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ÖZET 

Metastatik Kolorektal Kanser Hücrelerinde Cetuxımabın Apoptotik ve Otofajik Genler 

Üzerine Etkileri 

 

Amaç: Kolorektal kanser (KRK) dünyada en sık görülen kanser tiplerinden 

birisidir ve tedavisinde kemoterapi önemli bir yere sahiptir. Son zamanlarda 

kemoterapötik ajanların apoptozda ve otofajide rol olan genler üzerine etkisini araştıran 

birçok çalışma yapılmaktadır. Mevcut çalışmada kolorektal kanser tedavisinde 

kullanılan ve epidermal büyüme faktörü (EGF) antagonisti monoklonal bir antikor olan 

cetuximab'ın (CTX) kanser hücreleri üzerindeki apoptotik, otofajik ve sitotoksik 

etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.  

Materyal ve Metot: KRK hücre hatlarına farklı dozlarda cetuximab uygulanarak 

10 adet deney grubu oluşturuldu ve tüm gruplar 24 ve 48 saat süreyle inkübasyonlara 

bırakıldı. Sitotoksisiteyi belirlemek amacıyla MTT analizi uygulandı. Histokimyasal 

olarak apoptozun tespit edilmesinde TUNEL metodu kullanıldı. p21, p27, p57, KRAS, 

LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A gen ekspresyon düzeyleri Real-Time PCR‘la ölçüldü. 

Bulgular: MTT sitotoksite analizi sonucunda 10 µg/mL cetuximab etkin doz 

olarak belirlendi. Aynı zamanda p21, p27, p57, LC3A, BECN1 ve ATG4A gen 

ekspresyonları artış gösterirken KRAS ve EGF gen ekspresyonlarında azalma gözlendi. 

TUNEL boyamada, artan cetuximab dozuyla apoptozda bir yükselme gözlendi. 

Sonuç: CTX‘in HT-29 KRK hücrelerini hem p21, p27 ve p57 gen 

ekspresyonlarını arttırarak apotoza hem de ATG4A, LC3A ve BECN1'in gen 

ekspresyonlarını arttırarak otofajiye yönlendirdiği kanaatine varıldı. Bunun yanı sıra 

CTX‘in EGF ve KRAS gen ekspresyonunu azaltarak kanser hücrelerinin büyümesini 

inhibe ettiğide izlendi. 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Cetuximab, Kolorektal Kanser, Otofaji.  



VII 

ABSTRACT 

 The Effects of Cetuximab on Apoptotic and Autophagic Genes in Metastatic 

Colorectal Cancer Cells 

Purpose: The colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancer type 

and chemotherapy has an important effect in the treatment. Recently, a number of 

studies investigating the effect of chemotherapeutic agents on genes involved in 

apoptosis and autophagy have been carried out. In this thesis, it was aimed to 

investigate the apoptotic, autophagic and cytotoxic effects of cetuximab (CTX), used for 

the treatment of colorectal cancer and is a monoclonal antibody that is epidermal growth 

factor (EGF) antagonist, on the cancer cells.  

Material and Method: Cetuximab was administered to colorectal cancer cell 

lines at different doses to form 10 test groups and all groups were left in incubations for 

24 and 48 hours. MTT assay was applied for determine the cytotoxicity. TUNEL assay 

was used to detect the apoptosis by histochemical. p21, p27, p57, KRAS, LC3A, 

BECN1, EGF and ATG4A gene expression levels were measured by Real-Time PCR. 

Findings: MTT cytotoxicity analysis indicated that 10 μg/mL cetuximab was the 

effective dose. At the same time, there was a decrease in KRAS and EGF gene 

expression while p21, p27, p57, LC3A, BECN1 and ATG4A gene expressions were 

increased. In TUNEL staining, an increase in apoptosis was observed with increasing 

dose of cetuximab. 

Result: We can come to the conclusion that CTX mediates HT-29 KRK cells to 

apoptosis and autophagy by increasing both p21, p27, p57 gene expressions and 

ATG4A, LC3A and BECNI gene expressions. In addition, it can be said that inhibiting 

the growth of cancer cells by decreasing EGF and KRAS gene expression. 

Key Words: Apoptosis,  Autophagy, Cetuximab, Colorectal Cancer. 
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1. GĠRĠġ 

Kanser, deoksiribonükleik asitin (DNA) normal hücrede hasar görmesi sonucu 

oluşan ve kalıtımsal olarak da nesilden nesile aktarılan bir hastalıktır. Günümüz 

dünyasında kanser ve kansere bağlı ölümlerin artış göstermesi yaşamın en önemli 

sorunlarından biri olarak karşımıza çıkmaktadır.
1
 

2013 yılında yayınlanan Dünya Kanser Raporuna göre kolorektal kanser (KRK) 

en yaygın 3. tip kanser olup, yılda bir milyon yeni vaka ile kanser olgularının %9,4‘ünü 

oluşturmaktadır.
2,3

 Hem erkek, hem de kadınlarda en sık görülen üçüncü kanserdir ve 

kansere bağlı ölüm nedenleri arasında üçüncü sırada yer almaktadır.
1
 

KRK tedavisinde yaygın olarak epidermal büyüme faktörü (EGF) antagonisti 

monoklonal bir antikor olan cetuximab (CTX) kullanılmaktadır. CTX belli kanser 

hücrelerinde ilgili resöptöre ligandın bağlanmasını engelleyerek resöptörün 

aktivasyonunu düşürüp apoptozu aktifleştirebilir. Anti-epidermal growth (büyüme) 

faktör reseptör (a-EGFR) tedavi ile DNA hasarı oluşturan sitostatiklerin kombinasyonu, 

hücre siklus ilerleyişini inhibe edip apoptozu aktifleştirerek antitümöral etkiye yol açtığı 

gösterilmiştir.
4
 

Siklin bağımlı kinazlar (CDK) hücre proliferasyonununda görev alırken CDK 

inhibitörleri CDK'larla siklin kompleksini inhibe ederek hücre döngüsünün durmasına 

sebep olmaktadırlar.
5, 6

 p21, p27 ve p57 CDK inhibitör ailesinin üyeleri olup CDK ve 

siklin komplekslerine (Siklin E-CDK2; Siklin A-CDK 2; ve Siklin D-CDK 4) 

bağlanarak retinoblastoma (Rb) proteininin fosforilasyonunu engellerler.
7-9

 

Otofaji, organellerin ve hücre içi moleküllerin döngüsü ile homeostaziyi koruyan 

ve artan hücre stresi sırasında hücrenin hayatta kalmasını sağlayan bir süreçtir.
10,11

 Son 

çalışmalarda otofajinin metabolizma, morfogenez, farklılaşma, yaşlanma, hücre ölümü 

ve bağışıklık sisteminde de rol oynadığı görülmüştür.
12, 13

 Öte yandan otofaji 
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anormalliklerinin kanser, enfeksiyon hastalıkları, nörodejeneratif hastalıklar, kas 

hastalıkları ve immün sistem hastalıklarının patogenezinde rol oynayabileceği 

düşünülmektedir. 
10, 14

 Kanser tedavisinde kullanılan sitotoksik ilaçlar ve hedefe yönelik 

ilaçların otofajiyi indüklediği bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke etmek veya 

indüklemek kanser tedavisinde önemli avantajlar sağlayabilir.
15

 

Günümüzün önemli sağlık sorunu olan kanserden korunmak, hastalığın seyrini 

yavaşlatmak veya hastalığın seyrini düzeltmek amacıyla her yıl binlerce çalışma 

yapılmaktadır. Bu çalışmada, HT-29 KRK hücre hattına epidermal büyüme faktörü 

(EGF) antagonisti monoklonal bir antikor olan CTX kullanımının p21, p27, p57, KRAS, 

LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A gibi gen ekspresyonları üzerine etkisini ve apoptotik 

ve otofajik etkisinin araştırılması amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER  

2.1. Kanser 

2.1.1. Kanser Nedir? 

Kanser, tüm dünyada önemi giderek artan bir sağlık sorunudur.
16

 Kontrolsüz 

hücre proliferasyonuyla karakterize bir hastalık olup, dünyada kardiyovasküler 

rahatsızlıklardan sonra ikinci sırada yer alan, son derece ölümcül bir hastalıktır.
17, 18

 

M.Ö. 460-370 yılları arasında ilk olarak Hipokrat tarafından ifade edilen ‗cancer‘ 

terimi, M.Ö 130-200 yılları arasın da Galen tarafından şişlik anlamına gelen ‗onkos‘ 

olarak ifade edilmiştir.
19

 

Kanser hücrelerinin fonksiyonel değişiklikleri genetik materyallerinde oluşan  

bazı değişikliklerden dolayı oluşur. Kanser oluşumundaki genetik değişiklikler genel 

olarak; genlerdeki dayanıksızlık, kromozom kaybı, kromozomların yeniden 

düzenlenmesi veya insan kromozom lokuslarına yabancı DNA dizilerinin (genellikle 

viral DNA dizileri) girmesi şeklinde özetlenebilir.
20

 

Eski dönemlerde kanser tedavisinde, ülser tedavisinde kullanılan bakır, kurşun, 

sülfür ve arsenik gibi metalik tuzlar uygulanmış ve daha sonraları dağlama ve bıçakla 

kesip çıkarma yöntemleri denenmiş fakat başarıya ulaşılamamıştır.
19

 Kanser tedavisinde 

geçmişten günümüze kadar bilim ve teknolojinin ilerlemesi ve kemoterapötiklerin 

kombine kullanımıyla çok büyük ilerlemeler gösterilmesine rağmen hala Hipokrat‘ın 

tavsiye ettiği yöntemler temel olarak kullanılmaktadır.
18, 19

 

Kanser hücrelerinin otonomi, kontakt inhibisyon, apoptozu baskılaması, 

anjiyogenez, ölümsüzlük, invazyon ve metastaz gibi temel özellikleri vardır.
21

 

Tümörler ihtiyacı olan besinlerini difüzyon yolu ile sağlamaktadır. Fakat 

difüzyon yolu ile ancak küçük hücre toplulukları halinde yaşamlarını sürdürebilirler. 

Beslenmenin difüzyonla sağlanması daha büyük boyuttaki tümörlerin gelişimi için 
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yetersiz kalmaktadır. Tümörün büyüyebilmesi, tümöre yetecek kadar besin, oksijen, 

proteolitik enzim ve diğer gerekli elementleri sağlayabilmesi için tümör hücrelerinin 

anjiyogenezle yeni kan damarlarını oluşturması gerekir.
22

 Bölünebilme özelliğine sahip 

olan bir hücrenin çevresel ya da kalıtsal sebeplerden dolayı normal ve kontrollü 

bölünme yeteneğini kaybederek, çoğalması ile ortaya çıkan durumun genel adına tümör 

denir. Bu olay iki şekilde gerçekleşir; benign (selim-iyi huylu) tümör uzak bölgeye 

yayılmayan, bölgesel olarak çıkabilen, yaşam süresini etkilemeyen tümördür. Malign 

(kötü huylu) tümör ise yakın veya uzak  organlara metastaz yapan, anjiyogenez yapma 

yeteneğinde  olan, kontrollü hücre ölümünden korunan ve büyümeyi durduran sinyallere 

hassas olmayan, yaşam süresini düşürerek mortaliteye sebep olan tümördür.
23, 24

  

İyi ve kötü huylu tümörler arasında  genel olarak dört farklı özellik bulunur. Bu 

farklar; diferansiasyon ve anaplazi, büyüme hızı, lokal invazyon ve metastazdır. 

a. Diferansiasyon ve anaplazi: Parankimal hücrelerden köken alan tümörün 

yapısal ve işlevsel açıdan bu hücreye benzerlik göstermesine diferansiasyon, 

kötü huylu tümörlerin köken aldıkları ana dokuya yapısal ve işlevsel olarak 

benzerlik göstermemesine (undiferansiye olmalarına) anaplazi denir.  

b. Büyüme hızı: Kötü huylu tümörler daha hızlı gelişirken, iyi huylu tümör 

hücreleri yavaş gelişim gösterirler. 

c. Lokal invazyon: İyi huylu tümörlerin çoğu yavaş büyürler ve bu tümörlerin 

çevresinde fibröz bağ dokusunda kapsüller mevcuttur. Kapsül, tümörlü 

dokuyu tümör yapısında olmayan dokularından ayırır. Kanser dokusu 

çevresindeki komşu dokulara infiltrasyon, invazyon ve destrüksiyon 

oluşturarak yayılır.  

d. Metastaz: Kötü huylu  tümörlerin, mevcut konumundan lenfatik ya da 

hematojen yollar ile ayrılarak ilk tümörle bağlantısı olmayan yeni bir kitle 



5 

oluşturmasına metastaz denmektedir. Metastaz, hastanın hayatta kalma 

süresini düşüren önemli bir belirleyici faktördür ve yayılmayı gösteren en 

önemli parametredir. Metastaz ve lokal invazyon kötü huylu tümörü iyi huylu 

tümörden ayırmayı sağlayan özelliklerdir.
23

  

2.1.2. Kanser ve Hücre Siklüsü 

Normal gelişim sürecinin bir parçası olarak  hücreler organizmanın ihtiyacına 

göre hücre bölünmesi ve proliferasyon aracılığı ile  üretilirler. Somatik hücreler, belli 

bir sistemde replikasyon sonrasında iki yeni hücre meydana getirerek oluşurlar. Bu 

sürece hücre döngüsü denir ve bu olay ökaryotik üremenin temel mekanizmasını 

oluşturur. Hücre döngüsü iki aşamaya ayrılır; interfaz ve mitoz.
25, 26

 

a. Ġnterfaz: Hücre büyümesi ve DNA replikasyonu bu aşamada meydana gelir. 

Bu süreç sonunda hücresel materyaller kopyalanır. Ayrıca iki yeni yavru 

hücreye yetecek kadar materyal sağlanmış olur. G1, S ve G2 fazlarından 

oluşur. G1 aşamasında hücre metabolik olarak aktiftir ve DNA replike 

olmadan devamlı büyür. G1 fazını DNA kopyalanmasının olduğu S aşaması 

izler. G2 aşamasında hücre büyümesi sürerken, mitoza geçiş için protein 

sentezi gerçekleşir.
25, 26

  

b. Mitoz: Genetik materyalin bölünmesi hücre döngüsünün bu aşamasında 

meydana gelir. Mitoz evresi; profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz 

aşamalarından oluşur. Hücre siklusunun en belirleyici aşaması yavru 

kromozomların biribirilerinden  ayrılıp,  hücre bölünmesiyle son bulan mitoz 

evresidir.
25, 26

 

Hücre siklusunünün kontrolünde, siklinler (cyc), siklin-bağımlı kinazlar (CDK) 

ve siklin-bağımlı kinaz inhibitörleri (CDI) görev alırlar. Bu proteinlerin seviyeleri hücre 

siklüs fazları arasında değişiklikler gösterir. Memeli hücrelerinde hücre siklus 
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düzenlenmesi sırasında fonksiyonları en iyi bilinen on bir adet CDK  (CDK 1-11) ve 16 

siklin [cys D (D1, D2 ve D3); siklin E (E1, E2), siklin A (A1, A2) ve B (B1, B2)] rol 

oynamaktadır.
27, 28

 Siklin D ve E, G1/S fazları arasında geçici olarak sentezlenirler ve 

hücre S fazına geçince bu iki siklin hızlıca yıkılırlar. Siklin A ve siklin B, S/G2/M faz 

geçişlerini sırasında sentez edilirler, siklin A1 mayoz ve embriyogenesiste, siklin A2 

ise büyümekte olan hücrelerde bulunmaktadır. Siklin B1 için , siklin B2‘nin yapmış 

olduğu işlevlerini düzenlediği varsayılmaktadır.
12

  CDK‘lar proteinleri fosfatlayan 

enzim sınıfıdır. CDK aktive olarak DNA çift sarmalının açılmasını sağlamaktadır. 

