımından oldukça değişkendir [111] H bölgesi yapısındaki 

bu değişkenlik, çeşitli GST izozimlerinin substrat seçiciliğini belirler [112].         

1.6.1 Glutatyon S-Transferaz Alfa  

GST Alfa (GSTA), karaciğer, böbrekler, adrenal bezler, bağırsak ve testislerde 

yüksek ekspresyonu ile akciğer de dahil olmak üzere çok çeşitli diğer dokularda orta-

düşük seviyelerde eksprese edilir . GST Alpha sınıfı genler, kromozom 6'ya eşlenmiş 

bir kümede bulunur ve beş farklı izoform içerir: GSTA1, GSTA2, GSTA3 

(ekspresyon nadirdir), GSTA4 ve GSTA5, ancak GSTA5'in hiçbir zaman 

fonksiyonel bir gen olarak doğrulanmamıştır [113]. GSTA izoformlarından GSTA4 

proteini, uzunluk olarak aynıdır ve insan GSTA1 ve GSTA2 ile %54 sekans 

özdeşliğini paylaşır. Faz II detoksifikasyon enzimi olmasının yanı sıra, insan Alfa 

sınıf genlerinin karaciğerde bilirubin ve hemi metabolize ettiği bilinmektedir.GSTA 

enzimleri ayrıca oksidanların ve lipid peroksidasyon ürünlerinin detoksifikasyonu 

yoluyla hücrelerin ve dokuların korunmasına yardımcı olan GPX aktivitesi sergiler. 

GSTA enzimlerinin,glutatyon bağımlı steroid izomeraz aktivitesine de (özellikle 

GSTA3) [113,114] sahip olduğu ve polisiklik aromatik hidrokarbonlara, epoksitlere 

ve lipid peroksidasyonunun alkenil ürünlerine (4-hidroksi-inonenal), özellikle 
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GSTA4'e karşı aktiviteye sahip olduğu bilinmektedir. [115]. Alfa sınıfı GST'lerde tek 

nükleotid polimorfizmlerin neden olsuğu özelliklerin,  çevresel bir bileşeni olan 

hastalıklara (kanser, astım ve kardiyovasküler hastalık gibi) duyarlılıkta rol 

oynadığını göstermektedir[116]. 

1.6.2 Glutatyon S-Transferaz Pi 

GSTP sınıfının sadece bir izoformunun, kromozom 11'de yer alan GSTP1’in 

insanlarda eksprese edildiği bilinmektedir [117-119]. GSTP1, ana ekspresyonu kalp, 

akciğer ve beyinde olmak üzere en yaygın olarak karaciğer dışında eksprese edilen 

GST'dir. GSTP, akciğerde CDNB'ye yönelik GST aktivitesinin %90'ından fazlasını 

oluşturur ve kalan aktivite GSTM1 ve GSTT1'e atfedilir [120]. Ek olarak, GSTP 

substrata bağımlı olmayan bir şekilde doğrudan protein-protein etkileşimi ile JNK'ye 

bağlanabilir, böylece kinaz aktivitesini inhibe eder ve hücreleri (H2O2 ile 

indüklenen) hücre ölümüne karşı korur [121,122]. GSTP'nin bir başka ligand 

bağlanma ortağı, sırayla p38 ve JNK'yi [123] aktive eden ve GSTP bağlanması 

tarafından inhibe edilen TNF-a kaynaklı sinyallemenin bir üyesi olan tümör nekroz 

faktörü reseptörü ile ilişkili faktör 2'dir (TRAF2). Ayrıca GSTP'nin ileri PSSG 

reaksiyonunu katalize ettiği bilinmektedir [124]. 

1.6.3 Glutatyon S-Transferaz Mu 

GST Mu (GSTM) sınıfının, GSTM1 ila GSTM5 olmak üzere, kromozom 1 üzerinde 

bulunan ve farklı organlarda(karaciğer, akciğerler, kas, böbrek ve beyin dahil olmak 

üzere) çoğu dokuda yüksek oranda eksprese edilen beş izoformu 

mevcuttur[125,126]. STM, CDNB kullanır ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 

aromatik aminler gibi kanserojen bileşiklerin ve benzon(a)piren, stiren-7,8-oksit ve 

trans-stilben oksit gibi diğer organik bileşiklerin detoksifikasyonuna katılır [127]. 

GSTM1'in, bir protein olan c-Jun N-terminal kinazı (JNK) aktive eden bir MAPK 

kinaz kinazı (MAPKKK) olan apoptoz sinyal düzenleyici kinaz 1 (ASK1) 

aktivitesini [128] bağladığı (substrata bağımlı olmayan) ve bastırdığı gösterilmiştir. 

stres yanıtlarında ve pro apoptotik sinyalleşmede ve sitokin ve stres kaynaklı 

apoptozu düzenleyen p38 yollarında önemlidir. 
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1.6.4 Glutatyon S-Transferaz Omega 

GSTO esas olarak karaciğerde, özellikle makrofajlarda, glialde ve endokrin 

hücrelerin yanı sıra örneğin böbrek, akciğer ve safra kesesi gibi diğer dokularda 

bulunur [129]. GSTO sınıfının iki izoformu vardır, GSTO1 ve GSTO2, kromozom 

10'da yer alır [130] ve üçüncü bir dizi, kromozom 3'te tanımlanan GSTO3p, ters 

kopyalanmış bir psödojen gibi görünmektedir [129]. GSTO1 ve GSTO2, %64 dizi 

homolojisi sergileyen iki homo-dimerik proteindir [131]. GSTO2 testis, karaciğer, 

böbrek ve iskelet kasında güçlü bir şekilde eksprese edilirken GSTO1 kalpte, 

gastrointestinal dokularda ve akciğerde orta derecede eksprese edilir [129]. Omega 

sınıfı, ana deglutationilasyon enzimleri olan GLRX'lerin üçüncül yapısına benzeyen 

benzersiz bir 19 kalıntı N-terminali içerdiğinden, diğer ökaryotik GST'lerden yapısal 

ve işlevsel olarak farklıdır. 

GSTO enzimleri, CDNB gibi yaygın GST substratlarına karşı zayıf aktiviteye 

sahiptir. GSTO enzimleri, hücresel redoks homeostazında ve ayrıca ER'de enzimatik 

olarak modüle edici ryano-din reseptörleri, kalsiyum kanalları gibi işlevler sergiler 

[132]. GSTO1, spesifik koşullara bağlı olarak hem ileri reaksiyonun katalizörü hem 

de deglutationilasyon enzimi olarak işlev gördüğü için S-glutationilasyon 

döngüsünde önemli bir rol oynar [133]. GSTO1 orijinal olarak ubiquitin ligaz, p28 

olarak tanımlandı ve anti-kanser ilaç direnci ile ilişkilendirildi [134]. Ek olarak, 

GSTO1'in, muhtemelen ERK1 / 2, AKT ve JNK'ye bağlanması ve (de)fosforilasyonu 

nedeniyle, sağkalımı aktive ederek ve apoptotik sinyal yollarını inhibe ederek hücre 

sağkalımını etkilediği öne sürülmüştür [135]. 

1.6.5 Glutatyon S-Transferaz Teta 

GST Theta (GSTT) ağırlıklı olarak karaciğerde (hepatositler) bulunur ve ayrıca 

böbrekte (böbrek proksimal tübül hücreleri), gastrointestinal sistemde ve akciğerde 

eksprese edilir [136-138]. Theta sınıfı, her ikisi de kromozom 22'de bulunan GSTT1 

ve GSTT2 izoformlarını içerir [139,140]. GSTT1 ve GSTT2, %55 amino asit sekans 

özdeşliğini paylaşır. GSTT1, ilaçların ve kimyasalların faz II 

biyotransformasyonunda önemlidir ve peroksitlenmiş lipidler gibi oksidatif stres 

sırasında üretilen substrat ara ürünlerinin detoksifikasyonunda yer alır[141]. GSTT 

ayrıca etilen oksit gibi dumandan türetilen küçük hidrokarbonların yanı sıra epoksi 
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bütanlar ve metil bromürün detoksifikasyonuna katılır [142,143]. GST'lerin Mu 

sınıfına benzer şekilde, GSTT1'in boş bir aleli mevcuttur, yaklaşık 54 kb'lik bir silme 

içerir ve enzimatik aktivite kaybına neden olur [144-146]. Bu alel için homozigot 

olan bireyler, silme işlemi olası kanserojenlerin detoksifikasyon kapasitesinin 

azalmasıyla sonuçlandığından, maligniteler (baş, boyun, ağız boşluğu) için yüksek 

risk oluşturmaktadır [147]. 

1.6.6 Glutatyon S-Transferaz Zeta 

GST Zeta (GSTZ), pankreasın yanı sıra karaciğer, mide ve testis de dahil olmak 

üzere çok çeşitli endokrin dokularda bulunur ve GST'nin bilinen ana işlevleri ve 

etkileşimlerine sahiptir [148,149]. Gen yaklaşık 10.9 kb'lik bir alana yayılır, 9 

ekzondan oluşur ve 14. kromozomda bulunur [150]. Detoksifikasyondaki rolünün 

yanı sıra GSTZ, tirozin katabolizmasında da rol oynar. Özellikle GSTZ, 

maleilasetoasetatın fumarilasetoasetata cis-trans izomerizasyonunu katalize eder, bu 

nedenle GSTZ ayrıca maleilasetoasetat izomeraz (MAAI) olarak da tanımlanmıştır 

[151]. İlginç bir şekilde, GSTZ1, GSTO1'e en yakın dizi benzerliğini gösterir. 

Bununla birlikte, GSTZ, GSH gerektiren ancak tüketmeyen bir reaksiyonda 

dikloroasetik asidin glioksilata dönüştürülmesi de dahil olmak üzere ara 

metabolizmadaki süreçleri katalize ederek β-oksidasyonda rol oynayan GST 

ailesindeki tek enzimdir [152,153]. 

1.6.7 Glutatyon S-Transferaz Sigma 

Sigma sınıfı GST'ler, doğada yaygın olarak dağılmıştır ve sitozolik GST ailesine 

aittir. GST sınıflarının filogenetik analizi, sigma sınıfının en uygun şekilde alfa, mu 

ve pi ile gruplandırıldığını gösterir [154].Memelilerde, 4. kromozomda lokalize 

olmuş GST S1 geninden eksprese edilen GSTS1-1 tek bir izozimden oluşmaktadır 

[155]. Kalp, böbrek, mide, akciğer, beyin, testis gibi bir çok organda farklı oranlarda 

eksprese edilmektedir [156].Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya çıkan metabolitlerin 

inaktivasyonunu sağlarken ve prostaglandinlerin sentezlenme sürecinde 

prostaglandin sentetaz aktivitesi gösterir[157]. 
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1.7 Apoptotik Proteinler ve Kolon Kanseri 

1.7.1 p 53 

p53, tümör baskılayıcı rolüyle iyi bilinen bir gendir ve insan kanserinin tüm 

formlarında en çok mutasyona uğramış genlerden biridir. p53 DNA hasarı stres 

yanıtının aktivasyonu, DNA onarımını indükler ve onkojenik mutasyonu önlemek 

için hücre döngüsünü düzenler[158]. Genetik bütünlüğü değiştirirken apoptoz ve 

hücresel kontrol noktalarının kaybına neden olan kolon kanserinde p53 sinyalinin 

değişmesi, sonuçta maligniteye yol açar. K-ras, p53 ve APC gibi kanserle ilişkili 

genlerdeki mutasyonların birikmesi, normal epitelden adenomatöze ve kolorektal 

kansere geçişi başlatır [159]. 

