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OZET

Kolorektal Kanser Hiicreleri Uzerine (in Vitro) Irinotecan Ve Kukurbitasin I
Kombine Tedavisinin Etkisi

Amac: Kolon kanseri, dinyada kadin ve erkeklerde gozlenen en yaygin kanserlerden
biri olup, ginimuzde birgok tulkede, olime neden olan hastaliklar siralamasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirayr almaktadir. Metastatik ve tekrarlayan
kolorektal kanserlerde ¢ok sik kullanilan kemoterapotik ilaglardan bir tanesi de
topoizomeraz I inhibitori olan irinotekandir. Kukurbitasin 1 ise JAK2/STAT3 sinyal
yolaginin se¢ici kuvvetli bir inhibitéridiar. Bu ¢alismada, Kukurbitasin I'nin tek basina ve
irinotekan ile birlikte kullaniminin SW620 ve LS174T kolon kanser hiicre hatlar {izerine
olan apoptotik ve anti-proliferatif etkilerini aragtirmayr amagladik.

Materyal ve Metod: Bu amag¢ kapsaminda SW620 ve LS174T hcre hatlarina, hiicre
kultard teknigi olan MTT testi, Wound Healing testi ve Klonogenik test uygulandi.

Bulgular: SW620 ve LS174T hucrelerinde Kukurbitasin 1 ve irinotekanin ayr
ayrt uygulandiklart zaman hiicre c¢ogalmasini  engelleyerek hucreleri apoptoza
yonlendirdikleri belirlendi. Yine Kukurbitasin I ve irinotekanin birlikte uygulanmasi
sonrasinda antikanserojenik etkide daha fazla artis gdzlendi.

Sonu¢: Sonu¢ olarak c¢alismamiz, kanser tedavisinde, Kukurbitasin I’nin
kemoterapotik ajanlarla birlikte kullanilmasinin, uygun apoptotik ve anti-proliferatif etkiye
diisiik doz ve surede ulagtirabilmesine bagli olarak, klinik agidan yararli olabilecegine dikkat
¢cekmektedir. Buna ek olarak, kukurbitasinlerin molekiiler etkilerinin tam olarak belirlenmesi
kolon kanser tedavisi i¢in yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasina olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Irinotekan, Klonogenik test, Kolorektal kanser hiicreleri

(SW620 ve LS174T), Kukurbitasin I, MTT testi, Wound Healing testi.
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ABSTRACT

The Effect of the Combined Therapy, Irinotecan and Cucurbitasin I, on
Colorectal Cancer Cells (In Vitro)

Aim: Colon cancer is one of the most common cancers observed in men and women
in the world, today in many countries after cardiovascular disease it is leading cause of
death in the ranking of second place. One of the many commonly chemotherapeutic drugs
used in metastatic and recurrent colorectal cancer is irinotecan, which is also been the
topoisomerase I inhibitor. As to Cucurbitacin I is a selective strong inhibitor of the JAK2 /
STATS3 signaling pathway. In this the study we aimed to investigate the effects of use of
Cucurbitacin I alone and together with irinotecan which have apoptotic and antiproliferative
effects on SW620 and LS174T colon cancer cell lines.

Material and Method: Under this purpose MTT test which is a cell culture
techniques, Wound Healing and Clonogenic tests were performed in SW620 and LS174T
cell lines.

Results: It was determined that when administered separately, Cucurbitacin I and
irinotecan led the cells to apoptosis In SW620 and LS174T cells by blocking cell
proliferation. It was observed that further increase anticarcinogenic effect after the
implementation of Cucurbitacin I and irinotecan together.

Conclusion: In conclusion, our study remarks in cancer treatment, use of
Cucurbitacin I with other chemotherapeutic agents to be appropriate, depending on apoptotic
and anti- proliferative effect at low dose and duration of reach, it is noteworthy that may be
clinically useful. In addition, determination of the exact molecular effects of cucurbitacins,
will allow the identification of new molecular targetsfor for colon cancer treatment.

Key words: Clonogenic test, Colorectal cancer cells (SW620 and LS174T),
Cucurbitacin I, Irinotecan, MTT test, Wound Healing test.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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DSO : Dinya Saglik Orgitii
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h : Saat
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1. GIRIS

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde ¢ogalarak komsu
dokular1 iggal etmesi ya da kaynak aldig organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla
yayilmast ile olusan bir hastaliktir (1). Son yillarda gorilme sikliginin ve 6lim oranlarinin
hizla arttigi onemli saglik sorunlarindan biridir. Kanser turleri arasinda ozellikle kolon
kanseri, dilnyada kadin ve erkeklerde gozlenen en yaygin kanserlerden biri olup, giinimuzde
bir¢ok ulkede, 6lume neden olan hastaliklar siralamasinda kardiyovaskiler hastaliklardan
sonra ikinci sirayr almaktadir (2). Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklasik 150.000
yeni olgu tespit edildigi ve hastalarin yaklagik ti¢te birinin kansere bagli nedenlerden 6ldigi
belirtilmektedir (3). Ulkemizde Saglik Bakanligi istatistiklerine gore kolon kanseri tiim
kanserler i¢inde %6.2 goriilme siklig ile dordiincii sirayt almaktadir (4).

Kanser tedavisinde olum oranini azaltmak ve sagkalimi artirmak igin cerrahi
yontemler, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden
immiinoterapi, gen tedavisi, anjiyogenez inhibitérleri ve sinyal ileti sistemi inhibitorleri
kullanilmaktadir (5, 6).

Sinyal iletim sistemlerinden biri olan JAK2 (Janus Family Kinases)/STAT3 (Signal
transducer and activator of transcription) sinyal yolaginin, yapilan bir¢ok in vitro ve in vivo
caligmalarda kolorektal kanserlerde siirekli aktive oldugu bildirilmistir. JAK ailesi, JAK-
STAT yolag ile, sitokin aracili sinyallerin dénigimiini saglayan bir grup tirozin kinaza
verilen isimdir. Bu yolaktaki transkripsiyon faktorleri ise STAT’lar olarak bilinir. JAK
aktivasyonunu takiben STAT fosforilasyonu ve aktivasyonu sonucu, STAT lar reseptorden
ayrilip hicre ¢ekirdegine go¢ ederek hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder (7).
STAT aktivasyonu karsinogenez ile iliskilidir. Omegin STATI1, STAT3 ve STATS5
ekspresyonu kanserin neredeyse her tipinde belirlenmistir (8). Bu yolagin yeni gelistirilecek
ilaglarla inhibe edilmesi kolon kanseri tedavisinde hedefler arasinda yer almaktadir. Kanser
hiicrelerinde bozulmus JAK2/STAT3 sinyal yolaginin bir¢ok inhibitort bulunur. Bunlardan
biri de kukurbitasin I (Cul)’dir.

Cul, JAK2/STAT3 sinyal yolaginin segici ve kuvvetli bir inhibitoéridur. Cul’nin
akciger kanseri, gogiis kanseri, anaplastik lenfoma gibi bazi insan kanser hiicre hatlarinda da
JAK2 ve STAT3 fosforilasyonunu baskilayarak apoptozisi uyardigi ve hiicre

proliferasyonunu baskilayarak timor gelisimini inhibe ettigi gozlenmistir (9).



Normal hiicrelerde oldugu gibi kanserli hucrelerde de DNA’nin tim fizyolojik
fonksiyonlan tersiyer konfigiirasyonuna baglidir ve bu nedenle DNA igeren tiim hiicreler
icin topoizomeraz enzimlerinin aktivitesi hayati 6nem tagimaktadir. Replikasyon ve gen
ekspresyonu islemleri icin DNA siiper sarmalimin polimerazlara veya transkripsiyon
mekanizmasinin bilesenlerinin girigsine agik olmasi gerekmektedir. Bu degisim DNA
topoizomerazlarin gevseme ve dolagtk DNA ipliklerinin ¢ozilmesi islemlerini
gergeklestirmesini gerektirmektedir. Bu siirecte gorev alan enzimlerden biri de topoizomeraz
I’dir. Metastatik ve tekrarlayan kolorektal kanserlerde ¢ok sik kullanilan ilaglardan bir
tanesi de topoizomeraz I inhibitéri olan irinotekandir (10).

Irinotekan, kamptotesin tiirevi olan topoizomeraz I inhibitérii bir kemoterapotik
ajandir. Metastazli kolorektal kanserli hastalarda kullanimi onaylanmistir. Akciger kanseri
ve bazt solid tumorlerde de klinik etkinligi gosterilmistir.  CPT11 karacigerde
karboksilesterazlar tarafindan aktif metabolitine (SN38) ¢evrilen bir 6n ilagtir. SN38 ise
UGT1ALI tarafindan konjugasyona ugrayarak, inaktif SN38 glukronide (SN38G) metabolize
olur. Bu metabolit ise safra ve idrar ile atilir (11).

Bu bilgilerin 1s181nda yaptigimiz ¢aligmada, kolon kanseri hiicre hatlarinda (SW620
ve LS174T), topoizomeraz I inhibitorii olan Irinotekan ile JAK2/STAT3 inhibitorii olan
Cul’'nin ayn ayn ve birlikte belirli doz ve strelerde uygulanmast sonucunda, kanserli
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu ama¢ kapsaminda
SW620 ve LS174T hiicre hatlarina, hiicre kiltirt teknigi olan MTT testi, Wound Healing

testi ve Klonogenik test uygulandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
Kanser viicut hiicrelerinin biyiimesini ve bolinmesini kontrol eden genlerin

mutasyonu, asirt aktivasyonu veya fonksiyon kaybi sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz
veya anormal bir sekilde ¢cogalarak komsu dokular isgal etmesi veya kaynagini aldig
organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla yayilmast ile olusan genetik bir
hastaliktir. Son yillarda gorilme sikli§t ve neden oldugu olum oranlarindaki artig
nedeniyle 6onemli saglik sorunlarindan biridir (1).

Kanser gelisiminde huicreler; genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi, nokta
mutasyonlari, gen amplifikasyonlari, hiicresel onkogen aktivasyonu, timoér baskilayict
genlerin inaktivasyonu, kromozomlarin yeniden diizenlenmesi, translokasyonlar veya
insan kromozomlarinin lokuslarina yabanci DNA dizilerinin girmesi gibi genetik
degisikliklerin ve radyasyon, beslenme tarz1 gibi kisisel aligkanliklar, mesleki maruziyet
gibi cevresel faktorlerin etkisiyle farkli asamalari olan bir siire¢ i¢inde bagimsiz
cogalabilme, kontak inhibisyon kaybi, anjiyogenez, 6liimstzliik, invazyon ve metastaz
yetenegi kazanirlar (6, 12, 13). Bu degisimler, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bigimde
cogalmasina ve ¢evre doku ve organlara yayilmasina neden olur (14).

Tumorin koken aldigt dokunun tipine gore kanserin, karsinoma, sarkoma,
lenfoma ve 16semi gibi birkag temel ¢esidi vardir:

Karsinoma deri veya i¢ organlar1 ¢evreleyen epitel hiicrelerden kaynaklanan
malign timorlerdir ve tim kanser tirlerinin %85’ini olustururlar. En yaygin goriilen
karsinoma tirleri meme, kolon, prostat ve akciger kanserleridir.

Sarkoma kemik, kikirdak, yag kas, kan damarlart ve diger bag ve destek
dokusunda goriillen kanser ¢esididir.

Lenfoma savunma sistemi hticrelerinde goriilen kanser tiridir.

Losemi ise kan olusturan kemik iligi gibi dokularda baglayan ve ¢ok sayida
anormal kan hiicrelerinin tretilip dolagima girdigi kanserdir (15).

Bazi kanser tirlerinin tani ve tedavisinde son yillardaki ilerlemelere karsin,

kanserin erken tan1 ve tedavisi halen 6énemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir

(16).



2.2. Kolonun Anatomisi

Kalin bagirsak gastrointestinal sistemin ileogekal valv ile antis arasinda kalan
yaklagtk 2 m uzunlugundaki bolimudiur. Bu mesafe, toplam gastrointestinal sistem
uzunlugunun hemen hemen 1/5’ini tegkil eder. Kalin bagirsak; ¢ekum, kolon, rektum ve
aniis bolimlerinden meydana gelir. Sekil 2. 1.’de kolonun kisimlari verilmigtir. Kolon
ise ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon isimli kisimlardan

olugsmaktadir (17).

ENINE (Transverse)
KOLON
(-~ 30-60 cm)

INEN (Descending)

CIKAN <
S : KOLON
(Ascending) ILEUM (Tlewn) (- 25 cm)
KOLON

(- 15-20 cm)

CEKUM
(Cecum)(~- 6 cm)

APPENDIX
Ampulla Recti

REKTUM Anal Kanal
(- 15-20 cm) (Canalis analis)

SIGMOID KOLON
(- 40 cmn)

ANUS

Sekil 2. 1: Kolonun bélumleri (17).