Replikasyon öncesi kompleks'in (PRC) bazı bileşenleri fosforillenir. Yeni replike 

ürünler mitoz sonucunda CDK aktivitesi düşünceye kadar PRC oluşturması mümkün 

değildir.  Bu yüzden hücrenin her döngüsünde DNA bir defa replike olur. 
29

 CDK'lar 

G1-S-G2 fazları arasını ve mitoz evresine geçiş kısmını kontrol ederler. Siklinler, 

görevlerini bitirdikten sonra, ubikitin-proteazom aracılığı ile yıkılırlar. 
28, 30

 

 G1'in erken aşamasında sentez edilen cyc D, CDK4 ve CDK6 ile birleşir. 

G1'in geç aşamasında  ise cyc E sentezlenir ve CDK2‘ye bağlanır. Bu 

kompleksler, diğerleri vasıtası ile hücrelerin S evresine girmesini ve hücrenin 

bu fazda ilerlemesini sağlarlar.  

 Cyc A, CDK2 ve CDK1 ile bağlanır. Oluşan komplekslerle, hücrenin S 

evresinden çıkıp G2 evresine girmesi sağlanır. Ayrıca  cyc B‘nin oluşumu 

indüklenir.  

 Cyc B, CDK1 ile birleşir ve oluşan kompleksle hücre G2 evresinden çıkıp M 

evresine geçişi sağlanmış olur.  

Hücreler, büyüme boyunca fazlar arasında geçerken kontrol noktaları diye 

adlandırılan kontrol mekanizmasını kullanırlar. Bu kontrol noktaları, G1, G2 ve M 

evrelerinde aktiflik göstererek, hücrelerin büyümesi, DNA'nın doğru sentezlenmesi, 

http://www.adutfdergi.org/text.php3?id=254#r12
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kromozomların mükemmel ayrılması için önemli proseslerin dikkatli bir şekilde 

tamamlanmalarına olanak verirler.  Hücreler, bunları hücre siklusunda inhibitör ve/veya 

aktif olan yolların baskılanması ile sağlarlar. Büyüme faktörleri, hücre siklusunun 

kontrol mekanizmasına sinyaller göndererek hücre siklusu prosesini düzenlerler. Bu 

düzenlenmeler, bir tür indüklenme transdüksiyonudur. Söz edilen  kontrol noktalarında  

büyüme faktörlerinin salınması durumunda, hücre süklusu devam eder, salınmadığı 

durumlarda  hücre süklusu durur. DNA'da bir hasar oluştuğunda aktif p53, G1 fazında 

hücre döngüsünü  durdurur ve DNA onarımı başlar. Ancak DNA onarımı 

gerçekleşmezse apoptoz tetiklenir.
31

 

Hücrelerin büyümesi, farklılaşması ve çoğalmasında önemli role sahip proto-

onkogenler de oluşan mutasyonlar tümörlerin gelişmesine neden olur. Tümör 

baskılayıcı genlerde oluşan mutasyonlar ise hücre döngüsünün inhibe olmasını 

engelleyerek anormal hücre büyümesine neden olurlar. Çeşitli nedenlerle oluşan DNA 

hasarı, hücre döngüsünde kontrol mekanizmasının bozulmasına sebep olmaktadır. 

Yapılan çalışmada, çeşitli kanser türlerinde hücre siklusünün kontrol noktaları üzerinde  

mutasyonlar belirlenmiştir.
27

  Gen mutasyonları dolayısıyla G1-S faz geçişleri 

arasındaki farklılıklar  kansere sebep olabilmektedir. Kanserli hücrelerin karakteristik 

özelliklerinden biri de büyüme uyarımı olmaksızın G1 evresine yeniden girebilmesidir.  

Rb fosforillenme/defosforillenme dengesinin bozulduğu durumlarda, G1'den S fazına 

geçişte oluşan farklılıklar hücre çoğalmasını değiştirebilir.
32

 

2.1.3. Kanser Hücrelerinin Genel Özellikleri 

Kanser hücresinin  normal hücrelerden farklı özellikleri: 

 Otonomi: Tümör hücrelerinin büyüme faktörlerine olan ihtiyacı normal 

hücrelere nazaran daha azdır. Bu hücreler çoğalmak için ihtiyaç duyduğu 

büyüme faktörlerini kendileri  sağlayabildikleri için, çevresel etkenlere bağlı 
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olmadan devamlı çoğalabilirler. 

 Ġnvazyon: Kanser hücresinde hücrelerin birbiri ve matriks ile  etkileşmesi 

normal hücreye göre düzensizdir. Aynı zamanda, yüzey adezyon 

moleküllerinin gen ifadesindeki düşüş nedeni ile kanser hücrelerinin  tutunma 

özelliği normal hücreye göre azdır. Sonuç olarak  kanser hücrelerinin diğer 

hücreler ve doku bileşenleriyle etkileşimi zayıf olduğundan invazyon ve 

metastaz özelliği yüksektir. 
33, 34

 

 Metastaz: Normal hücreler vücutta mevcut konumlarını korur ve genellikle 

yer değiştirmezler. Halbuki kanser hücresi köken aldığı yerden uzak bölgelere 

yayılım gösterme özelliğine sahiptir. Malign hücreler proteaz enzimlerini 

salgılama özelliğine sahiptirler. Proteaz enzimler ise malign hücrelerin 

çevresindeki dokuların  ekstraselüler  matriks bileşenlerinin parçalanmasına 

sebep olarak bu hücrelerin komşu dokulara geçişini kolaylaştırmaktadır. 
35, 36

 

 Apoptozdan kaçma: Genel olarak hücreler DNA hasarında programlı hücre 

ölümüne  yönlendirilirken, kanser hücreleri  programlı hücre ölümü 

sinyallerinden  kaçmaktadırlar. Böylece kanser hücresinin yaşam süresi daha 

uzun olmaktadır.  

 Sınırsız replikasyon: Kanser hücrelerinde  telomeraz enzimi devamlı olarak  

replike olmaktadır. 
37, 38

 

 Anjiyogenez: Kanser hücresi normal hücrelerdeki gibi besin ve oksijen alımı 

ve karbondioksit ile metabolik atıkların uzaklaştırılması için anjiyogeneze 

ihtiyaç duyarlar. Ancak devamlı anjiyogenez kanser hücresinin karakteristik 

özelliklerinden biridir. 
39

  

2.1.4. Kanser ve Genetik 

Tüm hücreler proliferasyon, diferansiasyon, yaşlanma ve ölüm seçeneklerinin 
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olduğu genetik bir program ile doğar ve ihtiyaç halinde işleme alır. Hücrelerin 

büyümesi ve çoğalmasını düzenleyen protein sentezlerini kontrol eden genlere 

protoonkogen denir. Protoonkogenlerde oluşan mutasyonlar sonucunda meydana gelen 

gene ''onkogen'' denilmektedir. Kanser hücrelerinin ana sorunu hücre 

proliferasyonundaki kontrol özelliğinin kaybolmasıdır. Günümüzde bütün kanser 

türlerinde somatik hücrelerdeki mutasyonlar sonucu meydana geldiği ve 

mutasyonlarında bazı gen ifadelerini etkilediği bilinmektedir. Kanser oluşumunu 

etkileyen üç tür gen bilinmektedir. Bu genler onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve 

DNA tamir genleridir. 
39

 

2.1.4.1. Onkogenler 

Normal hücre büyümesini ve çoğalmasını düzenleyen proteinleri kodlayan 

genlere protoonkogen denir. Protoonkogen, spontan olarak gen içinde bir mutasyon ya 

da dışarıdan bir  kontrolün değişmesi sonucunda farklılaşabilir. Bunun sonucunda bu 

genler normalden daha fazla eksprese  edilmeye başlarsa bu değişiklikler hücrede 

kontrolsüz büyüme ve malignensiye neden olmaktadır. Bu protoonkogenlerin mutant 

şekillerine onkogen denilmektedir.
33,34

 Onkogenler protoonkogenlerden daha fazla 

miktarda eksprese olurlar. Böylece gen ifadesindeki bu anomaliler normal çalışan bir 

protoonkogeni hücreyi transformasyona yönlendiren bir onkogen haline dönüştürmek 

için yeterlidir.
40

 Protoonkogenlerin kodladığı  proteinlerin çoğu normal hücre 

çoğalmasını düzenlerken, onkogenler genetik hasar neticesinde mutasyona 

uğradıklarından, kontrol edilemeyen gendir. Onkoprotein denilen ve onkogenler 

tarafından kodlanan proteinlerin bir çoğu büyüme faktörlerinden gelen sinyaller ile 

hücre çoğalmasını ve sağ kalımını düzenleyen sinyal ileti yolaklarının birer üyesi olarak 

görev yapmaktadırlar. 
34, 41

 

Hücre yüzeyi, sinyal iletim yolağı veya çekirdekte işlevi bulunan onkogenlerin 
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büyük bir çoğunluğu tirozin kinaz aktivitesi gösteren reseptörleri kodlar. Bu 

reseptörlerin hücre dışı büyüme faktörleriyle etkileşime giren amino uçlarında oluşan 

farklılıklar bunların birer onkogen proteinine dönüşmesine sebep olmaktadır. Büyüme 

faktörlerinin indüklemesiyle aktifleşen hücre içi sinyal iletim yolları hücre siklüsü 

bileşenlerini düzenlemektedir. Böylece G1 kontrol noktasından geçiş sağlanır ve 

büyüme faktörü uyarılmasına cevap olarak hücre siklusu ilerlerler.
34, 42

 

2.1.4.2. Tümör Baskılayıcı Genler 

Tümör baskılayıcı genler hücre siklüsü boyunca düzenlenmiş ilerleyişi kesmek 

suretiyle hücre bölünmesini yavaşlatan genlerdir. Bu genlerdeki fonksiyon kayıpları 

yada bozukluklar halinde anormal hücrelerin gelişimini baskılayamayacağından kanser 

gelişimi söz konusu olur. 
34

 

Protogen ve onkogen proteinlerinin aksine tümör baskılayıcı genlerin kodladığı 

proteinler, hücrenin çoğalmasını ve sağ kalımını baskılar. Bu yüzden tümor baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonu, negatif düzenleyici olarak görev yapan bu proteinleri ortadan 

kaldırarak tümör gelişimine neden olur. Protoonkogenler mutasyona uğradıklarında 

onkogenlere dönüşmek üzere aktive olurken, tümör baskılayıcı genlerdeki işlev 

kayıpları onkogenezise katkıda bulunur. İlk tümor baskılayıcı gen ender görülen bir 

çoçukluk tümorü olan retinoblastomun (Rb) incelenmesi ile tanımlanmıştır. Normal 

hücrede Rb loküsü heterozigottur ve Rb geninde heterozigotluğun kaybı kanser 

gelişmesine sebep olmaktadır. Tümör baskılayıcı genlerdeki defektler kalıtsal olarak 

geçtiği için, çocukluk çağında tümör insidansının artışına sebep olabilir. Tümör 

baskılayıcı gendeki her iki normal allelin kaybı veya aktivasyon kaybı, çocukluk ve 

erişkin dönemdeki kanserleri oluşturabilir.
43, 44

 İkinci bir tümör baskılayıcı gen değişik 

insan kanserlerinde sıklıkla işlevini kaybettiği görülen  p53'tür. p53 geninin ürünü hem 

hücre büyümesini hem de apoptozu kontrol eder. DNA hasarı sırasında p53 sentezi 
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indüklenir. p53, CDK inhibitörü olan p21'in transkripsiyonunu arttırır. Böylece  pRb 

fosforile olur ve hücre G1 evresinde bekletilerek DNA hasarının onarılabilmesi için  

hücreye vakit kazandırılır. Eğer hücrede DNA hasarı onarılmazsa hücre apopitoza 

yönelmektedir. p53'ün kaybı, DNA hasarına bağlı bu duraklamayı ortadan kaldırarak 

mutasyon sıklığının artmasına ve hücre genomunda kararsızlığa sebep olmaktadır. 

Genomdaki bu kararsızlık, tümör gelişimi esnasında onkogen ve tümör baskılayıcı 

genlerde bazı farklılıkların gözlemlenmesine sebep olur.
45

 

2.1.4.3. DNA Tamir Genleri 

Normal hücreler DNA hasarını onarabilmektedir. Çevresel etkiyle ya da  

replikasyon sırasında oluşan DNA hasarları onarılamadığında hücre neoplastik 

transformasyona uğrar. DNA tamir genleri, organizmada bulunan diğer genlerdeki  

onarılabilecek hasarları tamir ederek, hücre proliferasyonu üzerine etki göstermektedir. 

DNA tamir  genlerinin her iki alleli birden inaktive olursa gen görevini yerine 

getiremez. Bu yüzden  bu genlerin tümör baskılayıcı gen gibi davranış gösterdiği 

düşünülmektedir. DNA tamir genlerindeki kalıtımsal mutasyona sahip kişilerde kanser 

olasılığı bulunmaktadır.
45

 Tamir genleri, hasarın  onarımı, yanlış-eş tamiri, nükleotit 

kesme-çıkarma tamiri ve baz kesme-çıkarma tamiri gibi metabolik yolakların genlerini 

kapsamaktadır. OGG1, ERCC1, XRCC1, BRCA2, NBS1 DNA onarım genlerinden 

bazılarıdır. 
41

 

2.1.5. Kanser ve Apoptoz 

Apoptozis (programlanmış hücre ölümü), fonksiyonlarını kaybetmiş, fazla 

üretilmiş, yaşlanmış, düzensiz gelişmiş ve DNA‘sı hasarlı olan hücrelerin güvenli bir 

şekilde yok edilmesini sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen hücre ölümüdür
46

. 

Programlanmış hücre ölümü, embriyolojik gelişimde ve erişkin dokunun gelişiminin 

sürdürülebilmesinde anahtar rol oynar.
47

 Apoptoza  yönelen hücrelerin ebatları küçülür 
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fakat yok olmazlar. Hücre zarları asimetrisini ve bir dokudaki komşu hücrelere tutunma 

kabiliyetlerini kaybetmektedirler. Normal hücrelerde membranın iç  bölümünde sitozole 

bakan fosfatidilserinler ters çevrilerek  membranın dış yüzeyine bakarlar. Apoptotik 

hücrelerde mitokondriden sitokrom c salınımı gerçekleşir. Sitokrom c ise hücrelerde 

kaspaz aktivasyonunun başlatılmasında önemli bir  rol oynaktadır. Kromatin iplikler 

parçalara ayrılarak yoğunlaşırlar. Fagositik hücreler membran yüzeyindeki 

fosfatidilserinlere bağlanarak apoptotik hücreleri yutarlar. Bu durumda  hücre ölümü 

nedeniyle oluşabilecek  inflamasyon önlenmiş olmaktdır. 
25, 26

  

Apoptotik Hücre Ölümünün Aşamaları 

1. Apoptozisin başlatılması 

2. Sitokrom c‘nin salıverilmesi 

3. Hücre içinde proteaz aktivasyonu 

4. Hücrede bazı biyokimyasal  ve morfolojik değişikliklerin meydana gelmesi 

5. Fagositoz 

Apoptoz, erişkin dokuların korunmasında ve embriyo gelişiminde önemli role 

sahip olan fizyolojik bir olaydır. Erişkinlerde programlı hücre ölümü, hücre 

proliferasyonunun düzenlenmesi ve dokulardaki hücre sayısının belirli sayıda  

tutulmasından görevlidir. 

