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OZET

Kolorektal kanser (KRK) diinya genelinde kansere bagl 6liimlerin 6nemli bir
sebebidir. KRK’lerin erken tanis1 ve tedavisi yasam siirelerinin iyilestirilmesi
acisindan O6nemlidir. Bu caligmada, deneysel KRK modeli olusturulan Sprague
Dawley cinsi siganlarda COX-2 inhibitorlerinin tiimér gelisim insidanslar1 ve
anjiyogenezis lizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Arastirmada siganlar 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 12 hafta boyunca
haftada bir, 1 mM EDTA-salin s.c, DMSO ise deney siiresince (25 hafta) her giin
oral uygulandi. DMH grubuna 1 mM EDTA-salin i¢cinde 25 mg/kg DMH 12 hafta
boyunca haftada bir s.c, DMSO 25 hafta her giin oral uygulandi. DMH’le es zamanli
olarak 8 mg/kg Diklofenak’in ve 6 mg/kg Selekoksib’in DMSO i¢inde giinliik oral
olarak deney siiresince uygulandig1r gruplar tedavi gruplar1 olarak belirlendi.
Uygulamalar sonunda siganlar dekapite edilerek alinan kolorektal doku 6rneklerinde
histopatolojik  ve  immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilirken, kan
orneklerinde anjiyogenezis parametreleri ¢alisildi.

Histopatolojik  degerlendirmelerde  kontrollerde  patolojik  degisim
izlenmezken, DMH grubunda %62,5 adenokarsinom, %31,25 displazi, %6,25
oraninda inflamasyon saptandi. Tedavi gruplarinda ise adenokarsinom oranlarinda
belirgin azalma izlendi. Kontrollerle karsilastirildiginda DMH grubunda; VEGF,
ICAM-1, MMP-2, MMP-9 diizeylerinde, MMP-2/TIMP-2 oraninda anlamli artis
saptandi. Tedavi gruplarinda ise DMH grubuyla karsilastirildiginda bu
parametrelerin tamamimda ve MCP-1 diizeylerinde anlaml diisiis, TIMP-2
diizeylerinde ise Selekoksib grubunda anlamli artis saptandi. Immiinohistokimyasal
degerlendirmede, kontrollerle karsilastirildiginda DMH grubunda MMP-2, MMP-9,
Nfik-B’nin boyanma siddeti, yayginliklarinda artis, tedavi gruplarinda ise DMH
grubuyla karsilastirildiginda azalma oldugu izlendi. Selekoksib grubundaki azalma
daha belirgindi.

Sonug olarak, NSAIi’lardan &zellikle COX-2 inhibitorlerinin, KRK olusum
oranlarin1 azalttig1 ve hastalik progresyonunu yavaslattigi immiinohistokimyasal,
histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirme sonuglari ile teyit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, anjiyogenezis, COX-2 inhibitérleri, NSAII



ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF CYCLOOXYGENASE-2 INHIBITORS AND
EVALUATION OF ANGIOGENESIS IN THE MODEL OF EXPERIMENTAL
COLORECTAL CANCER.

Colorectal cancer (CRC) is an important cause of cancer-related deaths
worldwide. Early diagnosis and treatment of CRCs are of importance for improving
survival. In the present study, it was aimed to investigate effects of COX-2 inhibitors
on tumor development incidence and angiogenesis in Sprague Dawley rats in which
an experimental model of CRC was created.

Rats were divided into 4 groups. Control group received 1| mM EDTA saline
(SC, weekly) for 12 weeks and DMSO (PO, daily) throughout experiment (25
weeks). DMH group received 25 mg/kg DMH in 1 mM EDTA-saline (SC, weekly)
for 12 weeks and DMSO (PO, daily) for 25 weeks. The groups received 8 mg/kg
diclofenac and 6 mg/kg celecoxib in DMSO (PO, daily) simultaneously with DMH
throughout experiment were identified as treatment groups. The rats were sacrificed
by decapitation at the end of experiment. Histopathological and immuno
histochemical evaluations were performed in colorectal tissue samples, whereas
angiogenesis parameters were studied in blood samples.

In histopathological evaluations, no pathological change was observed in
control rats, while adenocarcinoma (62,5%), dysplasia (31,25%) and inflammation
(6,25%) were detected in DMH group. In treatment groups, a marked decrease was
observed in adenocarcinoma rate. When compared to controls, a significant increase
was detected in VEGF, ICAM-1, MMP-2, and MMP-9 levels and MMP-2/TIMP-2
ratio in DMH group. When compared to DMH group, a significant decrease was
detected in MCP-1 level and in all above-mentioned parameters, while a significant
increase in TIMP-2 levels in celecoxib group. In immunohistochemical studies, there
was an increase in intensity and extent of staining of MMP-2, MMP-9 and NF«-B in
DMH group when compared to controls, while a decrease in treatment groups when
compared to DMH group. The decrease in celecoxib group was more prominent.

In conclusion, it was comfirmed by immunohistochemical, histopathological
and biochemical evaluation results that NSAI drugs, particularly COX-2 inhibitors,
decrease rate of disease and slow down progression of existing disease in CRCs.

Keywords: Colorectal cancer, angiogenesis, COX-2 inhibitors, NSAI drugs
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MT-MMP : Membran tipi MMP
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1. GIRIS

Kolorektal karsinom; gelismis iilkelerde Onemli oranda morbidite ve
mortaliteye sebep olan bir kanser tlriidiir. Goriilme sikligi agisindan
degerlendirildiginde Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore kolorektal kanser
(KRK) her iki cinsiyette de en sik goriilen iiclincii kanser tirii olmustur (1). Yine
WHO verilerine gore her yi1l yaklasik 945 bin kisi KRK nedeniyle hastalanmakta ve
yaklagik 500 bin kisi KRK nedeniyle hayatini1 kaybetmektedir (2).

Kolonun  malign  (k6tii  huylu)  tiimorleri  mikroskobik  olarak
degerlendirildiginde; adenokarsinom, melanom ve sarkom olarak 3 grup altinda
siniflandirilir. Mevcut bir adenomun malign tiimoral doniisimii en az 5 yil, ama
cogunlukla 10-15 yillik bir siiregte gergeklesir (3). Solid tiimorlerin tamaminda
oldugu gibi kolorektal tiimorlerin gelisim ve metastaz asamalarinda da anjiyogenezis
kritik bir dneme sahiptir. Hipoksi ve beraberinde tam olarak tanimlanamamis bir
takim uyaranlar, vaskiiler endotel biiylime faktori (VEGF), fibroblast biiyiime
faktorii (FGF), transforme edici biiylime faktori-f (TGF-B), trombosit kaynakli
biliytime faktorii (PDGF) gibi anjiyogeneziste etkili faktorlerin salinmasima aracilik
eder. Ekstraseliilermatriks (ESM) ve onu ¢evreleyen hiicrelerle, endotel hiicreleri ve
timor hiicrelerinden salinan bu biiyiime faktorleri, sitokinlerle beraber kendilerine ait
reseptorlerin endotel hiicrelerini uyarmalari sonucunda anjiyogenezisi baslatirlar (4).

Timor biliylimesi i¢in anjiyogenezis zorunludur. Anjiyogenezis, ESM’in
tekrar sekillenmesini gerektiren bir agamadir (5). Timor hiicrelerinin olusum ve
gelisim asamalari, tiimor hiicresinin tiimore komsu diger hiicrelerle (fibroblast,
inflamatuvar hiicreler vb) olan etkilesimine baglidir. Bu asamada 6zellikle timor
hiicrelerinin stromal hiicrelerle arasindaki iliski tiimér invazyonu ve metastazi
agisindan olduk¢a 6nemlidir. Tiimoral hiicrelerden kemotaktik faktorlerin salmimai,
inflamatuvar hiicrelerin tiimor bdlgesine gdgiiyle bu bolgede makrofaj, monosit gibi
inflamatuvar hiicrelerden salman biiyiime faktorleri ve sitokinlerin artisma yol
acmaktadir. Sitokinlerdeki bu artigla birlikte stromal hiicrelerden ESM’i yikan
proteaz salmimi1 uyarilir (6,7).

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)’1 de iceren kemokinler ve bunlara
ait reseptorler de anjiyogenezisle birlikte tiimor biiyiimesi ve kok hiicre

proliferasyonunun diizenlenmesinde 6nemli role sahiptirler. Bu rol, anjiyogenezis ve



timOr biiylimesini modiile ederken, kok hiicre proliferasyonunu inhibe etme
yoniindedir (8).

Kanser gelisim siirecinde kalic1 bir inflamasyon gelisimiyle birlikte biiylime
faktorleri ve sitokinlerin artisiyla uyarilan artmis matriksmetalloproteinaz (MMP)
ekspresyonun da oldugu gosterilmistir. Bu asamada tiimor hiicresinin temel amaci,
yerlestigi dokunun olanaklarmi kullanarak kendi metabolizmasini daha ekonomik
hale getirmektir (9). MMP’lar ESM ile bazal membran bilesenlerini parcalama
ozelligine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko igeren bir enzim ailesidir. MMP’lar
yeniden yapilanma, morfogenezis, uterus involiisyonu, kemik resorpsiyonu, yara
yilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarin yam sira tiimor
hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siireclerde de dnemli rol
oynarlar (10). MMP’larm spesifik doku inhibitorleri (TIMP)’lar in vivo sartlarda bu
enzimlerin aktivitesinin regiilasyonunda énemli rol oynarlar. MMP’lar ve TIMP’larin
arasindaki oran ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde degismekte ve bu durum
farkli patolojik durumlarin patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir (10-12).

MMP’lerin anjiyogenik etkilerinin yanisira endostatin olusumuna katkida
bulunarak gosterdikleri anti-anjiyogenik etkileri, anjiyogenezisin regiilasyonu
stirecinde proteinler arasi etkilesimin karmasiklig1 acisindan 6nemlidir (13).

Transkripsiyonel bir faktor olan Niikleer faktor kappa B (NF-xB) de
MMP’lara benzer sekilde invazyonla iliskili faktorlerin transkripsiyonel olarak
diizenlenmesi yoluyla gergeklesen tiimor gelisim silirecinde biiylik 6neme sahiptir
(14). Bunun yani sira, NF-kB sinyal yolag: ile apopitozisin baskilanmasi sonucu
kanser hiicrelerinin gelisimine izin verildigi gosterilmistir (15).

Hiicre adezyon molekiilleri, hiicre-hiicre etkilesimlerinde ve hiicre ile hiicre
dis1 matriks bilesenleri arasindaki etkilesimlerde onemli rol oynamaktadir. Kanser
hiicrelerinin adezyon o6zelliklerindeki degisimler, bu hiicrelerin malign potansiyel
kazanmalarini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (16).

Adezyon molekiilleri baslica, immiinglobiilin (Ig) siiperfamilyasi, selektinler,
integrinler ve kaderinler olmak {izere dort ana smifa ayrilirlar. Ig siiperfamilyasinin
birer iiyesi olan interselliiller adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicresel
adezyon molekiilii-1 (VCAM-1), tiimoral yapiya infiltre olarak hiicresel ve humoral

immiin cevap yoluyla tlimoriin sitolizine katkida bulunmaktadirlar (17).



Timor hiicreleri uzun bir siire sessiz kaldiktan sonra karsinojenik etkiyle
malign potansiyel kazanirlar ve kontrolsiiz ¢cogalmaya baslarlar. Daha sonrasinda
anjiyogenezisin devreye girmesiyle timor ilerleyisi hizli bir doneme girer. Bu goz
oniinde bulunduruldugunda damarlanma baslamadan ya da heniiz minimal diizeyde
iken bu yonde uygulanacak etkin tedavi yontemleri ile basarili sonuglar
almnabilecektir.

Tedavide antiinflamatuvar etkinliginden yararlanilan  siklooksijenaz
inhibitorleri de etkin tedavi ajam1 olarak literatiirlerde yerlerini almiglardir.
Siklooksijenaz (COX) enziminin farkli genler tarafindan kodlanan COX-1 ve COX-2
olmak tizere baslica iki izoformu vardir (18, 19).

COX-2’nin bircok karsinom tipinde ekspresyonu artmistir. COX-2’nin
neoplastik biiylimeyi indiikleyerek, anjiyogenez ve tiimor invazivliginde rol oynadigi,
yani1 sira apopitoza direnci arttirdig1 bilinmektedir (20, 21).

Bir¢ok c¢alismada KRK’larda COX-2 overekspresyonu gosterilmistir. Son
zamanlardaki caliymalardan elde edilen sonuglar COX-2 ekpresyonunun kolon
karsinom patogenezi lizerine belirgin etkisi oldugunu gostermektedir (18, 22).

Bu calismanin temel amaglarindan biri; ratlarda 1,2 dimetilhidrazinle (DMH)
indiiklenmis kolorektal tiimorlerde o6zellikle anjiyogenezis siirecindeki etkinlikleri
bilinen VEGF, MMP-2, MMP-9, ICAM-1, MCP-1, dogal bir metalloproteinaz
inhibitorii olan TIMP-2 ile transkripsiyonel bir faktér olan NF-xB diizeylerinin
degerlendirilmesi ve  yukarida bahsedilen mekanizmalar g6z  Oniinde
bulunduruldugunda COX-2 inhibitorleri gibi molekiiler hedefe yonelik ajanlarin

uygulanmasimin bu tiimorler iizerine etkinliginin arastirilmasidir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kolorektal Karsinom

1.1.1.1. Kolorektal Karsinomlarin Epidemiyolojisi

WHO verilerine géore KRK her iki cinsiyette de en sik goriilen {igiincii
kanser tiirii olmustur (1). Kansere bagli en sik 6liim nedenleri arasinda ise erkeklerde
ikinci ve kadinlarda ise tiglincii siray1 almaktadir (23). Her yil bir milyona yakin kisi
KRK’e yakalanmakta ve yaklasik bes yiiz bin kisi KRK’e bagl olarak 6lmektedir
(24). T.C Saghk Bakanhigi Kanser Savas Daire Baskanligi’nin yaptigi istatistiklere

gore ise kolorektal kanser, akciger kanseri, meme kanseri ve mide kanserini takiben



4. sirada yer almaktadir. Her iki cinsiyet i¢cin de yasamlar1 boyunca KRK gelisme
riski % 13,2 civarindadir (25). Yasla beraber her iki cinsiyette de goriilme sikligi
artmaktadir ve 6zellikle 75 yas lizerinde hem kadin hem de erkeklerde en sik goriilen
kanser tiirli olmustur (26). Yasa bagh insidans ve mortalite oranlar1 ise sirasiyla
kadinlarda 100.000°de 37,5 ve 14,1 iken, erkeklerde daha yiiksek olup sirasiyla
100.000°de 52,2 ve 20,5 olarak saptanmistir (27).

1.1.1.2. Kolorektal Karsinomlarin Etiyolojisi

KRK’ler hem sporadik (~%95) hem de kalitsal (~%35) olarak ortaya ¢ikabilir.
Etiyolojilerinde cevresel ve genetik faktorlere ek olarak prekanserdz hastaliklar da
rol oynamaktadir (28).

1.1.1.2.1. Genetik Faktorler

KRK’lerin ortaya cikisinda genetik degisikliklere ait 6zellikler 6nemli rol
oynar. Kolorektal kanserler, malign doniisiimde genetik ve hiicresel olaylar zinciri
acisindan oldukga detayl1 arastirilmis bir kanser tipidir. Sporadik olarak gelisen KRK
vakalarinda adenomat6z poliplerin ortaya c¢ikisi ve devaminda tiimdér dokusunun
gelisiminden, iki vurus modeli (two-hit hipotezi) sorumlu tutulmustur. Adenomlarda,
adenomatoz polipozis koli (APC) geninin her iki kopyasinda da kayip olmasi, APC
mutasyonu ile birlikte hiicre siklusunun kontrolden ¢ikmasi ve tiimoral doniisiimle
epitel hiicrelerinin kaybi ile sonucglanir. Sporadik tiimorlerde ise tiimorii ¢evreleyen
normal dokuda benzer kaybin izlenmemesi bu goriisii desteklemektedir (29).
Adenomlarm ¢ok biiyiik bir kisminda APC gen mutasyonu tespit edilmistir (30).
Bunu takiben ortaya ¢ikan g¢esitli degisiklikler tiimér olusum asamalarinin
gerceklesmesine yol acarlar ve cevresel faktorler de KRK’lerin ortaya ¢ikisini
hizlandirabilir. Bu kanserlerde kalitim sekli mendeliyan degildir (29).

Baslica kalitsal kolorektal kanser tipleri;

a) Familyal Adenomat6z Polipozisler (FAP)

b) Kalitsal Nonpolipozis Kolon Sendromlar1 (HNPCC)= Lynch Sendromu

¢) Hamartamat6z Polipozis Sendromlar1

a) Familyal Adenomato6z Polipozisler (FAP):

Otozomal dominant kalitilan bu hastalikta kolonda ylizlerce bening polip
mevcuttur. Mevcut poliplerin malignlesme potansiyeli vardir (28).

FAP’in ¢ farkli varyant1 bulunmaktadir (28);
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Gardner Sendromu
Turcot Sendromu

Ailesel Adenomat6z Polipozis Koli (AAPC)

b) Kalitsal Nonpolipozis Kolon Sendromlarnt (HNPCC)= Lynch

Sendromu:

APC gen mutasyon mekanizmasima ek olarak hatali eslesme tamir (mismatch

repair=MMR) genlerindeki mutasyonlarm bu hastaligin patogenezinde rol oynadigi

gosterilmistir (31).

HNPCC i¢in Amsterdam kriterleri tanimlanmustir (32). Buna kriterlere gore:

KRK aile tiyelerinin en az ii¢linde olmalidir.

Ug aile iiyesinden bir tanesi, diger ikisinin birinci dereceden akrabasi
olmalidir.

Birbirini takip eden en az iki nesil KRK’dan etkilenmis olmalidir.
Etkilenen aile iiyelerinin en az bir tanesinde 50 yasindan daha 6nce KRK
ortaya ¢cikmalidir.

Kanser tanis1 patolojik olarak dogrulanmalidir.

¢) Hamartamatoz Polipozis Sendromlar (33):

Peutz-Jeghers Sendromu
Familyal Juvenil Polipozis
Herediter karisik yapili Polipozis Sendromu

PTEN Hamartom Timor Sendromu

1.1.1.2.2. Cevresel Faktorler ve Diyet

KRK goriilme sikligi toplumlarm diyet aliskanhigi ile oldukca iliskilidir.

Ozellikle sedanter yasam tarzina sahip, hayvansal yaglardan zengin, yiiksek kalorili

diyetle beslenen kisilerde goriilme orani daha fazladir (34). Epidemiyolojik

calismalar uzun siireli et tiiketiminin kolorektal tlimorler i¢in 6nemli bir risk faktori

oldugunu ortaya koymustur (35). Bunun yani sira alkol tiiketimi, sigara kullanima,

obezitenin de risk faktorii oldugu bilinmektedir (36, 37). Sebze ve meyveden zengin

diyetle beslenmeye bagli artmis folik asit alimi (38), fiziksel aktivite, Ostrojen

replasman tedavisi ve uzun siireli nonsteroid antiinflamatuvar ilag (NSAIQ) kullanimi

gibi durumlar ise KRK insidansini azaltmaktadir (34).



Epidemiyolojik faktorlerle KRK arasindaki iligkinin temelinde yatan
molekiiler sebepler kesin olarak aydimnlatilamamistir. Etin pisirilmesi esnasinda
ortaya ¢ikan heterosiklik aminlerin fekal safra asitlerini uyarmasi ve reaktif oksijen
radikallerinin iiretiminin bu yolda olas1 bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (39).
Folik asit gibi sebze antikarsinojenleri ve antioksidanlar detoksifiye enzimleri
indiikler. Lif fermantasyonu neticesinde koruyucu ozellikteki ugucu yag asitleri
diretilir. Barsaktan hizli gegise bagli olarak kolorektal epitelyumla temas azalir (38).

Bunlarin yani sira terapotik pelvik radyasyon da etiyolojide rol oynayan
cevresel nedenler arasindadir (40, 41).

1.1.1.2.3. inflamatuvar Barsak Hastahklar

KRK gelisiminde bir diger etiyolojik risk faktorii de inflamatuvar barsak
hastaliklarinmn iki major formu olan Ulseratif kolon ve Chron hastah@idir (42, 43).
Ulseratif kolit premalign bir hastalik olarak kabul gormektedir. Ulseratif kolitin
KRK’e bagli 6liim oranlarin1 yaklasik 4,4 kat arttirdig1 yapilan populasyon temelli
calismalarda gosterilmistir. Klinik caligmalarda ise bu oran daha yiiksektir ve
iilseratif kolitin KRK insidansii 20 kat arttirdigini géstermektedir. Chron hastaligi
ise KRK insidansimni 3 kat arttirmaktadir (39).

1.1.1.2.4. Adenomlar

KRK’lerin biiylik bir ¢ogunlugunun adenom zemininden gelistigi kabul
edilmektedir (44-46). Sporadik kolorektal karsinomlarin yaklasik %80’inde goriilen
APC/B-katenin yolundaki defekt sonucu adenom- karsinom doniisiimii, lokalize bir
epitel proliferasyonu ile kiiclik adenomlarm olusumuyla baslamakta bunlarin
progresif olarak genislemesiyle devam ederek invaziv kanserle sonug¢lanmaktadir
(30).

1.1.1.3. Kolonun Anatomisi ve Embriyolojisi

Kolon, gastrointestinal sistemin ileogekal wvalv ile rektosigmoid kose
arasindaki yaklasik 150 cm’lik boliimiinii teskil eder. Swrasiyla ¢ekum, ¢ikan kolon,
transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon seklinde devam ederek rektosigmoid
kosede rektum ile birlesir (47).

1.1.1.3.1. Cekum

Kalin barsagm ilk parcasi ¢ekumdur. Tiim ylizeyleri periton ile ortiiliidiir.

Kolonun en genis kismi olan ¢gekum yaklasik 7,5-8,5 cm captadir. Kolon ilerledikce



belirgin olarak daralir, en dar oldugu kismi ise 2,5 cm ¢ap1 ile sigmoid kolondur.
Buna bagh olarak, ¢cekum tiimorleri klinik olarak semptom verdiklerinde biiyiik
boyutlarda olmalarina ragmen, sigmoid kolon tiimorleri kiiclik boyutlardayken bile
semptom verirler. Distal kolon obstruksiyonuna bagli perforasyonun en sik
goriildigl yer de gekumdur (48, 49).

Cekumun i¢ yan ve arka yiiziine, ileogekal valvin 2 cm altina appendiks acilir.
Ortalama uzunlugu 9 cm (2-20) olup, kor olarak sonlanan tiibiiler bir yapidir (50).

1.1.1.3.2. Cikan Kolon

Cekumdan itibaren yukar1 karaciger sag lob komsuluguna kadar ilerleyen
kolon boliimiidiir, burada hepatik fleksuray1 olusturarak tranvers kolon olarak devam
eder. Yaklasik uzunlugu 15-20 cm’dir. On ve yan kisimlar1 periton ile kaphidir, arka
kisimda gozeli toldt fasyasi aracilifiyla karm arka duvarina tutunur. Yan periton ile
toldt fasyasimin birlestigi nokta toldt ¢izgisidir (50).

1.1.1.3.3. Transvers Kolon

Sag kolonun kosesinden baglayan transvers kolon batin1 sagdan sola kat eder,
dalagin 6n kisminda sol kolonun kosesini olusturarak (ki bu kisim splenik
fleksuradir) buradan itibaren asagi doner. Ortalama uzunlugu 50 cm’dir ve tamami
periton ile kaphdir. Pankreas ve sol bobrek kapsiiliine mezosu araciliiyla asilarak
batmi alt ve list olmak tizere iki boliime aywrir. Enfeksiyonlarin batin i¢ine yayilimini
engellemek acisindan bu olusum 6nemli bir bariyer olusturur. Omentum majus,
transvers kolonun On-list kismina yapisarak ince barsaklar1 dnden Orter ve asagiya
pelvise dogru uzanir (50, 51).

1.1.1.3.4. inen Kolon

Splenik fleksuradan baglayarak pelvis girisine kadar ki yaklagik 25 cm’lik
kolon pargasidir. Pelvis girisinde sigmoid kolon seklinde devam eder. On ve yan
kisimlar1 periton ile kapliyken arka kisminda periton yoktur (50, 51).

1.1.1.3.5. Sigmoid Kolon

Inen kolonun devamu sigmoid kolondur. Yaklasik 40 c¢m olan boyu
degiskenlik gosterir. Rektosigmoid koseden itibaren rektum olarak devam eder.
Tamami peritonla kaphidir. Mezosu araciligiyla ters v seklinde batin arka duvarina
tutunur. Ureter, mesane, kadinlarda uterus, iliak arter, sakral pleksus, priform kast ile

komsulugu vardir (47, 51).



1.1.1.3.6. Rektum Anatomisi

Rektum, yaklasik olarak 12-15 cm uzunlugundadir. Rektum liimenine dogru
uzanan Houston valfleri diye adlandirilan {i¢ ayr1 submukozal kivrim igerir. Arkada
presakral fasya, presakral vendz pleksus ve pelvik sinirleri rektumdan ayirir. S4
seviyesinden itibaren rektosakral fasya (Waldeyer Fasyasi) one ve asagi dogru
uzanarak anorektal bileske seviyesindeki fasia propriayaya yapisir (51).
Denonvilliers fasyasi rektumu erkekte prostat ve seminal vezikiilden ayirirken,
kadinda ise vaginadan aymrir. Lateral ligamentler rektumun alt boliimiinii destekler.
Cerrahi anal kanal 2-4 cm uzunlugunda olup anorektal bileskeden baslar, anal giriste
biter ve genellikle erkeklerde kadinlardan daha uzundur. Dentate ya da pektinate line
kolumnar rektal mukoza ile skuamoz anoderm arasinda bulunan gecis bdlgesini
isaret eder. Dentate cizginin 1-3 cm proksimalindeki mukozanin histolojik yapisi;
kolumnar, kiiboidal ve skuamdz epitelin 6zelliklerine sahiptir ve bu bdlge anal gegis
bolgesi (anal transion zone) olarak anilir. Dentate ¢izgi etrafinda Morgagni kolonlar1
olarak bilinen longitudinal mukoza kivrimlar1 vardir. Morgagni kolonlarina anal
kriptler bosalir (52). Distal rektumda i¢ diiz kas kalinlagarak internal anal sfikteri
meydana getirir. Bu da subkutan, siiperfisiyal ve derin eksternal sfinkter ile
cevrilmistir. Derin eksternal anal sfinkter puborektal kasin bir uzantisidir.
Puborektalis, ileokoksigeus ve pubokoksigeus kaslar1 pelvik tabanin levator ani
kaslarini olusturur (52).

