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KOLON KANSERİ HÜCRELERİ ÜZERİNE TİMOKİNON VE 5-

FLUOROURACİLİN TERAPOTİK ETKİSİNİN IN VITRO VE IN VIVO 

ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Kanser, dünya çapında önemli bir halk sağlığı sorunudur. Kolon kanseri, gelişmiş 
ülkelerde kadınlarda ve erkeklerde sırasıyla 2 ve 3. sırada yer alan en yaygın görülen 
kanser türlerinden biridir. Kolon kanserinde rutin tedavi olan 5-Fluorouracil’in (5-FU) 
%30 başarısı alternatif tedavi yöntemleri arayışına neden olmuştur. Son yıllarda 
bitkisel kaynaklı doğal etken maddelerin kanser tedavisi üzerinde etkileri yanında 
konvansiyonel tedavilerle kombine edilmesi ile ilgili araştırmalar yoğunlaşarak 
sürmektedir.  

Bu çalışmada amacımız, rutin tedavide kullanılan 5-FU ile Nigella sativa’nın etken 
maddesi Timokinon’nun (TQ)  kolon kanseri üzerine kombine tedavisinin sitotoksik, 
genotoksik, apoptotik ve anti-kanser etkilerinin in vitro ve in vivo yöntemlerle 
araştırılması ve olası etki mekanizmaların aydınlatılmasıdır. 

Kolon kanser hücrelerine (LoVo) ilk olarak transfeksiyon ile Lusiferaz geni transfekte 
edildikten  sonra hücre kültürü ortamında  farklı konsantrasyonlarda TQ, 5-FU ve 
kombinasyonlarına maruz bırakıldı. 24 saat inkübasyondan sonra ATP yöntemiyle 
luminometrik olarak sitotoksisite, comet assay yöntemi ile DNA hasarı, luminometrik 
yöntem ile hücre içi glutatyon düzeyi, florometrik yöntem ile mitokondriyal membran 
potansiyeli, akridin turuncusu/etidyum bromür boyası ile floresans mikroskopta 
apoptoz, annexin V-FITC boyası ile akış sitometrisinde apoptoz, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin ekspresyonu western blot yöntemiyle çalışıldı. Kontrol, TQ, 5-
FU ve kombine olmak üzere beş grup nude fareye transfekte LoVo hücreleri zenograft 
yöntem ile subkutan olarak enjekte edildi.  3 hafta sonra oluşturulan tümörlerin 
tedavisine geçilip, yalnız TQ, yalnız 5-FU ve kombine gruplarına 3 hafta boyunca 
tedavi uygulandı. Tedavi sonucunda in vivo canlı hayvan görüntüleme sistemi ve 
kumpasla tümör boyutları ölçüldü. Ayrıca tedavi bitiminde alınan kanlarda oksidatif 
stres ve enflamasyon belirteçleri incelendi. Alınan doku örneklerinde de büyüme 
faktörleri ve vaskülerizasyon belirteçleri incelendi. 

In vitro ortamda LoVo hücreleri üzerinde TQ ve 5-FU ile yapılan tekli terapiye göre 
kombine terapilerin, tekli tedaviye göre düşük dozlarının sitotoksisiteyi, DNA 
hasarını, apoptozu ve hücre içi reaktif oksijen türlerinin düzeylerini arttırırken, 
mitokondriyal membran potansiyelini ve glutatyon düzeylerini düşürdüğü tespit 
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edilmiştir. Ayrıca anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonu düşerken apoptotik 
proteinler Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9, P-53 ve P-21’in protein ekspresyonu artmıştır. 
Zenografik yöntemle oluşturulan in vivo kolon kanserinde ise kombine tedavinin tekli 
terapilere göre daha etkili olduğu bulunmuştur. Tümör boyutu küçülürken, dokuda 
TGFβ1 düzeyi ve vaskülerizasyon belirteci VEGF düzeyleri azalmıştır. Tedavi sonrası 
alınan plazmalarda pozitif kontrole göre oksidatif stres düzeyleri düşmüştür. 

Elde ettiğimiz veriler, rutin tedavide kullanılan 5-FU yanında bitkisel kökenli TQ’nun 
kombine kullanımının hem in vitro hem de in vivo oluşturulan kolon kanserinde anti-
tümör etkilerini arttırdığını ve tedaviye bağlı yan etkileri azalttığını göstermektedir.    

Anahtar Kelimeler: Timokinon, 5-Fluorourasil, kolon kanseri, IVIS



 
 

 
 

xx

INVESTIGATION OF IN VITRO AND IN VIVO THERAPOTIC EFFECT OF 

THYMOQUINONE AND 5-FLUOROURACIL ON COLON CANCER CELLS 

SUMMARY 

Cancer is a major public health issue worldwide. In developed countries, colon cancer 
is the 2nd most common observed type of cancer in women and the 3rd most common 
in men. The 30% success of 5-FU, which is a routine treatment for colon cancer, has 
led the researchers to seek different treatment modalities. Therefore, plant-derived 
natural substances have become the target of a significant amount of attention. In 
recent years, increasing efforts have been made to discover the effects of combined 
plant-derived substances with conventional therapy methods on cancer.  

This study aimed to investigate the cytotoxic, genotoxic, apoptotic, and anti-cancer 
effects of thymoquinone – the active ingredient of Nigella sativa – and 5-Fluorouracil 
in combination against in vitro and in vivo colon cancer while illuminating possible 
action mechanisms. 

Initially, Luciferase transfection was performed in LoVo colon cancer cells to which 
TQ, 5-FU, and combinations of different concentrations were given, and they were 
incubated for 24 hours. Luminometric cytotoxicity by ATP method, DNA damage by 
comet assay, luminometric intracellular glutathione level, fluorometric mitochondrial 
membrane potential, apoptosis by fluorescence microscopy with acridine 
orange/ethidium bromide dye, apoptosis in flow cytometry by annexin V-FITC dye, 
expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins with western blot method have 
been investigated. Transfected LoVo cells have been injected subcutaneously to five 
groups of nude mice for the following: control, TQ, 5-FU, and combined. 3 weeks of 
treatment with TQ, 5-FU, and combined therapy have been initiated 3 weeks after the 
injection. At the end of this period, tumor size was measured with the IVIS device and 
caliper. Also, oxidative stress and inflammation markers were examined in blood and 
growth factors, and vascularization markers were examined in tissue samples at the 
end of the treatment. 

Compared to the monotherapy with TQ and 5-FU on colon cancer, combined treatment 
has been found in low doses to increase cytotoxicity, DNA damage, apoptosis and 
intracellular reactive oxygen species in the cell culture studies, while decreasing 
mitochondrial membrane potential and glutathione levels. Also, the expression of 
apoptotic proteins Bax, Caspase-3, Caspase-9, p53, and p21 increased while the anti-
apoptotic protein Bcl-2 expression decreased. Combination therapy was found to be 
more effective than mono therapies in vivo colon cancer, which was formed by the 
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xenographic method. While tumor size decreased, TGFβ1 levels and VEGF levels – a 
vascularization indicator – were decreased in the tissue. In the plasma taken after 
treatment, oxidative stress levels decreased compared to the positive control group. 

According to the data obtained through this study, in colon cancer TQ has been found 
to increase the anti-tumor properties of the routine therapy of 5-FU in vitro and in vivo 
while diminishing the side effects profile. 

Keywords: Thymoquinone, 5-Fluorouracil, colon cancer, IVIS 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

1.1 Problemin Tanımı ve Önemi 

Kolorektal kanser (KK), 2018 yılında dünyada beş yıllık sağkalımı %50- 55’lerde 

olan; akciğer, karaciğer, meme ve prostat kanserinden sonra en sık rastlanan 

malignitedir. Metastatik kolorektal kanserin primer metastaz yeri karaciğerdir ve 

kansere bağlı ölümlerin ilk sebebidir. Metastatik kanserlerin biyolojik özellikleri 

tümörden tümöre değişmesinin yanında mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Tedavide kullanılan anti-neoplastik ilaçların yan etkisinden dolayı farklı tedavi 

yollarının aranmasına neden olmuştur ve ilk akla gelen bitkisel kaynaklı etken 

maddelerin tedavide kullanılabilirliğidir. Bitkisel kaynakların içerdikleri yüksek fenol 

ve flavanoid içerikli bileşikler anti-oksidan moleküller olmalarına rağmen, ortamda 

serbest demir ve bakırın varlığında yüksek dozlarının pro-oksidan etki göstermesi, 

kanser tedavisi için bir seçenek oluşturmaktadır. Son yıllarda kanser tedavisinde 

kullanılan kemoteraporiklerin etkinliğini artırmak ve yan tesirlerini azaltmak için,  

kullanılan kemoterapötik ilaç ile birlikte fitoterapötik etken maddelerin 

kombinasyonlarının birlikte verilmesi ile ilgili çalışmalar yapılmaktadır. 

 
1.2 Araştırmanın Amacı 

Bu çalışmanın amacı, Dünya ve Türkiye genelinde sıklığı açısından önemli yeri olan 

kolorektal kanser üzerine çörek otunun etken maddesi olan timokinon ve rutin tedavide 

kullanılan anti-neoplastik bir ajan olan 5-fluorourasil’in kombine tedavisinin anti-

tümör etkilerini, in vitro hücre kültür çalışmalar ile birlikte, transfekte hücrelerin 

transgenik nude farelere zenograft ile oluşturulan in vivo kolorektal kanser modelinde 

etkinliğini göstermektir. 
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1.3 Araştırmanın Hipotezleri 

Projemizin hipotezini şu şekilde açıklayabiliriz: “Kolon kanserinde timokinon ve 5-

fluorourasil’in kombine tedavisi sinerjik etki yaratarak düşük dozda yüksek anti-tümör 

etki gösterir. 

İleri sürdüğümüz bu hipotezimizi doğrulamak için hedeflerimizi aşağıdaki şekilde 

sıralayabiliriz. 

o İlk olarak insan metastatik kolon kanser hücre hattına (LoVo) Lusiferaz gen 

(Luc) transfeksiyonu yapılması 

o Transfekte LoVo (LoVo-Luc+) hücre hattına tekli ve kombine bir şekilde 

uygulanan timokinon ve 5-flourourasil’in sitotoksik, genotoksik ve apoptotik 

aktivitelerinin incelenmesi 

o Transgenik nude farelere LoVo-Luc+ hücrelerin zenografik olarak enjekte 

edilmesi ve tümör oluştuktan sonra canlı hayvan görüntüleme sistemi  (IVIS)  

ile görüntülenmesi. 3 hafta boyunca tekli ve kombine bir şekilde timokinon 

ve 5-flourourasil tedavisi yapılıp tümör boyutlarının görüntülenmesi 

o Kombine tedavide etkinliğinin in vitro ve in vivo olarak incelenmesi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Hücre Döngüsü ve Kanser 

2.1.1 Hücre yaşam döngüsü 

Hücrenin interfaz (bölünmeye hazırlık) ve mitoz (bölünme) evrelerinin birbirini takip 

ettiği süreç hücre yaşam döngüsüdür. Bu fazlar G1, S, G2 ve M’dir. Bölünme sürecinin 

ilk fazı G1, bölünmenin sonlanması ile DNA sentezinin (S) başlangıcı arasındaki 

sürece interfaz denir. Bu evrede DNA sentezine gerekli olan protein sentezleri ve 

aktivatörler için hazırlık yapılır. DNA sentez fazında (S) replikasyon yapılır ve 

kromozom sentezi tamamlanıp hücre diploid özellik kazanır. Süreç tamamlandıktan 

sonra hücre mitoza hazırlık evresi olan G2 fazını başlatır. Bu süreçte mikrotübüller 

sentezlenir. Bir sonraki faz olan mitoz (M)’da ise karyokinez (nükleus bölünmesi) ve 

sitokinez (sitozol bölünmesi) gerçekleşir (Şekil 2.1). Kardeş kromatitlerin 

birbirlerinden ayrılarak mikrotübüller vasıtasıyla farklı kutuplara taşındığı evre bu 

evredir [1, 2]. 

 

Şekil 2.1 : Hücre yaşam döngüsü ve fazları. 
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2.1.2 Hücre yaşam döngüsü kontrolü 

Hücre proliferasyonu, yaşamın en temel faaliyeti olduğundan iyi korunmuş bir 

mekanizma ile düzenlenmelidir. 2001 yılında, üç farklı türdeki hücre döngüsünün kilit 

düzenleyicilerinin keşfi için Nobel ödülü verildi: bir maya olan Saccharomyces 

cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe ve bir denizkestanesi olan Arbacia ile olan 

hücre döngüsü çalışmaları Nobel ödülü getirdi [3]. Bu keşifler bir araya geldiğinde, 

hücre döngüsünün ana düzenleyici proteinleri olan siklin ve siklin bağımlı kinazın 

(Cdk) önemini ortaya çıkardı. Bugün, birkaç siklin kompleksi hücre döngüsünün farklı 

aşamalarının düzenleyicileri olarak tespit edilmiştir. Ayrıca, yıllar boyunca bir 

düzineden fazla siklin ve siklin bağımlı kinaz tanımlanmıştır [4]. 

Memeli hücrelerinde en az iki siklin G2 fazında bulunur: Siklin A2, ekspresyonu S 

fazının başlangıcında indüklenir ve siklin B1 üretimi mitotik giriş öncesi G2'de 

indüklenir. Aynı zamanda, her iki siklin ile kompleksler oluşturabilen iki Cdk vardır: 

Cdk2-Siklin A kompleksi olarak S fazının ilerlemesi için gerekli olan Cdk2 ve Cdk1-

Siklin B kompleksi olarak mitozun tetiklenmesi için gerekli olan Cdk1’dir. Bazı 

organizmalarda Cdk-Siklin A, mitozu [5] teşvik etmek için gerekli olmasına rağmen, 

insan hücrelerinde önemi hala tartışılmaktadır.  

Hücre döngüsü düzenlemesinin önemli bir özelliği, periyodik olarak gerçekleşmesinin 

gerekmesidir. Bir döngü, başkasının başlaması için bitmelidir. Bir aşama diğerinden 

önce gelmeli ve ilerleme tek yönlü olmalıdır. Bu, Cdk aktivitesinin bir osilatörü olan 

siklinlerin üretim ve indirgenmesi ile gerçekleştirilir [6]. Bu mekanizma, hücre 

döngüsünün düzenlenmesinde ve hücre döngüsünün yeniden başlatılmasında protein 

bozulmasını önemli bir yere koyar [7].  

Günümüzde mitoz ve interfazda çok önemli fonksiyonlar oynayan,  siklinler ve siklin 

bağımlı kinaz komplekslerinin aktivitesini daha da düzenleyen, artıran veya 

baskılayan daha fazla hücre döngüsü düzenleyicisi ortaya çıkmıştır. Tüm hücre 

döngüsü düzenleyicileri, belirli bir ekspresyon düzeyine sahip sağlam bir sistem 

oluşturan ileri besleme ve geri besleme döngüleri ile birbirine çok bağlıdır [8]. 

Özellikle yakın zamanda tanımlanmış iki kinaz familyası, hücre döngüsü 

düzenlemesinde rol oynamaktadır: Polo benzeri kinazlar ve Aurora kinazlar. Her ikisi 

de mitozda mutant fenotiplerden isimler almıştır. İlgili araştırmalar hala devam 

etmektedir.  
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2.1.3 Genetik kararsızlık ve kanser 

Kanser, hücrede genetik değişikliklerin birikmesinden kaynaklanan bir hastalıktır. 

Çevresel karsinojen (kimyasallar, virüsler, radyasyonlar) maruz kalmak, tüm insan 

kanserlerinin en az %80'inin oluşumuna katkıda bulunur [9]. DNA hasarına maruz 

kalmayı takiben bir hücre için üç olası sonuç vardır: (a) hücre hasarı onarabilir; (b) 

hücre ölebilir veya (c) hasarlı DNA'nın replikasyonuyla sonuçlanan kalıcı bir 

mutasyonla hayatta kalabilir. 

DNA hasarı, G1/S veya G2/M geçişlerinde hücre çoğalması, DNA replikasyonu veya 

kromozom ayrılması sırasında meydana gelen hataları gidermeye izin verir [10]. P53 

proteini, G1'de hücre döngüsünün durmasıyla hasarlı DNA'nın tamirine izin vermek 

için bir kontrol noktası görevi görür [11]. Genomik bütünlüğün korunmasında rol 

oynayan genler - örneğin DNA uyumsuzluğu onarım genleri, p53 ve BRCA1 - aynı 

zamanda “koruyucu” genler olarak da adlandırılır. DNA hasarlarına karşı koruma 

sağlayan hücresel mekanizmalardaki kusurlar, genetik dengesizliği arttırır, bu nedenle 

genetik hataların birikmesine neden olur ve sonuçta tümör gelişmesine neden olabilir. 

Etkisizleştirme mekanizmaları kalıtımsal değişiklikler, edinilmiş mutasyonlar ve 

epigenetik olaylar olabilir. 

 
2.2 Kolorektal Kanser 

Kolorektal kanserin (KK) %75’i kolonda meydana gelirken %25’i de rektumda 

meydana gelmektedir (Şekil 2.2). 2019 yılı verilerine göre dünyada (başta Amerika, 

Avrupa, Kore, Çin, Avustralya ve Yeni Zelanda olmak üzere) kadınlarda meme 

kanserinden sonra en çok görülen ikinci büyük kanserken, erkeklerde prostat ve 

akciğer kanserinden sonra en çok görülen üçüncü büyük kanserdir. Gelişmiş 

ekonomiye sahip ülkelerde kadınlarda meme, kolorektal ve akciğer kanseri; erkeklerde 

de prostat, akciğer ve kolorektal kanser en çok görülen kanserlerdir. Gelişmekte olan 

ülkelerde ise, kadınlarda meme, serviks ve akciğer kanseri ilk sıraları alırken, 

erkeklerde ise akciğer, karaciğer ve mide kanseri en çok görülen kanserlerdir [12, 13]. 

Kansere karşı erken bilinçlenme, yaşam tarzının düzeltilmesi, ileri tanı teknikleri 

kullanarak erken teşhis ve tedavi ile KK insidansı Amerika ve Avrupa’da düşerken, 

dengesiz beslenme, alkol, sigara kullanımı ve obezite gibi nedenlerden dolayı Asya ve 

Ortadoğu’da artmaktadır.  
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Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) 2018 verilerine göre, 2018 

yılında kanser kaynaklı ölümlerin %8,3’ü KK nedenli ve 5 yıllık sağ kalım oranı dünya 

genelinde %64,5 olarak belirtilmiştir [14]. 

İnsanlarda KK gelişimi genetik ve çevresel faktörlere dayanır. KK tanısı alan 

hastaların %30’a kadar yakınında ailesel kanser hikayesi vardır ve bu durum da genetik 

faktörleri işaret etmektedir. Genetik geçişli KK’yı 2 başlığa ayırabiliriz; a) Kalıtsal 

nonpolipozis kolorektal kanser (KNPKK): %5-10 ve b) Ailesel adenomatöz polipozis 

(AAP): %2 [15].  

KK’nın yapılan çalışmalara göre birçok risk faktörü vardır. Bunlar, 45 yaşın üstünde 

obezite, inaktif bir fiziksel yaşam, alkol ve sigara kullanımı, düşük kalsiyum ve 

vitamin alımı, yoğun bir kırmızı et tüketimi, tahıllı ve lifli gıdalarla beslenmeme, 

meyve ve sebze tüketiminden kaçınma, polip ve KK geçmişi, aile hikayesi, diyabet 

öyküsü, crohn ve ülseratif kolit gibi enflatuvar bağırsak sorunu yaşamış olanlar yüksek 

KK riskini taşırlar. Literatürde asetilsalisilik asit (Aspirin) gibi nonsteroid anti-

enflamatuvar ilaçların düzenli kullanımında KK riskini azaltan çalışmalar olmasına 

rağmen bu ilaçlar mide kanamasını tetiklediğinden dolayı KK’nın profilaktif 

tedavisinde önerilmemektedir. Ayrıca KK’lı kadınlarda östrojen ve progesteron ile 

hormon tedavisi yapılmasını gösteren çalışmalar mevcut olmasına rağmen meme 

kanseri, miyokardiyal enfarktüs ve inme gibi riskleri olduğu için tedavide 

önerilmemektedir [14]. 

 

Şekil 2.2 : Kolorektal kanser. 
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2.2.1 Kolorektal kanser epidemiyolojisi 

KK, dünyadaki değişik coğrafi bölgelerde farklı oranlarda rastlanan bir kanser türüdür. 

Endüstrinin geliştiği Amerika ve Avrupa’da hem ortalama yaşam süresinin artması 

hem de diyet ile çevresel faktörler insanlarda KK riskini arttırmaktadır [16].   

İnsanların düşük riskli bölgelerden yüksek riskli bölgelere göç etmesi KK’ya 

yakalanma risklerini arttırmaktadır. Çünkü çevresel faktörler ve diyet bu değişen 

coğrafi koşullardan kaynaklanmaktadır.  

Sporadik KK gelişiminde yaş en önemli risk faktörüdür. İnsidans 45 yaşından sonra 

artmaya başlar, olguların neredeyse %95’i 50 yaş ve sonrasıdır [16]. 

KK prevalansı dünya genelinde 13-14/100.000’tür. Rektum kanserinde beyaz ırk 

ağırlıklıyken, kolon kanserlerinde ırk ve cinsiyet farkı yoktur [17]. 

Dünyada 1980’lerin ortalarına kadar KK’ya yakalanma oranı artarken 1990’a 

yaklaştıkça bu oranda bir yavaşlama ve gerileme eğilimine girilmiştir. Bunun nedeni 

toplumun bilinçlenmesi, kanser tarama, düzenli beslenme ve yaşam şekli ile varolan 

poliplerin çıkartılması olarak belirtilmiştir [18]. 

Kolorektal kanser gelişme riski, ilerleyen yaşla birlikte artar. Hastalık tanısı alan 

kişilerin %90'ından fazlası 50 yaşından büyüktür ve tanı sırasındaki ortalama yaş 

64'tür. ABD’de, 75 yaşından büyük popülasyondaki en yaygın kanserdir. 65 ile 85 yaş 

arası insanlarda KK gelişme riski genç popülasyona göre 6 kat fazladır [19]. 

70 yaş ve üstü hastalarda KK’nın tanısı erken evrede olurken, 40 yaş gibi daha genç 

hastalarda ise geç tanı ve agresif seyir izlenir [20]. 

 
2.2.2 Kolorektal kanser etiyolojisi 

KK vakalarının neredeyse tamamı adenokarsinomlardır. Adenokarsinom kökenlilerin 

dışındaki tüm tümörler toplamın sadece %3-5’ini oluşturur. Skuamöz karsinomlar 

%35-40 ve kolonun karsinoid tümörleri ise %30-35 arasında görülür. Anal kökenli 

transizyonel tümörler, çekum ve rektum kökenli lenfomalar (%15 - primer) ile 

sarkomalar (%5 - kaposisarkom, leyimiyosarkom ve leyimyom) ve melanomlar (%2) 

çok az görülür. Granüler mybolastom, nörofibrom,  hemanjiyon ve lenfanjiyom ise 

çok nadir görülmektedir [21]. 
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KK genellikle yavaş ve uzun vadede gelişim gösterir. Kanser meydana gelmeden önce 

rektum ya da kolonun iç katmanlarında doku kökenli kanser olmayan polipler gelişir. 

Bu anormal gelişen polipler benign ya da malign olabilir.  Bu tamamıyla polibin türüne 

göre değişim göstermektedir. Adenokarsinom kökenli gelişen KK rektum ve kolonda 

mukus üreten glandula hücrelerinden gelişim gösterir. Karsinoid kökenli gelişen 

KK’da bağırsaktaki hormon üreten hücrelerden köken alır. Stromal tümörlerde ise 

kolon duvarında hücreler farklılaşarak malign ya da benign olarak gelişir. İnsidansı 

düşük olan sarkomalar ve lenfomalar bağ dokudan ve immün sistemden köken alarak 

rektum ve kolona ulaşabilirler [22]. Lynch sendromu, ailevi kolon polipozis ve 

herediter adenom sendromu gibi bazı KK’lar haricinde bu kanser genetik kökenli 

değildir. KK gelişim riski adenom sayısı ve büyüklüğü ile doğru orantılıdır. 

Rezeksiyon sonrası bu oran azalmaktadır. Kolondaki ülseratif kolit, crohn ya da 

idiyopatik bağırsak hastalıkları gibi enflamatuvar hastalıklar adenom gelişimi için 

yüksek bir risk oluşturur. Ayrıca kript sayısındaki azalma, düzensizlik, nükleus 

genişlemesi gibi değişimler kolon mukozasında displazik sonuçlar doğurmaktadır 

[23]. KK’da rezeksiyon sonrası tekrar gelişim oranı %10-12’dir. Radyasyon KK için 

bir risk faktörüdür. Radyoterapi sonrası gelişen KK’da karakteristik özellik yüksek 

miktarda müsin üretmesidir [24]. 

Yapılan çalışmalarda kalori ve lipit bakımından düşük, fiber ve lif bakımından yüksek 

diyetle beslenen kişilerde kanser gelişim riskinin az olduğu gösterilmiştir. Diyetteki 

lipit miktarı kolona gelen safra asidini arttırmakta ve bunun bir tetikleyici faktör 

olduğu düşünülmektedir [25].  

 
2.2.3 Kolorektal kanser risk faktörleri 

KK gelişimindeki risk faktörleri arasında; çevresel faktörler, aile öyküsü, diyet, 

adenom-karsinom öyküsü, yaş ve enflamatuvar bağırsak hastalığı gibi durumlar 

sayılabilir (Şekil 2.3) [26]. 
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Şekil 2.3 : Kolorektal kanser risk faktörleri. 
 
2.2.3.1 Diyet 

Diyetlerinde yağ tüketimi düşük olan toplumlarda KK görülme oranı azdır. KK 

görülme sıklığı yüksek olan Avrupa ve Amerika’da günlük kalorinin yarısından fazlası 

yağdan karşılanırken, görülme oranı düşük olan toplumlarda günlük kalorinin sadece 

%10-15’i yağdan karşılanmaktadır.  

Diyetle alınan yağlar karaciğerde safra asidi ve kolesterol sentezinde artışa neden olur. 

Kolonda bulunan bakteriler ise bu safra asidini ve kolesterolü sekonder metabolitlere 

ve toksik metabolitlere dönüştürür. Bu çıkan metabolitler kolon mukozasında hasar 

yaparken aynı zamanda epitel hücrelerin proliferasyonunu arttırır. Son yapılan 

çalışmalar tavuk ve balık eti yerine kırmızı et tüketen toplumlarda KK insidansının 

arttığı gözlenmiştir [27-29]. 

Epidemiyolojik çalışmalar KK riskinin sebze ve meyve gibi lifli gıdaların tüketimi ile 

azaldığını göstermiştir. Diyetle alınan lif, gaita hacmini ve buna bağlı olarak geçiş 

hızını arttırarak intraluminal karsinojenlerin mukoza ile temasını azaltır. Ayrıca lifli 

gıdalar, bağırsakta metabolize olan sekonder safra asitlerini ve kolesterol 

metabolitlerinin konsantrasyonunu azaltarak zararlı etkilerini minimize eder [30, 31].  
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2.2.3.2 Aile öyküsü 

Kolorektal karsinoma genellikle sporadik, kalıtsal veya ailesel olmak üzere 3 

paternden oluşur. KK tanısı almış vakaların %70-75’ini sporatik KK’lar, %20-25’ini 

de aile öyküsü olan vakalar oluşturur. Bir hasta, 60 yaşından önce kolon kanseri veya 

kolon polipleri ile teşhis edilmişse ya da akrabalarında kolon kanseri ve öyküsü varsa 

kolon kanseri öyküsü olduğu kabul edilir. Literatürde bazı çalışmalarda, birinci derece 

akrabalarda kolon kanseri olmasının sonuçları ya risk içermemekte ya da 6-8 kat daha 

fazla risk içermekte gibi uyumsuz veriler içermektedir [32-35].St. John ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, KK tanısı alan 7493 birinci derece yakını olan 

523 kişide kanser tanısı yapılmıştır [36]. 

Yapılan çalışmalar KK risk oranının, ailede bir kişide varsa 1,8 kat, ailede iki kişide 

varsa 5,7 kat olduğu sonucuna varmıştır. Ayrıca etkilenen aile üyelerinin 55 yaşından 

küçük olması riski 3 kat, 45’ten küçük olması riski 5 kat arttırmaktadır.  

Ayrıca araştırmalar kanser riskinin cinsiyet, hastalık bölgesi ve kanser türünden 

bağımsız olduğu sonucunu göstermiştir. Ailesel KK için genetik mutasyon olup 

olmadığını belirleyen birçok çalışma yapılmıştır; özellikle Aşkenazi Yahudileri’nde 

görülen ailesel kolon kanseri patogenezini anlamaya odaklanılmıştır [37, 38]. 

Avrupa Yahudi kökenli bireylerin yaşam boyu KK risklerinin %10-15 olduğu 

bildirilmektedir. Laken ve arkadaşları, KK teşhisi konan Aşkenazi Yahudileri’nin 

%10-12’sinde I1307K APC germline mutasyonu tanımlamışlardır. Bu mutasyona 

sahip sağlıklı bireylerde KK’ya yakalanma riski %18 ile %30 arasındadır [39-41]. 

 
2.2.3.3 Ailesel adenomatoz polipozis (AAP) 

Kalıtsal KK’ların %5-10’unun nedeni prevalansı artan kalıtsal polipozis sendromları 

ya da kalıtsal polipozis olmayan kolon kanseriyle ilişkilidir. Ailesel adenomatoz 

polipozis, kalıtsal polipozis sendromlarının en çok ve belirgin gözlenen türüdür.  KK 

tanısı alan tüm hastaların %1 ile %2'sinde mevcut olduğu düşünülmektedir. Ailesel 

adenomatoz polipozis ile ilişkili genetik mutasyon, 5C21 kromozomunun uzun 

kolunda yer alan bir tümör baskılayıcı gen olan APC geninde bir germ hattı 

mutasyonudur. APC geni, kolonik neoplastik progresyonun “kapı koruyucusu” olarak 

adlandırılır ve kolon hücrelerinde apoptozu destekler.  
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Hücre sinyal transdüksiyonunu ve büyümesini düzenler, β-katenin kaynaklı hücresel 

proliferasyonu engellediği düşünülen mikrotübül proteinin sentezinde görev alır [42]. 

Böylece, APC geninde kesilmiş bir proteinle sonuçlanan bir mutasyon apoptozu önler 

ve β- katenin uyarılmış hücre büyümesine izin verir. APC işlevine sahip olmayan 

hücrelerin hızlı büyümesi, bir adenomatoz polipin malign hale gelme olasılığını 

arttırır. Ailesel adenomatoz polipozis otozomal dominant özelliktedir ve 

gastrointestinal sistemde özellikle kolon boyunca binlerce adenomatop polip ile 

karakterize edilir. Kolondaki polipler genellikle yaşamın erken dönemlerinde ortaya 

çıkar ve hastalar 16 ile 60 yaşları arasında klinik semptomlar gösterebilir. Erken 

profilaktik kolektomi uygulanmazsa, etkilenen tüm bireylerde 40 yaşına kadar KK 

geliştirir. Sieber ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, kromozomda bulunan ve 

KK ile bağlantılı bir temel eksizyon onarım geni olan MYH’ın ailesel adenomatoz 

polipozis fenotipine sahip olan ve APC germline mutasyonunun saptanamadığı 

hastalarda %7-8 oranında mutasyon taşıdığı bildirilmiştir [43].  

APC geninde bir germ hattı mutasyonu içerdiği bilinen diğer sendromlar, Gardner 

sendromu ve Turcot sendromudur. Gardner sendromu, mandibula ve kafatasının 

osteomları, dermoid tümörler ve mezenterik fibromatoz gibi ekstrakolonik bulgular ile 

karakterizedir. Çalışmalar, kolon adenomatozisi, duodenal polipozis ve Gardner 

sendromu ile bağlantılı olan kolon ve mide kanseri riskinin Ailesel adenomatoz 

polipozisle aynı olduğunu göstermiştir [44-46]. 