Cekum kalin barsagin baglangi¢c boluimiidur. Sag iliyak fossada intraperitoneal
yerlesmistir. Uzunlugu 4-8 cm, ¢apt 7.5-8.5 cm olup kolonun en genis yeridir. Kolonun ¢ap1
sigmoid kolona dogru giderek kugilur. Sigmoid kolonda ¢ap 2.5 cm olur ve burasi
kolonun en dar kismidir. Bu ¢ap farkliligi, semptomlar gorilmeden once ¢ekal tiimorlerin
buyik hacimlere ulasirken, sigmoid tiimérlerin daha kugik caplarda semptomatik hale
gelebildigini agiklar. Daha genig capa sahip olmasi nedeniyle ¢gekum distal obstriksiyonun
oldugu durumlarda kolon riiptiiriiniin en sik goralduga bolgedir. (18) Cekum hareketli bir
organ olup, tim yiizeyleri peritonla kaplidir. Cekumun i¢ yan ve arka bolimiine ileogekal
valv agilir. Terminal ileumun sirkiiler ve longitiidinal kas liflerinin olusturdugu bu sfinkter
mekanizmasi ileum igeriginin ¢ekuma dogru hizli gecisini engelledigi gibi, ¢ekumdan
ileuma dogru reflityii de onler. Cekumun i¢ yan ve arka yiiziine ileogekal valvin 2 cm altina
apendiks agilir.

Cikan kolon ¢ekumdan karaciger sag lobuna kadar uzanir, hepatik fleksura olusur
ve transvers kolonla devam eder. Dogrultusu asagidan yukariya ve onden arkaya dogru
egiktir. Yaklasik 20 cm uzunlugundadir. On ve yan yiizleri peritonla kaplidir.

Transvers kolon hepatik ve splenik fleksuralar arasinda uzanir ve yaklagik 50 cm
uzunlugundadir. Tim ylzeyi periton ile kaplidir. Transvers mezokolon karin boslugunu
kolon ustii ve kolon alti olmak tizere iki bolime ayirir. Bu anatomik yapt bir bolgedeki
infeksiyonun digerine yayilmasina karst dogal bir engel olusturur.

Inen kolon Splenik fleksuradan baslayip pelvis girisinde sigmoid kolona kadar
uzanir. Ortalama 25 cm uzunlugundadir, yan ve on yizi periton ile kapli olup
retroperitoneal yerlesimlidir.

Sigmoid kolon krista iliyaka hizasinda psoas major kasinin i¢ kenarindan baglar ve
ust rektumda sonlanir. Yaklagik 40 cm uzunlugunda olup i¢ ¢apt ortalama 2.5 cm ile
kolonun en dar kismidir. Pelviste bulunan st ve alt kenarlar1 fikse, orta kismi ¢ok mobildir.
Bu ozelliginden dolay1 volvulus en sik sigmoid kolonda goriilliir. Tamamen periton ile
sartlidir.

Sindirim sisteminin son kismi olan rektum, kalin bagirsagin genislemesi sonucu
olusan son 15 cm'lik bolumudir ve anusle digart agilir (17). Rektumun st 1/3 boliimii 6n
ve yan yizeylerinde peritonla kaplidir. Orta 1/3 bolimiinin yalmzca Onyiizii periton
tarafindan cevrilir ve alt 1/3 bolumii peritoneal izdiigiimun altindadir.

Anal kanal pelvik diyaframdan baglar ve anal sinirda biter. Yaklasik olarak 4 cm
uzunlugundadir. Anal kanal, birlikte anal sfinkter mekanizmasini olusturduklar internal ve

eksternal bir sfinkter tarafindan cevrilmistir. Internal sfinkter rektumun ig sirkiiler diiz
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kasimn devamindan meydana gelmistir. Istemsiz bir kastir ve istirahat halinde iken kasili
durumdadir. Ekstemal sfinkter U seklinde t¢ halkadan olusan (subkutanoz, superfisial,
derin) ¢izgili, istemli bir kastir (17, 18).

2.3. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, bagirsak i¢ yiizeyini kaplayan ve epitel tabakayr olusturan hiicrelerde
geligen bir kanser tiradur. Kalin bagirsagin i¢ yiizeyini orten tabakadan bagirsak i¢ine dogru
gelisen kabarti ve sisliklere polip adi verilir (20). Kalin bagirsagin adenom yapilarinin
%90’dan fazlast limene uzanim gostererek polip olusturur. Bir adenomatoz polipin
kanserlesmesi i¢in yaklagik 8-10 yil kadar bir siirecin gegmesi gerekir. Polipler kanser
oncusi olduklan i¢in kanserlesmeden once cerrahi yontemlerle alinmasi gerekir. Zamanla
polipi olusturan hiicreler ¢esitli sebeplerle kanser hiicrelerine doniiserek gogalir ve timor
kitlesini olustururlar. Olusan kitle bagirsak duvarini iggal ederek, kontrolsiiz biiyiimeye ve
¢ogalmaya devam eden hiicreler bagirsag:r tikar. Buradan viicudun diger hiicrelerine ve

organlarina metastaz yaparak ilerler (16, 20).

2.4. Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi

Kolon Kanseri (KK) ilkemizde ve dinyada sik gortlen kanserlerden biridir. KK,
ozellikle gelismis tilkelerde erigkin yastaki toplumu etkileyen bir kanser turii olmast nedeni
ile 6nemli onkolojik sorunlardan biridir (16). KK, gorilme sikligt bakimindan tim kanserler
arasinda akciger, meme ve prostat kanserlerinden sonra dordinci sirada yer alirken, kansere
bagli 6lim nedenleri arasinda akciger ve meme kanserinden sonra tUg¢iinci sirada yer
almaktadir ve tim kansere bagli élumlerinin %10’undan sorumludur (21). Diunya Saglik
Orgiitiniin (DSO) verilerine gore diinya genelinde her yil 1 milyondan fazla kisi kolon
kanserine yakalanmakta ve yaklagtk 650.000 kisi kolon kanseri nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (16, 22). Erkeklerde gorilme sikligimin kadinlardaki gortlme sikligina
orant 1,3’tur (19).

Son wyillarda kanser tanisinda kullamlan yontemlerin gelismesi, tarama
programlarinin uygulanmaya baglanmasi, yeni cerrahi tekniklerin kesfi ve radyoterapi (RT),
kemoterapi (KT)’de yeni kemoterapotik ajanlarin adjuvan tedavide kullanima girmesi
kolorektal kanserlerin daha erken donemde teshis edilmesine, daha etkin olarak tedavi
edilmesine ve 6lim oranlarinin azalmasina katki saglamistir. Kolorektal kanserli hastalarin

%70’ine kuratif amacli radikal cerrahi tedavi uygulanabilmektedir.



Lokal invazyon nedeniyle vakalarin %10’unda rezeksiyon miimkiin olmamakta ve
vakalarin %20’sinde de teshis esnasinda uzak metastaz saptanmaktadir. Kolorektal kanserde
5 yil yagsama orani hastaligin evresine bagli olmakla birlikte, ortalama %350 civarindadir.
Teshis aninda uzak metastazi olmayan ve kiiratif amagli cerrahi tedavi uygulanan hastalarda

bu oran %75-80’e kadar yiikselebilmektedir (19).

2.5. Kolon Kanserinin Etyolojisi

Kolon kanseri gelisimi bir¢gok faktorle iliskili oldugu bilinen farkli agamalari olan bir
surectir. Kolon kanserinin kesin etiyolojisi bilinmemekle birlikte, baz1 adenomlar, genetik ve
cevresel faktorler, diyet, kronik inflamatuar barsak hastaliklar1 ve radyasyonun onemli rol
oynag dusunilmektedir (16, 21). Diger risk faktorleri arasinda ileri yas, erkek cinsiyet,

obezite, sigara ve hareketsizlik yer almaktadir (23).

2.5.1. Adenomatoz Polipler

Kolorektal karsinomlarin biyiik ¢ogunlugunun adenom zemininden gelistigi kabul
edilir (24, 25). Adenomlar displastik kalin barsak epiteli ve destekleyici stroma igeren
benign timorlerdir. Tek ya da ¢ok sayida olabilirler. Adenomlar boyutlarina, makroskopik
gorinimlerine (sesil, sapli, diiz), yapisal oranlarina (tubiiler, villoz, tubtilovilloz) ve displazi
derecelerine (hafif, orta, agir) gore siniflandirilabilirler. Elli yas altinda sik goriilmemekle
birlikte, yetmis yas ve ustinde gorilme sikligr %53-63 arasindadir. Kanser gelisme sikligt
benzer olmakla birlikte adenomlar erkeklerde kadinlardan ti¢ kat fazla gorulir (19).

Kolon poliplerinde malignite potansiyeli tagiyanlarda ortalama %10 oraninda malign
degisim gorilmektedir. Genis sesil adenomlarda malignite riski 4 kat daha fazladir. Villoz
adenomlarda bu oran %30'a kadar ¢itkmaktadir. Cap1 2 cm tzerinde olanlarda %15-20, 1
cm ve altinda olanlarda %1 oraninda kansere rastlanmaktadir. Klinik olarak kolorektal
polipten siiphe edildiginde, kesin tani ve tedavisi i¢in en iyl yontem tam bir kolonoskopi
ile polipektomi yapilmasidir. Endoskopik polipektomi ciddi displazi mevcut olan
adenomatoz poliplerin buyik bir kisminin yeterli bir sekilde tedavisini saglar. Ko&ti
prognostik ozellikleri olan malign poliplerde ise cerrahi rezeksiyon gerekebilir. Polipozis
sendromlarindaki polipler disinda, neoplastik olmayan poliplerin malignite potansiyelleri
cok az veya yoktur. Submukozal lezyonlarin malignite potansiyelleri ise bunlarin altta yatan

etyolojilerine baglidir (18, 26, 27).



2.5.2. Genetik Faktorler

Normal hiicrenin neoplastik sekle doniisimiinde onkojenlerde, tamir genlerinde ve
timor baskilayict genlerde genetik degisiklikler olmaktadir. Kolon kanserinde gozlenen
en onemli degisiklik K-ras protoonkogen degisikligidir (18). Protoonkogenler, sinyal
iletiminde ve mitogenik sinyallerin diizenlenmesinde gorev alirlar. Bunlardan biride Ras
genidir. Ras geni 12 nolu kromozomun kisa kolunda (p) yer alir (28). Ras gen ailesinden
olan K-ras geninin (Kirsten rat sarcoma) kolorektal timorlerin %30-50’sinde mutasyona
ugradigt bildirilmistir (29). Yine Ras familyasinin Ugiincii tyesi olan HRAS genindeki
mutasyonlara da kolorektal kanserlerde sik rastlanilmaktadir (30). Ras onkogenlerindeki
mutasyonlar ile APC genindeki mutasyonlar ard arda gelince polipler buylr ve parmaksi
uzantilara sahip bir hal alir. Bu agsama orta seviye adenom agamasidir.

Kolon kanserlerinde etkili olan baskilayict gen p53 olup, 17p kromozomunda
yerlesmistir. P53 geninin inaktivasyonu adenomun karsinoma donisimine aracilik
etmektedir. Bu olay kolorektal karsinogenezin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan onemli bir
basamaktir. Kolon kanserinde kromozom 17p nin delesyona ugrayan kismi P53 genini
igeren kismidir ve siklikla P53 geninin bir alleli delesyona ugramigken diger allelde de
nokta mutasyonu bulunmaktadir (23, 28). P53'teki degisiklikler, kanser olugsmasinda
onemli bir etken olup, DNA-fosfoprotein bilesimini olugturarak, hiicrenin yagamasinda,
proliferasyonu ve farklilagsmasinda énemli rol oynar (18, 26).

Bunlar diginda birkag genetik sendrom da kolorektal kanser ile iligkilidir. Bu
hastaliklar; herediter kolorektal kanserler vakalarinin %6-10’unu olusturmaktadir ve klasik
olarak ¢ok sayida polip ile karakterize polipozis sendromlari, polip igermeyen ya da ¢ok az
saytda polip igeren nonpolipozis sendromlart ve hamartamatéz polipozis sendromlar
seklinde siniflandirilmaktadir (19, 24, 25).

a.Herediter polipozis kolorektal kanserler: Familyal Adenomatéz Polipozis,
Gardner sendromu ve Turcot sendromu zemininde gelisir. Sporadik vakalara oranla daha
geng yasta ortaya cikarlar (19).

Familyal polipozis koli: Kanser gelismesinde etkili olan ve APC ad1 verilen bir gen
5921 kromozomda saptanmistir. Oftalmolojik muayenede retinal pigment epitelinin
konjenital hipertrofisi tespit edildiginde hastaligin varlig1 belirlenebilir. Tim
gastrointestinal sistemi tutabilen, daha ¢ok kolon ve rektumda c¢ok sayida polipoid
olusumla karekterize otozomal dominant ge¢is gosteren ailevi bir hastaliktir. Bu adenomlar

10 yag civarinda goriilir ve 30-40 yaglarinda adenokarsinom gelisme riski %80'dir.



Gardner Sendromu: Bu sendromda goriilen adenomlar yalniz kolonda degil mide,
duodenum ve ince barsakta da olugabilir. Gastrointestinal adenomatoz polipozise eslik eden
lezyonlart bulunan otozomal dominant gegisli bir sendromdur. Eslik eden lezyonlari, osteom
(mandibula ve kraniumda), fibrom epidermoid kist, desmoid timér, dis anomalileri,
glioblastoma, tiroid papiller karsinom, hepatoblastoma, safra yollar1 kanserleri ve pankreas
karsinomu bunlardan bazilaridir.

Turcot Sendromu: Otozomal dominant olarak gecis gosterir. Kolon yerlegimli
adenomatozis polipozise, noroepitelyal santral sinir sistemi timorleri (medullablastoma)
eslik etmektedir.

b. Herediter non-polipozis kolorektal kanserler: Otozomal dominant gecis
gosteren, genellikle sag kolon kanseriyle karekterize, erken yasta ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Lynch I, Lynch II Sendromu olarak bilinmektedir. Lynch I'de kolon ve
rektumda kanserler olmasina kargin, Lynch II sendromunda mide, kolorektal, jinekolojik,
uriner sistem ve meme kanserleri birlikte gortlebilir. Bu hastalarin %25'inde metakron,
%20'sinde senkron timorler gorular (18, 26, 27).