Apoptoz, sistein proteazlar (kaspaz-3, 8 ve 9) ve Bcl-2 (kaspaz aktivasyonunu 

düzenleyen) gen ailesi olmak üzere iki protein ailesi tarafından düzenlenmektedir. 

Apopitozun düzenlenmesinde görev alan genlerde oluşan mutasyonu kanser oluşumuna 

neden olmaktadır. Hücrenin canlı kalması apopitozun uyarılması ve inhibe edilmesini 

sağlayan genlerle ilişkilidir. Bu genler; Bcl-2, Bax ve p53 genleridir.
43

 Hasar görmüş  

hücrelerin ortadan kaldırılmaları apoptozun önemli bir işlevidir. Bir hücrenin 

onarılmayacak şekilde hasarlanması, bir virüsle enfekte olması, iyonize radyasyon veya 
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toksinlere maruz kalması sonucunda p53 proteini hücre döngüsünü durdurur. Böylece 

apoptoz uyarılmış olur.
26

 

Kanser, hücrenin bölünmesi ile apoptoz arasındaki homeostatik denge 

bozulduğunda meydana gelmektedir. Kanserle ilişkili programlı hücre ölümü  

aktivasyonu ve inhibisyonunda fonksiyonu olan  genlere proapoptotik ya da 

antiapoptotik genler adı verilmektedir. Proapoptotik genler Bad, Bax, p53, Bid, Bcl-xs, 

Bak, Bim, Puma ve Noxa‘dır. Antiapoptotik genler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1‘dir. Bir 

hücrede  programlı hücre ölümüne yönelmesinde hücre içerisindeki Bcl-2/Bax miktarı 

önemlidir. Bax oranının fazla olması hücreyi  apoptoza yönlendirir, hücrede Bcl-2 

fazlalığı ise apoptozu inhibisyona uğratır.
48-51

 Kanser hücrelerinde, p53 geni kaspaz 3, 

7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozu sağlamaktadır. Fakat kanser hücrelerinde 

mutant p53 geni inaktive olduğundan hücreler apoptoza giremez ve bunun sonucunda 

malignensi gelişime sebep olur.
52-54

 

2.1.6. Kanser ve p21 

CDKN1A, diğer adıyla p21, lokalizasyonu 6p21.2 olan üç ekzondan meydana 

gelen bir gen bölgesidir. 2,1 kb büyüklüğünde mRNA'ya sahip olup 18 kd ağırlığında 

168 aminoasitten meydana gelen bir protein kodlamaktadır. CDKN1A nükleer ve 

sitoplazmik bir lokalizasyon göstermektedir.
55

 p21 ilk olarak siklin/CDK 

komplesklerinin inhibitörü ve tümor baskılayıcı olarak tanımlanmış daha sonraları hücre 

ölümü, DNA replikasyonu, DNA tamiri ve gen transkripsiyonuna katıldığı 

bulunmuştur.
56, 57

 p21, bağımsız bir şekilde siklin/CDK bağlayıcı bir protein olarak 

izole edilmiş olup, ayrıca p53 tarafından büyüme inhibe geni olarak upregüle edilir veya 

yaşlanmış fibrolastlarda aşırı eksprese edilir.
58

 Hücre siklüsü regülasyonunda p21‘in ana 

rolü, proteinin N terminal ucundaki spesifik bölgelerle direkt etkileşimi sayesinde 

siklin/ CDK kompleksini inhibe ederek gösterir.
59
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p21‘in onkogenezdeki rolü tam olarak bilinmemesine rağmen, bir tümör 

baskılayıcı gen gibi davrandığı düşünülmekte ve hücre döngüsünü inhibisyonunda rol 

oynadığı bilinmektedir. p21 ekspresyonu, insanlarda çeşitli dokularda farklı neoplaziler 

açısından pek çok deneysel çalışmada araştırma konusu olmuştur. Normal dokuya 

bitişik tümörlerde p21 ekspresyonunun sadece farklılaşmasını tamamlamış hücrelerde 

görülmekte olduğu bildirilmiştir.
60-62

 p21 gen delesyonları ve mutasyonları tespit 

edilmiş olmasına rağmen, bunların fonksiyonel olarak önemi yeterli derecede açık 

değildir.
62

 

Kolon, beyin ve akciğer kanseri hücre kültürlerinde p21 aşırı ekspresyonunun 

büyümeyi yavaşlattığı gözlemlenmiştir.
58,63,64

 Ayrıca p21‘den yoksun farelerde 

enjeksiyon yoluyla p21 aşırı ekspresyonu sağlandığında kolon kanser hücrelerinde 

tümör seyrinin yavaşladığı görülmüştür.
64

 

Tümör spesifik mutasyonların p21‘nin CDK ailesini inhibe etme özelliğini 

zayıflatttığı ve p21 inaktivasyonunun neoplazik oluşumların meydana gelmesine bir 

miktar katkıda bulunduğu düşünülmektedir. Fakat p21‘in farklı kanser tiplerinde 

mutasyon analizi sonucu, insan tümörlerinde nadir şekilde görüldüğü belirtilmiştir.
65, 66

 

Bu nedenle p21‘in fonksiyonlarının azalmasının, kendi yapısındaki genetik değişimlerin 

sonucundan çok, p53 tümör baskılayıcı genin inaktivasyonu sonucu geliştiği 

düşünülmektedir.
67

 p53, p21‘in transkripsiyonel uyarı yoluyla ekspresyonunu arttırarak, 

hücre döngüsünün kilitlenmesine ve Bax genini uyararak apoptoza gidilmesini 

sağlayabilir.
68

 

2.1.7. Kanser ve p27 

CDKN1B diğer adıyla p27 lokalizasyonu 12p13 olan iki ekzondan meydana 

gelen bir gen bölgesidir. 2,5 kb büyüklüğünde mRNA'ya sahip olup, 22 kDa ağırlığında 

198 aminoasitten meydana gelen bir proteini kodlamaktadır. CDKN1B nükleer bir 
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lokalizasyon sergilemektedir.
69

 

p27, CDK inhibitörüdür. Prolifere hücrelerde p27 CDK ile kompleks halinde, 

sessiz hücrelerde ise D-CDK4 ile kompleks oluşturmuş halde bulunmaktadır. Hücreler 

hücre siklusuna girmek için uyarıldıklarında siklin D-CDK4 kompleksinin miktarı 

zaman geçtikçe artar ve p27‘in seviyesini aşarak onun inhibitör etkisine engel olur.
70

 

p27 anti mutajenik sinyallere karşı oluşan cevapta, büyümeyi düzenleyen önemli 

bir moleküldür.
71

 p27 ekspresyon düzeyinin artması, hücre farklılaşması ile pozitif 

yönde etkilendiği düşünülmektedir.
72

 CDK inhibitör ailesinden olan p27 mitojenik ve 

antiproliferatif dış sinyal yolaklarını içeren düzenleyici mekanizmalarla ilişkili 

olduğundan p27 fonksiyonundaki azalmanın tümor gelişimine katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir.
73

 p27 ekspresyonu sıklıkla mide, prostat, küçük hücreli olmayan 

akciğer kanserinde azalmakta ve p27 mutasyonu memeli kanserlerinde nadiren 

rastlanmaktadır.
74

 p27 bir tümör baskılayıcı gen gibi görülmekte ve aşırı 

ekspresyonunun hücre döngüsünde S fazına geçişi engellediği düşünülmektedir. Genel 

olarak p27 ekpresyon düzeyindeki azalma, tümör belirleyici nitelikte değildir ve hasta 

bulguları açısından zayıf karakterdedir. Hayvan modellerinde yapılan sonraki 

çalışmalar, p27 protein düzeyindeki güç fark edilen, hassas değişimlerin diğer tümör 

supresör genlerin kaybına bağlı olarak malignite riskini attırdığını göstermiştir.
75

 Kolon, 

prostat, akciğer, meme, yumurtalığı kapsayan çeşitli kanser türlerinde ayrıca melanom 

ve gliomların dahil olduğu insan malignitelerinin % 60‘ında p27 protein düzeylerinin 

azalmış olduğu gözlemlenmiştir.
76

 

2.1.8. Kanser ve p57 

CDKN1C olarak bilinen p57, 11p15.5 kromozonunda bulunan p27 ile %40 

oranında benzerliğe sahip ve karboksil terminallerinde birbirine çok benzeyen, QT 

domain olarak adlandırılan, ancak fonksiyonu bilinmeyen bir domain bulunduran gen 
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bölgesidir.
77

 

p57, siklin D/CDK4, siklin E/CDK2 ya da siklin A/CDK2 komplekslerine 

bağlanarak onları inhibe eder ve böylece hücrenin G1/S geçişini ve S fazının 

tamamlanmasını engeller. p57 proliferasyon ve diferansiyasyonda görevlidir.
78

 

p57 proteininde allelik kayıplarının akciğer, meme, mesane kanseri ve Wilms 

tumörü ile ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur. Bunun yanı sıra over 

kanseri, pankreas kanseri ve gastrik kanserlerde tumör dokusundaki p57 

ekspresyonunun prognozla ilişkisini araştıran bazı immunohistokimyasal çalışmalar 

yapılmıştır. Bu çalışmaların bir kısmında p57 ekspresyonundaki çeşitliliğin prognozla 

ilişkili olduğu gösterilmiştir.
77, 79,80

 

 

 ġekil 2.1. Kanserin p57'ye göre düzenlenmesi.
81

  

2.1.9. Kanser ve Otofaji 

Otofaji kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamına gelir ve hücrelerin 

fizyolojik şartlarda açlık durumunda besin elde etmek için hücre içindeki yapıları 

parçalaması anlamında kullanılmaktadır. Otofaji fizyolojik şartlarda organellerin ve 

hücre içi moleküllerin döngüsü ile homeostaziyi korumakta ve artan hücre stresi anında 

hücrenin hayatta kalmasını sağlamaktadır.
10,11

 Son çalışmalarda ise otofajinin 

metabolizma, morfogenez, farklılaşma, yaşlanma, hücre ölümü ve bağışıklık sisteminde 
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de rol oynadığı görülmüştür.
12, 13

 Öte yandan otofaji anormallikleri kanser, enfeksiyon 

hastalıkları, nörodejeneratif hastalıklar, kas hastalıkları ve immün sistem hastalıklarının 

patogenezinde rol oynayabilmektedir.
10, 14

 Otofaji ile hücre içinde bulunan atıklar, 

hasarlanmış orgenellerin ve uzun ömürlü sitoplazmik proteinlerin asit hidrolaz enzimleri 

içeren lizozomlar tarafından ortamdan uzaklaştırılması sağlanır.
10

 Kanser ve otofaji 

ilişkisi hala tartışmalı olup, otofaji kanser oluşumu sırasında tümor süpresör etki 

gösterirken, kanserin progresyonu esnasında kanser hücrelerinin hayatta kalmasına katkı 

sağlamaktadır. Otofajinin hem karsinogenezde hem de kanser hücresinin sağ kalımında 

önemli rol oynadığı anlaşılmaktadır. Kanser tedavisinde kullanılan sitotoksik ilaçlar ve 

hedefe yönelik ilaçların otofajiyi indüklediği bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke 

etmek veya indüklemek kanser tedavisinde önemli avantajlar sağlayabilir.
15

 

Bilinen 3 farklı otofaji mekanizması bulunmaktadır. 

1. Makrootofaji: Protein ve hasarlanmış hücre organellerinin parçalanmasını 

sağlar. Otofagozom oluşumu ile gerçekleşir. 

2. Mikrootofaji: Lizozom membranın invaginasyon, protrüzyon ve 

septasyonuyla gerçekleşir. 

3. Şaperon aracılıklı otofaji: KFERQ işaretli proteinlerin lizozom aracılığıyla 

taşınmasını sağlar.
82

 

Bilinen 3 farklı otofaji mekanizması bulunmasına rağmen otofaji dendiğinde asıl 

olarak makrootofaji kastedilmektedir. Otofaji ile bağlantılı proteinler (autophagy related 

proteins-ATG) proteinleri ilk olarak mayalarda yapılan araştırmalarda saptanmış olup, 

günümüzde 30‘dan fazla ATG geni tanımlanmıştır.
83

 ATG proteinlerinin bir kısmı 

izolasyon membranı yani otofajik kesecik ve otofagozom oluşumunda rol alır. 

Otofagozomlar preautophagosomal structure (PAS) denilen yapılarda ortaya çıkarlar. 

Otofaji mekanizmasındaki ATG proteinlerin çoğu ilk olarak mayalarda yapılan 
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çalışmalar sonucu bulunmuştur ve memeli hücrelerde bu proteinlerin anologları 

bulunmaktadır. Memelilerdeki ATG proteinleri otofaji basamaklarının düzenli bir 

şekilde ilerlemesini sağlamaktadır.
83

 

Otofaji mekanizması 5 basamakta toplanabilir: 

1. Başlatılma, ATG/ULK (unc5- benzeri kinaz) bileşeni, 

2. Çekirdeklenme, Beklin-1/sınıf III PI3K (fosfotidilinositol-3 kinaz) bileşenleri, 

3. Zar Uzaması, ATG12 ve ATG8/LC3 iki ubikutin benzeri birleşmiş sistemler, 

4. Toplanma, transmembran ATG9 ve fagofor oluşumu için diğer ATG 

proteinler, 

5. Lizozom ile birleşme ve yıkım: otofagozom ve lizozomun birleşmesi, LAMP2 

ve RAB7 proteinler, sonuçta lizozomal hidroliz olur ve yıkım gerçekleşir.
84

 

 

ġekil 2.2. Otofaji mekanizma aşamaları.
85

 

Otofaji mekanizmasındaki fosfotidilinozitol 3-fosfatın görevi keseciğin meydana 

gelmesinde görev alan protein gruplarını otofaji oluşum merkezine yönlendirmektir.   

Çekirdeği oluşan otofagozom membran  uzaması ve kesecik halini alması için iki 

ubikitinleme merkezi sistem tarafından kontrol edilir. Bu sistemlerin ilkinde ATG12 
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proteininin ATG5 proteinine bağlanması sağlanır. Daha sonra birleşmiş ATG12-ATG5 , 

ATG16 ile birleşerek izolasyon membranının dış kısmına bağlanır. Diğer übikitin 

benzeri sistemde ATG8 (memelilerde MAP-LC3 kısacası LC3) proteini bir 

fosfotidiletonalamin (FE) kovalent olarak bağlanır. FE'ye LC3'ün bağlanması için 

ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi gereklidir. LC3'ün FE'ye bağlanması otofaji sırasında 

zarın taşınması ve burada zarın uzaması için gerekli bir olaydır. Atg4 proteini işlevi 

biten LC3 proteinlerini FE'den kopararak tekrar kullanılmasına yol açar.
86

 

Bu basamaklar sonucunda hücrede otofaji çekirdeklenme, zar uzaması, 

lizozomla birleşme ve yıkım şeklinde meydana gelir. Otofajik kese oluştuktan sonra 

uzamaya başlar ve uzama sonrasında lizozomla birleşerek taşıdığı yapıları parçalar ve 

oluşan aminoasit, lipid gibi bileşenler tekrar kullanılmak üzere hücreye kazandırılmış 

olur.
13

 

2.1.10. Otofajinin Düzenlenmesi 

Açlık, hipoksi ve çeşitli stres koşulları otofaji aktivitesini uyarmaktadır. 