 
2.2.3.4 Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPKK) 

Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanserli hasta, AAS gibi çok sayıda polip 

içermez. Bu sendroma aynı zamanda Lynch sendromu denir ve kolorektal kanserin 

%5-10’unu oluşturur. Bu hastalık otozomal dominant olarak kalıtımsaldır ve çeşitli 

DNA tamir genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Kontrol edilemeyen ve 

düzeltilemeyen mutasyonlar sonucunda KK gelişimi hızlanır. Tamir genlerinin 

germline bölgelerindeki mutasyonlar hastaların %90’ından fazlasında bulunmuştur. 

Bu mutasyonlar hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH3 ve hMSH6. HMSH2 ve 

hMLH1 gen bölgelerinde bulunmaktadır [47, 48]. 
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Tanı koymada ortalama yaş 40-50 arasındadır ve hastaların sağ taraflı kolonik kanser 

gelişim olasılığı daha yüksektir. Ayrıca, senkron veya meta-senkron lezyonlar 

geliştirme riski de vardır. HNPKK’lı aileleri tanımlamak için Amsterdam kriterleri 

uygulanır. Bu kriterlere göre, kanser 50 yaş öncesinde teşhis edilmeli, AAP dışlanmalı, 

tümör patoloji ile doğrulanmalı ve ailede en az üç akraba kanserden etkilenmelidir. 

 
2.2.3.5 Kolonik polipler 

Son zamanlarda yapılan çalışmalara göre kolonik adenomatoz polip öyküsü olan 

hastalarda yüksek oranda KK’ya yakalanma riski olduğu gösterilmiştir [49, 50]. 

Kolorektal polipler iyi huylu veya kötü huylu olabilir; iyi huylu polipler arasında 

hamartomalar, hiperplastik, enflamatuvar ve mukozal vardır. KK, tübüler, tübülovillöz 

ve villöz adenomlar olmak üzere üç histolojik varyantı olan adenomatöz poliplerden 

kaynaklandığı iyi bilinmektedir. Tübüler adenomlar, adenomatoz poliplerin%75-85'ini 

temsil eder ve malignite tespitinde <%5 şansı vardır. Tübülovillöz adenomları 

poliplerin %10-15'ini temsil eder ve genellikle %20-25'inin bir malignite 

oluşturduğunu gösterir.  

Villöz adenomlar kalan poliplerin %5-10'unu oluşturur ve bu poliplerin%35-40'ı 

maligndir. Villöz poliplerde büyüklük ve sayı malignite riskiyle doğru orantılıdır. 2 

cm'den daha büyük poliplerin >%40 malign olma olasılığı vardır ve şiddetli displazili 

poliplerin %35'inin tam eksizyondan sonra malign olduğu bulunmuştur. Poliplerde 

adenomdan karsinomaya dönüşümün 10 yıl sürdüğü ileri sürülmüştür [51, 52]. 

KK’nın çoğunun adenomlardan kaynaklandığına dair doğrudan bir kanıt 

bulunmamakla birlikte, adenokarsinomların genellikle adenomlardan kaynaklandığı 

kabul edilir ve adenomlu hastalar 20 yıl boyunca gözlendiğinde, adenom bölgesinde 

kanser riski %25'tir, ayrıca, adenomatöz poliplerin eksizyonu, kolorektal kanser 

insidansının önemli derecede azalması ile ilişkilidir [53]. 

 
2.2.3.6 Enflamatuvar bağırsak hastalığı (EBH) 

Enflamatuvar barsak hastalığı (EBH) olan hastalar KK gelişimi için yüksek risk taşır. 

Crohn ve Ülseratif Kolit hastalarının KK’ya yatkınlığını gösterebilecek genetik bir 

temel tespit edilememiştir.  

KK tanısı konan, EBH’si bilinen hastaların mortalite oranı sporadik KK riskinden daha 

yüksektir. Bu risk, hastalığın süresi ve anatomik yapısı ile ilişkilidir.  
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25 yıllık EBH’li hastalarda KK’ya yakalanma riski %7-14 [54, 55],  35 yıllık EBH’li 

hastalarda ise %30 olduğu bildirilmiştir [56, 57]. Bernstein ve arkadaşları, 5529 

EBH’li hastanın, 2829’unda Crohn hastalığı ve 2672'sinde ülseratif kolit olan grubu 

inceledi. Sağlıklı gruba kıyasla bakıldığında Crohn hastalığı olan vakalarda kolon 

kanseri insidansı oranında anlamlı bir artış olduğu bulunmuştur [58].  

 
2.2.3.7 Davranışsal Risk Faktörleri 

Diyet ve davranışın birçok bileşeni, KK için risk faktörüdür. Yüksek miktarda kırmızı 

et tüketiminin KK riskini arttırdığına dair çalışmalar vardır [59, 60]. Meyve, sebze, 

lifli gıdaların KK ile ilişkisini inceleyen çalışmalarda çelişkili sonuçlar çıkmıştır [61-

63]. 

Kalsiyumun, kolon epitelyal hiperproliferasyonunu inhibe ederek kanserojenezi inhibe 

edebileceği öne sürülmüştür. Kolorektal adenom öyküsü olan 930 hastayı kapsayan 

plasebo kontrollü çalışmada, kalsiyum takviyesinin epitelyal hiperproliferasyonu 

azalttığı ve yeni adenom oluşumunu azalttığı gösterilmiştir [64].  

Uzun süreli sigara kullanımının (30 ile 40 yıl) KK ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda tütün ve KK arasında bir ilişki olmadığı bildirilmiş olsa 

da, çoğu çalışmada 20 yıldan fazla bir süredir sigara kullanan kişilerin çalışmaya dâhil 

edilmediği görülmüştür. Genç yaşta sigara kullanımına başlayan kişilerin uzun vadede 

KK’ya yakalanması kaçınılmaz hale gelmiştir [65-67].  

Sigara kullanımı kaynaklı KK popülasyonunda erkekler %21, kadınlar da %12’lik 

kısmı oluşturur. Sigaranın içerdiği heterosiklik aminler, nitrozaminler ve polisiklik 

hidrokarbonlar gibi karsinojenlerin APC geni ile etkileşime girdiği bilinmektedir [68]. 

 
2.2.4 Kolorektal kanser mekanizması / patofizyolojisi 

Kolorektal kansere neden olan çevresel ve genetik faktörler bunu, kolon epitel 

hücrelerine değişiklik yaptırarak neden olurlar (Tablo 2.1) [69, 70]. Bu değişiklikler, 

onkogenleri aktive eden ve tümör baskılayıcı genleri inaktive eden, genetik ve 

epigenetik değişikliklerin aşamalı bir birikimidir.  

Genomik ve / veya epigenomik stabilite kaybı, kolondaki erken neoplastik lezyonların 

çoğunda (yani, anormal kript odakları, adenomlar ve tırtıklı polipler) gözlenmiştir ve 

muhtemelen kolorektal kanserin başlatılması ve oluşumunda merkezi bir moleküler ve 

patofizyolojik olaydır [71, 72].  
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Genomik ve epigenomik stabilite kaybı, kolon hücreleri için klonal genişleme boyunca 

hücrelerin agresif ve malign dönüşümüne yol açar ve tümör baskılayıcı genlerde ve 

onkogenlerede mutasyonlara sebep olarak epigenetik değişikliklerin birikimini 

hızlandırır [73-75]. KK’da hakim bir paradigma, orijin hücrenin, kolon kriptlarının 

tabanında bulunan bir kök hücre veya kök hücre benzeri hücre olmasıdır [76]. Bu 

paradigmada, onkogenlerdeki ve tümör baskılayıcı genlerdeki mutasyonlar, bir 

tümörün başlatılması gerekli olan kanser kök hücrelerinin oluşumuna yol açar [77]. 

Tablo 2.1 : Kanser moleküler mekanizması. 

Kanser Moleküler Mekanizması [70, 71] 

Bağışıklık sisteminden kaçmak: Lokal sitokinlerin indüksiyonu ile tümör mikroçevresinde 
immün baskılama 
Büyüme süpresörlerinden kaçınmak: Büyümeyi inhibe eden faktörlerin ve reseptörlerinin 
mutasyon ve downregülasyonu  

Genom kararsızlığı ve mutasyon: DNA tamir mekanizmalarının etkisizleştirilmesi  

Replikatif immortalizeyi sağlamak: Yaşlanmayı ve telomeraz aktivitesini indükleyen 
mekanizmaların inhibisyonu  

Serbest bırakan hücresel enerji: Aerobik glikoliz (Warburg fenomeni) ve glutaminoliz  

Tümör teşvik edici enflamasyon: Yerel enflamatuvar hücreler tarafından üretilen salgılanmış 
proteinler tarafından büyüme teşvik edici ve anjiyojenez teşvik edici faktörlerin uyarılması  

Anjiyojenezin indüklenmesi: Yeni kan damarlarının oluşumunun indüksiyonu  

Dirençli hücre ölümü: Apoptoz ve diğer hücre ölümü biçimlerinin otonom ve parakrin 
medyatörlerinden kaçış (nekroz, nekroptoz) 
Aktive invazyon ve metastaz: Hücre hareketliliğini ve epitelyal-mezenkimal geçişin 
indüklenmesini teşvik etmek için hücre dışı matrisin yeniden yapılandırılması 

Kolonda, normal epitelyal hücrelerin adenokarsinomlara dönüşümü histolojik ve 

eşzamanlı epigenetik/ genetik değişikliklerin tahmin edilebilir bir ilerlemesini takip 

eder (Şekil 2.4). 

 

Şekil 2.4 : Kolorektal kanserde sinyal yolakları. 
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“Klasik” KK oluşumu modelinde, kanserlerin büyük çoğunluğu, daha sonra erken bir 

adenoma (tübüler veya tübülovillöz histolojisi ile <1 cm büyüklüğünde) dönüşen 

berrak bir kript ile başlayan bir polipten kaynaklanmaktadır. Adenom daha sonra KK 

haline gelmeden önce ileri bir adenoma (> 1 cm büyüklüğünde ve / veya villöz 

histolojisi ile) dönüşür. Bu süreç mutasyonların ve epigenetik değişikliklerin 

birikmesiyle gerçekleşir ve bunun gerçekleşmesi 10-15 yıl alır, ancak bazı durumlarda 

daha hızlı ilerleyebilir (örneğin, Lynch sendromlu hastalarda) [78].   

Özellikle tübüler adenomların histolojisi oldukça homojen olmasına rağmen, bu 

poliplerin moleküler temeli, bazı adenomların kolorektal kansere neden ilerlediğini 

(poliplerin yaklaşık %10'u) ve bazılarının neden ilerlemediğini açıklayabilir [79, 80].    

5-10 yıl öncesine kadar tübüler ve tübülovillöz adenomatöz poliplerin kansere 

ilerleyebilen tek lezyon olduğu düşünülüyordu. Bununla birlikte, bazı kolorektal 

kanserlerin, bütün poliplerin kabaca %5-10'unu oluşturduğu sapsız tırtıklı polipler adı 

verilen bir polip alt grubundan köken aldığı gösterilmiştir. Bu sapsız tırtıklı polipler, 

tübüler adenomlardan [81-83] farklı moleküler ve histolojik yolaklardan kaynaklanır 

ve üç kategoride sınıflandırılır: hiperplastik polipler, sapsız tırtıklı adenomlar ve 

geleneksel tırtıklı adenomlardır [84]. Sapsız tırtıklı poliplerin KK’ya dönüşme 

potansiyeli çok yüksektir [81-85]. Sağ kolonda ortaya çıkan poliplerde MSI (Mikro 

Satelit İnstabilite) ve CIMP (CpG Ada Metilatör Fenotipi) DNA metilasyon 

bölgelerinde kararsızlıkla seyreden epigenetik değişiklikler vardır. Buna karşılık, sol 

kolonda ortaya çıkan poliplerde mikrosatelitler stabil olmasına rağmen KRAS 

mutasyonlarını taşırlar ve bu poliplerin alt kümeleri CIMP bölgelerinin zayıflatılmış 

formuna sahiptirler [82, 83, 86]. 

Poliplerdeki ve kanserdeki bu farklılıklar göz önüne alındığında moleküler olarak 

farklı dört KK sınıflandırması önerilmiştir. Hiper-Kararsız/Mikro-Satelit-Kararsız, 

Hiper-Kararsız/Mikro-Satelit-Kararlı, Mikro-Satelit-Kararlı veya Kromozomal-

Kararsız ve CIMP kanserleri olarak tanımlanmştır [72]. Spesifik mutasyonların sıklığı, 

gün geçtikçe sınıflandırmayı değiştirmektedir [87]. Bununla birlikte, bu moleküler 

gruplamayı spesifik mutasyonların yanında epigenetik değişikliklerde etkilemektedir. 

APC ve SMAD ailesindeki bazı mutasyonların KK’da önemli rolleri vardır [88]. 

KK’da epistatik ilişkili gruplardaki (özellikle sinyal yolundaki genlerde) mutasyon 

heterojenitesi tümörler arasında belirgindir [89-91]. En sık görülen değişiklikler 
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arasında (Tablo 2.2) FAM123B (AMER1), β-katenin, TP53, PIK3CA, BRAF, 

ARID1A, KRAS, SRY, SOX9, APC, ERBB2, Wnt–β-katenin, SMAD4, EGF, MAPK, 

TGFBR2, PI3K ve TGF-ing gibi sinyal yolaklarında görülür [72, 92].  

KK çoğunlukla Wnt sinyal yolunu etkileyen değişiklikler ile başlar ve ardından ortaya 

çıkan neoplastik hücreler, RAS-RAF-MAPK, TGF-P ve PI3K-AKT yolları dahil 

olmak üzere diğer sinyal yollarının düzenini bozarak ilerler [91, 93].   

KK’da gen mutasyonlarına ek olarak, epigenetik değişiklikler genellikle meydana 

gelir ve bu değişiklikler gen mutasyonları ile iş birliği yapar [94-97]. 

KK’daki DNA metilasyonu, genellikle genlerin 5′ bölgesinde yer alan transkripsiyon 

faktörünün bağlanmasını etkiler ve CpG bakımından zengin bölgelerde kromatin 

yapısındaki değişikliklerle transkripsiyonel sessizliğe neden olur [98].  

Ayrıca gen promotörlerinde tümör süpresör genlerini susturabilen CpG adalarının 

hipermetilasyonu ve genomik kararsızlığı veya onkojen aktivasyonuna yol açabilen 

tekrarlayan genetik elementlerin hipometilasyonu da KK gelişimine yol açar [99].  

Genel olarak bu moleküler özelliklerin çoğunun etkisi tümörün bağırsak içindeki 

konumuna bağlı olarak değişir [100, 101]. 
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Tablo 2.2 : Kolorektal kanserde sık görülen genetik ve epigenetik değişiklikler. 

Gen 
Biyobelirteç 

Kromozom Fonksiyon Moleküler Lezyon 
Sıklık 
(%) 

Prediktif 
? 

Prognostik 
? 

Tanı 
? 

Tümör Baskılayıcılar 

APC 5 Wnt sinyal yolağında düzenleyici İnaktifleştirici mutasyonlar 40-70 Hayır Hayır 
Familyal Adenomatöz 

Polipozis 

ARID1A 1 
SWI/SNF aile üyesi; kromatin 

yapısı ve gen transkripsiyonunu 
düzenler. 

İnaktifleştirici mutasyonlar 15 Hayır Hayır NA 

CTNNB1 3 Wnt sinyal yolağında düzenleyici Aktifleştirici mutasyonlar 1 Hayır Hayır Hayır 

DCC 18 

Netrin reseptörü; apoptozda 
düzenleyici; kolorektal kanserde 
silinir ama mutasyona uğramaz; 
primer kanserde rolü bilinmiyor. 

Delesyon/LOH 9 (mut.)/70 (LO) Hayır Mümkün Hayır 

FAM123B X Wnt sinyal yolağında görev alır. İnaktifleştirici mutasyonlar 10 Hayır Hayır Hayır 

FBXW7 4 
Proteazom kaynaklı protein 
degradasyonunu düzenler. 

İnaktifleştirici mutasyonlar 20 Hayır Hayır Hayır 

PTEN 10 PI3K-AKT yolağında düzenleyici 
İnaktifleştirici mutasyonlar; 

immünohistokimya 
tarafından protein kaybı 

10(mut.);30 (eks. kaybı) Mümkün Hayır Cowden Sendromu 

RET 10 
GDNF sinyal yolağında 

düzenleyici 
İnaktifleştirici mutasyonlar, 
anormal DNA metilasyonu 

7 (mut.); 60 (met.) Hayır Hayır Hayır 

SMAD4 18 
TGF-β ve BMP yolaklarında 

düzenleyici 
İnaktifleştirici mutasyonlar, 

delesyon 
25 Mümkün Mümkün Juvenil Polip 

TGFBR2 3 TGF-β yolağında düzenleyici İnaktifleştirici mutasyonlar 20 Hayır Hayır Hayır 

TP53 17 
Hücresel döngü, DNA onarımı ve 

apoptozda görev alan hedef 
genlerin ekspresyonunu düzenler. 

İnaktifleştirici mutasyonlar 50 Mümkün Mümkün Li Fraumeni Sendromu 
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Tablo 2.2 (devam) : Kolorektal kanserde sık görülen genetik ve epigenetik değişiklikler. 

Gen 
Biyobelirteç 

Kromozom Fonksiyon Moleküler Lezyon 
Sıklık 
(%) 

Prediktif 
? 

Prognostik 
? 

Tanı 
? 

Proto-onkogenler 

BRAF 7 
MAPK sinyal 

yolağında görev alır. 
V600E aktifleştirici 

mutasyonlar 
8-28 Muhtemel Muhtemel Lynch Sendromu 

ERBB2 17 
EGF-MAPK sinyal 

yolağında görev alır. 
Amplifikasyon 35 Hayır Hayır Hayır 

GNAS 20 
G-protein sinyal 

sistemini düzenler. 
Mutasyon 20 Hayır Hayır Hayır 

IGF2 11 
IGF sinyal yolağında 

düzenleyici 
Kopya sayısında artım, 

imprinting kaybı 

7 

(mut.) / 10 

(met.) 

Hayır Hayır Hayır 

KRAS  
MAPK yolaklı 

intraselüler sinyal 
sisteminde düzenleyici 

Kodon 12 veya 13’te 
ve nadiren kodon 61, 

117 ve 146’da 
mutasyon aktive edici 

40 Evet Mümkün NA 

MYC 8 
Proliferasyon ve 

farklılaşmayı düzenler. 
Amplifikasyon 

2 

(mut.) / 10 

CNV 

Hayır Hayır Hayır 

NRAS 1 
MAPK yolağında 

düzenleyici 
Kodon 12 veya 13’te 

mutasyon 
2 Evet Hayır Hayır 

PIK3CA 3 
PI3A-AKT yolağında 

düzenleyici 

Kinaz (exon 20) ve 
helikal (exon 9) 

domainlerde al ve 
kina20Mutaz 
mutasyonları 

20 Muhtemel Mümkün Hayır 

RSPO2 ve RSPO3 1 
LGR reseptör ailesi 

için ligand, Wnt sinyal 
sistemini aktive eder. 

Gen füzyon, 
translokasyon 

10 Hayır Hayır Hayır 

SOX9 17 Apoptozu düzenler. Kopya sayısının artımı 

9 

(mut.) <5 

CNV 

Hayır Hayır Hayır 

TCF7L2 10 
Wnt sinyal sistemini 

düzenler. 
Gen füzyon ve 
translokasyonu 

10 Hayır Hayır Hayır 
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Tablo 2.2 (devam) : Kolorektal kanserde sık görülen genetik ve epigenetik değişiklikler. 

Gen 
Biyobelirteç 

Kromozom Fonksiyon Moleküler Lezyon 
Sıklık 
(%) 

Prediktif 
? 

Prognostik 
? 

Tanı 
? 

Diğer moleküler etkileşimler 

Kromozom İnstabilitesi 
(CIN) 

N/A NA Anöploidi 70 Muhtemel Muhtemel Hayır 

CpG Ada Metilatör 
Fenotipi (CIMP) 

N/A N/A 
Seçili işaretçiler 
arasından >%20 

lokusun metilasyonu 
15 Muhtemel Muhtemel Hayır 

Mikrosatellit 
İnstabilitesi (MSI) 

N/A N/A 
Konsensüste dengesiz 
mikrosatellit tekrarları 

15 Muhtemel Evet Lynch Sendromu 

Uyumsuzluk Onarım 
Genleri 

N/A 
DNA uyumsuzluk 

onarımını düzenler. 

İmmünohistokimya 
tarafından protein 
kaybı; metilasyon; 

inaktifleştirici 
mutasyonlar 

1-15 Mümkün Muhtemel Lynch Sendromu 

SEPT9 17 N/A Metilasyon >90 Hayır Hayır 
Kanser teşhisi için 

serum bazlı test 

VIM, NDRG4, BMP3 10, 16 ve 4 N/A Metilasyon 75 Hayır Hayır 
Erken teşhis için dışkı 

bazlı test 

18qLOH 18 N/A 
Kromozom 18’in uzun 

kolunun delesyonu 
50 Muhtemel Mümkün Hayır 



 
 

 
 

20

2.2.5 Kolorektal kanser lokalizasyonu 

Kolorektal karsinomların çoğu sigmoid kolon ve rektumda bulunur, ancak son yıllarda 

giderek artan oranda proksimal karsinom oranının arttığına dair kanıtlar vardır [102, 

103]. KK’nın moleküler patolojisi bölgesel farklılık gösterir (Şekil 2.5). Bunun nedeni 

ras proto-onkogen mutasyonlarıdır.  Bu mutasyonların olduğu tümörler genelde çekum 

ve transvers kolonda çok sık görülür [104].  

 

 

Şekil 2.5 : Kolorektal kanserin lokalizasyonu. 
 

2.2.6 Kolerektal kanserin evrelendirilmesi 

KK’da ilk patolojik evrelendirme 1932’de C.E.Dukes tarafından yapılmıştır. Bu 

sınıflandırma yayılım ve lenfatik tutuluma göre yapılmaktaydı. 1954’te Aster-Coler 

sınıflandırma temeline tümör derinliğini katmıştır. 1967’de Turbull uzak metastazı 

sınıflandırmaya ekleyerek yeni bir sınıflandırma oluşturmuştur. KK için en sık ve 

güncel kullanılan evreleme sistemi, 3 temel bilgiye dayanan Amerikan Kanser Ortak 

Komitesi (AJCC)’nin TNM sistemidir: 
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Tümörün büyüklüğü (büyüklüğü) (T): Kanser kolon veya rektumun duvarında ne 

kadar büyüdü? Bu katmanlar, içten dışa doğru şunları içerir: 

o Tüm koleraktal kanserler iç katmandan (mukoza) başlar. 

o İnce bir kas tabakası (muscularis mucosa) içerir. 

o Bu kas tabakasının altındaki fibröz doku (submukoza)’dur. 

o Kalın bir kas tabakası (muscularis propria) - en dıştaki bağ dokusu 

tabakaları (subserosa ve serosa) 

Yakındaki lenf düğümlerine yayılma (N): Kanser, yakındaki lenf düğümlerine yayıldı 

mı? 

Uzak bölgelere yayılma (metastaz) (M): Kanser uzak lenf bezlerine veya karaciğer 

veya akciğer gibi uzak organlara yayıldı mı? 

Bu evreleme sistemi Ocak 2018 itibariyle yürürlüğe girmiştir.  Bir ameliyat ya da 

operasyon sırasında çıkarılan doku incelenerek belirlenen patolojik evreleme yapılır 

(Şekil 2.6). İşlemden önce yapılan fizik muayene, biyopsi ve görüntüleme testlerinin 

sonuçlarını dikkate alan klinik evrelemeden daha doğru olabilir. T, N ve M'den sonraki 

rakamlar veya harfler bu faktörlerin her biri hakkında daha fazla ayrıntı sağlar. Daha 

yüksek sayılar, kanserin daha gelişmiş olduğu anlamına gelir (Tablo 2.3) [105].  

 

Şekil 2.6 : Kolon duvarı.
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Tablo 2.3 : Kolorektal kanser evreleme. 

Evre Grup Evreleme Açıklaması 

0 
Tis 
N0 
M0 

Kanserin en erken aşamasındadır.  
Bu evre ayrıca in situ karsinom veya intramukozal karsinom (Tis) olarak da bilinir.  
Kolon veya rektumun iç tabakasının (mukozası) ötesinde büyümemiştir. 

I 
T1 ya da T2 

N0 
M0 

Kanser, muscularis mucosa’dan submucosa’ya doğru büyümüştür (T1), ayrıca muscularis propriya (T2) içinde de büyümüş olabilir.  
Yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak bölgelere (M0) yayılım yoktur. 

IIA 
T3 
N0 
M0 

Kanser, kolon veya rektumun en dış katmanlarına doğru büyümüştür, ancak onlardan geçmedi (T3). 
Yakındaki organlara ulaşmadı. Yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak bölgelere (M0) yayılmadı. 

IIB 
T4a 
N0 
M0 

Kanser, kolon veya rektumun çeperi boyunca büyümüş, fakat yakınlardaki diğer doku veya organlara büyümemiştir (T4a).  
Henüz yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak bölgelere (M0) yayılmadı. 

IIC 
T4b 
N0 
M0 

Kanser, kolon veya rektumun çeperi boyunca büyümüş ve yakınlardaki diğer doku veya organlara (T4b) bağlanmış veya büyümüştür. 
Henüz yakındaki lenf düğümlerine (N0) veya uzak bölgelere (M0) yayılmadı. 

IIIA 

T1 ya da T2 
N1/N1c 

M0 

Kanser mukozadan submukoza (T1) dönüşmüştür ve ayrıca muscularis propriya (T2) içinde de büyümüş olabilir. 
Yakındaki 1 ila 3 lenf noduna (N1) veya lenf nodu yakınındaki yağ alanlarına yayılmış ancak nodların kendisinin değil (N1c) yayılmıştır. 
Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

YA DA 
T1 

N2a 
M0 

Kanser, mukozadan submukozaya (T1) dönüşmüştür. 
Yakındaki lenf bezlerine yayılmıştır (N2a). 
Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

IIIB 

T3 ya da T4a 
N1/N1c 

M0 

Kanser, kolon veya rektumun en dış katmanlarına (T3) veya visseral peritona (T4a) yayıldı, ancak yakındaki organlara ulaşmadı. Yakındaki 1 ila 
3 lenf noduna (N1a veya N1b) veya lenf nodlarının yakınındaki yağ alanlarına yayılmış ancak nodların kendisinin değil (N1c) yayılmıştır. Uzak 

bölgelere yayılmadı (M0). 
YA DA 

T2 ya da T3 
N2a 
M0 

Kanser, muskularis propria (T2) veya kolon veya rektumun en dış katmanlarına (T3) dönüşmüştür. Yakındaki lenf bezlerine yayılmıştır (N2a). 
Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 
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Tablo 2.3 (devam) : Kolorektal kanser evreleme. 

Evre Grup Evreleme Açıklaması 

IIB  
(devam) 

T1 ya da T2 
N2b 
M0 

Kanser mukozadan submukoza (T1) dönüşmüştür ve ayrıca muscularis propriya (T2) içinde de büyümüş olabilir. Yakındaki 7 veya daha fazla 
lenf bezine yayılmıştır (N2b). Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

IIIC 

T4a 
N2a 
M0 

Kanser kolon veya rektumun çeperinden (visseral periton dahil) büyümüş, ancak yakın organlara ulaşmamıştır (T4a). Yakındaki lenf bezlerine 
yayılmıştır (N2a). Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

YA DA 

T3 ya da T4a 
N2b 
M0 

Kanser, kolon veya rektumun en dış katmanlarına (T3) veya visseral peritona (T4a) yayıldı, ancak yakındaki organlara ulaşmadı. 
Yakındaki 7 veya daha fazla lenf bezine yayılmıştır (N2b). Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

YA DA 

T4b 
N1 ya da N2 

M0 

Kanser, kolon veya rektumun çeperi boyunca büyümüş ve yakınlardaki diğer doku veya organlara (T4b) bağlanmış veya büyümüştür. Yakındaki 
en az bir lenf düğümüne veya lenf düğümlerinin (N1 veya N2) yakınındaki yağ alanlarına yayılmıştır. Uzak bölgelere yayılmadı (M0). 

IVA 
T 
N 

M1a 

Kanser, kolon veya rektum duvarı boyunca büyümüş olabilir veya olmayabilir (T). Yakındaki lenf düğümlerine yayılmış olabilir veya 
olmayabilir. (N). 1 uzak organa (karaciğer veya akciğer gibi) veya uzak lenf nodları kümesine yayılmış, ancak peritonun uzak kısımlarına (karın 

boşluğunun astarı) (M1a) yayılmamıştır. 

IVB 
T 
N 

M1b 

Kanser kolon veya rektum duvarı boyunca büyümüş olabilir veya olmayabilir (T). 
Yakındaki lenf düğümlerine yayılmış olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). 

1'den fazla uzak organa (karaciğer veya akciğer gibi) veya uzak lenf nodları kümesine yayılmış, ancak peritonun uzak kısımlarına (karın 
boşluğunun astarı) (M1b) yayılmamıştır. 

IVC 
T 
N 

M1c 

Kanser kolon veya rektum duvarı boyunca büyümüş olabilir veya olmayabilir (T). 
Yakındaki lenf düğümlerine yayılmış olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). 
Peritonun uzak bölgelerine yayılmış (karın boşluğunun astarı) ve uzak organlara veya lenf düğümlerine yayılmış olabilir veya olmayabilir (M1c). 

 

* Aşağıdaki ek kategoriler yukarıdaki tabloda listelenmemiştir (Şekil 2.7):  

TX: Ana tümör bilgi eksikliği nedeniyle değerlendirilemez.  

T0: Birincil tümör kanıtı yok.  

NX: Bölgesel lenf bezleri bilgi eksikliği nedeniyle değerlendirilemiyor.
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Şekil 2.7 : Kolorektal kanser oluşumu ve evreleme. 

 

Kolorektal karsinogenezin ilerlemesi sırasında farklı aşamalar vardır. 

o Evre 0: Kanser hücreleri mukozanın iç astarında büyür;  

 
o Evre Ⅰ: Kanser hücreleri mukoza ve submukoza boyunca büyür. Kanserli 

büyüme, kolonun kas katmanına invaze olur; 

 
o Evre Ⅱ: Kanserde büyüme, komşu dokulara veya lenf düğümlerine 

yayılmadan kolonun duvarından nüfuz eder;  

 
o Evre Ⅲ: Kanser seroza kas katmanlarına nüfuz eder, kanser lenf 

düğümlerine yayılmaya başlar;  

 
o Evre Ⅳ: Dokuda kolonu çevreleyen bir tümör nodülü oluşuyor, lenf 

nodlarında kanser hücreleri belirir ve kanser metastaz yapmaya başlar. 
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2.2.7 Kolorektal kanser progresyonu 

Yapılan çalışmalarda kolorektal polipler <10 mm çapındadır [106-109]. Gözlem 

süresinin 22 ile 43 ay arasında olduğu vakalarda bu poliplerden kanser gelişim oranı 

%2,5 kadardır. Tüm kolorektal adenomlar kanser olma yeteneğine sahip olmasına 

rağmen, sadece birkaç lezyon kanser geliştirir ve adenomların çoğu büyüklük olarak 

birkaç yıl içinde artış göstermez. Bu takip çalışmalarının sonuçlarına dayanarak, kısmi 

kolorektal adenomlar için acil tedavi gerekli olmayabilir ve takip muayenesi birkaç yıl 

için yeterli olabilir [109]. 

 
2.2.8 Kolorektal kanser belirtileri 

KK’nın prognozu yavaş, semptomları çeşitlidir. Kanama, ağrı, gaitada değişiklikler, 

uzun süreli ishal ya da kabızlık, karına giren kramplar, kansızlık, halsizlik ve 

yorgunluk hissi ve ani kilo kayıpları gibi görülen semptomlar KK’nın tanısı için 

kullanılır [110]. Gösterilen bu semptomlar tümörün lokalizasyonuna göre farklılık 

göstermektedir [111]. Semptomlar incelenirken kolondaki lokalizasyon sağda mı solda 

mı önemlidir. Sol kolon dar ve dışkı şekilli olduğundan dolayı sol kolon tümörlerinde 

ilk göze çarpan değişiklik, gaita şekli, bağırsak alışkanlığıdır. Hasta genelde sol kolon 

tümörlerinde gaitanın çapının kalınlığının azaldığını söyler. Bunlara ek olarak alt 

kadranda krampla seyreden ağrılar ve defakasyonla birlikte taze kanama mevcuttur. 