¢. Familyal Hamartamatoz Polipozis Sendromlari:

Peutz-Jeghers Sendromu: Gastrointestinal sistem boyunca en ¢ok ince
barsaklarda, daha az oranda mide ve kolonda olmak uzere 1-4 cm buyikliginde
hamartamatéz polipler ile birlikte dudaklar ve agiz mukozasinda melanin lekeleri
benekleri ile karekterizedir. Kanser gelisme riski %2-3 oranindadir.

Familyal Juvenil Polipozis: Polipler genellikle kolon ve rektumdadir, puberte
sirasinda kaybolabilir. Hastalarin %70'inde soliter, geri kalanlarda 2-3 polip olabilir,
nadiren sayi 10'dan fazla oldugunda hastalik juvenil polipozis olarak nitelendirilir. Kanser

bakimindan risk tagir (18, 26).

2.5.3. Cevresel Faktorler ve Diyet

Kolorektal kanser sikligi bolgelere gore degistiginden hastaligin etyopatogenezinde
ve onlenmesinde ¢evresel faktorler onemlidir. Ulkelere gore goriilme sikligindaki
farkliliklardan ¢evresel faktorler ozellikle de beslenme aliskanliklart sorumlu tutulmustur.
Bitkisel liflerden fakir, karbohidrat ve yagdan zengin, antioksidan i¢cermeyen, vitamin ve
eser elementlerden yoksun beslenme tarzi, karsinojenlerle temas, safra asitleri, sigara, alkol,

iyonize radyasyon, katki maddeleri kolorektal kanser gelisiminde etkili olmaktadir (19, 24).



2.5.4. Kronik Inflamatuar Barsak Hastaliklar:

Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 kronik inflamatuar barsak hastaliklarinin en énemli
ornekleridir. Ulseratif koliti olan hastalarda kalin barsak karsinomu goriilme sikligt
artmaktadir. Bu oran ge¢miste %5-10 oraninda olup gintimuzde %2’ye yakindir ve tiim
kolorektal karsinomlarin yalnizca %1’ini olusturmaktadir. Bu risk g¢ocukluk ¢aginda
baglayan, 10 yildan uzun siire ve araliksiz devam eden tiim kolonu tutmus vakalarda daha
yiksektir. Yapilan bir ¢alismada karsinom geligme riski 10 yil iginde %3, 20 yil ig¢inde %23,
35 yil icinde %43 olarak bulunmustur (24). Kalin barsak karsinomu Crohn hastalarinin da
onemli bir komplikasyonudur. Crohn hastalarinda kalin barsak karsinomu geligme riski,
normal populasyondan yaklagik ti¢ kat daha yiksek iken ulseratif kolitte bu oran daha
dusuktir (19, 25, 27).

2.5.5. Radyasyon
Karsinomun olugmasinda radyasyon tedavisi nadir fakat iyi tammmlanmis etyolojik

bir nedendir (19, 25).

2.6. Kolon Kanserinde Evreleme

Kolorektal karsinomlarini evrelemede ti¢ farkli sistem kullanilmaktadir. Bunlar,
Dukes sistemi, Astler-Coller sistemi ve TNM sistemidir. Kolorektal kanserlerde ilk kez
patolojik evrelendirmeyi; Londra'da St.Mark's hastanesinin patologu, Cuthbert E. Dukes
1932 yilinda yapmigtir. Daha sonra Dukes 1936°da kendi siniflamasint modifiye etmigtir
(Tablo 2.1). 1954 yilinda Aster- Coller tarafindan timor derinliginin énemine dayanarak
Dukes klasifikasyonu modifiye edilmistir. 1967 yilinda Turnbull, Dukes sistemine uzak
metastazla ilgili olan evre D’ yi eklemistir (18) (Tablo 2.2).

Tablo 2.1. 1936 Dukes Evrelemesi

Evre A: Tumor kolon duvarinda sinirli, musklaris propriayl agsmamig

Evre B: Tumor tim kolon duvarini tutup muskiilaris propriayt agmig, kolonda
serozayl invaze etmistir. Lenf bezi tutulumu yok.

Evre C1: Lenf bezlerinde metastaz yok.

Evre C2: Mezenterik kan damarlar etrafindaki lenf bezlerinde metastaz

mevceut.
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Tablo 2.2. Aster-Coller ve Turnbull Modifikasyonu Evrelemesi

Evre A: Tumor mukazada sinirlidir.

Evre Bl: Timoér muskularis propriaya ulagmis, lenf nodu tutulumu yoktur.

Evre B2: Tumo6r muskularis propriayt agmis, serozaya ulagmis, lenf nodu tutulumu
yoktur.

Evre C1: Tumér barsak duvarinda sinirli, fakat timore yakin lenf nodu tutulumu
mevcuttur.

Evre C2: Tumor barsak duvarimi agmis, fakat tiimorden uzak lenf nodu tutulumu
mevcuttur.

Evre DI: Komsu organlara invazyon.

Evre D2: Uzak metastaz (26).

Daha ayrintili fakat prognozla Dukes kadar iligkili olmayan bagka bir
evreleme sistemi olan TNM; Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) ve
Uluslararast Kanser Birligi (UICC) nin timér invazyon derinligi, lenf bezi tutulumu

ve metastaz komponentlerini gruplandirmasiyla ortaya konmustur (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. TNM Simiflandirmast

T= Primer tiimor invazyon derinligi
TX : Primer timori bilinmeyen.

TO  : Primer timori yoniinde bulgu yok.

Tis : Karsinoma in situ.

T1 : Timor submukozaya invaze.

T2 : Timor musklaris propria’ya invaze

T3 : Tumoér muskilaris propria’yr subserozaya ya da non-peritonealize perikolik

dokuya kadar invaze eder.

pT3a : Muskilaris propria sinirindan <1 mm 6teye invazyon.

pT3b : Muskiilaris propria sinirindan 1-5 mm &teye invazyon.

pT3c : Muskiilaris propria sinirindan 5-15 mm 6teye invazyon.

pT3d : Muskiilaris propria sinirindan >15 mm &teye invazyon.

T4 : Timor komsu organ ya da yapilara invazyon gostermekte (pT4a)
ve/veya visseral peritonu perfore etmektedir (pT4b).

N= Bolgesel lenf bezleri

NX  :Bolgesel lenf bezleri degerlendirilememekte.

NO  : Lenf bezi metastaz1 yok.

N1 : 1-3 lenf bezi metastaz1 mevcut.
N2  :4yadadaha fazla lenf bezi metastazt mevcut.
N3  : Anavaskiiler truncuslar boyunca bulunan tim bezlerde metastaz.

M= Uzak metastaz
MX : Uzak metastaz degerlendirilememekte.
MO : Uzak metastaz yok.

M1 : Uzak metastaz mevcut.

12




TNM sisteminde evreleme agagidaki gibidir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. TNM Sisteminde Evreleme

Evrel T1 NO MO
T2 NO MO
Evre 11 T3 NO MO
T4 NO MO
EvreIll  Herhangi T N1 MO
Herhangi T N2,N3 MO

EvrelV ~ Herhangi T Herhangi N M1 (31).

2.7. Kolon Kanserinde Klinik Bulgular

Genellikle gorilen klinik bulgular sunlardir; digkilama aligkanliginda degisiklik,
rektal kanama ve akinti, digkinin 6zelliklerinde degisiklik, ishal, kabizlik, digskiyla karigik
mukus sekresyonu, tenezm, yas ve koti kokulu gaz, anorektal agri, karin agrisi,
obstriikksiyon, distansiyon, perforasyon, apse, fistiil, kilo kaybi, halsizlik, istahsizlik ve
anemi gorilmektedir. Fiziki muayenede ele gelen kitle, rektal tusede timorin tespit
edilebilmesi miimkiindir. Rektum timorlerinin 1/3'0 tuge mesafesindedir (18, 32).

Hastalarin yaklasik %5°1 hastaneye, kemik agrisi, sarlik, patolojik kirk, nérolojik
bulgular, tromboflebitler ve deri nodulleri gibi metastaz bulgular ile bagvururlar. Ne yazik
ki bu semptomlar ileri evre hastalikta gorilmektedir. Bu nedenle timérin erken evrede
yakalanabilmesi i¢in 40 yas ustii erkek ve kadinlara belli araliklarla proktosigmoidoskopik
inceleme yapilmalidir. Bu tip arastirma ile olgularin yaklagik yarist saptanabilmektedir (19,

25,31).

2.7.1. Kolorektal Karsinomlarda Laboratuar Tetkikleri

Kan sayimi, karaciger fonksiyon testleri, CRP, diskida gizli kan, Galaktosiltransferaz
IL, Procalcitonin, CEA, CA-19-9, CA 50, CA 242, TPA (Tissue polipeptit antijen) ve TPSA
(Tissue polipeptit spesifik antijen) yapilan tetkikler arasinda sayilabilir. En sik kullanilanlari
CEA, CA 19-9 ve TPA’ dir. Primer timorin rezeksiyonundan énce CEA dizeyi tespit

edilirse prognoz agisindan yol gosterici olabilir.
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Ancak bunlarin higbiri tek bagina tani igin yeterli degildir, diger rad yolojik
tetkiklerle desteklenmesi gerekmektedir (18, 27, 32).

2.7.2. Kolorektal Karsinomlarda Radyolojik Tam

Kolorektal karsinom yavag gelisim gosterir. Vakalarin bir¢ogunda baglangigta benign
adenom mevcuttur ve yaklagik 10 yil gibi uzun bir sirede malign transformasyona ugrar.
Semptomatik donem 6ncesi tam koymak prognoz agisindan ¢ok énemlidir.

a. Akciger Grafisi: Kolorektal karsinomlar karacigerden sonra en sik akcigere
metastaz yaparlar. Bu nedenle cerrahi girisim Oncesi ve takipler esnasinda akciger grafisi
cekilmelidir (33).

b. Baryumlu Kolon Grafisi: Solid kontrast ile veya air kontrast ile (Double
kontrastli) grafiler g¢ekilebilir. Tercih edilmesi gereken mukozal paterni degerlendirme
olanagl saglayan ve kiigiik milimetrik boyutlu polipleri saptayabilen ¢ift kontrast kolon
grafisidir. Dijital rad yografi cihazlar1 ile yapilan ¢ift kontrast yontemle saptanabilen en
kigik polip capt 2 mm olarak ol¢ilmustir. En etkin primer bagvurulmast gereken
radyolojik gorintiileme yontemidir.

c. Ultrasonografi (USG): Batin i¢i kitlelerin degerlendirilmesinde, karaciger
metastazlarinin ~ saptanmasinda  ve  rektum  timorlerinin - evrelendirilmesinde
kullanilmaktadir. Kisa zamanda yapilmasi, ucuz olmasit ve rad yasyon riski tagimamasi
nedeniyle tercih sebebidir. Endorektal USG ile stenotik olmayan olgularda 14 cm’ye kadar
timorin yayilim derinligi, perirektal lenf tutulumu, etraftaki organ ve dokulara invaz yon
derecesi gosterilebilir. Endorektal USG, BT ve MRG ile rektum kanserinin
evrelendirilmesi agisindan karsilagtirilacak olursa hem duyarlilig, hemde 6zgulliigii daha
fazladir. Endoskopi yolu yla USG yapmak miimkindir. Mukoza, muskularis serozada
timorin penetrasyonunu saptayabilir.

d. Bilgisayarhh Tomografi (BT): Kolorektal karsinomlu hastalarda kolonun rektal
yollu su veya diliie iyotlu kontrast madde ile opasifikasyonunu takiben gergeklestirilen
abdominopelvik bilgisayarli tomografik inceleme rutinde en sik kullanilan kesitsel rad
yolojik yontemdir. Cerrahi girisim 6ncesi abdominal kavitenin degerlendirilmesine imkan
tanir. Karaciger, adrenal, over, lenf nodu ve pelvis i¢i organlardaki metastazlari gosterir.
Ayrica niiks veya rezidii kanser aragtirilmasinda da yardimer olur. Anjiografi ile BT'nin
birlikte yapildigi dinamik BT'de karacigerdeki metastazlarin gorilme orant %95’lere
ulagmaktadir. Tek dezavantaji barsak duvart katmanlarinda invazyon derinligini ayirt

edememesidir.
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e. Manyetik Rezonans  Goriintiileme (MRG): Yumusak dokunun
gorintilenmesinde BT'ye gore daha ustin bir yontem olmasi ve multiplanar inceleme
olanagi saglamast yoninden daha avantajlaridir. Tl ve T2 agirlikli incelemeler s6z
konusudur. Tl agirlikli inceleme primer timorle perirektal alani ortaya ko ymakta ve
normal doku ile fibrotik dokuyu awirt edebilmektedir. Cerrahi girisim Oncesi
evrelendirmede ve karaciger metastazinin ortaya konulmasinda tomografiye esdegerken,
niikslerin saptanmasi agisindan BT den daha ustiindur (32, 33).

f. Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): Ozellikle pelvisteki niiks tiimor ile fibroz
dokuyu ayirt etmekte kullamlir. Temeli hastaya fluorodeoksiglukoz adli substrat enjekte
edilerek doku metabolizmasindaki farklilig1 ortaya koymaya dayanir. Kanserli hiicrelerde
hipermetabolizma olmasi nedeniyle kanser hiicrelerinin bulundugu yerde aktivite tutulumu
olacaktir (33). PET ve BT kiiglik rekirrensleri veya lenfadenopatilerdeki timér odaklarini
gosterebilir. Helikal BT ise artefaktlari az olmasi ve bir¢ok planda ti¢ bo yutlu gorintu
verebilmesi ile farkli avantajlar sunmaktadir (34).