1.7.2 bcl-2 

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik üyelerden oluşan ve apoptozu 

düzenlemede en önemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL 

apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspasların öncü formlarını durdurarak ya da 

kaspas akışını direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarıcı faktör (AIF) 

ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktörlerin mitokondriden serbestleşmesini 

engelleyerek gerçekleştirir. Bax ya da Bak gibi proaoptotik üyeler 

heterodimerizasyon yoluyla kaspas serbestleşmesini uyarır ve mitokondri zarının 

geçiş porlarının açıklığını değiştirerek sitokrom C’yi serbestleştirir. Dolayısıyla 

kaspas aktivasyonuna yol açar[160]. Bir hücrenin apoptoza eğilimli oluşu 

heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine bağlıdır. 

Bcl-2 salgılanması sonucu Bcl-2 homodimerleri şekillenir. Böylece apoptoz inhibe 

edilir [161]. 

1.7.3 p38 

p38, hücresel stres ve sitokinlere duyarlı olduğu için stres aktiveli  olarak bilinen 

mitojenle aktive olmuş bir protein kinazdır (MAPK). Ancak, p38'in fizyolojik olarak 

daha geniş işlevleri vardır.p38 çeşitli sinyal yolaklarında terminal kinaz olarak ikili 

fosforilasyon ile aktive edilir[162,163]. p38 son zamanlarda bir tümör baskılayıcı 

olarak dikkat çekmiştir. Yapılan bazı çalışmalarda aktif p 38’in kemoterapiye cevabı 
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değerlendirilmiştir. Sonuçlar çeşitli kemoterapötik ajanların p38 bağımlı apoptozu 

uyardığı göstermiştir[164]. 

1.7.4 Kaspaz-3 

Apoptoz, bir proteolitik kaspaz kaskadının aktivasyonuna bağlı olarak 

programlanmış hücre ölümü sürecidir ve ve doku homeostazında, hücre gelişiminde, 

yaralı veya enfekte hücrelerin çıkarılmasında ve hastalık patogenezinde çok önemli 

bir rol oynar[165]. Apoptozun kritik aracısı olarak kabul edilen kaspaz-3, apoptotik  

süreçte hücre içinde; hem dışsal hem de içsel yollarla aktive olur[166]. Apoptotik 

akışta kaspaz-3'ün önemli rolünden dolayı ,  kaspaz 3 eksikliği apoptozu bozarak 

karsinogenez ile sonuçlanabilir. Bunun üzerine, apoptoz indükleyici bir ajan olarak 

kaspaz-3'ün aşırı ekspresyonu klinik öneme sahiptir.Şimdiye kadar tanımlanmış 

toplam 14 memeli kaspazı  vardır ve bunlardan 12 tanesi insan kaynaklı olarak 

bildirilmiştir (yani kaspazlar 1-10, 12 ve 14) [167].İnsan kaspazları, dizi 

benzerliklerine ve biyolojik işlevlerine göre, iki ana gruba ayrılır; (I)apoptotik 

kaspazlar ve (II) inflamatuar kaspazlar. Apoptotik kaspazlar, başlatıcı kaspazlar 

(kaspaz-8, -9 ve -10) ve efektör kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak sınıflandırılır. 

Efektör kaspaz-3 başlangıçta olgunlaşmamış bir zimojen (procaspaz) olarak 

sentezlenir. Prokaspaz-3, kararsız  bir dimerdir; her monomer, kısa bir N-terminal ön 

etki alanından (<30 amino asit uzunluğunda), büyük bir alt birimden ve bir alt birim 

arası bağlayıcı ile birbirine bağlanan küçük bir alt birimden oluşur[168,169] Kaspaz-

3 fonksiyonel formunda (yani tetramerik yapı) iki özdeş aktif bölgeye sahiptir. Her 

aktif bölge, kısa aspartat-glutamat-valin-aspartat (D-E-V-D) tetrapeptid motiflerinde 

aspartat kalıntısından sonra bölgedeki substratları spesifik olarak parçalayabilen, 

korunmuş bir katalitik histidin-sistein motifi içerir[170]. Kaspaz araştırmalarındaki 

son gelişmeler, kaspaz-3'ün sadece apoptotik akışta değil, aynı zamanda doku 

farklılaşması, doku rejenerasyonu ve nöral gelişim gibi apoptotik olmayan süreçlerde 

de önemli bir enzim olduğunu göstermektedir. 

1.8 Ki-67 ve Kolon Kanseri 

Ki67, hücre döngüsünün G1'den M-fazına kadar çoğalan hücrelerde eksprese edilen 

bir nükleer antijendir [171]. İnsanlarda Ki-67, MKI67 geni tarafından kodlanır. Ki-
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67, birkaç korunmuş fonksiyonel bölge içermesine rağmen , bu bölgelerin dışındaki 

birincil dizi korunumu düşüktür[172]. Ki-67’nin, farklı izoformlara sahip olması 

hücre proliferasyonunu ve hücre döngüsü ilerlemesini farklı şekilde 

etkileyebileceğini göstermektedir[173]. Birçok çalışma, Ki67'nin gastrointestinal 

stromal tümörler, gastrointestinal nöroendokrin tümörler ve prostat ve meme kanseri 

dahil çok çeşitli insan malignitelerinde öngörücü bir rolü olduğunu göstermiştir[174-

178].Ki67 ekspresyonunun immünohistokimya ile ölçülmesi,Ki67 etiketleme indeksi 

olarak bilinen, bir tümörün büyüme fraksiyonunu tahmin etmek için klinik patolojide 

rutin bir uygulama haline gelmiştir[179]. Bir çok tümör grubunda yüksek Ki 67 

değeri kötü prognozla ilişkilendirilmiştir[180].Ki67'nin kolorektal kanserde 

kullanılması  kısmen çelişkili sonuçlar göstermiştir[181-183]. 

1.9 SOX-9 ve Kolon Kanseri 

SRY ile ilgili Yüksek Hareketlilik Grubu (HMG)-kutusu (SOX) transkripsiyon 

faktörleri, kardiyovasküler sistem ve lenfatik kanalların gelişimi dahil olmak üzere 

potansiyel ve hayati fizyolojik rollere sahiptir[184]. SOX transkripsiyon faktörlerinin 

ilk izolasyonu ve tanımlanması 1990'da yapıldı ve SOX ailesinin üyelerinin, cinsiyet 

belirleyici bölge Y (SRY) ile ilişkili olan Yüksek Hareketlilik Grubu (HMG)-kutu 

protein alanı olarak bilinen ortak bir özelliği paylaştığı bulundu. [185] HMG alanı, 

79 amino asit içeren özel bir bölgedir ve belirli bir grubun üyeleri, SRY ile ilgili 

olarak bu bölgede %50 homoloji gösterir. SOX üyeleri transkripsiyon faktörleri 

olarak kabul edilir ve ekspresyonları embriyo oluşumu, hastalık gelişimi ve tümör 

oluşumu sırasında çeşitli dokularda meydana gelir[186,187]. HMG alanı, diziye özgü 

şekilde SOX transkripsiyon faktörlerinin DNA bağlanmasından sorumludur[188].Bu 

bağlanma, DNA minör oluğu ile etkileşime girebilen L şeklinde bir alan üreten HMG 

alanlarındaki üç alfa heliks aracılığıyla gerçekleşir. DNA dizi motifi ATTGTT esas 

olarak SOX transkripsiyon faktörlerinden etkilenir [189]. SOX üyelerinin HMG alanı 

yoluyla DNA ile etkileşimi, DNA'da konformasyonel değişikliklere yol açar, onu 

büker ve SOX üyelerini etkinleştirir[190]. SOX transkripsiyon faktörlerinin rolü 

daha karmaşıktır, çünkü bu üyeler, öncü faktörler olarak rollerini gösteren, 

nükleozomlarda bulunan önceden bükülmüş DNA ile etkileşime girebilir [191].SOX 

transkripsiyon faktörleri, dokuya özgü ve bağlama özgü bir şekilde işlev görür ve 
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kanser biyolojisine yönelik bilgimizi karmaşıklaştırır [192,193]. SOX transkripsiyon 

faktörlerinin progresyonu ve terapötik yanıtı düzenlediği bildirilmiştir [194,195].   

Son zamanlarda, kanserde SOX transkripsiyon faktörlerinin rolüne çok dikkat 

çekilmiştir. Kanser hücrelerinin çoğalması ve metastazı; kemoterapi dahil olmak 

üzere kanser hücrelerinin terapi yanıtı, SOX transkripsiyon faktörleri tarafından sıkı 

bir şekilde düzenlendiği belirtilmiştir. [196]. Artan kanıtlar, SOX9'un bağırsaktaki 

işlevinin deşifre edilmesinin, SOX9'un doza bağlı bir etkisini hesaba katması 

gerektiğini göstermektedir. SOX9'un bağırsak epitelinde bir tümör baskılayıcı mı 

yoksa bir onkogen gibi mi davrandığına dair tekrarlayan tartışmalar söz konusudur 

ve bu durum SOX 9’un bağırsaktaki biyolojik işlevi ve kolorektal kanserdeki rolü 

hakkındaki birikmiş bilgilerin bir güncellemesi gerekliliğini ortaya koymuştur[197]. 

1.10 E-Kadherin ve Kolon Kanseri 

Hücre-hücre adezyon kompleksleri doku bütünlüğü ve organ fonksiyonu için 

vazgeçilmezdir; ancak bunların bozulması, iltihaplanma ve kanser dahil olmak üzere 

çok sayıda hastalığa yol açabilir. Adherens Kavşağı (AJ), aktin ve mikrotübül hücre 

iskeletine yakın bağlanması yoluyla doku bütünlüğünü ve mimarisini korumak için 

anahtar olan büyük bir hücre-hücre yapışma yapısıdır [198]. AJ'lerin temel 

bileşenleri,  katenin protein ailesinin üyeleri, p120 katenin (p120), α-katenin veβ -

katenin yanı sıra, epitelyal kaderin (E-cadherin), nöral kaderin (N-cadherin), 

plasental kaderin (P-cadherin) gibi ve klasik kaderin süper ailesinin üyeleridir. 

Kadherin süper ailesi, klasik, dezmozomal, protocadherinler ve konvansiyonel 

olmayan kaderin tiplerini içerir[199]. Klasik tip I cadherin olan E-cadherin ailenin 

epitel dokularındaki baskın üyesidir ve CDH1 geni tarafından kodlanır. Klasik 

memeli kaderinleri, EC1'den EC5'e uzanan ve kalsiyum bağlama bölgeleri olan beş 

hücre dışı alana sahiptir. Bu bölgelerin her biri, üç Ca2+ molekülüne bağlanabilen, 

böylece hücre dışı alanlar arasındaki etkileşimleri güçlendiren negatif yüklü motifler 

içerir [200]. Kolon epitelinin hızlı yenileme kapasitesi ve devri, plastisite ve 

homeostaziyi sürdürme yeteneği sağlamasına rağmen, kolonu mutajeneze ve 

potansiyel olarak tümörigeneze duyarlı hale getirir[201]. E-kadherinin durumu, 

Wnt/β-katenin sinyalizasyonu bağlamında CRC'de kapsamlı bir şekilde incelenmiştir 

çünkü bu yolun düzensizliği kolonda tümörigenezin baskın bir itici gücü olarak 
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karşımıza çıkmaktadır [202-203]. Genel olarak, E-cadherin bu bağlamda ağırlıklı 

olarak tümör baskılayıcı bir role sahiptir. Örneğin, E-cadherin,β -katenin'i çekirdeğe 

gitmesine izin vermek yerine hücre-hücre temas alanlarında tutarak β-katenin aktive 

edici mutasyonlar tarafından desteklenen pro-tümorijenik dönüşümü baskılar [204-

205]. Ancak, kolon tümörijenezindeki rolü ile ilgili olarak E-cadherinin diğer 

işlevleri son zamanlarda ortaya çıkmıştır. İlginç bir şekilde, bu çalışmaların çoğu β-

katenin salınımı yoluyla çekirdekte dolaylı olarak değil, doğrudan AJ'ler tarafından 

yönlendirilen sinyalleşmeye işaret etmektedir.Bu sinyali düzenleyen bir etkileşim, 

kaderin komplekslerinin EGFR ve Src ile karşılıklı etkileşiminden kaynaklanır. Src, 

kolon tümörlerinde aşırı eksprese edilen ve/veya aktive edilen onkojenik reseptör 

olmayan bir tirozin kinazdır ve kolon tümörijenezindeki ana itici güçlerden biridir 

[206-208]. E-kadherin, birçok kanserde aşağı regülasyonu veya kaybı nedeniyle CRC 

için ek bir biyobelirteç olarak önerilmiştir [209].  