1.1.1.3.7. Ratlarda Kolon Anatomisi

Ratlarin gastrointestinal sistem anatomisi temelde insan anatomisi ile olduk¢a
benzerlik gostermesine ragmen safra keselerinin olmayist ve duodenum
anatomisindeki fakliliklar gbéze carpmaktadir. Duodenum S seklinde karacigerin
viseral yliziinii takip ederek ilk 6nce saga, sonra orta hatta yonelir, transvers kolon ile
arasinda bulunan baglanti kolonun disseksiyonu esnasinda dnemlidir. Ratlarda, ileum
direkt kolona agilir, insanda bulunan iliogekal valv yapis1 yoktur. Cekum ratlarda da
kolonun en genis bolimiidiir ve 6-9 cm. uzunlugundadir. Devaminda daralarak
insandaki gibi ¢ikan kolon, transvers kolon ve inen kolon bdliimlerini olusturur.
Ortalama uzunlugu 21-24 cm’dir. Makroskopik olarak ayirt edilebilen tenya yapisi
yoktur. Rektumu kolonun diger segmentlerinden ayirt eden 6zelligi ise mukozal

oblik pililerin bagirsak uzun eksenine paralel olmasidir. Insandan farkli olarak



kolonun tamamina yakini mobildir ve visseral periton ile ortiiliidiir. Bu 6zellikleri ile
rat kolonu anatomik agidan kolorektal kanser modeli olusturmak amaciyla, uzun

zamandir kullanilan bir modeldir (53) (Sekil 1).

Sekil 1. Rat Kolon Anatomisi
(1) ve (2) ¢ikan kolon, (3) mide, (4) duodenum, (5) ¢ekum ve (6) inen kolon , * mesane (53).

1.1.1.4. Kolonun Histolojisi

Kalin barsak duvari; mukoza, submukoza, muskularis propriya ve seroza
(perikolik yag dokusu) olmak iizere 4 tabakadan olusur. Mukoza da kendi iginde
epitelyum, lamina propriya ve muskularis mukoza olarak {i¢ tabakaya ayrilir (54, 55).

1. Tunika mukoza: Mukozal ylizey kiiboidal epitel ya da tek sirali algak
kolumnar epitelle doseli olup goblet hiicreleri ve absorbatif hiicreler igerir. Mukozal
yiizeye agilan Liberkiihn kriptleri de matiir absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleriyle
devam eder. Buna ek olarak immatiir ve indiferansiye prekiirsor hiicreler, paneth
hiicreleri ve endokrin hiicreler de kriptlerin bazalinde ¢ok sayida bulunur. Goblet
hiicreleri miisin sentez, depo ve saliniminda gorevliyken absorbtif hiicreler ise su ve

elektrolitleri absorbe eder.



2. Tunika submukoza: Lamina proprianin hiicresel igerigini barmndiran,
noral pleksusu (Meissner pleksusu) bulunan, gevsek bag dokusundan meydana
gelmis bir tabakadir.

3. Tunika muskularis: Bu tabakada igte sirkiiler, dista ise longitudinal kas
tabakalar1 vardir ve bu iki tabakanin arasinda myenterik Auerbach pleksusu bulunur.

4. Tunika seroza: Tek sirali yassilasmig veya kiiboidal mezotelyal hiicreler
ile doseli peritona ek olarak fibroelastik dokudan olusur. Bu tabakada kan damarlar1
ve lenfatikler bulunur. Transvers kolon, sigmoid kolon, ¢ekum ve appendiksi tam
olarak sarar.

1.1.1.5. Kolorektal Kanserlerde Histopatoloji

Makroskopik Ozellikler: Makroskopik 6zellikler agisindan biiyiik boyuttaki
tiimorlerde tig tiir vardir (56).

* Liimene dogru kitlesel biiyliyen tip: Bu makroskobik tip daha ¢ok ¢ekum ve
c¢ikan kolonda goriiliir. Tiimoriin imen i¢indeki kismi intramural béliimiinden daha
fazladur.

o Infiltratif-iilsere tip: Ozellikle transvers ve inen kolonla rektumda sik
goriiliir.

* Aniiler-konstriiktif tip: Daha ¢ok rektum ve sol kolonda goriiliir

Mikroskopik Ozellikler:

WHO’ya gore kolorektal karsinom histolojik siiflamasi asagidaki gibidir
(56):

» Adenokarsinom

* Miisindz adenokarsinom

* Tash yiiziik hiicreli karsinom

* Adenoskuaméz karsinom

* Skuamoz hiicreli karsinom

* Andiferansiye karsinom

» Kiigiik hiicreli karsinom

1.1.1.6. Kolorektal Karsinogenez

Sporadik gelisen KRK’larin yaklasik %80-90’ninda APC mutasyonuyla
birlikte Wingless ve Int-1 genleri (Wnt)/B-katenin yolaginin uygunsuz aktivasyonu

ortaya ¢ikmaktadir (57-59). Multifonksiyonel bir gen olan APC’nin en 1yi karakterize

10



edilmis etkisi glikojen sentaz kinaz- 3 (GSK-3p) ve aksin ile olusturdugu kompleks
yoluyla p-kateninin fosforilasyonu ve devaminda ubikitin proteazom aracili

yikimiyla Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin kontroliinii saglamasidir (58, 60) (Sekil 2).

VWt ucla kompleks
ol
——
Sinyal
wolu aktif
Fz =3 5
so  GEED B
A Ckia ?
- Ckla
A ., APC
Fl
L GSK3B GSK3B
wikici kompleks *
o - o
B-katenin
—_— s -
B-katenin F o yikilmadan kalir
parcalamr
Simyal inaktif Sinyal a_lﬁjf )
Transkripsiyon inakfif Transkripsiyon aktif

Sekil 2. WNT/Beta-Katenin Sinyal Yolagi (61).

B-katenininin gorevi, farklilasmis hiicrelerde hiicre iskeletinin aktin
flamanlarma, E-kaderin epiteliyal adezyon molekiiliinii baglamaktir. Insan
neoplazmlarinda APC mutasyonlar1 sonucu fonksiyon kaybiyla birlikte patolojik bir
inhibisyon ortaya ¢ikar. Bu inhibisyonla hiicre i¢i B-katenin birikir ve g¢ekirdege
transloke olur. Niikleer B-katenin, T-hiicresel faktor 4 (TCF-4) gibi bazi niikleer
faktorlere baglanarak transkripsiyonel aktivasyon i¢in ¢ok etkili bir kompleks
olusturur (62, 63).

TCF-4/B-katenin transkripsiyonel aktivitesinin hedef aldig1 ilk genlerden biri
siklin D1 genidir. Siklin D1, retinoblastom (Rb) genini fosforilleyerek onu inaktive
eder. Inaktif Rb, aktifken kendisine bagli olan transkripsiyon uzama faktdrii-2
(E2F)’y1 serbest birakir E2F de hiicre sikliisiiniin G1-S gecisi i¢in aktive genlerden
meydana gelmis niikleer kompleksi olusturur ve hiicre dongiisii bozulur. Bu bilgilere
dayanarak [-kateninin kolorektal kanser gelisiminde etkili bir onkogen oldugu
varsayilmistir (62, 64).

K-ras (Rat Anjiyo Sarkom) geni de kolon kanserlerinde %50 oraninda

mutasyona ugramis kolorektal kanserlerle iligkili major onkojenik genlerden biridir

11



(65). Bu gen hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda goérev alir ve 1 cm’den kiigiik
adenomlarin %10’undan azinda, 1 cm’den biiyiik adenomlarin yaklasik %50’sinde,
karsinomlarn ise yaklasik %350’sinde mutasyona ugramistir. Kolon kanserlerinin
%70-80’inde ise 17p kromozomunda kayip tespit edilmistir. Bu kromozomal
delesyon hiicre sikliisiiniin diizenlenmesinde kritik 6neme sahip p53 genini etkiler
(66). Telomeraz, kromozom sabitlesmesinde gorev alwr. Katalitik bir alt {inite gibi
davranan telomerik reverse transkriptaz (TERT) enzimi ile birlikte bir
riboniikleoprotein  kompleksi yapisindadir. Telomeraz aktivitesi hiicrelerin
Olimsiizliigii icin gereklidir. Cogu adenomda telomeraz aktivitesi bulunmazken
kolorektal karsinomun da ig¢inde bulundugu bir¢ok kanser tiiriinde ise telomeraz
aktivitesi artmistir (66).

1.1.1.7. Kolorektal Karsinom Gelisim Evreleri

Erken adenom evresi

APC gen inaktivasyonu (APC geni allellerinden birinde kayip digerinde
mutasyon) ile birlikte hiicrelerde proliferasyonun uyarilmasi sonucu ilk olarak
mikroadenomlar olusur. COX-2 expresyonunun da katkida bulundugu bu evrede
normal epitelden adenoma bir gecis vardir (Sekil 3). Ayrica bu siirecte artan Protein
Kinaz C beta 2 (PKCP2) ekspresyonu hem TGF- sinyal yolagini baskilamak
yoluyla, hem de COX 2 ekspresyonunu indiikleyerek kanser gelisimine katkida
bulunur (67).

Ge¢ adenom evresi

K-ras mutasyonuyla birlikte, prolifere olmus hiicrelerden biri polip iizerinde
bir alanda hizla biiyliyen bir hiicre dizisinin olusumuna neden olur (monoklonal
cogalma). Bu evrede adenomun biiylimesini hizlandiran bir diger etken de
anjiyogenezisi uyaran faktorlerdir (68).

Displazi evresi

Adenomlarda displastik degisiklikler bu evrede izlenir. Hiicrelerin hizli
proliferasyonu esnasinda mutant APC/K-ras klonlarinin bazi hiicrelerinde olaya p53
gen mutasyonlar1t da katilir (Sekil 3). Bu evrede p53 mutasyonlarina ek olarak
heterozigozite kayb1 (LOH; Loss of Heterozigosity) ger¢eklesir ve bu nedenle gende

inaktivasyon da goriilmeye baslanir (68).
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Kanser evresi ve metastaz

Bir hiicrede p53 genine ait allellerden birisinde mutasyon, diger allelde de
kayip olmasi durumunda apopitozisin inhibe olmasiyla birlikte, LOH ile kontrolsiiz
cogalma yoluyla malign fenotip gelisir. Bir¢cok yeni mutasyonun olusmasina neden
olan kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz cogalma (genomik kaos) sonucu invazyon ve

metastaz tetiklenir (68).

DNA onarim genlerindeki mutasyenlar

Kromozom 5q 12p 18g21 17p

Degigim Mutasyon veya delesyon Mutasyon Delesyon Delesyon Mutasyon (MSI)

Gen APC Cox-2 k-rag DCC/Smadd p53  TGFBRI
Normal Hiperproliferatif Erken Intermediate Geg Karsinom
epitel =P cpitel e adenom —" adcnom i adenom B

Iyl —

Syl

Genetik faktdrler = =p Cevresel faktorler

Sekil 3. Kolon kanseri gelisiminin molekiiler modeli (69).

1.1.1.8. Kolorektal Karsinomda Lokalizasyon

Karsinomlarin yaklasik %50’si rektosigmoid bolgede lokalizedir. Ancak bu
ozellik giderek azalmakta ve olgular proksimale dogru kaymaktadir (70, 71).

Riskin diisiik oldugu tilkelerde KRK ¢ekum ve ¢ikan kolonda, sol kolondan
daha sik goriiliirken; ytiksek riskli iilkelerde ise rektosigmoid bdlgede goriilme orani
daha yiiksektir (72, 73). Birden fazla odakli karsinom ise vakalarin yaklasik %3-
6’sinda goriiliir (70).

1.1.2. NSAil’lar ve COX Enzim Yolag

1.1.2.1. NSAil’lar’in Genel Ozellikleri

NSAIl’lar temel olarak agr1 ve inflamasyon gibi durumlarin kontroliinde
analjezik, antipiretik, antiinflamatuvar etkiye sahip olan ilaglardir ve etkilerini
yarigsmali, geri doniisimlii olarak farkli diizeyde COX-1 ve COX-2 enzim
inhibisyonu yoluyla gosterirler (74). Buna karsin NSAIil’lar, COX inhibisyonuyla
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birlikte prostaglandin (PG) sentezini azaltarak inflamasyonu baskilarken diger
yandan da 6zellikle COX-1 inhibisyonuyla ortaya ¢ikan gastrointestinal yan etkilere
neden olmaktadirlar (75). NSAll'lar antiinflamatuvar ve analjezik etkileri nedeniyle
romatoid artrit, ankilozan spondilit, gut artriti, sistemik lupus eritematozus ve diger
kollajen doku hastaliklari, juvenil kronik artrit, osteoartrit gibi hastaliklarda siklikla
kullanilirlar. Bu hastaliklara ek olarak tendinit, tenosinovit, bursit, periartrit gibi
yumusak doku lezyonlarinda, bel-boyun ve kanser agrilarinda, dismenorede, oral ve
maksillofasiyal cerrahide de tercih edilmektedirler (76, 77).
NSAII’larin etki mekanizmalari kisaca su sekilde 6zetlenebilir:

- COX enzim inhibisyonu yoluyla PG sentezini azaltmak (78).

- Lizozomal membranin stabilizasyonu (Bu yolla pro-inflamatuvar etkinlik gosteren
lizozomal enzimlerin salinimimi inhibe ederler) (79).

- Serbest oksijen radikallerinin inhibe edilmesi (79).

- Lipooksijenaz inhibisyonu yoluyla lokotrienlerin sentezini azaltmak (78).

- Inflamatuvar hiicrelerin baskilanmas: (Iltihap mediyatérii sitokinlerle etkilesim
sonucu ve polimorfoniikleer I6kositlerin (PMNL) cesitli uyarilarla olusan
aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla (79).

NSAII’larin kimyasal yapilarma gore siniflandiriimalar: ise asagidaki gibidir

(75, 79):

e Salisilatlar (Aspirin, Diflunisal)

e Paraaminofenol tiirevleri (Asetaminofen)

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

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

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

e Profenler (fenilpropionik asid tiirevleri)

e Enolik asid tiirevleri (Nabumeton, Piroksikam, Meloksikam)

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

e Diger ilaclar (Glukozamin hidroklortir).
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NSAIl’lar, COX-1 ve COX-2 iizerindeki etki giiclerine gére 4 gruba ayrilir
(79):

1. COX-1’e zgiil (spesifik) NSAIl’lar

2. COX’lara 6zgiil olmayan NSAII’lar

3. COX-2’¢ selektif NSAII’lar

4. COX-2’e zgiil (spesifik) NSAIl’lar

NSAIll’larm ilk temsilcisi Aspirin’dir. COX-1 ve COX-2 molekiiliinde,
substrat arasidonik asidin (AA) i¢ine girerek baglandigi kanal ¢eperindeki bir amino
asid rezidiisiinii asetilleyerek bu enzimleri geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder; diger
NSAIl’lar ise geri doniislii inhibisyona neden olurlar (79). NSAIl’lar Kimyasal
cesitlilik acisindan genis bir yelpazeye sahip olmalarina ragmen tamami COX’un
aktif bolgesinin altindaki Arjinin (Arg)-120 ile iyon ¢ifti olusturan bir karboksilat
fonksiyonuna (AA ile benzer) sahiptirler (80).

PG’lerin sentezi hiicre membranmin yapisindaki fosfolipidlerden fosfolipaz-
A2 enzimi yoluyla olusan AA’den baslamaktadir (Sekil-4). NSAIl’lar analjezik,
antianflamatuvar, antipiretik etkilerini PG sentezinde gorevli COX enzimini
(prostaglandin G/H sentaz) inhibe ederek gosterirler. COX enzimi AA’1t Once
PGG;’ye daha sonra da PGH;’ye doniistiirmektedir. Hiicrelerde sentezlenen bu siklik
endoperoksidler de spesifik olarak farkli prostanoidlere (PG’ler, tromboksan(TX) ve
prostasiklin (PGl,)) doniistiirtiliirler (78, 81).

15



R

Hiicre membran

-0
oot fosfolipidieri
1 Fosfolipaz A2

BGH._sentazlar
EEX SR elE X2

Sekil 4. Prostanoid sentez yolagi ve spesifik reseptorleri: 4 ¢ift bag tasiyan 20 karbonlu yag asidi AA,
fosfolipazlar araciligiyla membran fosfolipidlerinden salinarak enzimatik reaksiyonlarla PGE,,
PGF2alfa, PGD2, PGI2 ve TXA2 gibi gesitli prostanoidlere metabolize olur. Prostanoidlerin sentez
asamasinda, {i¢ enzimatik agamali, koordinasyonlu aktivite rol oynar:1) Membran fosfolipidlerinden,
fosfolipaz A2 yoluyla AA salinimi. 2) PGH-sentazlar (COX-1 ve COX-2) tarafindan AA’in nonstabil
endoperoksit PGH2’ye doniisimii. 3) Farkli yapilara sahip hiicre ve doku spesifik dagilim
ozelligindeki izomerazlarca degisik prostanoidlere metabolize edilmesi. Farkli prostanoidler, G-

protein ¢iftli rodopsin ailesine ait spesifik hiicre membran reseptdrlerini aktive ederler (82).

1.1.2.2. COX Enzimi

COX ya da prostaglandin endoperoksit sentaz (PGHS) enzimi AA’ten
PG’lerin sentezinde rol oynayan anahtar enzimdir. PG’ler viicutta eritrositler diginda
bir¢ok hiicrede iiretilen, cesitli kimyasal ve mekanik uyarilar sonucu salinan lipid
mediyatérleridir. Inflamasyon, agri, ates ve ddemin en dnemli mediyatérleridirler
(83). Prostanoidler, gastrointestinal sistemin korunmasi, trombosit agregasyonu,
bobreklerde idrar olusumu, uterus diiz kasinin kasilmasi gibi bir¢cok fizyolojik
fonksiyonun diizenlenmesinde ve bazi patolojik durumlarda (inflamasyon, kanser)

biiyiik oranda rol oynamaktadirlar (84-86).
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NSAIll’larca sentezlerinin inhibe edilmesi organizmada fizyopatolojik

fonksiyonlarda biiyiik degisikliklere neden olur (86) ( Sekil 5).

MEMBRAN FOSFOLIPIDLERI
FOSFOLIPAZ A2
FizYoLoJiK INFLAMATUAR

UYARI > > ARASIDONIKASID<______< UYARI
NSAID  —— l l' i ——— HNSAID
COX-2

COX-3 <:( COX-1 COX-2 Inhibitorleri

Oksijenasyon
Homeostazis Patofizyoloji
.Mukozal koruma P GZ .inflamasyon
.Trombosit agregasyonu Adn
.Renal kan akimi Ateg
Su emilimi Peroksidasyon JIskemi

.Asid sekresyonu

Kanser

PGH2 (anstabil metabolit)

Adaptasyon
.Renin salimi
Yara iyilegmesi

Kadin iireme fonksiyonu
.Kemik metabolizmasi
NMaskiiler koruma

Prostaglandinler / Prostasiklinler/ Tromboksanlar

L L 44 iL

PGE2 PGD2 PGE2a PGI2

Sekil 5. COX enzimleri ve Eikosanoidlerin sentezi. Fizyolojik ve patofizyolojik etkileri (87).

Onceleri NSAIl’larin mevcut tek bir COX enzimi iizerine etki ettigi
diistiniilirken zaman i¢inde farkli genler tarafindan sentez edilen COX-1 (yapisal,
konstitiitif) ve COX-2 (uyarilabilen) iki izoformunun oldugu tanimlanmistir (83). Bu
iki izoforma ek olarak daha sonralar1 6zellikle asetaminofen inhibisyonuna duyarl
bir COX-1 varyant1 olarak COX-3 enzimi de tanimlanmistir (88). Her iki COX
enzimi de katalitik alandan membrana baglandigi alana dogru uzanan bir kanal
icermektedir. Bu COX izoformlarinin aminoasit dizilimi %60 benzer olmasina
ragmen COX-2 enziminin aktif bolgesi COX-1’den %20 daha biiyiiktiir ve yap1
olarak biraz farklidir. Bunlar, siklikla aminoasit diziliminde iki aminoasit
degisiminden kaynaklanan farkliliklaridir. COX-1’de 523. konumunda izolosin (Ile)
bulunurken COX-2’de bu aminoasit, valin (val) ile yer degistirmistir. Ayrica lle-
434’un COX-2’de valllle degisimi ve komsusundaki fenilalanin (Phe)-518

aminoasiti, COX-2 enziminin aktif bolgesinde fark edilebilir bir hacim arttirmak
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suretiyle ana kanalda COX-2’ nin uyarilmasi ve seg¢ici COX-2 ihibitorleri etkisi i¢in
ozel hidrofilik bir yan cep olusmasini saglamaktadir. Phe-518 aminoasiti bu cep i¢in
alan1 genisleterek daha ¢ok substratin hidrofilik yan cebe ulagsmasini saglar (78, 89).

COX enzimleri, endoplazmik retikulum liminal ylizeyinde ve ¢ekirdek
zarmda bulunan membrana bagh heme proteindirler. NSAII’larm biiyiik ¢ogunlugu
COX enziminin aktif bolgesine baglanmak i¢cin AA’le yarisir. COX enzim kanalina
substrat ve inhibitdr baglanmasinda sekiz aminoasit kalintisinin énemli rolii vardir
(90, 91).

COX-1, COX enziminin fizyolojik fonksiyonlarda gorev alan yapisal
izoformudur. Normal hiicre aktivitesini diizenleyen PG’lerin sentezlenmesinde yer
alir. Aktivasyon durumunda ise farkli fonksiyonlarda gorev yapar. Ornek olarak;
PGI, iiretimi, endotelyumdan saliverildiginde antitrombojenik, gastrik mukoza
tarafindan saliverildiginde hiicre koruyucu etkisi vardir. Beklenmeyen kanamalarin
engellenmesi i¢in trombositlerin agregasyonu da, TXA, iretimini indiikleyen
trombositlerdeki COX-1 varligiyla gerceklesir ( 83).

Birinci kromozomun uzun kolunda yerlesmis olan COX-2, 587 aminoasitten
olusur (78, 92).

COX-2 promotor bolgelerinde tasidigi inflamatuvar mediatorlere duyarli
transkripsiyon faktorii sayesinde hizli uyarilabilir. COX-2 enzimi oOzellikle
inflamasyon ve neoplazinin gelistigi dokularda daha ¢ok eksprese olmakta ve
inflamasyonda gorevli PG’lerin sentezine aracilik etmektedir. Normal dokularda
aktivitesi Olgiilemeyecek kadar diisiiktiir. Normal fizyolojik kosullarda hiicrelerde
COX-2 aktivitesi yokken bakteriyel lipopolisakkaritler, sitokinler (Interlokin (IL)-1a,
IL-6) ve timor nekrozis faktdor alfa (TNFa) gibi uyarilarilarin  etkisiyle
makrofajlarda, monositlerde, sinoviyal hiicrelerde, kondrositlerde, fibroblastlarda ve
endotel hiicrelerinde kisa siirede COX-2 ekspresyonu artar (79, 92, 93).

1.1.2.3. COX-2 inhibitorleri

Mevcut NSAIl’lar COX-1 ve COX-2 enzimlerine farkli derecelerde
selektivite gostermektedirler. COX enziminin iki izoformunun relatif etkiler1 COX-1
ve COX-2 i¢in IC50°nin (Bir ilacin, hedef etkisinin yarisin1 gostermesi i¢in gerekli
olan konsantrasyonu) oram olarak tanimlanmistir (79) ve buna goére NSAIl’larin

COX-1 ve COX-2 inhibisyonu lizerine goreceli etkileri ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 6. COX inhibisyonunun segicilik spektrumu. Klasik NSAil’larm ve COX-2 inhibitorlerinin,
COX-1 ve COX-2 iizerine goreceli etkileri (89).COX-1 ve COX-2yi %50 (IC50) oraninda inhibe
etmek i¢in gerekli ilag konsantrasyonlari in vitro ortamda COX-1 ve COX-2 aktivitesinin tim kanda
analizini kullanarak 6l¢iilmistiir. Dioganal ¢izgi esit COX-1 ve COX-2 inhibisyonunu gostermektedir.
Cizginin altinda kalan ilaglar (turuncu), ¢izginin istiinde kalan ilaglara gore (yesil) COX-2’nin daha
giiclii inhibitorleridir. Cizgiye olan uzakhk, seciciligin dlciisiinii gostermektedir. Ornek olarak,
lumirakoksib, ¢izgiye olan uzakligi en fazla olan ilag oldugundan, COX-2’ye segiciligi de en yiiksek
olan ilagtir. Selekoksib ve diklofenak’mn ise, ¢izgiye olan uzakliklari benzer oldugundan, COX-2
secicilikleri de buna bagh olarak benzerdir; bununla birlikte diklofenak daha diisiik

konsantrasyonlarda etki eder ve bundan dolay1 sol tarafa daha yakin pozisyondadir.

Halen kullanilmakta olan COX-2 enzim inhibitérii ilaclar (79):

1. COX-2’ye selektif NSAII’lar ( meloksikam, etodolak),

2. COX-2’ye spesifik NSAII’lar (selekoksib, rofekoksib, etorikoksib,
valdekoksib) olarak iki gruba ayrilmaktadir. COX-2’ye selektif olan NSAII’lar
yiiksek dozlarda COX-1’1 inhibe edebilmelerine ragmen diisiik dozlarda COX-2’ye
spesifiklik gostermektedir. COX-2’nin spesifik inhibitorleri ise maksimum dozlarda
klinik kullanimda bile COX-1’1 inhibe etmedigi kabul edilen COX-2 inhibitorleridir
(79).

Hem selektif hem de spesifik COX-2 inhibitdrlerinin her ikisi de klasik
kullanimda selektif COX-2 inhibitorleri olarak ifade edilmektedir. Selektif COX-2
inhibitdrlerinin yapisinda, klasik NSAII’lar i¢in karakteristik olan karboksilat grubu
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bulunmamaktadir. Karboksilat grubu yerine yapilarinda COX-2’nin aktif bolgesinde
bulunan hidrofilik yan cepteki Arg-513 ile etkilesebilen siilfon veya siilfonamid
gruplar1 bulunmaktadir (94). Bu bilesiklerin ¢ogu bilimsel olarak COX-2’nin yapisi
tanimlandiktan sonra gelistirildiginden selektif COX-2 inhibitdrlerinin rasyonel
olarak tasarlanmasida kristalografik verilerden faydalanilmistir (78). COX-2’ye
ozgiil ilaclar; selekoksib, valdekoksib, etorikoksib, lumirakoksib ve rofekoksibtir.
Rofekoksib, 2002 yilindan bu yana yapilan klinik ¢alismalar sonucunda myokad
infarktiisii riskini arttirdig1 i¢in tiretici firma tarafindan 2004 yilinda piyasadan
cekilmistir. Sonrasinda valdekoksib de ayni nedenle piyasadan c¢ekilmistir (79).

COX-1 yoluyla renal fonksiyonlardan ve gastrik mukozanin biitiinkigiiniin
saglanmasidan sorumlu PG’ler tiretilirken, inflamatuvar yanitlarla olusan PG’ler ise
yalnizca COX-2 yoluyla iiretilir. COX-2nin bobrekler iizerinde iyilestirici etkilere
sahip olmasinin yaninda, hem dogal hem de patolojik (karacier sirozu, renal
yetmezlik ve konjestif kalp yetmezligi) bazi sartlarda renal fonksiyonun 6nemli bir
boliimiiniin diizenlenmesinde gorev alir. Bazi patolojik durumlarda NSAIQ’lar
ve/veya selektif COX-2 inhibitorii kullanimi1 vazodilator ozellikteki PG’lerin
sentezini azaltacagidan renal iskemik risk artacaktir (95).