Mammalian target of rapamycin (mTOR) protein kompleksinin otofaji 

düzenlenmesinde önemli rolleri vardır. İlk olarak mayalarda mantara karşı kullanılan bir 

ilaç olan rafamisinin hedefi olarak ortaya çıkan mTOR'un, asıl görevi hücrede protein 

sentezini ve hücrenin büyümesini kontrol eden kinaz olmasıdır. TOR baskılanması 

otofajiyi indükler. Tokluk durumunda TOR ATG13 proteinini fosforiller ve otofaji 

baskılanır. Aşırı stres ve açlık durumunda TOR aktivitesi düşer ve ATG13 defosforile 

olur ve ATG1 ile bağlanarak otofajiyi indükler.
87

 

Sınıf I PI3K/protein kinaz B (AKT/PKB), mitojenik sinyallere cevap sonucu 

hücre büyümesini kontrol eden sinyal yolaklarından biridir. Sınıf I PI3K, PI(3,4)P2 ve 

PI(3,4,5)P3 oluşmasını sağlayarak AKT/PKB yolağının aktive olmasını sağlar. AKT'nin 

aktif olması TOR'u aktive eder ve böylece otofaji bloke olur.
88

 Tümor baskılayıcı  
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proteinlerden PTEN AKT/PKB yolağını tersine çalıştırarak otofajinin artmasında görev 

yapar. 

Yakın zamanlarda yapılan çalışmalara göre, otofagozomal zar oluşumunda LC3 

ve Atg18 proteinlerinin PI3'e bağlanıp mTOR yolağı ile etkileşime girdiği 

gösterilmiştir. Atg18'in otofaji izlenmesinde kullanılabilecek bir protein olduğu 

söylenmektedir.
89

 

HT-29 KRK hücrelerinde Ras/Raf-1/ERK1/2 sinyal yolağı ve heterotrimerik G 

proteinleri, otofajiyi düzenleyen mekanizmalardan biri olarak tanımlanmıştır.
90

 

2.1.11. Otofaji Regülasyonunda Etkili Olan Moleküller 

2.1.11.1. Akt/PKB ve TOR Yolağı 

Otofaji düzenlenmesinde en önemli molekül olan TOR, GTP-bağlayıcı küçük 

protein olan Rheb‘in GTP bağlı formu tarafından kontrol edilmektedir. TOR yolağının 

aktive olması hücre büyümesine ve hücrenin hayatta kalmasını sağlarken, yolağın 

baskılanması otofajiyi tetiklemektedir. mTOR yolağı hücre içi protein, enerji seviyeleri 

ve büyüme faktörleri ile aktive olurken, AKT/PKB yolağı ile de kontrol edilir. 

AKT/PKB kontrolünü mTOR inhibitörlerini inaktif hale getirerek yapar. Böylece 

AKT/PKB aktivasyonu mTOR uyarınımı sağlar ve otofaji baskılanır. Ayrıca AKT 

apoptoza etki eden yolakları da aktive eder. AKT, Bcl-2 ailesi üyesi Bad‘in 

fosforillenmesine, NF-kappaB yolağının uyarılmasına ve apoptozun inhibe olmasına da 

yol açmaktadır.
91

 Akt/PKB yolağının uyarılması hem apoptozu hemde otofajiyi bloke 

etmektedir. 

2.1.11.2. Bcl-2 ve Bcl-XL 

Bcl-2 ve Bcl-XL anti-apoptotik olarak görev yaparken aynı zamanda otofajiyi de 

inhibe edebilmektedir. Bcl-2 yada Bcl-XL Beclin üzerindeki BH3 bölgesine bağlanıp 

otofajiyi durdurabilmektedir. Bcl-XL‘ın fosforillenmesi, Becline bağlanmayı 
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zayıflatarak otofajiyi aktive etmektedir.
92

 

2.1.11.3. Atg4d, Atg5 ve Beclin 

Otofaji mekanizmasının temel proteinlerinden olan Atg4, Atg5 ve Beclin-1‘in 

proteolitik olarak kesilmesi apoptotik hücre oluşumunu arttırmaktadır. Ayrıca Atg5, 

otofajik izolasyon zarının oluşumunda rol oynamaktadır.
93

 Apoptoz sırasında, otofaji 

proteinleri olan Beclin‘in ve Atg4D'nin kaspazlar tarafından yıkıldığı saptanmıştır. 

Böylece bazı otofaji protenlerinin apoptoz yolakları tarafından kullanılmakta olduğu 

anlaşılmaktadır.
94

 

2.1.11.4. P53 

Apoptoz uyaranı olarak görev yapan p53 apoptoz öncülü genleri transkripsiyonel 

düzeyde arttırır ve Beclin-2 gbi anti-apoptotik protein ifadesinin azalmasından sorumlu 

bir proteindir. p53‘ün aktivasyonu mTOR yolağını inhibe eder ve böylece otofaji 

aktivasyonu tetiklenir.
95

  p53‘ün işlevini yitirmesi otofajinin aktifleşmesine neden olur. 

P53‘ün hücre içindeki yerine göre de işlevi değişmektedir. Çekirdekteki p53‘ün 

otofajiyi indüklediği, sitoplazmada bulunan p53‘ün ise otofajiyi baskıladığı 

gözlemlenmiştir.
96

 

2.1.11.5. Reaktif Oksijen Türleri ve ATG4 

Reaktif oksijen türleri (ROS) otofajik hücre kesesinin oluşmasında ve otofajinin 

hücrenin ölmesi yada hücrenin hayatta kalmasının düzenlenmesinde etkilidir. ROS‘un 

hücre içi yüksek konsantrasyonu apoptozu uyarırken, düşük konsantrasyonu sinyal 

iletisi yapan molekül gibi davranarak hücrenin hayatta kalmasını ve hücre büyümesini 

düzenler. Ros‘un otofajiyi düzenlemesi ATG4 proteini üzerinden olmaktadır. ATG4, 

LC3 proteinin olgunlaşmasında ve yağ asitlerinin koparılmasında görevlidir. ROS 

Atg4‘ün katalitik bölgesindeki sistein aminoasitlerini okside eder ve ATG4‘ü inaktif 

yapar, böylece otofagozom oluşumu baskılanır.
97
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2.1.11.6. ARF 

ARF bir tümor baskılayıcı gendir ve hem apoptozu hemde otofajiyi 

etkilemektedir . ARF‘nin tümör baskılayıcı özelliğini, p53 inhibitörü olan MDM2 ile 

ilişkiye girerek ve böylece onu etkisiz hale getirerek gösterir. ARF‘nin diğer bir 

izoformu olan smARF, ARF ‗yi çekirdeğe gönderen ve MDM2 ile bağlantısını sağlayan 

aminoasit ucundan yoksundur. Apoptozla bağlantılı olan ARF den farklı olarak smARF 

mitokondriye yönlendirilir ve mitokondri depolorizasyonu yaparak otofajik ölüm 

meydana gelmesine yol açar.
98

 

2.1.11.7. FADD, Kaspaz-8, FLIP 

FADD ve kaspaz-8 aktivitesi bulunmayan T hücrelerinde otofajinin aşırı olduğu 

ve hücre ölümünün gerçekleştiği gözlemlenmiştir.
99

 FLIP hem otofajiyi hem de 

apoptozu durduran bir proteindir.
94

 

2.1.11.8. DAPk 

Kalsiyum kalmodulin bağlanmasıyla düzenlenen DAPk hem otofajiyi hem de 

apoptozu aktive etmektedir.
100

 

2.1.11.9. E2F1 

Hücre ölümü ve yaşamı arasında bazı sinyal yollarında görev alan E2F1, DNA 

hasarı oluşturan çeşitli ajanlar varlığında hem apoptozu hem de otofajiyi aktive 

etmektedir.
101

 

2.2. Kolorektal Kanser 

2.2.1. Epidemiyoloji 

2013 yılında yayınlanan Dünya Kanser Raporuna göre kolorektal kanserler 

(KRK) yılda bir milyon yeni vaka ile kanser olgularının %9,4‘ünü oluşturmaktadır.
102

 

KRK dünyanın en yaygın 3. tip kanser türüdür.
3
 Hem erkeklerde, hem de kadınlarda en 

sık görülen üçüncü kanserdir ve kansere bağlı ölüm nedenleri arasında üçüncü 
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sıradadır.
1
 Ulusal Kanser Ensitütüsünün (NCI) sürveyans sistemine göre, 2006-2010 

yılları için KRK insidansı erkeklerde yüz binde 52,2, kadınlarda yüz binde 39,3 ve her 

iki cins genelinde yüz binde 45,0‘dir
103

. Türkiye için Sağlık Bakanlığı KRK‘nın 

insidansını yüz bin de 17 olarak bildirmektedir. KRK insidansı yaşla beraber 

artmaktadır. Kırk yaşın altında nadirdir.
1
 

KRK‘nın %60‘ı dünyanın gelişmiş bölgelerinde gözlemlenmektedir. Bölgeler 

arasındaki bu farklılıklar çeşitli nedenlere bağlıdır. Bu farklılıkların öncelikle çevresel 

faktörlere ve diyetle ilişkili olduğu düşünülmektedir. KRK‘nın yüksek yağ ve düşük lif 

içeren diyetle beslenen toplumlarda daha sık görüldüğü belirlenmiştir.
1
 

2.2.2. Patogenez 

KRK gelişimi için bilinen risk faktörleri; herediter faktör, yaş ve inflamatuvar 

bağırsak hastalıklarıdır.
104

 KRK gelişiminde bireysel tıbbi öykü ve ailesel yatkınlıklar 

önemli rol oynar. Ayrıca ekzojen faktörler olarak da kırmızı etten zengin beslenme, 

alkol tüketimi, obezite ve sigara içimi sayılmaktadır.
105

 Genel anlamda epidemiyolojik, 

klinik ve patolojik bulgular birlikte değerlendirildiğinde bütün kolon kanserlerinin 

poliplerden gelişmiş olduğu sonucuna varmak mümkündür.
106

 Kolon poliplerinin doğal 

seyrini ve kolon kanseri riskini histopatolojik bulguları belirler. Kolon poliplerinin en 

sık görülen iki histolojik tipi hiperplastik polip ve adenomatöz poliplerdir. Neredeyse 

tüm kolon kanserleri adenomatöz poliplerden gelişirken, hiperplastik tip poliplerin 

kanser gelişimi için küçük de olsa bir risk oluşturabildiği düşünülmektedir.
107, 108

 Bu 

anlamda ailesel polipozisli hastalar özel bir risk grubunu temsil etmektedirler.
107

 

2.2.3. Kolorektal Kanser Evrelemesi 

KRK evrelendirilmesi ilk defa 1930 yılında Dukes tarafından yapılmıştır. 1954 

yılında Dukes sınıflaması gözden geçirilerek modifiye edilmiştir. Günümüzde de 

kullanılmaya devam edilen Dukes sınıflamasına göre hastalık 4 evreye ayrılmaktadır.
109
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 Evre A: Kolon duvarının tamamını kapsamayan tümör  

 Evre B: Kolon duvarını bütünüyle tutmuş tümör  

 Evre C: Lenf düğümlerine yayılmış tümör  

 Evre D: Metastazlı kolorektal tümör. 

Amerikan Kanser Birliği "American Joint Committee on Cancer (AJCC)" ve 

Uluslararası Kanser Birliği "Union International Contre Cancer (UlCC)" TNM evreleme 

sistemini geliştirmişlerdir.
110

 

Primer Tümör Boyutu (T) 

Tx: Primer tümör hakkında herhangi bir bilgi yok 

T0: Primer tümör gösterilemedi 

Tis: Karsinoma in-situ 

T1: Submukoza tutulmuş 

T2: Muskularis propria tutulmuş 

T3: Tümör muskularis propriadan perikolorektal dokulara uzanım göstermekte 

T4a: Tümör visseral periton yüzeyine kadar uzanmış (seroza tutulmuş) 

T4b: Tümör komşu organ ve dokulara invaze 

Bölgesel Lenf Nodları (N) 

Nx: Bölgesel lenf bezi hakkında herhangi bir bilgi yok 

N0: Bölgesel lenf bezi metastazı gösterilemedi 

N1: Bir-üç lenf bezi metastazı 

N1a: Bölgesel bir lenf bezi metastazı 

N1b: Bölgesel iki-üç lenf bezi metastazı 

N1c: Bölgesel lenf bezi metastazı olmadan non-peritonize perikolik veya 

perirektal dokularda veya subserozal, mezenterik tümör depozit(ler)i 

N2: Dört veya daha fazla lenf bezi metastazı 
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N2a: Bölgesel dört-altı lenf bezi metastazı 

N2b: Bölgesel yedi veya daha fazla lenf bezi metastazı 

Uzak Metastaz (M) 

Mx: Uzak metastaz hakkında herhangi bir bilgi yok 

M0: Uzak metastaz yok 

M1: Uzak metastaz var 

M1a: Bir organ veya bölgede (örn; bölgesel olmayan lenf nodu) metastaz 

M1b: Birden fazla organ veya bölge metastazı 

2.2.4. Kolorektal Kanser ve Ras ĠliĢkisi 

2.2.4.1. Ras Ailesi 

Ras ailesi bir protoonkogen ailesi olup başlıca Harvey Rat Sarkoma (Hras), 

Kirsten Rat Sarkoma (Kras) ve Nras olmak üzere 3 protoonkogenden oluşur. Ras 

protoonkagenleri normal olarak embriyogenezde, yara iyileşmesinde ve mitoz artışını 

gerektiren durumlarda eksprese edilir.
111

 Ras proteinlerinin 3 boyutlu yapısı X-ışınları 

kristallografisi ile tanımlanmış olup, yapısı α-heliks ve β-plaka tabakalarından 

oluşmaktadır.
112

 Küçük guanozin trifosfataz (GTPaz) Ras ailesi üyelerinin her biri, 

proteinin N-terminal ve C-terminal‘inde büyük ölçüde korunmuş olan yaklaşık 190 

amino asitlik rezidü içermektedir. Proteinin C-terminali, Ras ailesi üyeleri arasında 

farklılık gösterir. C-terminalin hemen yanında yer alan ve üyelerin farklı fonksiyonlara 

sahip olmasını sağlayan, yaklaşık 25 amino asitlik ―çok değişken bölge‖ (High Variable 

Region, HVR) bulunmaktadır.
113

 Ras proteinlerinin C-terminalinde bulunan ―membran-

hedefleyen CAAX‖ dizisi Ras ailesi üyelerinin membranla ilişki kurmasını 

sağlamaktadır. CAAX dizisinde ―C‖ sisteini, ―A‖ lösin, izolösin veya valin gibi bir 

alifatik amino asidi ve ―X‖ ise metiyonin, serin, lösin veya glutamini 

simgelemektedir.
112

 Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonları, ―CAAX‖ 
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dizisinde meydana gelmektedir. Post-translasyonel modifikasyon süreci, Ras 

proteinlerinin doğru subsellüler kompartmanlara lokalize olması açısından önemlidir.
114

 

Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonu ―izoprenilasyon, proteoliz, 

karboksimetilasyon ve palmitoilasyon‖ olmak üzere 4 aşamayı içermektedir.
112

 

2.2.4.2. RAS Aktivasyonu 

Diğer guanozin trifosfat (GTP)-bağlayan proteinler gibi, Ras proteinleri de aktif 