1.11 Çalışmanın Amacı 

DLD-1 kolon kanseri hücre hattında 5-FU tedavisi öncesi ve sonrası 5-FU'nun GST 

izozimlerinin, ilaç dirençlilik ve apoptotik proteinler ile ilişkisini belirlemektir. 

Ayrıca hastane arşiv kolon kanser dokularında moleküler belirteçlerinin (bcl-

2,caspase-3,p 53ve p 38, Ki 67, SOX9, E caderi) ekspresyonlarının kolon kanserinde 

prognostik ilişkisi araştırılmıştır. 
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2 MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1 Kullanılan Malzemeler 

2.1.1 Kullanılan Laboratuvar Cihaz ve Malzemeleri 

 Etüv (Binder ED53) 

 Tam otomatik rotary mikrotom (Leica RM2255) 

 Vorteks (Heidolph- MRHei) 

 Ultra distile su sistemi (Elga Purelab Optia) 

 Isıtıcılı manyetik karıştırıcı (IKA C-Mag H58) 

 Ocak (Arçelik 021) 

 Buzdolabı (Beko-9621) 

 Düdüklü tencere (Hisar) 

 Boyama tablası (Biogen) 

 Mikrotom bıçağı (Shandon MB35) 

 Lamel (24x50 Isolab) 

 Poly-L-lysin kaplı lamlar (Thermo) 

 Otomatik pipet seti (CAPP) 

 Işık mikroskobu (Zeiss-Primostar) 

 -80 0 C Derin Dondurucu (GFL6485) 

 iBlot 2 Dry Blotting System (İnvitrogen) 

 XCell II Blot Module(İnvitrogen) 

 Mezür, Beher, Erlenmayer, balon joje 
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2.2 Materyal ve Yöntem 

2.2.1 Hücre Kültürü 

İnsan DLD-1 hücre çizgisi, American Type Culture Collection'dan elde edildi. 

Hücreler, %10 fetal sığır serumu (FBS) ile desteklenmiş RPMI 1640 ortamında 

kültürlendi ve her 2 günde bir ortam değişiklikleri ile %95 hava ve %5 CO2 içeren 

nemli bir atmosferde 37°C'de inkübe edildi. 

2.2.2 Kimyasal Reaktifler ve Antikorlar 

5-FU, DEVA'dan elde edildi. MDR-1,MRP-1,2,3,6,7,GSTZ1,GSTO1 ve p38 

antikorları Bioss'tan satın alındı. Boster'dan p53, GSTP1, bcl-2 ve kaspaz-3, Santa 

Cruz'dan GSTS1 ve GSTA1 antikorları, GSTM1, GSTK1 ve Cell Signaling'den β-

aktin antikorları, ProteinTech'ten GSTT1 antikorları temin edildi. 

2.2.3 Sitotoksisite için WST Testi 

Hücre canlılığı, Çiftçi ve diğerleri [210], 2013'te tarif edildiği gibi WST-1 tahlili ile 

belirlendi. Hücreler, tedaviden 24 saat önce 48 oyuklu plakalarda kültürlendi. DLD-1 

hücreleri, 5-FU'nun (5 µg/ mL, 2.5 µg/ mL, 1.25 µg/ mL, 0.625 µg/mL) dört farklı 

konsantrasyonunda inkübe edildi. 

Her kuyucuğa WST-1 reaktifi (10 μL) eklendi ve 4 saat inkübe edildi. Plakalar 

hemen bir ELISA Mikroplaka Okuyucusunda (BioTek, ABD) 440 nm ve 630 nm 

referans dalga boylarında okundu.  

2.2.4 Apoptotik ve Nekrotik Hücrelerin Analizi 

Hoechst 33342 ve Propidium iodide (PI) içeren Double Staining Detection Kit 

(Serva, İSRAİL), kültürde apoptotik ve nekrotik hücrelerin tanımlanması için 

kullanıldı. DLD-1 hücreleri (10x103 hücre/kuyu), 48 oyuklu plakalarda, %5 CO2 ile 

nemlendirilmiş atmosferde 37°C'de %10 fetal buzağı serumu ve %1 penisilin-

streptomisin ile desteklenmiş RPMI 1640 ile DMEM içinde büyütüldü. DLD-1 

hücreleri, 24 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda 5-FU’e (0.625-5 ug/ mL) ile 

işlendi. Kontrol grubu sadece hücre ortamı ile tedavi edildi. İnkübasyon periyodu 

sonunda apoptotik hücreler ve FITCH (480-520 nm), nekrotik hücreler floresan 
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mikroskobunda (Fluorescence Inverted Microscope, Leica DMI600, Almanya) DAPI 

filtresi kullanılarak değerlendirildi. 

2.2.5 İmmünsitokimya 

DLD-1 kolon kanseri hücreleri, 6 kez her iki günde bir 2.5 ug mL-1'lik bir 5-FU 

dozu uygulandı. Hücreler tripsin ile uzaklaştırıldı ve sitospin ile hazırlıklar 

tamamlandı. MDR-1, MRP1,2,3,6-7 ilaç direnç proteinleri, GST izozimleri (GSTA1, 

GSTP1, GSTM1, GSTT1, GSTO1, GSTZ1, GSTK1, GSTS1) ve apoptotik 

proteinler(p38,p53,Bcl-2,kaspaz- 3) ifadeler, Koçdoğan ve diğerleri, 2020 tarafından 

tarif edildiği gibi immünositokimyasal boyama ile belirlendi. Antikor şu şekilde 

seyreltildi: GSTA1,1:50; MDR-1 veGSTT1 1:100; s53, 1:200; Bcl-2 ve GSTM1 

1:250; GSTS1 ve GSTO1 1:300; MRP1,2,3,6-7, GSTK1,GSTZ1 ve 

p38,1:500;GSTP1 ve kaspaz-3 1:1000). Patolog eşliğinde; intensitilerine; (0): negatif 

(protein ifadesi yok),  (1+) :hafif şiddette protein ifadesi, (2+): orta şiddette protein 

ifadesi, (3+) : şiddetli boyanma ifadesi şeklinde değerlendirildi. Test edilen 

proteinlerin immünositokimyasal ekspresyon seviyelerindeki değişikliklerin radar 

grafikleri, lisanslı yazılım SigmaPlot13.0 tarafından hazırlandı. 

2.2.5.1 İmmünsitokimya Prosedürü 

 %70’lik alkol (1dk.)  

 dH2O (1dk.) 

 H2O2 blokajı(15dk.) 

 Çeşme suyu(2-3dk) 

 PBS buffer(15dk) 

 Protein Blocking Solüsyonu(10 dk) 

 Aşağıda belirtilen dilüsyonlarda  antikor uygulaması (1 saat) 

 PBS buffer’la 3 kere yıkama (aralarda) 
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 Sekonder antikor (10dk) 

 Streptavidin-peroksidaz kompleksi 

 PBS buffer’la 3 kere yıkama  

 DAB (10dk.) 

 dH2O(1dk.) 

 Hematoksilen(2dk.) 

 Çeşme suyu, dH2O ve lam kapatılır. 

2.2.6 İmmünhistokimya  

2.2.6.1 Hasta Dokularının Toplanması ve Klinik /Patolojik Özellikler 

Çalışmada kullanılacak numuneler 2009-2019 yılları arasında  Keçiöğren Eğitim 

Araştırma Hastanesi’nde tanı alıp ,arşivde parafin blokları mevcut olan , patolog 

tarafından uygunluğu belirlenmiş 46 kolon kanser hastası çalışmaya dahil 

edilmiştir.Çalışmaya dahil edilen hastaların klinik/patolojik özellikleri  şu şekildedir: 

çalışmaya katılan 46 hastanın % 67.39’u erkek, %67.39’u 60 yaş üstü, %58.70 ‘i 

sigmoid kolon yerleşimli,%54.35’i grade2,%47.83’ü evre 3 özelliğine 

sahiptir.Hastalara ait klinik ve patolojik  özelliklerin ayrıntılı bilgisi Çizelge 2.1 ‘de 

verilmiştir.Hastalara ait bloklarından, tissumicroarray  yöntemiyle bloklar 

hazırlanmış;.hazırlanan tissue array bloklarından 4-5µ kalınlığında alınan kesitlerle 

hazırlanan preperatlar, immünhistokimyasal yöntemle boyandı Patolog eşliğinde; 

intensitilerine; (0): negatif (protein ifadesi yok),  (1+) :hafif şiddette protein ifadesi, 

(2+): orta şiddette protein ifadesi, (3+) : şiddetli boyanma ifadesi şeklinde 

değerlendirildi. 
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Çizelge 2.1 Kolon kanser hastalarının klinik ve patalojik özellikleri 

 n=46 % 

Yaş (yıl)   

<60 15 32.61 

>60 31 67.39 

Cinsiyet   

Erkek 26 56.52 

Kadın 20 43.48 

Tümör lokasyonu   

Çıkan kolon 8 17.39 

Transvers kolon 3 6.52 

İnen kolon 8 17.39 

Sigmoid kolon 27 58.70 

Tümör derecesi   

G1 6 13.04 

G2 25 54.35 

G3 15 32.61 

Lenf nodu metastazı   

N0 19 41.30 

N 1-2 27 58.70 

Metastaz   

M0 43 93.48 

M1 3 6.52 

Tümör derinliği   

T1 1 2.17 

T2 3 6.52 

T3 30 65.22 

T4 12 26.09 
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Çizelge 2.1 Kolon kanser hastalarının klinik ve patalojik özelliklerin devamı 

   

TNM evre   

Evre 1 1 2.17 

Evre 2 20 43.48 

Evre 3 22 47.83 

Evre 4 3 6.52 

   

2.2.6.2 Kullanılan Kitler ve Antikor 

 3.3-Diaminobenzidine kromojen kit (GBI Lab) 

 Sitrat Tamponu (Boster) 

 Fosfat Tamponu (Boster) 

 Ksilol (Merck) 

 Alkol (Merck) 

 %3’lük H2O2 (Hidrojen Peroksit) (Boster) 

 SOX 9 (Boster ) :1/300 

 Ki- 67 (Boster):1/300 

 E-kadherin (Leica):1/40 

 Bcl-2 (Boster):1/250 

 p 53(Boster):1/200 

 p 38(Bioss):1/300 

 caspase- 3 (Boster):1/750 

2.2.6.3 İmmünhistokimya Prosedürü 

Belirlenen hasta dokularında her bir antikor için 4-5 μm kalınlığında poly-L-lysin 

kaplı lamlara ince kesitler alındı. Deparafinizasyon için dokular etüvde 70 0C’de 1 

saat, ardından sıcak ksilolde 10 dakika bekletildi. Etüvden çıkarılan preparatlar 



 32 

 

soğuk ksilolde 10 dakika bekletildi. Ardından azalan konsantrasyonlardaki alkol 

serilerinde birer dakika tutuldu. Distile suda 1-2 dakika bekletilen preparatlar 

endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek için 10 dakika H2O2 blokajında tutuldu. 