Sağ kolon, sola göre daha geniş olduğundan dolayı tümör varlığında bile herhangi bir 

şekilde tıkanma yoktur. Bağırsak alışkanlığı normaldir, hazımsızlık, halsizlik, karın 

ağrısı ve gaitada gizli kan vardır [112-114]. 

Bu bulguların haricinde KK tanısı alan hastaların yarısında kilo kaybının olduğu ve 

nadir olarakta septisemi kaynaklı ateşe rastlanmaktadır [115, 116].  

2.2.9 Kolorektal kanserin yayılım yolları ve metastaz 

Kolonda görülen malignitelerin invazyon özellikleri vardır. Yayılımı kan, lenfatik yol 

ve transperitonel olarak yapabilirler. KK’nın en çok rastlanan metastazları karaciğer 

ve lenf nodlarınadır (Şekil 2.8). Kolonun tüm katlarına yapılan invazyonların 

neredeyse tamamı lenf nodlarına metastaz yapar.  
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Şekil 2.8 : Kolorektal kanser metastazı. 

Akciğer, over ve periton diğer olası metastaz bölgeleridir. Kemik, uterus, testis, sinir 

sistemi, oral kavite ve mide daha az metastaz görülen organlardır [117, 118]. 

KK’lı hastaların yaklaşan %20’sinde teşhis sırasında zaten metastaz vardır ve bu 

istatistik son 20 yılda değişmemiştir [119]. Gelişen teşhis ve tedaviler sayesinde soliter 

akciğer ve karaciğer metastazları sağkalımları uzatmaktadır [120-122]. KK’nın erken 

tanısı metastaz ihtimalini azaltmaktadır [119, 123]. KK metastazları üstünde yapılan 

son araştırmalar ile mekanizmalar hücresel ve moleküler düzeyde açıklanmasına 

rağmen epidemiyolojik olarak hala eksiklikler mevcuttur [124-127]. 

2.2.10 Kolorektal kanserin diferansiyasyonu 

Adenokarsinomalar KK’da genelde üç gruba ayrılır. Bunlar iyi, orta ve kötü 

diferansiye tümörlerdir [128].  

o İyi Diferansiye KK (Evre I): Bu tümörlerde yapılanmanın hepsi 

glandülerdir. 

o Orta Diferansiye KK (Evre II): Bu tümörlerde yapılanmanın %50’si 

glandülerdir. 

o Kötü Diferansiye KK (Evre III): Bu tümörlerde yapılanmanın  %10-40’ı 

glandülerdir. 

o İndiferansiye KK (Evre IV): Bu tümörlerde yapılanmanın %5’inden azı 

glandülerdir. 
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2.2.11 Kolorektal kanserin biyobelirteçleri 

KK’nın moleküler tespiti, invazif olmayan bir test olduğu için hasta ve klinisyenler 

için caziptir. KK için ideal moleküler biyobelirteç, adenom ve kanser arasında farklı, 

sürekli olarak bağırsak lümeni veya dolaşıma salınmalı ve lezyon çıkartıldıktan sonra 

veya tedavi edildikten sonra azalmalı ya da tamamiyle tespit edilememelidir. Teşhis 

için kanda, gaitada ve idrarda bazı proteinler, RNA ve DNA bölgelerinden geliştirilmiş 

testler mevcuttur (Tablo 2.4). SEPT9 geni bir GTPaz sınıfına aittir ve promoter 

bölgesinin hipermetilasyonu KK ile ilişkilidir; SEPT9'un doku seviyesinde anormal 

metilasyonu, kolorektal neoplaziyi normal mukozadan ayırt eder.  

Yapılan vaka-kontrol çalışmalarında, SEPT9 metilasyon testinin kolorektal kanser için 

%85-90 arasında bir özgüllük ile %50-70 arasında orta hassasiyette olduğunu 

göstermiştir [129]. Bir başka büyük ölçekli bir çalışmada ise SEPT9 metilasyon testini 

kullanırken KK tespit oranının <%50 olduğunu göstermiştir [130]. SEPT9’un 

metilasyon durumuna göre ileri kolonik adenomun tespiti yaklaşık %10'dur. Bu 

haliyle, SEPT9 tahlilleri, mevcut kantitatif fekal immünokimyasal testler (FIT'ler) ile 

daha iyi performans göstermektedir. Gaita örneklerinden, epitelyal hücreler tarafından 

dökülen DNA’da APC ve KRAS mutasyonları tespit edildi. İlk jenerasyon fekal DNA 

testleri KK tespiti için hassastır ancak ileri kolonik adenomların tespiti için düşük 

hassasiyeti olduğu bulunduğu için tatmin edici sonuçlara ulaşılmıştır [131]. Üzerinde 

çalışılan bir diğer teşhis belirteçleri mRNA ve mikroRNA’lar ile dolaşımdaki 

sitokeratinlerdir [132]. 

KK’da biyobelirteç olarak Sialik asit, Karsinoembriyonik antijen (CEA), Kanser 

Antijen 50 (CA-50), Kanser Antijen 19-9 (CA 19-9), Kanser Antijen 15-3 (CA 15-3), 

Kanser Antijen 125 (CA 125), Neopterin proteini (NP), Nükleer Matriks Proteinleri 

(NMP), Nöron Spesifik Enolaz (NSE), İnsan koryonik gonadotropin (hCG), p53, p21, 

β2-Mikroglogulin ve Laktat Dehidrogenaz (LDH) spesifik ve non-spesifik olarak 

kullanılmaktadır [133]. 
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Tablo 2.4 : Kolorektal kanser testlerinin avantaj ve dezavantajları. 

Test Avantaj Dezavantaj 

gFOBT 
Düşük maliyetli, 

Tarama yükü düşük, 
Kayda değer sonuç alımı, 

İleri neoplazi için sınırlı hassasiyet, 
Kısa görüntüleme interval gereksinimi, 
Kolorektal kanser insidansında etkisiz, 

Kalitatif, otomatikleştirilmemiş, 
Çoklu örnekleme, 

Orta seviyeli pozitif prediktif değer, 

FIT 

Düşük maliyetli 
Tarama yükü düşük, 

Kantitatif, 
otomatikleştirilmiş, 

Tekli örnek, 
Kolorektal kansere hassas, 

En yüksek sonuç alımı, 
İnsidans ve mortalitede etkili, 

İleri adenom için sınırlı hassasiyet, 
Orta seviyeli pozitif prediktif değer, 

Tekrarlı görüntüleme gereksinimi (interval 
gFOBT’takinden çoğunlukla daha uzun), 

Performans sıcaklık bağımlı, 

Sigmoidoskopi 
Distal ileri neoplaziye hassas, 
Görüntüleme intervali uzun, 

İnsidans ve mortalitede etkili, 

Düşük sonuç alımı, 
Proksimal ileri neoplaziye orta seviye 

hassasiyet, 
Yüksek maliyetli, 

Kolonoskopi 
Hassas ve spesifik, 

Görüntüleme intervali uzun, 
İnsidans ve mortalitede etkili, 

Düşük sonuç alımı, Yüksek maliyetli, 
Sorumluluk yükü fazla, 

Komplikasyon riski, 

CT 
kolonografi 

Hassas ve spesifik, 
Görüntüleme intervali uzun, 
İnsidans ve mortalitede olası 

etki, 

Düşük sonuç alımı, 
Yüksek maliyetli, 

İleri neoplazide tekrarlı lavaj gereksinimi, 
Radyasyona maruziyet, 
Sorumluluk yükü fazla, 

Çok hedefli 
fekal DNA 

testi 
Hassas ve spesifik, 

Sonuç alımı belirsiz, 
Yüksek maliyetli, 

Prospektif veri yetersiz, 

 

2.2.12 Teşhis ve Tedavi 

Teşhis 

KK tanısı ya semptomları olan bir hastanın değerlendirmesinden ya da tarama 

sonucunda ortaya çıkar. Hastalık dışkıda kan, bağırsak alışkanlıklarında değişiklik ve 

karın ağrısı gibi belirtilerle ilişkili olabilir. Diğer belirtiler arasında yorgunluk, soluk 

görünüm ve nefes darlığı gibi kansızlığa bağlı semptomlar ve kilo kaybı sayılabilir.  

Yaşlı bir hastada kolorektal kanser varlığı için bu semptomların öngörücü değeri 

sınırlıdır, ancak daha ileri klinik değerlendirmeyi gerektirir. KK için yaygın olarak 

yapılan popülasyon taraması ile birçok kişiye klinik öncesi bir aşamada tanı 

konmaktadır. Semptomatik hastalarda, kolonoskopi tercih edilen araştırma 

yöntemidir, ancak diğer endoskopik yöntemler de mevcuttur veya geliştirilmektedir. 

Popülasyon taraması için, birincil değerlendirme için bir dizi başka yöntem 

kullanılabilir, ardından pozitif bir test durumunda kolonoskopi yapılabilir [134].  
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 Kolonoskopi: Kolonoskopi, kolorektal kanser tanısı için altın standarttır. Tanısal 

doğruluğu yüksektir ve tümörün konumunu değerlendirebilir. Eş zamanlı biyopsi 

alınabilmesi ve moleküler profil için alınan materyalin histolojik onayı tanıyı 

kolaylaştırır. Kolonoskopi ayrıca hem tanısal hem de terapötik etki sağlayan tek tarama 

tekniğidir. Ayrıca endoskopik polipektomi kullanılarak adenomların çıkarılması 

kanser insidansını ve mortaliteyi azaltabilir [135-138]. Aslında, kolonoskopinin KK 

insidansı ve mortalitesinin azaltılmasındaki etkinliği ABD Ulusal Polip Çalışması 

tarafından iyi bir şekilde gösterilmiştir [53, 138]. Bu çalışmanın son 20 yıllık takip 

verileri, KK’ya bağlı ölüm oranlarında %53 oranında bir azalma olduğunu gösterdi; 

bu, daha yakın tarihli bir çalışma tarafından yinelenen cesaret verici bir sonuçtur [139]. 

Kolonoskopi kalitesi, kanser ve adenomun tanısal başarısında belirleyici bir faktördür 

[135, 140-142].  

 Kapsül endoskopisi: Elek tarafından yutulan kablosuz bir kapsül cihazı kullanır ve 

geleneksel endoskopi kullanılmadan hemen hemen tüm gastrointestinal sistemin 

incelenmesini sağlar [143-145]. Kapsül endoskopi, adenom ve KK teşhisinde 

faydalıdır. Birinci nesil kapsül endoskopisinin ≥6 mm boyutlarında polipleri yaklaşık 

%60 hassasiyet ve >%80-89 özgüllük ile tespit edebildiği tespit edildi. KK’lı hastaların 

%74'ünde teşhis uyumlu çıktı [143]. 884 hastanın dahil olduğu bir çalışmada yeni nesil 

kapsülün kolorektal neoplaziyi teşhiste ve 6 mm’den büyük adenomların tespitinde 

duyarlılığın %88, özgüllüğün %82 olduğu gösterilmiştir [146]. Avrupa 

Gastrointestinal Endoskopi Kılavuzu’na göre, kolon mukozasının görüntülenmesinde 

kapsül endoskopisi güvenilir bir araç olarak kabul edilmiştir [145]. Daha sonra Asya-

Pasifik kılavuzlarına da KK taraması için kapsül endoskopisi önerilmiştir [147]. 

Kapsül endoskopisinin endikasyonları şunlardır; konvansiyonel kolonoskopiyi 

reddeden ya da anatomik nedenlerden dolayı tam bir kolonoskopinin mümkün 

olmadığı hastalardır. Herhangi bir stenoz varlığı ise kapsül tutulmasına yol 

açabileceğinden dolayı kontraendikasyon nedenidir. 

 Bilgisayarlı Tomografi Kolonografi (BTK): Bilgisayarlı Tomografi Kolonografi 

(BTK)’de, kolonun iç görüntüsünü elde etmek için düşük dozlu kullanılan tanısal bir 

yöntemdir [148]. 49 merkezli 11.000 kişiyi içeren, sistematik yapılan bir meta analizde 

BTK’nın KK tespitinde %96 duyarlılığa sahip olduğu gösterilmiştir [149]. Bu 

performansla BTK’nin, geleneksel kolonoskopi ve kapsül endoskopiyle benzer olduğu 

bildirilmiştir [150]. BTK, bağırsak temizliği, insüflasyon ve stabil pozisyon gibi bazı 

gereklilikler içerir ve sedasyona ihtiyaç duyulmaz. 
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Lakin 6-9 mm gibi düz lezyonlarda duyarlılığı düşüktür. BTK maliyetinden dolayı 

kullanımı sınırlıdır [151, 152]. BTK, ABD ve Avrupa'daki rehberlerde KK taraması 

seçeneklerinden biri olarak önerilmiştir [153, 154]. Birçok ülkede BTK, çift kontrastlı 

baryum lavman (kolon için konvansiyonel X-ışını tabanlı görüntüleme yöntemi) 

incelemesinin yerini almıştır ve giderek artan bir şekilde geleneksel kolonoskopiye 

alternatif olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte, radyasyona maruz kalma, 

maliyetler, hastalara yük ve yüksek kolonoskopi sevk oranlarından dolayı, BTK 

Avrupa'da pek kabul görmemiştir. Asya-Pasifik bölgesinde,  total kolonoskopinin 

mümkün olmadığı durumlar dışında, KK taraması için BTK önerilmemektedir [147]. 

 

Tedavi 

Evre 3 ve 4 kolon kanseri ile evre 2 ve 4 rektum kanserinde adjuvan tedavi tercih edilir 

[155, 156]. Taramadaki istenilen verime ulaşamama, tedavide de kendini 

göstermektedir. Ayanian ve arkadaşları tarafından yapılan popülasyon ve yaşa bağlı 

bir çalışmada kemoterapi ve radyoterapi kullanım oranının yaşlılarda gençlere göre 

daha yüksek, bekar ve yüksek komorbiditeleri olan hastalarında kemoterapi alma 

olasılığının daha düşük olduğu bulunmuştur. Çalışmaya göre, uygun tedaviyi 

sağlamama nedenleri hastanın reddi, komorbiditesi veya klinik endikasyon eksikliği 

idi [157]. 

Ayrıca, Baxter ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada cinsiyet, ırk ve yaşla 

ilişkili radyasyon tedavisinin önemli belirleyicileri bulunmuştur. Radyasyon 

tedavisinin zamanla arttığını bulsalar da, cinsiyetler ve farklı ırk ve yaş grupları 

arasında eşitsizlik varlığını sürdürdü [158]. KK tedavisindeki yetersiz ve eksikliklere 

yönelik devam eden çalışmaların çoğu, ele alınabilecek faktörleri (değiştirilebilir ve 

değiştirilemez) değerlendirmeye çalışmaktadır. Bazı araştırmalar, tedavi tercihlerinin 

farklı kullanımların nedeni olduğunu öne sürmüş olsa da, bazıları belirli ırklardan ve 

etnik kökenlerden insanların önerilenleri reddetme ihtimalinin daha yüksek olduğunu 

bildirmiştir [159]. KK insidansı ve mortaliteyi azaltmak için dünya genelinde tarama 

oranlarını arttırmaya ihtiyaç olduğu açıkça görülmektedir.  

Ayrıca, KK için uygun tedaviye erişimdeki eşitsizlikler mevcuttur ve KK için bakımın 

kalitesini ve sunumunu iyileştirmek için ele alınması gerekir. 
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KK’da hastalar için tedavi seçenekleri değişkenlik gösterir ve aşağıdaki değişkenler 

göz önüne alınarak değerlendirilir: 

 

o Tümör büyüklüğü 

o Tanı evresi 

o Tümörün kolondaki veya rektumdaki yeri  

o Kanser geri dönüş riski 

o Hastanın fiziksel sağlığı 

 

Genel olarak KK için mevcut tedavi seçenekleri cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve 

biyolojik tedavilerdir [160]. 

 Cerrahi Tedavi: Erken evre KK’lı hastaların çoğu, “rezeksiyon” olarak bilinen bir 

prosedürde, tümörün mümkün olduğunca çoğunu çıkarmak için ameliyat olur. 

Kanserin yayılma riskini azaltmak rezeke edilecektir. Rezeksiyon ayrıca, özellikle 

karaciğer metastazında ve ileri evre hastalığı olan bazı hastalar için bir tedavi 

seçeneğidir. Kolonun etkilenen alanı laparoskopik rezeksiyonla alınarak erken 

dönemde etkili sonuçlar alınır [161]. Ayrıca tümörün bölgesi ve yayılımına göre 

radyofrekans ablasyon (kryoablasyon) ya da kolostomide yapılır.  

 Radyoterapi: KK’da en büyük sorun lokal tümör tedavisidir. Cerrahi teknikteki 

gelişmelere paralel olarak gen ve adjuvan tedavi rejimleri, lokal nüks oranını 

azaltmaktadır. Bu tedavilerle birlikte radyoterapi tedavi başarısını çok arttırmıştır. 

Literatürdeki son raporlara göre, preoperatif kemoradyoterapi artık II. ve III. evre 

rektum kanserli hastalarda tedavi standardı olarak kabul edilmektedir. Ayrıca, kısa 

süreli radyoterapinin etkili lokal kontrol sağladığı ve daha uzun süreli 

kemoradyoterapi programları ile aynı genel sağkalım sağladığı ve bu nedenle bazı 

durumlarda uygun bir seçenek olabileceği görülmektedir [162]. Eksternal ışın tedavisi, 

internal ışın tedavisi (brakiterapi), endokaviter radyasyon tedavisi, interstisyel 

brakiterapi ve radyoembolizasyon gibi seçenekleri vardır [163]. 

 Kemoterapi: İleri evre hastalarda genellikle cerrahi sonrası kemoterapi verilir. 

Kolorektal kanserlerde sıklıkla 5-fluorourasil (5-FU), Lökovorin (folinik asit veya LV) 

ve oksaliplatin içeren FOLFOX19 protokolü veya 5-fluorourasil (5-FU), Lökovorin 

(folinik asit veya LV) ve irinotekan içeren FOLFİRİ protokolü tercih edilmektedir. 

İnvaziv tümörler nedeniyle başlangıçta ameliyat edilemeyen ileri KK’lı bazı hastalar 
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ameliyat düşünülmeden önce kemoterapi ile tedavi edilebilir ve buna neo-adjuvan 

tedavi denilmektedir [161]. KK’lı birçok vaka başlangıçta kemoterapiye yanıt verir, 

ancak, çoğunda hastalık ilk basamak tedaviden sonra ilerler. Bu gerçekleştiğinde, hasta 

“ikinci basamak” tedavisi olarak bilinen başka bir kemoterapiye maruz kalabilir. 

Hastalık rekürrensini erken saptamak, sağkalımı arttırmada önemlidir, çünkü geç 

teşhis mortalite oranını %50’ye çıkarmaktadır. Bu nedenle hastalar rutin olarak 

kemoterapiyi tamamladıktan sonra düzenli kontrol edilir [164, 165]. 

 Hedefli Terapi: Hedefli terapi, kanserin spesifik genlerini, proteinlerini veya 

kanserin proliferasyon yaptığı dokuyu hedefleyen bir tedavidir. Bu tip tedavilerin 

sağlıklı hücrelere etkisi sınırlıyken, kanser hücrelerinin büyümesini ve yayılmasını 

engeller. Tüm tümörler için aynı hedef bölge yoktur. Bu yüzden en etkili tedaviyi 

bulmak için hastanın genlerini, proteinlerini ve tümöründeki diğer faktörleri 

tanımlamak için testler yapılır. Bunun sonucunda spesifik bölgelere, özel moleküler 

hedefler belirlenir. Genelde anti-anjiyojenez tedaviler, büyüme faktörü reseptör 

inhibitörleri kullanılır. Ayrıca bu hastalarda BRAF, HER2 ve RAS genlerinin 

ekspresyonlarına bakılır [166]. 

 
2.3 Bitkisel Kökenli İlaçlar 

Doğal olarak elde edilen ilaçlar, hastalıklara karşı nihai ilaç gelişimi için yeni adayların 

keşfedilmesinde önemli bir rol oynamaktadır [167]. Doğal ilaçların üç ana kaynağı 

şunlardır: bitkiler, mikroorganizmalar (bakteri ve mantarlar) ve deniz organizmalarıdır 

[168].  2008 yılında Harvey, doğal ürün ya da doğal ürün kaynaklı bileşiklerin ilaç 

pazarının %80'inden fazlasını oluşturduğunu belirtmiştir [169]. Organik olarak 

sentezlenmiş moleküllere kıyasla, doğal bileşikler birkaç kimyasal avantaja sahiptir: 

daha az hetero ve ağır atom içerirler ve daha fazla kiral merkeze ve daha çok halka 

yapılarına sahiptirler [168].  

Doğal kaynaklı ilaçların farmakolojik birçok faydası vardır. Bunlar anti-neoplastik, 

anti-oksidan ve anti-mutajenik etkileriyle, bu ilaçların normal hücrelere düşük 

dozlarda hiçbir yan etkisi yoktur. Yüksek dozlarda tek başlarına veya diğer doğal türev 

ilaçlarla kombine halde uygulanırsa tümör hücresi gelişimini engelleyebilirler [170]. 

Bitki kökenli ilaçlar eski uygarlıklardan bu yana yüzyıllar boyunca uygulanmaktadır 

[171]. Son yıllarda, doğal olarak oluşan bileşikler yüksek dozda anti-kanser 

etkilerinden dolayı artan ilgi görmüştür [172]. Günümüzde, etnofarmakoloji 
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fitokimyada özellikle kemopreventif veya kemoterapötik amaçlı yeni aday ilaçların 

keşfedilmesinde önemli bir yaklaşımdır. Halen klinik olarak kullanılan bitki kaynaklı 

anti-kanser ilaçları dört ana grupta sınıflandırılabilir: taksanlar (örn., Paclitaxel), 

alkaloitler (örn., Vinblastin), epipodofilotoksinler (örn., Etoposide) ve kamptotesinler 

(örn., Irinotecan) [173]. 

Bu bitki kaynaklı ilaçların keşfi zaman gerektiren pahalı bir süreçtir: bu tür çalışmalar 

için yaklaşık en az 10 yıl ve 800 milyon dolar gerekir [174, 175]. Süreç şifalı bitkinin 

tanımlanması, biyolojik etkisinin değerlendirilmesi, bileşiğin klinik 

değerlendirmelerinde toksikolojik ve farmakokinetik analizleri ile devam eder (Şekil 

2.9).  

Dünyada artan kanser insidansı ve çoğu ilaca karşı gelişen direnç ile birlikte, yeni etkili 

ilaçlara olan ihtiyaç sürekli artmaktadır. Uzun ve maliyetli keşif prosedürleriyle bile, 

bitki kaynaklı ilaçlar, yeni çözüm yollarının ana kaynağı olmaya devam edecektir 

[173]. 

 

Şekil 2.9 : Tıbbi bitki ilaçlarının keşfi ve gelişimi. 

2.3.1 Çörek otu 

Ranunculaceae familyasından, Nigella sativa (NS; Çörek Otu: ÇO), iyileştirici 

özelliklere sahip mucizevi bir bitki olarak tanımlanmıştır. Bu şifalı bitki halk ve 

geleneksel tıpta yüzyıllardır kullanılmaktadır. NS, Avrupa, Afrika ve Asya'da bulunur, 

ancak özellikle Hindistan, Pakistan ve Türkiye’de, baharat veya ilaç olarak kullanılır 

[176].  
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Bu yıllık çiçekli bitki, bol miktarda tohum barındıran bir meyve üretir (Şekil 2.10) 

[177]. İngilizce'de siyah tohum veya kara kimyon adı verilen tohum, eski Latince'de 

"Panacea" olarak adlandırılır ve tüm hastalıkların tedavisi anlamına gelir. Arapça 

kayıtlarda, bu tohuma nimet anlamına gelen “Habbat el Baraka” terimi ile atıfta 

bulunulmuştur [178]. 

 

Şekil 2.10 :  Siyah tohumlar ve çörek otu çiçeği. 

Bugüne kadar, NS geniş bir hastalık yelpazesinde kapsamlı bir şekilde incelenmiştir 

ve geniş bir farmakolojik özellik çeşidine sahip olduğunu kanıtlamıştır: anti-

enflamatuvar, anti-mikrobiyal, anti-diyabetik, anti-hipertansif, anti-kanser, anti-

oksidan, analjezik, spazmolitik, gastro koruyucu, hepato koruyucu, idrar söktürücü 

etki vb. Tüm bu aktivitelerle birlikte, astım, ishal, bronşit, romatizma ve cilt 

rahatsızlıkları gibi sayısız hastalığın tedavisinde kullanılmıştır [177]. 

 
2.3.2 Timokinon 

Timokinon, NS’nin içeriğinde en çok bulunan etken maddedir. NS’nın yararı ve 

terapötik avantajları, temel olarak, ekstrakte edilmiş yağın en bol aktif bileşiğinden 

kaynaklanmaktadır: timokinon (TQ) (Şekil 2.11). 

 

Şekil 2.11 :  Timokinonun moleküler yapısı. 
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TQ'nun yanı sıra, çörek otu çeşitli aktif bileşikler içerir: timohidrokinon, ditimokinon, 

p-simen, karvakrol, 4-terpineol, t-anetol, seskiterpen longifolen, alfa-pinen, timol, vs. 

TQ veya 2-izopropil-5 metilbenzokinon (C10H12O2, MA: 164.20g), çörek otunda %30-

50'lik bir konsantrasyonda bulunur [179]. İlginç bir şekilde, tüm NS bitkisi üzerinde 

yapılan bir çalışma, yaprakta tohum ekstraktından 12 kat daha fazla TQ olduğunu 

göstermiştir [180]. In vivo olarak, ilaç formülasyonu, biyoyararlanım ve TQ'nun 

hücresel olarak alımı ile ilgili araştırmalar, lipofilik yapısından dolayı zorluklarla 

karşılaşmaktadır. Çeşitli hayvan modellerinde TQ oral uygulamasının, 10-100 mg/kg 

arasında tutulduğunda güvenli olduğu ortaya çıkmıştır [181]. Öte yandan, serum 

proteinlerine bağlanma TQ yeteneğini anti-kanser aktivitesini negatif yönde etkiler. 

Gerçekten de, TQ'nun hücre kültürü ortamında bulunan BSA'ya kovalent olarak 

bağlandığı gösterilmiştir [182]. 

 Timokinon etki mekanizmaları 

Bu fitokimyasalın farmakolojik potansiyeli kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır: anti-

bakteriyel, anti-fungal, anti-oksidan, anti-diyabetik, anti-enflamatuvar, analjezik 

etkileri ile gastro, hepatik, nefro, pulmoner ve testiküler koruyucu etkinlikleri vardır 

[177]. En önemlisi, farklı mekanizmaları etkileyen önemli kanser önleyici özelliklere 

sahip olduğu tespit edilmiştir (Şekil 2.12). 

 

Şekil 2.12 : Timokinonun etki ettiği farklı hücresel mekanizmalar. 
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 p53 bağımlı ve bağımsız mekanizmalar 

Çalışılan sisteme göre, TQ'nun p53'e bağımlı veya bağımsız olarak etki ettiği 

gösterilmiştir. Osteosarkom hücrelerinde TQ'nun, p53'ten bağımsız olarak apoptozu 

indüklediği, kolon kanserinde ise hücre ölümünün indüklenmesi için p53 

mevcudiyetinin önemli olduğu gösterilmiştir [183, 184]. KK’da TQ, çok çeşitli hücre 

hatları üzerinde in vitro olarak test edilmiştir. Fonksiyonel p53'e sahip hücre hatları 

(LoVo, HCEC-1CT, RKO, Caco-2, HCT116), TQ'ya mutasyona uğramış bir p53 

içeren HT-29 hücre hücresinden daha hassas olduğu gösterilmiştir [182, 185]. Yapılan 

çalışmada, HCT116 p53 - / - hücrelerinin, HCT116wt hücrelerine kıyasla daha az TQ 

kaynaklı apoptoz ve hücre döngüsünün etkilenmesi gösterildi [183]. Mekanik olarak, 

işlevsel bir p53 olmadığında, DNA hasarı için bir sensör olan CHK1'in baskılanması 

gerçekleşmez; bu nedenle CHK1, apoptozda bir azalmaya yol açacak şekilde 

düzenlenmektedir [183]. Ayrıca, HCT116 hücrelerinde, TQ, bir G1 tutuklaması, p53 

ve p21 protein seviyelerinin artması ve Bcl-2'nin azalması yoluyla zamana ve doza 

bağımlı apoptoza neden olmaktadır. 

 NFƘB sinyal yolağı üzerine etkileri  

İmmün yanıtın anahtarı, NFκB’nin bozulması kanserin oluşmasıyla korelasyon 

gösterir [183]. Miyeloid lösemi hücreleri (KBM-5) üzerinde yapılan bir araştırma, 

TQ'nun, IkBa fosforilasyonunu bloke ederek NFκB aktivasyonunu inhibe ettiği, 

böylece çekirdeğe p65 translokasyonunun baskılanmasına yol açtığını gösterdi [184].  

Aslında, TQ'nun NIkB tarafından düzenlendiği ve proliferasyonda rol oynadığı bilinen 

XIAP, Bcl-2, Bcl-xL, c-Myc, siklin, vasküler endotel büyüme faktörü (VEGFR) gibi 

birkaç genin ekspresyonunu bastırdığı bulunmuştur. Bu nedenle TQ, nihayetinde 

apoptoza yol açan anti-enflamatuvar ve anti-kanser aktivite arasında köprü 

oluşturmaktadır  

 Reaktif oksijen türlerinin üretimi (ROS)  

Diğer taraftan, DLD-1 hücrelerinde, TQ kaynaklı apoptozun ROS üretimi yoluyla 

oluştuğu gösterilmiştir. Pro-oksidan TQ, TQ tarafından üretilen stresi yenmek için 

JNK ve ERK'nın fosforilasyonunu arttırmış ve böylece hücrelerin apoptotik 

mekanizmanın başlatmasına yol açan pro-survival rollerini uygulamamıştır [182].  
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Diğer çalışmalar, farklı kanser türlerinde süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) 

ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini yükselterek TQ'nun anti-oksidan 

aktivitesini bildirmiştir [185-187]. TQ'nun bu özelliği, diğer anti-kanser tedavilerden 

doğan toksisitenin azaltılmasına yardımcı olabilir ve bu da TQ'nun klinik 

uygulamadaki olası rolünü gösterir. 

 In vivo TQ mekanizması  

In vivo zenograft fare modelinde TQ’nun tümör büyümesini inhibe ederek apoptozu 

indüklediği gösterilmiştir [188]. Benzer şekilde, APCMin (adenomatöz polipozis coli 

multipl bağırsak neoplazi) fare modeli, TQ tedavisi sırasında, tümör polipozisine özgü 

apoptozun indüklenmesi nedeniyle büyük poliplerin sayısında bir azalmanın 

gözlendiğini, dolayısıyla TQ'nun kemopreventif rolüne ışık tuttuğu ortaya 

konulmuştur [189]. Hatiboğlu ve arkadaşlarının yaptığı bir başka çalışmada B16F10 

fare modelinde TQ’nun tümör boyutunu düşürdüğü gösterilmiştir [190]. 

 Kombinasyon tedavisinde TQ 

Yıllar boyunca, TQ farklı kanser türlerinde etkinliğini kanıtlamıştır. Anti-proliferatif 

etkiden apoptoz indüksiyonuna, TQ'nun kanser hücrelerini geleneksel kemoterapötik 

ajanlara karşı kemosensitize ettiği gösterilmiştir. Kolorektal kanser 5-fluorourasil (5-

FU) ile TQ SW-626 hücrelerine (insan adenokarsinom hücreleri) etkisi araştırılmış ve 

benzer anti-kanser etkileri bulunmuştur [191]. Son onbeş yılda, kanser hücrelerini, 

farmakolojik etkilerinde iyileşmelere yol açan kemoterapötik ve bitki kaynaklı 

ilaçların (TQ gibi) bir kombinasyonu ile tedavi etme eğilimi belirlenmiştir (Tablo 2.5). 