GTP-bağlı ve inaktif guanozin difosfat (GDP) GDP-bağlı durum arasında döngü 

yaparak, önemli hücresel olaylarda anahtar moleküller olarak görev yapmaktadırlar.
115

  

 

ġekil 2.3. Ras‘ın GTP- ve GDP-bağlı durumdaki konformasyonları.
113

  

Ras proteinleri (1) dinlenme halinde yani inaktif durumda bir GDP moleküne 

bağlanır, (2) sinyal kaskadında uyarıcı sinyalleri aldıktan sonra GDP bağlı durumunu 

bırakır, (3) serbest kalan GDP yerine bir GTP molekülü elde eder, (4) GTP‘ye 

bağlanarak, aktif sinyal-yayma konfigürasyonuna dönüşür, ve (5) kısa bir süre sonra 

kendi GTPaz fonksiyonunu kullanarak GTP‘den ayrılır, böylece yeniden sinyal-

yaymayan konfigürasyona geçer.
112
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ġekil 2.4. Aktif GTP-bağlı ve inaktif GDP-bağlı konformasyon arasında Ras döngüsü
112

 

Büyüme faktörleri tarafından uyarılan büyüme faktörü reseptörleri, Ras‘dan 

guanin nükleotidlerini uzaklaştırmak için guanin nükleotid değiştirme faktörlerini 

(GEF) aktive eden birtakım adaptör proteinleri toplar. Ardından Ras, GDP‘den on kat 

daha yüksek konsantrasyonda bulunan GTP‘ye bağlanarak aktive olur. GTP-bağlı 

durumda, Ras‘ın iki switch bölgesi (switch I ve II) konformasyonlarını değiştirirler. Bu 

konformasyonel switch ile Ras, Raf-1 gibi Ras efektör proteinlere bağlanır ve bu 

proteinlerin aktive olmasını sağlar. EGF gibi bir ekstrinsik ligandın reseptörüne 

bağlanmasıyla, reseptör dimerleşir ve intrinsik reseptör tirozin kinaz aktive edilir. Bu 

reseptörün intrasellüler kısmındaki spesifik tirozin rezidüleri otofosforilasyonla 

fosforillenir. Fosforillenen tirozinler daha sonra SH 2- ve SH 3- içeren protein (Grb2) 

gibi adaptör proteinlerin ―Src homoloji 2‖ (SH2) domainlerine bağlanır. Grb2 

proteinleri SH2 domaini yanında SH3 domaini de içerirler ve SOS gibi diğer 

proteinlerin prolinden zengin motiflerine bağlanırlar. Ras için anahtar adaptör protein 
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olan Grb2 aktive olan EGF reseptörünü RAS için guanin nükleotid değişim faktörü 

(SOS)‘a bağlar. Bu bağlanma ile SOS plazma membranında yakınlık kuracak şekilde 

kuvvetlenir. SOS‘un Ras‘a bağlanması, Ras‘ın GTP‘ye bağlanmasına izin veren ve aktif 

hale getiren, GDP‘nin ayrılmasına neden olur ve Ras konformasyonunda değişikliğe 

neden olur. Sonuçta, Ras aktif hale gelmektedir.
114

 

KRAS, GTP/GTPaz aktivitesiyle bağlı GDP ailesine ait bir protoonkogendir. 

KRAS proteini membrandan nükleusa mitojenik sinyal transdiksiyonuna katılmaktadır. 

Hücre içinde bir çok metabolik yolda görev yapan RAS proteini, esas olarak 

proliferasyon, diferansiyasyon, adhezyon, migrasyon ve apoptozda aktif rol oynayan 

MAPK yolağının ekstrasellüler sinyallerinin nükleusa iletiminde rol oynamaktadır. 

KRAS mutasyonları başlıca kolorektal kanser, akciğer kanseri ve lösemilerde 

gözlemlenmiştir.
116

 

Tek bir amino asit yer değiştirmesi ile aktive olan KRAS mutasyonu GTPaz 

aktivitesinin düşmesine sebep olur.
116

 

2.2.4.3. Ras Sinyal Ġletim Yolakları 

Ras'ın aktif hali GTP ve GDP'ye bağlıdır ve GTP bağlı şekli Ras ailesinin sinyal 

iletim yolaklarını aktive etmesini sağlar. Bu yolaklardan birincisi Ras/Raf/MEK/ERK 

sinyal iletim yolağıdır. Büyüme faktörleri, hormonlar ve tümör uyarıcı faktörler bu 

yolağı kullanır. Bu iletim yolağı Ras aktivasyonu ile başlayıp sırası ile Raf, MEK ve 

ERK proteinleri ile kinaz kaskadı ilerler. En son ERK'nın fosforillenip aktif hale 

geçmesiyle transkripsiyon faktörleri fosforillenir ve aktif hale geçer. Transkripsiyon 

faktörlerin uyarılması ile hücre döngüsünün G1 fazı boyunca hücrenin gelişmesini 

sağlayan D tipi siklinler gibi hücre döngüsünün anahtar regülatör proteinleri eksprese 

edilmektedir.
112

 

Ras'ın membrana translokasyonu ve konformasyonel değişimi sayesinde, Ras 
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proteini doğrudan PI3K ile etkileşir ve PI3K fosforillenir. Böylece ileri sinyal iletim 

yolağındaki birçok enzim aktivitesini kontrol eder. Bu yolaktaki kinaz 3 

fosfotidilinositid-bağımlı protein kinaz-1 (PDK-1) ve AKT kinazın aktivitesi de oldukça 

önemlidir. AKT değişik hedefleri fosforilleyerek güçlü apoptotik etkiye sahiptir ve Ras 

tarafından gerçekleştirilen sağkalım sinyalinin önemli bir parçasıdır. 

Ras-GTP ayrıca, hücre morfolojisinde değişimlere neden olan yolakta Rac ve 

Rho G proteinlerini aktive etmektedir. Rho proteini, membran büzülmesi gibi süreçleri 

etkileyen aktin hücre iskeletinin regülasyonunda, fokal adhezyon bölgelerinin ve 

filopodların oluşturulmasında önemli bir rol oynamaktadır. Bunun yanında Rho 

proteini, transforme hücrelerin invaziv özelliklerini arttıran morfolojik değişikliklere de 

neden olabilmektedir. Böylece, Ras‘ın sürekli aktivasyonu, yoğun aktin 

polimerizasyonuna ve artan sayıda fokal adhezyona neden olmaktadır. 

Diğer bir taraftan Ras, Ras ilişkili proteini uyararak fosfolipaz D1 ve CDC42 

aktive olur. Bu yolak da siklin bağımlı kinaz inhibitörü CDKİ veya p27'yi uyararak 

hücre döngüsünün durdurulmasında ve Fas-Fas ligandın ekspresyonuyla apoptozda rol 

oynar. 

Aktif olan Ras doğrudan fosfolipaz C'ye bağlanarak kalsiyum salımınına ve aktif 

olmayan protein kinaz C'nin aktifleşmesine sebep olur. 

Son olarak Ras, farklı insan kanserlerinde mutasyonlar sonucu aktif olan veya 

overeksprese EGFR'nin alt yolağında yer alan önemli efektör bir moleküldür. Ras ve 

EGFR arasındaki diğer bir bağlantı ise Ras'ın alt yolağında yer alan hücre dışı sinyalle 

düzenlenmiş kinazların (ERK) aktivasyonu ile tümor gelişimi için kritik olan transforme 

edici büyüme faktörü alfa (TGF-α)'yı uyarır ve EGFR ligandında artışa neden olur.
117
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ġekil 2.5. Ras Efektör Yolakları
117

  

2.2.5. KRAS 

Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-Ras) viral onkogen homoloğu olan Kras geni 

Ras gen ailesinin bir üyesidir.
114

 Kras geni, 12. kromozomun 12p12.1 bölgesinde 

lokalizedir ve 6 ekzondan oluşmaktadır. Kras geninde meydana gelen alternatif splicing 

sonucu iki mRNA izoformu meydana gelmektedir (Kras4A ve Kras4B). Kras4B, 

embriyonik ve yetişkin dokularında her zaman eksprese olurken, Kras4A ekspresyonu 

kısıtlıdır ve yetişkin bireylerin kalp dokularında eksprese oldukları bildirilmiştir
118

 . 

Küçük bir GTPaz olan Kras proteini, 189 amino asitten oluşmaktadır ve proliferasyon, 

farklılaşma ve apoptoz gibi birçok yolakta yer alan Ras/Raf/MAPK sinyal iletiminde 

anahtar rol oynamaktadır.
114
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2.3. Cetuximab 

2.3.1. Cetuximab'ın Genel Özellikleri 

Cetuximab (IMC-C225, Erbitux ImClone Systems Inc.,New York) kimerik, 

insan murin kökenli EGFR‘nin ekstrasellüler kısmına bağlanan IgG1 monoklonal bir 

antikordur.
119

 Her bir çift zincir, sırasıyla 449 ve 214 amino asitten oluşan iki ağır ve iki 

hafif zincir olmak üzere toplam 152 kDa ağırlığında olup, birbirlerine kovalent ve 

nonkovalent bağlarla bağlanırlar. Cetuximab'ın EGFR‘ye bağlanma afinitesi, EGF ve 

Transforming Growth Faktör-α (TGF-α) gibi endojen ligandlardan 10 kat daha 

yüksektir. Bu bağlanma ile birlikte reseptör tirozin kinaz ve bununla ilişkili olan 

MAPK, PI3K/Akt ve Jak/Stat yolağını inhibe eder.
120

 

2.3.2. Cetuximab Etki Mekanizması 

EGFR hücre içi, hücre dışı ve α-heliks transmembran bölümlerine sahip bir 

trozin kinaz reseptörüdür. EGFR sinyali proliferasyon ve metastazı arttırır. Diğer bir 

yandan apoptozu azaltır. EGFR‘nin aktivitesi, ATP ile yarışan küçük bir ligandın 

bağlanması ya da reseptörün dış kısmına monoklonal antikorun direkt olarak 

bağlanması ile düşürülebilir.
113

 

Anti-EGFR monoklonal antikorlar, ilgili reseptöre ligand bağlanmasını 

engelleyerek reseptör aktivitesini düşürür böylece bazı kanser hücre hatlarında apoptozu 

arttırabilir. Anti-EGFR tedavi ile DNA hasarı yapan sitostatiklerin kombinasyonunun, 

hücre siklusunun progresyonunu inhibe edip apoptozu arttırarak sinerjistik antitümöral 

etkiye sebep olduğu gösterilmiştir. Örneğin cetuximab ile irinotekan kombinasyonunun 

EGFR blokajında ve apoptozda önemli oranda artış gözlemlenmiştir.
4
 

EGFR‘ye yönelik terapiler tutarlılık göstermektedir fakat tümör tiplerine karşı 

klinik aktivitesinin düşük seviyeleri ve onların etkinliğini belirleyen faktörler tam olarak 

bilinmemektedir. Ayrıca EGFR hedefli ajanların etkinliği hakkında, bu ajanların hücre 
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mekanizmasını aydınlatan cevap ve bu cevabın doğal ve kendiliğinden elde edilmiş 

dirençle ilgili olup olmadığı hakkında az şey bilinmektedir.
121

 

Kolorektal kanserli olguların patoloji örneklerinde EGFR aşırı ekspresyonu 

değişik oranlarda olup, vakaların yaklaşık % 25–82' sinde saptanmaktadır.
122

  EGFR‘nin 

ligand bağlayıcı bölgesine karşı bir immunglobulin G1 (IgG1) tipinde monoklonal 

antikor olan cetuximab, uyarıcı ligandların bağlanmasını engelleyerek reseptör 

aktivasyonunu baskılar. Cetuximab, aşağı yönde (downstream) sinyal oluşumunu bloke 

ederek hücre proliferasyonunu, anjiyogenezi ve metastazı baskılarken, apoptozu arttırır. 

IgG1 yapısında olması nedeniyle, aynı zamanda antikor-bağımlı hücresel sitotoksisiteyi 

sağlayan immün efektör hücreleri devreye sokar.
123

 

 

ġekil 2.6. Cetuximab etki mekanizması.
124

 

Metastatik KRK'lerde primer ve metastatik odakla uyumlu olarak vakaların 

%40'ında aktifleyici KRAS mutasyonları saptanmaktadır. Bu KRAS mutasyonları 

EGFR hedefli ajanlara karşı dirençlilikle ilişkilidir.
125

 Cetuximab'ın KRK tedavisinde 

yaygın olarak kullanılmasını sağlayan ilk klinik çalışma 2004 yılında Cunningham ve 

arkadaşları tarafından rapor edilmiştir. Yapmış oldukları çalışmada  irinotekan'a dirençli 

hastalarda Cetuximab'ı hem tek başına hemde irinotekan+Cetuximab kombinasyonu ile 
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karşılaştırmış ve  Cetuximab'ın  sadece tek başına etkili değil aynı zamanda  

irinotekanla birlikte verildiğinde irinotekan direncini kısmen düşürebildiğini 

görmüşlerdir.
126

 Mutasyonu bulunmayan hastalarda EGFR hedefli tedavilerin faydalı 

olacağına dair garanti yoktur ve bu hastalarda tedavi yanıt yaklaşık olarak %30' 

lardadır.
125

 Böyle durumlarda BRAF, PIK3CA veya p53 gibi genlerdeki mutasyonları 

gözden geçirmek yararlı olabilir.
127
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3. MATERYAL ve METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Örnekler 

KRK hücre hattı (HT-29), -195
o
C‘de 5. pasaj olarak  Erzurum Atatürk 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji bölümünden  alındı. 

3.1.2. Kimyasallar, Cihazlar ve Ekipmanlar 

Çalışmada gerekli kimyasallar, kitler ve alındığı firmalar Tablo 3.1‘de 

gösterilmiştir. Çalışmada gerekli olan cihaz ve aletler bilgisi Tablo 3.2‘de gösterilmiştir. 

Tablo 3.1. Kimyasal  ve  kitler 

Kimyasallar  ve Kitler  
Firma 

Cetuximab  Sanofi-Aventis 

Medyum Bio-ANF-1 

FBS Sigma 

L-glutamin Sigma 

Tripsin Sigma 

 PBS (Steril fosfat tamponu) Sigma 

MTT  Roche 

TUNEL  Roche 

p21  Roche  

p27  Roche 

p57  Roche 

KRAS  Roche 

LC3A  Roche 

BECN1  Roche 

EGF  Roche 

ATG4A  Roche 

Transcriptor First Starand cDNA synthesis Roche 
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Tablo 3.2. Cihazlar ve ekipmanlar 

Cihaz/Alet Firma 

Etüv Esco 

Santrifüj  Beckman 

Derin dondurucu (-800C) Sanyo 

Işık mikroskobu Leica 

Real-Time PCR Roche 

Poly-L-lysine kaplı lamlar  Thermo 

Mikroplak okuyucu spektrofotometre  BioTek 

25 cm2‘lik flask Isolab 

96 kuyucuklu mikroplak Termo  

Falkon tüp Isolab 

Pipetler (2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL) Ependorf 

DNA-RNA izolasyon cihazı Roche 

Petri kabı Termo 

Laminair Flow kabin  

 

3.2. Metot 

3.2.1. Hücre Kültürü 

3.2.1.1. Hücre Kültür Medyumunun HazırlanıĢı 

Hücre kültür besi yeri; 

- 87 mL  hücre kültür medyumu 

- 10 mL FBS 

- 1 mL antibiyotik karışımı   

- 2 mL L-Glutamin 

karıştırılarak kullanıma hazır hale getirildi. 