Çeşme suyunda 5 dakika yıkanan preparatlar PBS (Phosphate Buffer Saline) 

tamponuna batırılıp çıkarıldıktan sonra antijen retrival solüsyonu (Citrate Buffer pH 

6,5, Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, USA) içerisinde düdüklü 

tencerede 3 dakika kaynatıldı. Nonspesifik boyanmanın engellenmesi amacıyla 

protein blocking (SHP125) (ScyTek Laboratories, West Logan, UT, USA) 

solüsyonunda 10 dakika bekletilen preparatlar 1 saat süreyle uygun dilisyon 

oranlarında hazırlanan antikorlarla SOX 9,Ki- 67 , E-cadherin ,Bcl-2 , p 53, p 38, 

kaspaz-3 oda  sıcaklığında bir saat inkübasyona bırakıldı. Ardından preparatlar 3 kez 

PBS tamponuyla yıkandı. Sekonder antikor streptavidin-peroksidaz kompleksinde 

(SHP 125) (ScyTek Laboratories, West Logan, UT, USA) 10 dakika tutuldu. 

Ardından 3 kez PBS tamponuyla yıkanan preparatlar 5 dakika DAB’da 

(3,3'Diaminobenzidine) tutulduktan sonra 1 dakika distile suda yıkandı. 2 dakika 

hematoksilende bekletilen preparatlar çeşme suyunda yıkandı. Ardından artan alkol 

serilerinde 1’er dakika tutuldu, havada kurutulduktan sonra ksilolda 5 dakika 

bekletildi. Son olarak Kanada balzamı ile preparatlar kapatıldı. 

2.2.7 Western Blot Analizi 

2.2.7.1 Protein  Miktar Tayini ve Western Blot İçin Örneklerin Hazırlanması 

Öncelikli olarak ilaç uygulaması yapılmış ve uygulama yapılmamış hücre 

örneklerinden nanodrop verileri kullanılarak içeriğinde 100 µg protein olması için 

örnekten kaç µl alınması gerektiği hesaplandı. Aşağıda verilen oranlara göre örnek 

ve reaktifler eklenerek protein örneklerin total hacim 10 µl olacak şekilde hazırlandı. 

(Çizelge 2.2) 
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Çizelge 2.2 Protein örneklerinin hazırlanması 

 5-Flourouracil 

uygulanmış örnek 

Kontrol   

Örnek 5.9 µl 6.5 µl 

LDS Sample Buffer(4x) 2.5 µl 2.5 µl 

Reducing Agent(10x) 1 µl 1 µl 

Distile H2O 0.6 µl - 

• Hazırlanan örnekler 70 oC’ de 10 dk.  boyunca Thermoboxer 

cihazında denatüre edildi 

• Bu işlemden sonra örnekleri oda sıcaklığına getirmek için  buz 

üzerinde  2dk. inkübe edildi. 

2.2.7.2 Surelock Xcell Dikey Jel Elektroforezi 

• %4-12’lik Bis-Tris Gradient jeli plastik ambalajından çıkarılır, jel kaseti 

üzerinde yer alan beyaz bant sökülür ve kurutma kağıdı üzerine silkelenir. 

• Jel kasetinin alçak kısmı Buffer core ‘a bakacak şekilde  dikey jel tankının 

içine; diğer tarafa diğer jel kasetinin alçak kısmı Buffer core’a bakacak şekilde 

yerleştirilir. Taraklar dikkatlice çıkarılır. 

• Jel sıkıştırma aparatı yerleştirildikten sonra  20X MES ya da 20X MOPS 

Runnig Buffer’dan  25 ml alınıp, üzerine 475 ml distile su eklenerek 1X ‘lık buffer 

elde edilir. 

• Hazırlanan running buffer  önce   buffer core içine kuyucukları 0.5 cm 

geçecek şekilde doldurulur.Sızma olup olmadığı kontrol edilir.Geriye kalan running 

buffer alt buffer odasına konulur. İç buffera 500 ul antioksidan konulur ve 

kuyucuklar mikropipet yardımıyla runnig bufferla yıkanır. 

• İlk kuyucuğa  3 µl See Blue ve diğer kuyucuklara  her bir örnekten 10 µl 

yüklenir. 
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• 150 voltta 35-40 dk’da jel yürütülür. İşlem tamamlandıktan sonra güç 

kaynağı kapatılır,kaset çıkarılır ve bağlantı yerlerinden açılır. 

• Kuyucukların ve jelin alt tarafında kalan jel çıkıntısı jel bıçağıyla 

uzaklaştırılır. 

• İçerisinde distile su bulunan temiz bir kap içerisine  jel dikkatlice alınır. 

2.2.7.3 Iblot Dry Blotting Sistemi ile Western Blotlama  

Cihaz güç kaynağına bağlanır, PVDF kitinde yer alan Anot Stock jelatini çıkarılarak  

plastiği ile  cihaza yerleştirilir. 

• Distile su içerisinde yer elan membran  anot stock üzerine yerleştirilir. kitin 

içerisinde yer alan filtre kağıt  dikkatlice yerleştirilerek distile su ile ıslatılır ve hava 

karcıkları roller yardımıla uzaklaştırılır. 

• Katot stack da jelatini çıkarılarak kurutma kağıdının üzerine yerleştirilir,roller 

yardımıyla hava kabarcıkları giderilir.Cihazın kapağı kapatılır ve 7 dk. beklenir. 

• İşlem tamamlandıktan sonra  membranbir kasete alınır ve  üzerine kurumadan  

10 ml Blocking solutionla 30 dk. muamaele  edilir. 

• 20 ml dH2O ile 5 dk. iki kez yıkanır. 

• 10 ml primer antikor 1 saat veya overnight (β-actin hariç tüm antikorlar.) 

olacak şekilde uygulanır.Antikor dilüsyonları Çizelge 2.3’de verilmiştir. 

• 10ml sekonder  antikor 30 dk. uygulanır. 

• 20’şer ml yıkama solüsyonu  3 ‘er defa 5’er dakika uygulanır. 

• 20’şer ml dH2O 2 ‘şer defa 2’şer dk uygulanır. 

• 5ml kromojenik substrat ile  1-60 dk uygulanır. 

• Uygulamadan  sonra filtre kağıdı kurutulur. 
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Çizelge 2.3 Western blot antikor dilüsyonları 

ANTİKORLAR DİLÜSYONLARI 

MDR-1,MRP-1(Bioss),GSTT1(Protein 

tech),GSTS1(Santacruz),GSTZ1(Bioss) 

p53(Boster),bcl-2(Boster) 

1\500  

MRP2,MRP-3,MRP-6,MRP-7(Bioss), 

GSTA1(Santacruz),GSTM1,GSTK1,GSTO1(Bioss), 

kaspaz-3(Boster),p38(Bioss),β-actin (Cellsingaling), 

1\ 1000 

GSTP1 (Boster) 1\2000 

2.2.8 İstatistiksel Analiz Yöntemleri  

Analizler SPSS 28.0.1 programı kullanılarak yapılmıştır. Kolon kanser dokularında 

apoptotik proteinler (bcl-2,caspase-3,p 53ve p 38);Ki 67, SOX9, E caderin protein 

ekspresyonlarının kolon kanseri prognostik faktörlerle ilişkisi Fisher excat test ile ve 

çalışan antikorların birbirleriyle ilişkisi Spearman korelasyon katsayısı testi ile 

araştırıldı. Sonuçlar p<0.05 için anlamlı olarak kabul edildi. 
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3 BULGULAR  

3.1 Kolon Hücre Hattı  İlaç Dirençliliği ve İmmünsitokimya 

sonuçları 

3.1.1  Hücre Kültürü ve Sitotoksisite 

Elde edilen bulgulara göre, ilaç dozundaki artışa bağlı olarak ilacın sitotoksik etkisi 

artmış ve kanser hücrelerinde % canlılık değerini düşürmüştür. DLD-1 hücrelerine 

uygulanan 5-FU konsantrasyonu arttıkça hücre canlılığı azalır(Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1 Farklı 5-FU konsantrasyonlarında DLD-1'in hücre canlılıklarını ölçmek 

için kullanılan WST-1 testinin sonuçları 

Hata çubukları ± standart hatayı gösterir. 

3.1.2 Apoptotik Nekrotik Hücre Analizi 

Çift boyama sonuçlarına göre DLD-1 hücre hattında uygulanan 5-FU konsantrasyonu 

arttıkça yüzde apoptotik ve nekrotik değerlerin arttığı gösterildi (Çizelge 3.1 )(Şekil 
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3.2, Şekil3.3). Sitotoksisite testi ve çift boyama sonuçları birbiriyle uyumludur ve 

bunlar 5-FU'nun işleyişini ve etkinliğini açıkça ortaya koymaktadır. 

Çizelge 3.1 Farklı dozlarda 5-FU uygulanmış DLD-1 hücre hatlarında Apoptotik / nekrotik indeks 

Konsantrasyon (µg/ mL) % Apoptoz   %Nekroz 

5 5,90 ±2,4 2,55 ±1,2 

2,5 2,57 ±1,6 1,92 ±1,0 

1,25 2,74 ±1,6 0,73 ±0,8 

0,625 1,56 ±0,8 0,69 ±0,6 

Negatif Kontrol 0,74 ±0,7 1,99 ±0,6 

Pozitif Kontrol 9,64 ±2,4  32,14±4,1 
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Şekil 3.2 DLD-1 hücre kültüründe farklı konsantrasyonlarda 5-FU uygulaması sonrası apoptotik 

hücrelerin görüntüleri (200X)  

 

A: 5-FU, 5 µg/mL apoptotik sonuç;B: 5-FU, 2.5 µg/mL apoptotik sonuç; 

C:5-FU, 1,25 µg/mLapoptotik sonuç; D: 5-FU, 0,625 µg/mLapoptotik sonuç; 

E: Negatif kontrol apoptotik sonucu*; F: Pozitif kontrol apoptotik sonucu** 

Nekrotik hücreler propidium iyodür ile kırmızıya boyanmıştır. Oklar, Şekil 3.3'teki bazı nekrotik 

hücreleri göstermektedir. 
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Şekil 3.3   Farklı konsantrasyonlarda 5-FU uygulama sonrası DLD-1 hücre kültüründe nekrotik hücre 

görüntüleri. (200X)  

A: 5-FU, 5 µg/mL nekrotik sonuç; B: 5-FU, 2,5 µg/mL nekrotik sonuç; 

C: 5-FU, 1,25 µg/mL nekrotik sonuç; D: 5- Fu, 0,625 µg/mL nekrotik sonuç; 

E. Negatif kontrol nekrotik sonucu*; F: Pozitif kontrol nekrotik sonuç** 

*Negatif kontrol : 5-FU uygulaması yok  ** Pozitif kontrol: 5-FU 

 

3.1.3 İmmünsitokimya 

İmmünositokimyasal boyama, DLD-1 kanser hücre hattına 5-FU uygulanması 

üzerine ilaca dirençli proteinlerin, apoptotik belirteçlerin ve GST izozimlerinin 

yukarı regülasyonunu gösterdi (Şekil 3.4 ). MRP-2, MRP-3, 6, 7, ilaç uygulanan 

DLD-1 hücre hattında, ilaç uygulanmayan hücre hattına göre daha yüksek 

ekspresyona sahiptir. GSTA1, GSTM1, GSTT1, GSTZ1, GSTK1 ve GSTO1 

proteinleri, ilaç uygulanan DLD-1 hücre hattında, ilaç uygulanmayan hücre hattından 

daha yüksek ekspresyona sahiptir. Apoptotik proteinler olan Bcl-2, kaspaz-3, p38 ve 

p53, ilaçla tedavi edilen DLD-1 hücre hattında, tedavi edilmeyen hücre hattından 

daha yüksek ekspresyona sahiptir. MDR-1, MRP-1, GSTS1 proteinleri, ilaçla tedavi 

edilen DLD-1 hücre hattında, tedavi edilmeyen hücre hattından daha negatif bir 

ifadeye sahiptir (Şekil 3.4) 
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Şekil Çalışmaya konu olan bazı belirteçlerin ekspresyon  

Şekil 3.4 Çalışmaya konu olan bazı belirteçlerin ekspresyon düzeylerinin immünositokimyasal olarak 

saptanması.  