Endoskopik incelemeler: Endoskopik tetkik oncesi iyi bir barsak temizligi
yapilmasi sarttir.

a. Rektosigmoidoskopi: Linea dentatanin 20-25 cm proksimalindeki lezyonlar
goruntilenebilir. 40 yag alt1 dustk riskli bireylerin taramasi ig¢in uygundur.

b. Fleksibl sigmoidoskop: 60 cm uzunlugunda olup sol fleksuraya kadar olan
lezyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir. Kolorektal kanserlerin %50°si bu bolgede
oldugu igin ¢ift kontrastli baryum enema ile birlikte yapilirsa kolonoskopiye alternatif
olabilir.

¢. Kolonoskopi: Tim kolon, rektum ve terminal ileumun degerlendirilebilmesi igin
kolonoskopik inceleme yapilmalidir. Standart kolonoskop 160 cm uzunlugunda olup 1 cm
den kiigtik polipleri de gosterebilir. Kolonoskopi ile inflamatuar barsak hastaligi, kolonda
iskemi, kolon divertikiili, sigmoid volvulus, gastrointestinal kanama, nontoksik megakolon,
endometriozis, kolonda yabanci cisim, kolonik striktir, neoplazm ve sebebi anlagilamayan
diyarenin tanisi konulabilecegi gibi, biyopsi, polipektomi, kanama kontrolii ve striktiir
dilatasyonu da yapilabilmektedir. En 6nemli komplikasyonlar1 perforasyon, kanama ve
anestezi komplikasyanlart olup bunlar %0 2'den daha az siklikta gorilir. Diger radyolojik
teshis metotlarina kargin endoskopik tetkikin en 6nemli Gstinligi;, biyopsi alma, taniyr

dogrulama ve gereginde tedaviyi ayni anda gergeklestirmesidir (18, 33).
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2.8. Kolon Kanserinde Prognostik Faktorler

Kolorektal karsinomlarda timor muskularis propriayl tamamen penetre etmemigse S5
yillik sagkalim %95, tamamini penetre etmis, fakat lenf nodu ya yilimi yoksa 5 wllik
sagkalim %80, nodal metastaz varsa 5 yillik sagkalim % 20-40’dur.

Kolorektal karsinomun prognozu ¢ok sayida klinik ve patolojik parametrelerle
iligkili olup bu faktorler asagida siralanmistir (19, 35).

Yas: Tumor ¢ok geng ve yaslilarda goriildiginde prognoz genellikle koti seyreder.

Cinsiyet: Prognoz kadinlarda erkeklerden daha iyidir (24, 31).

Tiimor lokalizasyonu: Prognoz uizerine etkisi tartismalidir. Yapilan bir ¢aligmada,
sol kolon karsinomlarinin daha iyi prognozlu oldugu, sigmoid kolon ve rektumda yerlesen
timorlerin  ise kot seyirli  oldugu gosterilmigtir. Baska ¢alismalarda ise timor
lokalizasyonunun sagkalim ve lokal niiks tizerine etkisinin ¢ok az oldugu sonucu elde
edilmistir (24, 31).

Tiimor Dbelirleyicileri:  Kolorektal karsinomlar i¢in 6 degisik timor
belirleyicisinden bahsedilmektedir. Bunlar TPA (Tissue Polipeptit Antijen), CEA, CA 19-9,
CA 50, CA 242, ve TPSA (Tissue Polipeptit Spesifik Antijen)’dir. En sik kullamilanlari
CEA, CA 19-9 ve TPA'dir. 40 ng/ml den yilksek serum CEA seviyelerinin, timorin
evresinden bagimsiz olarak prognoz tizerine kotii etkisi oldugu gosterilmistir (24, 31). TPA
ve TPSA timoér DNA'sinin S fazini dolayisiyla proliferasyon hizini gosterir. CEA, CA 19-9
ve TPA primer timorin tanisi, nikslerin saptanmasi ve gerek cerrahi gerekse adjuvan
tedaviye timoriin verdigi cevabin gosterilmesinde rol oynar. Ik cerrahi operasyonda safra
kesesi i¢cinden alinan o6rnekte yapilan CEA ol¢timlerinde yitksek deger tespit edilmesi gizli
karaciger metastazlarinin ortaya konulmasina yardimci olmaktadir. Ayrica ameliyat
sonrasi yapilan kolonoskopik tetkiklerde anastomoz kenarlarindan alinan biyopsilerde, Insan
Metallo Panstimulin'in (MPS-1) yiiksek olusu kolon timorinin daha agresif ozellikte
oldugunu ortaya koyar. Adenamatéz polipi olanlarin rektal biyopsilerinde trozinaz
artisinin kanser gelismesinin en erken belirtisi oldugu bildirilmektedir (36, 37).

Birden Fazla Tiimér Odag Varhg: Kolorektal karsinomlar multifokal olabilirler.
Senkron ya da metakron malignitesi olan hastalarin sagkalim oram, soliter kolorektal
karsinomlu hastalarinki ile benzerdir.

Tiimoriin Boyutu: Tumoér boyutu ile prognoz arasinda iliski olmasina ragmen,
bunun giivenilir prognostik faktor olmasini engelleyecek kadar ¢ok istisna vardir. Timor

boyutu ve lenf nodu metastazi arasindaki iligkisi de zayiftir (31).
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Lokal Yayillim: Poliplerde insidental olarak bulunan fokal mikroskopik karsinomun
prognozu ¢ok iyidir. Mukoza ve submukozada sinirlt olanlarda da prognoz iyidir. Bolgesel
lenf nodlarina metastaz yapmis veya barsak duvarini asmis invazyonu olan tiimorlerde
prognoz kotii seyretmektedir.

Tiimoériin  Smrlari:  Ekspansif siurli ve timor ile komsu doku arasinda
inflamatuar yamt olusturan timérler daha iyi prognozludur. Total mezorektal rezeksiyon
sonrasi timor, radiyal cerrahi sinira 2 cm’den yakinsa lokal rekiirens olasiligr artar (24, 31).

Perforasyon: Barsak duvarinda asirt timor invazyonu sonucu olusan perforasyon
kot prognozla iligkili bulunmustur (38).

Obstriiksiyon: Dukes’e gore evrelenen bazi serilerde obstruksiyon, bagimsiz koétu
bir prognostik faktor olarak bulunmustur (31).

Inflamatuar Reaksiyon: Stromanin eozinofiller ve S100 protein pozitif dendritik
hiicrelerle infiltrasyonu, Crohn hastaligindakine benzer ozellikteki peritimoral lenfositik
infiltrasyon iyi prognozla iliskilidir.

Mikroskopik Tiimor Tipi: Miusinéz karsinom, tagl yizik hicreli karsinom ve
anaplastik karsinom genel adenokarsinomlara gore kotii prognozludur (31).

Vaskiiler ve Perinoral invazyon: Vaskiiler invazyon oldugunda 5 yillik sagkalim
belirgin azalir. Perinoral invaz yon ilerlemis bir hastaligin isaretidir ve genellikle kott bir
patolojik bulgudur.

Noroendokrin Hiicre Varhigi: Adenokarsinomlarda endokrin hiicre varliinin
prognoz yoninden olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir (24, 31).

Hiicre Proliferasyonu: Hiicre siklusunun S-fazinda olgilmiis yiiksek proliferatif
aktivitenin kot prognozla iliskili oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (31).

Lenf Nodu Tutulumu: Lenf nodu tutulumu ginimiizde en glgli ve en 6nemli
prognostik gostergedir. Timor lenf dugiimlerine yayildiginda bes yillik sagkalim orani diiger.
Tutulan lenf bezi sayisinin fazla olmasi koti prognoz gostergeleri arasindadir. Tamorin
hemen komsulugunda tutulan nodlar diginda lenf nodu tutulumu varsa kiir ¢ok nadirdir.
Apikal nod tutulumu kot prognozu gosterir. Lenf nodu tutulumu derecesi ve timoriin
boyutlar1 arasinda bir iligki bulunmustur (39).

Tiimor Hiicrelerinin DNA Indeksi: Flov sitometre ile tiimor hiicrelerinin DNA
indeksi ortaya konulabilir. Bu hiicreler daha ziyade diploid niikleoslu olup anoploid
niikleoslu tiimorlere gore daha az metastaz yaparlar. Ileri evre tiimérlerin andploid olma
egilimi vardir. Bazi ¢aligmalarda timérin klinik patolojik evresinden bagimsiz olarak

DNA indeksinin prognostik degeri oldugu ortaya konulmustur (40).
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Anjiyogenez: Neovaskilarizasyon timor biyimesinde kritik bir rol oynar.
Mikrodamarlanma yogunlugundaki artis koti prognostik faktor olarak yorumlanmigtir.
Kolorektal karsinomlarda birbirinden bagimsiz ¢alismalarda anjiyogenezin, niks gelisimini
ongordigi ve sag kalimda azalma ile iliskili oldugu sonucuna varilmigtir (24, 25).

Evre: Kolon kanserlerinde klasik tedavi yontemi cerrahi rezeksiyondur ve patolojik
evre en onemli prognostik faktordiir (24, 25, 31). lleri evre hastalikta kemoterapi tedavisi

kullanmimi yaygindir (19).

2.9. Kolon KanserininTedavisi

Kolorektal karsinomlarin esas tedavisi cerrahi olmakla beraber sadece cerrahi tedavi
ile hastalarin 6nemli bir kisminda cerrahiyi takib eden ilk 3 il i¢inde niiksler ortaya
citkmaktadir. Bu nedenle gerek sistemik ve gerekse lokal etkilerinin olabilecegi diisiincesiyle
kemoterapi ve radyoterapi tedaviye eklenmektedir. Birgok kanser tiiriniin tedavisinde
oldugu gibi kolorektal kanserin tedavisinde de cerrahi, kemoterapi, radyoterapi veya

bunlarin birlikte kullanimi séz konusudur.

2.9.1. Cerrahi Tedavi

Kolorektal kanserlerde cerrahi tedavinin ana hedefi, kanserli kolon kesimi ile birlikte
onun lenfatik drenajimi igeren mezo ve kanser ile tutulmus yakin organ ve yapilarini
cikartilmast esasina dayanir. Kolonun lenfatik sistemi o kesimi besleyen arterlere eslik
ettigl i¢in ¢ikartilacak barsagin boyutlart onu besleyen damarlara gore ayarlanir (18, 26).

Cerrahi tedavi prensipleri timorin evresine gore degisir. Uzak organ metastazi
olmayan timérlerde kiratif radikal rezeksiyon uygulanir. Karaciger, kolorektal kanser
metastazlar tarafindan sik¢a tutulan bir organdir (%75). Kolorektal kanserlerin %25
kadarinda bagvuru esnasinda, %50’sinde ise 5 yil i¢inde karaciger metastazi saptanir. Tedavi
edilmeyen olgularin ortalama yagsam siiresi 5 ay, 3 yillik yagam siiresi %20 ve 5 yillik yagam
stresi %1-2’dir.

Karaciger rezeksiyonu kolorektal kanser metastazlart igin kesin tedavi sansi
kanitlanmig olan tek yontemdir. Karaciger rezeksiyonu sonrast 5 yillik yagsam orani %20-
40 ve ortalama yasam suresi 28-40 aydir (31). Karacigerde metastaz olmast operabilite
yoniinden en 6nemli kriterlerden biridir. Karaciger ve akciger metastazlarinda rezeksiyon
i¢cin kesin bir kontrendikasyon yoktur. Hatta aksine primer timér rezeksiyonu ile beraber

miimkinse metastatik kitlenin de ¢ikarilmasi gerektigi benimsenmistir.
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Karaciger ve diger organlardaki izole uzak metastazlarin cerrahi eksizyonunun bazi
vakalarda uzun dénem yasama sansini artirdigr gosterilmigtir (31).

Kolon kanserlerinin yaklasik %15°1 barsak tikanmasi veya timorlia bolgede delinme
ya da ttkanma geklinde acil bir tablo ile ortaya ¢ikar. Sag kolon kanserlerinde rezeksiyon ve
ileokolik anastomoz benimsenen yontemdir. Perfore sol kolon kanserlerinde anostomozun

daha sonra yapilacagi rezeksiyon standart bir yontem olarak kabul edilir (19).

2.9.2. Radyoterapi

Kolon kanserinde ana tedavi yontemi cerrahi olmakla beraber lokal niks ve uzak
metastaz riski adjuvan tedavileri gerekli kilmaktadir. Kolon kanserlerinde radyoterapi (RT)
preoperatif donemde adjuvan olarak, postoperatif donemde ise niiksleri 6nlemek amaciyla
kullanilabilir (31).

Adjuvan RT ile amag lokal rekiirensi azaltmak ve sagkalimi artirmaktir. Bununla
birlikte adjuvan radyoterapinin erken ve geg¢ etkileri ile maliyeti de goz ontine alindiginda

hangi hasta grubunun bu tedavilerden yarar goreceginin belirlenmesi énem kazanmaktadir.