Selektif COX-2 inhibitodrleri viicutta dogal PGL,/TXA, oranini etkilerler ve
bu yolla 6nemli kardiyovaskiiler yan etkilere neden olurlar. PGI,, trombosit
agregasyon ve adezyonunu Onleyen bir PG’dir ve sentezi COX-2 enzimi yoluyla
indiiklendigi i¢in spesifik COX-2 inhibitrlerinin trombotik etki potansiyelleri ortaya
cikmistir. Ayrica bu ilaglarm klinik kullanimda COX-1 iizerine etki etmemeleri bu
yolla sentezlenen ve protrombotik etkili bir prostanoid olan TX seviyelerini de
arttirmakta ve bu yolla da tromboza egilim artmaktadir. Bu olaylar spesifik COX-2
inhibitorlerinin  kardiyovaskuler sistem iizerindeki yan etkilerini agiklayan
mekanizmalardir. Bu yan etkiler; 6liime neden olabilecek tromboembolik olaylar,
hipertansiyon, myokard infarktiisii ve trombotik inme seklinde sayilabilir (79).
Rofekoksib ve Selekoksib gibi spesifik COX-2 inhibitérelerinin piyasadan ¢ekilmesi
de bu yan etkilerden kaynaklanmaktadir.

1.1.2.3.1. Selekoksib

Bir diarilpirazol tiirevi olan Selekoksib, 4-[5-(4-Metilfenil)-3-(triflorometil)
pyrazol-1-il] benzen sulfonamid kimyasal yapisindadir (96) (Sekil 7). COX-2’ye
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0zgiil ilaglar icinde ilk piyasaya stiriilendir. COX-2 ve COX-1 ihibisyonuyla ilgili
IC50 degerlerine gore degerlendirildiginde COX-2’ye 375 kez daha selektiftir (79).
Selekoksib’in polar siilfonamid yapisindaki yan zinciri COX-2’nin aktif baglanma

bolgesindeki yan cep ile etkilesime gecen bolimiidiir (97).
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Sekil 7. Selekoksibin kimyasal yapisi (98).

Yiiksek doz uygulamalarinda bile trombositlerin fonksiyonunu bozmadigi
ve serum trombaksan diizeyini etkilemedigi gosterilmistir. Maksimum plazma
diizeylerine yaklasik 3 saatte ulasir, eliminasyon yar1 6mrii ise ortalama 11,2 saattir.
Analjezik etki potansiyeli ise Aspirine esdegerdir (79). Selekoksib biiylik oranda
sitokrom P450 2C9 enzimi ile metabolize edilir. Insan plazmasmnda, alkol,
karboksilik asit ve bunlarin glukuronid konjugatlar1 olarak baslica ii¢ metaboliti
tespit edilmistir. Bu metabolitler COX-1 veya COX-2 inhibitorleri olarak inaktif
haldedirler (99). Diger birgok NSAII gibi Selekoksib de en fazla albumin olmak
iizere plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir (>%97). Dokular i¢inde genis bir
dagilim hacmi vardir (100).

Selekoksib’in en dnemli endikasyonlar1 romatoid artrit ve osteoartritteki agri
ve inflamasyona ait belirtilerin giderilmesidir. Bahsedilen bu endikasyonlarda
kullaniminda giinde 1000 mg naproksen kadar etkili bulunmustur (79). Bunlara ek
olarak akut agrilar, cerrahi girisim sonrasi dental agrilar, menstriiel agrilar ve FAP 11
hastalarda kolorektal polipleri azaltmak amaciyla kullanilir (101-103).

Baslica yan etkileri; karm agrisi, epigastrik rahatsizlik hissi, sersemlik, su
retansiyonu, bulanti, daire bas agris1 ve kasintidir. Kan basincini ytikseltebilir (79).

Ulkemizde Selekoksib etken maddesi igeren preparatlara muhtemel

kardiyovaskiiler yan etkilerinden dolay1 2. smif geri ¢cekilme uygulanmistir (104).
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1.1.2.3.2. Diklofenak

Bir fenil asetik asit tiirevi olan diklofenak, selektif COX-2 inhibitorleri i¢inde
gruplandirilan kisa yar1 dmiirlii bir NSAII’tir. Molekiiler agirhigi 296,148 g/mol,
molekiiler formiili Cj4H;1CpNO,, kimyasal yapis;; 2-[2-(2,6-diklorofenil)
aminofenil] etanoik asit seklindedir (105) (Sekil 8).

NH

Cl OH

0

Sekil 8. Diklofenak’in kimyasal yapis1 (105).

Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkinligi olan Diklofenak
osteoartrite kars1 indometazin kadar, romatoid artrite kars1 da indometazin ve aspirin
kadar etkili oldugu bulunmustur (79). Diklofenak, COX-2 selektivitesi yliksek bir
NSAIl*tir (106). Bu gruptaki diger ilaglar gibi mide ve duodenum mukozasi iizerine
olan olumsuz etkileri diger NSAIl’lardan daha zayiftir. Diklofenak’la tedavi edilen
hastalarin yaklasik % 10’unda yan etki olusturur ki bu yan etkilerin cogu
gastrointestinal sistemle alakalidir. Aplastik anemi de nadir goriilen bir yan etkisidir
(79). Mide barsak kanalindan tam olarak ve hizli absorbe edilir. Maksimum plazma
diizeyine 1,5-2 saatte ulasir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir.
Inaktivasyonu karacigerde hidroksillenmek ve konjugasyon suretiyle gerceklesir.
Bobreklerden ve kismen karacigerden itrah edilir ve eliminasyon yar1 dmrii yaklasik
1,2-1,8 saattir (79).

1.1.2.4. COX-2’nin Molekiiler Diizenlenmesi ve Karsinogenez

COX-1 enziminin amino terminalinde fazla 17 aminoasit zinciri igermesi,
COX-2 enziminin ise karboksi terminal ucunda 18 aminoasitlik ek zincir olmasi,
COX enzimleri arasindaki en 6nemli farktir. Bu iki izoenzimin transkripsiyon ve
translasyon seviyelerindeki diizenlenmeleri de farkhidir. COX-2’de mesajct

Riboniikleikasit (mRNA) par¢alanmasini hizlandiran 3’-tranlasloke olmayan Shaw-

22



Kamen zincirlerinin birka¢ kopyasi bulunur, mRNA par¢alanmasiyla paralel olarak
COX-2 kopyalar1 da hizlica parcalanmaktadir. Buna ragmen inflamasyonla birlikte
salman proinflamatuvar sitokinlerle bu COX-2 kopyalar: stabilize olur ve COX-2
protein diizeyi de artar. COX-2’in ekspresyonunun kontrolii agisindan
transkripsiyonal ve translasyonel olarak regiile edilmesi olduk¢a 6nemlidir (107).

AA’ten PG sentezinde hiz kisitlayict basamak olan COX-2’nin bir¢ok kanser
patogenezinde rol aldig1 bilinmektedir (108, 109).

Yapilan caligmalarla COX-2 enziminin, hiicre proliferasyonu, artmis
anjiyogenez, defektif apopitoz, metastaz artigi, immiin supresyon, mutajenik etki,
oksidatif {irtinlerde artiy ve aromataz enzim indiiksiyonu gibi mekanizmalar
iizerinden kanser gelisimini indiikledigi ve bu ¢oklu mekanizmalarla karsinogenezde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (109, 110).

Apopitozis, programli hiicre 6liimii olarak tanimlanir. Fizyolojik ve patolojik
siiregler apopitotik hiicre Oliimiinii etkiler. Timor gelisiminde anti-apopitotik
mekanizmalar Onemli bir yere sahiptir. Proliferasyon artisi, antiapopitotik
mekanizmalarla birlikte gosterilir. COX-2 iliskili apopitoz inhibisyonu bir¢ok tiimdr
dokusunda gosterilmistir (111). COX-2’nin hiicre dongiisiinin G1 fazinda
yavaslamaya neden olmasi apopitozda direnci de beraberinde getirir. NSAII’lar
tiimor dokusunda apopitozisi indiikleyerek tiimdr regresyonuna yol acarlar (111,
112).

COX-2 proteininin KRK’lerdeki asir1 ekspresyonu; inflamasyon ve hipoksi,
APC gen mutasyonu, onkojenik Ras mutasyonu gibi farkli mekanizmalar iizerinden

ortaya ¢ikabilmektedir (113) (Sekil 9).

23



Onkogenik Ras

+ e

GSK-3) Rac-t Raf-1 MKKE P13-K

RS o P! T

p-Catenin MEKK1 MEK p38/ PDK
} e Wk K

*
ERK MAPK/

_ Hipoksi
Inflamasyon

Sekil 9. COX-2 aktivasyon yollar1 (113). Mitojen-aktive eden protein kinaz ( MAPK), ekstraseliiler
regiile eden kinaz (ERK), MAPK kinaz (MKK), MAPK/ERK kinaz (MEK), MAPK kinaz kinaz
(MEKK), c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK); fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3-K), 3-fosfoinositide-bagl
kinaz ( PDK), Protein kinaz B (Akt ya da PKB)

Bunlar i¢inde en 6nemlilerinden biri COX-2’nin inflamasyon ve hipoksiyle
iiretilen gesitli sitokinler yoluyla aktive olan NFkB araciligiyla regiile olabilmesidir.
(114). Kanserli epitel hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunun APC geni ve Wnt/B-
katenin sinyal yolagi tarafindan diizenlenmesi bir diger mekanizmadir. Wild-tip
APC’ nin baslica gorevi PB-katenine baglanmak ve indirgemektir. [-katenin
sitoplazmada hem serbest halde hem de membrana bagli olarak bulunabilir.
Fizyolojik kosullarda sitozolik B-katenin, wild-tip APC protein ve yardimci iki
protein (aksin ve GSK-3f)’den olusan kompleksin aktive olmasi ile
par¢alanmaktadir. APC gen mutasyonunda, APC proteininin B-katenine baglama
bolgelerinde fonksiyon bozuklugu gelisir ve B-kateninin miktar: artarak yiiksek
oranda ¢ekirdege transloke olur. Burada TCF-4, lenfoid gelistiren faktor (LEF-1) ile
beraber bir transkripsiyon faktorii gibi etki ederek adenomdan-karsinom doniisiimiine

kadar gegen siirede kompleks etki gosterir (113, 115) (Sekil 10).
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Sekil 10. COX-2 ve APC yolag: (113). Sitoplazmik p-kateninin, wild-tip APC protein, yardimci
proteinler kompleksi (aktin ve glikojen sentaz kinaz [GSK]-3f) ile degradasyonu. APC mutasyonu ile
protein sentezi indiiklenir ve serbest B-kateninin niikkleusa transloke olur. COX-2, siklooksijenaz-2;

wnt, wingless and Int-1 genleri.

Transkripsiyonal olarak aktif B-katenin ve TCF kompleksleri, c-myc,
siklinD1, Peroksizom proliferator aktive edici reseptor 6 (PPAR 6) ve COX-2 gibi
spesifik genlerin hepsinin ortak baglanma bdlgesi TCF-4’e¢ baglanmaktadir. COX-2,
wild-tip APC indiiksiyonu sonucu azalirken (downregiilasyon), APC mutasyona
ugradiginda B kateninin niikleer birikimi ile artmaktadir (up-regiilasyon). Kolon
kanser hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
mekanizmalarla diizenlenmektedir (113).

Ortak &zellikleri yaygm NSAII kullanimi olan romatoid artritli hastalar
iizerinde yapilan ¢aligmalar, bu hastalarda gastrointestinal sistem kanserlerinin daha
az goriilldiigiinii ortaya koymustur. Bununla parelel olarak NSAil’larm bu
hastalardaki kolon kanseri goriilme sikligindaki diisiisten sorumlu olabilecegi fikrini

akla getirmistir. NSAIl’larm kanser gelisimi iizerine etkileriyle ilgili gdzlemsel ve
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kontrollii olarak 90’11 yillardan itibaren yapilan bir¢ok epidemiyolojik ¢aligmayla
KRK riskini 6nemli oranda azalttig1 ifade edilmistir (116-118).

Spesifik bir COX-2 inhibitorii olan Rofekoksib’in FAP hastalarinda kullanimi
sonucu, poliplerin sayis1 ve biiyiikliiklerinde belirgin bir azalmaya sebep oldugu
saptanmistir (119, 120). Bir diger spesifik COX-2 inhibitorii olan Selekoksib’in
FAP’li hastalarda kullanimi sonucu da polip sayisinin 6nemli oranda azaldigi
gosterilmistir (103). Bu calismalara paralel yapilan bir¢cok calismayla elde edilen
sonuglara bagli olarak Selekoksib’in Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (USFDA)
tarafindan FAP hastalarinda kullanim1 onaylanmistir (121).

Kanser gelisimi iizerine COX-2’nin etkileri, yapilan g¢alismalarla PGE,
iretimine bagimli ve PG’den bagimsiz etkiler olarak ortaya ¢ikmistir (92).

COX-2’nin enzimatik reaksiyonu sonucu ortaya c¢ikan PG’ler, hiicre
biliylimesinden, apopitozis ve anjiogenezise kadar kanser gelisiminde rol oynayan
basamaklar1 etkilemektedir. PG’lerin hiicresel gelisimin bir¢ok basamaginda rol
oynadig1 ve hiicresel biiyiimeyle diferansiyasyonda etkin rolii oldugu gosterilmistir.
Ornek olarak COX-2'nin uyarilmasi sonucunda barsak epitel hiicrelerinde adezyonun
artt1ig1 ve apopitotik uyarilara yanitin azaldigi gosterilmistir (122, 123).

PGE,; iiretiminden bagimsiz mekanizma; ilk olarak COX-2’nin, KRK’lerde
direkt olarak karsinogenezi aktive ettigi seklindedir. Fenoller, halojenize pestisitler,
aflatoksin ve polisiklik hidrokarbonlar COX-2 peroksidaz aktivitesini etkileyebilir.
Ikinci olarak ise PGH, malondialdehide doniisebilir ve bu direk mutajen olarak
deoksintikleosidi etkileyebilir. Sonugta, proapopitotik aktiviteye sahip serbest AA
diizeyleri COX substrat1 oldugu i¢cin COX-2 aktivasyonuyla birlikte azalmaktadir
(124).

PGE, {iretimine bagimli mekanizma; AA’ten COX enzimi yoluyla
sentezlenen PGE,, hiicre proliferasyonu, lokal immiin supresyon ve anjiyogenezisi
indiiklerken apopitozisi inhibe etmekte ve hiicre motilitesini arttrmaktadir (92, 125,

126) (Sekil 11).
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Sekil 11. PG sentez yolagi ve PGE,'nin kanser gelisimi iizerine etkileri (126).

Son yillarda yapilan bircok calismada, kolon kanserlerinde artmis COX-2
ekspresyonu ile PGE, diizeyleri ve bunlarm karsinogenezdeki mekanizmalar1
arastirilmistir. PGE, ile Epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR)’niin, kolon
kanser hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunda sinerjistik etki gosterdikleri
tespit edilmistir. Bu durum da COX-2/ PGE, oraninin kanser gelisimi lizerindeki
etkilerini bir reseptor tirozin kinaz sinyal yolu iizerinden gosterdigini destekler
niteliktedir (127).

Disardan PGE; verilmesinin ve artmig COX-2 ekspresyonunun ise B hiicreli
lenfoma-2 geni (Bcl-2) diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. Bcl-2, intrinsik apopitotik
yolag1 bloke etmek i¢in mitokondriyal proapototik proteinlerin serbestlesmesini
inhibe eder (128).

Artmis COX-2 ekspresyonun tiimor proliferasyonu ve metastaz iizerine olan
etkileri anjiogenezisi indiiklemesi temeline dayanir. COX-2 aym zamanda, VEGF
gibi proanjiogenik faktorlerin salmimini arttirir. Tiimérde COX-2’nin  artmis
ekspresyonu, VEGF salinimi ve mikrodamar yogunlugunda artis ile iliskili
bulunmustur (129).

Buna gore;

COX-2’nin PGE; iiretiminden bagimsiz etkileri

-Serbest AA diizeylerinde azalma

-Karsinogenezin aktive olmasi
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-Malondialdehid iiretiminde artis

COX-2’nin PGE; iiretimine bagh etkileri

-Hiicre proliferasyonunun uyarilmasi

-Hiicre motilitesinde artis

-Apoptozisin inhibisyonu

-Anjiogenezisin uyarilmasi

-Invazyon ve metastaz yeteneginde artma

-Lokal immiinsiipresyonun gelisiminin tetiklenmesi seklinde 6zetlenebilir.

1.1.3. Anjiyogenezis ve Ilgili Parametreler

1.1.3.1. Anjiyogenezis

Anjiogenezis viicutta fizyolojik ve patolojik sartlarin her ikisinde de ortaya
cikar. Fizyolojik olarak ortaya ¢iktigi durumlar; yara iyilesmesi, menstriial siklus,
embriyogenezis ve benzeri durumlardir. Patolojik olarak ise oOncelikle tiimorler
olmak {izere romatoit artrit, psoriazis ve retinopatiler gibi hastaliklarda ortaya ¢ikar
(130, 131).

Tomurcuklanma mekanizmasi1 ve damar i¢i doku yapilanmasi anjiyogenezis
olusumundaki temel iki mekanizmadir. Endotel hiicre gogii, ¢ogalmas1 ve damar
limeni gelisimi gibi basamaklar tomurcuklanma mekanizmasmin temelini olusturur
ve tomurcuklanma mevcut biliylikk damarlardan kiicik kan damarlarinin
tomurcuklanma seklinde olusmasi olarak tanimlanir. Damar i¢i doku yapilanmasi ise
doku kivrimlarmin damar i¢ine invaze olmasiyla damar limeninin bdliinmesi
seklinde tanimlanmaktadir (132, 133).

Anjiogenezis bircok basamagin birbirini takip ettigi bir olaylar zinciridir.
Baslangicta anjiogenezisi baslatacak bir etken ya da stimulus olusmaktadir (6rnegin
hipoksi ya da inflamasyon) (134, 135).

Anjiyogenezin baslamasiyla asagidaki olaylar1 kapsayan karmasik bir siireg
ortaya c¢ikar (134-136) (Sekil 12).

e Bazal membran ve ESM’in proteolitik enzimlerle yikilmasi: Anjiyogenik

faktorler MMP’lar ve plazminojen aktivatdr enzimlerini aktive eder. Bu

enzimler bazal membrani ve ESM’1 yikar.
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e Endotel migrasyonu: Anjiyogenik faktorler endotel hiicrelerindeki
reseptorlerine baglanarak onlar1 aktive eder ve endotel hiicrelerinin ESM
icinde goclinii saglarlar.

e Endotel proliferasyonu: ESM i¢inde go¢ eden endotel hiicreleri biiylime
faktorlerinin etkisiyle cogalir.

e Tiip olusumu, matiirasyon, anjiyogenezin inhibisyonu: Proliferasyon
durur, endotel hiicreleri morfolojilerini degistirerek bir liimen olusturacak
sekilde integrinler araciligiyla birbirlerine sikica tutunarak tiip olusumunu
gerceklestirirler. Cogunlukla perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerin
endotelyuma katilmast ve yeni bazal membranin sentezlenmesi ile
anjiogenez tamamlanir. Yeni olusan kapillerler olgunlasirlar ve en son

olarakta anjiyogenezis inhibe edilir.

1- Endotel hiicre uyanimas
VEGF, bFGF
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Sekil 12. Anjiogenezis olusum siirecinin sematik sekli (137).

Timoral anjiyogenezis fizyolojik anjiogenezisten farklidir. Fizyolojik
anjiyogenezis stabil bir olay olup kendi kendisini sinirlandirirken tiimoral
anjiyogenezis stabil degildir. Hipoksi sonucu tiimdral anjiyogenezis ortaya ¢ikar.
Timoral anjiyogenez sonucu ise tlimoriin bliylimesi hiz kazanir. Timdr biiyiidiikge

ortam yine hipoksik hale gelir ve yine anjiyogenezis stimiile olur. Dolayis1 ile
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tiimoral anjiyogenezis bir kisir dongii seklinde devam eder, fizyolojik anjiyogenezis
gibi smirl bir olay degildir (138).

Timor anjiyogenezis siireci; spesifik biiylime faktorleri, endotel hiicre
reseptorlerinin aktivasyonu ve endotel hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesi ile bu siireci
destekleyen hiicre dis1 matriks komponentleri (139), bir¢ok sitokin ve kemokinin de
etkili oldugu, invazyon ve metastazi kolaylastiran karmasik bir stiregtir (134, 140)

(Sekil 13).

Tiimir
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Uzak metastaz
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Kﬂakfnlar Lanf metastan
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Inflamatuvar hiicreler

Sekil 13. Tiimoral anjiyogenezis ve etkili parametreler (138).

1.1.3.2. VEGF

Anjiyogenezis slrecinde etkili bir¢ok ajan vardiwr. Bu ajanlar tiimor
hiicrelerinden, monosit, fibroblast gibi ortamdaki mevcut diger hiicrelerden
salinabildigi gibi kollajen matriksin proteolitik yikimi sonucu da aciga ¢ikabilirler
(139).

Anjiyogenik molekiiller i¢cinde en 6nemlisi ve en ¢ok arastirilant VEGF dir.
VEGF homodimerik, heparin-baglayic1 glikoprotein yapisindadir ve c¢esitli alt

gruplar1 tanimlanmistr. VEGF A, B, C, D, E, ya da aminoasit sayilarma gore
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VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206 ve VEGFI145 gibi izoformlar:
bulunmaktadir (141, 142).

VEGF’iin bioaktivitesi spesifik reseptorlerine ve koreseptorlerlerine
baglanmasi ile olusur. Bu reseptor ve koreseptorler, vaskiiler ve lenf damar1 endotel
hiicrelerinde, monosit ve makrofajlarda, hematopoetik stem hiicrelerde, epiteliyal
hiicrelerde, fibroblastlarda, diiz kas hiicrelerinde ve myojenik prekiirsor hiicrelerde
bulunur (143). VEGEF tirozin kinaz yapisindaki mevcut ii¢ reseptorii yoluyla biyolojik
aktivitesini gerceklestirir. Bu reseptorler VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve
VEGF-R3 (flt-4) olarak siralanabilir. VEGF-R1 ve R2 reseptorleri endotel hiicreleri
iizerinde bulunurken VEGF-R3 lenf damarlari iizerinde lokalizedir (144-146).

VEGEF reseptorlerinin aktivasyonuyla; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve
Ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinleri
fosforile olur ve endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve diferansiasyonu
saglanir (139).

Anjiyogenezisin  VEGF-bagimli bir mediyatorii olan Nitrik oksit (NO),
VEGF’in NO sentaz enzimi lizerindeki uyarici etkisi sonucu olusur ve endotel hiicre
migrasyonunda rol alir (147).

VEGF salinimini uyaran en 6nemli faktor hipoksidir. Hipoksik ortamda
diizeyi hizla artan hipoksiyle indiiklenen transkripsiyon faktér-1 (HIF-1), VEGF
salmimini uyarir ve VEGF endotelyal hiicreler tlizerindeki reseptorlerine baglanir,
bununla birlikte anjiyogenezise yol acan bir tirozin kinaz yolagi aktive olur (148).
Bunun disinda cesitli biiylime faktorleri, sitokinler, hormonlar, reaktif oksijen
radikalleri ve NO de VEGF salinimini stimiile eden diger nedenlerdir (143). Temel
anjiyogenik faktor olmasinin yani sira; vaskiiler permeabiliteyi arttirict etki gosterir.
Bu etkiyi damarlarda; endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vezikiiler organeller
ve transseliiler bag olusumuna olanak saglayarak gergeklestirir. Endotel hiicreleri
icin migratuvar oOzelligininin disinda VEGF; ESM yikimindan sorumlu olan
MMP’lar ile iirokinaz ve doku- tipi plazminojen aktivatorlerinin salinimimi da uyarir.
Sonug olarak invazyon ve metastazi kolaylastirici etkiye de sahiptir (149).

1.1.3.3. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Karmasik ve dinamik bir olusum olan ESM, protein ve proteoglikan yapilar1

iceren, yapisal bir destek doku olmakla kalmayip ayn1 zamanda hiicre proliferasyonu,
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farklilagsmas1 ve migrasyonu ile yapigsma, dokularin morfolojik gelisimi gibi bir¢ok
biyolojik aktivitede de gorev almaktadir. ESM, tiimoral dokunun biiylimesi ve tiimor
hiicresinin yayilimmi 6nlemek amaciyla primer bir bariyer gorevi iistlenmistir.
Timor hiicreleri, bu bariyeri agmak i¢in metalloproteinazlar: kullanirlar (11, 150).

Bag dokusu hiicrelerince salgilanan MMP’lar, uterus involiisyonu, kemik
resorpsiyonu, yara iyilesmesi gibi fizyolojik olaylarla kanser gelisimi gibi patolojik
siireclerde rol alan endopeptidazlardir (151). MMP’lar, yaklasik 28 enzimden olusan,
fizyolojik ve patolojik doku yikiminda anahtar rol oynayan ekstraselliiler
proteazlardir (152, 153).

Karsinogenezis de dahil olmak iizere, artrit, inflamasyon, multipl skleroz,
kronik yaralar, kronik akciger hasari, bronsiyal astim, pulmoner hipertansiyon
MMP’lerin rol oynadig1 belli basli patolojik durumlardir (154).

MMP’lar yapilarina ve substrat Ozgilliklerine goére 5 alt grupta
siniflandirilabilirler (155) (Tablo 1).

1. Kollajenazlar

2. Stromelisinler

3. Jelatinazlar

4. Membran tipit MMPler (MT-MMP)

5. Smiflandirilamayan MMP’lar

Tablo 1. Insanlarda metalloproteinaz ailesinin iiyeleri (11).

MA Latent MA Aktif

Grup MMP (kDa) (kDa) Etki ettigi substrat

Kollajenazlar

Interstisyel kollajenaz MMP-1 55 43 Kollajen tip I, IT, IIT, VIL, X (Fibriler)

Natrofil kollajenaz MMP-8 75 58 Kollajen tip I IT, IIT

Kollajenaz 3 MMP-13 65 55 Kollajen tip I, IT. IIT, IV, gelatin

Gelatinazlar

Gelatinaz A MMEP-2 72 66 Gelatin, kollajen IV, V, VIL X, elastm, fibronekfin
Gelatinaz B MMP-9 92 84 Gelatin, kollajen tip IV,V, I, III, fibronektin, elastin
Stromelysinler

Stromelysin 1 MMP-3 57 46 Kollajen tip IIT, IV, V, IX, proteoghkanlar. fibronektin, laminin
Stromelysin 2 MMP-10 57 46 Gelatin, tip ITL, IV, V kollajen, fibronektin
Stromelysin 3 MMP-11 51 44 1 proteinaz imhibitdrleridir.

MT-MMPs

MT1-MMP MMP-14 64 54 Pro MMP-2, pro MMP-13, kollajenler, fibronektin
MT2-MMP MMP-15 72 61 MT1-MMP ile benzerdir.

MT3-MMP MMP-16 66 55 Pro MMP-2

MT4-MMP MMP-17 ? 54 Pro MMP-2

MT5-MMP MMP-24 63 62 Pro MMP-2

Digerleri

Matrilysin MMP-7 28 19 Gelatin, fibronektin, elastin, kollajen tipIV
Metalloelastaz MMEP-12 54 45 Elastin, fibronektin, kazein.
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Yapisal olarak incelendiginde ise MMP’lar su temel bolimlerden olusur
(156) (Sekil 14):
e Sinyal peptit
e Propeptit
e (Cinko baglayict bolge igeren katalizor kisim
e Hemopeksin benzeri kisim (substrat spesifitesini belirler)
e Katalizor kism1 hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin bolge

Hemopeksin Domain Sitoplazr

Fibronektin Katalitik uzanti

Domain Domain

Membran
baglayici

Sekil 14. Matriks metalloproteinaz domain yapisi (157).