3.2.1.2. Hücre Kültürü Ġnkübasyon KoĢulları 

Parental HT-29 monolayer hücre kültürü medyumu içerisinde %5 CO2 37
o
C‘e 

sıcaklıktaki etüvde 25 cm
2
‘lik flasklarda steril şartlarda inkübe edilerek hücrelerin 
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çoğalması sağlandı.  

3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Çoğalan hücreler flask zeminini %80-90 oranında sardığında hücreler pasajlandı. 

Bu amaçla üremeye devam eden hücreler yeterli oranda çoğaldığı zaman; 

- Üzerlerindeki medyum dikkatli bir şekilde pipet yardımı ile alındıktan sonra 

PBS ile yıkandı. 

- Yıkama işleminden sonra  PBS alındı ve zemine tutunan hücrelerizeminden 

kaldırmak için  3 mL tripsin-EDTA çözeltisi eklendi ve etüvde 15 dk. süre ile 

bırakıldı. 

- Flask hafif hafif çalkalandı ve içerik süspansiyon haline getirildi. Süspanse 

içerik 15 mL lik bir falkon tüp içine alındı. Süspanse karışım üstüne tripsin 

inkübasyonunda kullandığımız karışımın iki kat fazlası medyum ilave edildi. 

- Süspansiyon 1300 rpm‘de 9 dakika süre ile santrifüj edildi ve süpernatant 

kısmında mevcut olan tripsin-EDTA solüsyonu uzaklaştırıldı. 

- Tüpün dip kısmında bulunan pellet halindeki hücrelerin üstüne taze 

hazırlanmış hücre kültür besi yerinden 3 mL eklendi ve süspanse hale 

getirilen  hücreler 5 tane 25 cm
2
‘lik flasklara ayrılarak tekrar pasajlandı. 

- Tekrar pasaj yapılan hücreler 37
o
C‘de %5'lik CO2 şartlı etüvde inkübe edildi. 

3.2.1.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması  

- Tripsin - EDTA çözeltisi yardımıyla yüzeye yapışık halde bulunan  hücreler 

kaldırıldı ve santrifüj işlemi uygulandı. 

- Hücrelerin üzerlerindeki solüsyon uzaklaştırılıp pellet şeklinde bulunan 

hücrelerin üzerlerine 1mL medyum eklendi. Daha sonra  hücre sayımı yapıldı. 

-  Hücreler tripsin hacminin  iki katı serum bulunan  medyumla inkibasyona 

bırakıldı.  
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- Hücreler pipetaj yapılarak tek hücreli süspansiyon halde  falkon tüpe aktarılıp 

üzerine 3 mL daha medyum eklendi. 

- Süspanse halinde bulunan hücreler 10 dk süre ile 1300 rpm‘de santrifüj işlemi 

yapıldı ve  üst kısımda kalanlar uzaklaştırıldı.  

- Dip kısımdaki pelet  üstüne 0,9 mL medyum koyularak hücre sayımı yapıldı. 

- Dondurma işlemi yapılacak olan tüplere 0,1 mL dimetil sülfoksit (DMSO) ve 

0,9 mL medyum ile süspanse olan hücreler eklendi. 

- Hazırlanmış olan tüpler saklama kabına yerleştirilerek -80
o
C sıcaklıktaki 

derin dondurucuya gerektiğinde tekrar kullanılmak için kaldırıldı. 

3.2.1.5. Hücre Sayısı Hesaplanması 

Kapaklı mikro hacimli ependorf tüplere 1 mL medyum ile sulandırılmış 

hücrelerden 0,1 mL, tripan blue boyasıdan 0,9 mL eklenip karışımı sağlandı. Neubauer 

lam üzerine elde edilen karışım konularak 5 bölmedeki hücre sayımları yapıldı. Çıkan 

sonuç, dilüsyon faktörü olan 50 x10
3 

ile çarpıldı. Elde edilen sonuçla 1 mL medyumda 

kaç milyon hücre bulunduğu gösterildi. Petri kaplarına ekim yapılırken  hesaplamış 

olduğumuz bu değerleri göz önünde bulundurarak her 100 mm
2
‘ lik kültür petri 

kaplarına 5x10
6
 ve 96 kuyucuklu kültür plağın her bir kuyusuna 5 x10

3
 hücre transferi 

sağlandı. Hücre ekimi yapılırken, hesaplanan bu değer dikkate alındı ve  petri kabına 

ekimleri yapıldı.  

3.2.2. Cetuximab Uygulanması 

CTX uygulamasında 24 ve 48 saat süreli inkübasyonlar iki adet 96'lık plak 

hazırlandı. Plağın her bir kuyucuğuna 5000 hücre gelecek şekilde 200µL medyumlu 

hücre ekimi yapıldı.  Aynı oranda  hücre bulunan kuyucuklardan her birine sırasıyla 0,1 

µg/mL, 1 µg/mL, 10 µg/mL ve 25 µg/mL konsantrasyonlarda 10μL CTX eklendi ve 

inkübasyona bırakıldı. 
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3.2.3. Hücre Sitotoksisite Analizi 

 Hücre çoğalmasının saptanmasında tetrazolium tabanlı kolorimetrik bir yöntem 

olan MTT yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemle teröpatik ajanlara maruz bırakılan 

hücreler MTT ile muamele edilince formazon kristallerini oluştururlar ve oluşan bu 

kristaller çözücü yardımıyla çözülerek spektrofotometrede absorbansları okunur.         

CTX kullanımının HT-29 hücre hattı üzerindeki  sitotoksik etkisi, MTT kit 

prospektüsünde bulunan talimata göre yapıldı. MTT uygulanması yapılmadan  24 saat 

önce 96‘lik plağın  her bir kuyusuna 5x10
3
 hücre olacak biçimde 0,1 mL kültür 

medyumlu hücrelerin ekimi yapıldı. 96'lık plak 1 gün süre ile 37°C'lik ve %5'lik CO2 

ayarlı etüvde bırakılarak hücrelerin mikroplak yüzeyine yapışmaları sağlandı. 

CTX uygulamasından ardından hücre hatları 24 ve 48 saat sürelik inkübasyona 

bırakıldı, MTT yöntemi uygulandı. MTT analizi yapılmadan önce 96‘lık plak da her bir 

kuyucukda var olan 100 µL  medyum alındı. 

MTT analizi; 

1. 96‘lık plağın her bir kuyusundaki 100 µL medyumlu hücre karışımı üstüne, 

MTT solüsyonundan 10 µL eklenerek plaklar 3 saat süre ile inkübatöre 

konuldu. 

2. Üç saatlik inkübasyon sonunda plakların üzerine yapışan hücrelerin üzerinde  

bulunan medyum bir pipet yardımıyla dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı. 

Uzaklaştırma işleminden sonra üzerlerine 100'er µL MTT çözücü solüsyon 

eklenerek 20 dk inkübasyona bırakıldı. 

3. İnkübasyonun ardından hücrelerin absorbans değerleri 570 nm'de, 

spektrofotometrede ölçüldü. 

Microsoft Excel programı yardımıyla uyguladığımız doza karşı % hücre 

sitotoksisite eğrisi çizildi ve hücrelerin  %50'sinin öldüğü  konsantrasyon (IC50) değeri 
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hesaplandı. 

3.2.4. TUNEL Boyama Metodu 

3.2.4.1. Hücrelerin Lamda Çoğaltılması 

- Poly-L-lizin'le  kaplı halde olan lamlar, 100 mm çapı bulunan petrilere hücre 

ekimi yapılmaya  başlanmadan koyularak class II tip biyogüvenlik kabin 

içinde 4 saat süre ile UV ışınla sterilizesi sağlandı.  

- 25 cm
2
‘lik flaskta  çoğaltılmış hücreler, steril edilen petri içerisindeki 

lamların üst yüzeylerine eşit sayıda (0,1 mL medyum içinde süspansiyon 

halde bulunan 5x10
3
) hücre olacak biçimde ekim yapıldı.  

- Lamların üzerlerine hücrelerin yapışması sonrası (yaklaşık olarak 24 saat 

sonra) CTX uygulaması gerçekleştirildi.  

- Kontrol grubunda bulunan hücrelere de eşit miktarda kültür medyumu ilave 

edildi.  

- 24 ve 48 saat inkübasyon sonunda petri içerisinde bulunana kültür medyumu  

bir pipet vasıtasıyla alındı ve üzerine  PBS ilave edilerek  hücrelerin  

yıkanması sağlandı. 

3.2.4.2. Fiksasyon 

Lam üzerine yapışık şekildeki  hücreler -20
o
C‘de soğutma işlemi yapılmış  

metanolün  içene 10 dk süre ile bırakılıp lamların tespit işlemi yapıldı. Tespit işlemi 

yapılan lamlar PBS ile yıkandıktan sonra kurutularak, Boyama işlemi yapılana kadar  

kadar derin dondurucuda tutuldu. 

3.2.4.3. TUNEL Boyama 

TUNEL (Terminal Deoxytransferase Mediated Bio-dUTP Nick and Labeling) 

boyama işlemi hücrelerde meydana gelen apoptoz olayının saptanmasını sağlayan  

histokimyasal yöntemdir. DNA'da meydana gelen kırıkların insitu olarak saptanmasını 
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sağlar. Mevcut çalışmamızda, TUNEL boyama kiti kullanılarak boyama işlemi yapıldı.  

- Boyama işlemi yapılacak lamlar derin dondurucudan çıkarılarak 25
o
C'ye 

gelmesi beklenildi (yaklaşık 30 dk)  ve 100 µL PBS ile yıkama işlemi yapıldı.  

- Lam üzerine 100 µL Proteinaz K damlatıldı ve 10 dakika süre ile nemlendirici 

kap içinde bırakıldı.  

- Beş dakika  aralıklarla  üç defa 100 µL PBS ile yıkama işlemi yapıldı. 

- Endojen peroksitlerin bloklana bilmesini sağlamak için yüzde üçlük hidrojen 

peroksit çözeltisinde  on dakika süre ile nemlendirici kap içinde bırakıldı. 

- Tekrar beş dakika  aralıklarla  üç defa 100 µL PBS ile yıkama işlemi yapıldı. 

- 100 µL TUNEL solüsyonu eklendi ve  1 saat nemlendirici kab içinde 37
o
C‘de 

bırakıldı. 

- 5 dakika  aralıklarla  iki defa 100 µL PBS ile yıkama işlemi yapıldı. 

- 100 µL Converter-POD solüsyonunda yarım saat nemlendirici kab içinde 37 

o
C‘de bırakıldı. 

- 100 µL DAB kromojen de yedi dakika  bekletildi. 

- Ardından 5 dk'lık aralıklarla 3 defa 100 µL PBS yıkama işlemi yapılarak 

çekirdek boyama işlemi yapılmasında kullanılan Harris‘in Hematoksilen 

çözeltisinda  beş dakika bekletilip daha sonra dereceli alkol ve ksilol 

serilerinden geçirildi ve üzeri  iki damla entellan ile örtüldü. 

3.2.4.4. Apoptotik Hücre Değerlendirmesi 

TUNEL boyaması sonuçlarına göre gruplar arasında karşılaştırmaların 

yapılmasında, ―Stereolojik Optic Fractionator Frame‖ yöntemi ile yapılmıştır. 

Analizlerde  stereoloji  workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) 

ve stereoloji software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Rochester, VT) 

bulunan ışık mikroskobu kullanıldı. Mevcut çalışmada, HT-29 hücre preparatlarının 
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üzerindeki apoptotik hücrelere, ―Unbiased Counting Frame and Fractionator‖ metodu 

kullanılarak  her bir preparattaki TUNEL pozitif hücre yoğunluğu hesaplandı: 

TUNEL pozitif hücre sayısının çerçevelerin alanına bölünmesi ile milimetre 

kareya düşen TUNEL pozitif hücre yoğunluğu hesaplandı. 

Hesaplanan değerler her bir grup için 2 tekrarlı şekildedir ve her grup için  

paralel olarak  3 preparat boyandı. 

 

ġekil 3.1. TUNEL analizinin ekran görüntüsü  

3.2.5. Ters Trankriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri 

 Polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin 

jenarasyonlara bağlı replikasyonu, hızlı bir şekilde gerçekleşir. Doğal hücre 

büyümesinde olduğu gibi, PCR replikasyon sürecini taklit ederek yaklaşık 30 

jenarasyon sonra seçilmiş olan DNA dizisinin milyar katını kopyalar.  

PCR'da çoğaltılacak bölgeyi çevreleyen dizilerin bilinmesi gerekmektedir. Bu 

dizilere komplementer sentetik oligonükleotidler, yüksek ısılarda yaşayan bir bakteri 

türünden izole edilen özel bir termostabil DNA polimerazın kullanıldığı bir dizi 

reaksiyonda primer olarak kullanılmaktadır.  

Reaksiyonlar ilk önce DNA'nın yüksek ısılarda denatüre olması daha sonra az bir 
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ısıda oligonükleotidlerin bağlanıp uzamanın gerçekleştiği basamaklar döngüsünden 

oluşmaktadır. Her döngüde oligonükleotid ile bağlı dubleks DNA miktarı artar ve 

böylece tek bir hücrenin çekirdeğinden mikrogram oranlarında DNA izole edilebilir. 

Geleneksel klonlama sayesinde aylarca ya da haftalarca süren bu işlem PCR ile saatler 

içinde sonlanır.  

 RNA molekülü RNA ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi ile 

cDNA‘ya çevrilerek polimeraz zincir reaksiyonu ile çoğaltılabilir. Böyle gerçekleşen 

senteze Ters Transktiptaz PCR (Reverse Transcription PCR, RT-PCR) denmektedir. 

3.2.5.1. RNA Ġzolasyonu 

Hücre kültürü örneklerinden RNA izolasyonu için Roche MagNA Pure Compact 

RNA izolasyon kiti kullanılmıştır. Kit içerisindeki deney protokolü kullanılmıştır. 

1. Hücre kültürleri 3000 g'de 10 dk süre ile santrifüj edilerek üst kısımda 

bulunun hücre medyumu uzaklaştırıldı. 

2. Oluşan hücre peleti üzerine 100 µL PBS ilave edilidi ve hücre süspansiyonu 

sağlandı. 

3. Süspanse halde bulunan hücrelerin üzerine 100 µL lizis buffer eklendi. 

4. Oluşan lizattan 200 µL numune tüpüne alındı.  

  Hazırlanmış olan numune tüpü ROCHE MagNA-Pure-Compact DNA - RNA 

izolasyon cihazına yüklendi. Ardından Roche MagNA RNA izolasyon kit ile RNA 

izolasyonu yapılarak 50 μl örnek elde edildi. İzole edilen RNA miktarı ve saflığı  

NanoDrop cihazında spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

3.2.5.2. Komplementer DNA Sentez AĢaması 

Elde edilen mRNA‘ların konsantrasyonu ölçüldü ve mRNA konsantrasyonuna 

göre cDNA yapım aşamasında tüm mRNA'ların 15 ng olacak şekilde sulandırıldı. 

Konsantrasyonu ayarlanan örneklerden 10 μL alınarak üzerine Transcriptor First Strand 
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cDNA Synthesis kitinden çıkan Random Primerden 2 μl, 1 μl distile su  (her bir örnek 

için) 0.2 ml‘lik PCR tüplerine konuldu. Daha sonra Reverse Transcriptor PCR cihazında 

65
o
C‘de 10 dk denatürasyon yapıldı. PCR‘de bu işlem devam ederken denatüre olan 

RNA‘ların üzerine cDNA‘yı oluşturması için içerisine koyulan karışım hazırlandı. 