2.9.3. Kolon Kanserlerinde RT Tedavisinin Avantaj ve Dezavantajlar:

Preoperatif avantajlari: Tumorin hacmini kigultir, rezektabilitesini kolaylagtirir.
Ince barsak hasart daha az olur. Lokal tiimér niiksiinii azaltir ve lenf nodlarinda tiimér
kontroliinii saglar.

Preoperatif dezavantajlari: Erken evre timorlerde (T1-2NOMO) gereksiz
verilebilir. Cerrahi islem gecikir.

Postoperatif avantajlari: Histopatolojik bulgulara gore hastalar daha iyi secilir.
Lokorejiyonel niiks oranlar azalir. Yuksek riskli hastalar tesbit edilir ve ameliyat esnasinda
klipler yerlestirilir. Ince barsaklart RT sahasindan uzaklastiracak islemler yapilir.

Postoperatif dezavantajlar: Vaskiilarite bozuldugu i¢in RT’ye duyarlilik azalir.
Cerrahi operasyon sirasinda ¢evreye yayillan timoér hicrelerine etkisizdir. Cerrahi

yapisikliklar nedeniyle ince barsak hasarlart daha fazla olur (19, 41).

2.9.4. Kemoterapi

Kolon kanserleri tanisinda hastalarin yaklasik tgte biri cerrahi olarak rezeksiyon
sansint kaybetmis durumdadir. Kalanlarin yarisi ise potansiyel cerrahi tedaviye ragmen niiks
etmektedir. Bu durum, adjuvan olarak etkin bir kemoterapi (KT) uygulamasinin gerekliligini

ortaya koymaktadir.
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KT, cerrahi oncesi (neoadjuyan), cerrahi sonrasi (adjuvan) veya palyatif amagh
sistemik ve periton i¢i olarak uygulanabilmektedir (26).

Kanseri tam olarak rezeke edilmis hastalarda en dénemli prognostik faktor patolojik
evre olup, bunu serozal penetrasyon, yiuksek timér derecesi, lenf nodu tutulumu ve
lenfovaskiiler invazyon izlemektedir (42).

Erken evrelerde cerrahi tedavi yeterli olmakla birlikte, cerrahi rezeksiyonun miimkiin
oldugu daha ileri evredeki hastalara adjuvan tedavilerin eklenmesi ile hastaliksiz sagkalim
ve genel sagkalim siirelerinde uzamasi saglanmaktadir. Randominize klinik ¢aligmalarda,
adjuvan kemoterapinin evre III kolorektal kanserli hastalarda hastalik niiksii ve hastaliga
bagli 6lum riskinde sirasiyla yaklagik %40 ve %33 oraninda azalma sagladigi gosterilmigtir
(43, 44).

Evre 1I kolon kanserlerinde adjuvan tedavi yaygin olarak kabul gérmiis olmamakla
birlikte, bu gruptaki hastalarin yaklagik %20’sinin hastaligin ntksetme riski vardir.
Penetrasyon ve perforasyon varligi, komsu organlara invazyon ve koti diferansiyasyon
yineleme potansiyeline sahip ylksek riskli hastalarin belirlenmesi bakimindan 6énem tagiyan
prognostik faktorler olarak tanimlanmaktadir. Genig ¢apli randomize ¢alisma sonuglart bu
evrede adjuvan kemoterapinin sinirli bir katkisinin oldugunu gostermektedir (45).

Gunumiizde kolorektal kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotik ajan 5S-
florourasil (5-FU) dir. Lokovorin, interferon-a veya levamisol ile kombine edilmesi 5-FU’in
etkisini arttirmaktadir. 5-FU ile l6kovorinin birlikte kullanilmasinin niiks oranint azalttig ve
yagam suresini uzattigr saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda 5- FU, interferon-a ve interlokin
2’nin birlikte kullanilmast ile daha iyi sonuglar elde edildigi savunulmaktadir. Kuratif
cerrahi rezeksiyon sonrasinda niks ve metastazlarin Onlenmesi amaciyla adjuvan
kemoterapi uygulanabilir. Ancak adjuvan kemoterapinin lenf nodu tutulumu olan hastalarda
etkili oldugu, lenfatik tutulumun olmadigt olgularda ise prognozu degistirmedigi ileri
strtlmektedir.

Son yillarda yeni kullanima giren kemoterapotik ajanlar olan Irinotekan ve
Oksaliplatin’nin kolon kanser tedavisinde kullanima girmesi ile 5-FU eski etkinligini
kaybetmistir. Yeni kusak kemoterapdtik ajanlara biyolojik ajanlarin da eklenmesiyle kolon

kanserlerinin adjuvan tedavilerinde yeni bir dénemin baslangicit olugmustur (19).
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2.10. irinotekan
Suda ¢ozilebilen semisentetik bir kamptotesin (CPT) turevidir Sekil 2.2°de

irinotekanin kimyasal yapisi verilmistir.

Sekil 2.2. Irinotekanin kimyasal yapist

Cin’deki Camptotheca Acuminata adli bir bitkiden izole edilmistir. CPT
molekiiliiniin lakton halkasi, enzimin aktif bolgesi ile tam olarak etkilesebilmesi ig¢in
gereklidir. Fizyoloji pH’da lakton halkasi, inaktif olan karboksilat formuna ¢evrilmek
tizere hidroksillenir ve ayrica en 6nemlisi CPT’nin ¢oziiniirliigii azdir. Irinotekan ise
CPT‘den daha ¢oziinir halde ve lakton formlar1 serumda daha kararli durumdadir. Farkli
substitiientlerin degisik pozisyonlarda yapiya eklenmesi ile karboksilat formlarinin insan
serum albuminine baglanmasi engellenmektedir (46,47). Insan serum albumini, tercihen
CPT’nin karboksilat formuna baglanir. Boylece serumda lakton-karboksilat dengesinin,
inaktif karboksilat molekiilii lehine degisimi saglanmis olur. Insan serum albuminine,
irinotekan molekilintn baglanmasi ile olusan direng sonucu serumda yiiksek oranda aktif
lakton formu olugmaktadir. Ayrica, DNA’nin replikasyon siirecinde bir zincirini keserek ve
bunun hemen ardindan tekrar o zincire baglanarak ¢ozilmesine ve yeniden sarilmasina
yardim eden Topoizomeraz 1 adi verilen enzimi inhibe eder. Bu inhibisyonu karboksil esteraz
enzimi araciligiyla aktif sitotoksik metaboliti olan 7-etil-10-hidroksil-kamptotesin (SN-
38)’e doniiserek yapar (48, 49). SN38 ise UGT1A1 tarafindan konjuge edilir ve inaktif SN38
glukronidi (SN38G) olugsmus olur. Bu metabolit ise safra ve idrar ile atilir (11).

Irinotekan kolon kanserlerinde birinci basamak tedavide ve mide kanserinde ikinci
basamak tedavide kullanimi onaylanmis 6nemli bir kemoterapi ilacidir (6, 50). Akciger
kanseri ve bazi solid timorlerde de klinik etkinligi gosterilmistir. Florourasil direngli
metastatik kolekteral kanser hastalart igin irinotekan tedavisi, daha kaliteli bir hayat ve
destekleyici tedavilerle kargilastirildiginda daha uzun bir yasam suresi sagladig
goralmustur.
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Ayrica irinotekanin inaktif oldugu malignensilerde SN-38 isimli aktif metaboliti
olusturularak daha etkili bir tedavi saglanmaktadir (51).

2.11. Kukurbitasin 1

Bitki 6zleri, kanser tedavisinde geleneksel ilag olarak yuzyillardir kullanilmaktadir.
Dogal urtinlerden elde edilen tedavi edici bitkisel kokenli ilaglar ise kanser tedavisinde uzun
yillar 6nce yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve kanser tedavisinde énem kazanmistir
(52). Fitokimyasallar, kolon kanseri sikligint azaltmada énemli rol oynayan biyoaktif bitkisel
bilesiklerdir (16, 53). Fitokimyasallarin bir grubu olan kukurbitasinler, ilkemizde yaygin
olarak mayis ve eylil aylari arasinda ¢igcek agan, Akdeniz bolgesinde yetigen Cucurbitaceae
(kabakgiller) familyasindan act kavun, cirtatan, esek hiyart, Ebu Cehil karpuzu, act hiyar
adlartyla da bilinen ¢ok senelik bir bitki olan Ecballium Elaterium’un yapisinda
bulunmaktadir (54-56).

Ecballium Elaterium meyvelerinin sikilmasiyla elde edilen taze usarenin seyreltilip
buruna ¢ekilmesi yoluyla, siniizite karst kullanilmasi Anadolu’da halk arasinda yaygin
kullanilmaktadir. Bitkinin idrar artirict ve mushil etkisi bulunmaktadir. Karaciger sirozu ve
hemoroit tizerinde tyilestirici etkisinin oldugu belirtilmektedir. Kabizlig1 karst kullanildigy,
kusturucu etkisinin oldugu, kulak iltthabi ve sitma tedavisinde kullanildigi, yilan ve akrep
sokmalarina karst panzehir oldugu bildirilmektedir. Halk arasinda buruna suyunun
damlatilmast suretiyle sarilig1 gecirdigine inanilmaktadir. Koklerinden hazirlanan lapa ve
merhemler, haricen timorlere ve egzema gibi kronik cilt yaralarina, analjezik olarak
romatizma agrilarina karst kullanilmaktadir. Bitkiden elde edilen ekstrelerin, antitiimoral
aktivite yoninden incelenmesi ve farkli kanser tiirlerine karsi kullanilmasi bitkiye 6nem
kazandirmigtir (57, 58).

Ecballium Elaterium'dan ilk izole edilen kukurbitasin 1831'de Morries ve Hennel 'in
izole ettigi a-Elaterin'dir (Kukurbitasin E). 1906'da Berg, bu bilesigin C28H3807
formiilinde oldugunu ileri sirmis (59), molekilin kesin formili ve molekil agirlig
ancak 1957'de Rivett ve Herbstein taratindan C32 H440s olarak bulunmustur (60).

1909'da Power ve Moor, bitkiden yeni bir kukurbitasin izole etmisler ve buna 3-
Elaterin (Kukurbitasin B) adint vermislerdir (59). Daha sonra Rao ve arkadaslan tarafindan
izole edilip kanitlanmigtir (61). Bugiine kadar da, bitkiden Kukurbitasin D, I, R, L, H, G, E
diye isimlendirilen bir dizi kukurbitasin ve bunlarin tirevleri izole edilmistir (58).

Kukurbitasin, act bir tada ve toksik etkilere sahip ve yiiksek oranda oksijenlenmis

bir maddedir. Yapisal olarak, tetrasiklik kukurbitan ¢ekirdek iskeletinin 19-(10—9f)-abeo-
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10-lanost-5-ene ile karakterize olan kukurbitasin, kimyasal olarak ¢ok c¢esitli bir bilesik
olup, yan zincir modifikasyonlar ve stereokimya degerlerine gore A’dan T’ye kadar olmak
tizere 12 alt gruba ayrilir (55, 62). Serbest veya glikozillenmig formda bulunabilen bu
bilesik ailesi ates diusuriicii, agrt kesici, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antidiyabetik ve
kanser onleyici etkilerinden dolayr Cin ve Hindistan gibi Asya ilkelerinde yiizyillardir
geleneksel tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir (16, 63, 64).

1952'den beri bitkinin antitiimoral etkisi bilinmektedir. Belkin ve arkadaslar
farelerde insitu olarak yaptiklari deneylerde E. elaterium ekstrelerinin aktif oldugunu tespit
etmiglerdir. Subkutan uygulamada a-Elaterin (Kukurbitasin E) nontoksiktir ancak aktivitesi
dusuktiir. 3-Elaterin (Kukurbitasin B) subkutan uygulamada ylksek aktivite goOstermis,
ancak bu bilesigin de toksisitesinin fazla oldugu anlagilmistir (65). Subkutan verildiginde
aktivitesi dusiik olan a-Elaterin intraperitonal uygulamada yiksek aktivite gostermektedir.
Ancak her iki uygulamada da aktivitesi ¢ok olan 3-Elaterin'dir. a-Elaterin'den turetilen
elateridin bilesiginde de aktivite bulunmustur. Daha sonra Kukurbitasin D ve Kukurbitasin

I'nin (Sekil 2.3) da aktif olduklar saptanmigtir (66).

O

Sekil 2.3. Kukurbitasin 1

Ulubelen ve ark. bitkinin sulu ekstresinde belirgin aktivite saptamiglar, aktif
fraksiyonlarda Elaterisin A ve B yam sira bir ¢ok kukurbitasin heteroziti bulmuslardir.
Antitimoral etkiye kukurbitasin heterozitlerinin katkisini gosteren galigmalar halen devam
etmektedir (58, 67).

Kukurbitasin igeren bazi bitki tirleri, geleneksel tipta farkli patolojilerde anti
inflamatuar olarak kullanilmaktadir. Yesilada ve ark. (68) Ecballium Elaterium meyve
suyunun antiinflamatuar etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Kukurbitasinlerle yapilan aragtirmalarda, kukurbitasinlerin hem sitotoksik hem de

anti kanser etkiler gosterdigi belirtilmistir. Jayaprakasam ve arkadasglari (69) Cucurbita
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andrena bitkisinden izole edilen kukurbitasinlerin anti kanser aktiviteye sahip olduklarini
gostermiglerdir. Kanser hiicrelerine karst bu etkisi muhtemelen yuksek toksisiteye sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Kukurbitasin B, D, E, 1 ve tirevleri giiglii anti kanser
aktiviteye sahiptir (70).