MMP’lar yapisal olarak birtakim ortak Ozelliklere sahiptirler. Endoplazmik
retikulumdan ilk sentezlenen protein, sinyal peptittir. Propeptit bolge ile katalitik
cinko baglayan bolge etkileserek enzimin inaktif halde kalmasmi saglar. Katalizor
bolge, propeptit bolgenin ayrilmasiyla beraber yapisindaki ¢inko iyonlar1 sayesinde
enzim aktivitesini saglayan bdlgedir. MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger MMP’lar
C terminalinde hemopeksin/fibronektin benzeri hem baglayan peptid yapili bir bolge
icerirler. Bu bolge endojen doku inhibitérleri olan TIMP’larin jelatinaz grubu
MMP’lara (MMP-2, MMP-9) ve MMP-13’e baglanmasu ile iligkilidir (12).

Kanser gelisiminde MMP’larin  rolleri yaklasik olarak 40 yildir
arastirilmaktadir. Bu enzimler; metastaz ve invazyon, anjiyogenezis, apopitozisin
inhibisyonu, antitiimér savunma mekanizmalar1 yoluyla karsinogenez siirecinde yer
almalar1 nedent ile kanser arastirmalar1 i¢in hedef konuma gelmis molekiillerdir (158,
159).

MMP’lar kanser gelisim siirecinde inflamasyon, anjiyogenezis, invazyon ve

metastaza kadar birgcok asamada etkili molekiillerdir (158) (Sekil 15).
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"~ Doku invazyonu ve damar igine gegis )

-~ __] proteaz Substrat
e MMP-1, -2, -3,-13, -14 ECM
~ MMP-1 PAR-1
| MMP-14 CD44
L MMP-3, -7 E-cadherin )

MMP-7, -9, -12

Anjiyogenezis

Proteaz Substrat
MMP-9 VEGF
MMP-9 Plg = tumstatin

Plg == anjiyostatin

e

inflamasyon
Proteaz
MMPs and ADAM-17
MMP-2

MMP-9
MMP-8
MMP-7

~

Substrat

pro-TNF-a —=TNF-u
MCP-3

CXCL8

Col—PGP; CXCL11
syndecan-1/CXCL1

—
@
Metastaz

Proteaz Substrat
MMP-9 VEGF, Kit-L
MMP-2 ECM
MMP-3 ECM

@HPH

@ Notrofil

. Proteaz
> Endotel hicresi

&) Makrofaj
P-4 Kanser hicresi

Sekil 15. Kanser olusum siirecinde MMPlerin rolleri (158).
PAR-1 (Proteinaz aktive reseptdr), Pig (Plazminojen), PGP (Prolinglisin-prolin), CXCL (Kemokin
ligandlar1), MCP-3 (Monosit kemoatraktan protein-3) HPH (Hemopoetik progenitor hiicre).

Hiicresel organizasyon ve kontakt inhibisyonun kaybi kanser gelisim
siirecindeki ana mekanizmalardir. MMP’lar, hiicrelerin hem diger hiicreler, hem de
ESM elemanlariyla kontakt mekanizmalarini etkiler (158, 159).

MMP’lar epiteliyal mezenkimal degisim asamasinda invazyon ve metastaz
tizerine etki ederler. Aktivitelerinin artmasina ek olarak invazyon siirecinde belli bir
alanda odaklanirlar. MMP-2, MMP-9, MMP-14 ESM par¢alanmasi asamasinda
birlikte calisirlar (160). Metastaz siirecinde MMP aracili sinyal iiretimi onemlidir.
MMP-1 varliginda MMP-aracili sinyal iiretimiyle birlikte metastaz artmaktadir.
Proteinaz aktive reseptorler (PAR), bir dizi G-proteini ile eslesmis reseptorlerdir ve
kanser hiicresinin gogiiyle tiimor invazyonunu etkileyebilir. PAR-1, akciger, kolon
ve meme kanserlerinde artar (161).

MMP’larin anjiyogenezis asamasinda da 6nemli fonksiyonlar1 vardir. MMP-2,

MMP-9 ve MMP-14 tiimdr anjiyogenezisinde baslica rol oynarken; MMP-1 ve

34



MMP-7 daha az oranda etkilidir (162). Anjiyogenezisin ilk basamagi olan bazal
membranin, mikrovaskiiler bazal membran ve intertisyuma ayrilmas1t MMP enzimleri
tarafindan gerceklestirilir (163). Anjiogenezisin regiilasyonunda 6zellikle MMP-9
ESM’in ¢odziinmesinde, yeni damar olusumunun baslangicinda ve devam etmesinde
onemli gorev alir (164). MMP’lerin anjiyogenik etkilerinin yani sira endostatin
olusumuna katkida bulunarak gosterdikleri anti-anjiyogenik etkileri, anjiyogenezin
regililasyonu siirecinde proteinler arasi etkilesimin karmasiklig1 agisindan dikkat
cekicidir (16).

Inflamatuvar siire¢ boyunca immun hiicrelerin ekstravazasyonu endotelyal
bazal membranin ve diger matriks komponentlerinin proteolitik yikimi ile sonuglanir.
Bir¢ok kanser tiirinde MMP’lar, kanserin erken tanisi, progresyonunun takibi ve
metastazin saptanmasinda kullanilabilir (165).

1.1.3.3.1. Jelatinazlar; MMP-2 ve MMP-9

Jelatinazlarmn iki tiyesi olan MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-9 (Jelatinaz B)
kollajen ve jelatin etkilesimleri icin gerekli fibronektin benzeri boliim ve 210
aminoasit igeren C-terminal hemopeksin benzeri bdliimden olusur. Hemopeksin
benzeri bolim substrat spesifitesini belirlemede anahtar rol oynar. Ayrica
jelatinazlarin yapisinda katalitik bolge ve C-terminal hemopeksin benzeri bolim

arasinda prolince zengin, baglayici bolge yer alir (166-168) (Sekil 16).

fibronektin tip |l benzeri tekrar
—'— mentese bélgesi

WMMP-2.9

T Ry
katalilik domain hemopeksin benzeri
domain

Sekil 16. Jelatinazlarin genel yapisi (12)

MMP-2 jelatinaz, 72 kDa agirhigindaki MMP-2"dir (169). Yapisinda jelatinle
etkilesim saglayan fibronektin benzeri bolge ve birden fazla O-bagh oligosakaritlerin
etkilesim sitelerini igeren serin/prolin/treonin aminoasitlerinden zengin tip V kollajen
benzeri bolge, katalitik bolge ve hemopeksin benzeri bolgeler bulunmaktadir (170).

Latent formda proenzim olarak salinan MMP-2’nin aktiflesmesi i¢cin hemopeksin
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benzeri boliimiine TIMP-2’nin C terminal bolimii baglanarak bir kompleks
olustururlar ve hiicre yiizeyine yerleserek burada membran tip MMP-1(MT-MMP-
1)’in aktif kismiyla birlesir ve ii¢lii bir kompleks meydana gelir. Bu ii¢lii kompleks
proMMP-2"nin baska bir MT-MMP yoluyla aktiflesmesini saglar (171). MMP-2’nin
spesifik inhibitorii olan TIMP-2 pro MMP-2’nin aktiflesmesi asamasinda da etkilidir.

MMP-9, bazal membrandaki ozellikle tip IV kollajeni yikan bir
endopeptidazdir (172). 92 kDa’luk bir molekiil olan MMP-9, MMP ailesinin en
biiytik tiyesidir (173). Sinyal peptidi, propeptit bolgesi, ¢inko atomu baglayan bdlge,
COOH-terminal hemopeksin benzeri bolgeleri yapisinda bulundurur. Katalitik bolge
ve hemopeksin benzeri bolge arasinda prolinden zengin baglayic1 bolge yer alir. C-
terminal hemopeksin benzeri bolge substrat spesifitesinin belirlemesinde anahtar rol
oynar. Fibronektin benzeri bdlge ise kollajen ve jelatinlere baglanmay1 kolaylastirir
(168).

Pro MMP-2 ve TIMP-2 arasinda MMP-2’nin aktiflesmesi i¢in gerekli olan
noninhibitér kompleksin bir benzeri de pro MMP-9 ve TIMP-1 arasinda meydana
gelir ve olaya MT-MMP’larm katilimiyla da MMP-9 aktiflesir (171).

Malign dokularda en fazla tespit edilen, tiimor saldirganligi ve metastatik
potansiyelle en fazla iligkisinin oldugu saptanan MMP’lar MMP-9 ve MMP-2 dir
(172, 173).

Makrofaj kaynakli MMP-2 ve 9 immun hiicrelerin beyne gociinde etkili
mediatorlerdir. Timor iligkili makrofajlardan kaynaklanan MMP’larin  kanser
hiicrelerinin kan dolagimina gecisinde etkili oldugu da diistintilmektedir (174).

Kolorektal kanserlerde MMP-2 ve MMP-9’un artis1 bircok ¢alismayla
gosterilmis ve potansiyel birer biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri ifade edilmistir
(175-177).

1.1.3.4. Metalloproteinaz Doku inhibitérleri (TIMP)

MMP’larin sahip oldugu proteolitik aktiviteleri, spesifik olmayan -2
makroglobulin, a-1 antiproteaz gibi inhibitdrler ve spesifik olan inhibitorlerince yani
TIMP’lar tarafindan engellenir (155). TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin
diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Pek c¢ok dokuda ve viicut sivilarinda
bulunurlar. MMP’lara latent enzim formunun aktivasyonu ve katalitik aktivitenin

sirdiirilmesini de inhibe etmek amaciyla irreversibl ve non-kovalent olarak
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baglanirlar. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesiyle MMP/TIMP oranini kontrol
altinda tutarlar. Insanlarda TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olmak iizere
bugiine dek tanimlanmis dort ¢esit TIMP bulunmaktadir. TIMP’lar da MMP’lar gibi
vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve
makrofajlarca sentez edilirler. TIMP’lar matriksteki yerlesimleri ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda birtakim farkliliklar olmasina
ragmen, MMP aktivitesini inhibe etme agisindan benzer 6zellikler gosterirler (10, 12).

TIMP-2, 21 kDa agirhginda glikolize olmamis bir proteindir, MMP-9
disindaki MMP’lar1 inhibe eder. Spesifik olarak MMP-2’yi inhibe eder (178). TIMP-
2 pro-MMP-2 ve MT1-MMP arasinda bir adaptor molekiilii olarak hareket ederek,
MMP-2'nin aktivasyonuna da katilir (155). Pro MMP-2’nin aktivasyonu i¢in TIMP-
2’nin  C-terminal boliimiiyle pro MMP-2’nin  hemopeksin benzeri bdlgesi
etkilesirken, Aktif MMP-2"nin inhibisyonu i¢in ise TIMP-2’nin N- terminal ucuyla
MMP-2’nin katalitik boliimii etkilesir (171). MMP-2nin TIMP-2 ile inhibe olmasi
ve MMP-9’un ise TIMP-1 tarafindan inhibe edilmesi, TIMP’larin degisik MMP
tiirlerine gore farkl 6zgiilliikk gosterdiginin ifadesidir (12).

Klinik alanda kanser tedavisinde TIMP’lerin metalloproteinaz inhibitori
olarak tedavi amacli kullanimi giincel bir yaklasim degildir. Bunun nedeni ise,
biyolojik aktif proteinlerin iiretimindeki zorluklar ve ilag dagilimmin optimize
edilememesidir. Ayrica TIMP’ler MMP’lar1 inhibe etme ozelliklerinin yanm sira
bir¢cok karmasik fonksiyonu olan proteinlerdir. TIMP’lerin yalniz MMP inhibisyonu
ozelliginin olmamas1 onlarin tek basma tedavide kullanimlarini engellemektedir
(179, 180).

1.1.3.5. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicrelerin birbirlerine ve ESM komponentlerine yapismas: diger adiyla
adezyon, organizmanin tiim yasami boyunca, tiim doku ve organlarin olusum, devam
ve yeniden sekillenmesi asamasinda oldukc¢a onemlidir. Bir bagka anlatimla, hiicre
yapisma olaylar1 ve kemoatraktanlar, hormonlar ve sitokinler gibi eriyebilir birtakim
faktorler arasindaki etkilesim, multiselliiler organizmanin olusumu ve islevi iizerine
oldukea etkilidir. Morfojenik ve islevsel organizasyonuna ek olarak; hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks adezyonu, yabanci antijen ve patojenlere karsi konak¢t savunmasinda

da temeldir (181). Lokositlerin dolasimdan ayrilarak inflamasyon alanina gocii icin
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once endotel hiicrelerine daha sonrada ESM komponentlerine baglanmas1 gerekir.
Yine, immiin cevabin baslangicinda antijeni taniyabilmesi i¢in lenfositlerin antijen
sunan hiicrelere, hiicre aracili sitoliz gibi fonksiyonlarimi yapabilmeleri i¢in de hedef
hiicreye yapismalar1 gerekmektedir. Bu yapigsma olaylari, 16kositlerin yiizeylerinde
bulunan ve diger hiicre yiizeylerindeki veya ESM proteinleriyle etkilesen hiicre
adezyon molekiilleri yoluyla gerceklesir. Bu molekiiller sadece antijen sunumu,
l6kositlerin aktivasyonu, lokositlerin inflamasyon alanina gdocili, hedef hiicrenin
eritilmesi gibi hiicre-hiicre etkilesimlerini gerektiren immiin ve inflamatuvar
olaylarda degil, embriyogenez, yara iyilesmesi ve metastaz olusumu gibi birgok
sirecte de gorev alirlar (182, 183).

Vertebralilarda en az 6 tane hiicre adezyon molekiilii ailesi tanimlanmustir.
Bir adezyon molekiiliinii bu ailelerden biri i¢ine dahil etmek olduk¢a 6zel yapisal
profilinin varligina ve o aileyi karakterize eden 6zel yapisma hizlandiric1 alanlarin
varligmma dayanir (184).

Hiicre adezyon molekiilii ailesi asagidaki gibi simiflandirilir (184):

- Kaderinler

- Immiinoglobulin (Ig) Siipergen Ailesi

- Integrinler

- Selektinler

- Hiicre Yiizey Miisinleri

- Hiicre Yiizey Proteoglikanlar

Ig siipergen ailesinin bir {iyesi olan ICAM, hiicre adezyon molekiillerinin en
bilinenlerindendir. ICAM-1; endotel hiicreleri, lenfositler, monositler gibi bir¢ok
hiicrede normal sartlarda diisiik seviyelerde bulunurken, IL-1, Timoér nekrozis
faktor-alfa (TNFa), interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinlerin indiikleyici etkisiyle
diizeyleri artar. Bu artis akut ve kronik inflamasyon alanlarinda gergeklesir. ICAM-1,
integrin ailesinden l6kositlerin tamaminda bulunan lenfosit fonksiyon iliskili antijen-
1 (LFA-1) ve esas olarak noétrofillerde, monositlerde ve eozinofillerde bulunan
makrofaj antijen-1 (Mac-1) ile birlesir. Ayn1 zamanda rinoviriisler i¢in de reseptor
islevi goriir (184).

ICAM-1"in ekstraseliiler kisminin proteolitik ayrilmasi sonucu solubl formu

(SICAM-1) ortaya c¢ikar. Bu formun plazma diizeyleri, patolojik durumlarda
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inflamasyonun siddeti ile paralellik gosterir. Bircok enfeksiydz, inflamatuvar ve
neoplastik hastalikta serum ICAM-1 diizeyleri artmistir (184).

ICAM-1 lenfosit agregasyonuyla birlikte lenfositlerin endotele adezyonunu
saglayarak 16kosit migrasyonunu diizenler. Inflamatuvar sitokinlerden bazilar: (IL-1,
TNFa, Interferon-y) hiicresel aktivasyona yol agarak ICAM-1’in hiicre yiizeyinde
ekspresyonunu arttirirlar. Hiicre Yiizeyinde ICAM-1’in ekspresyonundaki bu artis,
immiin sistem aktivasyonunun ve olusan immiin cevabin en erken gostergelerinden
biridir (185, 186).

Hiicre adezyon molekiillerinin, hiicre-hiicre etkilesimlerde ve hiicre ile hiicre
dis1 matriks bilesenleri arasi etkilesimlerde Onemli gorevleri vardir. Kanser
hiicrelerinin adezyon oOzelliklerinde meydana gelen degisiklikler, bu hiicrelerin
malign potansiyellerini 6nemli oranda etkilemektedir ICAM-1 ve VCAM-1, tiimdre
infiltre olarak hiicresel ve hiimoral immiin cevap ile tiimdriin sitolizine yardimci
olmaktadir (17, 187).

1.1.3.6. Kemokinler

Kemokinler sitokin ailesinin yeni bir iiyesidir. Yaklasik 50 ayri liyesi olan bu
mediatorlerin normal biyolojik ve patolojik siirecte diizenleyici tiirde birgok gorevleri
vardir. Kromozom lizerinde belirli bolgelerde toplanan kemokin genleri uyarildiktan
sonra heparin-baglayic1 nitelikte ve 8 ila 18 kilodalton agirliginda protein
sentezlerler. Molekiildeki sistein (C) aminoasidinin pozisyonu esas almnarak
smiflandirilir ve buna gore isimlendirilirler. Alfa-kemokinler, amino terminal
ucundaki iki sistein arasinda bir amino asit bulundurdugu icin CXC kemokinler
olarak tanimlanirlar. Beta-kemokinler ise ugtaki sisteinler yan yana olduklar i¢in
CC-kemokinler olarak adlandirilirlar. Alfa-kemokinler CXC dizilerinde nétrofiller
icin kemotaktik 6zellige sahip olan glutamik asit-16sin-arjinin aminoasit dizilerini
icerirken, lenfositler iizerinde kemotaktik etkili aminoasit dizilerini icermezler. Beta
kemokinler ise notrofiller iizerine etkili olmalarma ragmen; monositler, eozinofiller,
bazofiller ve lenfositler lizerine de farkli segicilikte etki gosterirler (188).
Gilinliimiizde tanimlamig, 28 CC kemokin, 16 CXC kemokin, 2 C kemokin ve 1 tane
de CX3C kemokin iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan 6zellikle CC ve CXC kemokin
ailelerinin iiyeleri hastaliklarin arastirilmasi ve sekillendirilmesi siirecinde dikkatleri

iizerlerine ¢ekmektedirler (189).
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Kemokinlerin hiicreler iizerinde baglandiklar1 yaklasik 20 tane reseptorii
tanimlanmistir. Bu reseptorler G-proteinine bagimli tiirde hiicre-i¢i sinyal iletimi
yapan reseptorlerdir. Kemokinlerin reseptorleriyle etkilesimleri sonucunda sinyal
iletimi ile uyarilan hiicreler, doku zedelenmesi, inflamasyon veya ilgili bdlgeye
migrasyon (kemotaksis) yapmak iizere harekete gecerler (188).

CC kemokinlerin, fagositik ve graniiler 16kositler iizerine etkiyle direkt hiicre
migrasyonu ve kemoatraktan cevap olusumuna katkida bulunmalarinin yani sira,
siiperoksit anyonlar1 lizerine etki etme, integrin aktivasyonu, mikroorganizmalara
karst savunma, homeostazis, hiicre gelisim siireci, inflamasyon, anjiyogenezis,
timor gelisimi, metastazis, selektin/integrin 10kosit aktivasyonu, otoimmiin
hastaliklar ve havayolu hastaliklar1 gibi bircok olayda da cesitli gorevleri vardir
(187).

Kemokinler ve kendilerine ait reseptorleri araciligiyla anjiyogenezis ve timor
biliylimesini modiile etmekte, stem hiicre proliferasyonunu ise inhibe etmektedirler
(188).

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ya da CC kemokin ligand-2 (CCL-
2), inflamasyon stireci boyunca hiicre goclinde gorev alan CC kemokin ailesinin bir
iyesidir. Sitokinlerle uyarilmis endotel hiicrelerinden ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden, dolagimdaki monositleri inflamasyon bolgesine ¢ekmek icin salgilanir
(189-191).

MCP-1’in  temel  fonksiyonu  dolasan  monositlerin  dokulara
transmigrasyonunun indiiklenmesidir ancak bunun yani sira siiperoksit {iretiminin
arttirilmas1  sitokin sekresyonunun indiiklenmesi ve adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunun arttirilmasi gibi bir¢ok farkl etkiye de sahiptir (192, 193).

MCP-1 gibi bircok sitokin ve kemokin, NF-kB gibi transkripsiyonel
faktorlerle beraber birgok kronik hastalik ve kanser i¢in birer biyobelirtectir (194).

1.1.3.7. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB Rel-family proteinlerinin
heterodimerik bir kompleksidir (195). Transkripsiyon faktorlerinin bilinen bes
proteininden p50 ve p65’in heterodimer bir olusumu olan NF-xB, GO fazindaki
hiicrelerin sitoplazmasinda sentezlenir ve inhibitorii olan inhibitor kappa B (IkB)

proteinleri ile beraber sitoplazmada inaktif olarak bulunur. NF-«xB; sitokinler,
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radyasyon ve bazi kemoterapoétik ajanlar, mitojenler, bliylime faktorleri, bakteriyel ya
da wviral genler, gibi birbirinden farkli genis spektrumlu indiikleyicilerle
fosforilasyon, ubikuitinasyon ve IkB’nin proteozom-aracili degradasyonu sonucu
aktive olur (195, 196).

TNFa ya da diger bazi sitokinler, hiicresel stimiilasyonun gergeklesmesi i¢in
baz1 kinazlarin aktivasyonuna onciiliik eder. Inhibitdér kB kinaz (IkK), IkB’yi hedef
degradasyon i¢in segerek fosforiller. [kB’nin degradasyonundan sonra sitoplazmada
sessiz halde bekleyen NF-kB serbestleserek niikleusa transloke olur. Niikleusta
transaktiviteden sorumlu genlerin ya da hedef genlerin promotor bdlgelerinde
spesifik DNA dizileri i¢eren baglanma bolgeleriyle NF-xB arasindaki etkilesim
gergeklesir (195, 197, 198) (Sekil 17). Yeni sentezlenen [kB’ler niikleusa transloke
olarak oradaki NF-xB dimerleriyle birleserek onlar1 niikleustan elimine eder. Ayni
anda sitoplazmada bulunan protein A20 de TNFa reseptoriiniin aktivitesini siiprese

eder (199).

Klasik NFkappaB Aktivasyon Yolag:
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Sekil 17. NF-kB Aktivasyon yolagi (200).
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Kolorektal kanserler de dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiirii lizerinde yapilan
arastirmalarda NF-«xB aktivitesi arastirilmistir (201-206).

NF-kB; hiicre biiyiimesi ve diferansiyasyonu, apopitozisin regiilasyonu,
anjiyogenezis, invazyon ve metastaz lizerine etkili neoplastik transformasyondan
sorumlu bir¢ok genin ekspresyonunu kontrol etmektedir (207-210).

Bunun yami sira NF-«B’nin aktivasyonunun antikanser tedavi direnci
acisindan da 6nemli oldugu bilinmektedir (211).

1.1.4. Kimyasal Karsinojenlerle Deneysel Kanser Modeli Olusturma

1.1.4.1. Deneysel Kolon Kanser Modeli

Deneysel kanser modeli olusturulurken, olusacak tliimoriin biyolojik
ozelliklerini ve ilaglarin sitotoksik etkilerini en 1yi sekilde gosterecek deney
hayvanini se¢cmek, tiimoér olusum oranmi arttirmak icin en uygun tiir, soy, yas ve
cinsiyeti belirleyerek ise baslamak bu tiir calismalarda esastir. Deneysel kanser
calismalarinda, Ozellikle kimyasal karsinojenler araciligiyla tiimor olusturulmasi
veya transplante edilebilen tiimorlerin kullanimi daha 6n plandadir (212, 213).

Kolon kanseri gelisme insidansi, kullanilan karsinojenik ajanmn dozu,
uygulama siklig1, uygulama zamani ve uygulama sekline baglidir (214). Bunun yani
sira kullanilan deney hayvaninin yas, cinsiyet, genetik durum gibi 6zellikleri de
tiimoOr gelisme insidansi tizerine etkilidir (215).

Deney hayvanlarinda barsakta tiimor olusturulmasi konusunda ilk deneysel
calisma 1941 yilinda Lorenz ve Stewart tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, oral
olarak dibenzantresan veya metilkolantren verilen farelerin ince bagirsaklarinda
multipl tiimorlerin ortaya c¢iktig1 fakat kolonda tiimor gelismedigi gosterilmistir
(216).

Sonrasinda 1952 ve 1962 yilinda yapilan 2 ¢alismada dimetilaminobifenil ve
bitkisel bir {iriin olan cycasin (metilazoksimethanol glikozid) kullanilarak deneysel
olarak kolon kanseri olusturulmustur (217, 218).

Bu caligmalar1 takiben siganlar iizerinde daha etkili iki karsinojenik ajan 1,2
dimetilhidrazin (DMH) ve azoksimetan (AOM) bulunmustur. Bunlara ek olarak
sonraki arastirmalarda ise direkt etkili olan N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin
(MNNG) ve N-metil-N-nitroziire (MNU) gibi karsinojenler kullanilmistir. Bu

karsinojenik ajanlarin kemirgenlerdeki aktivasyon dereceleri birbirinden farkhidir ve
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siganlarda daha etkilidirler. Siganlar i¢inde ise Sprague-Dawley cinsi sicanlar bu
karsinojenlere karsi en hassas cinstir. DMH’in DNA’ya baglanmasinda 10 farkl
varyasyon, proteinlere baglanmasinda ise 3 farkli varyasyon gozlenir ve bu durum
kullanilacak deney hayvanlar1 arasindaki genetik fakliliklar1 6nemli kilmaktadir
(219).

Kolon kanseri indiiklemede en sik tercih edilen giincel karsinojenler DMH ve
ona ait metabolitler AOM, MNNG ve MNU’dur (215).

1.1.4.2. 1,2 Dimetilhidrazin (DMH) ve Etki Mekanizmasi

DMH; CH;:NHNHCH; kimyasal yapisinda olan 6zellikle distal kolonda
belirgin olmak tizere kolon kanserini indiiklemede sik kullanilan son derece toksik ve
cevreye zarar veren bir ajandir (212, 220).

DMH, bir metilhidrazin tiirevidir ve aktiflesmesi i¢in, organizmada metil
radikali salan bilesiklere doniigmesi gerekir. DNA {izerine metilleyerek mutajenik
etki gosteren DMH, RNA iizerindeki etkisiyle de protein sentezini bozar.

DMH ve AOM’nin karsinojenik etki gosterebilmeleri icin dnce metobolik
olarak aktiflesmeleri gerekmektedir. DMH ile karsinogenezis olusumu su asamalarda
gergeklesir; Oncelikle DMH’m karacierde AOM ve azoksimetanole doniisiir.
Sonrasinda azoksimetanol glukuronik asitle konjuge edilir ve bilier ekskresyona
ugrar. Kolon liimeninde glukuronoidler bakteriyal hidroliz sonucu aktif karsinojen
metabolitlere dontigiirler (213).

DMH o6nce azometan sonrasinda da sirastyla AOM, metilazoksimetanol, etan,
ve karbonyuma doniistir. DMH metabolize olurken birtakim serbest radikaller
iretilir. Bu metabolik yolun son iiriinlerinden biri olan metildiazonyum iyonu DNA,
RNA ve proteinleri metilleme 06zelligindedir. Boylelikle karsinogenezis siireci
baslatilmis olur (221).