A: 5-FU uygulanmış DLD-1 hücre hattında  (3+) boyama gösteren Bcl-2'nin immünositokimyası 

B:5-FU uygulanmamış DLD-1 hücre hattında (1+) boyama gösteren Bcl-2'nin immünositokimyası 

C:5-FU uygulanmış DLD-1 hücre hattında (3+) boyama gösteren GSTZ1'in immünositokimyası 
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D: 5-FU uygulanmamış DLD-1 hücre hattında (-) boyama gösteren GSTZ1'in immünositokimyası 

E:5-FU uygulanmış DLD-1 hücre hattında (2+) boyama gösteren p53'ün immünositokimyası 

F: 5-FU uygulanmamış DLD-1 hücre hattında (-) boyama gösteren p53'ün immünositokimyası 

 

Şekil 3.5 Test edilen proteinlerin immünositokimyasal ekspresyon seviyelerindeki değişikliklerin 

radar çizimleri.  
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Kontrol (A) ve 5-FU ile tedavi edilen (B) gruplarındaki apoptotik belirteçlerin puanları; kontrol (C) ve 

5-FU ile tedavi edilen (D) gruplarındaki ilaç direnci proteinlerinin puanları; ve kontrol (E) ve 5-FU ile 

tedavi edilen (F) gruplardaki GST izozimlerinin skorları temsil edildi. Radar grafikleri, lisanslı 

SigmaPlot13.0 yazılımı tarafından hazırlanmıştır. 

Apoptotik belirteçlerin tümü, radar grafiğinin taralı alanında önemli bir artıştan 

kaynaklanan kontrole göre 5-FU uygulanmış gruplarda yukarı doğru düzenlenmiştir. 

İlaç direnci proteinlerinin ekspresyonunda dikkat çekici bir artış gözlenmiştir. Ancak 

MDR-1 ve MRP-1, kontrol grubunda olduğu gibi negatif immün boyama 

göstermiştir. GSTS1 hariç tüm GST izozimleri yukarı regüle edilmiş ve ilaç 

uygulanmış  grup için radar grafiğinde daha büyük alan taranmıştır.( Şekil 3.5). 

3.1.4 Western Blot 

β aktini kontrol grubu olarak  kullandığımız  DLD-1 Kolon kanser hücre hattında 

yapılan Western blot analizinde uygulanan MDR-1, MRP1,2,3,6,7,GSTA1  , GSTT1, 

GSTM1 ,GSTO1, GSTS1 ,  GSTZ1 ,GSTK1 , GSTP1  ; P53  ; Bcl-2 ; P38 ; Caspaz-

3  antikorlardan ; MRP-3 ve p38 antikorları  hem kontrol grupların da hem de 5-FU 

uygulanmış örneklerde  western blot ile ekspreyonları gösterilmiştir. β-aktin, MRP-3 

ve p38  antikorları  ile  elde edilen bant görüntüleri Şekil 3.6’da verilmiştir 

 

 

 

 

Şekil 3.6 β-aktin, MRP-3 ve p38  antikorlarının 5-FU uygulama öncesi ve sonrası protein 

ekspresyonlarının western blot yöntemi ile gösterilmesi 
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3.1.5 Kolon Kanser Dokuları ve İmmühistokimya 

3.1.5.1 Bcl-2, p53, p38, kaspaz 3, Ki-67, SOX- 9 ve E-kaderin Ekspresyonlarının 

Prognostik Faktörlerle İlişkisi 

Çalışmamızda 46 kolon adenokanser hastasının dokularınada apoptotik proteinler 

(bcl-2,kaspaz-3, p53 ve p38) ve Ki-67, SOX-9, E-kaderin  protein ekspresyonları 

immünohistokimyasal metod kullanarak incelendi. Elde edilen veriler Fisher excat 

test kullanılarak analiz edilmiştir (p<0.05). Analiz sonuçları çizelge 3.2’de 

görülmektedir. 

Protein ekspresyonları ve klinik parametreler arasındaki analiz sonuçlarına göre; Ki- 

67 ekspresyonu ile yaş, E-kaderin ile grade, p53 ile tümör derinliği arasında 

istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulunmuştur. Diğer prognostik faktörler ve bcl-2, 

kaspaz-3,p38, SOX-9 protein ekspresyonları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

ilişki bulunamamıştır. 

Çizelge 3.2 Klinik parametrelerle immünhistokimya sonuçlarının karşılaştırılması 

  HASTA 

SAYISI 

p53 bcl2 p38 Kaspaz-

3 

E-kaderin SOX-

9 

Ki-67 

YAŞ                 

<60  13 ,094 

  

1 

  

,305 

  

,470 

  

1 

  

,581 

  

,020 

  
≥60  33 

CİNSİYET                 

Kadın  20 ,092 

  

,632 

  

,256 

  

,590 

  

,470 

  

,079 

  

,680 

  
Erkek  26 
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Çizelge 3.2 Klinik parametrelerle immünhistokimya sonuçlarının karşılaştırılması devamı 

LOKALİZASYON                 

Çıkan kolon  8 ,265 

  

  

  

,359 

  

  

  

,635 

  

  

  

,464 

  

  

  

,126 

  

  

  

,214 

  

  

  

,436 

  

  

  

Transvers kolon  3 

İnen kolon  8 

Sigmoid kolon  27 

LENF NODU 

METASTAZI 

                

Var  27 ,743 ,604 ,616 ,665 ,798 ,323 ,976 

Yok  19               

UZAK 

METASTAZ 

                

Var  3 ,436 1,000 ,203 ,118 Hesaplanamadı  ,265 ,636 

Yok  43               

GRADE   ,100 

  

  

,679 

  

  

,386 

  

  

,328 

  

  

,001 

  

  

,260 

  

  

,585 

  

  

G1  6 

G2  25 

G3  15 

TÜMÖR EVRE   ,020 

  

  

  

  

,586 

  

  

  

  

,402 

  

  

  

  

,924 

  

  

  

  

,299 

  

  

  

  

,710 

  

  

  

  

,131 

  

  

  

  

T1  1 

T2  3 

T3  30 

T4  12 
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Çizelge 3.2 Klinik parametrelerle immünhistokimya sonuçlarının karşılaştırılması devamı 

TNM 

EVRELEME 

  ,673 

  

  

  

  

,613 

 

 

 

 

,326 

  

  

  

  

,478 

  

  

  

  

,509 

  

  

  

  

,382 

  

  

  

  

,884 

  

  

  

  

EVRE1  1 

EVRE2  20 

EVRE3  22 

EVRE4  3 

Fisher excat test :p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi (koyu olarak 

işaretlendi). 

3.1.5.2 Bcl-2, p53, p38, kaspaz 3, Ki 67, SOX 9 ve E-kaderin Ekspresyon İlişkisi 

Kolon adenokanser hastasının dokularınada apoptotik proteinler (bcl-2,kaspaz-3, p53 

ve p38) ve Ki 67, SOX9, E-kaderin protein ekspresyonlarının immünohistokimyasal 

sonuçlarının kendi aralarındaki ilişkileri Spearman korelasyon test kullanılarak analiz 

edilmiştir. 

Analiz sonuçlarına göre, p 38 ile p 53 (r sperman = , 332; p<0,05 ), p38 ile bcl-2 (r 

sperman = , 381; p<0,05) proteinleri arasında pozitif korelasyon bulunmuştur. Sox 9 

ile p 53 arasında da (r sperman = , 485; p<0,01) pozitif yönlü ilişki bulunmuştur. 

Diğer protein ekspresyonları arasında; bcl-2 ile p53(r sperman = , 108; p>0,05), kaspaz-

3 ile p53( r sperman = , 011; p>0,05 ), kaspaz-3 ile bcl-2 ( r sperman = -, 149; p>0,05 ), 

kaspaz-3 ile p38 ( r sperman = , 144; p>0,05 ), e-cadherin ile p 53 ( r sperman =- , 055; 

p>0,05 ) ,bcl-2 ( r sperman = , 267 p>0,05 ), p38 ( r sperman = , 212; p>0,05 ), kaspaz-3 ( r 

sperman = -, 239; p>0,05 ); sox 9 ile bcl-2 ( r sperman = , 130; p>0,05 ),p 38 ( r sperman = , 

281; p>0,05 ), kaspaz 3 ( r sperman = , 010; p>0,05 ), e cadherin ( r sperman = , 147; 

p>0,05 ); ki 67 ile p53 ( r sperman = , 118; p>0,05 ), bcl-2 ( r sperman = , 098; p>0,05 ), 

p38 ( r sperman = , 033; p>0,05 ), kaspaz3 ( r sperman = , 029; p>0,05 ), e cadeherin ( r 

sperman = , 167; p>0,05 ). sox 9 ( r sperman = , 096; p>0,05 ) anlamlı bir ilişki 

bulunamamıştır (Çizelge3.3). 
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Çizelge 3.3 Protein ekspresyonların  korelasyonu: p53,bcl-2, p38,kaspaz-3, E- kaderin,SOX-9, Ki-67 

  p53 bcl2 p38 Kaspaz-3 E-kaderin SOX-9 Ki-67 

p53 
- - - - - - - 

bcl-2 
  ,108 - - - - - - 

p38 
,332* ,381* - - - - - 

Kaspaz- 3 
,011 -,149 ,144 - - - - 

E-kaderin 
-,055 ,267 ,212 -,239 - - - 

SOX- 9 
,485** ,130 ,281 ,010 ,147 - - 

Ki-67 
,118 ,098 ,033 ,029 ,167 ,096 - 

 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

(r sperman değerleri tabloda verilmiştir.) 

46 adeno kolon kanserli hastanın hücrelerinde kaspaz-3 apoptotik proteini boyanma 

şiddetlerine göre farklı dağılım göstermektedirler.Kaspaz-3 proteini, kolon  

adenokanser vakalarının; %19,57 (n=9)’sinde negatif, %50 (n=23)’sinde (1+), 

%19,57 (n=9)’sinde  (2+),%8.70 (n=4)’inde (3+) boyanma  göstermiştir Şekil 3.7. 