3.2.5.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile p21, p27, p57, KRAS, 

LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A Gen Ekspresyonlarının Ölçülmesi 

Her bir örneğin cDNA‘ları kullanılarak gen ekspresyonları (p21, p27, p57, 

KRAS, LC3A, BECN1, EGF, ATG4A) Roche LightCycler 480 Real-Time PCR 

cihazında saptandı. 96'lık  plağa her bir örnek için yedi kuyu kullanılarak yükleme 

yapılmıştır. Her örnek için 5μL cDNA, 8μL deiyonize su, 5μL Probe Master karışımı, 2 

μL primerler (p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF, ATG4A) konulmuştur. 

Standart olarak, konsantrasyonları 10 μM,100 μM,1000 μM ve 10000 μM G6PD 

standardı kullanılmıştır. Hazırlanan her bir karışım mikroplakdaki her bir kuyucuğa 

toplam hacim 20 µL olacak şekilde yüklendi ve Real time PCR'de program seçildi. 

 Denatürasyon  :    10 dk, 95 
O
C  

Amplifikasyon :     10 sn, 95 
O 

C      

       30 sn, 60 
O
C           45 döngü 

       60 sn,72 
O
C        

Soğuma        :        30 sn, 40 
O
C  

 

Real Time PCR'da Absolute kuantifikasyonda analizi yapıldı. Standartlar G6PD 

baz alarak cihazın p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A‘ye verdiği 

sonuçlar kaydedildi. 

3.2.6. Ġstatistiksel Analiz 

İstatistik  analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 
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20.0 programında yapıldı. Çalışmazın MTT verilerinin değerlendirilmesi için tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) sonrası Duncan Post hoc testi kullanıldı. Anlamlılık değeri 

(P) 0.05 olarak kabul edildi. p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A 

hedef Gen/referans gen oranı alınarak normalize edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. MTT Analizi Sonuçları 

Kontrol  ve CTX uygulanan grupların hücre canlılığı analizi sonuçlarında; 24 

saat süreli inkübasyon gruplarında en yüksek hücre canlılığı oranının kontrol grubunda 

olduğu görülürken CTX uygulanan gruplarda hücre canlılığı miktarının doza bağımlı 

olarak azaldığı görüldü. İstatistiksel değerlendirme de ise Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında 10 µg/ml ve 25 µg/ml konsantrasyonlarda CTX uygulanan gruplarda 

anlamlı bir azalmanın olduğu belirlenmiştir. (P<0.05). 

48 saat süreli inkübasyon gruplarının hücre canlılığı (MTT) analizinde ise benzer 

olarak kontrol grubunda en yüksek değer bulunurken, bu değerin CTX 

konsantrasyonundaki artışla beraber azaldığı görüldü. Tüm gruplara ait istatistiksel 

analiz ve MTT sonuçları Tablo 4.1 ile Şekil 4.1 ve Şekil 4.2‘de görülmektedir. 

Tablo 4.1. Bütün gruplara ait MTT analiz sonuçları 

Gruplar 24saat 48saat 

Kontrol 0,865±0,21
a
 0,601±0,28

a
 

0,1 µg/ml CTX  0,809±0,25
a
 0,475±0,12

a
 

1 µg/ml CTX 0,734±0,21
a
 0,333±0,08

b
 

10 µg/ml CTX 0,580±0,19
b
 0,380±0,17

b
 

25 µg/ml CTX 0,477±0,16
b
 0,260±0,08

b
 

Harflendirmeler gruplar arasındaki istatistiksel farklılığı göstermektedir. 

Tüm veriler ortalama ± standart deviation (SD) olarak ifade edilmiştir. 

İstatistiksel değerlendirme Tek yönlü varyans analizi Duncan Testi ile yapılmıştır. 

İstatistiksel önem P<0.05 olarak kabul edilmiştir. 
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ġekil 4.1. Kolorektal Kanser hücre hattı (HT29); cetuximab uygulamaları sonrası 24 ve     

48 saat inkübasyonlu hücre hatları sitotoksisite (MTT) analizi sonuçları. 

 
4.2. TUNEL Boyama Analizi sonuçları 

Stereolojik tünel pozitif hücre yoğunluklarının hesaplanmasında 24 saatlik 

inkübasyona bırakılan gruplarda en düşük tünel pozitif hücre yoğunluğunun kontrol 

grubunda olduğu görülürken, bu değerin artan miktarlarda CTX uygulanan gruplarda 

anlamlı oranda arttığı belirlenmiştir (P<0.05). Özellikle 25 µg/ml CTX uygulanan 

grupta tünel pozitif hücre yoğunluğunun önemli oranda arttığı tespit edilmiştir. 

48 saat süreyle CTX uygulanan gruplarda ise yine en düşük değerin kontrol 

grubunda olduğu ve dereceli olarak CTX uygulamasının yapıldığı gruplarda bu değerin 

önemli oranda arttığı görüldü (P<0.05). Tüm kontrol ve CTX uygulama gruplarına ait 

tünel pozitif hücre yoğunluğu ve istatistiksel analizi Tablo 4.2‘de verilmiştir. 
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Tablo 4.2. Bütün gruplar için 24 ve 48 saatlik inkübasyonda CTX uygulamasından  

sonra 1x10
4
 µm

2
 alana düşen TUNEL sonuçları 

Gruplar 24s 48s 

Knt  1,14±0,32
a
 1,15±0,42

a
 

0,1 µg/ml Grubu 2,32±0,34
b
 2,91±0,32

b
 

1 µg/ml Grubu 2,52±0,45
b
 2,99±0,25

b
 

10 µg/ml Grubu 3,16±0,24
c
 3,44 ±0,29

c
 

25 µg/ml Grubu 3,46±0,27
c
 3,61±0,34

c
 

Harflendirmeler (a,b,c) aynı sütundaki gruplar arası istatistiksel farklılığı göstermektedir(p<0,05) 

 

 

ġekil 4.2. Kontrol grubu 24 saatlik inkübasyon grubuna ait TUNEL analiz sonucu 
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ġekil 4.3. 24 saatlik inkübasyon 0,1 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 

 

ġekil 4.4. 24 saatlik inkübasyon 1 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 
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ġekil 4.5. 24 saatlik inkübasyon 10 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 

 

ġekil 4.6. 24 saatlik inkübasyon 25 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 
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ġekil 4.7. Kontrol grubu 48 saatlik inkübasyon grubuna ait TUNEL analiz sonucu 

 

ġekil 4.8. 48 saatlik inkübasyon  0,1 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 
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ġekil 4.9. 48 saatlik inkübasyon 1 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 

 

ġekil 4.10. 48 saatlik inkübasyon 10 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba TUNEL analiz 

sonucu 
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ġekil 4.11. 48 saatlik inkübasyon  25 µg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL 

analiz sonucu 

4.3. RT-PCR Analiz Sonuçları 

Aynı şartlarda bütün gruplara belirli konsantrasyonlarda CTX uygulamasından 

sonra 24 saat süreli inkübasyonu ardından Real Time-PCR analiz sonuçlarına göre 

kontrol grubu ile diğer tüm gruplar arsında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (p<0,05). En fazla p21 ekspresyonu, 1 µg/mL uygulanan grupta 

gözlenmiştir. 48 saatlik inkübasyonlar sonucu ise en yüksek ekspresyon 10 µg/mL CTX 

uygulanan grupta gözlenmiştir. Kontrol grubuna göre 10µg/mL ve 25µg/mL CTX 

uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur (p<0,05). 24 ve 48 

saat süreli inkübasyonların sonucu ise Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p21 gen 

ekspresyonları Tablo 4.3‘de gösterilmektedir. 
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Tablo 4.3. Bütün gruplara ait 24 ve 48 saat süreli p21 gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar  p21/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,010±0,0041 0,017±0,0051 

0,1µg/mL CTX 0,023±0,0052
*
 0,019±0,0015 

1 µg/mL CTX 0,031±0,0032
*
 0,021±0,0010 

10 µg/mL CTX 0,023±0,0021
*
 0,033±0,0031

*
 

25 µg/mL CTX 0,022±0,0029
*
 0,027±0,0006

*
 

 ''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

 

24 saatlik inkübasyonda 0,1 µg/mL CTX uygulanan grupta p27 ekspresyonu 

kontrol grubuna göre çok az bir azalış gösterirken, diğer gruplarda istatistiksel olarak 

anlamlı bir artış gözlenmiştir (p<0,05). 48 saatlikte ise kontrol grubuna göre en yüksek 

artışı 1 µg/mL CTX uygulanan grupta olduğu tespit edilmiştir. Kontrol gurubuna göre 

tüm gruplarda anlamlı artış gözlemlenmiştir (p<0,05). 24 ve 48 saat süreli 

inkübasyonlar sonucunda Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p27 gen 

ekspresyonları Tablo 4.4‘de gösterilmektedir. 

Tablo 4.4. Bütün  gruplara ait 24 ve 48 saat süreli p27 gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar            p27/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,22±0,336 0,251±0,002 

0,1µg/mL CTX 0,23±0,160 0,270±0,004
*
 

1 µg/mL CTX 0,27±0,007* 0,295±0,003
*
 

10 µg/mL CTX 0,28±0,006
*
 0,270±0,004

*
 

25 µg/mL CTX 0,27±0,007
*
 0,261±0,002

*
 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

  

24 ve 48 saatlik CTX uygulaması sonucu kontrol grubuna göre tüm gruplardaki 

p57 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlenmiştir (p<0,05). 24 
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saatlik CTX uygulamalarında en yüksek artışın 1 µg/mL CTX grubunda, 48 saatlikte ise 

0,1 – 25 µg/mL CTX gruplarında olduğu görülmüştür. 48 saatlik grupta kontrol grubuna 

göre tüm CTX uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). 24 ve 48 

saat süreli inkübasyon sonucu Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p57 gen 

ekspresyonları Tablo 4.5‘te gösterilmektedir. 

Tablo 4.5. Bütün gruplardaki 24 ve 48 saatte  p57 gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar                 p57/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,0210±0,0004 0,0299±0,0005 

0,1µg/mL CTX 0,0279±0,0005
* 

0,0520±0,0002
*
 

1 µg/mL CTX 0,0321±0,0003
*
 0,0330±0,0004

*
 

10 µg/mL CTX 0,0290±0,0004
*
 0,0410±0,0007

*
 

25 µg/mL CTX 0,0270±0,0073
*
 0,0520±0,0008

*
 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile  karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

 

24 saatlik CTX uygulaması sonrası KRAS gen ekspresyonu karşılaştırıldığında 

kontrol grubuna göre tüm gruplar da istatistiksel olarak anlamlı bir  artış göstermiş olup 

en yüksek artış 10 µg/mL CTX uygulanan grupta gözlenmiştir (p<0,05). 48 saatlik 

inkübasyon sonrasında ise kontrol grubuna göre tüm gruplarda istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma gözlenmiştir (p<0,05). En yüksek azalma 10 µg/mL CTX uygulanan 

grupta görülmüştür. 24 ve 48 saat süreli inkübasyonlar sonucunda Kontrol ve CTX 

uygulanan gruplara ait KRAS gen ekspresyonları Tablo 4.6‘da gösterilmektedir. 
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Tablo 4.6. Bütün gruplara ait 24 ve 48 saat süreli KRAS gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar KRAS/ G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,21.10
-3

±0,17.10
-3

 2,01.10
-3

±0,10.10
-3

 

0,1µg/mL CTX  0,85.10
-3

±0,57.10
-3*

 1,61.10
-3

±0,88.10
-3*

 

1 µg/mL CTX 1,10.10
-3

±0,58.10
-3*

 0,68.10
-3

±0,09.10
-3*

 

10 µg/mL CTX 1,43.10
-3

±1,34.10
-3*

 1,26.10
-3

±0,08.10
-3

 

25 µg/mL CTX 1,10.10
-3

±0,41.10
-3*

 0,40.10
-3

±0,21.10
-3*

 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile  karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

 

24 saat süreli inkübasyonda LC3A gen ekspresyonları karşılaştırıldığında kontrol 

grubuna göre tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlenmiştir (p<0,05). 

En fazla  artış 10µg/mL CTX uygulanan grupta olmuştur. 48 saat süreli 

inkübasyonlarda ise kontrol grubuna göre tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış olup, en yüksek artış 10µg/mL- 25µg/mL CTX uygulanan gruplarda görülmüştür 

(p<0,05). 24 ve 48 saat süreli inkübasyon sonucunda Kontrol ve CTX uygulanan 

gruplara ait LC3A gen ekspresyonları Tablo 4.7‘ de gösterilmektedir. 

Tablo 4.7. Bütün gruplara ait 24 ve 48 saat süreli LC3A gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar LC3A/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,044±0,006 0,047±0,001 

0,1µg/mL CTX 0,082±0,001
*
 0,091±0,005

*
 

1 µg/mL CTX 0,106±0,003
*
 0,067±0,007

*
 

10 µg/mL CTX 0,116±0,006
*
 0,105±0,008

*
 

25 µg/mL CTX 0,067±0,004
*
 0,104±0,004

*
 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile  karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

 

24 saat süreli  inkübasyonda ATG4A gen ekspresyonları karşılaştırıldığı zaman 

kontrol grubuna göre diğer bütün gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

gözlenirken, en yüksek ekspresyon 1µg/mL ve 10µg/mL CTX uygulanan gruplarda 
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görülmüştür (p<0,05). 48 saat süreli inkübasyonda ise kontrol grubuna göre en fazla 

artış 25 µg/mL CTX uygulanan grupta gözlenirken, en düşük ekspresyon 1 µg/mL CTX 

grubunda belirlenmiştir. 24 ve 48 saat süreli inkübasyon sonucunda Kontrol ve CTX 

uygulan gruplara ait ATG4A gen ekspresyonları Tablo 4.8‘de gösterilmektedir. 

Tablo 4.8. Bütün gruplara ait 24 ve 48 saat süreli ATG4A gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar             ATG4A/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,0145±0,0026 0,0230±0,0008 

0,1µg/mL CTX 0,0330±0,0011
*
 0,0570±0,0007

*
 

1 µg/mL CTX 0,0420±0,0007
*
 0,0500±0,0002

*
 

10 µg/mL CTX 0,0420±0,0006
*
 0,0660±0,0003

*
 

25 µg/mL CTX 0,0400±0,0007
*
 0,0720±0,0011

*
 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasının  istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 

 

24 saat süreli inkübasyonda EGF gen ekspresyonları karşılaştırıldığı zaman 

kontrol grubuna göre diğer bütün gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

gözlenmiştir (p<0,05). En yüksek artış ise 10µg/mL CTX uygulanan grupta olduğu 

tespit edilmiştir. 48 saatlik inkübasyonlarda ise Kontrol grubuna göre tüm gruplarda 

anlamlı bir azalış  gözlenirken (p<0,05), en çok azalış 0,1 µg/mL CTX uygulanan 

gurupta saptanmıştır. 24 ve 48 saat süreli inkübasyon sonucunda Kontrol ve CTX 

uygulan gruplara ait EGF gen ekspresyonları Tablo 4.9‘da gösterilmektedir. 