DMH ile olusan DNA hasariin kansere doniismesi 2 asamada gergeklesir.
Ik olarak, spesifik genlerin DNA’larina kimyasal karsinojen ile geriye doniisiimsiiz
zarar verilir ve sonrasinda hiicreler karsinojenik hiicrelere doniiserek daha fazla
biiyliyemezler. Bu asamadan sonra tiimdrlerin biliylimek i¢in uyariya ihtiyaclari
vardir. Bunun i¢in ise ikinci agsamada, biiylime faktorlerinin salinimi baglar ve timor

latent evreden ¢ikar, biiylime indiiklenir (222).

43



DMH kullanilarak olusturulan deneysel kolon tiimorleri, epitel kaynakli olup
histolojik, morfolojik ve anatomik olarak insan kolon neoplazmalarina benzerler.
DMH’in hizli bir sekilde metabolize olarak viicuttan temizlenmesi kullanimindaki
onemli avantajlarindan biridir (223-225).

DMH uygulamalarinda kolon kanserini indiiklemede farkli deney hayvanlari
kullanildig1 gibi farkl verilis yollar1 da tercih edilmis ve en ¢ok kullanilan yontem
subkutan (s.c) yol olmustur. Ciinkii DMH’nin oral yoldan ratlara verilmesi sonucu
diisiik tiimor insidans1 goriilirken (%30), intramiiskiiler (i.m) uygulamalarda %80

oraninda, s.c uygulamalarda ise %100 oraninda tiimor gelistigi gézlenmistir (215).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Deney Hayvanlarn ve Deney Gruplan

Calisma, deney hayvanlarinin se¢imi esnasinda ve yapilan uygulamalar
sirasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu (08.11.2012, Toplant1 Sayist:
2012/11, Karar No: 100) onay: alinarak Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Birimi’nde (FUDAM) standart deneysel hayvan ¢aligmalar: etik kurallarma uygun
olarak yiirtitildii.

Deneyde 48 adet, sekiz haftalik erkek Sprague Dawley tiirii sigan kullanild.
Sicanlar arastirma siiresince 22-24 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik
donemlerin bulundugu, otomatik olarak klimatize edilen odalarda 5’erli ve 3’erli
gruplar halinde, hayvanlar i¢in hazirlanmis 6zel kafeslerde korundu. Hayvanlarin
beslenmesi Elazig yem fabrikasindan temin edilen standart 8mm’lik pellet cinsi yem
ve ¢esme suyu ile saglandi. Ratlarin beslenmesinde kullanilan yemin bilesimi Tablo

2’de verilmistir.

Tablo 2. Standart rat yemi

Yem Bilesimi

Su (en cok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliloz (en ¢ok) % 7
Ham kiil (en ¢cok) % 8
HCl’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2
NacCl (en ¢ok) % 1
Mineral Karmas1 * % 1.25
Vitamin Karmasi ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

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

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 1U/kg), Vit. D3 (1000 1U/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4
mg/kg).
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Bir haftalik uyum siiresinin sonunda siganlarin kilolar1 dlgiilerek kontrol
grubunda 8, DMH grubunda 16, DMH+Diklofenak grubunda 12 ve
DMH-+Selekoksib grubunda ise 12 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi
(Denek sayilar1 mortalite oranlarina gore secildi).

Deney siiresince hayvanlar giinliik olarak kontrol edildi ve haftalik kilo takibi
yapildi. Kilo takibinin yani sira makroskobik olarak, tiily dokiilmesi, digkilama
bozukluklar1 ve anal lezyonlar acisindan genel morfolojik gdriintimleri
degerlendirildi, kayit altina alind.

2.1.2. DMH 1ile Deneysel Kanser Modeline Iliskin Protokoliin
Olusturulmasi

DMH ile deneysel kolon kanseri olusturulmasina iliskin ¢alismalar ¢ok uzun
yillardir devam etmektedir. Yapilan bu calismalarda ilag dozu, ilacin verilis yolu,
uygulama siiresi ve uygulama siiresinin bitimini takiben baglayan kanser gelisim
stirecinin izlendigi bekleme siiresi acisindan farkli protokoller uygulanmistir. Karaca
ve ark (214), toplam 40 fareden olusan ¢alismalarinda hayvanlar1 4 gruba ayirmas,
12 hafta boyunca 20mg/kg dozundaki DMH’ni haftada bir kez s.c enjeksiyonla
uygulamislardir. Son enjeksiyonu takiben 1. gruptaki hayvanlar1 6 hafta, 2. gruptaki
hayvanlar1 12 hafta, 3. gruptaki hayvanlar1 18 hafta ve 4. gruptaki hayvanlari ise 24
hafta sonra sakrifiye ederek histopatolojik inceleme sonucu tiimor gelisim oranlarini
degerlendirmiglerdir. Buna gbére 1. grupta timor izlenmezken, 2. Gruptaki
hayvanlarin %71,4tinde 3 ve 4. gruptaki hayvanlarin ise tamaminda timor gelisimi
izlendigi bildirmislerdir. Yapilan bir bagka calismada, kolon kanserini indiiklemek
icin 20 mg/kg DMH, 12 hafta siiresince, farelere haftada bir kez s.c yoldan enjekte
edilmis ve son DMH dozundan 12 hafta sonra sakrifiye edilen farelerde %100
kolonik tiimor gelistigi bildirilmistir (225).

Sicanlarda DMH, AOM, MNU gibi farkli karsinojenlerin degisen doz ve
siirelerde kullanimi1 sonucu yine degisen latent siireler sonunda farkli oranlarda
tiimoral dontistimle sonuglandigini gosteren bircok ¢alisma mevcuttur (226).

Biitiin bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda DMH’ne ait protokolii su sekilde
belirledik; 12 hafta boyunca s.c yoldan 25mg/kg dozda DMH haftada birkez enjekte
edildi. Enjeksiyonlar siganlarin bel omurlar1 seviyesinde sirt bolgesinden rotasyon

seklinde uygulandi. DMH uygulamalar1 esnasinda hayvanlar1 irrite etmemek ve
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enfeksiyon gelisimini onlemek amaciyla her hayvan i¢in ayr1 bir insiilin enjektorii
kullanildi. Son DMH enjeksiyonunu takiben 13 hafta, tiimoral doniisiim igin
beklenen latent donem olarak belirlendi ve bu siirenin sonunda 25. haftanin bitiminde
deney hayvanlar sakrifiye edildi.

2.1.3. Kullamilan Kimyasallarin Hazirlanisi

DMH; DMH (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA) lmilimolar (mM)
Etilen diamintetraasetikasit (EDTA)-salin i¢inde, sodyum hidroksit (NaOH) ile pH’1
7 olacak sekilde ayarlanarak, s.c enjeksiyondan hemen Once taze olarak hazirlandi
(227).

Diklofenak (Dikloron tablet, Deva Holding A.S, Tirkiye) ve Selekoksib
(Santa Cruz Biotechnology, USA); kullanilan NSAII’larin dozlar1 bildirilen ED50
(medyan etkin doz) degerine dayanarak terapotik doz araliginda belirlendi.
Belirlenen bu degerler Diklofenak icin 8mg/kg (227), Selekoksib i¢in 6mg/kg (18)
idi.

Diklofenak ve Selekoksib’i ¢6zmek amaciyla terapotik bircok ilag ve
kimyasallar i¢in giliclii ¢oziicli etkiye sahip polar bir solvent olan Dimetilstiilfoksit
(DMSO) (Merc-chemicals, Emplura, Germany) kullanildi DMSO’i tercih
etmemizdeki sebepler; antiinflamatuvar, bakteriostatik, immiinmodiilator, serbest
oksijen radikallerini tutucu ve temizleyici 6zelliklerinin olmasinin yani sira ilaglarin
membran penetrasyonu ve transportunu arttirici etkiye sahip olmasi idi (229-231).

Diklofenak ve Selekoksib deney siiresi boyunca hergiin DMSO i¢inde
coziildiikten sonra 2:1 (DMSO:su; v:v) oraninda distile su ile diliie edilerek, oral
uygulamadan hemen Once taze olarak hazirlandi ve 8 milimetrelik (mm) orogastrik
sonda aracilifiyla gavaj yoluyla hayvanlara verildi. Bu uygulama esnasinda
hayvanlar1 irrite etmemek ve uygulama kolaylig1 saglamak amaciyla siganlarda eter
inhalasyonu yoluyla kisa siireli bir sedasyon olusturuldu.

2.1.4. Deney Gruplan

Grup 1; Kontrol Grubu (n=8): 25 hafta siireyle standart sican yemi ile
beslenen, 1 mM EDTA-salinin, s.c yolla haftada bir kez 12 hafta boyunca enjekte
edildigi, 25 haftalik deney siireci boyunca 8mm’lik orogastrik sonda araciligiyla, oral
gavaj yoluyla DMSO’in 1 ml/giin’liik diliie dozunun hergiin uygulandigi, 25 hafta

sonunda sakrifiye edilerek alinan kan orneklerinden biyokimyasal parametrelerin
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calisildigi, alinan doku Orneklerinden ise histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerin yapildig1 grup.

Grup 2; DMH Grubu (n=16): 25 hafta siiresince standart sican yemi ile
beslenen, 1| mM EDTA-salin i¢inde 25 mg/kg dozundaki DMH nin haftada 1 kez s.c
yolla 12 hafta boyunca enjekte edildigi, 8mm’lik orogastrik sonda araciligiyla, oral
gavaj yoluyla DMSO’in deney siiresince hergiin uygulandigi, 25 hafta sonunda
sakrifiye edilerek alman kan orneklerinden biyokimyasal parametrelerin calisildigi,
alman doku orneklerinden ise histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemelerin
yapildig1 grup.

Grup 3; DMH+Diklofenak Grubu (n=12): 25 hafta siiresince standart sigan
yemi ile beslenen, 25 mg/kg dozundaki DMH’nin 1 mM EDTA-salin i¢inde haftada
1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildigi, DMH ile es zamanli olarak
baslanan 8 mg/kg dozundaki Diklofenak’in (227, 229), DMSO i¢inde ¢oziilerek 25
haftalik deney siireci boyunca 8mm’lik orogastrik sonda araciligiyla oral gavaj
yoluyla hergiin uygulandigi, 25 hafta sonunda sakrifiye edilerek alman kan
orneklerinden biyokimyasal parametrelerin ¢alisildigi, alinan doku 6rneklerinden ise
histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemelerin yapildig1 grup.

Grup 4; DMH+Selekoksib Grubu (n=12): 25 hafta siiresince standart sigan
yemi ile beslenen, 25 mg/kg dozundaki DMH’nin 1 mM EDTA-salin i¢inde haftada
1 kez s.c yolla 12 hafta boyunca enjekte edildigi, DMH ile es zamanli olarak
baslanan 6 mg/kg dozundaki Selekoksib’in (18), DMSO i¢inde ¢oziilerek 25 haftalik
deney siireci boyunca 8mm’lik orogastrik sonda araciligiyla oral gavaj yoluyla
hergiin uygulandigi, 25 hafta sonunda sakrifiye edilerek alman kan 6rneklerinden
biyokimyasal parametrelerin ¢alisildigi, alinan doku 6rneklerinden ise histopatolojik
ve immiinohistokimyasal incelemelerin yapildig: grup.

2.1.5. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

25 haftalik deney siiresi sonunda hayvanlar steril aletler kullanilarak sakrifiye
edildi. Kan ornekleri analizler i¢cin uygun olacak sekilde EDTA’l tiiplere alindi.
Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge Stratos;
Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany) plazmalar1 ayrildi. Calismada

degerlendirilecek olan parametre sayisi fazla oldugu ic¢in, elde edilen plazmalar
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kiigiik porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere konuldu, analizler yapilana kadar -
80°C’de saklandu.

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in hayvanlarin abdominal
kaviteleri agilarak, karm bdlgesindeki organlarin patolojik yonden makroskobik
degerlendirilmesi yapildiktan sonra, bu boélgedeki organlar sag tarafa dogru
uzaklastirildi ve kolona ulasildi. Daha sonra ¢ekum bulunarak bu hizadan itibaren
rektosigmoid bileskeye kadar kolon ve devaminda da rektum ince bir makas yardimi
ile diseke edilerek takip edildi. Kolon ve rektum, dokuya zarar verilmeden ¢ikarildi
ve derhal %10’luk formaldehit icinde tespit edildi. Boylelikle alinan tiim ornekler

belirlenen yontemlerle analiz edilmek tizere hazir hale geldi.
2.2. Yontem

2.2.1. Enzim immiin Olgiimler

Immiinolojik reaksiyonlar: tespit etmek ve Olgmek icin kullanilan enzim
immiin ol¢iim (EIA) yontemi, enzimlerin katalitik 6zelliklerinin kullanilmasi ilkesine
dayanir. EIA’da belirte¢ olarak en ¢ok kullanilan enzimler; alkalen fosfataz,
horseradish peroksidaz (yaban turpu), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve -
galaktozidaz’dir. Bu metodun enzim bagli immunosorbant 6l¢iim (ELISA), EIA ve
Enzim-multipl immiin 6l¢iim teknigi (EMIT) gibi farkli isimleri de vardir. ELISA,
klinik analizlerde siklikla tercih edilen heterojen EIA teknigidir. ELISA yontemi,
serum, plazma ve doku homojenatlarinda arastirilan antijenlerin (Ag) spesifik antikor
(Ab) molekiilleri ile kompleks olusturmalar1 esasmna dayanir. Bu tip Olclimde,
reaksiyona giren bilesenlerinden biri kat1 faz ylizeye baglanir (sorbent). Bu kati faz,
mikrotitrasyon kuyucugu olabilir. Baglama nonspesifik adsorbsiyon, kimyasal veya
immunokimyasal baglama seklinde gergeklesebilir ve serbest isaretli olan reaktifi
bagli olandan ayirma islemini kolaylastirir. Tipik ELISA tekniginde, dlgtlilecek olan
antijeni iceren kalibrator veya ornek, kat1 faz antikoruyla baglanmasi amaciyla belli
bir siire inkiibasyona birakilir. Bu sayede antijen spesifik (6zgiil) antikoruyla
reaksiyona girer ve immunasyon saglanmis olur. Kat1 faz yikama isleminden sonra,
bagli antikordan farkli, enzim isaretli antikor ortama eklenir (Enzyme Linked) ve kat1
faz Ab:Ag:Ab-enzim sandivi¢ kompleksi meydana gelir. Ortamdaki bagli olmayan
antikor ise yikama ile uzaklastirilir ve enzim substrat1 eklenir. Enzim isaretleyici,

ortama eklenen substrat1 liriine doniistiirtir, olusan iirlin miktar1 6rnekteki antijen
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miktar1 ile orantilidir. Substrat kompleks igerisindeki enzim ile renkli iriin
olusturacak sekilde reaksiyona girmektedir. Dolayisiyla olusan son iiriin renklidir.
Ortaya ¢ikan bu renkli iirtin kompleksi konsantrasyonlarin hesaplanmasi igin ELISA
sayacinda okutulur (Assay). ELISA ile Ornekteki antikor miktar1 da Olgtilebilir.
Burada ise antikor yerine antijen, kati faza baglanir ve analit antikor i¢in spesifik
enzim isaretli antikor ikinci reaktif olarak kullanilir (233).

2.2.1.1. Plazma VEGF Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma VEGF diizeyleri, sican VEGF- ELISA kiti (Boster, Boster Biological
Technology LTD. Katalog no:EK0540, USA) kullanilarak kit prosediiriine uygun
olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik
olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek
ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar pg/ml olarak belirtildi.
Olgiim aralig1 15,6 -1000 pg/ml, sensitivitesi <1pg/ml idi.

2.2.1.2. Plazma ICAM-1 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma ICAM-1 diizeyleri, sican ICAM -ELISA kiti (Boster Immunoleader,
Boster Biological Technology Co. Inc. Katalog no:EK0372, USA) kullanilarak kit
prosediiriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayict olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar
pg/ml olarak belirtildi. Olgiim aralig1 31,2-2000 pg/ml, sensitivitesi <2pg/ml idi.

2.2.1.3. Plazma MMP-2 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma MMP-2 diizeyleri, sican MMP-2-ELISA kiti (Boster, Boster
Biological Technology LTD. Katalog no:EK0639, USA) kullanilarak kit
prosediiriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayict olarak Bio-tek ELXS50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi. Test sonuglar1
1:4 diliisyon nedeniyle 4 ile ¢arpild1 ve pg/mL olarak belirtildi. Olgiim araligi 156-
10,000 pg/ml idi.

2.2.1.4. Plazma MMP-9 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma MMP-9 diizeyleri, sigan MMP-9-ELISA kiti (EastBiopharm,
Hangzhou EastBiopharm CO. LTD. Katalog no: CK-E30434, China) kullanilarak kit
prosediiriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
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spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayict olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar
ng/ml olarak belirtildi. Olgiim aralig1 0,05-10 ng/ml idi.

2.2.1.5. Plazma TIMP-2 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma TIMP-2 diizeyleri, rat TIMP-2-ELISA kiti (EastBiopharm, Hangzhou
EastBiopharm CO. LTD. Katalog no: CK-E30522, China) kullanilarak kit
prosediiriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayict olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar
ng/ml olarak belirtildi. Olgiim aralig1 0,5-90 ng/ml idi.

2.2.1.6. Plazma MCP-1 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma MCP-1 diizeyleri, sican MCP-1-ELISA kiti (Assay Biotech
OmniKine, Assay Biotechnology Company, katalog no: OK-0210, USA)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak c¢alisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise
otomatik yikayict olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanildi.
Sonuglar pg/ml olarak belirtildi. Ol¢iim arahig1 47-3000 pg/ml idi.

2.2.2. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Analizler

2.2.2.1. Histopatolojik Incelemelerin yapihsi

Sakrifiye edilerek kolorektal dokular1 ¢ikarilan sicanlarda yapilan
makroskobik degerlendirmeler sonunda resimler ¢ekildi. Histopatolojik inceleme
i¢cin, ¢cekum hizasindan itibaren rektumu da i¢ine alacak sekilde ¢ikarilan kolorektal
dokuya ait Limen icerigi serum fizyolojik ile temizlendi ve doku %10’luk
formaldehit icinde tespit edildi. Sonrasinda longitiidinal olarak acilan kolorektal
doku incelenmek iizere proksimal, orta, distal kolon ve rektum olarak 4 bdliime
ayrildi. Tespiti yapilan dokulardan, rutin histolojik takiplerinden sonra parafin
bloklar hazirlanarak mikrotomda 5 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Daha sonra
histolojik kesitler, hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve 151tk mikroskobunda
incelendi. Lezyonlar Olympus BX43 151k miktoskobu ile incelenerek, Olympus DP72
gortintiileme cihazi ile fotograflandi. Saptanan lezyonlar histopatolojik olarak
(inflamasyon, hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde displazi ve adeno

karsinom) smiflandirildi. Bu smiflandrma deneyimli ve birbirinden bagimsiz iki
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patoloji uzmani tarafindan yapild1 ve gruplardaki histopatolojik lezyonlarin sayisi
belirlendi.

2.2.2.2. Histopatolojik Simiflandirma kriterleri

Histopatolojik olarak lezyonlarin smiflandirilmasi asagida ana bagliklar
halinde tanimlanan kriterlere uygun olarak yapildi (234).

Displastik degisiklikler:

» Hafif Displazi: Bir prekanserdz lezyon olan displazi, belirli hiicresel ve yapisal
degisikliklerle tanimlanmis dokudaki anormal durumlar olarak ifade edilir.
Tubiil, kript ve villiis yapilar1 diizenli olan, ig veya sigara seklinde uzamis
hiperkromatik c¢ekirdekli hiicreler tarafindan g¢evrelenmis ve cekirdek zari
diizenli olan yapilardir. Displazinin histolojik ac¢idan asil  ozelligi
olgunlasmamis hiicrelerin sayisindaki artis ile sonuglanan asir1 hiicre
cogalmasidir. Etkilenen kriptlerde taban yapist normaldir ve sayica ¢ogalmis
hiicrelerde miisin salgis1 yoktur.

» Siddetli Displazi: Hiperkromatik g¢ekirdek tabaka halinde ve c¢ok sekillidir.
Epitelin st kismindan liimene dogru uzanwr. Hafif displaziye oranla daha
derinde olmakla birlikte lamina propria’ya invazyon yoktur. Lieberkiihn
bezlerinin etrafinda anormal epitelyum yapist izlenir. Bununla birlikte
mukozadaki bezlerde tomurcuklanma, dallanma ve yapisal bir diizensizlik
izlenmeye baslanir.

Karsinom: Mikroskobik a¢idan KRK’lar 1iyi, orta veya az derecede
diferansiasyon gosterebilirler. Tiimor hiicrelerinin igeriginde kolumnar hiicreler,
goblet hiicreleri ve nadirende endokrin hiicreler bulunur. Cok 1yi diferansiye tiimorler
intraglandular papiller katlanmalara sahiptir. Hiicrelerde belirgin pleomorfizim
vardir. Karsinom asamasmin karakteristik o6zelli§i c¢ekirdegin asir1 derecede
hiperkromatik ve biiyiik olmasidir. Cekirdek sitoplazma orani degismistir, normalde
1:4 veya 1:6 olan bu oran 1:1’e yaklasmistir. Mitotik hiicreler de ¢ok sayida ve atipik
ozellige sahiptir.

> Intramukozal Karsinom: Siddetli displazideki ozelliklere ek olarak tiimor

hiicreleri, lamina propria’nin mukozal stromasma invazedir ve muskiilaris
mukoza ile birlesmistir ancak buraya invazyon yoktur. Bezlerde de ayni sekilde

muskiilaris mukozaya invazyon izlenmez.
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> Invaziv Karsinom: Muskiilaris mukoza ve submukozaya dogru invazyon
izlenir. Malign 6zellikteki epitel ve bezler muskiilaris mukozaya, submukozaya
ve daha ilerisine invazedir

2.2.2.3. Immiinohistokimyasal Yontemin Ilkesi

Immunohistokimyasal (IHK) yontemin esasi, belirli bir dokuda bulunan
spesifik maddelerin (antijen) tespiti i¢in isaretlenmis antikorlarin kullanilmasidir.
Olusan antijen-antikor komplekslerinin yerlesimleri ya 151k (immiinohistokimya) ya
da elektron mikroskopla (ultrastriiktiirel immunositokimya) gozlenebilir. Cok diisiik
konsantrasyonlardaki antijenlerin bile tesbiti miimkiindiir (235).

2.2.2.4. Immiinohistokimyasal Incelemelerin Yapilis:

Kolon dokularma ait bloklardan elde edilen 4um kalmhigindaki kesitler poly-
lysine kapli lamlar iizerine alindi. Ilk olarak 10 dakika etiivde 60°C sicaklikta
bekletilen lamlar daha sonra Nfik-B (Thermo scientific, Rabbit Anti- Nfi-B
Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA), MMP-2 (Bioss, Rabbit Anti-MMP-2
Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA) ve MMP-9 (Bioss, Rabbit Anti-MMP-9
Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA) boyamalar1 i¢cin mevcut kit prosediirlerine
uygun sekilde hazirlanarak otomatik boyama cihazinda (Ventana Medical System,
SN: 712299, REF: 750-700, Arizona, USA) isleme alindi. Primer antikor ile
islemden sonra lamlar musluk suyunda yikanarak ultramount ile kapatildi. Pozitif
kontrol olarak Nfk-B i¢in prostat dokusu, MMP-2 i¢in rat beyin dokusu ve kolon
mukozasina ait ornekler, MMP-9 icin ise rat over dokusuna ait drnekler kullanildi.
Hazirlanan preparatlar Olympus BX 50 151k mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotografland.

Immiinohistokimyasal boyanmanimn degerlendirilmesinde boyanmanin siddeti
ve yayginligi esas alindi. MMP-2 ve MMP-9 i¢in sitoplazmik, Nfik-B i¢in niikleer
immiin boyanmanin siddeti ve yaygmlig1 0’dan +4’e kadar sayi ile semi-kantitatif
olarak skorland1 (0:Yok, +1:Cok Az, +2:Az , +3:Orta, +4:Siddetli).

2.2.3. Istatistiksel Analizler

Verti setinin istatistiksel analizi SPSS yazilimi ile gerceklestirildi. Parametrik
testlerin On sartlarin1 saglayan degiskenlere iliskin grup karsilastirmalarinda Tek

Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve ardindan coklu karilastirma yontemlerinden
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LSD testi kullanild1. p<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar

ortalama + standart sapma olarak verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplara ait viicut agirhg: degerleri

Calisma sonunda Olglilen viicut agirhig ortalamalar1 DMH grubunda
337,27446,69 gr kontrol grubunda 362,125+26,32 gr idi. Bu iki grubta agirhik
ortalamalar1 agisindan istatistiksel anlamli fark yoktu. Tedavi gruplarindan
DMH+Selekoksib grubunda 368,0+34,54 gr ve DMH+Diklofenak grubunda
342,2+31,71 gr olarak tespit etti§imiz viicut agirli§1 ortalamalar1 kontrol grubu ve
DMH grubuyla karsilastirildiginda her iki karsilastirma igin de istatistiksel anlamli
farklilik gozlenmedi.

3.2. Gruplara ait makroskobik degerlendirmeler

Calismaya Kontrol grubunda 8, DMH grubunda 16, DMH+Diklofenak
grubunda 12 ve DMH+Selekoksib grubunda da 12 olmak iizere toplam 48 adet erkek
Sprague Dawley tiirii sican kullanilarak baslandi. Calismamizin 4. ve 6. haftalar
arasinda DMH+Diklofenak grubundan 2, DMH+Selekoksib grubundan da 2 olmak
iizere toplam 4 adet hayvan kaybedildi ve calismaya toplamda 44 adet hayvanla
devam edildi. (Kontrol n=8, DMH n=16, DMH+Diklofenak n=10, DMH+Selekoksib
n=10).

Sicanlarm tily dokiilmesi, digkilama bozukluklar1 ve anal lezyonlar gibi genel
morfolojik goriiniimleri makroskobik olarak degerlendirildi. DMH grubundaki
hayvanlarin tiiylerinde kontrollerle karsilastirildiginda renk degisikligi, kabalasma ve
yer yer dokiilmeler (Sekil 19, 20) tespit edildi. Tedavi gruplarindaki hayvanlarin
bazilarinda da benzer degisiklikler gozlemlememize ragmen DMH grubundaki kadar
yaygin degildi. Yine DMH grubunda 6zellikle son haftalarda 2 hayvanda kanli
digkilama gozlemledik (Sekil 21). Diger gruplardaki hayvanlarin diskilama
ozelliklerine ait herhangi bir degisiklik tespit etmedik.