1vaka değerlendirilememiştir. 
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Şekil 3.7 Kolon adenokanser olgusunda kaspaz-3  ile tümörün boyanması skor (3+) (100x) 

46 adeno kolon kanser hastasının 43’ünde Ki-67 ekspresyonu değerlendirilmiştir. 

Kolon adenokanser vakalarında Ki-67; %6,52 (n=3) negatif, %67,39 (n= 31) vaka 

(1+), %19,57 (n=9) vaka (2+) boyanma ekspresyonu göstermiş, vakaların hiçbirinde 

(3+) boyanma gözlenmemiştir (Şekil 3.8).  
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Şekil 3.8 Kolon adenokanser olgusunda Ki-67  ile tümörün boyanması skor( 1+) (200x) 

p 53 ile boyanma yoğunluğuna göre kolon adenokanser 46 vakanın, % 36,96 

(n=17)’sinde negatif boyanma, % 23,91(n=11) (1+) boyanma,% 8,70 (n=4)’inde (2+) 

boyanma,%30,43 (n=14)’ ünde (3+) boyanma gözlenmiştir (Şekil 3.9). 
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Şekil 3.9 Kolon adenokanser olgusunda p53  ile tümörün boyanması skor (3+) (200x) 

E -kadherin ile boyanma yoğunluğuna göre kolon adenokanser vakalarının %23,91 

(n=11)’i negatif, %36,96 (n=17) (1+) boyanma, %10,87 (n=5) (2+) boyanma 

göstermiş,  13 vaka değerlendirilememiş, (3+) boyanma gösteren vaka olmamıştır 

(Şekil 3.10). 
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Şekil 3.10 Kolon adenokanser olgusunda E-kadherin ile tümörün boyanması skor( 2+) (100x) 

46 adeno kolon kanser hastasının 43’ünde SOX-9 ekspresyonu değerlendirilmiştir. 

Kolon adenokanser vakalarında SOX-9; %21,74 (n=10) negatif, %23,91 (n= 11) 

vaka (1+), %28,26 (n=13) vaka (2+), %19,57 (n=9) vaka (3+) boyanma ekspresyonu 

göstermiştir. 

bcl-2 ile boyanma yoğunluğuna göre 46 kolon adenokanser vakasından 42’si 

değerlendirilmiştir. % 80,43’ü (n=37) negatif, % 10.87’si (n=5) (1+) boyanma 

gözlenmiştir. Vakaların hiçbirinde (2+) ve (3+) boyanma gözlenmemiştir. 
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4 TARTIŞMA ve SONUÇ 

Kanser üzerine yapılan çalışmalarda genellikle genetiği değiştirilmiş laboratuvar 

organizmaları, ksenograftlar, birincil tümörler, parafine gömülü örnekler, tümör 

birincil hücre kültürleri veya temel olarak kanser hücre dizileri kullanılır [211]. 

Bunlar arasında, özellikle ilaç araştırmaları için hücre hatları, kolay kullanımları, 

manipüle edilmeleri ve moleküler olarak karakterize edilmeleri nedeniyle daha iyi bir 

alternatif olarak ortaya çıkmaktadır. Karakterizasyon hayati önem taşır çünkü 

hücresel metabolizma açısından kanserin karmaşıklığı hakkında bilgi edinmemizi 

sağlar. Bu sayede yeni antikanser ilaçları geliştirmek, var olanların etki 

mekanizmasını anlamak ve farklı kanser türlerinde direnç/duyarlılık paternlerini 

ortaya çıkarmak mümkün olabilecektir [212]. 

Kolon kanseri hücre dizileri, 5-Fluorourasil gibi DNA sentezinde işlev gören 

enzimleri inhibe ederek hücre proliferasyonunu önleme kabiliyetine sahip ilaçlara 

karşı daha duyarlı olduğundan, kanser hücre hatları kemoterapötik ajanlara karşı 

çeşitli tepkilere ve direnç seviyelerine sahiptir ve son 50 yılda kolorektal kanserli 

hastalar için önemli bir kemoterapötik olarak kullanılmaktadır [213]. 

Bazı kanser türlerinin farklı ilaçlara direnci veya duyarlılığı, araştırmacıları yeni 

biyolojik belirteçleri keşfetmeye ve test etmeye zorlar veya terapötik yanıtla ilişkili 

çeşitli sinyal yolları üzerinde çalışmalarını sağlar [214].  p53, p38, Bcl-2, Bax ve 

kaspaz ailesi gibi yaygın ve popüler apoptotik belirteçler, hücrelerin durumunun ve 

bunların bir ilaç aktif bileşenine karşı tepkisinin değerlendirilmesinin ölçütleridir. 

Tez çalışmamızda, apoptotik proteinler Bcl-2, p53, p38 ve kaspaz-3, kontrol 

hücrelerine göre 5-FU'ya maruz kalan DLD-1 kolon kanseri hücrelerinde daha 

yüksek ekspresyon göstermiştir. Literatürde Bcl-2 [215], p53 [216], p38 [217] ve 

kaspaz-3 [218] için benzer sonuçlar bildirilmiştir. 5-FU ile muamele edilmiş DLD-1 

hücre hattı için, p38 MAPK'nın inhibisyonunun kolorektal kanser hücrelerini 

öldürmek için 5-FU'nun etkinliğini artırabileceği bulunmuştur [219]. 
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Farklı p53 ve Bax durumlarına sahip 8 farklı kolon kanseri hücre hattında 5-FU ile 

indüklenen apoptoz direnç çalışmasında,;Bcl-2, Bcl-xL ve Bax seviyelerinin, kolon 

tümör hücrelerinin çoğunun, p53 durumlarından bağımsız olarak uzun süreli 5-FU 

tedavisine direncinin belirlenmesine katkıda bulunabileceği kaydedildi [220]. Bcl-

2'nin aşırı ekspresyonunun, mide kanserli hastalarda 5-FU, ADM ve MMC gibi 

kemoterapi ilaçlarının etkinliğinin kaybı ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [221]. 

Kanser hücre hatlarının karakterizasyonu, Çoklu İlaç Direnç domainleri ve Çoklu 

İlaç Direnç Proteinlerinin varlığı ve çeşitliliği (MRP'ler), antikanser ilaç testlerinde 

önemli bir yer teşkil etmektedir. MDR'ler [222] ve MRP'ler [223-225] gibi 5-FU ile 

tedavi edilen kolorektal kanser hücre dizilerinde bu proteinlerin yukarı 

regülasyonunu belirten raporlar vardır. 

Glutatyon S-transferazlar, ilaç metabolize eden enzimlerin önemli üyeleridir ve 

kanser ilerlemesinde ve kemorezistansta rolleri vardır. Antikanser ajanın tümör 

hücresine girmesiyle birlikte GSH düzeyi, GST enziminin fizyolojik substratı ve 

GST ekspresyonu genellikle artar. Literatürde tümör hücrelerinde spesifik MRP'ler 

ile GST izozimlerinin koordineli bir şekilde artması sonucu bazı kemoterapötik 

ajanlara karşı direnç geliştirdiklerini belirten kayıtlar bulunmaktadır[226,227]. 

Yapılan tez çalışmasında, DLD-1 hücreleri üzerinde 5-FU uygulaması, kontrol 

grubuna kıyasla GSTA1, GSTT1, GSTM1, GSTO1, GSTZ1, GSTK1, GSTP1, 

MRP2,3,6,7 ifadelerinde eşzamanlı bir artışa yol açtığı ortaya konmuştur. Hücre 

proliferasyonu ve hücre ölümünde sinyal yollarının aracıları olarak GST izozimleri, 

özellikle GSTP1 oldukça önemlidir [228]. GSTP-1'in susturulması, SNU-407 kolon 

hücrelerinin antikanser ajan 5-florourasil'e karşı duyarlılığını arttırdığı ve bunun da 

GSTP-1'in kolon kanseri için klinik olarak yararlı bir biyobelirteç ve kolon kanseri 

önleyici ilaçlar için bir hedef olabileceğini gösterdi [229]. Bazı GST izozimlerinin 

aşırı ekspresyonu, kolon kanseri hücre hatları üzerinde yapılan çalışmalarda rapor 

edilmiştir [230-234]. Bu çalışmalardan bazıları da hem ilaç direnç mekanizmalarını 

hem de bunların GST izozimleri ile ilişkilerini belirlemeyi amaçlamıştır. Bu sayede 

kolon kanserinde direnci tersine çevirebilecek ve kemoterapinin başarısını 

artırabilecek yeni mekanizmaların ortaya çıkarılması mümkün olacaktır. 
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5-FU uygulamasından sonra DLD-1 kolon kanseri hücre hattında GST ekspresyonu 

5-Florourasil almayan gruptan daha yüksekti. Bildiğimiz kadarıyla, bu, kolorektal 

kanser hücrelerinin yüksek etkili 5-Fluorourasil kemoterapötik ilacına kısa süreli 

yanıtında, tüm sitoplazmik GST izozimleri ile korelasyon içinde bazı ana apoptotik 

belirteçlerin ve ilaç dirençlilik proteinlerinin ifadelerindeki değişiklikleri sunan ilk 

çalışmadır. Bu proteinlerin kolorektal kanserde 5-FU ilaç direnci gelişimindeki 

rollerini tam olarak belirlemek için farklı hücre dizileri ile daha ileri çalışmalar 

yapılması gerektiğini düşünüyoruz. 

Kolorektal kanser, tümörün başlaması ve ilerlemesi ile ortaya çıkan genetik ve 

epigenetik olaylardan patogenezinin etkilendiği bir hastalıktır. Moleküler 

heterojenitenin neden olduğu bireysel hasta prognozunda ve kemoterapiye yanıtta 

büyük farklılıklar vardır. Tümör evrelemesinin ötesinde klinik sonucu tahmin 

edebilen ve tedavi seçimini bilgilendirebilen belirli biyobelirteçler tanımlanmıştır. 

[235]. Malignitede görülen kontrolsüz hücre proliferasyonu, artmış proliferasyon 

ve/veya azalmış apoptozun sonucu olabilir. Apoptotik fonksiyon veya kontroldeki 

anormallikler, kolorektal kanser patogenezinde katkıda bulunan olaylar olarak 

tanımlanmıştır[236]. Şu anda literatürde kolorektal kanserde apoptozun prognozu 

hakkında bir fikir birliği yoktur[237]. 

Apoptoz mekanizmalarından biri kaspazların kademeli aktivasyonu ile 

gerçekleşir[238].179 kolon kanser hastasının histolojik örnekleri ile yapılan 

çalışmada; TdT-mediated X-dUTP yöntemi ile ölçülen daha düşük apoptotik 

indeksin ve kaspaz-3'ün daha düşük immünhistokimyasal ekspresyonunun, daha kısa 

hastalıksız sağkalım ve genel sağkalım ile ilişkili olduğu gösterilmiştir[239]. Sheren 

vd. (2022) 50 kolorektal kanserli hastayla yaptıkları çalışmada, kaspaz 3 ekspresyonu 

ile T evresi, lenf nodu metastazı, arasında anlamlı bir negatif korelasyon gösterirken 

(p<0.001) ; lenfo vasküler invazyonu ile anlamlı bir ilişki bulamamışlardır[240]. 

Kolorektal kanserli hastalarla yapılan başka bir çalışmada; Ki67 ve kaspaz-3 

immünoreaktivitesinin kötü prognoz ile ilişkili olduğu ortaya konmuştur [241]. 