Effenberger ve arkadaşlarının yaptığı bir araştırmada, 1:1 doksorubisin (DOX) ve TQ 

karışımının, hem HT29 hem de DOX-dirençli HT29 hücrelerinde tek başına DOX 

tedavisinden daha yüksek hücre ölümüne yol açtığını göstermiştir [192]. Bu çalışma 

TQ'nun kanser hastalarında sıklıkla gözlenen çoklu ilaç direnciyle yüzleşmedeki 

önemini güçlendirmiştir. 
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Tablo 2.5 : Timokinonun farklı kanser türleri üzerindeki etkisi. 

Kanser Tip TQ Etkisi Referans

Kan Kanseri Lösemi HL-60 hücre hattı Anti-proliferatif [193] 

Meme Kanseri 
MCF7 / Topo meme 

karsinoma 
Apoptoz indüksiyonu [194] 

Pankreas 
kanseri 

Pankreatik tümör 
Kemosensitizasyon ve 

konvansiyonel kemoterapi 
[195] 

Karaciğer 
Kanseri 

HepG2 hücresi Anti-proliferatif [196] 

Hepatik tümör 
Karsinogeneze karşı profilaktik 

ve toksik 
[197] 

Fibrosarkoma Fibrosarkoma hücreleri Anti-proliferatif [198] 

Prostat 
LNCap, C4-B, DU145, 

PC3 
DNA Sentezi inhibisyonu, anti-

proliferatif 
[199] 

Kolon kanseri 
HCT116 Anti-neoplastik, proapoptotik [188] 

SW626 
TQ kemoterapötik ajan olarak 

önerilmiş 
[191] 

Aynı şekilde, 5-FU ile tedavi edilmeden önce mide kanseri hücrelerinin TQ ile 24 saat 

ön tedavisinin, tek başına 5-FU ile karşılaştırıldığında daha yüksek oranda apoptoza 

neden olduğu gösterilmiştir [200]. İlginç bir şekilde, bu çalışma kolorektal kanserde 

araştırılmamıştır. Kemoterapötiklerin TQ ile birleştirilmesinin tedavisi, çeşitli kanser 

sistemlerinde in vitro ve in vivo olarak kayda değer sonuçlar göstermesine rağmen, bu 

kombinasyonların hala faz I klinik çalışmaları yoktur (Tablo 2.6). 

Tablo 2.6 : TQ ile kombine kemoterapi. 

Timokinon + 
Kanser Tip / Hücre 

Hattı 
Etki  Referans 

Tamoksifen 

Meme Kanseri (MCF7, 

MDA-MB231, MDA-

MB468, T47D 

Apoptoz artmış, in vitro ve in vivo büyüme azalmış, 

Akt ve cleaved kaspaz-9 inaktive olmuş, Bax, 

sitokrom C ve p27 aktive olmuş 

[201] 

5-FU 

Gastrik Kanser, 

BGC823, SGC-7901, 

MGC-803 ve HGC-27 

In vitro, kanserde kemoduyarlılık artmış, Bcl-2 

ekspresyonu azalmış, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9 

ekspresyonu artmış 

In vivo’da ise sadece 5-FU’ya göre kombine 

tedavinin anti-tümör etkisi daha yüksektir. 

[200] 

Cisplatin 
Ehrlich Asit Karsinom 

farelerde (Zenograft) 

Suya konan 50mg/L TQ, cisplatinin anti-tümör etki 

gösterirken neden olduğu nefrotoksisite azalmış 
[202] 

Ifosfamid 
Ehrlich Asit Karsinom 

farelerde (Zenograft) 

10mg/kg TQ tedavisi 50mg/kg ifosfamidin etkisini 

güçlendiriyor 
[203] 
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Tablo 2.6 (devam) : TQ ile kombine kemoterapi. 

Timokinon + 
Kanser Tip / Hücre 

Hattı 
Etki Referans 

Doksorubisin 

Kolon: HL-60, 518A2, 

HT-29 

Serviks: KB-V1 

Meme: MCF-7 

Sıçan 

HL-60 hücresinde TQ, DOX’un anti-kanser 

etkisini arttırıyor. 

Çoklu hücre direnci olan hücrelerde kaspaz-3 ve 

ROS üretimine bağlı apoptozu indükler. 

TQ DOX kaynaklı nefropatiyi azaltır. 

Oral TQ alımı DOX kaynaklı süperoksitleri 

inaktive eder ve kardiyotoksisiteyi azaltır. 

[194, 203, 

204] 

 Hedefli terapi  

Son 10 yılda, kanser tedavisinde yeni bir strateji ortaya atılmıştır: Bunlardan en 

önemlisi hedefe yönelik tedavidir. İntravenöz sitotoksik kemoterapiden farklı olarak, 

hedefli tedaviler hastalar tarafından daha kolay uygulanır ve tolere edilir, ancak bunlar 

daha sonra ishal gibi ikincil etkiler yaratabilir [205]. Bu bireysel olarak uyarlanmış 

kanser tedavisi iki türde olabilir: monoklonal antikorlar veya küçük molekül 

inhibitörleri ile. Bu nispeten yeni bakış açısıyla, daha önce geleneksel kemoterapötik 

tedavilerden dışlanan hastalar daha fazla tedavi seçeneklerine sahip olabilirler.  

2013 yılında Rajput ve arkadaşları TQ'yu AKT inhibitörü olarak önerdi, böylece bu 

diyet fitokimyasal küçük molekülün meme kanseri tedavisinde öneminin altını çizdi 

(Şekil 13) [206]. 

 

Şekil 2.13 : Farklı hedefe yönelik tedavi yollarında uygulanan monoklonal antikorlar ya da 
inhibe edici ajanlar solid tümörlerde büyüme faktörlerinin reseptörleri üstünden, hematolojik 

tümörlerde CD reseptörleri üstünden etki ederler. 
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 TQ ve kinazlar  

Fosforilasyonun denince akla ilk gelen protein kinazlar, genellikle karmaşık 

yolaklarla çalışır ve hedefe yönelik tedavi için yeni adaylar haline gelmiştir. TQ'nun 

kinaz düzenlemesine katılmasını açıklayan birkaç çalışma vardır; AKT1 [207],  JAK2 

[208], JNK [182], IKKb [184], ERK2 [182], CHEK1 [209] ve Plk1 [210]. Bu 

kinazların çoğu kolon kanserinde sıklıkla serbesttir. Son 10 yılda, birkaç kinaz 

inhibitörü klinik olarak test edilmiştir veya şu anda hedefli tedavide klinik denemeler 

geçirmektedir [211]. Bu terapi, tümör hücresi çoğalmasını ve ilerlemesini etkileyen 

moleküllere müdahale ederek kanserin büyümesini ve yayılmasını engeller. KK’da, c-

Jun N-terminal kinaz (JNK) ve prosurvival hücre dışı sinyalle düzenlenmiş kinaz 

(ERK) gibi kinazların, apoptozisin başlangıcından önce TQ tedavisi altında aktive 

edildiği gösterildi [182]. HCT116 p53 - / - hücrelerinde gözlenen TQ direnci, p53 

olmadığında TQ kaynaklı DNA hasarına karşı verimsiz bir savunma mekanizması 

olduğunu ve serin / treonin kinaz hücre döngüsü kontrol noktası olan CHEK1'in bir 

upregülasyonu ile ilişkilendirilmiştir [209]. 

 
2.4 5-Fluorourasil 

Anti-metabolit ilaçlar, temel biyokimyasal işlemleri inhibe ederek veya DNA ve RNA 

gibi makromoleküllere dâhil edilerek, normal fonksiyonları inhibe ederek çalışır. 

Fluoropirimidin olan 5-fluorourasil (5-FU) her ikisini de yapar. 

Fluoropirimidinler, 1950’lerde sıçan hepatomlarının RNA’daki urasili normal 

dokulara göre daha çok ve hızlı bir şekilde kullandıkları anlaşılınca, urasil 

metabolizmasına yönelik potansiyel bir anti-metabolit kemoterapisi geliştirilmiştir 

[212]. 

5-FU'nun sitotoksisite mekanizması, fluoronükleotitlerin RNA ve DNA'ya yanlış 

eşleşmesine ve nükleotit sentetik enzim timidilat sentazın (TS) inhibisyonuna 

bağlanmıştır. 

5-FU, kolorektal ve meme kanserleri dâhil olmak üzere bir dizi kanserin tedavisinde 

yaygın olarak kullanılır. Her ne kadar diğer kemoterapötik ajanlarla kombinasyon 

halinde 5-FU, göğüs ve baş boyun kanserlerinde yanıt oranlarını ve sağkalımı 

iyileştirse de, kolorektal kanserde 5-FU'nun en büyük etkiye sahip olduğu 

görülmektedir. 5-FU bazlı kemoterapi, rezeke evre III KK’lı hastaların sağkalımını 
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iyileştirir [213]. Bununla birlikte, ileri KK için birinci basamak tedavi olarak 5-FU 

bazlı kemoterapinin cevap oranları sadece %10-15'tir [214]. 5-FU'nun Irinotecan ve 

Oksaliplatin gibi daha yeni kemoterapilerle kombinasyonu, ileri kolorektal kanser için 

cevap oranlarını %40–50'ye yükseltti [215, 216]. Bununla birlikte, bu gelişmelere 

rağmen, acilen yeni terapötik stratejilere ihtiyaç duyulmaktadır. 5-FU'nun hücre 

ölümüne neden olduğu ve tümörlerin 5-FU'ya dirençli hale geldiği mekanizmaları 

anlamak, bu direnci tahmin etmek veya aşmak için atılmış önemli bir problemdir.  

 
2.4.1 5-FU etki mekanizması 

5-FU, urasilin 5. karbonunda konumundaki karbon yerine flor bulunan bir urasil 

analoğudur (Şekil 2.14) [217]. Urasil ile aynı kolaylaştırılmış taşıma mekanizmasını 

kullanarak hücreye hızla girer. 5-FU hücre içi olarak çeşitli aktif metabolitlere 

dönüştürülür: florodeoksiüridin monofosfat (FdUMP), florodeoksiridin trifosfat 

(FdUTP) ve floroüridin trifosfat (FUTP) (Şekil 2.15) - bu aktif metabolitler, RNA 

sentezini ve TS'nin etkisini bozar.  

5-FU katabolizmasındaki hız sınırlayıcı enzim, 5-FU'yu dihidrofluorourasile (DHFU) 

dönüştüren dihidropirimidin dehidrojenazdır (DPD) [218]. Uygulanan 5-FU'nun 

%80'inden fazlası normal olarak birincil olarak DPD'nin bolca eksprese edildiği 

karaciğerde katabolize edilir [218]. 

 

Şekil 2.14 : 5-FU'nun yapısı. 
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5-Fluorourasil üç ana aktif metabolite dönüştürülür: fluorodeoksiüridin monofosfat 

(FdUMP), fluorodeoksiüridin trifosfat (FdUTP) ve fluorouridin trifosfat (FUTP). 5-

FU aktivasyonunun ana mekanizması, doğrudan ya da fosforibosil pirofosfatla (PRPP) 

kofaktör olarak fosforibosil pirofosfat (PRPP) ile ya da feroüridin (FUR) kofaktör 

yoluyla flüoroüridin (FUR) ile floroüridin monofosfatına (FUMP) dönüştürülmesidir. 

FUMP daha sonra aktif metabolit floroüridin trifosfat (FUTP) ile fosforile edilebilen 

veya florodeoksiridin difosfata (FDUDP) ribonükleotit redüktaz (RR) ile 

dönüştürülebilen floroüridin difosfata (FUDP) fosforile edilir. FdUDP sırasıyla 

FdUTP ve FdUMP aktif metabolitlerini üretmek için fosforillernir. Alternatif bir 

aktivasyon yolu, daha sonra timidin kinaz (TK) ile FdUMP'ye fosforile edilen 5-

FU'nun florodeoksiüridine (FUDR) katalize edilmiş timidin fosforilazını içerir. 5-

FU'nun dihidroflorouasil (DHFU) 'ye dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) esaslı 

dönüşümü, normal ve tümör hücrelerinde 5-FU katabolizmasının hız sınırlayıcı 

aşamasıdır. Uygulanan 5-FU'nun %80'e kadarı karaciğerde DPD tarafından parçalanır. 

 

Şekil 2.15 : 5-FU metabolizması. 
 
2.4.2 5-FU’nun modülasyonu 

5-FU KK tedavisinde 40 yıldan fazla bir süredir kullanılmaktadır. 5-FU intravenöz 

olarak verilir ve optimum dozu ve uygulama şeklini belirlemek için çeşitli farklı 

programlarda kullanılmıştır. İleri KK’da tek bir ajan olarak 5-FU için genel yanıt oranı 

oldukça sınırlıdır (yaklaşık %10-15) [214]; Bununla birlikte, son 20 yılda, 5-FU’nun 

anti-kanser aktivitesini arttırmak ve klinik direncin üstesinden gelmek için önemli 

modülasyon stratejileri geliştirilmiştir.  
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Sonuç olarak, 5-FU hem ileri hem de erken evre KK tedavisinde ana ajandır. 5-FU 

anti-kanser aktivitesini modüle etmek için araştırılan stratejiler arasında 5-FU 

bozulmasının azaltılması, 5-FU aktivasyonunun arttırılması ve FdUMP'nin TS 

bağlama aktivitesinin arttırılması bulunur. Lökovorin (LV), hücre içi 5,10-metilen 

tetrahidrofolat (CH2THF) havuzunu arttırır, böylece florodeoksiridin monofosfat 

(FdUMP) tarafından timidilat sentaz (TS) inhibisyonunu arttırır. Enilurasil ve urasil, 

5-FU'nun DPD aracılı bozulmasını önler. Metotreksat (MTX) 'in fosforibosil 

pirofosfat (PRPP) seviyelerini artırarak 5-FU aktivasyonunu arttırdığı 

düşünülmektedir. İnterferonların (IFN'ler), timidin fosforilaz (TP) aktivitesini 

arttırdığı, 5-FU tedavisinin neden olduğu akut TS indüksiyonunu iptal ettiği ve 5-FU 

aracılı DNA hasarını arttırdığı rapor edilmiştir (Şekil 2.16). Kapesitabin, 

karboksilesteraz ve sitidin deaminazın sıralı etkisiyle karaciğerde 5′-deoksi-5 

floroüridin'e (5′DFUR) dönüştürülen bir 5-FU ön ilacıdır. 5′DFUR, TP ile 5-FU'ya 

dönüştürülür. 

 

Şekil 2.16 : 5-FU modülasyonu.
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3. MATERYAL ve METOT 

3.1 Gereç 

3.1.1 Cihazlar 

Çalışma kapsamında kullanılan cihazlar Tablo 3.1’de listelenmiştir. 

 

Tablo 3.1 : Cihaz listesi. 

Cihaz Adı Marka Kullanım Amacı 

In Vivo Imaging 
System (IVIS) 

Perkin Elmer Hayvanda tümör görüntüleme için kullanılmıştır. 

Hücre Kültürü 
Kabini (Class II) 

Safe Fast Classic Faster 
Air 

Hücre kültürü ve transfeksiyon işlemleri için 
kullanılmıştır. 

Karbondioksit 
İnkübatörü 

ESCO - Panasonic Hücre kültürü deneylerinde kullanılmıştır. 

Ters Işık 
Mikroskobu 

Novel Hücre kültürü deneylerinde kullanılmıştır. 

Floresans 
Mikroskop 

Leica DM 1000 
Apoptoz, DNA Hasarı ve Transfeksiyon kontrolünde 

kullanılmıştır. 

Akış Sitometrisi BD Facs Canto II MMP, Apoptoz ölçümünde kullanılmıştır. 

Multiplaka 
Okuyucu 

Thermo Varioskan 
Fotometrik, Luminometrik ve Florometrik okumalar 

bu cihazda yapılmıştır. 

Soğutmalı Santrifüj Hermle Hücre kültürü çalışmalarında kullanılmıştır. 

Western blot sistemi Biorad Western blot çalışmaları için kullanılmıştır. 

Jel Görüntüleme 
Cihazı 

Vilbert Laurmart Fusion 
Fx5 

Western Blot sonrası membranlardaki protein 
ekspresyonlarını ölçmek için kullanılmıştır. 

Derin Dondurucu  
(-20˚C / -80˚C) 

Uğur / Haier 
 

FBS, Blastasidin, Pen/Strep, L-Glutamin gibi sıvıların 
saklanması için kullanılmıştır. 

Buzdolabı (+4) Uğur 
Örnek, kit, medyum, tampon vb’nin saklanması için 

kullanılmıştır. 

pH metre 
Milwaukee Instruments 

Inc 
Hazırlanan tamponlarda pH ayarlaması için 

kullanılmıştır. 

Hassas Terazi Mettler Toledo Numunelerin tartılmasında kullanılmıştır. 

Deiyoize su cihazı Sartorius Stedim Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Vortex Stuart Stok solüsyonu hazırlarken kullanılmıştır. 
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Tablo 3.1 (devam) : Cihaz listesi. 

Cihaz Adı Marka Kullanım Amacı 

Elektroforez 
Güç Kaynağı 

Thermo DNA Hasarı’nda jel yürütürken kullanılmıştır. 

Otomotik 
Pipetler 

Eppendorf Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Manyetik 
Karıştırıcı 

Biocote, Stuart CB162 Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Orbital 
karıştırıcı 

Biosan, OS20 Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Sonikatör 
Memmert, ENB29, 

Almanya 
Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Sıcak su 
banyosu 

Hellma Analytics Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

Isıtıcı blok Daihan 
Western blot ön aşamasında protein denatürasyonu için 

kullanılmıştır. 

Buz makinası Maestrogen Inc Tüm deneylerde kullanılmıştır. 

 

3.1.2 Kullanılan Kimyasallar 

Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar Tablo 3.2’de yer almaktadır. 

 Tablo 3.2 : Kimyasal listesi. 

Kimyasal Adı Marka Kullanım Amacı 

Sodyum Klorür (NaCl) 

Sigma-Aldrich 
Genel laboratuvar solüsyon ve tamponları 

için kullanılmıştır. 

Potasyum Klorür (KCl) 

Sodyum Hidrojen Fosfat 
Dihidrat (Na2HPO4.2H2O) 

Potasyum Dihidrojen Fosfat 
(KH2PO4) 

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 
(EDTA) 

Tris HCl 

Tris Baz 

Fetal Sığır Serumu 
Gibco 

Genel hücre kültürü çalışmaları için 
kullanılmıştır. 

Penisilin/Streptomisin 
F12K Medyumu 

Eagle's Minimum Essential 
Medium (E’MEM) 

Sigma-Aldrich 

Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich 
L-Glutamin Sigma-Aldrich 

Cryopreservation Medyum ABM 
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Tablo 3.2 (devam) : Kimyasal listesi. 

Kimyasal Adı Marka Kullanım Amacı 
Blastacidin-S HCl 

Sigma-Aldrich 

Hücrelerin transfeksiyonu için 
kullanılmıştır. 

Kalsiyum Klorür (CaCl2) 
Polybrene 

Hepes 
D-Glukoz Monohidrat 

D-Lusiferin 
GFP vector – plenti CMV GFP Blast 

(659-1) Plasmid # 17445 

Addgene 
Luc vector – plenti CMV V5 Luc 
Blast (w567-1) Plasmid # 21474 

psPAx2 Plasmid # 12260 
pMD2.G Plasmid # 12559 

Timokinon Sigma-Aldrich In vitro ve in vivo çalışmalarda 
kullanılmıştr. 5-Fluorouracil Deva 

Diklorofloroscein Diasetat 

Sigma-Aldrich 

Hücreiçi reaktif oksijen türlerinin ölçümü 
için kullanılmıştır. 

Akridin turuncusu Apoptoz testleri için kullanılmıştır. 

Etidyum Bromür 
Apoptoz ve DNA Hasarı görüntülemesi 

için kullanılmıştır. 
Normal Melting Agar 

DNA Hasarı için hazırlanan 
solüsyonlarda kullanılmıştır. 

Low Melting Agar 
Dimetil Sülfoksit (DMSO) 

Triton X 
Sodyum Hidroksit (NaOH) 

HCl 
RIPA Tamponu Santa Cruz Hücre lizisi için kullanılır. 

Coomasie Brillant Blue G250 BioRad Protein ölçümü için kullanılır. 
Fura-2AM Sigma-Aldrich Hücre içi kalsiyum ölçümü için kullanılır. 

3,3'-dihexyloxacarbocyanine Iodide 
(DiOC6(3)) 

Santa Cruz 
Mitokondriyal membran potansiyeli 

ölçümü için kullanılmıştır. 

Laemlli Sample Buffer Biorad 
Western Blotta örnek yüklerken 

kullanılmıştır. 

Protein Ladder Thermo 
Western blotta standart olarak 

kullanılmıştır. 
Bax primer antikor 

Cell Signaling 
Technology 

Protein ekspresyonlarını belirlemek için 
western blotta kullanılmıştır. 

Bcl-2 primer antikor 
Kaspaz-3 primer antikor 
Kaspaz-9 primer antikor 

p53 primer antikor 
p21 primer antikor 

Anti-mouse sekonder antikor 
Anti-rabbit sekonder antikor 

 

3.1.3 Kullanılan kitler 

Tez çalışmasında kullanılan kitler Tablo 3.3’de yer almaktadır. 

Tablo 3.3: Kit listesi. 

Kit Adı Marka Kullanım Amacı 
Plasmid Isolation Midi Kit M&N Transfeksiyon için kullanılmıştır. 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay Kit 

Promega Sitotoksisite deneyleri için kullanılmıştır. 

GSH-Glo™ Glutathione Assay 
Kit 

Promega 
Hücre kültüründe glutatyon düzeylerini 

ölçmek için kullanılmıştır. 
Annexin V-FITC Apoptosis 

Detection Kit 
ThermoFisher 

Akış sitometrisinde apoptoz ölçümleri için 
kullanılmıştır. 

ELISA Kitleri Elabscience 
Oksidatif stres, enflamasyon ve büyüme 
faktörlerinin ölçümü için kullanılmıştır. 
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3.2 Yöntem 

Çalışmamızın deneysel aşaması 2 bölümden oluşmaktadır. In vitro hücre kültüründe 

yapılan çalışmalar ve in vivo hayvan modelinde yapılan çalışmalardır (Şekil 3.1 ve 

3.2).  

 

Şekil 3.1 : Deneysel aşamalar 1. 

 

 

Şekil 3.2 : Deneysel aşamalar 2. 
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3.2.1 In vitro deneyler 

3.2.1.1 Hücre kültürü çalışmaları 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak alınan LoVo (ATCC® 

CCL-229) kolon kanser ve CCD18Co (ATCC® CRL 1459™) kolon sağlıklı hücre 

hatları çalışmada kullanıldı. LoVo kolon kanser hücre hattı F12K besiyeri içine %10 

FBS ve %1 P/S eklenerek kültüre edildi. CCD18Co kolon sağlıklı hücre hattı E’MEM 

besiyeri içine %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 P/S eklenerek 37˚C’de %5 

Karbondioksit (CO2) ve %95 hava bulunan inkübatörde kültüre edilip, çoğaltıldı. Cryo 

tüplerinde donmuş gelen hücreler 37˚C’de 1 dakika içinde çözüldükten sonra falkona 

aktarılmış complete besiyerlerine eklenerek 800 g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra süpernatant atıldı. Pellet pipetaj yapılarak içinde complete besiyeri 

olan 25cm2’lik kültür flasklarına ekildi ve CO2 inkübatörüne kaldırıldı. Hücreler her 

gün kontrol edildi ve konflue olduktan sonra besiyeri ortamdan uzaklaştırıldı ve 1x 

PBS ile yıkandı. Hücrelerin üstüne 0,5 ml Tripsin-EDTA (%0,25) eklendi ve 

inkübatöre kaldırıldı. 3-4 dakikalık İnkübasyon sonrası hücreler hafifçe çalkalanarak 

hücrelerin yüzeyden ayrılması sağlandı. Tripsin-EDTA’yı nötralize etmek için flaskın 

için 5 ml complete besi yeri eklendi ve oluşan hücre süspansiyonu 15 ml steril falkona 

aktarılıp 800 g’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı aspire edildikten sonra 

hücre pelleti 2 ml taze complete besi yeri eklenip, süspanse edildi. Önceden 

inkübatörde bulunan içinde complete besiyeri  olan 75cm2’lik flasklara ekildi. Hücre 

pasajlama döngüsü bu şekilde devam etti. Pasaj sonrası hücreler 1:1 oranında tripan 

mavisi ile karıştırılıp thoma lamında mikroskopta sayıldı. Sitotoksisite ve ROS için 

96’lı plate’lere kuyu başı 15000 hücre, genotoksisite ve apoptoz için 6’lık well’lere 

kuyu başına 100000 hücre ekildi. Fazla hücreler ise saklama medyumu ile 1:1 oranında 

karıştırılıp ml’de 1-2 milyon hücre olacak şekilde cryo viallere aktarılıp azot tankına 

kaldırıldı [219]. Çalışmadaki tüm ekimler hücrelerin yapışması için 24 saatlik 

inkübasyon, verilen maddelerin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini 

incelemek için 37˚C’de 24 saatlik inkübasyona bırakıldı. 
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3.2.1.2 Transfeksiyon 

2 farklı (Luc ve GFP) plasmidi (psPAx2 Plasmid # 12260 ve pMD2.G Plasmid # 

12559) agarda bakteri içinde geldi. Gelen bakteriler ayrı ayrı ekilip tek (single) koloni 

seçilip plasmid izolasyonu kiti ile izolasyon yapıldı. İzole edilen plasmidler 

nanodrop’ta 1 µg/µl olacak şekilde ölçülüp -80˚C’e alikotlanarak stoğa kaldırıldı. 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak alınan insan böbrek epitel 

hücresi HEK293 (293 [HEK-293] ATCC® CRL-1573™) transfeksiyon için konak 

hücre olarak kullanıldı. HEK293 böbrek epitel hücre hattı E’MEM besiyeri içine %10 

FBS ve %1 P/S eklenerek kültüre edilip, çoğaltıldı. 25 cm2’lik kültür flaskına ekilen 

hücreler 24 saat sonra aşağıdaki karışım (A+B) medyuma karıştırılarak eklendi (Tablo 

3.4).  

 

Transdüksiyon 

Tablo 3.4 : Transdüksiyon karışımı. 

A 

 Ekleme Sırası GFP LUC 
CaCl2 6 30 µl 30 µl 

psPAx2 Plasmid #12260 5 
2 µg  

(Stoktan 2 µl) 
2 µg  

(Stoktan 2 µl) 

pMD2.G Plasmid #12259   4 
0,5 µg  

(Stoktan 0,5 µl) 
0,5 µg  

(Stoktan 0,5 µl) 

GFP Vector – Plenti CMV 
GFP Blast (659-1) Plasmid 
#17445 

3 
2,5 µg  

(Stoktan 2 µl) 
- 

Luc Vector – Plenti CMV 
V5 Luc Blast (w567-1) 
Plasmid #21474 

2 - 
2,5 µg  

(Stoktan 2 µl) 

HiClone Su  1 265 µl 265 µl 
TOPLAM 300 µl 300 µl 

B 

2xHBS 300 µl 
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Karışım HEK293 hücrelerinin üstüne eklendikten 8 saat sonra medyum aspire edildi 

ve 1x dPBS ile yıkandı. Taze medyum hücrelerin üstüne eklendikten sonra her 24 

saatte 1 kez 3 tekrarla hücre medyumu yenilendi ve aspire edilen medyum santrifüj 

edilip (500 g x 10 dakika) +4˚C’ye kaldırılıp 72. saatin sonunda tüm aspire edilen 

medyumlar birleştirildi. Virüs içeren aspire edilen medyumlar alikotlanarak -80˚C’ye 

kaldırıldı [220].  

 

Blastacidin-S HCl toksik dozunun belirlenmesi 

GFP ve Luc transfeksiyonu yapılacak LoVo hücreleri 6’lık well’lere ekilerek 24 saatli 

inkübasyonun ardından transfeksiyonda selektiviteye neden olan blastasidin-S HCl 

(BSH) antibiyotiğine karşı doz belirlendi. Bu yüzden de her kuyuya farklı 

konsantrasyonda  (0,5-8 µg/ml) BSH eklenip inkübe edildi. İnkübasyon sonucunda 

sadece tek hücre kalan kuyu bulunarak kaydedildi. LoVo hücresi için bu değer 6 

µg/ml’dir. Transfekte hücreler için bundan sonra complete besiyerinin içinde BSH 

bulunacaktır. 

 

Transfeksiyon 

LoVo hücreleri 24’lük well’lere 3x104 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. 24 saat sonra 

içinde transdüksiyon sonrası alikotlanıp -80˚C’ye kaldırılan virüs içeren medyumdan 

50µl alınıp 6µg/ml BSH ile 5 µg/ml polybrene bulunan 950µl complete besiyerine 

eklendi. Bu karışım kuyu başına 1 ml olacak şekilde eklendikten sonra hücreler 8 saat 

inkübatörde inkübe edildi. İnkübasyon sonucunda medyumlar aspire edilip, hücreler 

1x dPBS ile yıkandıktan sonra içinde 6 µg/ml BSH olan taze complete besiyeri eklenip 

hücreler çoğaltılarak çalışmalara başlandı. Böylelikle transfeksiyonun tutmadığı 

hücreler elimine olup, sadece transfekte olan hücreler çoğalacaktır. Transfeksiyonun 

kontrolünü, luminometrede, floresans mikroskopta ve in vivo görüntüleme cihazında 

yapıldı [221]. 
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Biyolüminesans Görüntüleme 

Biyolüminesans görüntüleme hayvanlarda tümörü gerçek zamanlı ve invazif olmayan 

bir şekilde görüntülenmesini sağlar. Lusiferaz tarafından katalize edilen ATP ve O2 

varlığında lusiferinin oksilusiferine dönüşmesiyle salınan fotonun tespitine dayanır. 

Yani lusiferaz sentezleyen hücreye/tümöre lusiferin verildiğinde luminesans fotonlar 

ölçülebilecektir. Sonuç olarak, biyolüminesans yoğunluk, tümörlerin aerobik 

koşullardaki büyüklüklerine ve aktivitelerine bağlıdır.  

İlk olarak transfeksiyonun başarı sağlayıp sağlamadığını belirlemek için 6’lık well’lere 

5x104 transfekte LoVo hücresi ekildi ve 24 saatlik inkübasyonun ardından medyumlar 

aspire edildi ve 1xdPBS ile kuyular yıkandı. Kuyu başına 1 μM D-lusiferin eklenip in 

vivo hayvan görüntüleme cihazında luminometrik olarak görüntü alınıp, kontrol edildi. 

Aynı işlem zenografik olarak LoVo hücresi ekilen Balb/c atimik nude farelere de 

tümör oluştuktan sonra anestezi (Rompun + Ketasol) altında intraperitonel olarak 10 

μM D-lusiferin enjekte edilerek 5 dakika içinde IVIS’te (Perkin Elmer, Waltham-

ABD) görüntü alındı. Tümör bölgesi (ROI: ilgilenilen bölge), çizilip, yayılan 

luminesans (foton/sn) olarak IVIS görüntüleme yazılımı ile ölçüldü (Şekil 3.3) [222]. 

 

Şekil 3.3 : Transfeksiyon aşamaları ve kontrol. 
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3.2.1.3 Sitotoksisite Testi 

Çalışmada sitotoksisiteyi kantifiye edebilmek için luminometrik ATP testi kullanıldı. 