Sakrifikasyon esnasinda ve sonrasinda ¢ikardigimiz organ ve dokularin
makroskobik incelemesi sonucu; 6zellikle DMH grubundaki hayvanlarin biiyiik bir
cogunlugunda belirgin adezyonlar (Sekil 23), kolorektal dokuda yaygin tiimoral
olusumlar (Sekil 28, 30, 31) kolon liimeninde tikaniklik (Sekil 26) ve kolonda
invajinasyon, megakolon (Sekil 24, 25) gibi bulgular gozlemledik. Yine ayni

gruptaki hayvanlarda diger organ degerlendirmeleri sonucu bazi hayvanlarin
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Ozellikle karacigerlerinde tiimdral olusumlar (Sekil 32, 33) ve nekrotik alanlarla
(Sekil 34), bobreklerde tiimoral olusumlar (Sekil 35) makroskobik gozlemlerimiz
arasindaydi. Yine DMH grubundaki birka¢ hayvanmn akcigerleri de kontrollerden
¢ikardigimiz normal akcigerlerden farkli goriinlimdeydi. DMH ile es zamanli olarak
Selekoksib kullandigimiz grupta 1 hayvanda, Diklofenak kullandigimiz grupta da 2
hayvanda kolorektal dokuda farklilagsmalar ve tiimoral olusumlar gozlemledik. Bu
gruplardaki hayvanlarin diger organlarina ait degerlendirmelerimizde ise sadece

DMH+Diklofenak grubunda 1 hayvanda karacigerde farklilagsmalar gozlemlemedik.

Sekil 18. Kontrol Grubunda genel goriiniim

Sekil 19. DMH Grubunda tity dokiilmesi, tiiylerde renk degisikligi
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Sekil 20. DMH Grubunda sirt bolgesinde tity dokiilmesi

Sekil 21. DMH Grubunda rektal kanama

57



Sekil 23. DMH Grubunda kolonla ¢evre dokular arasinda adezyonlar
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Sekil 25. DMH Grubunda kolonda invajinasyon ve megakolonla birlikte genel goriiniimde bozulma
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Sekil 26. Kolon liimeninde gegisi tamamen engelleyen tikaniklik ve tikanikligin iist kisminda limen

igeriginin birikimi.

Sekil 27. Kolorektal dokunun biitiinliigii bozulmadan ¢ikarilmis hali
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Sekil 28. Liimen icerigi temizlenmis kolorektal dokuda tiimoral olusuma ait makroskobik goériiniim

I ‘ |

Sekil 29. Longitiidinal olarak a¢ilmis kolonun distal pargasi
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Sekil 30. DMH Grubunda ¢ekumda lokalize kolon liimeninde gegise izin vermeyerek tikanikliga

neden olan tiimoral olusum. Sekil 30’da ¢ekum kolonun biitiiniinden ayrilarak goriintiilenmistir.

Sekil 31. Cekumda lokalize tiimériin kesitsel goriintiisii
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Sekil 32. DMH Grubunda karacigerde lokalize ve karacigerin bir lobunu tamamen destriiksiyona

ugratmis tiimoral olugum.

Sekil 33. DMH Grubunda karacigerde bir lobda lokalize kiiciik tiiméral olusumlar.
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Sekil 35. DMH Grubunda bdbrek yiizeyinde tiimoral olusum.
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3.3. Biyokimyasal Degerlendirmeler

3.3.1. Plazma VEGF Diizeyleri

VEGF diizeyleri DMH grubunda (54,54+34,3 pg/ml) kontrol grubuna gore
(16,1£5,09 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi (p<0,0001).
DMH grubu ile DMH+Diklofenak (20,84 +3,85 pg/ml) grubu ve DMH+Selekoksib
(25,18 £5,18 pg/ml) grubu karsilastirildiginda, tedavi gruplarinin her ikisinde de
VEGF diizeylerinde istatistiksel anlamli diisiis tespit edildi (p<0,0001, p=0,001;
sirasiyla) (Sekil 36, Tablo 4).
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Sekil 36. Gruplara ait plazma VEGFdiizeyleri
*p<0,0001; kontrolle karsilasgtirma; **p<0,0001; DMH grubu ile karsilagtirma
**%p=0,001; DMH grubu ile karsilastirma

3.3.2. Plazma ICAM-1 Diizeyleri

ICAM-1 diizeyleri DMH grubunda (918,43+435,25 pg/ml) kontrol grubuna
gore (590,16+£38,7 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi
(p=0,01). DMH+Diklofenak grubunun plazma ICAM-1 seviyesi 666,02 +134,78
pg/ml, DMH+Selekoksib grubu ortalamasi ise 503,85 +119,47 pg/ml idi. DMH
grubu ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda her ikisinde de plazma ICAM-1
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diizeylerinde istatistiksel anlamli disiis tespit edildi (p<0,05, p=0,001; sirastyla)
(Sekil 37, Tablo 4).
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Sekil 37. Gruplara ait plazma ICAM-1diizeyleri

*p=0,01; kontrolle karsilastirma; **p<0,05; DMH grubu ile karsilastirma
**%p=0,001; DMH grubu ile karsilastirma

3.3.3. Plazma MMP-2 Diizeyleri

MMP-2 diizeyleri DMH grubunda (79,69+18,1 pg/ml) kontrol grubuna gore
(54,09+£2,87 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi
(p<0,0001). DMH grubu ile tedavi gruplar1 karsilagtirildiginda hem
DMH+Diklofenak (59,62 +£8,22 pg/ml) grubunda (p<0,0001) hem de
DMH+Selekoksib (56.92 £8,16 pg/ml) grubunda (p<0,0001) MMP-2 diizeylerinde
istatistiksel anlaml diisiis tespit edildi (Sekil 38, Tablo 3).
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Sekil 38. Gruplara ait plazma MMP-2 diizeyleri
*p<0,0001; Kontrolle karsilastirma; **p<0,0001; DMH grubu ile karsilastirma

3.3.4. Plazma MMP-9 Diizeyleri

MMP-9 diizeyleri DMH grubunda (2,4+0,23 ng/ml) kontrol grubuna gore
(1,954£0,19 ng/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0,0001). DMH
grubu ile tedavi gruplarindan DMH+Diklofenak (2,09 +0,19 ng/ml) grubu
karsilastirildiginda anlamli diisme (p=0,002) ve DMH grubu ile tedavi gruplarindan
DMH+Selekoksib (1,99 +0,27 ng/ml) grubu karsilastirildiginda yine istatistiksel
olarak anlamli sekilde azalma (p<0,0001) goriildii (Sekil 39, Tablo 3).
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Sekil 39. Gruplara ait plazma MMP-9 diizeyleri
*p<0,0001; kontrolle karsilastirma, **p=0,002; DMH grubu ile karsilastirma
**%p<0,0001; DMH grubu ile karsilastirma
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3.3.5. Plazma TIMP-2 Diizeyleri

TIMP-2 diizeyleri DMH grubunda (15,32+2,97 ng/ml) kontrol grubuna gore
(13,75+4,07ng/ml) artmis olmasma karsin istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). DMH grubu ile DMH+Diklofenak (17,44 +4,03 ng/ml) tedavi grubu
karsilastirildiginda tedavi grubunda bir artis olmasina ragmen bu artig da istatistiksel
olarak anlamhi degildi (p>0,05). DMH grubu ile tedavi gruplarindan
DMH+Selekoksib (19,13 +4,22 ng/ml) grubu karsilastirildiginda (p<0,05) ise bu
tedavi grubunda istatistiksel anlamli bir artis tespit ettik. Kontrol grubu ile tedavi
gruplar1 karsilastirildiginda her iki tedavi grubunda da plazma TIMP-2 diizeylerinde
istatistiksel anlamli artis tespit edildi (p<0,05, p<0,005; sirasiyla) (Sekil 40, Tablo 3).
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Sekil 40. Gruplara ait plazma TIMP-2 diizeyleri
**p<0,05; DMH grubu ile karsilastirma;  *p<0,05; kontrolle karsilagtirma

3.3.6. Plazma MMP-2/ TIMP-2 Oranlan

MMP-2/ TIMP-2 oranlar1 DMH grubunda (5,36+1,43) kontrollere gore
(4,1+0,89) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi (p=0,014). DMH
grubu ile DMH+Diklofenak grubu (3,56 +0,81) karsilastirildiginda istatistiksel
anlaml diisiis (p<0,0001) ve DMH grubu ile tedavi gruplarindan DMH+Selekoksib
grubu (3,11 +0,76) karsilastirildiginda (p<0,0001) ise yine anlamli azalma tespit
edildi. Yani tedavi gruplarinin her ikisinde de MMP-2/ TIMP-2 oranlarinda DMH
grubuna gore istatistiksel anlamli diistis goriildii (Sekil 41, Tablo 3).
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Sekil 41. Gruplara ait plazma MMP-2/TIMP-2 oranlar1
*p<0,05; kontrolle karsilagtirma **p<0,0001; DMH grubu ile karsilastirma

Tablo 3. Gruplara ait plazma MMP-2, MMP-9, TIMP-2 diizeyleri ve MMP-2/TIMP-2 Oranlar1

MMP-2 MMP-9 TIMP-2 MMP-2/

(pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) TIMP-2 Oram
KONTROL (n=8) 54,09 +£2,87 1,95+0,19 13,75+ 4,07 4,15+0,89
DMH (n=16) 79,63 £ 18,12* 2,40 £ 0,23 15,32 +£2,97 5,36 +1,43°

DMH+DIKLOFENAK 59,62 +8,22%*% 2,09 +0,197" 17,44 £ 4,03* 3,56+ 0,81

(n=10)
DMH+SELEKOKSIB 56,92 + 8,16%* 1,99 £ 0,27 19,13 +4,22*®  311+0,76°
(n=10)
*: p<0,0001, kontrolle karsilastirma ~: p<0,0001, kontrolle karsilastirma
**: p<0,0001, DMH ile karsilagtirma AN p<0,01 (p=0,002), DMH ile karsilastirma
b p<0,05 (p=0,014), kontrolle karsilastirma ~**: p<0,0001, DMH ile karsilastirma
bb: p<0,0001, DMH ile karsilastirma : p<0,05, kontrolle karsilastirma

a: p<0,05, DMH ile karsilagtirma

3.3.7. Plazma MCP-1 Diizeyleri

MCP-1 diizeyleri DMH grubunda (20,24+18,17 pg/ml) kontrol grubuna gore
(16,3£6,96 pg/ml) artmis olmasina ragmen, DMH grubunda MCP-1’¢ ait standart
sapmalarm yiiksek olmasi nedeniyle bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). DMH grubunun MCP-1 diizeyleri ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda
hem DMH+Diklofenak grubu (8,52 £5,28 pg/ml) (p<0,05) hem de DMH+Selekoksib
grubunda (9,83 £3,25 pg/ml) (p<0,05) istatistiksel anlamli diisiis tespit edildi (Sekil
42, Tablo 4).
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Sekil 42. Gruplara ait plazma MCP-1diizeyleri
*p<0,05; DMH grubu ile karsilagtirma

Tablo 4. Gruplara ait plazma VEGF, ICAM-1, MCP-1 diizeyleri

VEGF (pg/ml) ICAM-1 (pg/ml) MCP-1 (pg/ml)

KONTROL (n=8) 16,11 £5,09 590,16 + 38,72 16,30 £ 6,96
DMH (n=16) 54,54 £ 34,30* 918,43 £435,25" 20,24 + 18,17
DMH+DIKLOFENAK (n=10) 20,84 £ 3,85%* 666,02 = 134,78 8,52 +5,28*

DMH+SELEKOKSIB (n=10) 25,18 +£5,18*** 503,85+119,47" 9,83 +3,25%

*: p<0,0001, kontrolle karsilastirma A p=0,01, kontrolle karsilastirma
**: p<0,0001, DMH ile karsilagtirma A p<0,05, DMH ile karsilastirma
**%: p=0,001, DMH ile karsilastirma A p=0,001, DMH ile karsilastirma

* p<0,05, DMH ile karsilastirma

34. Tim  Gruplarda Kolorektal Dokunun  Histopatolojik
Degerlendirmesi

Kontrol grubundaki hayvanlarda herhangi bir patolojik lezyon tespit
edilmedi, kontroller normal olarak degerlendirildi.

DMH grubundaki 16 hayvanm 10 tanesinde (%62,5) adenokarsinom (invaziv
ve intramukozal), 5 tanesinde (%31,25) hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde
ancak siddetli displazinin hakim oldugu displazi ve 1 tanesinde (% 6,25) de siddetli
inflamatuvar degisiklikler gozlemledik (Sekil 43).
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DMH+Diklofenak  grubundaki 10 hayvanin 3 tanesinde (%30)
adenokarsinom, 3 tanesinde (%30) displazi, 3 tanesinde de (%30) inflamatuvar
degisiklikler gozlemledik. Bu gruptaki hayvanlarin 1 tanesinde (%10) ise herhangi
bir patolojik lezyona rastlanmad1 ve normal olarak degerlendirildi (Sekil 43).

DMH-+Selekoksib ~ grubundaki 10 hayvanin 1 tanesinde (%10)
adenokarsinom, 4 tanesinde (%40) displazi, 2 tanesinde de (%Z20) inflamatuvar
degisiklikler gozlemledik. Bu gruptaki hayvanlarin 3 tanesinde (%30) ise herhangi

bir patolojik lezyona rastlanmadi ve normal olarak degerlendirildi (Sekil 43).
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Sekil 43. DMH Grubu ve tedavi gruplarinda histopatolojik lezyonlara ait oranlar
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Sekil 44. Kontrol Grubunda kolonda normal histopatolojik goriinim. (HE). (x4).

Sekil 45. Kontrol Grubunda kolonda normal histopatolojik goriniim. (HE). (x10).
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Sekil 46. DMH Grubunda kolon

Sekil 47. DMH Grubunda kolonda invaziv miisindz adeno karsinoma ait histopatolojik goriiniim.

(Tiim alanda yaygin miisindz adeno karsinom) (HE). (x20).
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Sekil 48. DMH Grubunda kolonda invaziv karsinom. Normal dokudan kansere gecise ait

histopatolojik gériiniim. —: invaziv karsinom gelisen alanlar ~ Normal kolon mukozasi. (HE). (x4).

Sekil 49. DMH Grubunda kolonda invaziv karsinom. Atipik hiicrelere ait histopatolojik gdriiniim.
(HE). (x40).
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Sekil 50. DMH Grubunda kolonda invaziv karsinom. Kas dokusuna invazyona ait histopatolojik

goriiniim. (HE). (x4)

k 283 """-v "\ s EiPr N P ._--'
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Sekil 51. DMH-+Diklofenak Grubunda kolonda normal histopatolojik gériinim. (HE). (x10).
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Sekil 52. DMH+Diklofenak Grubunda kolonda inflamasyon,inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna ait

histopatolojik goriinim. (HE). (x10).

Sekil 53. DMH+Diklofenak Grubunda kolonda displastik degisiklikler ve lenfoid hiperplaziye ait
histopatolojik goriinim. (HE). (x4).
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Sekil 54. DMH+Diklofenak Grubunda kolonda displastik degisikliklere ait histopatolojik goériiniim.
(HE). (x40).

Sekil 55. DMH+Diklofenak Grubunda kolonda invaziv karsinoma ait histopatolojik goriiniim.

—: Invaziv adenkarsinom —>: Normal kolon mukozasi. (HE). (x4).
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Sekil 56. DMH-+Selekoksib Grubunda kolonda normal histopatolojik goriiniim. (HE). (x4).

infiltrasyonuna ait histopatolojik goriinim. (HE). (x40).
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Sekil 58. DMH+Selekoksib Grubunda kolon epitelinde displastik degisikliklerle birlikte bozulmaya

baslamis bez yapisi, lenf nodu hiperplazisi ve submukozal 6deme ait histopatolojik goriiniim.

—: lenfnodu hiperplazisi ~ submukozal 6dem —: displastik degisiklikler (HE). (x4).

Sekil 59. DMH+Selekoksib grubunda sadece bir hayvanda tespit edilen invaziv karsinoma ait
histopatolojik goriinim. (HE). (x4).
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Sekil 60. DMH+Selekoksib Grubunda sadece bir hayvanda tespit edilen invaziv karsinomda
peritiimoral alandaki yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonlarma ait histopatolojik goriiniim. (HE).
(x4).

3.5. Tiim Gruplarda Kolorektal Dokunun Iimmunohistokimyasal

Degerlendirmesi

3.5.1 MMP-2 immiinreaktivitesinin Degerlendirilmesi

MMP-2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; MMP-2 immiinreaktivitesi kontrol grubunda
+3 siddetinde ve yayginhginda gézlendi (kirmizi ok) (Sekil 61A). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DMH grubunda MMP-2 immiinreaktivitesinde artis vardi ve +4
siddetinde ve yaygmliginda oldugu goriildii (kirmiz1 ok) (Sekil 61B). Selekoksib’in
tedavi olarak verildigi DMH+Selekoksib grubunda ise DMH grubuna gére MMP-2
immiinreaktivitesinin azaldig1 izlendi ve +3 siddetinde ve yaygmhiginda
degerlendirildi (kirrmizi ok) (Sekil 61C). Diklofenak’in tedavi olarak verildigi
DMH+Diklofenak grubunda ise DMH grubuna gére MMP-2 immiinreaktivitesinin
azaldigi izlendi ve +3 siddetinde ve yayginlhiginda degerlendirildi (kirmizi ok) (Sekil
61D).
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Sekil 61. MMP-2’nin gruplara ait immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri. (x4)
A: Kontrol; B: DMH; C: DMH+Selekoksib; D: DMH+Diklofenak

3.5.2. MMP-9 immiinreaktivitesinin Degerlendirilmesi

MMP-9 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; MMP-9 immiinreaktivitesi kontrol grubunda
+2 siddetinde ve yayginhginda gozlendi (kirmizi ok) (Sekil 62A). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DMH grubunda MMP-9 immiinreaktivitesinde belirgin bir artig
vardl ve +4 siddetinde ve yaygmliginda oldugu gorildi (kirmizi ok) (Sekil 62B).
Selekoksib’in tedavi olarak verildigi DMH+Selekoksib grubunda ise DMH grubuna
gore MMP-9 immiinreaktivitesinin belirgin olarak azaldigi izlendi ve +2 siddetinde
ve yaygmliginda degerlendirildi (kirmizi ok) (Sekil 62C). Diklofenak’in tedavi
olarak verildigi DMH+Diklofenak grubunda ise DMH grubuna gére MMP-9
immiinreaktivitesinin azaldig1 izlendi ve +3 siddetinde ve yaygmliginda

degerlendirildi (kirmiz1 ok) (Sekil 62D).
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Sekil 62. MMP-9’un gruplara ait iﬁnohistokimyasal boya.nma szellikleri. (x)
A: Kontrol; B: DMH; C: DMH+Selekoksib; D: DMH-+Diklofenak

3.5.3. Nfic-B Immiinreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Nfk-B immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1g1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Nfi-B immiinreaktivitesi kontrol grubunda
+2 siddetinde ve yayginhginda gozlendi (kirmizi ok) (Sekil 63A). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DMH grubunda Nfk-B immiinreaktivitesinde artis vardi ve +3
siddetinde ve yaygmliginda oldugu goriildii (kirmiz1 ok) (Sekil 63B). Selekoksib’in
tedavi olarak verildigi DMH+Selekoksib grubunda ise DMH grubuna gore Nfik-B
immiinreaktivitesinin belirgin olarak azaldigi izlendi ve +1 siddetinde ve
yayginliginda degerlendirildi (kirmizi ok) (Sekil 63C). Diklofenak’in tedavi olarak
verildigi DMH+Diklofenak grubunda ise DMH grubuna gore Nfk-B
immiinreaktivitesinin azaldig1 izlendi ve +2 siddetinde ve yaygmliginda

degerlendirildi (kirmiz1 ok) (Sekil 63D).
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Sekil 63. Nfi-B’nin gruplara ait immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri. (x4)
A: Kontrol; B: DMH; C: DMH+Selekoksib; D: DMH-+Diklofenak
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4. TARTISMA

Kolorektal kanserler diinya capmnda en yaygin lciincii kanser tiirii haline
gelmistir. Son zamanlarda c¢esitli tedavi modaliteleri gelistirilmis olmasma ragmen,
diinya capinda kansere bagh o6liimlerin en yaygin sebeplerinden biri olmaya devam
etmektedir (204, 236).

Kolorektal kanserlerin patogenezi oldukca kompleks bir siiregtir. Bu siireg
cevresel faktorlere bagli etkilesimler, bireysel kansere yatkinlikla ilgili genetik
ozellikler ve kolorektal epiteldeki somatik degisikliklerin birikimi gibi bir¢ok etkiyi
blinyesinde barindirmaktadir (237). Kolorektal kanserlerin biiylik c¢ogunlugu
displastik adenomatdz poliplerden kaynaklanan sporadik olarak ortaya ¢ikan
timorlerdir (44, 238).

Bir¢ok basamagi igeren bu silire¢ baslangicta genetik degisikliklerin
birikimiyle kolon epitel hiicrelerine tiimor gelisimi yoniinde selektif bir biiylime i¢in
olanak saglar (58).

Bu biiylimeyi takiben normal kolon epitel hiicrelerinden adenomatdz polibe
dontistim gerceklesir ve siire¢ invaziv KRK gelisimiyle sonlanir. Bu degisiklikler
hiicre biiylimesinin regiilasyonunda etkili APC, Smad4 ve p53 gibi tiimor siipresor
genler ya da K-ras, c-myc, c-neu, c-src gibi onkogenlerdeki mutasyonlar sonucu
ortaya c¢ikar (239). KRK’de sirasiyla ortaya ¢ikan genetik degisiklikler; histolojik
progresyon, kiiciik premalign adenom, malign adenomdan metastatik tiimore
dontistim ve hastaligin evreleri (erken, gec) lizerine etkilidir (240).

KRK’lerin yaklagik %10’u ise 1yi tanimlanmis herediter sendromlarin
zemininden gelismektedir. Bu sendromlarin iki ana formu; Herediter nonpolipozis
koli (HNPCC) ve Familyal adenomatozis polipozis (FAP)’dir (241, 242).

Insan tiimérlerinin ¢ok asamali gelisim siirecinde kanser isaretleri olarak
tanimlanan (hall marks of cancer) 6zellikler 2000 yilinda Hanahan ve Weinberg
(243), tarafindan 6 adet edinilmis biyolojik yetenek olarak ortaya koyulmustur. Bu 6
adet ozellik; proliferatif sinyallerin siirdiiriilmesi, biiylime silipresyonundan kagis,
hiicre Oliimiine diren¢ (apopitozisin inhibisyonu), anjiyogenezisin indiiklenmesi,
invazyon ve metastazin aktive olmasi, replikatif immortaliteye olanak saglanmasi
olarak bildirilmistir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan 2011 yilinda (244) bu 6 kanser

isareti olarak tanimlanan 6zellige 4 yeni 6zellik daha ilave edilmistir. Bu yeni kanser
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isaretleri ise; anormal metabolik yolak (hiicresel enerji kaynaklarinin serbestlenmesi),
immiin sistemden kacis, instabil genom ve mutasyon ile tiimor iligkili
inflamasyondur. Aslinda bu edinilmis yetenekler, hiicre sag kalimiyla ilgili kontrol
mekanizmalarindan, proliferasyon, migrasyon, invazyon, komsu hiicrelerle ve
stromayla etkilesime kadar birgok asamadaki anormalligi temsil eder ve bu sekilde
ozetlenebilir (240).

Belirlenen bu o6zelliklerle birlikte terapotik hedefler ortaya koyulmus ve
bunlara yonelik bir¢cok yeni tedavi modalitesi gelistirilmistir. Hedefe yonelik bu
tedavi sekillerinden bazilari; indiiklenen anjiyogenezise yonelik VEGF sinyal
inhibitorleri, immiin sistemden kacgisa kars1 immiin aktive edici sitotoksik T lenfosit
antijen 4m antikoru (CTLA4 mAb), apopitozisin inhibisyonuna kars1 proapopitotik
BH3 mimetikler, hiicresel enerji kaynaklarinin serbestlenmesine karsi aerobik
glikoliz inhibitorleri, proliferatif sinyallerin siirdiiriilmesine kars1t EGFR inhibitorleri,
replikatif immortaliteye karsi telomeraz inhibitorleri, genom instabilitesi ve
mutasyona kars1 Poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri, biiyiime
siipresyonundan kagisa karst siklin bagimli kinaz inhibitorleri, timor iliskili
inflamasyona kars1 ise selektif NSAII’lardir (244).

Kanser i¢in belirlenen bu temel isaretler bir¢ok kanser tiirii i¢in oldugu gibi
KRK’ler i¢cin de gegerlidir ve KRKlerin etiyopatogenenezindeki karmasiklik ile cok
basamakli gelisim siireci ve uygulanabilecek yeni terapotik yaklasimlar agisindan
dikkate degerdir.

KRK gelisiminde, genetik ve epigenetik anormalliklerin ortaya ¢ikmasmin
yani sira ciddi bir inflamatuvar ortam olusumu da 6nemli rol oynamaktadir (245).
Reaktif tiimor stromasinin igaretleri; belirgin bir 16kosit infiltrasyonu, kan damar1 ag,
matriks proteinleri ile asir1 artmus sitokin ve kemokinlerdir (245, 246).

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliski sematik olarak intrinsik ve ekstrinsik
olarak iki yol halinde gosterilebilir. Intrinsik yol genetik degisikliklerle siire gelen,
inflamasyon ve neoplaziye neden olan yol (6rnek olarak onkogenler) iken, ekstrinsik
yol ise inflamatuvar barsak hastaliklarinda oldugu gibi kronik bir infeksiyon
ortamindaki inflamatuvar 16kositler ya da kalici inflamatuvar olaylarla siiregelen
artmis kanser riskidir (114). Ortaya ¢ikan kanitlar da kanser iliskili inflamasyonun

genetik instabiliteyi tesvik ettigini gostermektedir (247).
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Kanser iligkili inflamasyon, karsinogenez gelisimini, malign hiicrelerin
proliferasyonu, anjiyogenezis ve tiimOr metastazi gibi bircok siirecte etkiler (248,
249). Boylelikle, kanser iligkili inflamasyon yenilik¢i tanisal ve terapotik stratejiler
icin yeni bir hedefi temsil eder duruma gelmistir (250).

KRK’lerin baglangictna APC gen mutasyonuyla birlikte WNT/B-katenin-
sinyal yolagindaki karisikligin neden oldugu bilinmektedir (60, 250).

Bununla birlikte COX-2’nin anormal ekspresyonu KRK’lerin c¢ogunda
goriilmekte ve bu durumun KRK gelisiminde kritik role sahip oldugu
disiiniilmektedir (251).

COX-2 ekspresyonunun kontrolii transkripsiyonal ve translasyonel olarak
regiile edilmesi temeline dayanmaktadir. Normal sartlar altinda bu diizenlenme
esnasinda parcalanan mRNA’lara paralel olarak COX-2 kopyalar1 da hizla
parcalanir. Buna ragmen inflamasyon esnasinda ag¢iga c¢ikan proinflamatuvar
sitokinler yoluyla fizyolojik kosullarda par¢alanan bu COX-2 kopyalari stabilize olur
ve COX-2 protein diizeyleri artar (107).

KRK’lerde COX-2’nin artmis ekspresyonu birden fazla mekanizma ile ortaya
ctkmaktadir. Bunlardan biri; hipoksi ve inflamasyonla birlikte artan sitokinler
arciligiyla bir transkripsiyon faktorii olan NFxB’nin aktif formuna doniisiip
cekirdege transloke olmasi sonucu COX-2 gen ekspresyonunu arttirmasidir. (113,
114, 204).

Digeri ise; fizyolojik sartlarda sitozolde bulunan B-katenin, wild-tip APC
protein ve yardimci iki protein (aksin ve GSK-3B)’den olusan kompleksin
aktivasyonuyla parcalanmaktadir. APC gen mutasyonunda ise APC proteininin [-
katenine baglama bolgelerinde fonksiyon bozuklugu gelisir ve bu durum B-kateninin
artan miktariyla birlikte yiiksek oranda g¢ekirdege transloke olmasiyla sonuglanir.
Cekirdekte TCF-4 ve LEF-1 ile birlikte bir transkripsiyon faktorii gibi etki gosterir
ve COX-2 gen ekspresyonu artar (113).