Doksan üç evre II ve III kolon kanserli hastadan alınan tümör dokusundan oluşan 

doku mikrodizilerinin (TMA) immünohistokimya ile analiz edildiği çalışmada, 

şaşırtıcı bir şekilde, düşük aktif kaspaz-3 seviyelerine sahip hastalarda  (özellikle 
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5FU bazlı adjuvan kemoterapi alan hastalarda belirgindi) hastalıksız sağkalım 

süresinin arttığı belirlenmiştir[242]. 

Tez çalışmamızda, kaspaz 3 ekspresyonunun yaş, cinsiyet gibi demografik ,klinik ve 

histopatolojik özellikler açısından  anlamlı bir ilişkisi bulunamamıştır. HCT116 

kolon hücreleri ve kaspaz 3 nakavt hücrelerle (CASP3KO) yapılan invitro  

çalışmada, ebeveyn HCT116 hücreleri ile karşılaştırıldığında, artan E-kadherin 

ekspresyonu, azalmış N-kadherin ekspresyonu ve buna bağlı epitel mezankimal geçiş 

(EMT) fenotipinin azalmasına neden olduğu görülmüştür. Böylece, CASP3KO 

hücreleri ,kontrol hücrelerinden önemli ölçüde daha az istilacı ve radyasyona ve 

mitomisin C'ye daha duyarlı oldukları ortaya konmuştur. İnvivo da ise, CASP3KO 

hücrelerinin, kontrol hücrelerine benzer oranlarda tümörler oluşturduğu, ancak 

radyoterapiye önemli ölçüde daha duyarlı oldukları belirlenmiştir. Bu nedenle, 

kaspaz-3'ün terapötik hedeflemesi, kanser hücresinin kemoterapi ve radyoterapiye 

duyarlılığını arttırmakla kalmadığı gibi, aynı zamanda kanser hücresi istilasını ve 

metastazı da engellediği yapılan çalışmayla ortaya konmuştur [243]. 

p53 proteinini kodlayan TP53 geni, kanser oluşumunu baskılama işlevi görür. Kanser 

baskılanmasına aracılık etmek için p53, spesifik DNA yanıt elemanlarına bağlanır ve 

hücre döngüsü durması, DNA onarımı, apoptoz, yaşlanma, otofaji, ferroptoz ve 

metabolizma süreçlerinin bir veya daha fazlasında yer alan genlerin ekspresyonunu 

indükler [244,245]. Mekanizmalarda meydana gelen sorunlar hücreyi kansere ve 

kanserleşmiş hücrede kötü prognoza neden olurlar. 

Kırkbir kolorektal karsinom olgusunda PCNA, Ki-67 ve p53 ekspresyonunun 

immünohistokimyasal olarak gösterildiği çalışmada adenokarsinomlarda, PCNA ve 

Ki-67 antikorları ile tespit edilen tümör proliferatif aktivitesi, tümör derecesinin 

adenokarsinomlarda, bu tümörlerin farklılaşması ile p53 pozitif oranı arttığı ortaya 

konmuştur[246].  

Wang vd.(2017) kolorektal kanserde p53 pozitifliğinin prognostik değerini 

araştırdıkları  retrospektif çalışmada; p53 pozitif ve negatif, karsinoembriyonik 

antijen ≥5 ng/mL (p = 0.036), tümör farklılaşma derecesi (p = 0.026), patolojik 

tümör evresi (p = 0.019), patolojik lenf nodu evresi (p = 0.037) ile = 0.004), patolojik 

tümör düğümü metastazı evresi (p =0.017), sinir istilası (p = 0.008) ve damar istilası 
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(p = 0.018) ile ilişkilendirildi. Tümör bölgesi, tümör boyutu ve patolojik patern bu iki 

grup arasında anlamlı farklılık göstermedi. p53 pozitif grupta hastalıksız sağkalım ve 

genel sağkalım, p53 negatif gruptan önemli ölçüde daha kısa olarak belirlendi 

(sırasıyla p = 0.021 ve 0.025) [247]. 

ECG(Epicatechin gallate)' nin SW480 kolon kanseri hücre hattı üzerindeki invitro 

antikanser etkilerinin araştırıldığı çalışmada AKT/fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) 

ve mitojenle aktive olan protein kinazlar ( MAPK'ler) ve bu süreçlerde p53'ün rolü 

araştırılmış, p38, p21 ve p53’ün birlikte aktive oldukları apoptotik sürecin 

gerçekleştiğini göstermişlerdir. Tez çalışmamızda da p53 ve p38’in 

ekspresyonlarının  birbirleriyle pozitif korelasyonu (<0,05) ortaya konmuştur. Bu da 

p53 ve p38’in apoptotik yolakta birlikte çalıştıklarını gösteren bir çalışma olmuştur 

[248]. 

 Albayrak vd. (2014), 50 kolorektal karsinom olgusuna ait operasyon materyalleri 

Hastaların %100’ü p53 ile nükleer ve %78’i c-erbB-2 ile sitoplazmik ve membranöz 

boyanma göstermiştir. p53 overekspresyonunun patolojik evre, lenf nodu metastazı, 

anjiolenfatik invazyon, tümör derece ve diferansiyasyonu ile anlamlı derecede 

(p<0,005) ilişkili olduğu saptandı. c-erbB-2 ekspresyonu histolojik tip ve lenfositik 

infiltrasyon ile korele iken, tümör boyutu, tümör büyüme paterni, tümör 

lokalizasyonu, evre, lenf nodu tutulumu, lenfatik invazyon ile korele 

bulunmadı[249]. Tez çalışmamızda da p53 ve tümör evresi anlamlı derecede 

(p<0,05) ilişkili olduğu bulunmuş, bulduğumuz bu sonuçlar Albayrak ve 

arkadaşlarının sonuçlarını da destekler niteliktedir. Bu sonuçlar p53 ‘ün 

immünohistokimyasal ekspresyonunun hastaların seyrini görmede değerli 

olabileceğini düşündürmüştür. 

Bcl-2, mitokondriyal membran fonksiyonunu stabilize eden ve böylece apoptozu 

önleyen proteinleri kodlayan anti-apoptotik etkiye sahip bir proto-onkogendir[250]. 

Çoğu kolonik adenom, neoplastik epitelyum boyunca anormal durumlarda Bcl-2 

proteinini eksprese ederken, neoplastik olmayan polipler düzenli Bcl-2 

ekspresyonuna sahiptir. Bu şekilde, Bcl-2'nin aşırı ekspresyonu, hiperplastik epitel ve 

adenomlar arasındaki geçişe katkıda bulunur. Kolorektal karsinomlarda Bcl-2 protein 

ekspresyonu, normal mukozadakinden daha fazladır, ancak adenomlardakinden daha 

azdır [251,252].  
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Kolorektal kanserde Bcl-2'nin prognostik-prediktif kapasitesini sistematik olarak 

değerlendirmek için farklı databaselerden alınan 7658 hasta içeren 40 makaleden 

elde edilen verilerde meta analiz uygulanan çalışmada, Bcl-2 aşırı ekspresyonunun, 

özellikle Avrupa ve Amerika'dan gelen ancak Asyalı olmayan hastalarda ve 

ameliyattan önce herhangi bir adjuvan tedavi almamış hastalarda genel sağ kalım 

(OS) prognozu ile anlamlı şekilde ilişkili olduğunu göstermiştir. Son olarak, mevcut 

sonuçlar, bcl-2 proteininin ekspresyonunun yüksek farklılaşma derecesi ve A/B 

Duck’s Evrelemesi  ile ilişkili olduğunu göstermiştir[253]. 

Zeestraten vd. (2013),  Bcl-2 protein ailesi ile ilgili belirteçlerin prognostik 

uygunluğunu tanımlayan 55 çalışmadan,  38 çalışmada, Bcl-2'nin ifadesi 

immünohistokimyasal olarak incelenmiştir. Bu 38 çalışmanın sadece 9'unda 

istatistiksel olarak kanıtlanmış bir prognostik önemi belirlenmiştir. Tüm 

çalışmalarda, Bcl-2'nin yukarı regülasyonu, hastalıksız, genel veya nükssüz sağkalım 

için gösterildiği gibi daha iyi sağkalım ile ilişkiliydi. Bu veriler, Bcl-2'nin anti-

apoptotik işlevi ile çelişmektedir. Yukarı regüle edilmiş Bcl-2 ekspresyonun, daha 

agresif bir tümör fenotipinin bir belirteci olma olasılığı daha yüksek olmalıdır[254]. 

Moleküler proteinler hücre içinde farklı ya da aynı yolaklarda etkilerinin 

gösterebilirler. PMC (antifungal ajan)  uygulanmış   HCT-16 kolon hücre hattında 

p53'ten bağımsız(p53−/−) transkripsiyonel Bcl-2 aşağı regülasyonu ve p38 sinyali, 

PMC-A'nın neden olduğu apoptozda anahtar modülatör olaylar olduğunu 

düşünmüşlerdir [255]. Bizim çalışmamızda da kolon kanser dokularında Bcl-2 ve 

p38 arasında anlamlı bir ilişki olduğunu belirledik. (p<0,05).Bu da p38 ve Bcl-2’nin 

apoptotik yolakta etkileşimli çalıştıkları düşüncesini desteklemektedir. 

p38, hücre proliferasyonu, farklılaşma, stres yanıtı, apoptoz ve hücre göçü ve hayatta 

kalma dahil olmak üzere çoklu hücresel fonksiyonları, çok sayıda substrat ile 

etkileşime girerek düzenleyen çok görevli bir kinazdır. [256,257]. p38'in anti-

tümörijenik rolüne dair deneysel kanıt sağlayan çok sayıda çalışmaya rağmen, 

diğerleri bu kinazın hayatta kalmayı, göçü veya tümör hücrelerinde stres ve 

kemoterapötik ajanlara karşı direnci artırarak kanseri desteklediğini göstermektedir 

[258]. 
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Fun vd. evre I-III'deki 316 kolorektal kanser hastasına ait dokularda, Fosforillenmiş 

p38 (p-p38) ekspresyonunu, doku mikroarray ve immünohistokimya boyaması 

kullanılarak değerlendirdikleri çalışmalarında; kolorektal kanser dokularında p-

p38'in aşırı eksprese (%48.1 (152/316) edilirken, buna karşın normal bitişik epitelde 

düşük veya eksik eksprese edildiğini bulmuşlardır. P-p38 hastalık ilerlemesinin 

düzenlenmesinde çok önemli bir rol oynadığı ve tümör prognozu ile korelasyon 

gösterdiği belirlenmiştir[259].  

 

 SRY- Box Transkripsiyon Faktör (SOX), kanserde prognostik ve diagnostik 

faktörler olarak kabul edilmektedir [260]. Hem adenomlarda hem de 

adenokarsinomlarda normal kolon dokusundan önemli ölçüde daha yüksek SOX9 

protein ve mRNA seviyeleri gösterdiği ve doku verileriyle uyumlu olarak, genellikle 

insan kolorektal kanser hücre hatlarında SOX 9’un, normal kolon mukozasından 

daha yüksek seviyede ifade edildiği ortaya konmuştur[261]. 

Kolonda, SOX9 bağırsak epitelinin proliferatif kompartmanında lokalizedir ve epitel 

homeostazının yönetimi için Wnt/β-katenin sinyallemesinde aşağı akışta yer alır 

[262]. 