Ticari olarak satın alınan CellTiter-Glo® luminesans hücre canlılık kiti canlı 

hücrelerin varlığını işaret eden ATP miktarına dayalı homojen bir yöntemdir. Hücre 

çoğalması (proliferasyon) ve sitotoksisite analizleri için idealdir. Yöntemin prensibi, 

ATP miktarı hücre sayısı ile orantılı olduğundan dolayı [223] ortamdaki lusiferin 

hücrelerdeki ATP varlığında rekombinant lusiferaz enzimi ile oksilusiferine dönüşerek 

luminesans yayar (Şekil 3.4) [224]. Opak beyaz 96’lık plate’lere ekilen 104 hücreye 

24 saat sonra farklı konsantrasyonlarda hazırlanan TQ (2,5-100 µM),  5-FU (0,039-25 

µM) ve kombine dozları eklendi ve 24 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından ATP 

solüsyonu eklenip 5 dakika içinde Thermo Varioskan multiplate okuyucuda 

luminesans ölçüm alındı.  

 

Şekil 3.4 :  ATP sitotoksisite ölçüm prensibi. 
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3.2.1.4 Hücre ayırma 

Genotoksisite, apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, glutatyon ve protein 

ekspresyonlarının ölçümü için 6’lık well’lere 105 hücre ekilip 24 saat inkübasyonun 

ardından TQ, 5-FU ve kombine tedavi verilip tekrar inkübatörde 24 saatlik inkübasyon 

yapıldı. İnkübasyonun ardından besiyerleri aspire edildi. Hücreler 1xPBS ile 

yıkandıktan sonra kuyu başına 100 µl tripsin-EDTA eklenip, 3 dakika inkübatöre 

kaldırıldı. Tripsin-EDTA’nın etkisi önceden aspire edilen homolog besiyerleri 

eklenerek kaldırıldı. Hafif pipetaj yapılarak steril ependorfa alınan hücreler +4˚C’de 

800 g’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatantlar enflamasyon 

belirteçleri için kaldırıldı ve pellet tekrar 1,5 ml 1xPBS ile pipetaj yapılıp tekrar 

santrifüj edildi. Yıkama işlemi bir kez daha gerçekleştirdikten sonra diğer aşamalara 

geçildi. Tüm konsantrasyonlar 3 kere tekrarlanarak çalışıldı. 

 
3.2.1.5 Genotoksisite testi 

Genotoksik hasar yani DNA Hasarı Singh ve arkadaşları tarafından geliştirilen alkali 

tekli hücre elektroforezi yöntemi (comet assay) ile ölçüldü [225, 226]. 

Yöntemin Prensibi 

Comet Assay metodu DNA’nın farklı elektriksel yük ve ağırlığına göre elektrik 

alanında farklı göç etmesine dayalı bir yöntemdir. Hücreler agaroza yerleştirilip lizise 

uğratılır. Eğer DNA’da herhangi bir hasar (genotoksisite) yoksa DNA görünümü 

kompakttır yani herhangi bir kuyruk (comet) oluşturmaz. Oysa DNA hasara uğrayıp 

fragmente olmuşsa, oluşan bu fragmentler farklı elektriksel yük ve molekül ağırlığına 

sahip oldukları için elektroforetik ortamda farklı hareket edeceklerinden, DNA lar 

floresan boya olan etidyum bromür ile boyandıklarında kuyruklu bir görüntü 

oluşturacaklardır (Şekil 3.5) [225, 226]. 
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Şekil 3.5 : DNA Hasarı (Comet Assay). 

 

Yönteminin Uygulanışı 

Slaytların Hazırlanması 

50˚C’de NMA %1’lik ddH2O beher içinde hazırlanır ve lamlar behere batırılıp bir 

tarafı silinerek kurutmaya bırakıldı. Agarlı lamlar hazırlandıktan sonra tripsin-EDTA 

ile kaldırılan hücre ve 40˚C’de ddH2O ile hazırlanan %0,65’lik LMA (85:15) ependorf 

içinde karıştırıldı. 85 µl karışımdan çekilir ve önceden hazırlanmış olan agarlı lama 

damlatılıp, lamel kapatılır. Agarozun donması için buzdolabında 5 dakika 

bekletildikten lamel lamdan çıkartılır ve sonra lizis aşamasına geçildi [219, 225]. 

Lizis aşaması 

Lizis aşamasına hazırlanan lamlar maksimum bir gece lizis solüsyonunda (pH:10 - 100 

mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris Baz ve %1 triton X-100) buzdolabında inkübe 

edildi. Lizis solüsyonu hücre içeriğinin dışarı çıkmasını sağlar ve DNA’da kırık varsa 

ve parçalanmışsa fragmente bölgeyi tutan bağları kopmasını sağlandı [219, 225]. 
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Elektoforez aşaması 

Lizis aşamasından sonra lamlar 1xPBS ile yavaşça 5 kez yıkanır. Elektroforez tankına 

yerleştirilen lamlar elektroforezden önce +4˚C’de 30 dakika elektroforez tamponun 

(pH:10 - 1mM EDTA,  300 mM NaOH)  inkübe edilir. İnkübasyon sonrası 300 mA, 

14 volt’ta 25 dakika elektroforez gerçekleştirildi [219, 225]. 

Nötralizasyon aşaması 

Elektroforezden sonra lamlar 5 dk süre ile 5 kez nötralizasyon tamponu (pH:7,5 - 0.4 

M Tris-HCl,)  ile oda sıcaklığında muamele edildi [219, 225]. 

Boyama aşaması 

Boyama aşamasında kullanılan boya nükleik asitlere özgü olan etidyum bromürdür. 

Nötralizasyon aşamasından sonra lamların üstündeki jellere 2 µg/ml etidyum bromür 

damlatılıp lamelle kapatılır. Örnekler leica floresans mikroskop ile (20X, Eksitasyon 

DB: 546 nm, Emisyon DB: 20 nm) DNA’ların görüntüsü değerlendirilip, kaydedildi. 

Analiz 

Floresans mikroskoptan kaydedilen görüntüler bilgisayardaki analiz programı (Comet 

Assay IV, Perpective Ins.) ile değerlendirildi. Hartmann’a göre DNA hasarı 

ölçümündeki ilk kriter kuyruk yoğunluğunun ölçülmesidir [227]. Programdan 

DNA’lardaki kuyruk yoğunluğu (Tail Intensity) ölçülerek hesaplandı.  

 
3.2.1.6 Apoptoz testleri 

Akridin turuncusu (AT) / etidyum bromür (EB) çift boyaması 

Akridin turuncusu/etidyum bromür boyası (AT/EB), hücrelerde morfolojik 

değişikliklerin değerlendirilmesi için kullanılan çift boyamadır [228]. Akridin 

turuncusu boyası vital bir boyadır ve hem canlı hem de ölü hücreleri boyar. Etidyum 

bromür boyası ise sadece membran bütünlüğünü kaybetmiş hücreleri boyar.  

Canlı hücreler homojen bir yeşil, erken apoptotik hücreler ise kromatin yoğunlaşması 

ve nükleer parçalanma dolayısıyla özellikle çekirdeklerinde parlak yeşil noktalar 

içerecektir.   

Geç apoptotik hücreler hem AT hem de EB içerdiğinden dolayı turuncu rengi alacaktır.  
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Fakat nekrotik hücreler sağlıklı hücrelerin aksine yoğunlaşmış kromatin içerdiğinden 

farklı bir nükleer morfoloji ve boya yoğunluğuna sahip olduğundan bozuk şekilli 

kırmızı görünür (Şekil 3.6) [229]. 

 

Şekil 3.6 :  Canlı, apoptotik ve nekrotik hücreler. 

 

6’lık well’lere ekilen hücreler IC50 altındaki dozlarda tedavi uygulandıktan 24 saat 

sonra tripsin-EDTA ile kaldırıldı. 1xPBS ile yıkanan hücreler +4˚C’de 500g’de 5 

dakika santrifüj ardından süpernatant atıldı. Boş lamın üzerine 10 µl hücre pelleti ve 

10 µl AT/EB solüsyonu (100 µg/ml AT + 100 µg/ml EB) eklenip lamel kapatıldı. 

Görüntüler floresans mikroskopta (Leica DM 1000) değerlendirilip kaydedildi. 

Rastgele kaydedilen hücrelerde her konsantrasyonda 3 tekrar ve minimum 100 hücre 

sayıldı [219]. 

 

Annexin V-FITC ile akış sitometri analizi 

Erken apoptozda hücre membranında farklı değişiklikler meydana gelir. Apoptoz 

kaskatındaki ilk değişiklik normalde hücre zarının iç yüzünde bulunan fosfotidilserinin 



 
 

 
 

57

(FS) apoptozla birlikte hücre zarının dışında konumlanır. Annexin V-FITC konjugatı 

ortamda kalsiyum varlığında FS’ye bağlanır.  

Erken evredeki apoptoz annexin V-FITC ile saptanır. Geç apoptoz ve nekroz 

durumunda hücre zar bütünlüğü bozulmaya başlar. Bu evreleri saptayabilmek için 

DNA’ya spesifik bir boya olan propidyum iyodür (PI) boyası kullanıldı. Hücrelerin 

erken ve geç apoptoz, nekroz yada sağlıklı olduğunu belirlemek için annexin V-FITC 

boyası ile PI boyası aynı anda verildi. Hücreler (FITC:-/PI:-) ise sağlıklı, (FITC:+/PI:-

) ise erken apoptotik, (FITC:+/PI:+) ise geç apoptotik, (FITC:-/PI:+) ise nekrotiktir 

(Şekil 3.7) [230]. 

 

Şekil 3.7 : Annexin V-FITC kit çalışma prensibi. 

 

Akış sitometrisinde apoptoz analizi Annexin V-FITC apoptoz tayin kitinin 

(EBioscience BMS500F1) prospektüsüne göre yapılmıştır. Kısaca 6’lık well’lere 

ekilen hücreler IC50 altındaki dozlarda tedavi uygulandıktan 24 saatin ardından tripsin-

EDTA ile kaldırıldı. Hücreler 1xPBS ile yıkanıp 195 µl 1x bağlanma tamponu ve 5 µl 

annexin V-FITC boyası ile oda sıcaklığında 10 dakika karıştırıldıktan sonra inkübe 

edildi. 200 µl 1x bağlanma tamponu ekleyip +4˚C’de 1500xg’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatant kısmı atıldı. Pellete 190 µl 1x bağlanma tamponu ve 10 

µl propidyum iyodür boyası eklenip vortekslendikten sonra akış sitometrisinde 

(Becton Dickinson, FACS Canto II)  (λexc\λem:488/525 nm) analiz edildi.  

 

Apoptotik protein ekspresyonlarının western blot ile ölçümü 

Western blot tekniği, jel elektroforezi ile ayrılmış olan proteinleri bir nitroselüloz yada 

PVDF (Polivinilidin Florür)  membrana aktarıp daha sonra aktarılan proteinleri birincil 

antikor (hedef proteine spesifik) ile inkübe edip, yıkandıktan sonra HRP (horse radish 

peroxydase) gibi enzim işaretli ikincil antikorla reaksiyona sokup kemilüminesans 

yada kromojenik yöntemle protein ekspresyonunu dansitometrik olarak inceleme 
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işlemidir. TQ, 5-FU ve kombine tedavinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler 

üstünde etkisini görmek için western blot yöntemiyle protein ekspresyonları incelendi.  

6’lık well’lere ekilen hücreler 24 saat inkübasyonun ardından TQ, 5-FU ve kombine 

tedavinin IC50 dozlarının altındaki dozlarla 24 saat inkübe edilip, 1xPBS ile yıkanıp 

tripsin-EDTA ile kaldırıldı. +4˚C’de 500g’de 5 dakika santrifüj’den sonra süpernatant 

atıldı. Pelletlere, PMSF (fenilmetilsülfonil florür), ortovanadat ve proteaz inhibitör 

kokteyl içeren RIPA (Radioimmunoprecipitation) lizis tamponu eklendi ve +4˚C’de 

14.000 g’de 30 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısım hücrenin proteinlerinin 

geçtiği kısımdır ve çalışma süpernatant üstünden devam etti. Her bir konsantrasyona 

ait süpernatantların protein miktarı Bradford yöntemiyle [231] ölçüldü. Proteinler 

jeldeki kuyulara yüklenmeden önce kuyu başına 20 µl’de 50 µg protein ve 4x Laemlli 

tamponu 1x olacak şekilde karıştırılıp, dH2O ile seyreltilip ısıtma bloğunda 100˚C’de 

15 dakika ısıtıldı. Örnekler %12’lik ayırma (separating) jeli ve %8’lik yığma 

(stacking) jeli olacak şekilde SDS-PAGE’e yüklendi ve 120 mA, 100 V’de 1,5 saat 

yürütüldü. Proteinlerin kontrolü için ponceau S boyası kullanıldı. Jellerdeki proteinleri 

PVDF membrana aktarmadan önce membran 30 saniye metanol, 3 dakika ddH2O ve 

5 dakika transfer tamponuyla aktive edildi. Sırasıyla transfer süngeri, membran, jel ve 

transfer süngeri konarak sandviç şeklinde transblot sistemine yerleştirildi. 10 dakika 

85mV transfer işleminden sonra proteinlerin jelden membrana geçip geçmediğini 

kontrol etmek için jeller ddH2O’da hazırlanan %0,1’lik coomasie brillant blue g250 

boyası ile muamele edildi. Jelde protein olmadığı saptanınca, işlemler membran 

üstünden devam etti. Membran TBST (Tris-Buffered Saline-Tween)’de hazırlanan 

%5’lik bloklama solüsyonu ile orbital çalkalayıcıda oda sıcaklığında 100 ’de 1 saat 

muamele edildi.  

Bloklanan membran TBST ile 3 kere yıkandıktan sonra %2,5’luk yağsız süt tozunda 

hazırlanan 1:1000’lik primer antikorlar (Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, β-aktin) 

(Cell Signaling, ABD) orbital çalkalayıcıda +4˚C’de 100 g’de bir gece inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası non-spesifik bağlanmaları ortadan kaldırmak için membran TBST 

ile 5 dakika boyunca 3 kere yıkandı. Membran yine %2,5’luk yağsız süt tozunda 

hazırlanan 1:5000’lik HRP (horse radish peroxidase) bağlı sekonder antikor (anti-

mouse IgG ve anti-rabbit IgG, Cell Signaling, ABD) ile oda sıcaklığında 1 saat 

100g’de 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında membran TBST ile 5 dakika 

boyunca 5 kez yıkandı.  
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Membrandaki proteinleri görüntülemeden önce Luminol solüsyonu (Pierce ECL 

Western Blotting Substrate, Thermo, ABD) eklendi.  

Görüntüler Vilbert Laumart Fusion Fx5 cihazında 1 saat içinde alındı. Bantların 

dansitesi cihazın programı ile hesaplandı [224]. 

 
3.2.1.7 Hücre içi reaktif oksijen türleri (ROS) tayini 

Hücre içi ROS üretimi, floresan sinyal göstergesi 2,7 diklorodihidrofloreseindiasetat 

(H2DCF-DA) kullanılarak değerlendirildi. Renksiz olan H2DCF-DA ortamdaki ROS 

ile oksitlenir ve yeşil floresans özellikteki diklorofloreseine (DCF) dönüşür (Şekil 3.8). 

Artan ROS miktarı ile yayılan floresans arasında floresans korelasyon vardır [232]. 

96’lık siyah opak plate’lere ekilen 104 hücreye 24 saat sonra farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanan TQ (2,5-100 µM),  5-FU (0,039-25 µM) ve kombine dozları eklendi ve 24 

saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası besiyerleri aspire 1xPBS ile 3 kere yıkandı. 

ddH2O’da hazırlanan 100 µl 10 µM H2DCF-DA eklenip 37˚C’de inkübatörde inkübe 

edildi.  

İnkübasyon sonra oluşan DCF’nin floresans yoğunluğu Ex:488nm/Em:525nm 

floresans plate okuyucusu (Varioskan Flash Çok Modlu Okuyucu, Thermo, Waltham, 

ABD) kullanılarak ölçüldü. Sonuçlar %0,1 DMSO eklenen kontrol grubuna göre 

relatif olarak ATP ile kıyaslanarak (ROS/ATP) hesaplandı [224]. 

 

Şekil 3.8 :  Hücre içi ROS ölçüm prensibi. 
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3.2.1.8 Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) tayini 

Mitokondrial membran potansiyeli (MMP-Δψm), mitokondriyal fonksiyonun önemli 

bir parametresi ve hücre sağlığının bir göstergesidir. MMP’nin düşmesi proapoptotik 

sinyalin başlatılmasını yansıtan mitokondriyal zar bütünlüğünün kaybına işaret eder 

(Şekil 3.9). Son zamanlarda, lipofilik katyonların Nernst dengesi dağılımına 

ulaşılıncaya kadar mitokondriyal matriks içinde birikerek potansiyeli saptamak için 

lipofilik katyonik floresan boyalar geliştirilmiştir.  

Bu protokolde, mitokondride biriken bir hücre geçirgen, yeşil floresans, lipofilik boya 

3.3’diheksiloksikarbosiyanin iyodür (DiOC6(3)) kullandık. 

 

Şekil 3.9 :  Mitokondriyal membran potansiyeli. 

TQ, 5-FU ve kombinasyon grubunun 24 saatlik inkübasyonu sonrası kaldırılıp 

yıkandıktan sonra 40 nM DiOC6(3) ile 37˚C’de 15 dakika inkübe edildikten sonra 

1xPBS ile yıkandı. Yıkama işlemi 2 kere daha tekrarlandıktan sonra hücreler akış 

sitometrisinde (Becton Dickinson, FACS Canto II)  (λexc\λem:484/501 nm) analiz 

edildi [224, 233]. 

 
3.2.1.9 Hücre içi glutatyon düzeylerinin ölçümü 

Çalışmada hücre içi glutatyon düzeylerini ölçmek için luminometrik glutatyon kiti 

kullanıldı. Ticari olarak satın alınan GSH-Glo™ Glutathione Assay luminesans 
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glutatyon kiti glutatyonu glutatyon s transferaz enzimiyle indirgerken kitte bulunan 

lucisferin-NT substratını lusiferine dönüştürür (Şekil 3.10).  

Bu dönüşüm sırasında ortamda ATP çıkar. Ortamda meydana gelen lusiferin 

rekombinant lusiferaz enzimi ile oksilusiferine dönüşerek luminesans yayar [234]. 

Opak beyaz 96’lık plate’lere ekilen 104 hücreye 24 saat sonra farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan TQ (2,5-100 µM),  5-FU (0,039-25 µM) ve kombine 

dozları eklendi ve 24 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından glutatyon solüsyonu 

eklenip 5 dakika içinde Thermo Varioskan multiplate okuyucuda luminesans ölçüm 

alındı.  

 

Şekil 3.10 : Hücre içi glutatyon ölçüm prensibi. 
 

3.2.2 In vivo deneyler 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Deneysel Hayvan Etik Kurulu’ndan 2017-13 no’lu etik 

kurul kararı alındı. 

3.2.2.1 Zenograft kolon kanseri modeli 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Deney Hayvanları Transgenik Laboratuvarı’ndan temin 

edilen 20-25 gram 8-10 haftalık BALB/c atimik erkek nude fareler temin edildi. Güç 

analizi ile α=0,05 anlamlılık düzeyinde %80 güç elde edecek şekilde 5 grup ve her bir 

grup için en az 6 hayvan kullanılması hesaplandı. Toplamda çalışmada kullanılacak 

hayvan sayısı 30 adet olarak belirlendi. Tüm prosedürler Bezmialem Vakıf 

Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları Bakım ve Kullanım Kılavuzuna uygun olarak 

yapıldı. Fareler ısı ve sıcaklık kontrolü olan standart pleksiglas kafeslerde, kafes başına 

6 fare olacak şekilde rastgele ayrıldı. Su ve yemler standart transgenik farelere uygun 

olarak verildi (Tablo 3.5).  
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Tablo 3.5 : Deney grupları. 

Gruplar Detay 

Grup I 
Negatif Kontrol 

(n=6) 

Zenograft ile kanser hücresi ekimi yapılmayan sağlıklı hayvanlara, 
gruplara ayrıldıktan 22. gün itibariyle gün aşırı intraperitonel SF verildi. 
Sağlıklı grup 

Grup II 
Pozitif Kontrol 

(n=6) 

Zenograft ile kanser hücresi enjekte edildikten 22. gün itibariyle gün 
aşırı intraperitonel SF verildi. 
Kanser grubu 

Grup III 
TQ 

(n=6) 

Zenograft ile kanser hücresi enjekte edildikten 22. gün itibariyle gün 
aşırı intraperitonel 10mg/kg TQ verildi. 
TQ grubu 

Grup IV 
5-FU 
(n=6) 

Zenograft ile kanser hücresi enjekte edildikten 22. gün itibariyle gün 
aşırı intraperitonel 12,5mg/kg 5-FU verildi. 
5-FU grubu 

Grup V 
TQ+5-FU 

(n=6) 

Zenograft ile kanser hücresi enjekte edildikten 22. gün itibariyle gün 
aşırı intraperitonel 10mg/kg TQ ve 12,5mg/kg 5-FU verildi. 
Kombine grubu 

Gruplara rastgele seçilerek alınan farelerden 2 gün sonra heparinli tüpe kan alınarak 

plazmalarına ayrıldı. Kanser hücresi enjeksiyonundan önce ve deney bitiminde 

hayvanların ağırlıkları not edildi. Negatif kontrol grubu hariç tüm gruplara 1 hafta 

arayla transfekte LoVo hücreleri 1x dPBS içinde 1,5x106 subkutan olarak verildi. 

Tümörler yaklaşık 21 gün sonra kumpasla ölçülüp ortalama 0,9-1,5 cm boyutuna 

ulaştı. Belirli gün aralıklarla tümör gelişimleri hayvanlara anestezi altındayken hem 

kumpas ile hem de 10 µM D-Lusiferin intraperitonel olarak enjekte edilip, 15 dakika 

içinde IVIS cihazında görüntülendi. 22. gün tedavi protokolü başlandı ve gruplara gün 

aşırı 3 hafta boyunca intraperitonel olarak TQ (10mg/kg), 5-FU (12,5mg/kg) ve aynı 

dozları kombine şekli enjeksiyonlarla verildi. Görüntüleme işlemleri yine belirli gün 

aralıklarla hayvanlar anestezi altındayken hem kumpasla hemde IVIS ile ölçüldü 

(Şekil 3.11 ve Şekil 3.12). 
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Şekil 3.1 : Deneyin in vivo aşamaları.
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Şekil 3.2 : Deneysel tüm aşamalar özet.
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Tedavi süreci bitiminde (deneyin 42. günü) tekrar hayvanlar anestezi altındayken 10 

µM D-Lusiferin intraperitonel olarak enjekte edildi. Hayvanlar uyutulup IVIS’te 

görüntü alındıktan sonra kumpasla tümör boyutu ölçüldü [235] ve intrakardiyak olarak 

kanları heparinli tüpe alınıp, plazmaları ayrıldı. Tümör dokusu hayvanlardan 

çıkartılarak tartıldı ve biyokimyasal analizler için boş kuru ependorfa ve 

immünhistokimyasal analizler içinde %10 tamponlanmış formaline kaldırıldı (Şekil 

3.13,  3.14).  

 

Şekil 3.3 : IVIS luminometrik hayvan görüntüleme prensibi. 

 

 

Şekil 3.4 : Tümör ve serum ile yapılan deneysel aşamalar. 
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3.2.2.2  Biyokimyasal analizler 

Hayvanlardan zenograft işlemi yapılmadan önce ve deney sonlandırılmasıyla lityum 

heparinli tüpe alınan kan örnekleri 3000 g’de 10 dakika santrifüjden sonra 

plazmalarına ayrıldı. Plazma örneklerinden karaciğer ve böbrek fonksiyon testleri, 

total anti-oksidan kapasite, total oksidan kapasite, total ile natif tiyol homeostazı ve 

enflamasyon belirteçleri ile büyüme faktörleri ölçüdü. 

 

Oksidatif stres belirteçleri 

Total anti-oksidan kapasite ölçümü Erel ve arkadaşlarının geliştirdiği yönteme göre 

yapıldı [236]. Yöntemin prensibi, örnekteki anti-oksidanların koyu mavi-yeşil renkli 

ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna indirgenmesine dayanır. Standart olarak mM 

troloks kullanılıp serum/plazma için sonuçlar mM troloks ekivalent, doku içinse mM 

troloks ekivalent/mg protein olarak verildi. 

Total oksidan kapasite ölçümüde Erel ve arkadaşlarının geliştirdiği bir başka 

yöntemle yapıldı [237]. Yöntemin prensibinde örnekteki oksidanların ferröz iyon 

şelatör kompleksini ferrik iyonlara okside edip bu ferrik iyonların asidik ortamda 

kromojen madde ile renk oluşturma esasına dayanır. Standart olarak mM H2O2 

kullanılıp serum/plazma için sonuçlar mM H2O2 ekivalent, doku için mM H2O2 

ekivalent / mg protein olarak verildi. 

Tiyol disülfit homeostazı ölçümünde Erel ve arkadaşlarının geliştirdiği otomatize 

yöntem kullanıldı [238]. Numunelerdeki toplam tiyol (-SH + –S – S–) ve natif tiyol (-

SH) konsantrasyonları Ellmann ve modifiye Ellmann reaktifi kullanılarak ölçüldü. -

SH içeriği –SH + –S – S– içeriğinden çıkarılıp bu farkın yarısı hesaplanarak dinamik 

disülfit bağlarının miktarı (-S-S-) belirlendi. 

Karaciğer ve böbrek fonksiyon testleri 

Alınan serum örnekleri biyokimya otoanalizörlerinde çalışıldı. Karaciğer fonksiyon 

testlerinden alanin aminotransferaz (ALT), aspartataminotransferaz (AST), alkalen 

fosfataz (ALP), gama glutamil transpeptidaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), 

albümin (ALB), total bilirubin (TB) ve total protein (TP); böbrek fonksiyon testlerinde 

ise sodyum, potasyum, klor, üre, kreatinin ve kan üre azotu (BUN) değerleri ölçüldü 

[239]. 
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3.2.2.3 Doku analizleri 

Tümör dokuları biyokimyasal analiz için seramik bilyeler ile homojenize edilip 1 

dakika 1xPBS tamponu için hemojenize edildikten sonra 30 dakika +4˚C’de 12.000 

g’de santrifüj edildi [190]. Süpernatant kısmı alınıp diğer işlemlere devam edildi. 

 

Doku protein ekspresyon analizleri 

Süpernatant kısmı aspire edilerek bradford yöntemiyle protein tayini yapıldı [231]. 

Hücreler için bakılan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonları 

yukarıda detaylıca anlatılan western blot ile analiz edildi [219]. İmmünhistokimyasal 

analiz için ayrılan dokular ise ileriki çalışmalar için saklandı. 

 

Doku ELISA testleri 

Doku homojenatlarında protein tayini yapıldıktan sonra TGFβ1 ve VEGFA ticari 

olarak satın alınan fare ELISA kitleriyle fotometrik olarak ölçülerek hesaplandı [240].  

 

Patolojik değerlendirme 

Hayvanlardan rezeke olan tümör dokuları patolojik incelemeler için 2 gün boyunca 

%10’luk tamponlanmış formalin çözeltisinde sabitlendikten sonra SF ile yıkanıp, 

kademili olarak 30’ar dakika %50, %70 ve %95 etanol ile dehidrate edildi. Daha sonra 

parafin içine gömülmüş 5 mikronluk kesitler halinde hematoksilen eozin ile boyanıp, 

kör histolojik değerlendirmeye tabi tutuldu [241]. Işık mikroskobuyla yapılan 

histopatolojik değerlendirmede dokudaki enflamasyon ve nekrotik alanlar semi 

kantitatif olarak 0-4 arasında değerler vererek kaydedildi. Ayrıca hayvanlardan 

çıkarılan tümörün boyutu ve dereceside sayısal verilerle değerlendirildi [242]. 

 
3.3 İstatistiksel Analiz 

In vivo ve in vitro tüm veriler üç tekrarın ortalama ± standart sapması (Ortalama ± SS) 

olarak sunulmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olup olmadığını 

belirlemek için tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) kullanılmıştır. 

Değişkenler arasındaki ilişkiyi değerlendirmek için Pearson korelasyon analizi 

kullanıldı. Farklı grupların parametrelerini karşılaştırmak için post hoc analizleri 

yapıldı. p <0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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TQ, 5-FU ve kombinasyonun hücre hatları üzerindeki IC50 değerleri, doğrusal 

olmayan regresyon analizi ile hesaplandı. p değeri <0,05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. SPSS for Windows paket programı (Sürüm 22, Chicago, IL) kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1 Transfeksiyon Kontrol 

LoVo hücrelerine lusiferaz (LUC) ve yeşil floresans protein (GFP) transfeksiyonu 

yapıldıktan 2 pasaj sonra transfeksiyonunun tutup tutmadığı kontrol edildi. İlk olarak 

ters floresans mikroskobunda hücreler normal ışık kontrol edildikten sonra floresans 

mikroskobu ile ışık mikroskobunda bakılan aynı alana incelendi. Yeşil renkte 

hücrelerin görülmesiyle GFP transfeksiyonunun başarılı olduğu gösterildi (Şekil 4.1). 

Lusiferaz transfeksiyonunun kontrolü içinde transfeksiyon işlemi ardından 2 pasaj 

sonra hücreler 6’lık well’lere ekildi. 24 saat yapışma inkübasyonunundan sonra 

hücreler IVIS cihazında görüntülendi. 1. ve 3. kuyular Luc +, diğer kuyular ise Luc–ti 

(Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.1 : Transfeksiyon kontrol (Floresans mikroskop); sol taraftaki görüntü ışık 
mikroskobuna ait görüntü, sağ taraftaki görüntü ise aynı alana ait floresans mikroskop 

görüntüsü. 
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Şekil 4.2 : Hücre transfeksiyon kontrol (IVIS); transfekte olan hücreleri kontrol etmek için 
1μM D-lusiferini dPBS’te hazırlayıp hücrelerin üstüne eklendi. 1. ve 3. kuyulardaki 

luminesans 5 dk içinde IVIS cihazında görüntülendi. Diğer kuyularda ışıma olmadığından 
dolayı Luc – yani transfeksiyon gerçekleşmemiştir. 

 

4.2 ATP Canlılık Testleri Sonuçları 

TQ (2,5 µM – 100 µM), 5-FU (0,039 µM – 25 µM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-

FU) (2,5 µM + 0,0039 µM – 100 µM + 25 µM) farklı konsantrasyonları 24 saat 

inkübasyonun ardından CCD18Co ve LoVo hücre hatlarındaki sitotoksik etkisini 

inceleyebilmek için hücre içi ATP seviyesini ölçen luminometrik yöntemle analiz 

yapıldı. Hücre hatları maddelerle 24 saat inkübasyon edildikten sonra sonuçlar kontrol 

grubuna % relatif luminesans olarak şekil 4.3, 4.4 ve 4.5’de gösterilip, maddelerin IC50 

dozları tablo 4.1’de verildi. Sonuç olarak tüm maddelerin artan dozlarıyla 

sitotoksisitenin arttığı, canlılığın azaldığı gözlemlendi. Ayrıca tekli terapi ve kombine 

terapi de sağlıklı CCD18Co hücre hattı ile LoVo hücre hattında arasında fark TQ’da 

%9,99, 5-FU’da %13,31 ve kombine terapide %14,88 olarak bulunmuştur. 

TQ ve 5-FU’nun sinerjik etkisi hücrelere karşı gösterdiği aynı sitotoksik değer göz 

önüne alındığında her birinin tek tek uygulanmasına göre TQ: CCD18Co’da %49,05,  

LoVo’da %70,51; 5-FU: CCD18Co’da %68,12, LoVo’da %69,84 oranında dozu 

düşürmüştür.  
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Şekil 4.3 : Timokinon'un ATP canlılık grafiği: artan dozlarda canlılık düşmektedir. Kontrol 
grubuna göre hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresinde istatistiksel olarak anlamlı 

düşmüştür.                  
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.4 : 5-Fluorourasil'in ATP canlılık grafiği: artan dozlarda canlılık düşmektedir. 
Kontrol grubuna göre hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresinde istatistiksel olarak 

anlamlı düşmüştür.     
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.5 : Kombine tedavinin canlılık grafiği: artan dozlarda kombine tedavideki 
sitotoksisite tekli tedavilere göre daha etkilidir. Kontrol grubuna göre hem sağlıklı hücrede 

hem de kanser hücresinde istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür.                                                
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Tablo 4.1 : IC50 değerleri. 