Arasidonik asitten PG sentezinde hiz kisitlayici basamak iizerine etkili olan
COX-2’nin KRK’leri de igeren bir¢cok kanserde artmis ekspresyonlar1 gosterilmis ve
yine KRK’leri de i¢eren bir¢cok kanserin patogenezinde rol aldigi bildirilmistir (58,
252-257).
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Insan ¢aligmalar1 ve deneysel hayvan modellerinde COX-2 enziminin, hiicre
proliferasyonu, artmis anjiyogenezis, defektif apopitozis, metastaz artisi, immiin
siipresyon, mutajenik etki, oksidatif {iriinlerde artis ve aromataz enzim indiiksiyonu
gibi mekanizmalar T{zerinden kanser gelisimini indiikledigi ve bu c¢oklu
mekanizmalarla karsinogenezde dnemli rol oynadigi gosterilmistir (109, 110).

Yapilan bircok ¢alismada NSAII kullanimiyla FAP’li hastalarda adenom
sayis1 ve biiyiikliikklerinde azalmayla birlikte KRK insidanslarinda da azalma tespit
edilmistir. Yine kemoprevensiyon amaciyla bu ilaglarin kullanimi sonucu kolonda
polip gelisiminin ya da polipektomi sonrasi rekiirrens insidanslarinda azalma oldugu
gosterilmistir (236, 253).

Yine son yillarda yapilan birgok calismada KRK tanisi almig hastalarda
artmig COX-2 ekspresyonuyla birlikte diizenli aspirin kullaniminin diisiik mortalite
riski ile baglantili oldugu ortaya koyulmustur (258, 259).

NSAII kullanimina bagh bu etkilerin PG metabolizmasi, inflamasyon ve
karsinogenez iizerine etkili COX-2 enzim inhibisyonu yoluyla baglantili oldugu 6ne
stirtilmiistiir (259, 260).

Son yillarda COX-2’nin apopitozisin inhibisyonu ve anjiyogenezisin
stimiilasyonuna neden olmasinin yanisira Bel-2 gen ekspresyonunun indiiksiyonu ile
de baglantili olduguna dair kanitlar artmaktadir (261, 262).

Bu calismada tiim bu bilgiler 151831nda KRK’in gelisim asamasinda artan
COX-2 gen ekspresyonuna yonelik olarak COX-2 inhibitorleri kullanilarak bu
ilaglarin karsinogenez iizerine etkileri arastirildi ve bu amacla ratlarda 1,2 DMH ile
indiiklenmis deneysel bir KRK modeli olusturuldu.

Sicanlarda 1,2 DMH ile olusturulan deneysel kolon kanser modeli insan
kolon kanserini histopatolojik ve molekiiler agidan ¢ok 1iyi taklit ettiginden, kolon
kanseri i¢in yapilan kemoprevensiyon ¢caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir. 1,2
DMH’nin bir metaboliti olan metilazoksimetanol safra ya da kan yoluyla kolona
taginarak nihai karsinojenik metaboliti olan metildiazonyum iyonuna doniisiir ki bu
metabolit kolon epitel hiicrelerinde, biyomolekiillerin metilasyonu yoluyla oksidatif
stresi ortaya c¢ikarir. Bu durum kolondaki inflamasyon ve tiimor gelisimi i¢in

promutajenik olaylara yol acar (204).
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Calismamizda 25 haftalik deney siiresi sonunda deney gruplarindaki
hayvanlarda, histopatolojik olarak, yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonundan,
displastik degisiklikler ve invaziv adenokarsinoma kadar degisen derecelerde
farklilagmalar tespit ettik. DMH grubundaki hayvanlarin kolorektal dokularmna ait
kesitlerin histopatolojik olarak degerlendirilmesi sonucu bu gruptaki hayvanlarin
%6,25’inde yogun inflamasyon, %31,25’inde degisen derecelerde displazi (bu grupta
cogunlukla siddetli displazi) ve %62,5’sinde ise adenokarsinom gelistigi izlendi. Bu
bulgular Karaca ve ark. (214) ile Thulesen ve ark.’nin (225) yaptiklar1 calisma
sonuglariyla uyumluydu. Calismamizda heniiz displazi gelismemis hayvanlarda
izledigimiz siddetli inflamatuvar alanlarla, displastik degisimlerin yakinindaki
alanlarda ve karsinom gelisen hayvanlarda da peritumoral alandaki yogun
inflamasyon Onemli bir bulgu olarak dikkatimizi c¢ekti ve timor iligkili
inflamasyonun degerlendirilmesiyle bu yonde uygulanabilecek tedavi modalitelerinin
belirlenmesi agisindan dikkate degerdi. Verilen karsinojen ajanla Oncelikle
inflamasyonun indiiklendigini, inflamatuvar sitokinlerle beraber karsinogenezde
etkili bircok molekiiler yolagin aktive olarak displastik degisimin basladigini,
sonrasinda olaym invaziv karsinom gelisimi ve metastaz gibi birbirini izleyen ¢oklu
bir siire¢ olarak devam ettigini diisiinmekteyiz. Calismamizda son DMH
enjeksiyonunu takiben kanser gelisimi i¢in beklenen latent siirenin daha uzun
tutulabilmesi miimkiin olsayd: &zellikle NSAII tedavisi uygulanmayan DMH
grubunda heniiz inflamasyon ve displazi diizeyindeki lezyonlar da, biiyiik oranda
tiimoral doniisiim gosterebilecekti. Nitekim yapilan deneysel kolorektal kanser
modeli igerikli ¢aligmalarda kanser gelisimi 10 haftadan 2 yila kadar degisen latent
siirelerde ve degisen oranlarda ortaya ¢ikabilmektedir (226).

Calismamizda DMH ile es zamanli uygulanmaya baslanan birer COX-2
inhibitorii olan Diklofenak ve Selekoksib kullanimiyla bu gruplardaki hayvanlarin
kolonlarma ait kesitlerin histopatolojik olarak degerlendirilmesi sonucu DMH
grubuyla karsilastirildiginda 6zellikle karsinom tanist alan hayvanlarin sayisinda
belirgin azalma oldugunu goézlemledik. Buna paralel olarak karsinogenez siirecinde
etkili bircok parametrenin de NSAII kullanimiyla birlikte belirgin olarak degistigini
tespit ettik. Bu bulgular Selekoksib ve Diklofenak’1 da igeren COX-2 inhibitorii
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bircok NSAII’in KRK lerdeki etkilerine yonelik son yillarda yapilan ¢alismalarla da
uyumluydu (18, 263-266).

Bu caligmalardan Vaish ve ark.’nin (18) yaptigi, in vivo deneysel kolon
kanseri modelinde DMH uygulanmasi ile farelerde kolon tlimoriiniin baglatilmasinda
mevcut inflamatuvar yollarin rolii ve birer COX-2 inhibitorii olan NSAIl’lardan
Sulindak ve Selekoksib’in pro ve antiinflamatuvar sitokinler, transkripsiyon
faktorleri ve COX-2 ekspresyonu lizerindeki kemopreventif etkilerini arastirdiklar1
calismada; DMH uygulanan grupta multipl plak lezyon sayis1 %100 iken beraberinde
NSAII uygulanan gruplarda insidans %62,5 olmus, anormal kript odaklarinda da
buna paralel olarak DMH uygulanan grupla karsilastirildiginda Sulindak ve
Selekoksib uygulanan gruplarda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Calismanin
devaminda DMH grubunda, IL-1B, IL-2 ve IFN-y gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
artmis ekspresyonu kolonun inflamatuvar stres altinda oldugu fikrini vermistir. Bu
proinflamatuvar sitokinler ise inflamasyonla beraber bir transkripsiyon faktorii olan
NF«kB’nin aktifleserek c¢ekirdege transloke olmasina neden olarak beraberinde artmis
COX-2 ekspresyonu ve karsinogenezde etkili bir¢ok basamakla sinyal yolaginin
aktive olmasma neden olmaktadir sonucuna varmiglardir. Vaish ve ark.’nin bu
calisma ile DMH grubunda NFkB ve COX-2’nin artmis ekspresyonlarmi
gostermeleri ve NSAII kullanimiyla proinflamatuvar sitokinler, NFkB ve COX-2
ekspresyonlarinda azalma, antiinflamatuvar sitokin ekspresyonlarinda ise artig
oldugunu ortaya koymalari, KRK ile inflamasyon iliskisini ve bu siirecte NSAII’larin
bilinen anti inflamatuvar rollerine ek olarak NFxB ve COX-2 yolaklar1 iizerindeki
etkilerini desteklemektedir (18).

NF«B, dogal bagisiklik ve inflamasyonun regiilasyonunda anahtar role sahip
bir transkripsiyon faktoriidir. NFkB sinyal yolagi hem prekanser6z kronik
inflamasyon hem de kanser iliskili inflamasyonda kritik role sahiptir. Fizyolojik
sartlarda NFxB’nin inaktif formu muhafaza edilirken kolorektal karsinomu da igeren
bircok kanser tiiriinde yapisal olarak aktiftir (114, 204).

Aktive NFxB, artmis hiicre proliferasyonu ve azalmis apopitozis,
inflamatuvar hiicrelerin artis1 ve hiicre i¢i adezyonlarda degisim, primer patojenik
sinyallerin amplifikasyonu, timdr olusumunun baslamas1 ya da ivme kazanmas1 gibi

birbirini izleyen ¢oklu hiicresel fonksiyonlar1 indiikler (267). Bu durum kolon kanser
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hiicreleri de dahil bir¢cok kanser tipinde gosterilmis ve COX-2, NF«B yolaginin hedef
genlerinden biri olarak belirlenmistir (204, 268-271).

Calismamizda kanser gelisim siirecinde, inflamasyondan baslamak iizere
timoral doniisim ve metastaza kadar bir¢ok asamada kritik rollere sahip olan
NFxB’nin immiinohistokimyasal olarak boyanma siddeti ve yaygmligini
degerlendirdik. DMH grubunda kontrol grubuna oranla artmig boyanma siddeti ve
yayginligi tespit ettik. Bu bulgular diger calisma sonuclariyla uyumluydu (204, 269).

NSAIll’larla tedavi ettigimiz gruplarda NFkB’nin immiinohistokimyasal
olarak boyanma siddeti ve yaygmligini DMH grubuyla karsilastirilastirdigimizda;
DMH+Selekoksib grubunda aktivitenin dnemli oranda azaldigini, DMH+Diklofenak
grubunda ise NFkB aktivitesinde azalma olmasina ragmen Selekoksib grubundaki
azalma kadar belirgin olmadigini gozlemledik. Bu sonuglar, 2010 yilinda Adelaide
ve ark. (270) ile 2011 yilinda Vaish ve ark.’nm (18) yaptig1 Selekoksib tedavisiyle
azalan NFxB aktivitesi 1ile 1ilgili calisma sonuglarin1 destekler niteliktedir.
Calismamizda NSAIl’lardan olan COX-2 inhibitdrlerinin kullanimryla beraber
azalan NF«xB aktivitesi su soruyu aklimiza getirdi. COX-2 inhibitdrleri karsinogenez
stirecindeki etkilerini sadece COX-2 enzim ihbibisyonu yoluyla m1 gostermektedir
yoksa basta NF«kB yolagi olmak {izere COX-2 bagimsiz mekanizmalar {izerinden de
etkileri var midir? Elde ettigimiz veriler 1s181nda biz, COX-2 inhibitorlerinin COX-2
enzim ihbibisyonu ile beraber COX-2’den bagimsiz mekanizmalar iizerinden de
etkileri oldugunu diisiinmekteyiz. Oyle ki bu ilaglarin NF«B aktivitesini azaltarak bu
yolagin hedef genlerinden biri olan COX-2 diizeylerini de beraberinde azaltmak
kosuluyla kendi etkilerini bu sekilde potansiyalize ettigi kanaatindeyiz. Nitekim
Adelaide ve ark. (270) yaptiklar1 ¢alismada uzun siire Selekoksib kullanimiyla,
IkK’larmn baskilandigini gostermislerdir. IkK’larin baskilanmasi NFkB’nin inhibitor
proteini olan Inhibitdr «B’nin fosforile olmasini engelleyerek sitoplazmadan
cekirdege transloke olmasini engellemekte ve bu yolla NFxB’nin aktiflegsmesini
inhibe etmektedir.

Biz bu ilaglarm COX-2 bagimsiz etkilerini birer antiinflamatuvar ilag¢
olmalar1 da g6z 6niinde bulunduruldugunda, NF«B yolaginin aktive olmasinda etkili
basta IL-1B olmak {lizere proinflamatuvar sitokinlerin inhibisyonu ve

antiinflamatuvar sitokinlerin artis1 yoluyla da gosterdikleri diisiincesindeyiz. Vaish
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ve ark.’nin (18) yaptiklar1 ¢alisma sonucu elde ettikleri veriler ve 90’11 yillarin ikinci
yarisindan itibaren NSAQl’larin COX-2’den bagimsiz etkilerinin de olduguna dair
kanitlarin artmis olmasi, bizim bu diisiincemizi desteklemekle beraber bu ilaclarin
antiinflamatuvar ajanlar olarak kullanilmasinin yani sira kemopreventif ajanlar
olarak da kullanimini glindeme getirmistir (272-274).

Diger yandan IL-1B artisinin MEK/p44/42 ve p38 MAPK yolagm aktive
ederek COX-2 gen ekspresyonlarinda artisa neden oldugu tespit edilmistir (275).
Tiumor iligkili inflamasyon agisindan degerlendirildiginde bu durum o6nemli bir
mekanizma olarak karsimiza c¢ikmaktadir. COX-2 inhibitori kullanimiyla ortaya
cikan antiinflamatuvar etkinlikle proinflamatuvar bir sitokin olan IL-1f diizeylerinin
azalmas1 sonucu sadece NFkB yolagmin degil, MEK/p44/42 ve p38 MAPK
yolaginin da aktivasyonunun engellenmesi sonucu COX-2 protein diizeylerinin
distiigii diisiincesindeyiz.

Calismamizda tiimor gelisim siirecinde olmazsa olmaz basamaklardan biri
olan anjiyogenezis ve anjiyogeneziste etkili parametreler de degerlendirildi.
Anjiyogenezis KRK gelisimini ve metastazi tesvik eden kritik bir siirectir (276).
Timor anjiyogenezisi; spesifik biiylime faktorleri, endotel hiicre reseptorlerinin
aktivasyonu ve endotel hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesi ile tiim bu asamalar1
destekleyen hiicre dis1 matriks komponentlerini de iceren kompleks bir siirectir. Bu
siirecte etkili olan ajanlar tiimor hiicrelerinden, monosit, fibroblast gibi ortamdaki
mevcut hiicrelerden salmabildigi gibi kollajen matriksinin proteolitik yikimi sonucu
da agiga c¢ikabilirler (139).

Karsinogenez siirecinde COX-2 ve NF«B ekspresyonlar1 ve aktivitelerindeki
artigla beraber anjiyogenezin indiiklendigi bilinmektedir. Nitekim NFkB’nin
transkripsiyonel hedefleri arasinda COX-2’nin yam sira VEGF, biiylime faktorleri,
adezyon molekiillerinden ICAM, VCAM, bir¢ok inflamatuvar sitokin ile MCP-1’1 de
iceren kemokinleri kodlayan genler bulunmaktadir (261, 262, 270, 277).

VEGF, iy1 karakterize edilmis bir anjiyogenik faktordiir ve hem bening hem
de malign olaylardaki yeni damar gelisiminde onemli bir rol oynadig:1 bilinmektedir
(278). Vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in giiglii spesifik bir mitojen olan VEGF, bu
hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonunu indiikler, bu nedenle tiimor metastazi ve

karsinogenez esnasinda da major bir anjiyogenik faktor olarak kabul edilir (279, 280).

91



Bu c¢alismada anjiyogenezise ait belirteclerden biri olan VEGF diizeylerini
degerlendirdik. DMH grubundaki VEGF diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamlhi olarak artmuisti (p<<0.0001). Bu sonug¢ karsinogenez
siirecinde indiiklenen anjiyogenezise ait bir kanit olmasi nedeniyle onemliydi ve
Amano ve ark. (281) Jalba ve ark.(278) Kaur ve ark.(266) ile Sadik NA’nin (204)
yaptig1 ¢aligma sonuglari ile uyumluydu. Tedavi gruplarinda DMH ile eszamanl
kullanmaya basladigimiz Diklofenak ve Selekoksib ile VEGF diizeylerinde, DMH
grubuyla karsilastirildiginda anlamli oranda azalma oldugunu tespit ettik (p<0.0001
ve p=0.001, sirastyla). Bu ilaglarin kullanimiyla elde ettigimiz VEGF diizeylerindeki
disiis, Kaur ve ark. (266) ile Ninomiya ve ark.’nin (282) yaptiklar1 ¢aligsmalar ve
diger bir¢ok calisma sonucuyla uyumluydu.

Kolon kanserini de iceren bir¢ok kanser tiirlinde COX-2 yolaginin 6nemli bir
irtinii olan PGE,’in VEGF ve anjiyogenezisin 6nemli bir diizenleyicisi oldugu ve
ekzojen PGE,; stimiilasyonun kolon kanser hiicre hatlarinda VEGF ekspresyonlarinda
artisa neden oldugu bildirilmistir (283). Calismamizda NSAIl’lar ile tedavi sonucu
bu ilaclarin COX-2 bagimli mekanizma ilizerinden PGE; diizeyleri ile birlikte VEGF
diizeylerini azalttigi, COX-2 bagimsiz mekanizma {zerinden ise NFkB’nin
aktivasyonunu engelleyerek bu yolagin transkripsiyonel hedef genlerinden olan
VEGF diizeylerini azalttigi, tiim bu ve benzer mekanizmalar {izerinden
anjiyogenezisi inhibe ettigini diisiinmekteyiz.

Endotel hiicreleri i¢cin migratuvar 6zelligininin disinda VEGF; hiicre dis1
matriks yikimmdan sorumlu olan MMP’larin salinimini da uyarwr. Sonug¢ olarak
anjiyogenezisin indiiksiyonu disinda invazyon ve metastazi kolaylastirict etkiye de
sahiptir (284). Kanser gelisiminde matriksin ve bazal membranin yikimindan
sorumlu bu enzimlerin rolleri yaklasik olarak 40 yildir arastirilmaktadir. Bu
enzimler; karsinogenez siirecinde anjiyogenezis ve apopitozisden, metastaz ve
invazyona kadar bir¢ok asamada yer almalar1 nedeni ile kanser arastirmalari i¢in
hedef konuma gelmis molekiillerdir (158, 159).

Inflamatuvar siireg boyunca immun hiicrelerin ekstravazasyonu endoteliyal
bazal membranin ve diger matriks komponentlerinin proteolitik yikimi ile sonuglanir.
Bir¢ok kanser tiirinde MMP’larin, kanserin erken tanisi, progresyonunun takibi ve

metastazin saptanmasinda kullanilabilecegi ifade edilmistir (165). Tiimor hiicreleri
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ve endotel hiicreleri i¢cin en onemli bariyer olan bazal membranin igerdigi tip-IV
kollejeni yikan MMP-2 ve MMP-9, malignitenin derecesiyle korele olarak birgok
metastatik tiimorde yliksek olarak bulunmustur (139). Bircok MMP, kolorektal
kanserlerde potansiyel birer belirte¢ olarak ¢alisilmistir (177).

Bu calismada MMP-2 ve MMP-9 ile MMP-2’in doku inhibit6rii olan TIMP-2
diizeyleri degerlendirildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, DMH grubunda
MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde anlamli oranda bir artis oldugunu tespit ettik (her
iki parametre icin de p <0,0001). MMP-2 ve MMP-9’a ait immiinohistokimyasal
boyanma 6zellikleri de ELISA sonuglarimizi destekler nitelikteydi. Nitekim kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, DMH grubunda MMP-2 ve MMP-9’nin boyanma
siddeti ve yayginligmm da artmis oldugunu goézlemledik. Elde ettigimiz sonuglar
kolorektal kanserlerde MMP’larin artisinin gosterildigi bir¢ok calisma sonucuyla
uyumluydu (175, 285-287).

MMP’larin anjiogenezis lizerine farkli mekanizmalar iizerinden pozitif ve
negatif etkileri vardir. Anjiyogenezisin ilk basamagi olan bazal membranin,
mikrovaskiiler bazal membran ve intertisyuma ayrilmasit MMP enzimleri tarafindan
gergeklestirilir (163).

MMP-9’m, ESM’den VEGF mobilizasyonunu  sagladigi  (288),
anjiogenezisin regiilasyonunda da ESM’in ¢6ziinmesi, yeni damar olusumunun
baslangici ve devam etmesinde 6nemli gorevlerinin oldugu bilinmektedir (164).

MMP’larin anjiyogenezisin yani sira invazyon ve uzak metastaz siireglerinde
de rol aldig1 bilinmektedir (289). Sundov ve ark. (290) kolon kanserli hastalar
iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda artmug MMP-2 ekspreyonunun vaskiiler invazyon
ve yiiksek tiimor derecesi (high grade) gibi tiimoriin agresif davraniglarini gosteren
histopatolojik parametrelerle belirgin iliskisinin oldugunu gostermislerdir. Biz de
calismamizda histopatolojik olarak KRK tanisi alan sigcanlara ait plazma MMP-2
diizeyleri i¢inde, makroskobik olarak karacigerlerinde tiimoral olusumlar
gozlemledigimiz (metastaz) sicanlarin MMP-2 diizeylerinin ortalamanin cok {istiinde
oldugunu tespit ettik. Ancak histopatolojik olarak metastaz degerlendirmesi
yapmadigimiz i¢in bu gézlemlerimizi istatistiksel olarak analiz etmedik. Hilska ve
ark. (177) ise yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli evredeki kolorektal kanserli hastalarda

MMP-2’nin artmis ekspresyonunun hastalarda kisa yasam siiresiyle baglantili
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oldugunu gostermislerdir. Langenskiold ve ark.’da (291) yilikselmis plazma MMP-2
diizeylerinin lenf nodu metastazi ile korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir.

MMP-9’ un artmis diizeyleri 6zellikle adenomdan karsinoma geciste erken
asamadan itibaren tespit edilmis ve primer olarak inflamatuvar hiicreler tarafindan
iretildigi gosterilmistir (292). Bu durum tiimor iligkili inflamasyon da g6z oniinde
bulunduruldugunda 6nemli bir tespittir. Bizim calismamizda da DMH grubunda
kontrollere gore MMP-9’un artmis olmasi1 inflamasyon-adenom-karsinom
dontistimiinde MMP-9’un etkinliginin degerlendirilmesi agisindan dikkate degerdir.
Ustymowicz, (293) KRK’li hastalar {izerinde yaptig1 c¢alismasinda, MMP-9
ekspresyonlarinin belirgin olarak arttigini ve bu artisla tiimor gelisimi, vaskiiler
invazyon ve lenf nodu metastazi arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu tespit
etmigtir. Cho ve ark.(294) ise kanser dokusunda artmis MMP-9 boyanmasiin lenf
nodu tutulumundan bagimsiz olarak ta kotii prognozla iligkili oldugunu ortaya
koymuslardir. Unsal ve ark.’da (176) evre-2 ve evre-3 rektum kanserli hastalar
iizerinde yaptiklar1 retrospektif calismada immiinohistokimyasal olarak artan MMP-
9 boyanma siddeti ve yaygmligmin timor evresi ve diferansiasyon ozelligi ile
baglantilt oldugunu ortaya koymuslardir. Nitekim genel sagkalim oraninin, koti
diferansiye ve MMP-9 ekspresyonunun arttig1 tiimorlerde azaldigini gostermislerdir.
Yaptiklar1 ¢ok degiskenli analizlere baglh olarak artmis MMP-9 ekspresyonunun,
azalmig genel sagkalimin bagimsiz bir belirleyicisi oldugunu ifade etmislerdir.
Tutton ve ark. (295) ise tiim bunlara ek olarak kolorektal kanserin rezeksiyonundan
sonra MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde diisiis oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda MMP-2’nin doku inhibitérii olan TIMP-2 diizeylerini de
degerlendirdik. TIMP’lar bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar
role sahiptirler. MMP’lara irreversibl ve non-kovalent baglanarak latent enzim
formunun aktivasyonu ve katalitik aktivitelerinin siirdiiriilmesinin inhibisyonu
asamasinda gorev yaparlar. Boylelikle TIMP’lar MMP enzim aktivitesini hem
proenzim aktivasyonu asamasinda hem de substrat parcalanmasi esnasinda
etkileyerek MMP/TIMP dengesini regiile ederler (10).

Calismamizda Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DMH grubunda TIMP-2
diizeylerinin artmis oldugunu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigini

gozlemledik. Sonuglarimiz Gershtein ve ark.’nmn. (296) KRK’li hastalar iizerinde
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yaptiklar1 degerlendirmelerde MMP-2, MMP-3 ve MMP-13 diizeylerindeki anlaml1
artisa ragmem TIMP-2 diizeylerindeki artisin istatistiksel anlam ifade etmedigini
tespit ettikleri calisma sonuglariyla uyumluluk gostermekteydi. Roca ve ark. (297)
ise kolorektal dokularda MMP’larla beraber TIMP-2’nin de artmis ekspresyonunu
tespit etmislerdir.

Calismamizda cesitli fizyopatolojik siireclerde 6nem arzeden MMP/TIMP
oranini da degerlendirdik ve bu amacla MMP-2 ve spesifik inhibitorii TIMP-2ye ait
verilerimizi kullandik. DMH grubunda kontrollerle karsilastirildiginda belirgin
olarak artmis bir MMP-2/TIMP-2 oraniyla karsilastik (p=0.014). Collins ve ark.’nin
(298) KRK dokulardaki TIMP-2 ekspresyonu ile normal dokulardaki TIMP-2
ekspresyonunu karsilastirdiklar1 ancak istatistiksel anlamlilik tespit edemedikleri,
bununla beraber MMP-2/TIMP-2 oraninda kanserli dokularda normal dokulara
oranla anlamli bir artis gdzlemledikleri calisma sonuglariyla uyumluydu. Pesta ve ark.
da (299) yaptiklar1 ¢alismada artan tiimor evresine paralel olarak MMP-2/TIMP-2
oranlarinin da anlaml diizeyde arttigini tespit etmiglerdir.

TIMP’larin tiimdr invazyonu ve metastazin inhibisyonunda rol oynadigina
dair giderek artan kanitlar vardir ve bununla ilgili 90’lh yillarin basindan itibaren
yapilan bazi in vitro c¢aligmalarda ¢esitli timor hiicrelerinde artmig TIMP-2
ekspresyonunun tiimdr invazivligi ve metastazi kisitladiginin gosterilmesiyle beraber
bu konuda yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir (300-302).

Wan ve ark. (303) kolorektal dokularda MMP-2, MMP-7 MT1-MMP, TIMP-
2 ve TIMP-3 mRNA ekspresyonlarini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, TIMP-2 ve
TIMP-3 ekspresyonlarinin indiiklenmesi ya da MMP-2, MT1-MMP, MMP-7 mRNA
ekspresyonlarinin siiprese edilmesiyle invazyon ve metastazin inhibe olabilecegini
ifade etmislerdir.