Kukurbitasinlerden en yaygin rastlanilan, in vivo ve in vitro ¢aligmalar i¢in en sik
kullamlam kukurbitasin B (CuB)’dir. Onemli bir antiinflamatuar, antioksidan, antidiyabetik
ve distk ilaci olarak geleneksel tedavide uzun yillardir kullanilmakta olan CuB gelecek
vaat eden bir antikanser ilag aday1 olmasina ragmen, buna ragmen etki mekanizmast heniiz
tam olarak anlagilamamistir (69, 71, 72).

Gunumuzde pek ¢ok aragtirma CuB’nin kanser izerindeki inhibe edici etkisine
odaklanmaktadir. Son yillarda yapilan cesitli ¢aligmalarda CuB’nin hepatoma, l&semi,
lenfoma, multiple myeloma, melanoma, glioblastoma, oral kavite kanserleri, nazofarinks,
meme, prostat, kolon, akciger, pankreas, serviks ve merkezi sinir sistemi dahil olmak tzere
in vitro insan kanser hiicre hatlarinda ve in vivo timor ksenograft modellerinde kanserli
hiicre buyiimesini inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir (69,

71-76). CuB’nin timoér onleyici mekanizmasi ¢esitli sinyal iletim yolaklarini
durdurmasinin yani sira, hiicre iskeletinin bozulmasi, hiicre dongiisinin durmasi veya
bozulmasi, apoptoz uyarimi ve farklilagma dahil olmak tzere ¢esitli etkileri bulunmaktadir
(73-75). CuB’in, antitimoral aktivitesini énemli onkojenik yolaklardaki JAK/STAT sinyal
yolagin1 inhibe ederek timor gelisimini baskiladigr gosterilmektedir (76). CuB, STAT3
tirozin (Tyr705) fosforilasyonunu inhibe ederek, JAK2 ve STAT3 aktivasyonunu, STAT3
DNA baglanmasint ve STAT3 aracili gen ifadelenmesini baskilayarak kanserli hiicre
buyiimesini inhibe etmektedir (77, 78).

CuB, apoptoz ile iligkili genler ve hiicre dongisiinii dizenleyen genler gibi JAK-
STAT yolaginin downstream genlerini diizenler ve JAK/STAT yolagin1 baskilar, sonug

olarak timor biyimesini inhibe ederek apoptozu uyarir (16, 77, 78).

24



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri
Laminar Flow (Thermo Scientific)

Inkiibator ( Thermo Scientific — Heracell 150i)
Santrifiij ( Hettich Universal )

Buzdolab1 (-20 °C)

Derin Dondurucu (-86 °C) (Nive)

o ®

e o

Mikroskop (Olympus)
Mikropipet Seti (Eppendort)

= @ oo

. Mikroplate-Reader (Biotek) i. Steril cam pipetle
Steril falcon tiipler (15 ml ve 50 ml)

— .

k. Thoma lami1

3.2. Kullanilan Kimyasallar

a. RPMIMedyum (Lonza)

b. DMEM Medyum

FBS (Fetal Bovin Serum)
PBS(Phosphate Buftered Saline)
L-Glutamin

e o

Penicillin/Streptomycin
DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA (Ethylenediamine-tetraacetic acid)

= o oo

Etanol

—

j. Izopropanol

k. MTT (3-(4.5-Dimethyl -2 thiazolyl)- 2.5 -diphenyl- 2H-tetrazolium)
1. HCI

m. Irinotekan

n. Kukurbitasin I

o. Tripsin
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3.3. Hiicreler (SW620 ve LS174T)
Kullanilan iki hiicre hatt1 da insan kolon kanser hiicreleri olup, hiicreler Alman Kanser
Enstitiisi’nde (The German Cancer Research Center, Heidelberg, German) calisan Dr.

Berger tarafindan bize hediye edilmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Biitin hiicreler standart sartlarda (%5 CO., 37°C) kiltir edilmiglerdir. Hiicre vasati
olarak tim htcreler icin RPMI1640 medyumu kullanilmigtir. Butiin hiicreler -80°C’de
muhafaza edilmistir. Bu hicreler kullanilmadan 6nce 37°C’de ¢ozdurilmus ve 1500 U/dk da
5 dakika santrifiij edilmistir. Olusan hiicre pelleti taze medyum igine alinarak inktbatore

birakilmigtir.

3.5. Hiicre Pasaj1

Hicreler; hucre kiltirt sigelerindeki sikliklarina gore 3-5 giin araliklarla pasaj
yapilmislardir. Burada hticrelerin kullandigt medyum dokilerek, hiicreler bir kez PBS ile
ytkanmig ve sonrasinda 3-5 ml Tripsin (%0.25) ile muamele edilmistir. Sonrasinda 3 dakika
inktbatorde bekletilip, flask igerisine 3-5 ml taze medyum eklenerek tripsinin nétralizasyonu
saglanmigtir. Bu sekilde medyum ig¢ine alinan hicreler, timoér hiicre siispansiyonunu
olusturur. Hiicre stispansiyonu 5 dakika, 1500 U/dak santrifiij edilmis ve sonrasinda 1/10
oraninda dilie edilerek thoma laminda sayilmistir. (thoma laminin bir tarafina 10 pl’lik
hiicre siispansiyonu eklenir, lamin ortasinda yer alan biyiik kare i¢inde kalan tim hiicreler
sayilir ve ¢ikan sonug diliisyon oranida hesaba katilarak 104 ile garpilir ve toplam hiicre
sayist elde edilir). Uygun sayida hiicre alinarak taze hiicre medyumuna karistirilip yeni

deneyler i¢in inkiibatore birakilmigtir.

3.6. Tiimor Hiicrelerinin Dondurulmasi

Yukarida hiicre pasajinda belirtilen islemler htcre peleti elde edilene kadar ayni
sekilde yurutilmustir. Bu hiicre peleti hazirlanan 6zel bir dondurma medyum ig¢ine (%20
RPMI-1640 Medyum, %70 FBS ve %10 Dimetilsiilfoksit) alinmigtir. 1 ml dondurma
medyumuna 1.5 x105 hucre gelecek sekilde hesaplanmigtir ve -81°C derin dondurucuya

birakilarak muhafazasi saglanmistir.
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3.7. MTT Testi

Bu testle SW620 ve LS174T hicrelerinin in vitro proliferasyon yetenekleri
belirlenmistir. Prensip olarak canli hiicrelerin 3-(4.5 Dimetiltiyazol-2-il)5-difeniltetrazolium-
bromid (MTT) ile boyanmasina dayanir. Bu boya canli hiicreler tarafindan alinarak
formazan kristallerine metabolize edilir ve mor renkli kristaller olusur. Bu olusan kristaller
asidik 2-izopropanol ile ¢ozuliir. Bu test, tedaviden sonra yasayabilen hiicrelerin sayisinin
fotometrik olarak belirlenmesine yardimci olmaktadir. Test daha once Eyol (79, 80)
tarafindan bildirilen protokolde baz1 degisiklikler yapilarak uygulanmistir.

Protokol: Laboratuvarimizda yapmis oldugumuz 6n denemelerle 96-kuyucuklu
plate’in herbir kuycuguna 4000 hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi yapilmistir. (On deneme
icin 96-kuyucuklu plate’in herbir kuyucuguna sirasiyla 1000, 2000, 3000, 4000 ve 5000
hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi yapilir ve 24, 48, 72 ve 96. saatlerde yasam oranlari
kontrol edilerek, yapilacak hiicre ekiminin sayist ve MTT testinin kag giin uygulanacag
belirlenir). 48 saat inkiibasyondan (%5 CO2, 37°C) sonra belirlenen konsantrasyonlarda
(1uM, 5 uM, 25 puM, 125 pM, 250 uM) Irinotekan ile (1.2 nM, 6 nM, 30 nM 150 nM, 750
nM ) Cul ve ayn1 konsantrasyonlarda Irinotekan + Cul kombine tedavi edilmistir. Tedaviden
sonraki ilk 24 saatten sonra 1. 96 kuyucuklu plate i¢in MTT testi uygulanmistir. Bunun iginde
96 kuyucuklu plate herbir kuyucuguna 10 pl steril MTT-¢ozeltisi (5 mg/ml PBS’te
hazirlanmig) eklenir ve sonrasinda inkiibatérde 3-4 saat bekletilir.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki biitiin icerik temizlenir ve boyanmis ve yapisik
durumdaki hiicreleri kaldirmak i¢in herbir kuyucuga 100 pl izopropanol eklenir. (0.04 N
HCI ve 2-1zopropanol ile hazirlanir).

Kuyucuklardaki ¢ozelti ¢ekilip birakilarak formazan kristallerinin  ¢oziinmesi
saglanir. Absorbanslar, mikroplate reader’da 570 nm‘de olguliur. Tedaviden 48 saat ve 72
saat sonraki plateler icinde aym islemler uygulanir. Kullamlan bu test 3 kez
tekrarlanmistir. Tedavi edilmeyen kuyucuklardaki hiicreler referans deger olarak (tedavi
edilmeyen/kontrol) belirlenmigtir.

3.8. Wound Healing Testi

Hiucre etkilesimi ve migrasyonunun belirlendigi bir testtir. Bu test daha once
Kaleagasioglu’nun (81) bildirdigi protokolde bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir. 24
kuyucuklu platelere hiicre ekimi (1 ml iginde 60.000 hiicre. Bu sayr hiicre hattina gore
degisiklik gosterebilir) yapilir. 24 saat inkiibasyondan sonra, ya 200ul’lik ya da 10ul’lik
pipet ucu ile kuyucugun ortasindan saat 12 yoniinden baslayarak saat 6 yontne diiz bir ¢izgi
cizilir.
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Sonrasinda kuyucuklardaki vasat g¢ekilir ve taze medyum ile birkag kez yikama
yapilir. Belirlenen konsantrasyonlarda (1 pM, 5 uM, 25 uM, 125 pM, 250 uM ) 0.5 ml
Irinotekan, (1.2 nM, 6 nM, 30 nM, 150 nM, 750 nM) 0.5 ml Cul ile irinotekan ve Cul
kombine tedavisi eklenir. Tedaviden sonraki 0., 24. ve 48. saatlerde fotograflari ¢ekilerek

degerlendirilir.

3.9. Klonogenik Test

Bu testle ise bir tek kanser hiicresinin koloni olusturma yetenegi olgiiliir. Bu test
Tekedereli’nin (82) bildirdigi protokolden bazi degisiklikler yapilarak uygulanmigtir. Alti
kuyucuklu platelerin her birine 2 ml iginde 500 hticre ekilir. 24 saat inkiibe edildikten sonra
belirlenen konsantrasyonlarda Irinotekan, Cul ve Irinotekan + Cul kombine tedavisi yapilir.
Her 5 giinde bir hiicreler tedavi edilir. (Hiicre hattina gore degisebilir). Yaklagik 2 hafta
sonra hiicreler PBS ile yikanir ve Kristal viyole ile boyanir. 50 hiicreden daha fazla hiicreye

sahip koloniler sayilarak degerlendirilir (23).

3.10. istatistiksel Analiz

Aragtirma verilerimizin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS for Windows
versiyon 15.0 yazilimi kullanildi. Nicel degiskenler igin, aritmetik ortalama (X) + standart
sapma (SD) ile sunuldu. Nicel veriler normal dagilim gostermedigi i¢in gruplar arasi
karsilagtirmalarda Kruskal Wallis testi kullanildi. 0,05°den kiicik olan p degerleri
istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Grup i¢i kargilagtirmalarda ise Bonferoni
Mann Witney U testi kullanildi. 0.05/15 yani 0.0033’ten kugiik olan p degerleri istatistiksel
actdan anlamli olarak kabul edildi. Wound Healing testinde ise image] 1.48 programi

kullanildi ve degerler mikron olarak o6l¢tildii.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Test Sonuclar:

Her iki hiicre hatt1 da gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan Irinotekan (1 pM, 5 pM,
25 uM, 125 uM ve 250 uM konsantrasyonlarinda), Cul (1.2 nM, 6 nM, 30 nM, 150 nM ve
750 nM konsantrasyonlarinda) ve Irinotekan + Cul kombinasyonu (1 pM +1.2 nM, 5 uM
+6 nM, 25 uM +30 nM, 125 pM +150 nM ve 250 pM +750 nM konsantrasyonlarinda) ile 48

saat sureyle tedavi edilip, hiicre proliferasyonu MTT testi ile degerlendirilmistir.