Verilen Maddeler 
IC50 (µM) 

CCD18Co LoVo 
TQ 67,86 51,75 

5-FU 3,80 0,63 
TQ + 5-FU 34,57+1,20 15,26+0,19 

 

4.3 Hücre içi ROS düzeyleri 

TQ (2,5 µM – 100 µM), 5-FU (0,039 µM – 25 µM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-

FU) (2,5 µM + 0,0039 µM – 100 µM +25 µM) farklı konsantrasyonları 24 saat 

inkübasyonun ardından CCD18Co ve LoVo hücre hatlarındaki hücre içi reaktif oksijen 

türlerinin düzeylerini inceleyebilmek için indirgendiğinde floresans özellik gösteren 

H2DCFH-DA (dikloro fluoreskein diasetat) kimyasalı kullanıldı. Çıkan sonuçlar ATP 

sonuçlarıyla oranlanıp relatif floresans olacak şekilde verildi (Şekil 4.6 – 4.8).  

Hücrelere TQ verildiğinde kontrol gruplarına göre ROS düzeyini CCD18Co’da 1,29 

kat, LoVo’da 1,33 kat; 5-FU verildiğinde CCD18Co’da 1,44 kat, LoVo’da 1,57 kat 

arttırırken kombine tedavide CCD18Co’da 1,63 kat, LoVo’da da 1,94 kat arttırmıştır.  
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Kanser hücrelerinde sağlıklı hücreye göre yüksek metabolik aktivite ve beklenen 

yüksek ROS miktarı olmasına rağmen TQ, 5-FU ve kombine tedavi ROS seviyelerinin 

artışını indüklemiştir. 

 

Şekil 4.6 : Timokinon’un sağlıklı ve kanser hücreleri üstünde ROS'a etkisi: artan 5-FU 
konsantrasyonu hücre içi ROS düzeylerinin arttırmıştır. ROS düzeyi kontrol grubuna göre 

hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı şekilde 
artmıştır.                      

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.7 : 5-Fluorourasil'in sağlıklı ve kanser hücreleri üstünde ROS'a etkisi: artan 5-FU 
konsantrasyonu hücre içi ROS düzeylerinin arttırmıştır. ROS düzeyi kontrol grubuna göre 

hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı şekilde 
artmıştır.                      

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.8 : Kombine tedavinin sağlıklı ve kanser hücreleri üstünde ROS'a etkisi: artan 5-FU 
konsantrasyonu hücre içi ROS düzeylerinin arttırmıştır. ROS düzeyi kontrol grubuna göre 

hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı şekilde 
artmıştır.                                               

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Tablo 4.2’de gösterildiği üzere TQ, 5-FU ve kombine grubunu en yüksek dozlarının 

kontrole göre hücre içi ROS’u kaç kat arttırdığı verilmiştir. 

Tablo 4.2 : Hücre içi maksimum ROS düzeyi. 

Verilen Maddeler 
Max. ROS 

CCD18Co LoVo 
TQ 1,29 1,34 

5-FU 1,47 1,57 
TQ + 5-FU 1,63 1,94 

 

4.4 Hücre içi glutatyon seviyesi 

CCD18Co ve LoVo hücre hatlarındaki TQ (2,5 µM – 100 µM), 5-FU (0,039 µM – 25 

µM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-FU) (2,5 µM + 0,0039 µM – 100 µM + 25 

µM) farklı konsantrasyonları 24 saat inkübasyonun ardından hücre içi glutatyon 

düzeyleri luminometrik olarak ölçüldü (Şekil 4.9 – 4.11). TQ inkübasyonu en yüksek 

dozda kontrol grubuna göre CCD18Co’da %45; LoVo’da %53; 5-FU inkübasyonu en 

yüksek dozda kontrol grubuna göre CCD18Co’da %52; LoVo’da %66, kombine 

tedavide ise en yüksek dozda kontrol grubuna göre CCD18Co’da %55; LoVo’da %74 

oranında hücre içi glutatyon düzeyini düşürdü.  
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GSH düzeyi düştükçe serbest radikallere karşı hücresel savunmadaki zafiyetin ortaya 

çıkması hücre içi ROS’un yükselmesiyle sitotoksisiteye, genotoksisiteye ve apoptoza 

neden olmaktadır.  

 

Şekil 4.9 : Timokinon'un hücre içi glutatyon düzeylerine etkisi: artan TQ konsantrasyonu 
hücre içi GSH düzeylerini düşürmüştür. GSH düzeyi kontrol grubuna göre hem sağlıklı 

hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür.                                        
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.10 : 5-Fluorourasil'in hücre içi glutatyon düzeylerine etkisi: artan 5-FU 
konsantrasyonu hücre içi GSH düzeylerini düşürmüştür. GSH düzeyi kontrol grubuna göre 

hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür.                              
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.11 : Kombine tedavinin hücre içi glutatyon düzeylerine etkisi: artan kombine tedavi 
konsantrasyonu hücre içi GSH düzeylerini düşürmüştür. GSH düzeyi kontrol grubuna göre 

hem sağlıklı hücrede hem de kanser hücresindeki istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür.                              
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 
4.5 Mitokondriyal Membran Potansiyeli 

Mitokondri membran potansiyelindeki azalma sitokrom C’nin mitokondriden 

ayrılarak kaspazları aktifleştirmesiyle karakterizedir. Kaspazların aktivitesinin artması 

hücreyi apoptoza götürdüğünden MMP’deki azalma önemlidir. TQ, 5-FU ve kombine 

tedavinin IC50 altındaki dozları her iki hücrede 24 saatlik inkübasyondan sonra 40 nM 

(DiOC6(3)) ile 15 dakika muamele edilip yıkandıktan sonra akış sitometrisinde ölçüm 

yapıldı (Şekil 4.12 – 4.14). Bu sonuçlara göre TQ, CCD18Co hücresindeki kontrole 

göre MMP oranı %33, LoVo hücresindeki %41; 5-FU, CCD18Co hücresindeki 

kontrole göre MMP oranı %41, LoVo hücresindeki %65; kombine tedavide ise 

CCD18Co’da %66 ve LoVo’da %83 kayıp yaşanmıştır. Sitotoksisiteyle beraber artan 

bu kayıpların hücreleri apoptoza götürdüğü bulunmuştur. 
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Şekil 4.12 : Timokinon'un mitokondriyal membran potansiyeli üstüne etkisi: IC50 altındaki 
artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde MMP düzeyleri istatistiksel 

olarak anlamlı düşmüştür.                                                                               
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.13 : 5-Fluorourasil'in mitokondriyal membran potansiyeli üstüne etkisi: IC50 altındaki 
artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde MMP düzeyleri istatistiksel 

olarak anlamlı düşmüştür.                                                                               
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.14 : Kombine tedavinin mitokondriyal membran potansiyeli üstüne etkisi: IC50 

altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde MMP düzeyleri 
istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür.                                                                      

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Tüm gruplarda ve doz arttıkça düşen MMP değerleri ile doz arttıkça artan ROS ve 

apoptoz arasında negatif bir korelasyon vardır (Lovo:TQ+5-FU; p=0,003, r=-0,983). 

Aşağıda (Şekil 4.15) LoVo hücresine kombine tedavinin akış sitometrisi diyagramı 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.15 : Mitokondriyal membran potansiyeli - akış sitometrisi (LoVo). 
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4.6 DNA Hasarı ölçümü 

Hücrelerdeki IC50 dozlarının altında farklı konsantrasyonlardaki 24 saatlik TQ, 5-FU 

ve kombine tedavinin uygulanması sonucu oluşan DNA hasar düzeyine alkali tek 

hücre elektroforezi olan comet assay metodu ile analiz edildi. Artan dozlarda 

DNA’daki kuyruk yoğunluğundaki artış arasında pozitif korelasyon olduğu gösterildi 

(LoVo: TQ-5-FU, p=0,006, r=0,937) . Kanser hücrelerindeki genetik kararsızlık, 

yüksek ROS düzeyinden ve azalan GSH düzeyinden dolayı DNA kuyruk yoğunluğu 

sağlıklı hücreye göre yüksek çıktı. Ayrıca TQ, 5-FU ve kombine tedavideki artan 

konsantrasyonlar kuyruk yoğunluklarını arttırdı (Şekil 4.16 – 4.18). TQ/5-FU’nun 

kanser hücrelerindeki DNA hasar oranı yalnız TQ’ya göre 4 kat; yalnız 5-FU’ya göre 

1,5 kat artmıştır.  

 

 

Şekil 4.16 : Timokinon'un DNA hasarı üzerine etkisi: Comet assay ile yapılan deneyde IC50 
altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde DNA hasarı 

istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                                       
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.17 : 5-Fluorourasil'in DNA hasarı üzerine etkisi: Comet assay ile yapılan deneyde 
IC50 altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde DNA hasarı 

istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                                       
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.18 : Kombine tedavinin DNA hasarı üzerine etkisi: Comet assay ile yapılan deneyde 
IC50 altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde DNA hasarı 

istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                                       
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Tüm gruplarda ve doz arttıkça DNA hasarı artmıştır. Dozla birlikte artan DNA hasarı, 

artan sitotoksisite, ROS ve apoptoz ile pozitif artış sergilemektedir. Aşağıda (Şekil 

4.19) LoVo hücresine ait kombine tedavide ki artan konsantrasyonla birlikte artan 

DNA hasarına ait floresans mikroskop görüntüsü vardır. 

 

 

Şekil 4.19 : DNA Hasarı görüntüleri (LoVo – kombine tedavi). 

 

4.7 Apoptozun değerlendirilmesi 

4.7.1 Akridin turuncusu / etidyum bromür çift boyaması 

IC50 dozlarının altındaki farklı konsantrasyonlarda verilen maddelerin 24 saatlik 

inkübasyonunun ardından hücrelerdeki morfolojik ve apoptotik değişimini izlemek 

için akridin turuncusu / etidyum bromür çift boyası kullanıldı. Maddelerle 

inkübasyonun ardından tripsin-EDTA ile kaldırılan hücreler 2 kere +4˚C’de 1xPBS ile 

500g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra pelletten alınan hücreler 1:1 oranında 

AT/EB boyası ile karıştırılıp lam üstüne damlatılıp lamelle kapatıldı. Görüntüler 

floresans mikroskobunda bakılıp yarı kantitatif olarak hücreler sayılarak not edildi. 

Doza bağlı olarak apoptoz oranı artmıştır. Sağlıklı hücreye göre kanser hücresindeki 

apoptotik hücreler TQ ve 5-FU’da %19, kombine tedavide ise %22 artmıştır.  

Ayrıca kombine tedavide apoptoz oranı diğer maddelerin tek tek verildiğindeki 

apoptoz oranından %30 daha yüksektir (Şekil 4.20 – 4.22). 
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Şekil 4.20 : Timokinon'un apoptoz üzerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromür çift 
boyası ile floresans mikroskopta görüntülenen deneyde IC50 altındaki artan 

konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak 
anlamlı artmıştır.                                                  

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
 

 

Şekil 4.21 : 5-Fluorourasil’in apoptoz üzerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromür 
boyası ile floresans mikroskopta görüntülenen deneyde IC50 altındaki artan 

konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak 
anlamlı artmıştır.                                                 

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.22 : Kombine tedavinin apoptoz üzerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromür 
boyası ile floresans mikroskopta görüntülenen deneyde IC50 altındaki artan 

konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak 
anlamlı artmıştır.                                                  

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Artan dozlar tüm hücrelerde apoptozu  tetiklemiştir. Buna doğrudan ya da dolaylı 

olarak mitokondriyal membran potansiyelinin düşmesiyle sitokrom C’nin salınması, 

artan hücreiçi ROS miktarı apoptozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarını 

uyarmıştır. Aşağıdaki şekilde LoVo hücresine kombine tedavinin apoptotik etkisinin 

floresans mikroskoptaki görüntüleri verilmiştir (Şekil 4.23). 

 

Şekil 4.23 : Apoptoz görüntüleri (Floresans mikroskop - LoVo hücresi; kombine tedavi). 
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4.7.2 Annexin V-FITC boyası ile akış sitometrisinde apoptoz tayini 

Hücrenin apoptoz sürecinde hücre membranının sitozol yüzünde bulunan 

fosfodilserinin dış yüze çıkmasıyla FITC konjugatının bağlanması ve propidyum 

iyodür boyasının membran bütünlüğü bozulduğunda hücre içine girmesindeki 

kombinasyonlara dayanan ve akış sitometrisinde ölçülen yönteme göre, maddelerin 

hücrelere tek tek ve kombinasyon şeklinde IC50 dozlarının altındaki farklı 

konsantrasyonları 24 saatlik verilmesinin ardından doza bağlı olarak erken, geç 

apoptoz ve nekroz artmıştır. Kombinasyon tedavisindeki apoptotik ve nekrotik 

hücrelerin oranı diğer maddelere göre sağlıklı hücrede %10, kanser hücresinde %20 

artmıştır (Şekil 4.24 - 4.26). Grafikler erken ve geç apoptoz toplamını göstermektedir. 

 

 

Şekil 4.24 : Timokinon'un apoptoz üzerine etkisi: annexin V-FITC boyası ile akış 
sitometrisinde yapılan deneyde IC50 altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de 

kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.25 : 5-Fluorourasil'in apoptoz üzerine etkisi: Annexin V-FITC boyası ile akış 
sitometrisinde yapılan deneyde IC50 altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de 

kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                  
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.26 : Kombine tedavinin apoptoz üzerine etkisi: annexin V-FITC boyası ile akış 
sitometrisinde yapılan deneyde IC50 altındaki artan konsantrasyonlarda hem sağlıklı hem de 

kanser hücresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamlı artmıştır.                                                  
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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IC50 dozlarının altında hücrelere verilen tüm dozlar, 24 saatlik inkübasyonun ardından 

tripsin-EDTA ile kaldırılıp, yıkandıktan sonra annexin V-FITC boyası ile kitte 

belirtilen prospektüse göre muamele edilip BD Canto II akış sitometrisine verildi. 

Aşağıdaki diyagram kombine tedavinin LoVo hücrelerindeki 24 saatlik 

inkübasyonundan sonraki canlı, nekrotik, erken ve geç apoptozdaki hücre 

yoğunluğunu göstermektedir (Şekil 4.27). 

 

Şekil 4.27 : Apoptoz - Akış sitometrisi görüntüsü (LoVo - kombine tedavi). 

 
4.8 Hücre Protein Ekspresyonlarının Düzeyleri 

TQ (5 µM – 60 µM), 5-FU (0,078 µM – 5 µM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-FU) 

(5 µM + 0,0078 µM – 60 µM + 5 µM) IC50 dozlarının altındaki farklı konsantrasyonları 

24 saat inkübasyonun ardından CCD18Co ve LoVo hücre hatlarındaki proapoptotik 

(Bax), anti-apototik(Bcl-2), apoptotik regülatör (p53, p21, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9) 

proteinlerinin ekspresyonları western blot yöntemiyle çalışılıp, hesaplandı. Çıkan 

sonuçlar housekeeping protein olan β-aktinle normalize edildi (Şekil 4.28 – 4.34).  

Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 hariç tüm proteinlerin (Bax, p53, p21, Kaspaz-3 ve 

Kaspaz-9) ekspresyonları doza bağımlı olarak artmıştır. Bcl-2 ekspresyonu artan dozla 

birlikte düşmüştür. Kolon kanser hücrelerindeki ekspresyon artışı ya da azalışı sağlıklı 

kolon hücresine göre ortalama 1,2 ile 1,6 kat daha yüksektir.  

Ayrıca kombine tedavideki tüm proteinlerin ekspresyon değerleri TQ ve 5-FU’nun tek 

tek uygulanmasına göre 1,5 ile 1,8 katıdır. 
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Şekil 4.28 : β-aktin ekspresyonları. 

 

 

Şekil 4.29 : In vitro tekli ve kombine tedavide Bax proteininin ekspresyonu: IC50 altındaki 
artan dozlarda doza bağımlı olarak Bax ekspresyonu kontrole göre artmıştır.                                        

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Kombine tedavi tekli tedavilere göre pro-apoptotik (Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2) 

proteinlerin ekspresyonunu daha çok etkilemiştir. Sağlıklı hücreler ile kanser 

hücrelerdeki ekspresyonlara bakıldığında Bax’ta ortalama %30 kanser hücrelerinin 

ekspresyonu daha fazlayken, Bcl-2’de kanser hücrelerinin ekspresyonu ortalama %24 

daha azdır. 
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Şekil 4.30 : In vitro tekli ve kombine tedavide Bcl-2 proteininin ekspresyonu: IC50 altındaki 
artan dozlarda doza bağımlı olarak Bcl-2 ekspresyonu kontrole göre azalmıştır.                                     

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.31 : In vitro tekli ve kombine tedavide Kaspaz-3 proteininin ekspresyonu: IC50 
altındaki artan dozlarda doza bağımlı olarak Kaspaz-3 ekspresyonu kontrole göre artmıştır.                           

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve kaspaz-9’un ekspresyonları kombine tedavide 

tekli tedavilere göre daha çok artmıştır. Kanser hücrelerindeki kaspaz-3 artışı sağlıklı 

hücreye göre ortalama %35 daha fazlayken, kaspaz-9 artışı sağlıklı hücreye göre %43 

daha fazladır. 
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Şekil 4.32 : In vitro tekli ve kombine tedavide Kaspaz-9 proteininin ekspresyonu: IC50 
altındaki artan dozlarda doza bağımlı olarak Kaspaz-9 ekspresyonu kontrole göre artmıştır. * 

= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.33 : In vitro tekli ve kombine tedavide p21 proteininin ekspresyonu: IC50 altındaki 
artan dozlarda doza bağımlı olarak p21 ekspresyonu kontrole göre artmıştır.                                        

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Kanser mekanizmasında önemli olan p21 ve p53 proteinlerinin ekspresyonları tekli 

tedavilere göre kombine tedavide daha çok artmıştır. Ayrıca kanser hücresinde bu 

proteinlerin sağlıklı hücreye göre ekspresyon artışı p21’de %24, p53’te %19’dur. 
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Şekil 4.34 : In vitro tekli ve kombine tedavide p53 proteininin ekspresyonu: IC50 altındaki 
artan dozlarda doza bağımlı olarak p53 ekspresyonu kontrole göre artmıştır.                                        

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
 

TQ, 5-FU ve kombine tedavinin in vitro hücre kültürü çalışmalarında ROS, 

sitotoksisite, genotoksisite ve apoptozu arttırırken, glutatyon ve MMP düzeylerini 

düşürdüğü bulunmuştur (Şekil 4.35, 4.36). 

 

Şekil 4.35 :  In vitro deney genel sonuçlar 1. 
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Şekil 4.36 : In vitro deney genel sonuçlar 2. 

 

4.9 In Vivo Zenograft Kolon Kanser Modeli 

8-10 haftalık atimik nude erkek fareler rastgele gruplara ayrıldıktan 1 hafta sonra 

hayvanlara 1,5x106 transfekte LoVo hücrelerinden dPBS içinde subkutan olarak 

enjekte edildi. Enjeksiyondan birer hafta ara ile hayvanlara 1 mg/ml D-lusiferin verilip 

in vivo canlı hayvan görüntüleme sisemi (IVIS) ile kontrol edilip, ROI değerleri 

kaydedildi. Enjeksiyondan sonra 3. hafta tedaviye geçildi. TQ tedavisi için gün aşırı 

10 mg/kg; 5-FU tedavisi için gün aşırı 12,5 mg/kg ve aynı dozlar kombine şekilde yine 

gün aşırı hayvanlara verildi (Şekil 4.37). 

 

Şekil 4.37 : Zenograft ile kolon kanseri oluşumu ve tedavi süreci. 
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Tümör gelişimini incelemek için enjeksiyondan sonra 4 gün arayla hayvanlar uyutulup 

1 mg/ml D-Lusiferin intraperitonel olarak verildi. Işıma zaman grafiğinde 

optimizasyon yapılıp en yüksek ışıma dakikası kaydedildi (Şekil 4.38). 5 dakika içinde 

görüntüler alınıp, ROI değerleri kaydedildi (Şekil 4.39).  Hayvanlar kafeslere 

kaldırılmadan önce kumpasla tümör boyutları çift yönlü ölçüldü (Şekil 4.40).  

 

Şekil 4.38 : Hayvanlarda D-Lusiferin enjeksiyonundan sonra ışıma zaman optimizasyon 
grafiği. 

 

 

Şekil 4.39 : Farklı günlerdeki tümör gelişim süreci (IVIS görüntüleri). 
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Şekil 4.40 : Farklı gruplardaki tümör gelişimi (Kumpas ile ölçüm). 

 

Zenograftla hücre enjeksiyonunun 21. gününde tümör oluşumu tamamlandıktan sonra 

gruplara 21 günlük tedavi sürecine başlandı. Gün aşırı verilen tedavilerin ardından yine 

4 günde bir hayvanlar uyutulup kumpasla ve 1 mg/ml D-Lusiferin intraperitonel verilip 

IVIS cihazıyla görüntüleri alınıp, kaydedildi. Deney başında ve deney sonunda 

hayvanların ağırlıkları ölçüldü ve %15-22 arasında ağırlık kaybı olduğu görüldü. 

Tedavinin 3. haftasında hayvanlar son kez uyutulup 1 mg/ml D-Lusiferin verilip IVIS 

cihazında hayvanların görüntüleri alındı ve ROI değerleri kaydedildi (Şekil 4.41 – 

4.42). Sakrifikasyon öncesi kumpasla hayvanların tümör boyutları ölçüldü.  

 

Şekil 4.41 : Gruplara göre tümör büyüklüklerinin IVIS görüntüleri: Kombine tedavi tekli 
tedaviye göre tümör boyutunu daha çok düşürmüştür. 
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Grupların farklı günlerdeki tedavi sonrası görüntüleri aşağıdaki gibidir (Şekil 4.42). 

 

Şekil 4.42 : Günlük tedavi görüntüleri (IVIS).
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Şekil 4.43 : Grupların tedavi öncesi ve sonrası tümör yoğunluğu (IVIS): Tedavi öncesi ve 
sonrası hayvanların tümörlerinden ölçülen ROI değerlerine bakıldığında tüm tedavi 
gruplarında tümör boyutu küçültmesine rağmen kombine tedavi daha etkili olduğu 

gösterilmiştir. Tüm tedavilerde ve pozitif kontrol grubuna göre tümör boyutu istatistiksel 
olarak anlamlı bir şekilde düşmüştür.                                                                      

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

In vivo kolon kanser modeli değerlendirildiğinde 1,5x106 hücre subkutan ekilip 3 hafta 

tümörün oluşması için beklendiğinde tümör boyutu ortalama 6 kat arttı. Tedavi 

sürecine geçildiğinde pozitif kontrol grubuna 3 hafta boyunca sadece serum fizyolojik 

verildi ve tedavi sonunda tümör boyutu %17 arttı. TQ grubunda 3 haftalık tedavi 

sonunda %35’lik bir küçülme, 5-FU grubunda %53’lük bir küçülme ve kombine tedavi 

grubunda %66’lık bir küçülme bulundu (Şekil 4.43 – 4.44). 
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Şekil 4.44 : Grupların tedavi öncesi ve sonrası tümör büyüklüğü (Kumpas): Tedavi öncesi ve 
sonrası hayvanların tümör boyutları kumpasla ölçüldüğünde tüm tedavi gruplarında tümör 

boyutu küçültmesine rağmen kombine tedavi daha etkili olduğu gösterilmiştir. Tüm 
tedavilerde ve pozitif kontrol grubuna göre tümör boyutu istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde düşmüştür.                            
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Görüntüler alınıp, tümör boyutları ölçüldükten sonra hayvanlardan intrakardiyak 

olarak jelli biyokimya tüpüne kan alınıp, sakrifiye edildi. Hayvanlardan önce tümör 

dokuları sonra karaciğer ve böbrek dokuları alınıp, biyokimyasal ve patolojik 

incelemeler yapıldı (Şekil 4.45).  
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Şekil 4.45 : Tümör rezeksiyonları. 

Çıkarılan tümör dokularının (Şekil 4.46) ağırlıkları ölçülerek kaydedildi (Şekil 4.47). 

 

Şekil 4.46 : Rezeke edilen farklı gruplara ait tümör dokularının makroskobik görüntüsü. 

 

Tedavi sonrası çıkarılan tümör dokularının boyutlarına bakıldığında tüm tedavi 

gruplarında tümörler küçülmüştür. Kombine tedavinin tekli tedaviye göre hem 

makroskobik hem de tümör ağırlığı açısından tedavi veriminin yüksek olduğu 

bulunmuştur.

 

Şekil 4.47 : Gruplara göre tümörlerin ağırlıkları: Pozitif kontrol grubuna göre kombine ve 
tekli tedavinin tümör ağırlığını istatistiksel olarak anlamlı derece düşürdüğü bulunmuştur.                           

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 
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Hayvandan alınan tümör dokularında patolojik olarak yarı kantitatif enflamasyon ve 

nekrotik alanlar değerlendirildi. Tüm tedavilerde enflamasyon ve nekroz artmıştır. 

Kombine tedavinin tekli tedaviye göre daha etkili olduğu bulunmuştur (Şekil 4.48). 

 

Şekil 4.48 : Gruplara ait tümörlerin patolojik skorları: Sadece SF verilen pozitif kontrol 
grubuna göre diğer gruplarda enflamasyon ve nekroz istatistiksel anlamlı bir şekilde 

artmıştır.                                                               
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 

 

4.10 Oksidatif Stres Ölçümleri 

Sakrifikasyonda jelli biyokimya tüpüne alınan kanlar 3000 g’de 10 dakika santrifüj 

edildikten sonra ayrılan serum örneklerinde oksidatif stres göstergelerinden olan total 

tiyol (TT), natif tiyol (NT), total anti-oksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye 

(TOS) yöntemde belirtilen fotometrik metotlarla ölçüldü. Disülfit düzeyi: (TT-NT)/2 

ve oksidatif stres indeksi: TOS/TAS matematiksel hesaplarla bulundu (Şekil 4.49 – 

4.54). 

TT ve NT düzeylerine bakıldığında negatif kontrol grubuna (sağlıklı grup) göre pozitif 

kontrol grubunda ortalama %30 istatistiksel olarak anlamlı düşmüştür. Tedavi 

gruplarının TT ve NT düzeyleri pozitif kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı değişmiştir. TQ tedavisi TT ve NT’yi ortalama %21 arttırarak anti-oksidan 

özelliğini ön plana çıkarırken, 5-FU tedavisi, TT ve NT değerlerini %20-30 arası 

düşürürken, kombine tedavide TQ etkisinden dolayı pozitif kontrol grubu değerlerine 

göre TT ve NT %10 artmıştır.  
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Disülfit düzeylerine bakıldığında negatif kontrole göre pozitif kontrolde ortalama 

%60’lık istatistiksel olarak anlamlı bir artış vardır.  

Tedavi gruplarında ise TQ ve kombine tedavi pozitif kontrole göre disülfit düzeylerini 

düşürmüştür. Bu düşüşün asıl sebebi TQ’nun sistemik etkide anti-oksidan gibi 

davranmasıdır. 5-FU ise disülfit oluşumunu indüklemiştir ve pozitif kontrol grubuna 

göre %45’lik bir artışa neden olmuştur.  

 

Şekil 4.49 : Serum total tiyol düzeyi: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif kontrol 
grubu TT istatistiksel anlamlı düşmüştür. Ayrıca pozitif kontrol grubuna göre tüm tedavi 

gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                                        
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Şekil 4.50 : Serum natif tiyol düzeyi: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif kontrol 
grubu NT düzeyleri istatistiksel anlamlı düşmüştür. Ayrıca pozitif kontrol grubuna göre tüm 

tedavi gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                                    
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.51 : Serum disülfit düzeyi: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif kontrol 
grubu DS düzeyleri istatistiksel anlamlı artmıştır. Ayrıca pozitif kontrol grubuna göre tüm 

tedavi gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                                    
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

Negatif kontrol grubunda TOS ve OSI düzeylerine bakıldığında pozitif kontrol 

grubuna göre sırasıyla 2 ile 4 kat istatistiksel olarak anlamlı bir artış göstermiştir. 

Tedavi gruplarının pozitif kontrol grubuna göre değişimine bakıldığında TQ’nun 

sistemik etkide anti-oksidan özellik gösterdiğinden dolayı bu değerleri ortalama %25 

düşürmüştür. 5-FU ise oksidatif stresi indükleyerek pozitif kontrol grubuna göre 

TOS’da %25, OSI’de %50 arttırmıştır.  

TAS düzeylerinde ise negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı %50’lik bir düşüş vardır. Tedavi gruplarına bakıldığında da 

pozitif kontrol grubuna göre TQ’nun olduğu tüm gruplarda artış varken 5-FU, TAS 

düzeyini %15 düşürmüştür. 
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Şekil 4.52 : Serum total anti-oksidan seviye: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif 
kontrol grubunda TAS düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı azalmıştır. Ayrıca pozitif kontrol 

grubuna göre tüm tedavi gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                    
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.53 : Serum total oksidan seviye: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif 
kontrol grubunda TOS istatistiksel anlamlı yükselmiştir. Ayrıca pozitif kontrol grubuna göre 

tüm tedavi gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                               
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.54 : Serum oksidatif stres indeksi: negatif kontrol grubuna (sağlıklı) göre pozitif 
kontrol grubu OSI istatistiksel anlamlı yükselmiştir. Ayrıca pozitif kontrol grubuna göre tüm 

tedavi gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamlıdır.                                                   
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

4.11 Serum Enflamasyon ve Büyüme Faktörleri Sonuçları 

Sitokin belirteçleri ve büyüme faktörleri hayvanlardan alınan serumlarda ticari olarak 

alınan fare ELISA kitleri alınıp fotometrik olarak ölçüldü. Alınan verilere göre sadece 

negatif kontrol grubuna göre enflamasyon belirteçleri (IL1β, IL6, TNFα ve HsCRP) 

ve büyüme faktörleri (VEGF ve TGFβ1) istatistiksel olarak anlamlı yüksek çıkarken, 

pozitif kontrol grubuna göre 5-FU ile tedavi tüm enflamatuvar sitokinleri arttırırken, 

TQ’nun olduğu tüm tedavi gruplarında enflamasyon TQ’nun sistemik anti-oksidan 

etkisinden dolayı pozitif kontrol grubuna göre istatistiksel olarak düşmüştür (Şekil 

4.55 – 4.58).  

Pozitif kontrol grubundaki VEGF ve TGFβ1 gibi büyüme faktörleri negatif kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak artmıştır. Tedavide ise sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine 

tedavide pozitif gruba göre istatistiksel anlamlı bir şekilde düşmüştür (Şekil 4.59 – 

4.60). 
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Şekil 4.55 : Serum IL1β düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda IL1β 
düzeyi istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarında TQ’nun bulunduğu tekli ve 
kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gösterdiğinden enflamasyon 

pozitif kontrol grubuna göre anlamlı düşmüştür. 5-FU ise IL1β salınımını istatistiksel olarak 
arttırmıştır.                                           

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.56 : Serum IL6 düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda IL6 
düzeyi istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarında TQ’nun bulunduğu tekli ve 
kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gösterdiğinden enflamasyon 

pozitif kontrol grubuna göre anlamlı düşmüştür. 5-FU ise IL6 salınımını istatistiksel olarak 
arttırmıştır.                                             

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.57: Serum TNFα düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda 
TNFα düzeyi istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarında TQ’nun bulunduğu 

tekli ve kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gösterdiğinden 
enflamasyon pozitif kontrol grubuna göre anlamlı düşmüştür. 5-FU ise TNFα salınımını 

istatistiksel olarak arttırmıştır.                                         
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

 

Şekil 4.58 : Serum HsCRP düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda 
HsCRP düzeyi istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarında TQ’nun bulunduğu 

tekli ve kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gösterdiğinden 
enflamasyon pozitif kontrol grubuna göre anlamlı düşmüştür. 5-FU ise HsCRP salınımını 

istatistiksel olarak arttırmıştır.                 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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Şekil 4.59 : Serum VEGF düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda 
VEGF düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarını pozitif kontrole göre 
karşılaştırıldığında sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine tedavinin istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde VEGF düzeyini düşürdüğü bulunmuştur.                                                              
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 

 

 

Şekil 4.60 : Serum TGFβ1 düzeyi: negatif kontrol grubuna göre pozitif kontrol grubunda 
TGFβ1 düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. Tedavi gruplarını pozitif kontrole göre 
karşılaştırıldığında sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine tedavinin istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde TGFβ1 düzeyini düşürdüğü bulunmuştur.                                                             
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001 
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4.12 Karaciğer ve Böbrek Fonksiyon Testlerinin Düzeyleri 

Hayvanlardan sakrifikasyon sırasında alınan intrakardiyak kanlar jelli biyokimya 

tüpüne alınıp 3000 g’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra böbrek fonksiyon testleri-

BFT (Üre, Kreatinin, Ürik Asit, Sodyum, Potasyum, Kalsiyum, Fosfor) ile karaciğer 

fonksiyon testleri-KFT (AST, ALT, LDH, GGT, LDH) rutin biyokimya 

otoanalizörlerinde çalışıldı (Tablo 4.3).  