Doku  mikroarray teknolojisini kullanarak her bir belirteç için immünohistokimyasal 

analizler gerçekleştirildiği, 1290 Norveçli kolorektal kanser hasta serisinde, üç WNT 

sinyali ile ilişkili protein, b-katenin, E-cadherin ve SOX9'un prognostik değerinin 

araştırıldığı çalışmada; membranöz veya sitozolik β-katenin kaybı ve sitozolik E-

kadherin protein ekspresyonu kaybı, standart klinikopatolojik yüksek risk 

parametrelerinden bağımsız olarak majör rezeksiyon uygulanan 903 hastada  (722 

değerlendirilebilir doku çekirdeği)  düşük 5 yıllık sağkalım ile önemli ölçüde ilişkili 

bulunmuştur. Sitozolik E-kaderin  kaybı olan evre II hastalar bağımsız bir beş yıllık 

sağ kalım için yüksek riskli alt grup olarak tanımlanmış, SOX9 ile prognoz arasında 

ilişki bulunamamıştır[263]. Erken evre (evre I-II)  kolorektal kanser tanılı 90 

Mekisikalı hasta dokusunda ve HTC-19 hücre hattında yapılan çalışmada, yüksek 

SOX9 ekspresyonunun tümörijenezde önemli bir rol oynayabileceğini ve klinik evre 

II hastaların ileri T-evreleri ile ilişkili olabileceğini, ancak nükssüz sağkalım ile 

ilişkili olmadığını göstermiştir [264]. 
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SOX9 ve β-katenin ekspresyonunun, QPCR ve western blot metodlarıyla gösterildiği 

kolorektal kanser çalışmasında,TNM evre III veya IV'ün artan tümör 

tomurcuklanmasını (≥15), yüksek histolojik derece ve güçlü SOX9 ekspresyonunun 

olumsuz bir genel sağkalım ile önemli ölçüde ilişkili olduğu  ortaya konuldu (p < 

.01) [265]. 

Evre II primer kolon kanserli yüz kırk dört hastada, immümhistokimya ile 

değerlendirilen SOX9 ekspresyonun, yüksek SOX9 seviyeleri düşük nüks riskini 

tahmin ederken, düşük SOX9 seviyeleri yüksek nüks riskini belirlediği ortaya 

konulmuş. SOX9’un, kişiselleştirilmiş tedavi için nüks riskini değerlendirirken bir 

biyobelirteç olarak önemli bir değere sahip olabileceği belirtilmiştir [266]. 

Ullah vd.(2022) yaptıkları çalışmada; Transkripsiyon Faktörü 9 (SOX9),  geni ve 

ürünlerini kolon kanseri için bir teşhis belirteci ve terapötik hedef olarak geliştirmek 

için kolorektal kanser örneklerinde farklı biyoinformatik araçlarla incelenmiştir. 

Öncelikle, bu genin normal numunelere kıyasla farklı kolorektal kanser dokularında 

yukarı doğru düzenlendiği (log2 FC>4) gösterilmiştir. Kanserli ve normal kolon 

dokuları arasındaki immünohistokimya verileri, kolorektal kanser numunelerinde 

normal numunelere göre SOX9 proteinin daha yüksek ekspresyon gösterdiği ortaya 

konulmuştur [267].Tez çalışmamızda, SOX9 ve prognostik faktörler açısından 

istatistiksel olarak anlamlılık yoktu, ancak SOX9 ve p53 ekspresyonu arasında 

istatistiksel olarak anlamlılık bulunmuştur.  

 Bir transmembran glikoproteini olarak, E-cadherin çeşitli epitel dokularında yaygın 

olarak dağılır ve kalsiyumun katılımıyla benzer hücreler arasında yapışmaya aracılık 

eder[268]. Azaltılmış E-kadherin ekspresyonunun, genellikle kanser ilerlemesinde 

rol oynayan epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) olarak bilinen hücresel bir sürecin 

ayırt edici özelliği olduğu bildirilmiştir[269]. Son çalışmalarda, E-cadherin 

ekspresyon kaybının, kolon kanseri invazivliğiyle ilişkili olduğunu belirtilmiştir 

[270]. Bu durum nadiren gen mutasyonlarına bağlanır; posttranslasyonel 

mekanizmalar E-cadherin ekspresyon düşüklüğünün temel nedeni olarak 

belirtilmiştir [271,272]. 

Meta-Analiz çalışmasında, kolorektal kanserde düşük veya kayıp E-cadherin 

düzeylerinin Asyalı hastalarda kötü prognoz ile korele olduğunu ancak Avrupalı 
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hastalarda böyle olmadığını bildirilmiştir [273] . 59 hastayı araştıran bir çalışmada, 

E-kadherin negatif taşlı yüzük hücreli adenokarsinom hastalarında daha düşük 

sağkalım oranları ile karşılaştırıldığında, E-kadherin pozitif taşlı yüzük hücreli 

adenokarsinomlu hastalarda istatistiksel olarak anlamlı daha yüksek bir sağkalım 

olduğu bildirilmiştir [274]. E-cadherin bariyerini modüle eden kaderin 

komplekslerinin diğer üyelerini dahil etmek ve kolondaki sinyal fonksiyonları, 

hastalığın başlaması ve ilerlemesi ile daha iyi bir ilişki sağlamak için  gereklidir . 

Ki-67, G0 hücre döngüsü fazı hariç hücre döngüsünün tüm fazlarında (G1,S, G2 ve 

mitoz) saptanır ve mitotik indeksin ve bölünen hücrelerin fraksiyonunun iyi bir 

belirteci olarak kabul edilir[275]. Bu nedenle Ki-67 ekspresyonunun seviyesi büyük 

prognostik bir öneme sahiptir. 

1800 kolorektal kanserli hastada tissue microarray üzerinde immünohistokimya ile 

Ki-67 ekspresyonu analiz edildiği ve sonuçların klinikopatolojik ve moleküler 

parametrelerle karşılaştırıldığı çalışmada; yüksek Ki-67 ekspresyonu, düşük tümör 

evresi (p<0.0001) ve nodal durum (p=0.0315) ile ilişkili bulunmuştur. Ancak tümör 

derecesi (p=0.8639), histolojik tümör tipi (p=0.1542) ve tümör lokalizasyonu ile 

ilişkili olmadığı ortaya konmuştur. Yüksek Ki-67 ekspresyonu, yüksek seviyeli 

nükleer β-katenin ve p53 ekspresyonu ile de anlamlı şekilde ilişkili olduğu ortaya 

konmuştur. Kolorektal kanserde,yüksek Ki-67 ifadesinin iyi klinik sonuç ile ilişkili 

olduğunu gösterilmiştir. Ki-67, p53 ve β-katenin aşırı ekspresyonu, kolorektal kanser 

ile bağlantılı gibi görünmektedir ve yüksek proliferatif aktivitenin bir hücresel 

durumunu gösterir.Ki-67’nin prognostik biyobelirteç olarak kullanılabileceğini 

şiddetle önermektedirler[276]. 

CD34 ve Ki67, normal dokularda zayıf bir şekilde eksprese edilir, ancak malign 

tümör dokusunda bol miktarda eksprese edilir ve CD34 ve Ki67'nin tümör 

anjiyogenezi ile ilişkisinin neden olduğu tümör metastazını kolaylaştırır[277]. 

Bu araştırma, kolorektal kanserin pT3, G2'sinde proliferatif proteinlerin (PCNA, Ki-

67, MCM-2) ekspresyonunun, lenf nodu metastazlarının gelişimini gösterebileceğini 

ve Bcl-2 proteini tarafından inhibe edilen apoptozun eylemi artırabileceğini 

düşündürmektedir[278]. 
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Luo  vd. yaptığı çalışmada, yüksek Ki-67 ekspresyonunun, kötü genel sağkalım ve 

hastalıksız sağkalım ile önemli ölçüde ilişkili olduğu gösterilmiştir; bu, yüksek Ki-67 

ekspresyonunun kolorektal kanser hastalarının kötü prognozu için değerli bir tahmin 

yöntemi olarak hizmet edebileceğini gösterir[279]. Dharmayuda vd.[280] kolorektal 

kanserde Ki-67 ekspresyonunun prognostik yönlerinin değerlendirildiği 

çalışmada,Ki-67 düzeyleri ile tümörün klinik evresi (p=0.316), histopatolojik 

derecesi (p=0.183) ve tümörün bölgesel lenf düğümlerine yayılımı (N) (p=0.573) 

arasında istatistiksel bir ilişki bulunamadı. Tez çalışmamızda da  Ki-67 ile tümörün 

klinik evresi, histopatolojik derecesi ve lenf düğüm yayılımı ile istatsitksel bir ilişki 

bulunmamıştır. Ancak Ki-67 ekspresyonu ve yaşarasında anlamlı bir ilişki 

bulunmuştur. 

Çok sayıda çalışma, bu genin ifadesinin kolorektal kanser için kötü bir prognostik 

faktör olarak etkileri olduğunu göstermiştir. Kolorektal kanserde kötü prognostik 

faktör olarak <%25 eşik değeri ile Ki-67 kullanmıştır[281]. Bununla birlikte, diğer 

birkaç çalışma, Ki-67 ekspresyonunun hayatta kalma süresini uzatan bir prognostik 

faktör olarak değerlendirmiştir.Kolorektal kanserde elde edilen Ki67 ekspresyonunun 

diğer malignitelerden farkı hala iyi bilinmemektedir. Daha büyük datalarla yapılacak 

çalışmalarla Ki 67 ve prognostik faktörlerle ilişkisi araştırılmalıdır. 

Sonuç olarak, Bcl-2, p53, p38, kaspaz-3, Ki-67, SOX-9 ve E-kaderin  protein 

ekspresyon ilişkileri incelendiğinde analiz sonuçlarına göre, p 38 ile p 53, p38 ile 

bcl-2, SOX-9 ile p 53 arasında istatistiksel olarak anlamlı pozitif yönlü ilişki 

bulunmuştur. Protein ekspresyon ilişkilerinin incelenmesi; kanser oluşumu, prognozu 

gibi aşamalarda bu proteinlerin yolaklardaki birlikte etkilerinin ortaya konulmasında 

önemlidir. 

TNM evrelemesi, tümör derinliği, tümör derecesi, lenf nodu metastazı, uzak 

metastaz, tümör lokalizasyonu, yaş ve cinsiyet klinik parametreleri ile bcl-2, kaspaz-

3, p53, p38, Ki-67, SOX-9 ve E-kaderin proteinlerinin prognostik değerini 

değerlendirmek için  46 kolon adenokanser vakası ile yaptığımız çalışmada; Ki- 67 

ekspresyonu ile yaş, E-kaderin ile tümör derecesi, p53 ile tümör derinliği arasında 

istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulunmuştur. G2 vakalarında, E-cadherin 

ekspresyonu %54,35 ile en yüksek ekspresyon değerine sahiptir. Yüksek tümör 
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derecelerinde (G2/G3) E-kaderin düşük eksprese edilmiştir. Bu durum kolon kanser 

vakalarında kötü prognozla ilişkilendirilmiştir. 

Çalışma bulgularımız E-kadeherin, p53 ve Ki-67 ekspresyonlarının kolon kanserinde 

prognostik önemi olduğunu ortaya koyarken, literatür   desteklemiştir. Bcl-2, p38, 

kaspaz-3 ve SOX-9 protein ekspresyonlarının klinik parametrelerle karşılatırıldığında 

istatistiksel olarak prognozu belirlemede yeterli olmayacakları ortaya konmuştur. 

Ancak  kolon kanserinde bu proteinlerin prognostik öneme sahip olduğunu gösteren 

bir çok literatür bulgusu vardır. Niceliksel  olarak daha büyük vaka grupları ile 

çalışma yapılması çalışılan proteinlerin kolon kanserindeki prognostik etki 

derecelerinin belirlenmesinde daha net bulgular elde edilebileceğini düşünmekteyiz. 
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