4.1.1. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarmin 48 Saat Siireyle Irinotekan ile Tedavisi
Icin MTT Test Sonuclar

SW620 ve LS174T hiicre hatlan 48 saat siireyle Irinotekan ile tedavi edildi ve her iki
hiicre hattinda, kontrol grubuna goére 25 uM dozundan sonra anlamli bulundu. (sirasiyla

p<0.002 ve p<0.001). Elde edilen bulgular Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.1. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 Saat Siireyle Irinotekan ile

Tedavi Sonuglar

. SW620 Irinotecan-48h LS174T lrinotecan-48h
Irinotekan

Gruplar X£SD X+SD
Kontrol 0.68+0.09 0.584+0.09

1 uM 0.75+£0.07 0.52+0.09

5uM 0.65+£0.07 0.48+0.07

25 uM 0.57£0.07 0.36+0.06

125 uM 0.39£0.11 0.22+0.09

250 uM 0.39£0.07 0.13+0.03
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Tablo 4.2. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 Saat Siireyle Irinotekan ile

Tedavisinin Grup I¢i Karsilastirma Sonuglar

Irinotekan SW620 Irinotecan-48h LS174T Irinotecan-48h
Grup i¢i p p
karsilagtirma
Kontrol-1 uM <0.022 <0.142
Kontrol- 5 uM <0.559 <0.006
Kontrol- 25 uM <0.002 <0.001
Kontrol- 125 uM <0.001 <0.001
Kontrol- 250 uM <0.001 <0.001
1 uM -5 uM <0.002 <0175
1 uM -25 uM <0.001 <0.001
I uM - 125 uyM <0.001 <0.001
1 uM - 250 uM <0.001 <0.001
S5uM-25 uM <0.006 <0.001
S5uM - 125 uyM <0.001 <0.001
5uM -250 uM <0.001 <0.001
25 uM - 125 uyM <0.001 <0.001
25 uM - 250 uM <0.001 <0.001
125 uM - 250 uyM <0.867 <0.005




4.1.2. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 Saat Siireyle Kukurbitasin I ile
Tedavisi icin MTT Test Sonuclar

SW620 ve LS174T hiicre hatlar1 48 saat siireyle Cul ile tedavi edildi ve her iki hiicre
hattinda, kontrol grubuna gore 30 nM dozundan sonra anlamli bulundu. (sirastyla p<0.002

ve p<0.001). Elde edilen bulgular Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.3. SW620 ve LS174T Hucre Hatlarinin 48 Saat Sireyle Kukurbitasin 1

ile Tedavisi Sonuglari

Kukurbitasin 1 SW620 Kukurbitasin -48h LS174T Kukurbitasin 1-48h
Gruplar X£SD X+SD
Kontrol 0.55+0.03 0.87+0.13
1.2 nM 0.55+0.05 1.01+0.14
6 nM 0.51%0.05 0.93+0.08
30 nM 0.43+£0.12 0.74+0.05
150 nM 0.35+0.14 0.31+0.03
750 nM 0.30+0.03 0.32+0.03
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Tablo 4.4. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 saat siireyle Kukurbitasin Lile

Tedavisinin Grup I¢i Karsilastirma Sonuglar

Kukurbitasin SW620 Kukurbitasin I-48h | LS174T Kukurbitasin I-48h
I
p p
Grup
ici
Kontrol-1.2 nM <0.664 <0.003
Kontrol- 6 nM <0.032 <0.018
Kontrol- 30 nM <0.002 <0.001
Kontrol- 150 nM <0.001 <0.001
Kontrol- 750 nM <0.001 <0.001
1.2 nM-6 nM <0.018 <0.258
1.2 nM-30 nM <0.003 <0.001
1.2 nM- 150 nM <0.001 <0.001
1.2 nM - 750 nM <0.001 <0.001
6 nM- 30 nM <0.009 <0.001
6 nM - 150 nM <0.001 <0.001
6 nM - 750 nM <0.001 <0.001
30 nM - 150 nM <0.101 <0.001
30 nM - 750 nM <0.001 <0.001
150 nM - 750 nM <0.003 <0.534
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4.1.3. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarmmin 48 Saat Siireyle irinotekan ve
Kukurbitasin I Kombinasyonu ile Tedavisi I¢in MTT Test Sonuclari

SW620 ve LS174T hiicre hatlan 48 saat siireyle Irinotekan ve Cul kombinasyonu ile
tedavi edildi ve her iki hicre hattinda, kontrol grubuna gore ¢ok daha diisiik bir doz olan 1
uM +1.2 nM dozundan sonra anlamli bulundu. (sirastyla p<0.001 ve p<0.001). Elde edilen
bulgular Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.”da verilmistir.

Tablo 4.5. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 Saat Siireyle Irinotekan ve

Kukurbitasin I Kombinasyonu ile Tedavi Sonuglar

Kombinasyo SW620 Kombinasyon-48h LS174T Kombinasyon-48h
n
X+SD X+SD
Grupla
Kontrol 0.83+0.15 0.73+£0.12
I uM +1.2 nM 0.62+0.50 0.57+0.07
5 uM +6 nM 0.58+0.08 0.44+0.06
25 uM +30 nM 0.46+0.10 0.17+0.02
125 pM +150 nM 0.33+£0.09 0.17+0.02
250 uM +750 nM 0.30+0.09 0.16+0.02
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Tablo 4.6. SW620 ve LS174T Hiicre Hatlarinin 48 Saat Siireyle Irinotekan ve

Kukurbitasin I Kombinasyonu ile Tedavisinin Grup I¢i Karsilastirma

Sonuglari

Kombinasyon

Grup i¢i karsilagtirma

SW620
Kombinasyon-48h

LS174T

Kombinasyon-48h

p p
Kontrol-1 uM +1.2 nM <0.001 <0.001
Kontrol- 5 uM +6 nM <0.001 <0.001
Kontrol- 25 pM +30 nM <0.001 <0.001
Kontrol- 125 uM +150 nM <0.001 <0.001
Kontrol- 250 uM +750 nM <0.001 <0.001
1 uM +1.2 nM -5 puM +6 nM <0.318 <0.001
1 uM +1.2 nM -25 pM +30 nM <0.001 <0.001
1 uM +1.2 nM -125 uM +150 nM <0.001 <0.001
1 uM +1.2 nM -250 uM +750 nM <0.001 <0.001
5 uM +6 nM -25 uM +30 nM <0.001 <0.001
5 uM +6 nM -125 pM +150 nM <0.001 <0.001
5 uM +6 nM -250 uM +750 nM <0.001 <0.001
25 uM +30 nM -125 uM +150 nM <0.002 <0.001
25 uM +30 nM -250 uM +750 nM <0.001 <0.001
125 uM +150 nM -250 uM +750 nM <0.291 <0.019
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4.2. Wound Healing Test Sonuglari

Hucreler ekildikten 24 saat sonra tek bir tabaka halinde 24 kuyucuklu plakanin
yuzeyini kapladi ve hiicre tabakast 10 ul veya 200 ul’lik pipet ucu ile saat 12 yontinden
baglayarak saat 6 yonine dogru diz bir ¢izgi ile yark agildi. Cizildikten sonra serum
igermeyen medyumla yikandi ve farkli konsantrasyonlardaki Irinotekan, Cul ve her ikisinin
kombinasyonu ile tedavi edildi. Devaminda ise 0., 24. ve 48. saatlerde fotograflandi. Yariklar
Imagej1.48 programi ile dlgiildii. Sonuglar MTT test sonuclarini desteklemektedir. Yani
Wound healing test sonuglarinda da ilk 24. ve 48. saatlerde agilan yarik en az seviyede
kapanma gostermistir ve hiicrelerin go¢ yetenegi engellenmistir. SW620 hiicre hatti i¢in

Wound Healing test sonuglart Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te verilmigtir.

4.2.1. SW620 Hiicre Hatt1 icin Wound Healing Test Sonuclari

A)

Wound Healing

irinotekan-SWe20
400 4
&
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200 '
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100 -
0
KONTROL 1M 5 250M  425pM 250 M

Coh W24 h H48h
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B)

kontrol

1M

5 M

25 M

125 uM

250 pM

Sekil 4.1. SW620 Hiicre Hatti Wound Healing Testi (Irinotekan Tedavisi)
A) SW620 Hiicre Hattimin 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Irinotekan ile Tedavisinin Wound Healing Test Sonuglari
B)SW620 Hiicre Hattimn Irinotekan ile Tedavisinin Wound Healing Test Fotograflan (Resimlerin

goriintiilenmesinde 4x ve 10x objektifler kullamldr).
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B)

kontrol

1.2nM

6 nM

30 nM

150 nM

750 sM

Sekil 4.2. SW620 Hiicre Hattt Wound Healing Testi (Kukurbitasin I Tedavisi)

A) SW620 Hiicre Hattimin 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Kukurbitasin I ile Tedavisinin Wound Healing Test
Sonuglann B) SW620 Hiicre Hatttmin Kukurbitasin I ile Tedavisinin Wound Healing Test Fotograflar
(Resimlerin goriintiilenmesinde 4x ve 10x objektifler kullanildr).
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B)

kontrol
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Sekil 4.3. SW620 Hiicre Hatti Wound Healing Testi (Irinotekan ve Kukurbitasin I

Kombinasyon Tedavisi)

A) SW620 Hiicre Hattimn 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile Tedavisinin
Wound Healing Test Sonuglar1 B) SW620 Hiicre Hattimn irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile
Tedavisinin Wound Healing Test Fotograflar (Resimlerin goriintiillenmesinde 4x ve 10x objektifler kullamldr).
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4.2.2. LS174T Hiicre Hatt1 icin Wound Healing Test Sonuclari

A)
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B)

Oh 24h 48h

Sekil 4.4. LS174T Hiicre Hatti Wound Healing Testi (Irinotekan Tedavisi)

A) LS174T Hiicre Hattinin 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Irinotekan ile Tedavisinin Wound Healing Test Sonuglart
B) LS174T Hiicre Hattmn 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Irinotekan ile Tedavisinin Wound Healing Test
Fotograflart (Resimlerin goriintiilenmesinde 4x ve 10x objektifler kullamldr).

42



A)

500+

400

300+

200+

KONTROL

Wound Healing
Kukurbitasin I-LS174T

[
L]
- = - ® oo
=] 2 &t
oo L ™
- F
AT
1,2nM gnM 30 nhd 150 nhd
0 h E24h 48 h

23
a7

287

780 ni

43



B)

kontrol

1.2 M

6 nM

30 nM

150 ;M

750 sM

Sekil 4.5. LS174T Huicre Hattt Wound Healing Testi (Kukurbitasin I Tedavisi)

A) LS174T Hiicre Hattimin 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Kukurbitasin I ile Tedavisinin Wound Healing Test
Sonuglart B) LS174T Hiicre Hattimn Kukurbitasin 1 ile Tedavisinin Wound Healing Test Fotograflan
(Resimlerin goriintiilenmesinde 4x ve 10x objektifler kullamldr).
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25 M +30 oM

125 M + 150 aM

250 M + 750 oM

Sekil 4.6. LS174T Hiicre Hath Wound Healing Testi (Irinotekan ve Kukurbitasin I

Kombinasyon Tedavisi)

A) LS174T Hiicre Hattimn 0, 24 ve 48 Saat Siireyle Irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile
Tedavisinin Wound Healing Test Sonuglart B) LS174T Hiicre Hattimn irinotekan ve Kukurbitasin I
Kombinasyonu ile Tedavisinin Wound Healing Test Fotograflar1 (Resimlerin goriintilenmesinde 4x ve 10x

objektifler kullamldi).
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4.3. Klonogenik Test Sonuclari
Klonogenik testinde de elde edilen sonuglar MTT test sonuglarini desteklemektedir.
Ozellikle Cul ve irinotekan kombinasyon tedavisi her iki kanser hiicre hattinda da; belli bir

dozdan sonra kanser hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerini tamamen yok etmistir.

4.3.1. SW620 Hiicre Hattinin irinotekan ile Tedavisinin Klonogenik Test

Sonuclan

SW620 hiicre hattinin Irinotekan ile tedavisinin Klonogenik test fotograflari Sekil

4.7.°de verilmigtir.

Sekil 4.7: SW620 Hiicre Hattinin Irinotekan ile Tedavisinin Klonogenik Test Fotograflart
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4.3.2. SW620 Hiicre Hattinin Kukurbitasin I ile Tedavisinin Klonogenik Test
Sonuclari

SW620 hiicre hattinin Kukurbitasin I ile tedavisinin Klonogenik test fotograflari
Sekil 4.8.’de verilmistir.

Sekil 4.8. SW620 Hiicre Hattinin Kukurbitasin I ile Tedavisinin Klonogenik Test

Fotograflar
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4.3.3. SW620 Hiicre Hattimn Irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile
Tedavisinin Klonogenik Test Sonuclari
SW620 hiicre hattimin Irinotekan ve Kukurbitasin I kombinasyonu ile tedavisinin

Klonogenik test fotograflart Sekil 4.9.”da verilmistir.

Sekil 4.9. SW620 Hiicre Hattinin Irinotekan ve Kukurbitasin I ile Kombine Tedavisinin

Klonogenik Test Fotograflari
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4.3.4. LS174T Hiicre Hattmin Irinotekan ile Tedavisinin Klonogenik Test
Sonuclari
LS174T hiicre hattinin Irinotekan ile tedavisinin Klonogenik test fotograflart Sekil

4.10.”da verilmistir.

Sekil 4.10. LS174T Hiicre Hattinin Irinotekan ile Tedavisinin Klonogenik Test Fotograflar
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4.3.5. LS174T Hiicre Hattimin Kukurbitasin I ile Tedavisinin Klonogenik Test
Sonuclari

LS174T hiicre hattinin Kukurbitasin 1 ile tedavisinin Klonogenik test fotograflar
Sekil 4.11.”de verilmistir.

Sekil 4.11. LS174T Hiicre Hattinin Kukurbitasin I ile Tedavisinin Klonogenik Test

Fotograflar

51



4.3.6. LS174T Hiicre Hattimin irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile
Tedavisinin Klonogenik Test Sonuclari
LS174T hiicre hattimin Irinotekan ve Kukurbitasin I Kombinasyonu ile tedavisinin

Klonogenik test fotograflart Sekil 4.12.”de verilmistir.