 

Tablo 4.3 : Karaciğer ve Böbrek Fonksiyon Testleri. 

 Negatif 
Kontrol 

Pozitif Kontrol TQ 5-FU TQ + 5-FU 

Üre 
mg/dL 

22,33±4,71 56,83±2,85*** 44,16±5,49+ 83,00±7,40** 76,50±3,93+ 

Kreatinin 
mg/dL 

0,27±0,03 0,34±0,03** 0,31±0,02+ 0,49±0,07+++ 0,44±0,03+ 

Ürik Asit 
mg/dL 

1,75±0,14 3,55±0,19*** 2,71±0,34+ 4,25±0,19++ 3,49±0,31 

Sodyum 
mmol/L 

158,50±6,09 151,83±3,13 153,33±2,34+ 135,83±3,49+ 142,17±4,12+ 

Potasyum 
mmol/L 

3,54±0,29 4,36±0,35* 4,00±0,08 4,92±0,08 4,67±0,14 

Kalsiyum 
mg/dL 

8,00±0,35 8,68±0,25* 8,63±0,28 8,65±0,37 8,62±0,42 

Fosfor 
mg/dL 

5,48±0,50 8,02±0,64*** 7,12±0,36 8,95±0,31+ 8,38±0,35 

AST 
U/L 

44,50±4,85 111,33±24,34*** 84,98±9,98+ 135,33±7,94+ 100,50±3,15 

ALT 
U/L 

23,67±4,84 50,67±9,49*** 33,17±7,28+ 55,50±6,32 52,67±10,45 

GGT 
U/L 

<4 <4 <4 <4 <4 

LDH 
U/L 

525,50±72,77 1444,50±254,91*** 1194,00±62,44++ 1828,33±234,30+ 1591,33±95,90+ 

 

Çıkan sonuçlara göre sodyum hariç tüm fonksiyon testlerinde negatif kontrole göre 

pozitif kontrol düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı artmıştır. TQ ve kombine tedavi 

pozitif kontrole göre artan değerleri düşürürken, 5-FU pozitif kontrole göre tüm test 

düzeylerini istatistiksel olarak arttırmıştır (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & 

+ = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001).  



 
 

 
 

108

Sodyum değerleri ise negatif gruba göre pozitif grupta düşmüş, TQ ve kombine 

tedavide istatistiksel anlamlı olmayan bir artış varken, 5-FU tedavisini alan grupta 

sodyum seviyeleri anlamlı bir şekilde düşük bulunmuştur. Kanserle beraber oluşan 

hepatotoksisiste ve nefrotoksisite artar. 5-FU’nun da bu organlara karşı bilinen 

toksisiteleri mevcuttur. TQ’nun ise oluşan toksisitelere karşı bir koruyucu etkisi 

bilindiğinden TQ’nun olduğu gruplarda değerler normale daha yaklaşmıştır. KFT 

testlerinden GGT düzeyleri tespit limiti altında olduğundan dolayı ölçülememiştir. 

 
4.13 Doku Protein Ekspresyonlarının Düzeyleri 

Sakrifikasyondan sonra alınan dokular homojenize edilip protein tayini yapıldıktan 

sonra proapoptotik (Bax), anti-apototik (Bcl-2), apoptotik regülatör (p53, p21, Kaspaz-

3 ve Kaspaz-9) proteinlerinin ekspresyonları western blot yöntemiyle çalışılıp, 

hesaplandı. Çıkan sonuçlar housekeeping protein olan β-aktinle normalize edildi 

(Şekil 4.61 – 4.62).  

 

Şekil 4.61 : Tümör dokusu Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 protein ekspresyonları: Bcl-2 hariç tüm 
proteinler pozitif kontrol grubuna göre sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine tedavide istatistiksel 

olarak anlamlı artmıştır.                                                                                 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 

 

Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 hariç tüm proteinlerin (Bax, p53, p21, Kaspaz-3 ve 

Kaspaz-9) ekspresyonları kontrol grubuna göre sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine 

tedavide istatistiksel olarak artmıştır. Bcl-2 ekspresyonu ise sırasıyla TQ, 5-FU ve 

kombine tedavide istatistiksel olarak azalmıştır.  
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Şekil 4.62 : Tümör dokusu Kaspaz-9, p21, p53 protein ekspresyonları: Bcl-2 hariç tüm 
proteinler pozitif kontrol grubuna göre sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine tedavide istatistiksel 

olarak anlamlı artmıştır.                                                                                 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 

 

4.14 Doku TGFβ1 ve VEGF Düzeyleri 

Alınan tümör dokuları homojenize edilip protein tayini yapıldıktan sonra doku 

büyüme faktörleri olan VEGF ve TGFβ1 düzeyleri ticari olarak satın alınan ELISA 

kitleri ile fotometrik olarak ölçülmüştür ve sonuçlar mg protein başına verilmiştir. 

Pozitif kontrol grubundaki VEGF ve TGFβ1 gibi büyüme faktörleri negatif kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak artmıştır. Tedavide ise sırasıyla TQ, 5-FU ve kombine 

tedavide pozitif gruba göre istatistiksel anlamlı bir şekilde düşmüştür (Şekil 4.63 – 

4.64) 

.  

Şekil 4.63 : Tümör dokusu TGFβ1 düzeyi: pozitif kontrol grubuna göre tekli ve kombine 
tedavi TGFβ1 düzeyini istatistiksel anlamlı bir şekilde düşürmüştür.                                              

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 
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Şekil 4.64 : Tümör dokusu VEGF düzeyi: pozitif kontrol grubuna göre tekli ve kombine 
tedavi VEGF düzeyini istatistiksel anlamlı bir şekilde düşürmüştür.                                               

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 

 

TQ, 5-FU ve kombine tedavinin in vivo kolon kanseri hayvan çalışmasında dokuda 

anti-tümör ve anti-apoptotik etki gösterirken, büyüme faktörlerini düşürmüştür. 

Serumda ise oksidatif stres, enflamasyon, büyüme faktörleri ve karaciğer ile böbrek 

üzerine etkileri vardır (Şekil 4.65). 

 

 

Şekil 4.65 :  In vivo genel deneysel sonuçlar.
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5. TARTIŞMA 

Her yıl dünya çapında 1 milyondan fazla kolorektal kanser teşhisi yapılmaktadır [241, 

242] ve kolorektal kanser, özellikle yüksek insidans ve mortalite oranları ile dünyadaki 

yaşamı tehdit eden en yaygın malignitelerden biridir [243, 244]. Dünya Sağlık 

Örgütü'nün Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı'na göre, KK erkeklerde en sık 

görülen üçüncü kanser, kadınlarda ise en sık görülen ikinci ve dünya çapında kansere 

bağlı ölümlerin dördüncü önde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir. Teşhis ve 

tarama araçlarını geliştirmek için harcanan yoğun çabalara rağmen, mevcut tedavi 

yöntemlerinin sınırlı terapötik etkinliği, KK tedavisinde en önemli zorluktur. 

Günümüzde klinik uygulamaları ciddi yan etkilerinden dolayı sınırlı olsa da 

kemoterapi rejimleri hastalar için birincil tedavi seçeneğidir [245]. Bu nedenle, tek 

başına veya diğer sitotoksik ajanlarla (örneğin, irinotekan, lökovorin veya oksaliplatin) 

kombinasyon halinde 5-fluorourasil (5-FU) bazlı terapi, standart kemoterapötik 

yaklaşım olarak kabul edilmektedir [246, 247]. Genel olarak bakıldığında 5-FU tekli 

olarak kullanıldığında %7-17 arasında, diğer kemoterapötik ajanlarla birlikte kombine 

kullanıldığında %35-39 oranında sınırlı etkinlik göstermektedir [247, 248]. Bunun 

nedeni tümör hücrelerinin kazandığı terapötik dirençtir [249, 250]. Bununla birlikte, 

sınırlı tedavi cevabı, doz sınırlayıcı toksisite ve nüks tedavinin handikaplarıdır [246, 

247, 251]. Daha da önemlisi son zamanlarda standart kombine tedaviye eklenen 

bevacizumab ve setuksimab gibi yeni hedeflenmiş ajanlar KK için yine beklenen etkiyi 

göstermemiştir [247]. Bu nedenle potansiyel doğal ürünler/maddeler ile alternatif 

kombine terapötik stratejilerin geliştirilmesi KK prognozunu ve iyileştirme oranını 

arttırmak için büyük önem taşır. 5-FU’ya karşı gelişen terapötik direncin üstesinden 

gelmek ve yan etkilerini azaltmak için bitki kaynaklı ilaçlarla birkaç kombinasyon 

stratejisi önerilmiştir [252-254]. Bu nedenle, 5 FU’nun KK tedavisindeki etkinliğini 

arttırmak için gelecek vaad eden bir kombinasyon stratejisinin belirlenmesi büyük 

önem taşımaktadır. Timokinon (TQ), iyi bilinen, sağlam ve pluripotent anti-tümör 

aktivitesi olan N. sativa'nın etken maddesi olan doğal bir biyolojik bileşiktir [255-259] 

ve kanser tedavisinde çekiciliğini korumaktadır [195, 255, 256, 260-264]. 
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Çeşitli doğal ürünler ve nutrasötiklerin, geleneksel ilaçlarla adjuvan veya alternatif ilaç 

olarak kullanıldığında yararlı olduğu gösterilmiştir. Örneğin, N. sativa ve etken 

maddesi olan TQ’nun anti-tümör, anti-enflamatuvar, anti-romatizmal, 

immünomodülatör, anti-fibrotik, analjezik, anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-

mikrobiyal, anti-hipertansif ve çeşitli tıbbi bozukluklarda koruyucu özellikleri vardır. 

N. sativa birçok hastalığın tedavisinde yüzyıllardır geleneksel olarak kullanılmaktadır 

[265, 266].  

Bir anti-kanser ajanı olarak, TQ'nun güçlü anti-tümorijenik hücresel ve moleküler 

etkileri, tümör hücresi proliferasyonunu, farklılaşmasını, anjiyojenezini, baskılaması, 

apoptozu ve nekrozu arttırması gibi etkileri vardır. TQ’nun kemopreventif ve anti-

kanser özellikleri çeşitli in vivo ve in vitro insan kanser modellerinde gözlenmiştir 

[199, 267-272]. TQ’nun geleneksel kemoterapötik ilaçların kanser hücreleri 

üzerindeki kemoduyarlılığı arttırdığı gösterilmiştir [267-269, 273]. Ayrıca farklı 

hastalıklar üzerinde yapılan bazı klinik araştırmalar, TQ’nun ümit verici güvenlik 

profilini göstererek, klinik açıdan yeni bir ilaç olarak geliştirilme potansiyelini ortaya 

koymaktadır [258, 259, 274]. TQ geleneksel kemoterapötiklerle birlikte 

kullanıldığında kemoterapötiklere karşı direncin potansiyel etkisini düşürdüğü 

gösterilmiştir [260, 266, 275].  

Çalışmamızda kolon kanseri hücre hattında ve zenografik yöntem ile oluşturduğumuz 

kolon kanseri modelinde 5-FU’nun  in vivo etkinliğini çörek otunun etken maddesi 

olan TQ ile arttırılabileceğini gösterdik. Kombine tedavi tekli tedaviye kıyasla daha 

yüksek anti-kanser etki gösterdi. Bu artış in vitro da sadece sitotoksisitede değil 

kombine tedavide artan apoptoz, genototoksisite olduğunu, in vivo çalışmada ise tümör 

boyutunu küçülttüğünü, enflamasyonu ve vaskülerizasyonu azalttığını göstererek 

umut verici etkilerin var olduğunu gösterdik. Bu çalışma TQ ve 5-FU’nun tekli ve 

kombine etkinliğini transfekte kolon kanser hücrelerinde ve bu hücrelerin  zenograftla 

nude farelere enjeksiyonu sonrası oluşturulan kolon kanseri modelinde gösterdiğinden 

dolayı literatürdeki ilk çalışma olması sebebiyle önem teşkil etmektedir. 

Bu kombine tedavinin sitotoksisite üzerindeki etkileri araştırıldığında, çörek otunun 

etken maddesi olan TQ’un farklı kanser türleri üzerinde çalışılıp, sitotoksik ve pro-

apoptotik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir [182, 209]. TQ’nun 60 µM’ye kadar 

normal bağırsak hücrelerinde toksik olmadığı açıklanmıştır [182, 262]. Literatürdeki 

birçok çalışma TQ’yu klinikte kullanılan farklı kemoterapötik ajanlarla kombine edip 
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tedavi başarısını araştırmıştır [264, 276, 277]. TQ ve 5-FU ile ilk defa 2007 yılında 

Norwood ve arkadaşları tarafından SW-262 kolon kanseri hücrelerinde karşılaştırmalı 

olarak incelendiğinde her ikisinin de kolon kanserine karşı aynı sitotoksik  potansiyele 

sahip olduğu ve TQ’nun konvansiyonel tedavinin etkinliğini artırdığı bildirilmiştir 

[191]. Bu iki maddenin kombinasyonunun kolon kanserine verildiği birkaç çalışma 

vardır [278, 279]. Lei ve arkadaşları yüksek doz TQ (50 µM) ve 5-FU (75 µg/ml)’nun 

kombinasyonunun apoptoza yol açtığını kanıtlamışlardır [200]. Bu çalışmada ilk kez 

TQ ve 5-FU’nun kombinasyonu HT29 kolorektal kanser hücrelerine uygunlanmış ve 

tekli tedavideki dozlarına göre dozları düşmüştür. Ndreshkjana ve arkadaşlarının 

2019’da HCT116 ve HT29 kolon kanseri hücreleri üzerinde yaptığı çalışmada TQ ve 

5-FU’nun kombine tedavisinin tekli tedaviye göre daha etkili olduğu ve dozu 

düşürdüğü gösterilmiştir [280]. TQ’nun in vitro kolon kanseri ve lenfoma hücrelerinin 

üzerindeki etkileri araştırıldığında, hücre proliferasyonuna negatif etki gösterdiği 

tespit edilmiştir [281, 282]. Acar ve arkadaşlarının 2015’de baş boyun kanser hücreleri 

üzerine yaptığı bir başka çalışmada TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisinin tekli 

tedaviye göre daha sitotoksik olduğunu ve dozların düştüğünü göstermişlerdir [283]. 

Bizim çalışmamız sonucunda TQ ve 5-FU’nun tekli tedavisine göre kombine tedavi 

daha düşük dozda daha yüksek etkili olduğu bulunmuştur. Bulgularımıza destek 

olarak, son zamanlarda yapılan in vitro çalışmalar TQ’nun 5-FU’ya göre hücresel 

hasar konusuda daha etkili olduğu gösterilmiştir [191]. Ayrıca TQ’nun 5-FU’nun 

kemoterapötik etkinliğini arttırdığı bulunmuştur. TQ’nun 5-FU ile birlikte insan 

nazofarengeal ve gastrik adenokarsinomada potansiyel bir adjuvan olabileceği 

düşünülmektedir [284, 285]. Bu durumda geleneksel KK tedavisinde kullanılan 5-

FU’nun yan etkileri de düşünülünce TQ ile kombine tedavisinin normale göre düşük 

dozda daha verimli ve sağlıklı hücrelere karşı daha az hasarlı olabileceği sonucuna 

varılmıştır. 

Reaktif oksijen türleri, hücrenin normal oksijen metabolizması tarafından sürekli 

üretilir ve biyomolekülleri oksidatif hasara uğratarak hücreyi apoptoz ya da otofaji 

sürecine sokabilir [286]. ROS'un aşırı üretilmesinin kardiyovasküler hastalık, 

hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet, nörodejeneratif hastalıklar ve kansere yol 

açabilecek patofizyolojik bir süreç olan oksidatif stres ile sonuçlandığı bildirilmiştir 

[287]. 5-FU'nun anti-kanser mekanizması DNA sentezini ve replikasyonunu bloke 

etmesine rağmen, oksidatif streste de önemli bir rol oynadığı öne sürülmüştür [247]. 
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Hücre kültüründe yapılan önceki çalışmalar 5-FU'nun kanser hücrelerinde hücre içi 

ROS seviyelerini arttırdığını ortaya koymuştur [288]. Ayrıca oluşan bu oksidatif stres, 

5 FU'nun toksik etkilerinin çoğunu oluşturduğu düşünülmektedir. 5-FU oksidatif stresi 

indüklerken süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi sitoplazmik enzimleri 

inhibe ettiği bildirilmiştir [289].  

TQ, ROS’u indükleyerek anti-tümör rolünü yerine getirir, bunu farklı onkojenik 

yolakları aktive ederek pro-oksidan özelliğinden dolayı gerçekleştirir. TQ’nun multipl 

myelom hücreleri üzerine etkisi bakıldığında ROS miktarını arttırarak hücreleri 

apoptoza götürdüğü bulunmuştur [290, 291]. TQ’nun kanser tedavisinde rolüne 

baktığımızda hücre içi ROS’u arttırarak mitokondriyal yoldan apoptozu indükleme 

potansiyeline sahip olduğu bilinmektedir [292]. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda 

dirençli tümörlere karşı TQ’nun pro-oksidan özelliğinden dolayı ROS’u indüklemesi 

kullanılmıştır [293, 294]. El Naijar ve arkadaşlarının 2010’da yaptığı çalışmada 

TQ’nun indüklediği ROS insan kolon kanseri hücrelerinde sitotoksisiteyi ve apoptozu 

arttırdığı gösterilmiştir [293]. TQ’nun ROS’u arttırması farklı in vitro ve in vivo 

çalışmalarda gösterilmiştir [295]. TQ ve 5-FU’nun hücre içi ROS’u indüklediği ayrı 

ayrı birçok çalışma ve ikisinin aynı hücrede kullanıldığı çalışmaların da olmasına 

rağmen ROS düzeyleri ölçülmemiştir. Artan TQ ve 5-FU’nun tekli ve kombine 

tedavisinde hücre içi ROS miktarı artmıştır. Kombine tedavide düşük dozda daha 

yüksek ROS miktarına ulaşılmış ve artan ROS seviyesi ile sitotoksisite arasında pozitif 

bir ilişki bulunmuştur.  Çalışmamız, hem bu yönüyle hem de tekli ve kombine tedavi 

sonrası oluşan sitotoksisite, genotoksisite ve apoptozun kaynağının ROS olduğunu 

göstermesi bakımından bir ilktir.  

Kanser hücrelerinin öldürülmesinde en etkili yöntemlerden biri hücre DNA larını ileri 

derecede hasara uğratmaktır.   Bu nedenle kanser tedavisinde kullanılan anti-

neoplastiklerin çoğu direk DNA’yı etkiler. DNA’da oluşan hasar tamir edilemeyecek 

derecede fazla ise, apoptotik sinyal yolakları aktive edilerek hücrenin apoptozise 

gitmesi sağlanır.  5-FU bir hücrenin RNA’sına etki eder ve DNA sentezi için gerekli 

olan timidinat trifosfatları yerine DNA’ya UTP ya da FdUTP ekleyerek timidilat 

sentazı (TS) inhibe ederek etkisini gösterir [296]. Ayrıca yüksek afinite ile DNA’ya 

bağlanarak DNA’nın yapısını ciddi ölçüde etkiler [297, 298]. TQ ise etkisini ya direk 

DNA üstünden ya da hücre içi ROS seviyesini arttırarak sitotoksik, genotoksik ve 

apoptotik etki göstererek yapar [299]. TQ farklı anti-neoplastiklerle kombine olarak 
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farklı hücrelerde etki göstermesine rağmen 5-FU ile sadece iki çalışma vardır. Bu 

çalışmalarda WNT, β-katenin, NF- κB, COX-2, iNOS ve VEGF’i etkiler. DNA 

hasarını kemoduyarlılık yaratarak meydana getirir [200, 279]. Çalışmamızda da tekli 

ve kombine tedavide DNA hasarının arttığı bulunmuştur. Kombine tedavide dozlar 

azalırken hasarlı DNA’daki kuyruk yoğunluğu artmıştır. DNA hasarındaki birincil 

etkinin nedeninin artan hücre içi ROS olduğu gösterildi. Artan ROS miktarı 

sitotoksisiteyi arttırırken, DNA hasarı ve apoptozu da tetiklemektedir. 

Hücre içi glutatyon (GSH) düzeyi hücreki anti-oksidan savunmada serbest radikallere 

karşı merkezi bir rol oynar ve mitokondri içinde aşırı hücre içi ROS üretimine karşı 

önemli bir  savunmadır [300]. Yüksek GSH miktarı hücresel redoks potansiyeli ile 

mitokondriyal membran potansiyelinin hücre sağ kalımındaki rolünü de ortaya 

çıkarmaktadır. Bu durumdan dolayı da hem kullanılan geleneksel kemoterapide hem 

de alternatif bileşik/bitkisel ürünler kanser hücrelerinde mevcut GSH miktarını 

düşürerek duyarlılığı arttırdığını gösteren birçok çalışma mevcuttur [301-303]. Azalan 

glutatyon miktarı ve artan ROS’un göstermiş olduğu ters sinerjik etki hücrenin 

sitotoksisitesini, genotoksisitesini ve apoptozunu arttırır. Sonuç olarak çalışmamızda 

artan dozlarda GSH miktarı düşmektedir. Tekli tedaviye göre kombine tedavide düşük 

dozlarda yüksek GSH inhibisyonu gözükmektedir. Literatüre bakıldığında TQ ve 5-

FU kullanarak hücre içi GSH düzeyini kolon kanserinde ölçen herhangi bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır.  

Mitokondriyal metabolizma hatalı şekilde hızlı çoğalan hücrelerin metabolik talepleri 

için hep önemsiz görülmesine rağmen [304, 305] mitokondri, DNA hasarını ve genetik 

kararsızlığa neden olan ROS üretimini üstlenmiştir. Bunun nedeni 1920’lerde ortaya 

konan Warburg etkisi denen, kanser hücrelerinin glukoz aldıklarında oksijen 

varlığında yüksek miktarda laktik asit üretmesi [306] ve kanser hücrelerinin 

proliferasyon için öncelikli olarak glikolizi kullanmasıdır [305]. Kanser hücrelerindeki 

mitokondri ile ilgili bir diğer bakış açısı, ürettikleri ROS kaynaklı genetik kararsızlık 

mutasyonu ve tümör oluşumlarını tetiklemektedir. Sonuç olarak mitokondriyal 

disfonksiyon kanser hücrelerinin metabolik bir işareti olarak kabul edilmektedir. 

Günümüzde kanser metabolizmasındaki fikir birliği, tümör hücrelerinin 

makromolekül sentezi gerekli yapı taşlarının yanı sıra ATP ve NADPH’ı sağlamak 

için hem glikoliz hemde mitokondriyal metabolizmaya sahip olması gerekmektedir 

[307]. MMP, Krebs döngüsünün aktivitesiyle ilişkili redoks dönüşümlerinden 
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kaynaklanır ve ATP sentazın ATP'yi üretmek için kullandığı bir ara enerji depolama 

biçimi olarak çalışır. Bu dönüşümler yalnızca elektriksel bir potansiyel değil aynı 

zamanda bir proton gradienti oluşturur ve birlikte hidrojen iyonlarının transmembran 

potansiyelini oluştururlar [308]. Mevcut veriler ATP ve MMP tarafından yürütülen 

sinyal mekanizmalarının farklı olduğunu göstermektedir [309]. Sağlıklı hücrelerde 

hücre içi ATP ve MMP seviyeleri hücrenin metabolizma faaliyeti için belirli bir 

seviyede tutulur [310-312]. MMP’deki değişikliklerin uzun süreli olmasının, canlılığı 

tehlikeye sokup patolojik sonuçlara yol açabileceği öne sürülmektedir [313]. MMP 

sadece ATP üretiminde değil, MMP kaybı, membran geçirgenliğine yol açar ve pro-

apoptotik proteinlerin mitokondri iç membranına geçip apoptozu indüklemesiyle 

sonuçlanır. TQ’nun in vitro çalışmalarda MMP üzerine etkisini inceleyen birçok 

çalışmaya rastlanılmıştır. Farklı meme kanser hücreleri üzerinde TQ, MMP 

düzeylerini düşürmüştür [314, 315]. Bir başka çalışmada da melanoma ve lösemi hücre 

hatları üzerine TQ ve Doksorubisin kombinasyonları verilip MMP düzeylerinin 

düştüğü bulunmuştur [316]. 5-FU’nun irinotekan ile kolon kanseri üzerine kombine 

tedavisinde ise MMP miktarı düşmüştür [317]. Hu ve arkadaşlarının 2015’te 

hepatoselüler karsinoma hücreleri üzerine 5-FU ve apigenin kombinasyonları ile 

yaptıkları çalışmada MMP miktarı düşmüştür [318]. Çalışmamız gibi literatürde daha 

önce TQ ve 5-FU kombinasyonu herhangi bir hücre hattında daha önce çalışılmamıştır. 

Bu tekli ve kombine tedavi hem LoVo hem de CCD18Co hücrelerinde MMP 

düzeylerini istatistiksel anlamlı bir şekilde düşürmüştür. Bu düşüşün ilk sonucu olarak 

hücresel apoptotik mekanizmaların aktive olmasıdır.  

Apoptoz normal dokularda gelişimde ve homeostazda kritik rol oynayan farklı 

biyokimyasal ve genetik yolakları olan çok sıkı programlanmış bir hücre ölümüdür 

[319] [1].Apoptoz kanser tedavisinde en önemli yolaklardan biridir [319]. Hücresel 

homeostazı sağlamak için hücre ölümü ve sağ kalımı arasında gereksiz, istenmeyen ve 

hatalı hücreleri ortadan kaldırarak bir denge kuran apoptoz en önemli mekanizmadır 

[320, 321]. Günümüzde cerrahi ve immünoterapi hariç rutin kanser tedavisi için 

kullanılan anti-neoplastiklerin kanser hücresinde apoptozu uyarmasını hedeflenmiştir. 

Bu nedenle, tüm kanser ilacı tasarımcıları, kanser hücrelerindeki etkisizleştirilmiş 

apoptotik mekanizmayı aktive etmeye ya da kusurlu olanı düzeltmeye çalışır. Şu anda 

klinik kullanımda olan tüm sitotoksik anti-kanser tedavileri, malign hücrelerin 

apoptozunu indüklemektedir. TQ kanser ilişkisi ile ilgili ilk çalışmalar anti-oksidan 
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özelliğinden dolayı kemopreventif aktivitesi ağırlıktayken, son zamanlarda kanser 

hücreleri üzerine oksidatif hasar vererek apoptozu indüklediği bildirilmiştir [295, 322-

327]. TQ ile ilgili ilginç bir çalışma da kanser hücrelerinde pro-apoptotik proteinleri, 

sağlıklı hücrelerde de anti-apoptotik proteinleri indüklediği bildirilmiştir [328]. En 

önemli hipotez ise TQ’nun düşük dozlarda anti-oksidan, yüksek dozlarda pro-oksidan 

etki göstererek kanser tedavisinde önemli sonuçlar çıkarmıştır [329]. 5-FU’nun diğer 

kemoterapötik ajanlar gibi çeşitli tümör hücreleri üzerinde apoptozu tetiklediğini 

gösteren birçok çalışma vardır [330-335]. Çalışmamızdaki sonuçlarımıza 

baktığımızda literatürdeki diğer çalışmalar gibi hem akridin turuncusu/etidyum 

bromür boyasıyla floresans mikroskopta bakılan, hem de annexin V-FITC boyasıyla 

akış sitometrisinde yapılan ölçüm doğrultusunda apoptoz oranları artmaktadır. 

Kombine tedavi grubu tekli tedavilere göre hücreleri daha çok apoptoza 

götürmektedir. 

Apoptozdan kaçma kanserin işaretlerinden biridir [336]. Tümör hücreleri iki 

biyokimyasal apoptotik sinyal mekanizmasını atlar [337]. İntrinsik ya da mitokondri 

aracılı apoptoz yolu, mitokondriyal zarın depolarizasyonu, sitokrom c salınımı ve 

sırasıyla kaspaz-9, kaspaz-7 ve kaspaz-3’ün aktivasyonu ile poli-(ADP-riboz) 

polimerazın (PARP) ayrılmasını içerir. Ekstrinsik yol ise hücre zarına bağlı ölüm 

reseptörlerinin aktivasyonuna aracılık eder. Ardından pro-kaspaz 8 aktivasyonu ve 

ardından kaspaz-3 aktivitesini tetikleyerek hücre ölümünü gerçekleştirir [337, 338]. 

İntrinsik apoptoz indüksiyon mekanizmasına göre, MMP büyük ölçüde farklı B hücre 

lenfoma (Bcl) ailesi proteinleri tarafından regüle edilir. Bcl-2 anti-apoptotik 

proteininin lokalizasyonu, MMP homeostazını sağlarken, Bcl-2 downregülasyonu, 

pro-apoptotik Bax proteinin mitokondriye lokalizasyonu MMP’nin depolarizasyonunu 

sağlayarak sitokrom C salınmasına neden olur. Bu da kaspaz kaskadının 

aktivasyonuna neden olarak hücre ölümünü tetikler [181, 337, 338]. DNA hasarına 

bağlı gelişen apoptozda p21 proteini ve p53 proteini kritik bir rol oynamaktadır. 

Hücresel ya da DNA’da bir hasar meydana geldiğinde p53 proteini transkripsiyon 

faktörü gibi davranarak DNA’ya bağlanarak p21 proteinin sentezlenmesi için geni 

uyarır [339]. p21 proteini doğrudan p53 tarafından stimüle edilmektedir [340, 341]. 