TIMP-2 hem MMP’larin bir inhibitoriidir hem de pro-MMP-2
aktivasyonunun hiicresel mekanizmasi i¢in gereklidir (304). TIMP’larin dual etkili
oluglar1 insan kanserlerinde ni¢in yiiksek degerlerinin degil de diisiikk degerlerinin
kot sagkalimm bir belirleyicisi oldugunu agiklamaktadir (305).

Calismamizda DMH grubuyla Diklofenak ve Selekoksib tedavisi yapilan
gruplardaki MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2 seviyeleri karsilastirildiginda her iki tedavi
grubunda da MMP-2 ve MMP-9 seyiyelerindeki belirgin azalmaya paralel olarak
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immiinohistokimyasal boyanma siddeti ve yayginliginda da azalma oldugunu
gozlemledik. TIMP-2 seviyeleri ise Diklofenak ve Selekoksib ile tedavi edilen
gruplarda DMH grubuyla karsilastirildiginda Diklofenak grubunda istatistiksel
anlamli bir artis yokken, Selekoksib grubunda ise oldukca anlamli bir artis
gozlemledik (p=0.015). Melania ve ark. (306) yaptiklar1 ¢calismada FAP’l1 hastalarda
Selekoksib kullanimi ile TIMP-2’nin de aralarinda oldugu dolasimdaki 14 adet
anjiyogenik biyobelirteci degerlendirmislerdir. Selekoksib kullanimi ile FAP’I1
hastalarda TIMP-2 diizeylerinde belirgin artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonug
bizim ¢alisma sonucumuzu destekler nitelikteydi. Baker ve ark. (307), Nyberg ve ark.
(308) ile Stetler-Stevenson ve Seo (309) yaptiklar1 caligma sonuglariyla TIMP-2’nin
MMP’lardan bagimsiz, diferansiasyon, apopitozis ve migrasyonu da iceren hiicre
kaderi Tlzerine etkili mekanizmalarda rol aldigini ortaya koymuslardir. Bu
mekanizmalardan biri, FGF-2 stimiilasyonu ile ortaya ¢ikan endoteliyal hiicre
proliferasyonunu TIMP-2’nin inhibe etmesidir. TIMP-2’nin FGF-2 stimiilasyonuyla
aktive olan bu sinyal yolagi iizerindeki inhibitor etkisinin MMP inhibisyonundan
bagimsiz olup a3p1 integrin araciliiyla gerceklestigi diistiniilmektedir (304, 310).

Hoegy ve ark. (311) ise biiyiime faktorlerinin stimiilasyonunda etkili tirozin
kinaz tipi reseptdor (TKR) cevabiyla olusan hiicresel biiylimenin regiilasyonunda
TIMP-2’nin mitojenik cevabi siiprese ettigini gostermislerdir. Yapilan bir¢cok ¢alisma
ile TIMP-2’nin MMP inhibisyonundan bagimsiz daha bircok mekanizma iizerinden
antianjiyogenik etkilerinin oldugu ortaya koyulmustur (312, 313).

Bu caligmalara 6rnek, Feldman ve ark.’nin (314) ¢alismalar1 sonucu ortaya
koyduklari, TIMP-2’nin antianjiyogenik fonksiyonlarinin mitojenle aktive protein
kinaz fosfataz-1(MAPKP-1)’in artis1 ile baglantili oldugudur. Tiimérde TIMP-2’nin
artmis ekspresyonu ile birlikte ortaya ¢ikan MAPKP-1’in artisi, p38 MAPK’m
defosforilasyonuna Onciiliik etmekte, bununla birlikte tiimdér biliylimesi ve
anjiyogenezis inhibe olmaktadwr. Bu da TIMP’larin MMP’lardan bagimsiz
antianjiyogenik etkilerine verilebilecek giizel bir 6rnektir. Diger yandan VEGF ve
FGF-2 gibi proanjiyogenik biliylime faktorlerinin direkt MMP ekspresyonunu
indiikleyerek tiimor olusumu ve tiimér mikrogevresindeki yeni kan damarlarinin

invazyonunu kolaylastirdig: bilinmektedir (284, 315).
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Biiyiime faktorlerine ait sinyal yolaklariyla integrinler arasindaki etkilesimin
koordinasyonu anjiyogenezisin regiilasyonunda oOnemlidir. Nitekim TIMP-2’nin,
a3p1 integrinin aracilik ettigi bu yolaklar lizerindeki inhibitér etkisi sonucu da
antianjiyogenik etkisinin ortaya ¢iktig1 gosterilmisir (316).

Son yillarda yapilan bircok c¢aligmayla TIMP-2 ekspresyonunun
baskilanmasmin  belirgin  epigenetik  mekanizmalarla  diizenlendigi ortaya
koyulmustur (317-320).

Bizim calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ve yukarida bahsedilen bir¢ok
calisma sonucu da gostermektedir ki tiimoral gelisim siirecinde MMP’lar ve onlarin
spesifik inhibitdrleri olan TIMP’lar kritik 6neme sahiptir. Tiim bu veriler 15181nda biz
MMP’larin KRK gelisim siirecinde anjiyogenezis agamasindan itibaren invazyon ve
metastaz1 da igceren bir¢ok siirecte efektif gorev yapan ve siireclerin her birini
tetikleyen molekiiller oldugu dislincesindeyiz. TIMP-2’nin ise tiimoral gelisim
siirecinde MMP’lar kadar belirgin artis gostermemesini ise su sekilde agiklayabiliriz:

TIMP-2, MT1-MMP yoluyla MMP-2"nin pro-enzim formunun aktivasyonu,
sonrasinda da aktif MMP-2’nin katalitik aktivitesinin inhibisyonu agamasinda gorev
yapmaktadir. Sahip oldugu bu dual etkiden dolayr TIMP-2 diizeyleri kanserli
dokularda MMP-2 ile paralel bir artis seyri gosterememistir. Bu nedenle MMP-
2/TIMP-2 oran1 6nem arzetmektedir. Bu oranin belli bir esik de§eri agmasiyla
birlikte TIMP-2 diizeylerinin azalmaya basladig1 ve lizerindeki inhibitor etki ortadan
kalkan MMP-2’nin de aswr1 dercede arttig1 diisiincesindeyiz. MMP-2/TIMP-2
oranindaki artigla birlikte, yapilan diger ¢alismalarla paralel olarak tiimor
agresifliginin arttig1 diisiincesindeyiz.

Yukarida bahsettigimiz bir¢ok calismayla ortaya koyulmus olan TIMP-2’nin
MMP-2’den bagimsiz ¢oklu potansiyel etkilere sahip olusunun da tiimoral dokularda
anlamli bir artis gdsterememesinin bir diger sebebi olabilecegi diisiincesindeyiz.
Diger yandan TIMP-2’nin kanserli dokularda epigenetik mekanizmalarla
diizenlenerek, tiimor hiicre invazyonunu inhibe edici 6zelliginin kisitlanmasmin da
timor hiicrelerinin sahip oldugu 06zel yeteneklerden biri oldugu ve genetik
regililasyon yollartyla da TIMP-2 diizeylerinin kanserli dokularda kontrol altina

alindig1 kanaatindeyiz.
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Calismamizda DMH ile birlikte Diklofenak ve Selekoksib gibi selektif COX-
2 inhibitérii NSAII kullanimiyla, DMH grubuyla karsilastirildiginda MMP-2 ve
MMP-9 diizeylerinde belirgin azalma olmasina karsin TIMP-2 diizeylerinde 6zellikle
Selekoksib grubunda anlamli artis tespit etmemiz bu ilaglarin karsinogenez
siirecindeki etkinliklerinin anlasilmasi agisindan dikkat c¢ekicidir. Kullandigimiz
NSAIl’larim MMP’lar1 azaltmak, TIMP-2 diizeylerini de arttirmak yoluyla da kanser
gelisiminin inhibisyonuna katkida bulundugunu tespit ettik. Bu etkilerini hem COX-
2’1 bagimli hem de COX-2’den bagimsiz mekanizmalar lizerinden gosterdigini
disiinmekteyiz.

Son zamanlarda NFxB’nin bazi hiicrelerde hizli bir sekilde MT1-MMP
ekspresyonuna neden oldugu tespit edilmistir (321). Sina ve ark. (322) yaptiklar1
calismada COX-2’nin indiiksiyonuyla iligkili MT1-MMP aracili hiicre i¢i sinyalleri
iceren, IKK/NF-«kB bagimli bir yolagin varligini ifade etmisler ve Pro MMP-2
aktivasyonundaki rolii bilinen MT1-MMP’nin katalitik etkilerinin disinda da farkl
mekanizmalar iizerinden etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu bilgilerle baglantili
olarak daha once de wvurguladigimiz gibi Selekoksib kullanimiyla IxK’lar
baskilanarak NFxB’nin inhibitér proteini olan IkB’nin fosforile olmasi
engellenmekte boylelikle NFkB’nin sitoplazmadan cekirdege transloke olmasi ve bu
yolla aktiflesmesi inhibe olmaktadir (270). Biz de Selekoksib kullanimiyla hem
COX-2 hem de NFkB yolaginin inhibe oldugunu bununla baglantili olarak ta MT1-
MMP’larla, aktivasyonunda gorev aldiklar1 MMP’lar ve COX-2 ekspresyonlarinin
azalarak anjiyogenezis, invazyon, metastaz gibi siireclerde tiimor gelisiminin siiprese
edildigi diisiincesindeyiz. Bir diger diisiincemiz de yine O6nceden agikladigimiz

bircok mekanizmaya (NFxB yolagi, COX-2/ PGE2 yolagi vs.) bagh olarak bu

ilaclarin VEGF diizeylerini azalttigi, VEGF’in MMP ekspresyonlarini indiikledigi
(149, 284) bilgisinden yola ¢ikarak bu azalmanin MMP seviyelerindeki diisiise
katkida bulundugudur. Ayrica COX-2 inhibitorii kullanimiyla tespit ettigimiz artan
TIMP diizeylerinin, inhibisyon yoluyla da MMP diizeylerinde azalmaya neden
oldugudur. Ote yandan karsinogenez siirecinde erken asamada inflamasyonla birlikte
inflamatuvar hiicrelerden MMP’larin  salinimi indiiklenmektedir. Bu siirecte
kullandigimiz NSAIl’larn antiinflamatuvar etki gostererek te MMP iiretimini

azalttig1 kanaatindeyiz. Bu bahsettigimiz mekanizmalar goriildiigii gibi birbirleriyle
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baglantili ¢coklu potansiyel etkilerin gorildiigii kompleks bir dongii olarak karsimiza
cikmakta ve slire¢ daha da karmasik bir hal almaktadir.

Calismamizda anjiyogenezis, tiimdr invazyonu ve metastaz gelisimi ig¢in
kritik 6neme sahip adezyon molekiillerinden ICAM-1 diizeyleri de degerlendirildi.
ICAM-1"in ekstraseliiler kismimin proteolitik ayrilmasi sonucu solubl formu
(SICAM-1) ortaya c¢ikar. Bu formun plazma diizeyleri, patolojik durumlarda
inflamasyonun siddeti ile paralellik gosterir. Bircok enfeksiydz, inflamatuvar ve
neoplastik hastalikta serum ICAM-1 diizeyleri artmistir (323).

Calismamizda DMH grubundaki ICAM-1 diizeylerini kontrol grubuyla
karsilagtirdigimizda belirgin bir artis oldugunu gozlemledik.(p=0,01). Bu bulgular
kolorektal kanserlerde adezyon molekiillerinin arttigmi gosteren Onceki ¢alisma
sonuglariyla uyumlu ve onlar1 teyit eder nitelikteydi (324-327).

Chen ve ark. (328) rektum adenokarsinomlu hastalar iizerinde yaptiklari
calismada bu hastalarin vaskiiler endotelyal hiicrelerinde NFxB ve ICAM-1
ekspresyonlarinda belirgin artig tespit etmisler, bunu ICAM-1"in promotor bolgeleri
iizerinde bulunan ve NFkB’nin baglandig1 bir etkilesim dizisinin varligiyla
aciklamiglardir. Nitekim bizim ¢alismamizda da DMH grubunda immuno
histokimyasal NFkB ekspresyonlarindaki artig, tipki plazma VEGF diizeylerindeki
artista oldugu gibi plazma ICAM-1 diizeylerindeki artis ile de paralellik
gostermektedir ve ICAM’1 kodlayan genlerin VEGF’1 kodlayan genler gibi
NF«B’nin transkripsiyonel hedefleri arasinda oldugunu destekler niteliktedir. Normal
sartlarda insan epitelyum hiicreleri ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlarindan
yoksundur, fakat IL-1f, IL-6, TNFa gibi proinflamatuvar sitokin cevabiyla beraber
ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlarmnin indiiklendigi rapor edilmistir (270, 329, 330).

Bu durum bizim de bu ¢alismada iizerinde durdugumuz tiimor iliskili
inflamasyonun  degerlendirilmesi  acgisindan 6nem  arzetmektedir. Tlmoral
donilistimde, inflamasyon asamasindan invazyon ve metastaza kadar gegen siirecte
inflamasyonla birlikte adezyon Ozelliklerinde degisimlerin basladigi ve buna ait
biyobelirteglerin  de  beraberinde yiikselmeye basladigi  diisiincesindeyiz.
Calismamizda Diklofenak ve Selekoksib kullanimiyla beraber plazma ICAM-1
diizeylerinde belirgin azalma oldugunu tespit ettik (p<0,05 ve p=0,001 sirasiyla).
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Elde ettigimiz bu sonuglar Gallicchio ve ark (331) ile Dianzani ve ark.’nin (257)
yaptiklari ¢alisma sonuglariyla uyumluydu.

Gallicchio ve ark’nin (331) yaptiklari caligmada hiicre kiiltiir yontemiyle elde
ettikleri kolon kanser hiicre hatlarinda (HT29) Selekoksib kullanimiyla birlikte doz
ve zaman bagimli olarak ICAM ve VCAM ekspresyonlarinin azaldigmi
gostermiglerdir. Selekoksib’in p38 ve p55 MAPK’mn inhibisyonu ve bir proapopitotik
yolagin aktivasyonu yoluyla COX-2’den bagimsiz bir mekanizma iizerinden bu
etkileri gosterdigini ortaya koymuslardir.

K-ras onkogen mutasyonu KRKlerin yaklasik %32’sinde gosterilmistir. Bu
onkogenlerdeki mutasyonla Ras sinyal yolagindaki efektor proteinlerde fosforilasyon
yoluyla aktivasyon gergeklesir (332, 333). Bu sinyal yolagindaki efektor
proteinlerden biri olan MAPK ailesi; gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi, hiicre
canlilifi, apopitoz, metabolizma, farklilasma ve motilite ile iliskili siireclerin
kontroliindeki sinyal iletimi yolaklarini olustururlar (334). p38/MAPK’m Selekoksib
tarafindan inhibe edildiginin ve yine Selekoksib kullanimiyla bir proapopitotik
yolagin aktivasyonun gdsterilmesi (331). Selekoksib’in karsinogenez siirecinde farkl
molekiiler hedefler iizerinden gdsterdigi etkiler agisindan dikkate degerdir. K-Ras
onkogen mutasyonu ile birlikte bu sinyal kaskadinin aktive olmasi KRK’lerdeki
COX-2 ekspresyonunda artisa neden olan farkli mekanizmalardan biri olarak kabul
edilmistir (113). Biz Selekoksib’in bu yolak tizerindeki inhibitor etkisiyle Ras protein
ailesinin aktivasyonu sonucu karsinogenez siirecinde ortaya ¢ikan artmig COX-2
ekspreyonlar1 da dahil olmak {izere bircok molekiiler mekanizmay1 baskiladigini ve
bunun Selekoksib’in COX-2’den bagimsiz etkilerine giizel bir 6rnek oldugu
diisiincesindeyiz. Bunun yani sira Selekoksibin farkli yolaklar tarafindan indiiklenen
COX-2 ekspresyonunu dogrudan inhibe ederek de COX-2’den bagimsiz etkilerini,
direkt COX-2 bagimli etkileriyle birlestirerek potansiyalize ettigi diisiincesindeyiz.

Bu calismada son olarak bir kemokin olan MCP-1 diizeyleri degerlendirildi.
MCP-1"in tiimoérogenezde bir kemoatraktan ve anjiyogenik modiilator olarak dnemli
bir yerinin oldugu bilinmektedir. Kemokinler ve bunlara ait kemokin reseptorleri
kolon kanserini de i¢eren birgok kanser tiiriinde, kanserin baslamas1 ve ilerlemesinde
onemli rol oynayan kronik inflamasyonun mediatorleri olarak tanimlanmislardir (335,

336).
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Kemokinlerin tiimor iligkili makrofajlar, notrofiller, lenfositler, endoteliyal
hiicreler, fibroblastlar gibi tiimor mikrogevresi i¢indeki hiicrelerce iiretildigi ortaya
koyulmustur (336).

Calismamizda DMH  grubunda MCP-1  diizeylerinin  kontrollerle
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli olamayan bir artis oldugunu goézlemledik
(DMH grubundaki standart sapmanin fazla olmasi nedeniyle). Sonuglarimiz
kolorektal tiimor gelisimiyle artan MCP-1ve/veya ona ait reseptdrlerin artisinin
gosterildigi McClellan ve ark. (337) Hillenbrand ve ark. (338) Gotlind ve ark. (339).
ile Wolf ve ark.’nin  (340) yaptiklar1 ¢alisma sonuglar1 ve daha birgok c¢alisma
sonucuyla uyumluydu. Calismamizda DMH grubuyla karsilastirildiginda
DMH+Diklofenak ve DMH+Selekoksib gruplarinda NSAII tedavisiyle beraber
MCP-1 diizeylerinin belirgin olarak azaldigmi goézlemledik (p=0,019 ve p=0,036,
sirastyla). Elde ettigimiz sonuglar Kaur ve ark. (341) ile Muta ve ark.’nm (342).
yaptiklary, tiimoral dokularda COX-2 inhibitéri kullanimiyla azalan MCP-1
diizeylerinin gosterildgi ¢alisma sonuglariyla uyumluydu.

Bir tiimor siipresor gen olan p53, MCP-1(CCL-2) gibi inflamatuvar genleri de
diizenleyen bir proteindir (343, 344). Tang ve ark. (343) yaptiklar1 ¢aligmayla fare
makrofajlarinda ultraviole ile indiikklenmis p53 birikiminin lipopolisakkaritle
indiiklenen CCL-2 iiretiminde belirgin azalmayla sonuglandigmi bildirmislerdir.
p53°in NF«kB aracili inflamatuvar yanit1 baskiladig1 da gosterilmistir (343).

Ueda ve ark. (345) MCP-1’in transkripsiyonel regiilasyonunda NFkB
yolagmin da etkili oldugunu vurgulamislardir. Bilindigi gibi NFxB inflamasyon
iligkili kanserde bir tiimor organizatorii gibi gérev yapmaktadir (346). KRK’lerde
MCP-1 (CCL-2) ekspresyonundaki artigla beraber intrakolonik masif makrofaj
infiltrasyonu gerceklesir ki bu da COX-2 artisiyla sonuglanir (347). Malisetty ve ark.
(348) kolon kanserinde COX-2 ve p53 iliskisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
kolon kanserinde yiikselen COX-2 seviyelerine bagl olarak artan prostanoidler
yoluyla p53’iin inaktif formda sitoplazmada biriktigini, Selekoksib kullanimiyla doz
ve zaman bagimli olarak p53’iin niikleer lokalizasyonunun artarak bir transkripsiyon
faktorii gibi aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Nitekim p53’iin bir transkripsiyon
faktorii gibi fonksiyon gorebilmesi icin niikleer lokalizasyonu sarttir. Strese yanit

olarak posttranslasyonel modifikasyonla aktive olan p53 niikleusa lokalize olur.
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Bir¢ok sayida efektor genin transkripsiyonel aktivitesiyle hiicre dongiisiiniin durmasi
ya da apopitozisi uyarir (349, 350).

Bunun yani sira birgok malign ve premalign doku siklikla sitoplazmada
transkripsiyonel olarak inaktif p53 formunu barindirmaktadir (348).

Tim inceledigimiz bu literatlir bilgileri ve caligmamizdan elde ettigimiz
veriler dogrultusunda, kolorektal tiimorlerde gelisimin baslangicindaki inflamasyon
asamasindan itibaren karsinom gelisene kadar gecen siirecteki MCP-1 diizeyleri ve
kullandigimiz COX-2 inhibitorleriyle beraber degisen MCP-1 diizeyleri lizerine etkili
coklu mekanizmalarm su sekilde gerceklesebildigi diisiincesindeyiz;

» Tiumor mikrogevresindeki timor iligkili inflamatuvar hiicrelerden diger
kronik inflamasyon mediatorleri gibi MCP-1 salinimi da artmaktadir.

» MCP-1 artistyla kolonda artan makrofaj infiltrasyonuyla beraber
karsinogenez siirecindeki etkinligi bilinen COX-2 diizeyleri artar, ayrica
anjiyogenezis indiiklenir.

» Yiikselen COX-2 ile birlikte artan prostanoidler araciligiyla bir¢cok malign
ve premalign dokuda sitoplazmik inaktif p53 formu artar.

» MCP-1"in transkripsiyonel regiilasyonunda p53 ve NF«B etkilidir. Niikleer
p53, MCP-1 diizeylerini diisiirerek timor gelisimini siiprese edici rol oynarken,
NF«B ise hedef genlerinden biri olan MCP-1 diizeylerini arttirarak tiimor gelisimini
indiikler.

» COX-2 inhibitorlerinden ozellikle Selekoksib kullanimiyla beraber, PG
iretimi azalarak sitoplazmada inaktif olarak kalan p53’iin niikleusa translokasyonu
artmakta ve aktiflesmektedir. Niikleer aktif p53, regiilasyonunda gorev aldigt MCP-1
iizerine direkt etkiyle seviyelerini diisiiriirken diger yandan bir tiimor siipresér gen
olarak ta NFkB aracili sinyal yolagini antiinflamatuvar etkinlikle baskilamakta ve bu
yolagin tiimorogenezde etkili diger hedef genlerine ait iiriinlerle birlikte MCP-1
diizeylerini de diistirerek tiimor gelisimini stiprese edebilmektedir.

Sonug olarak; bu ¢alismada DMH ile indiiklenmis deneysel KRK modelinde
timoral gelisim siirecinde COX-2 inhibitorlerinin etkinligi ve bu siirecte basta
anjiyogenezis olmak iizere hiicre proliferasyonu, apopitozis ve metastaz gibi
asamalarda etkin rol oynayan VEGF, ICAM-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-2, MCP-1 ve

bir transkripsiyon faktorii olan NFxB’nin degisen diizeyleri ve ekspresyonlari
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degerlendirildi. Olusturdugumuz KRK modelinde histopatolojik degerlendirme
sonucu, DMH uygulanan grupta ulasti§imiz yiiksek tiimor insidansi nedeniyle
izledigimiz protokoliin olduk¢a basarili oldugu, bu deneysel modelin insan
KRK’lerini ¢ok 1yi taklit ettigi de goz dniinde bulunduruldugunda bu tiir calismalarda
kullanilabilecek etkin bir model oldugu diisiincesindeyiz.

Kontrol grubuyla DMH uygulanan grup karsilastirildiginda VEGF, ICAM-1,
MMP-2, MMP-9’un dolasimdaki artmis diizeyleriyle birlikte, NFxB, MMP-2 ve
MMP-9’un immiinohistokimyasal olarak artmis ekspresyonu, TIMP-2 diizeylerinde
istatistiksel anlamli olmayan degisim, MMP-2/TIMP-2 oraninda ise belirgin artis
tespit etmemiz ve bu parametrelerdeki degisimlerin literatiir destekli olmasi, KRK’in
erken asamada tespiti acisindan birer biyobelirteg olarak kullanilabileceklerini
diistindiirmektedir.

Tiumor iliskili inflamasyon son yillarda yapilan ¢aligmalarla birlikte terapotik
hedef konumuna gelmis kanser isaretlerinden biridir. Calismamizda DMH
uygulamasiyla histopatolojik olarak peritiimoral alanlarda ve beraberinde tiimor
gelismeyen dokularda da birgok alanda gézlemledigimiz yogun inflamatuvar hiicre
infiltrasyonlarmin varlig1 dikkate degerdi. Bu durumdan hareketle, ¢aligmamizda
timor gelisiminin  baslangicindaki inflamasyonla birlikte degerlendirdigimiz
parametrelerin tlimiiniin diizeylerinde degisikliklerin basladigi, bu parametrelerdeki
degisikliklerle birlikte inflamatuvar hiicrelerle bu hiicrelerden salinan birgok
kemokin ve sitokin aracilifiyla kanser gelisim siirecinde ilk admmimn atildigi
diistincesindeyiz. Devaminda yukarida bahsettigimiz ya da bahsedemedigimiz,
kesfedilmis ya da heniiz kesfedilememis birgok genetik mekanizma ve biyokimyasal
sinyal yolagmin birbiri i¢ine ge¢mis ¢oklu mekanizmalar olarak silsile halinde aktive
olarak kanser gelisimi ve metastazla sonlandig1 diisiincesindeyiz. Dolayisiyla,
inflamasyon kanser iliskisi géz oniinde bulundurularak hem erken tam1 hem de bu
hedefe yonelik yeni tedavi sekillerinin gelistirilmesi agisindan ¢cok daha fazla ¢alisma
yapilmas1 gerektigi diisiincesindeyiz.

KRK gelisiminde etkili yolaklardan birisi olan COX-2 enzim yolag:
calismamizin temel hedeflerinden biriydi. Bu amacla birer COX-2 inhibitorii olan
Diklofenak ve Selekoksib kullanimiyla birlikte DMH grubuyla karsilastirildiginda
DMH+Diklofenak ve DMH+Selekoksib gruplarinda biyokimyasal ve immiino
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histokimyasal olarak degerlendirdigimiz parametrelere ait sonuglarm, histopatolojik
olarak tespit ettigimiz tiimor ve displastik lezyon insidanslarindaki belirgin azalmay1
destekler nitelikte oldugunu gozlemledik. COX-2 inhibitorlerinin kullanimiyla
birlikte olusan bu etkilerin hem COX-2 bagimli hem de COX-2 bagimsiz
mekanizmalar iizerinden ortaya ciktigmi diisiinmekteyiz. Son yillarda KRK’lerde
COX-2 mhibitérlerinin kullanimiyla elde edilen olumlu sonuglara ait birgok ¢caligma
verisi mevcuttur ve her gegen giin bu ¢alismalara yenileri eklenmektedir. KRK’lerin
gelisim siirecindeki karmasik ve ¢coklu mekanizmalar COX-2 inhibitorleriyle tedavi
esnasinda da bu karmagikligini muhafaza etmektedir. Nitekim bu ilaglarla tedavi
esnasinda da yukarida bahsettigimiz bir¢cok molekiiler yolak olaya dahil olmaktadir.
Bu c¢oklu potansiyel mekanizmalar1 iceren kompleks yapi1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda gerek COX-2 inhibitorlerinin KRK’lerde kullaniminin yeni bir
boyut kazanmasi, gerekse farkli molekiiler hedeflere ait mevcut bilgilerimizin
zenginleserek bu hedeflere yonelik yeni tedavi modalitelerinin gelistirilebilmesi i¢in
yapilacak caligmalarin hiz kazanmasiyla, kanserden Oliimlerin 6nemli bir sebebi
haline gelmis olan KRK’lerin tedavisinde umut verici yeni gelismelerin olabilecegi

kanaatindeyiz.
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