Sekil 4.12. SW620 Hiicre Hattinin Irinotekan ve Kukurbitasin Iile Kombine Tedavisinin
Klonogenik Test Fotograflari
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5. TARTISMA

Son yillarda gorilme sikligr ve 6lim oranlarindaki artigsa neden olan en 6nemli saglik
problemlerinden biri olan kolon kanseri, diinyada kadin ve erkeklerde gozlenen en yaygin
kanserlerden biri olup, ginimiizde bircok tlkede, olime neden olan hastaliklar
siralamasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirayt almaktadir (2).

Kanser tedavisinde kansere bagli 6liim oranini azaltmak ve sagkalimi artirmak i¢in
cerrahi yontemler, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden
immiinoterapi, gen tedavisi, anjiyogenez inhibitorleri ve sinyal ileti sistemi inhibitorleri
kullanilmaktadir (5, 6).

Hastaligin erken donemlerinde teshis edilen kolon kanserlerinde cerrahi ve cerrahi
sonrast kemoterapi ve radyoterapinin eklenmesi ile uygulanan adjuvan tedavilerle 5 yillik
yagsam sireleri %90’larin Uzerine ¢ikmaktadir. Fakat ilerlemis donemde tani konan
hastalarda ise ne yazik ki tedavide basari saglanamamaktadir. Bununla birlikte ilerlemig
metastatik donemdeki en 6nemli tedavi segenegi kemoterapidir (26).

Tumor hiicrelerinin gelismesini engelleyen kemoterapotik ajanlar, sitotoksik etkileri
ile timor hticrelerinin biyiime ve ¢ogalmalarim baskilayarak apoptoza neden olurken, tiimor
hiicrelerinin ¢evresindeki saglikli hiicrelere verdikleri hasar sonucunda kanserli hiicrelerin
yant sira sagliklt hiicrelerin de 6limine yol agmaktadirlar (52). Saglikli hiicreler tizerinde
en digik sitotoksik etkiye sahip olan kemoterapétik ajan arayisi, aragtirmalarin bitkisel
uriinlere yonelmesine neden olmustur. Alternatif ve tamamlayict tipta en ¢ok kullanilan
urinler olan bu bitkisel ilaglar, yuzyillardir anti- kanser ajanlar olarak kullanilmaya devam
etmektedir (52). Ayrica, ¢oklu ilaglarla kombinasyon tedaviler, toksisiteyi azaltmak ve
sinerjik etkiyi arttirmak i¢in kanser tedavisinde yaygin olarak uygulanmaktadir (52, 82).
Bitkilerde dogal olarak bulunan fitokimyasallarin, kanserin gorilme sikligini azaltarak
kanser tedavisinde, ozellikle tamamlayict tedavide énemli yeri oldugu yapilan ¢aligmalarla
desteklenmektedir (84 - 8 7). Kukurbitasinler, dogada siklikla bulunan ve yaygin olarak
kullanilan fitokimyasallardir (53, 55, 88, 89). Kukurbitasin ailesinin bir iiyesi olan Cul’nin
cesitli insan kanser hiicre hatlarinda apoptotik ve anti-proliferatif etki gostererek timor
buyimesini inhibe ettigi ve bunu da JAK-STAT sinyal iletim yolaginda JAK2 ve STAT3
fosforilasyonunu baskilayarak yaptigi yapilan bazi ¢aligmalarda gosterilmigtir (70-77, 90,
91-97).
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Yapilan farkli caligmalarda Cul’'min bazi, ¢esitli antikanser ajanlarin etkisini
arttirabildigi ve agresif olup ¢abuk yayilan kanser tiirleri i¢in yeni bir tedavi olanag ve
stratejisi sagladig one surilmustir (16).

Bu amag¢ dogrultusunda ¢aligmamizda, bitkisel bir Griin olan Cul’nin tek bagina ve
antineoplastik bir ajan olan Irinotekan ile birlikte kolon kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik
ve antiproliferatif etkilerinin aragtirllmasi amaglandi.

Yaptigimiz literatir arastirmalart sonucunda kolon kanseri konusunda yapilan
caligmalarda daha ¢ok HT-29 ve HCT-116 kolon hiicre hatlarinin tercih edildigi
gozlenmigtir. Bunun yani sira, Cul'min SW620 ve LS174T insan kolon karsinoma
hiicrelerinde  kullanilmasiyla ile ilgili herhangi bir calismanin halen yapilmadig:
gozlenmistir.

Bu bilgilerin 1s18inda, yaptigimiz bu caligmada, kolon kanseri hiicre hatlarinda
(SW620 ve LS174T), topoizomeraz I inhibitérii olan Irinotekan ile JAK2/STATS3 inhibitorii
olan Cul’'nin ayr ayrt ve birlikte belirli doz ve siirelerde uygulanmasi sonucunda, kanserli
hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri arastirildi. Bu amagla, SW620 ve LS174T hiicre
hatlarina, hicre kultiri teknigi olan MTT testi, Wound Healing testi ve Klonogenik test
uygulandi. Tedaviden sonra kolon kanser hiicrelerinin apoptozis, migrasyon ve koloni
olusturma yetenekleri belirlendi.

Irinotekan ve Cul’'nin SW620 ve LS174T hiicreleri iizerine antiproliferatif etkisini
tespit etmek igin her iki hiicre hatt1 da gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan Irinotekan (1
uM, 5 uM, 25 uM, 125 pM ve 250 pM konsantrasyonlarinda), Cul (1.2 nM, 6 nM, 30 nM,
150 nM ve 750 nM konsantrasyonlarinda) ve Irinotekan + Cul kombinasyonu (1 pM +1.2
nM, 5 uM +6 nM, 25 uM +30 nM, 125 uM +150 nM ve 250 pyM +750 nM
konsantrasyonlarinda) ile 48 saat stureyle tedavi edilip, hiicre proliferasyonu MTT testi ile
test edildi. Her iki hiicre hattinda da sirastyla >25 uM Irinotekan dozu ve >30 nM Cul dozu
ile yapilan tedaviler, istatistiksel agidan anlamli bulundu (sirasiyla p<0.002 ve p<0.001).
Irinotekan ve Cul kombinasyonu ile tedavide ise, her iki hiicre hattinda, >1 pM Irinotekan +
>1.2 nM Cul dozlarn anlamli bulundu. (sirastyla p<0.001 ve p<0.001). Bunun sonucu olarak
calismamizda, SW620 ve LS174T hiicrelerine Cul’nin; tek basina ve Irinotekan ile birlikte
uygulanmasi sonucunda, doza ve zamana bagli olarak hiicre canlilik oranlarinda azalmaya
neden oldugunu belirledik. Hatta Cul, Irinotekan ile birlikte uygulandiginda; hem Cul’nin
hem de Irinotekanin tek baslarina uygulandiklar dozlardan ¢ok daha diisiikk dozlarda bile
hiicre canlilik oranlarinda azalma meydana getirdigini belirledik. Bu verilerden yola ¢ikarak

Cul'nin Irinotekan ile birlikte uygulanmasinin kanser hiicrelerini irinotekana daha duyarli
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hale getirdigini soyleyebiliriz. Nitekim sonuglarimizla uyumlu olarak ¢esitli kanser hiicre
hatlarinin kullanildigr ¢aligsmalarda kukurbitasinlerin bu hiicreleri farkli ajanlara ve klasik
kemoterapi ilaglarina duyarli hale getirdigi gosterilmistir (64, 72, 99-103).Yine Hyeon Jin
Kim ve ark. tarafindan yapilan bir baska in-vitro calismada, SW480 kolon kanser
hiicrelerinde Cul uygulandiginda, SW480 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
izlenmig ve yeni bir antikanser ajan olarak degerlendirilmistir (16, 104).

Kukurbitasinlerle yapilan arastirmalar sadece kanser hiicre kiltirleri ile sinirli
kalmayip, hayvan kanser modellerinde de vyapilmistir. Bu c¢alismalarda da
kukurbitasinlerin tek basina veya doksetaksel, metotreksat, gemsitabin, MG132 ve AG490
gibi diger anti-kanser ajanlar ile birlikte kullaniminin tiimér hiicrelerinin sayisini azalttig
gosterilmistir (16, 72, 76, 77, 93, 102, 105-108).

Aym zamanda Irinotekan, Cul ile birlikte kullamldiginda daha diisiikk dozlarda etki
gosterebilecegi igin Irinotekamin yan etkilerinden de korunmus olabilecegini veya yan
etkilerinin azalabilecegini soyleyebiliriz. Nitekim Yasuyuki Sadzuka ve arkadaglarinin
yaptiklar bir ¢alismada Cul’nin, bir kemoterapotik ajan olan doksurubisinin kardiyotoksik
yan etkilerini azalttigini tespit etmislerdir (109). Bu durum kukurbitasinlerin standart
kemoterapotikler ile birlikte kullanildigi zaman hastaligin kontrol altinda tutulmasinda daha
yararlt olabilecegini gostermektedir. Biz de calismamizda bu verilerle benzer sekilde
Cul'min, Irinotekan ile birlikte, Cul’nin ve irinotekanin tek basina kullamlmasina oranla her
iki htcre hatt1 izerine olan etkisinin arttigin1 belirledik.

Kukurbitasinlerin kolon kanser hiicreleri tizerine olan etkisini arastiran caligmalar
simirli olmakla birlikte, literatiirde lenfoma, 16semi, meme kanseri, akciger kanseri, hepatom,
girtlak kanseri, osteosarkom, glioblastom ve melanom gibi ¢esitli kanser hiicre hatlar ile
yapilan ¢aligmalar da mevcuttur (16, 72-76, ,91, 100, 101, 105, 107, 110-117). Bu
caligmalardan elde edilen hticre canlilik oranlart ve apoptotik degerler sadece MTT analiz
yonteminin sonucu olarak verilmistir. Bu durum yani sadece MTT analizi yapilmig olmasi
ve elde edilen verilerin bagka testlerle desteklenmemis olmasi bu ¢aligmalar i¢in bir
dezavantaj olabilir. Biz ise bu ¢alismamizda sadece MTT analizi yapmadik.

Ayn1 zamanda elde ettigimiz verileri Wound Healing: testi ve Klonogenik test
yontemi ile de dogruladik.

Her iki kanser hticre hatti ile yapilan Wound Healing testlerinden elde edilen
sonuglarda, ilk 24. ve 48. saatlerde agilan yarik kontrol grubuna gore en az seviyede

kapanma gostermigstir ve hiicrelerin go¢ yetenegi engellenmistir.
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Klonogenik testinde de elde edilen sonuglar MTT test sonuglarini desteklemektedir.
Ozellikle Cul ve irinotekan kombinasyon tedavisinde belli bir dozdan sonra her iki kanser
hiicre hattinin koloni olusturma yeteneklerinin tamamen yok oldugunu belirledik.

Tim bu bulgularin 1g181nda ¢alismamiz Cul'nin, kolon kanser hiicrelerinde tek bagina
uygulanmasinin in vitro olarak antikanser etki gosterdigini ortaya ¢ikarmustir. Irinotekan ile
birlikte kombine olarak kullanilmasi ise sinerjistik bir etki gostermis olup, Cul'nin tek
basina gosterdigi apoptotik orandan daha yiiksek bir antikanser etki elde edilmigtir.

Sonug olarak ¢alismamiz, SW620 ve LS174T insan kolon kanseri hiicre hatlarinda
Cul'nin, tek basina ve irinotekan ile birlikte uygulanmasi sonucu apoptozu arttirict ve
proliferasyonu baskilayict 6zelligini gosteren ilk c¢aligmadir. Calismamiz, Cul'nin,
Irinotekan gibi kanser tedavisinde kullamlan antineoplastik ajanlarla birlikte uygulanmasi
durumunda, antineoplatik ajanlarin daha dusik dozda da aynmi etkiyi gosterebilecegini ve

daha dustk yan etki olusturabilecegini literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu olarak gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, SW620 ve LS174T insan kolon kanseri hiicre hatlarinda,
topoizomeraz 1 inhibitorii olan Irinotekan ile JAK2/STATS3 inhibitori olan Kukurbitasin
I'nin tek bagina ve kombine olarak belirli doz ve strelerde uygulanmasi sonucunda, kanserli
hicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, SW620 ve
LS174T hiicre hatlarina, hiicre kultird teknigi olan MTT testi, Wound Healing testi ve
Klonogenik test uygulandi.

SW620 ve LS174T hiicrelerinde Cul ve Irinotekanin ayr ayr uygulandiklan zaman
hiicre ¢ogalmasini engelleyerek hticreleri apoptoza yonlendirdikleri belirlendi. Ayrica Cul
ve Irinotekanin birlikte uygulanmasi sonrasinda antikanser etkide daha fazla artis gézlendi.

Sonug olarak, yapilacak in vitro ve in vivo ¢alismalar ile Cul’nin, Irinotekan gibi
antikanser ajanlar ile diisiik dozlarda kombine kullanimlart sonucunda SW620 ve LS174T ve
diger kolon kanser hiicre hatlart uzerine olan potansiyel kanser oOnleyici etkisinin
belirlenmesi, daha etkin tedavi segeneklerinin gelistirilmesine olanak saglayacagi gibi, bu
molekilin uyardigr ya da baskiladig sinyal yolaklarinin tantmlanmasi, bu yolaklara 6zgul
olabilecek yeni molekiillerin tasarlanmasina ve kolon kanseri tedavisinde daha basarili

yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina olanak saglayacaktir.
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