Eğer DNA’da hasar var ve hücre döngüsü kontrol noktalarında bu durum tespit edilirse 

p21 proteini döngünün G0/G1 fazındaki siklin bağımlı kinazları inhibe ederek 

döngüyü G1 fazında durdurur [342]. Bu süreçte tamir mekanizması aktifleşir. Eğer 
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hücre tamir edilemezse mitoz durmasına rağmen anormal DNA sentezlenir. Bu oluşan 

anormal DNA hücre ölümüne yol açar [343-346]. Ayrıca düzeltilemeyen hasar p53 

proteininin hücreyi apoptoza yönlendirmesine neden olur [347]. TQ’nun çok çeşitli 

insan kanser hücreleri üzerinde sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin 

olduğunu gösteren birçok çalışma vardır [261]. Kanser hücrelerinde aktif bir hücre içi 

ROS üretimine neden olan TQ, bu ROS kaynaklı DNA’ya hasar vererek, hücre 

büyümesini inhibe eder, aynı zamanda hücre döngüsünü durdurup, hücrelerin 

apoptoza gitmesine neden olur [193, 262, 263, 295, 348-350]. El Najjar ve 

arkadaşlarının 2010’da intestinal hücreler üzerine TQ’nun etksine baktıklarında 

TQ’un kanser hücrelerini inhibe edip, hücrelerin apoptoza gitmesini indüklendiğini 

göstermişlerdir [182]. TQ’nun p53 bağımlı [262] ve p53 bağımsız [193, 348] 

yolakların etkileri literatürde kanıtlanmıştır. Gali-Muhtasib ve arkadaşlarının 2004’te 

yaptıkları çalışmada HCT-116 kolorektal kanser hücrelerinde TQ inkübasyonu 

sonucunda anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonu düşerken p53 proteinlerinin 

ekspresyonu artmıştır [348]. Roepke’nin 2007’de yaptığı MG-63 osteosarkom 

hücrelerinde TQ’nun anti-kanser etkisi Bax/Bcl-2 oranunı değiştirmiş ve kaspaz 

aktivasyonu yapmıştır [295]. El-Mahdy ve arkadaşlarının 2005’te yaptığı çalışmada 

HL-60 lösemi hücrelerinde de TQ’nun kaspaz-3 ile kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarını 

arttırırken, Bcl-2 ekspresyonlarını düşürmüştür. TQ’nun meme kanseri üzerine 

doksorubisin ile kombine etkisine bakıldığında p53 ve p21 protein ekspresyonlarını 

arttırdığı gözlemlenmiştir [315]. Meme kanseri hücre hatları üzerinde yapılan bir 

başka çalışmada TQ sitotoksisiteyi, apoptozu indüklerken, Bax regülasyonunu arttırıp 

Bcl-2 proteinlerinin regülasyonunu azalttığı bildirilmiştir [351, 352]. TQ’nun anti-

apoptotik protein olan Bcl-2’nin ekspresyonuna negatif etki gösterdiği bilinmektedir 

[294]. 5-FU’nun apoptoza etkisi bakıldığında p53 ve kaspazların aktivasyonu ile hem 

intrinsik hem de ekstrinsik yoldan tetiklenir [353]. İntrinsik yolakta Bcl-2 ailesi 

proteinleri mitokondriyal membran geçirgenliğini modüle eder ve sitokrom c 

salınımına yol açar. Böylelikle sırasıyla kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktive olup apoptoz 

başlar. 5-FU’nun ekstrinsik yola etkiside kaspaz-8 ve kaspaz-3’ü aktive eden hücre 

zarı üzerinden ölüm reseptörlerinin aktivasyonu ile sağlanır [353]. 

Yaptığımız çalışmamızda in vitro’da artan TQ, 5-FU ve artan kombine tedavi 

dozlarında literatürle uyumlu bir şekilde anti-apoptotik protein olan Bcl-2 

ekspresyonları düşmüştür. Apoptotik proteinlerden olan p21, p53, kaspaz-3, kaspaz-9 



 
 

 
 

119

ve Bax’ın tüm gruplarda artan dozla ekspresyonlarının arttığı bulunmuştur. In vivo’da 

ise rezeke tümörlerin homojenize edilip aynı apoptotik biyobelirteçlere baktığımızda 

tekli ve kombine tedavilerin anti-apoptotik mekanizmayı bastırırken, pro-apoptotik 

mekanizmayı aktive ettiği görülmüştür. Her bir gruptaki hayvandan rezeke edilen 

tümörler, homojenize edilip, grup havuzuna alınarak tüm gruplar aynı anda 

değerlendirilmiştir.  

Sonuç olarak kombine tedavi anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi en iyi inhibe 

ederken, en az etkiyi TQ göstermiştir. Pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonlarını da 

yine kombine tedavi en iyi yükseltirken TQ’ en az etkileyen gruptur. In vivo çalışmada 

ise rezeke edilen tümörler homojenize edilip, doku havuzuna alındıktan sonra anti-

apoptotik protein olan Bcl-2 harici diğer tüm proteinler tedavilerle birlikte anlamlı artış 

göstermektedir. Kombine tedavinin tekli tedavilere göre apoptoz mekanizması 

üstündeki etkisi daha yüksektir. 

Tümör büyümesi, tümör hücreleri tarafından üretilen çeşitli sinyallerle tetiklenen 

mekanizmalara bağlıdır [354]. Tümör anjiyojenezi, tümör gelişiminde ve yayılımında 

önemli bir rol oynar [355]. Anjiyojenez, çeşitli kanser türlerinde rol oynayan karmaşık 

bir süreçtir [356-361]. Tümör hücreleri anjiyojenez sürecinde kimyasal stimülasyonu 

başlatan vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF), nörofilin ve integrinler gibi çeşitli 

anjiyojenik proteinleri ve büyüme faktörlerini içerir [362]. Bir sinyal proteini olan 

VEGF, vasküler geçirgenlik faktörü olarak bilinir. Normal ve anormal anjiyojenezin 

ana düzenleyicisi olarak görev yapar. TGF-βl, hücre çoğalması, hücre farklılaşması ve 

hücre dışı matris restorasyonu dâhil olmak üzere çeşitli hücre fonksiyonlarından 

sorumludur [363]. TGF-β1, TGF-β süper ailesinin bir polipeptididir [363]. Kanser 

hücrelerinde majör doku uygunluk kompleksi (MHC) sınıf II ekspresyonunu bloke 

ederek ve tümör infiltre eden lenfositleri (TIL) ve doğal öldürücü (NK) hücreleri devre 

dışı bırakarak bağışıklık sistemi üzerinde önemli bir önleyici etkiye sahiptir [364]. 

VEGF ve TGF-β1'in endotel hücreleri üzerinde etkileri vardır. TGF- β1 ve VEGF 

apoptozu inhibe eder [365]. TQ, EGF, FGF, VEGF, TGF-β1 ve çeşitli metastatik, 

anjiyojenik ve pro-mitojenik faktörler tarafından kontrol edilen tüm tümörijenik 

sinyallemeyi zayıflatır [366]. TQ, tümör anjiyojenezini inhibe eder [291] ve 

anjiyojenezin önemli yolaklarını inhibe ederek aktivasyonu baskılar. Yapılan bir 

çalışmada anjiyojenezde önemli bir yeri olan endotel hücre göçünü HUVEC 

hücrelerinde TQ’un inhibe ettiği gösterilmiştir [207]. TQ’nun osteosarkom üzerindeki 
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NF-𝜅B yolu ile anti-tümör ve anti-anjiyojenez etkilerini gösterilmiştir [367]. 5-FU 

kanser tedavisinde anjiyojenezi inhibe etmektedir. Düşük ve sürekli dozda 5-FU 

tedavisi anjiyojenez baskılayıcı ve anti-tümör etki göstermektedir [368-370]. 

Kemoterapide anti-anjiyojenik endotel hücrelerindeki stabil mikrodamarları hedef alır 

[371]. Çalışmamızda TQ, 5-FU ve kombine tedaviden sonra hayvanlardan alınan 

kandan ve rezeke edilen tümör homojenatından VEGF ve TGF-β1 düzeylerine baktık. 

Sağlıklı negatif kontrol grubuna göre tümör gelişen pozitif kontrol grubunda bu 

değerlerin istatistiksel olarak anlamlı arttığını gösterdik. Tedavilerle birlikte VEGF ve 

TGF-β1 düzeyleri anlamlı bir şekilde düştüğü, kombine tedavinin tekli tedavilere göre 

daha etkili olduğu gösterildi. 

Genel olarak çalışmamızın in vitro kısmını incelediğimizde literatürler ve 

sonuçlarımız ışığında TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisi kolon kanseri üzerinde 

canlılığı azaltırken hücre içi ROS düzeyleri arttırıp mitokondriyal hasar sonucunda 

glutatyon düzeyini ve mitokondriyal membran potansiyelini bozarak anti-apoptotik 

mekanizmaları down-regüle edip, pro-apoptotik mekanizmaları indükleyerek 

hücrelerin apoptoza gitmesine neden oldu. Ayrıca artan ROS düzeyleri DNA’ya hasar 

verdi.  Tekli ve kombine tedavi kanser hücrelerinin anjiyojenezi ve proliferasyonunda 

önemli rol oynayan VEGF ve TGF-β1 ekspresyonlarını istatistiksel anlamlı bir şekilde 

düşürdü.  

In vitro ve in vivo hayvan modelleri, kanser araştırmalarında, gelişen kanserojenlerin 

tanımlanmasında, kanser terapilerinin gelişmesinde, ilaç taramasında ve tümör 

büyümesinin ve metastazın moleküler mekanizmaları hakkında fikir verilmesine 

olanak sağlayan önemli araçlardır. Metastatik süreçte kanser hücreleri stroma, kan 

damar endoteli, vasküler sistem ve dokular gibi mikro çevrelerden geçerek yayılım 

gösterirler [372-374]. Metastaz ve hücre proliferasyonunun başarılı bir şekilde 

gerçekleşmesi için kanser hücresinin mikroçevre ile etkileşim içinde olması 

gerekmektedir [375]. Deneysel kanser modellerinde in vitro kanser modelleri üzerinde 

birçok sinyal mekanizması olmasına rağmen tümör mikroçevresi bakımından sınırlı 

olduğundan dolayı tüm sonuçlar hep eksik kalmıştır. In vivo kanser modelleri 

tümörlerin mikro çevresini sağladığından dolayı in vitro modellere göre daha avantajlı 

ve daha gerçekçidirler. Bir kimyasalla indüklenerek in vivo model yerine ticari satın 

alınan hücre hatlarının zenograftı ile oluşturulan in vivo modellerde anti-kanser 

çalışmaları literatürde en sık karşılaşılan çalışmalardır. Zenograft yapılan insan kanser 
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hücrelerinin reddini önlemek için genelde atimik nude fareler (Balb/c, CD-1, Nu/Nu) 

timustan yoksun, immün sistemi baskılanmış hayvanlar kullanılmaktadır [376, 377]. 

Zenograft modellerin bir avantajı da hayvana enjekte edilen hücrelerin gelişmiş kanser 

ve metastazdan indüklendiğidir. Dezavatanjı ise tümör içi heterojeniteyi tam anlamıyla 

göstermemekle birlikte oluşturulan modelde tümörün progresyonu ve büyümesi 

immün defektli hayvanda meydana gelmektedir [378, 379]. In vivo kanser 

çalışmalarına bakıldığında kimyasal ya da zenograft ile oluşturulan tümörlerde yapılan 

tedaviler eğer subkutan değilse tedavi süresi bitiminde ya da hayvanlarda meydana 

gelen değişikliklerden dolayı hayvan sakrifiye edilip, gerekli olan kan ve doku 

örnekleri alınarak çalışmalar tamamlanır. In vivo görüntüleme sisteminde ise 

luminesans ya da floresans ışıma yapabilen hücrelerin zenograft ile nude farelere 

enjeksiyonundan sonra oluşturulan kanser modelinde tedavi başarısı ya da başarısızlığı 

hayvanları sakrifiye etmeden belirli aralıklarla görüntülenebileceğinden dolayı hem 

çalışma için gereksiz malzeme ve zaman kaybını önlemekte, hem de tümörün seyri sık 

aralıklarla incelenebildiğinden, bu yöntem her yönüyle çok daha değerlidir.  

Moleküler görüntüleme, nispeten yeni ancak hızlı gelişen bir araştırma alanıdır. Pratik 

moleküler görüntüleme, araştırmacıların moleküler düzeyde canlı deneklerde 

hastalıkları invazif olmayan şekilde incelemelerine olanak sağlar [380-383]. Yapılan 

birçok araştırma moleküler görüntüleme tekniklerinin kişiselleştirilmiş tıp çağında 

merkezi bir rol oynayacağını göstermiştir. Deney hayvanlarında ve hastalardaki 

hastalıkların fonksiyonel ve anatomik bilgisini sağlayan çeşitli görüntüleme 

yöntemleri geliştirilmiştir. Bu tür yöntemler arasında pozitron emisyon tomografisi 

(PET), tek foton emisyonlu bilgisayarlı tomografi (SPECT), in vivo optik görüntüleme 

(IV-OI, biyoluminesans ve floresans), manyetik rezonans görüntüleme (MRI), 

ultrason (US) ve bilgisayarlı tomografi (CT)’dir [380, 381]. Özellikle kanser 

çalışmalarında moleküler optik görüntüleme hızla popülerlik kazanmaktadır. 

Görüntüleme cihazı pahalı olmasına rağmen yöntem ucuz ve cihazın kullanımı ve 

sonuçların yorumlanması kolaydır. Optik görüntüleme cihazında artmış doku 

penetrasyonunu biyoluminesans ve biyofloresans problardan yayılan düşük enerjili 

yayılımı ölçen kameralarla tespit eder [380, 384]. 

Çalışmamızda subkutan bölgede oluşturulan kolon kanser modelinde 21 günlük tedavi 

sonrası tümör boyutları kumpas ve IVIS ile ölçülmüştür.  TQ’nun bilinen anti-tümör 

aktivitesi ile ilgili birçok çalışma vardır [259, 264, 271]. TQ’nun meme [385], akciğer 
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[386], multipl miyelom [387], glioblastoma [388, 389], pankreas [390], servikal [391], 

kolon [392], skuamöz [393], hepatoselüler karsinoma [394], akut lenfoblastik lösemi 

[294],  osteosarkom [367], nöroblastom [395], mesane [396], gastrik [285], yumurtalık 

[276] ve prostat [397] kanseri olmak üzere çeşitli kanser türleri üzerinde anti-tümör 

etkilerinin olduğu gözlemlenmiştir. Woo ve arkadaşları 2012’de yaptıkları zenograft 

fare meme kanseri modelinde TQ’nun tümörü küçülttüğünü gösteren birçok çalışma 

yapılmıştır [398-400]. Hsu ve arkadaşları 2017’de kolon kanseri modelinde TQ’nun 

etkisini incelemiş ve tümör boyutlarını düşürdüğü bulunmuştur. Gali-Muhtasib’in 

2008’de yaptığı çalışmada farede oluşturulan kolon kanseri modelinde TQ tümör 

boyutlarını düşürmüştür [188]. Jafri ve arkadaşlarının 2010’da in vitro ve in vivo 

akciğer kanseri üzerine yaptıkları TQ ve cisplatin’le yaptıkları çalışmada tedavi ile 

tümör boyutları küçülmüştür ve tümör görüntüleme IVIS ile yapılmıştır [277].  

Banarjee ve arkadaşları tarafından 2009’da gentamisin, oksaplatin ve TQ ile pankreas 

kanser modelinde tümör boyutlarının tedavi ile düştüğü bulunmuştur [260]. 2008’de 

hem in vitro hem de in vivo prostat kanser modelinde TQ’un anjiyojenezi inhibe ettiği 

bulunmuş ve zenograft fare modelinde hiç kemotoksik etki göstermeden tümör 

büyümesini önleyip, tümörü küçültmüştür [401]. Shim ve arkadaşlarının 2017’de nude 

farelerde in vivo pankreas kanseri modelinde 5-FU’nun etkisine IVIS ile baktığı 

çalışmada 5-FU ile tedavinin tümör büyüklüğünü düşürdüğü bulunmuştur [402]. Lei 

ve arkadaşlarının 2012’de TQ ve 5-FU ile gastrik kansere karşı yaptığı hem in vitro 

hem de in vivo çalışmada kombine tedavinin tekli tedaviye göre daha etkili olduğu ve 

tümör boyutunu düşürdüğü gösterilmiştir [285]. İvankoviç ve arkadaşlarının 2006’da 

TQ’nun skuamöz hücre karsinomuna karşı in vivo çalışmada anti-tümör etkiyi 

göstermişlerdir [403]. Xu ve arkadaşları 2014’te kolonajiyokarsinoma in vivo modelde 

TQ tümör boyutlarını düşürdüğünü bulmuştur [404]. Gastrik kansere TQ etkisini 

gösteren bir başka in vivo çalışmada TQ tümör boyutunu düşürmüştür [405]. Attoub 

ve arkadaşları 2012 akciğer kanseri modelinde TQ’nun etksinin %39 tümör boyutunu 

düşürdüğünü bulmuşlardır [268]. Kolon kanseri tedavisinde literatürde TQ ve 5-FU ile 

tekli birçok in vivo çalışma olmasına rağmen ikisinin kombinesinin etkisini zenograft 

in vivo modelde deneyen bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Kombine tedavi sadece 

gastrik kanserde [285] ve kimyasalla indüklenmiş kolorektal kanserde [279] 

çalışılmıştır. Literatür verilerini göz önüne alıp çalışmamızı değerlendirdiğimizde hem 

tekli tedavi hem de kombine tedavinin tümör boyutunu düşürdüğü gösterdik.  
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Rutin tedavide kullanılan 5-FU ve bitkisel etken madde olan TQ ile sinerjik etki ile 

tekli tedavilere göre daha yüksek anti-kanser etki göstermiştir. Çalışmamızda hem 

tümör boyutunu IVIS ve kumpasla ölçerek çift kontrol hemde in vivo kolon kanserini 

zenograft ile oluşturduğumuzdan dolayı literatüre yeni bir bakış açısı ve daha anlamlı 

sonuçlar kazandırdık. 

Kanser tedavisinde rutin olarak kullanılan 5-FU’nun dokular üstünde bilinen nekrozu, 

apoptozu ve enflamasyonu gibi birçok toksisitesi vardır [406, 407]. TQ’nun anti-

oksidan, anti-enflamatuvar, anti-toksik etkisi bilinsede hayvanlara verildiği ajanlarla 

beraber hücre ve dokulara toksisitede yaratabilmektedir [408]. Aynı zamanda TQ’nun 

etkesine baktığında kanser dokusunda enflamasyonu tetiklemektedir [409, 410]. 

TQ’nun enflamatuvar kaskada etkisi, kanser tedavisinde yararlı olabileceği 

düşünülmektedir [260]. Çalışmamızda tedavi sonunda rezeke edilen tümör 

dokularından semi kantitatif olarak nekroz ve enflamasyon değerlendirildi. Tekli 

tedaviye göre kombine tedavi tümör boyutunu küçültürken, tümör dokusunda nekroz 

ve enflamasyonu arttırmıştır.  

Diğer kanserlerde de olduğu gibi, VEGF ve diğer merkezi anjiyojenik ve tümör 

vaskülerizasyonunu kolaylaştırıcıların aracılık ettiği anjiyojenez KK’nın ilerlemesi ve 

metastazında önemli bir role sahiptir [411]. VEGF’in KK tedavisinde baskılanması 

potansiyel bir strateji olabilir. Verilerimizde de TQ ve 5-FU’nun hem tekli hemde 

kombine tedavisinde VEGF miktarları düşmektedir. Önceki çalışmalarda 

göstermektedir ki TQ’daki anti-kanser ve anti-enflamatuvar aktiviteler VEGF gibi 

tümör anjiyojenezinde etkin rol oynayan yolları baskılamıştır [258, 259, 412]. TQ’nun 

tümör dokusu üzerine anti-anjiyojenik etkisi vardır [401]. 5-FU tümör dokularında 

damar yoğunluğunu düşürdüğü de bildirilmiştir [413-415]. In vivo bir deneysel 

çalışmada TQ ile tedavi edilen grupta serum VEGF seviyelerinin kontrol grubuna göre 

anlamlı derecede düşük olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, bu sonuç TQ'nun 

VEGF üretimlerini baskılama potansiyeline veya yeteneğine sahip olduğunu ve anti-

tümör anjiyojeneziyle tümör büyümesini önlediğini göstermektedir [416]. 

TGF-β1 çeşitli hücresel fonksiyonlarda rol alan pleiotropik sitokindir. TGF-β1 sinyal 

yolunun disfonksiyonu, kanser dâhil birçok hastalıkta yer almaktadır. Farklı 

kanserlerde mekanizması bilinmesine rağmen hala aydınlatılamamış bir paradoks 

saklıdır [417-420]. Ayrıca TGF-β1 sinyal yolağının down-regülasyonunda rol alan 

bileşenler, onkogenezin erken aşamalardaki aktivasyonunu ve genellikle 
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onkosüpresyon ile epitel hücre transformasyonu ve hiperproliferasyonunun 

inhibisyonu ile ilişkilidir [418, 419]. Kolon kanserinde TGF-β1’in aktivite kaybı 

gastrointestinal karsinojeneze ve özellikle de kolon kanserine karşı duyarlılığı 

arttırdığı gösterilmiştir [419]. Öte yandan insan pankreas ve meme kanserlerinde anti-

tümör mekanizmalarının bir parçası olarak TGF-β1 yolu araştırılmış ve TQ ile [314, 

327] 5-FU [421] TGF-β1 yolağını hem KK modelinde in vitro hem de in vivo aktive 

etmiştir. Bizim çalışmamızda da TGF-β1 ekspresyonu hem tekli hemde kombine 

tedavide azalmıştır. Bu sonuçla birlikte TGF-β1 down-regülasyonu da anti-tümör 

aktiviteyi açıklayan parametrelerden biridir. 

Kanser gelişimi ile enflamasyon arasındaki ilişki uzun zamandır bilinmektedir [422-

424]. Kanserlerin %20’sinin enflamasyon kaynaklı olduğu bildirilmiştir [425]. 

Enflamasyon her zaman mutajenez için gerekli değildir. Enflamasyonun olmadığı 

dokuda da kanser gelişebilir. Bununla birlikte, enflamasyon olmayan yerde gelişen 

tümörün kendisi enflamasyon yaratır [426]. Bu enflamasyonun kapsamı ve niteliği 

değişken ve tümörün ilerlemesi ve gelişmesi yönündedir [427]. Tümörler çeşitli 

mekanizmalar yoluyla enflamatuvar reaksiyonlara neden olurlar. İlk olarak da kanser 

hücreleri nötrofilleri ve makrofajları toplayan sitokinleri eksprese ederler [428]. Bu 

ekspresyona yanıtla ek enflamatuvar sitokinler serbest bırakılır. İkincisi, büyüyen 

tümör, normal dokuya fiziksel olarak zarar verebilir ve enflamasyon tamir 

mekanizmalarını başlatan yerleşik granülositler üzerindeki reseptörleri aktive eden 

hasarla ilişkili moleküller serbest bırakır. Benzer şekilde, büyüyen tümörler kan ve 

lenfatik damarları sıkıştırabilir, oksijen ve besin teminini durdurabilir [429, 430]. 

Ortaya çıkan hipoksi, yeni kan damarlarını ve makrofajları alan sitokinlerin ve 

anjiyojenik büyüme faktörlerinin üretimine yol açar. Enflamatuvar sitokinler ve 

hücreler kolorektal kanser gelişiminde önemli bir rol oynar [431]. TQ’nun hem in vitro 

hem de in vivo anti-oksidan, anti-enflamatuvar ve anti-kanser aktivitelerini gösteren 

birçok çalışma mevcuttur [432]. TQ’un çeşitli hastalıklarda semptomların 

hafifletilmesinde etkili olduğu gösterilmiştir [264]. TQ’nun anti-enflamatuvar 

özelliğinin farklı hastalıklarda da etkisi gösterilmiştir [264]. Son zamanlarda TQ ile 

ilgili yapılan çalışmalar, güçlü bir enflamasyon önleyici, anjiyojenez, karsinojenez ve 

tümör ilerlemesinin inhibitörü olduğunu göstermiştir [433, 434]. TQ'nun anti-kanser 

etkileri, hücre büyümesinin durması, pro-apoptoz mekanizmayı indüklemesi, ROS 

üretimi, anti-metastatik ve anti-anjiyojenik özellikler gibi birçok mekanizma ile 
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içiçedir [401, 409]. Aynı zamanda TQ’nun bilinen hem anti-oksidatif hem de anti-

enflamatuvar etkileri vardır [264]. Çalışmamızın sonuçlarına göre tekli ve kombine 

tedavi serumdaki enflamasyonu ve pro-enflamatuvar sitokin düzeylerini tedavi 

almayan gruba göre düşürmüştür.  

Oksidatif stres, normal koşullarda serbest radikallerin anti-oksidanlarla kurduğu 

dengenin serbest radikaller tarafına bozulmasıyla meydana gelen metabolik bir 

süreçtir. Bozulan bu denge organizmanın hepsini ciddi bir şekilde etkileyebilecek bir 

potansiyele sahiptir [435]. Hücre içinde üretilen reaktif oksijen türleri metabolizma 

için önemli bir etkisi olan sinyal kaskatlarında, hücresel savunmada ve çevre 

koşullarına adaptasyonda önemli bir rol oynar [436]. Vücutta üretilen ROS’un çoğu 

mitokondriyal solunum zincirinde üretilir [437]. Endojen metabolik reaksiyonlar 

sırasında aerobik hücreler ROS üretir. Bunlar süperoksit anyonu (O2
-), hidrojen 

peroksit (H202), hidroksil radikali (OH.-) ve moleküler oksijenin biyolojik 

indirgenmesinin normal ürünleri olarak organik peroksitlerdir [438]. Hücrede açığa 

çıkan moleküler oksijenin neredeyse tamamı elektron transport zincirinde üretilir [439, 

440]. Hipoksik koşullarda hücre reaktif azot türlerini (RNS) üretir [437]. Hücre içinde 

artan ROS ve RNS biyomoleküllere zarar verir. Lipitler peroksidasyona uğrayarak 

malondialdehit ve türevlerini, proteinler oksidasyona uğrayarak protein karbonillerini 

oluştururken DNA oksidatif hasara uğrayarak bazlarına ya da şekerlerinde hasarlar 

meydana gelir [441]. Özellikle DNA’da meydana gelen bu hasarlar mutajenez riskini 

arttırır [442]. Kronikleşen ROS artışı ya da çevresel faktörlerden kaynaklı hasarların 

oluşması mutasyonlara ve neoplastik dönüşümlere neden olabilir [443, 444]. Yüksek 

seyreden ROS miktarı kanserin başlamasına, ilerlemesine ve DNA’da mutasyonların 

meydana gelmesiyle genomik kararsızlığa neden olur [445]. Kanser, başlama, 

progresyon ve ilerleme olmak üzere üç aşamada tanımlanan bir süreçtir [446-448]. 

Başlangıçta ROS gen mutasyonlarına ve DNA hasarına neden olur. Progresyon 

sürecinde anormal gen ekspresyonuna, hücre-hücre etkileşiminin bozulmasına, ikincil 

habercilerin modifikasyonuna, son olarak oksidatif stres hücre proliferasyonuna ve 

DNA instabilitesine neden olur [449]. Kemoterapi, tedavi sırasında hastalarda 

oksidatif stresi arttır [450], 5-FU da yapısı itibari ile oksidatif stresi tetikler [451]. 

İnsan tümör hücreleri yüksek miktarda hidrojen peroksit üretir ve artan süperoksit ve 

hidrojen peroksit kolorektal kanseri tanılı hastaların serumunda bulunur [452]. 5-FU 

kemoterapisinin, GSH-Px ve GSH seviyelerinin azalmasına rağmen, kanser 
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hastalarının nötrofillerinde süperoksit radikal ve hidrojen peroksit üretimini arttırdığı 

gösterilmiştir [453]. GSH-Px ve GSH seviyelerinde gözlenen bu azalma ve kanser 

hastalarında lipit peroksidasyonundaki artış, kanser hücrelerinin neden olduğu aşırı 

oksidatif strese bağlanabilir[454]. 2013’te Koçer ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 

kolorektal kanser hastalarına tedavide verilen 5-FU’nun oksidatif stresi arttırıp, anti-

oksidan savunmayı azalttığı belirtilmiştir [451]. Bir başka çalışmada 5-FU hücre içi 

ROS’u arttırarak  tümör hücrelerini öldürmede kullanılmaktadır [454]. TQ güçlü bir 

anti-oksidandır. Farklı doku hasarlarına karşı koruyucu etkisi vardır [455]. 

Çalışmamızda oksidatif stres belirteçlerinden total oksidan seviye ve tiyol-disülfit 

düzeyi TQ tedavisi ile düşmüştür. 5-FU oksidatif stresi arttırdığından dolayı, 5-FU 

tedavi grubu, pozitif ve negatif kontrol gruplarına göre oksidatif stres artmıştır. Ayrıca 

kombine tedavi grubudaki oksidatif stres negatif kontrol grubuna göre daha yüksektir. 

TQ’nun tedavi de olduğu gruplar kanser grubuna göre total anti-oksidan seviye, total 

tiyol ve natif tiyol düzeyi bakımında yükselirken, 5-FU anti-oksidan savunmayı inhibe 

ettiğinden bu grupta değerler düşmüştür. Sonuç olarak değerlerimiz in vivo kolon 

kanseri modelinde bugüne dek hiç çalışılmamamıştır. Normalde TQ kanser 

tedavisinde pro-oksidan özellik göstererek tedavi etmekteyken, sistemik etkide bu 

durumu göstermediğini, aksine anti-oksidan yönünün daha ağır olduğu ortaya 

çıkmaktadır. Tümör doku büyüklüğü, invazyon, enflamasyon, nekroz gibi durumlara 

bakıldığında da TQ’nun pro-oksidan etkisinin tümör dokusundaki yüksek demir ve 

bakır konsantrasyonlarından dolayı daha ağır olduğu gözükmektedir. 5-FU tümörde 

de sistemik etkide de oksidatif stresi arttırıp, anti-oksidan mekanizmayı azaltmaktadır. 

Kanser tedavisindeki önemli noktalardan biride hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir. 

Bu yüzden deneysel oluşturulan kolon kanser modelinde tedavilerin karaciğer 

fonksiyon testlerini (KFT) ve böbrek fonksiyon testlerini (BFT) nasıl etkilediğini 

göstermek istedik. Literatüre baktığımızda TQ’nun hepato ve nefro koruyucu özellik 

gösterdiğine dair çalışmalar mevcuttur [456, 457]. Çalışmamızda negatif kontrol 

grubuna göre pozitif kontrol grubunda tüm testler (sodyum hariç, sodyum tümör 

oluşumuyla düşmüştür) istatistiksel olarak anlamlı yükselmiştir. Tedavi gruplarına 

geçildiğinde 5-FU yapısı ve metabolizması gereği böbrek ve karaciğerde toksisiteye 

neden olduğundan tüm testlerde pozitif kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlı bir 

şekilde yükseltmiştir. Bununla birlikte, TQ’nun olduğu tüm gruplar (tekli ve kombine) 

TQ’nun koruyucu özelliklerinden dolayı artan değerleri azaltmıştır. 
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Sonuç olarak, TQ, sayısız moleküler mekanizmayı düzenleyen güçlü bir anti-kanser 

molekülü olarak kanserin önlenmesi ve tedavisinde iyi bir terapötik molekül olma 

potansiyeline sahiptir. TQ’un kolon kanseri üstündeki in vitro ve in vivo tedavi 

etkinliğini çalışmamızda gösterdik. Tedavide şu an oral ya da iv formu olmayan TQ 

verilmesi için, yeni uygulanabilir formülasyonlar geliştirildikten sonra geleneksel 

tedavide kullanılan 5-FU ile kombine tedavisi uygulanabilir. Yine de bu süreç zarfında 

TQ’un kanser üstündeki etkisini moleküler olarak daha detaylı araştırmak 

gerekmektedir. Bu çalışma ile elde ettiğimiz bulgularımız TQ veya 5-FU ile tekli 

tedavinin, bu model üzerinde belirgin bir anti-kanser etki yaratmasına rağmen, 

kombinasyonlarının, in vitro ve in vivo modelde gözlenen moleküler değişiklikleri 

baskılamak için daha önemli bir etkinlik sergilediğini göstermektedir. KK’ya 

yakalanan insanlarda bu kombinasyon etkinin potansiyel klinik faydalarını göstermek 

için daha detaylı araştırmalar gerekmektedir.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamız neticesinde TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisi in vitro ve in vivo KK 

modelinde sinerjik etkileri neticesinde anti-tümör etkisi gösterilmiştir. İn vitro tedavi 

sonuçları ile in vivo tedavi sonuçları arasında pozitif ilişki olduğu gösterilmiştir. 

Çalışmamızda çıkan in vitro ve in vivo sonuçlar doğrultusunda; 

o Timokinonun kolon kanser kombine tedavisinde bir seçenek olabileceği; 

o Kolon kanseri rutin tedavisinde verilen 5-Fluorourasil’in zararlı 

etkilerinin timokinon’un anti-oksidan özelliğiyle kapatılırken, pro-

oksidan özelliğiyle sinerjik etki yaratarak düşük dozlarda yüksek 

toksisite yaratabileceği; 

o Kemoterapötik kanser tedavisinde ilacın sadece intravenöz yolla 

verildiği göz önüne alındığında timokinon’un oral ya da intravenöz 

formülasyonlarının geliştirilmesinin tedavi için yararlı olabileceği 

düşünülmüştür. 
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