Tablo 4.9. Bütün  gruplara ait 24 ve 48 saat süreli EGF gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar EGF/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 1,8.10
-3

±0,8.10
-3

 8,35.10
-3

±0,63.10
-3

 

0,1µg/mL CTX 3,32. 10
-3

±0,7.10
-3*

 6,43. 10
-3

±0,49.10
-3*

 

1 µg/mL CTX 3,97. 10
-3

±0,6.10
-3*

 6,52. 10
-3

±0,35.10
-3*

 

10 µg/mL CTX 4,74. 10
-3

±0,5.10
-3*

 8,34. 10
-3

±0,64.10
-3

 

25 µg/mL CTX 3,36. 10
-3

±0,6.10
-3*

 7,16. 10
-3

±0,71.10
-3*

 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile karşılaştırılmasının istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 
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24 saat süreli inkübasyonda BECN1 gen ekspresyonları karşılaştırıldığında 

kontrol grubuna göre diğer bütün gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

gözlenirken, en yüksek ekspresyon 10 µg/mL CTX uygulanan grupta görülmüştür. 48 

saat süreli inkübasyon için ise Kontrol grubuna göre 0,1 µg/mL ve 1 µg/mL CTX 

uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir azalış gözlenmiştir. En düşük 

ekspresyon 1 µg/mL CTX grubunda belirlenmiştir. 24 ve 48 saat süreli inkübasyon 

sonucunda Kontrol ve CTX uygulan gruplara ait BECNI gen ekspresyonları Tablo 

4.10‘da gösterilmektedir. 

Tablo 4.10. Bütün gruplara ait 24 ve 48 saat süreli BECN1 gen ekspresyon düzeyleri 

Gruplar BECN1/G6PD 

 24saat 48saat 

Kontrol 0,110±0,005 0,160±0,008 

0,1µg/mL CTX 0,140±0,002
*
 0,140±0,008

*
 

1 µg/mL CTX 0,141±0,006
*
 0,120±0,007

*
 

10 µg/mL CTX  0,150±0,005
*
 0,150±0,008 

25 µg/mL CTX 0,131±0,003
*
 0,160±0,004 

''*'' Aynı sütündaki grupların kontrol grubu ile  karşılaştırılmasının istatistiksel anlamlılığını 

göstermektedir (p<0,05). 
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5. TARTIġMA 

Kanser türleri arasında üçüncü sırada ve mortalite yönünden ise akciğer 

kanserlerinden sonra ikinci sırada yer alan kolorektal kanser 100.000 kadında 37.5 

insidans ile ve 14.1 mortalite oranıyla seyrederken, erkeklerde bu oran 100.000‘de 52.2 

insidans ve 20.5 mortalite oranı ile görülmektedir.
128

 KRK tedavisinde kemoterapi 

süresince, hastaların tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrası kanserin 

tekrarlanması söz konusudur. KRK'da sağkalımı sağlayan en önemli faktör kanserin 

evresi olup, ilk saptamada ileri evre olan hasta oranı fazladır. Ancak hangi hastaların 

hangi tedaviye daha iyi cevap vereceğini belirlemek önem arz etmektedir. Epidermal 

büyüme faktörüne karşı geliştirilmiş monoklonal antikor olan CTX'ın kullanımıyla 

tedaviye cevabın nasıl olacağı daha da açıklık kazanacaktır. Kanser hücresi apoptotik 

yolaklarında bulunan, tümör mikro çevresinde rol alan, büyüme faktörlerini ve 

reseptörlerini kodlayan ve hücre siklusunda rol olan bazı genlerin ekspresyon 

düzeylerindeki değişimlerin kemotörapik ajanlarla sağlanabildiği bilinmektedir. 

EGFR‘ye yönelik terapiler tutarlılık göstermekle beraber, tümör tiplerine karşı 

klinik aktivitesinin düşük seviyeleri ve onların etkinliğini belirleyen faktörler tam olarak 

bilinmemektedir. Ayrıca EGFR hedefli ajanların etkinliği hakkında, bu ajanların 

hücredeki etki mekanizmasını aydınlatan cevap ve bu cevabın doğal ve kendiliğinden 

elde edilmiş dirençle ilgili olup olmadığı hakkında az şey bilinmektedir.
121

 CTX'in KRK 

tedavisinde yaygın kullanılmaya başlanmasını sağlayan ilk klinik çalışma Bond 

tarafından yapılmıştır ve Cunningham ve ark. tarafından 2004 yılında yayınlanmıştır. 

Bu çalışmada Irinotekan'a dirençli hastalarda CTX monoterapisi ve irinotekan+CTX 

kombinasyonu karşılaştırılmış ve CTX'ın hem tek başına etkili olduğu hem de 

irinotekanla birlikte verildiğinde irinotekan direncini kısmen azalttığı görülmüştür.
126

 

Mevcut çalışmada in vitro şartlarda, insan KRK hücre hattında (HT-29) CTX 
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uygulamalarının hücre sitotoksitesi, apoptotik hücre ölümü ve otofaji ile ilgili gen 

bölgelerinin ekspresyon düzeyleri üzerine etkilerinin araştırılması amaçlandı. Bu amaçla 

KRK hücrelerine sırasıyla 0,1 µg/mL, 1 µg/mL, 10 µg/mL ve 25 µg/mL arasında 

değişen konsantrasyonlarda CTX uygulandı. 24 ve 48 saat süre ile inkübe edilen hücre 

hatlarında TUNEL yöntemi ile apoptotik hücre yoğunluğu belirlenirken p21, p27, p57, 

KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A gen ekspresyon düzeyleri kantitatif real-time 

PCR yöntemiyle analiz edildi. 

Yapmış olduğumuz çalışmada, CTX‘in doza ve zamana bağlı sitotoksik etkisi 

araştırıldı. CTX uygulamasında HT-29 hücre hattındaki MTT analizinde 24 ve 48  

saatlik inkübasyonlar  sonucu doza bağımlı sitotoksik etki görüldü. İstatistiksel 

değerlendirme de ise 24 saatlik inkübasyon da  Kontrol grubu ile 10 µM ve 25 µM 

konsantrasyonlarda CTX uygulanan gruplarda anlamlı bir azalmanın olduğu 

belirlenmiştir. Hem 24 saat hem de  48 saatlik inkübasyonlarda en az hücre canlılığı  

25µM‘lık CTX uygulaması yapılan grupta  görülmüştür. Aynı dozun 24 ve 48 saat 

süreli inkibasyonda HT-29 KRK hücre hattı için toksik olduğu belirlenmiştir. 

Mevcut çalışmamıza benzer olarak, Farias ve ark
129

 yapmış oldukları çalışmada 

HT-29 hücrelerine CTX uygulanmış ve MTT değerlendirilmesi sonucu en uygun dozun 

10 nM CTX grubunda olduğu bildirmişlerdir. Bu dozda HT-29 hücrelerinin 

proliferasyonunda önemli bir azalma kaydedilirken 0,1 ve 1 nM CTX uygulanan 

gruplarda dikkate değer bir düşüş gözlenmemiştir. Başka bir çalışmada değişik türdeki 

KRK hücre hatlarına uygulanan 100 µg/mL CTX ile LIM1215, GEO ve SW403 KRK 

hücre hatlarında %70'den fazlasında proliferasyonunda azalma gözlenmiştir. Ayrıca 

aynı dozda Caco-2 ve SW948 KRK hücre hatlarında ise proliferasyonda %50 azalama 

olduğu bildirilmiştir. 
130

 

Monoklonal antikorlar tümör hücrelerinin membranındaki hedef antijenlere 

https://scholar.google.com.tr/citations?user=WuyQWucAAAAJ&hl=tr&oi=sra
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bağlanırlar. Bu bağlanma ile çeşitli mekanizmalarla tümör hücresinin ölümüne neden 

olurlar. Birinci mekanizmada bağlanan antikorun sabit Fc fragmenti efektör hücrelerde 

bulunan Fc gamma reseptörler tarafından tanınır. Bu efektör hücreler başlıca doğal katil 

hücreler ve monositlerdir. Efektör hücreler, bağlanma sonrası tümör hücrelerinde 

antikora bağlı sitotoksisiteyi uyararak hücreyi apoptoza yöneltmektedir. İkinci 

mekanizmada monoklonal antikorun bağlandığı membran antijeni önemli bir büyüme 

faktörü reseptörü veya büyüme faktörü olduğundan, bağlanma sonucu büyüme faktörü 

reseptörünün uyardığı tümör gelişiminde önemli olan sinyal yolakları engellenmektedir. 

Böylece tümör gelişimi inhibe edilmekte veya tümör hücresinde apoptoz 

uyarılmaktadır.
131

 Yaptığımız çalışmada CTX'in HT-29 KRK hücreleri üzerine 

apoptotik etkisi TUNEL metodu ile belirlendi. Buna göre TUNEL pozitif hücre 

yoğunluklarının hesaplanmasında 24 saatlik inkübasyona bırakılan gruplarda en düşük 

TUNEL pozitif hücre yoğunluğunun kontrol grubunda olduğu görülürken, bu değerin 

artan miktarlarda CTX uygulanan gruplarda anlamlı oranda apoptozun arttığı 

belirlenmiştir. Özellikle 10 ve 25 µg/mL CTX uygulanan grupta TUNEL pozitif hücre 

yoğunluğunun önemli oranda arttığı tespit edilmiştir. 48 saat süreyle CTX uygulanan 

gruplarda ise yine en düşük değerin kontrol grubunda olduğu ve dereceli olarak CTX 

uygulamasının yapıldığı gruplarda bu değerin önemli oranda arttığı gözlenmiştir. Buna 

göre en yüksek TUNEL pozitif hücre yoğunluğu yine 10 ve 25 µg/mL CTX uygulanan 

gruplarda olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuçlara göre HT-29 KRK hücrelerinde CTX'in 

bu konsantrasyonlarda apoptozu arttırdığı söylenebilir. Litaratürlere göre CTX ile 

yapılan çalışmalarda apoptozun arttığına yönelik raporlar sunulmuştur. Bu raporlara 

göre CTX ya da benzer anti-EGFR antikorların Bax ve Bcl-2 ekspresyon dengesini 

değiştirebileceği öne sürülmüştür. Yüksek EGFR ekspresyonlu DiFi insan KRK 

hücrelerinde CTX tedavisi ile programlı hücre ölümünün arttığı belirtilmiştir.
132

 KRK 
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hücre hatlarında yapılan başka bir çalışmada anti EGFR antikorların Bax 

ekspresyonlarında bir artışa sebep olduğu bildirilmiştir
133

 ve diğer bir çalışmada ise çok 

yönlü apoptotik kaspazın aktive edildiği rapor edilmiştir
134

. Benzer olarak SSC hücre 

hatlarının CTX ile muamelesi sonucu Bax ekspresyonunda yükselişe ve Bcl-2 

ekspresyonunda düşüşe sebep olduğu ve apoptotik hücre frekansında bir artış gözlendiği 

Huang ve ark
135

 tarafından bildirilmiştir. Ancak bazı çalışmalarda tümör hücre 

hatlarının çoğunda tek başına CTX kullanımının apoptozu indüklemek için yeterli 

olmadığı ve genellikle hücre büyümesi üzerine sitostatik etkiye sahip olduğunu öne 

sürmüşlerdir.
136

 CTX'in bazı kemoterapotik ajanlarla kombinasyonunun hem in vivo 

hem de in vitro birçok modelde insan tümör hücre apoptozunun insidansını arttırdığı 

yönünde çalışmalar mevcuttur.
137-139

 

CDK'lar siklinlerle beraber hücre proliferasyonununda görev alırken CDK 

inhibitörleri CDK'larla siklin kompleksini inhibe ederek hücre döngüsünün durmasına 

sebep olmaktadırlar.
5, 6

  Kanserlerde G1 kontrol noktasının düzenlenmesinde görev alan 

genler sıklıkla mutasyona uğramıştır. Ayrıca bu genlerin aktivitelerindeki değişiklik ve 

aksaklıklar sadece hücre döngüsünün kontrolünü olumsuz yönde etkilemez aynı 

zamanda DNA tamir genlerini ve özellikle p53‘ün DNA hasarına karşı verdiği cevabı 

da etkilerler.
140

  İnsan kanserlerinde G1'den S fazına geçiş yolağı sıklıkla bozulmuştur 

ve Rb proteini bu yolağın merkezinde bulunmaktadır.
7, 141

 p21, p27 ve p57 CDK 

inhibitör ailesinin üyeleri olup CDK ve siklin komplekslerine (Siklin E-CDK2; Siklin 

A- CDK 2; ve Siklin D- CDK 4) bağlanarak Rb proteininin fosforilasyonunu 

engellerler
7-9

. Mevcut çalışmamızda CTX 'in apoptotik genlerden p21, p27 ve p57 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Real-time PCR analiz sonuçlarına göre 24 saatlik farklı 

dozlarda CTX uygulamasına göre en yüksek p21 ekspresyonu, 1 µg/mL uygulanan 

grupta, 48 saatlik inkübasyonlar sonucu ise en yüksek ekspresyon 10 µg/mL CTX 
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uygulanan grupta gözlenmiştir. p27 gen ekspresyonu için 24 saatlik inkübasyonda 0,1 

µg/mL CTX uygulanan grupta kontrol grubuna göre çok az bir azalış gösterirken, diğer 

gruplarda artış gözlenmiştir. 48 saatlikte ise kontrol grubuna göre en yüksek artışı 1 

µg/mL CTX uygulanan grupta olduğu tespit edilmiştir. p57 gen ekspresyonunda ise 24 

ve 48 saatlik CTX uygulaması sonucu kontrol grubuna göre tüm gruplarda artış tespit 

edilmiştir. 24 saatlik CTX uygulamalarında en yüksek artışın 1 µg/mL CTX grubunda, 

48 saatlikte ise 0,1 – 25 µg/mL CTX gruplarında olduğu görülmüştür. Bu analiz 

sonuçlarına göre çalışmamızda CTX'in apoptoz gen ekspresyonları üzerine bir artışa 

sebep olduğu görülmektedir. 

Solmi ve ark
142

 HT-29 ve Caco-2 KRK hücre hatlarında CTX'in bazı genler 

üzerine etkisini araştırmışlardır ve bu araştırmalar sonucu her iki hücre hattında da 

CTX'in P53'ü arttırdığını bildirmişlerdir. Buna ek olarak Caco-2 KRK hücrelerinde p21 

ve p57'nin CTX ile down regülasyona neden olduğunu öne sürmüşlerdir. Başka 

çalışmalarda baş ve boyun kanser hücre hatlarına uygulanan CTX'in hücre siklüsü 

inhibitörü olan p27'nin ekspresyonunu arttırarak hücre siklüsü ilerleyişini inhibe ettiği, 

Bax/Bcl-2 ekspresyon oranını değiştirerek ve apoptotik kaspaz 7, 8 ve 9'un 

ekspresyonunu arttırarak hücrelerin apoptozise gitmesini sağladığı gösterilmiştir.
135, 143

  

Lim ve ark
144

 yapmış olduğu bir çalışmada ise HT-29 KRK hücre hatlarına uygulanan 

luteolinin p21 ve p27 protein seviyelerini düşürdüğü gözlenmiştir. HT-29 KRK'lı hücre 

hatlarının artan konsantrasyonlu luteolin ile tedavisinde konsantrasyona bağlı p21 'nin 

mRNA seviyelerinin düştüğünü gözlemlemişlerdir. Yapılan diğer bir litaratür 

çalışmasında ise HepG2 hepatoselüler kanser hücre hattına CTX uygulanmış olup, doza 

ve zamana bağlı olarak CTX'in HepG2 hücre hattının büyümesini inhibe ettiğini, ayrıca 

CDKN inhibitörleri olan p21 ve p27 gen ekspresyonlarını arttırdığını bulmuşlardır.
145

 

Fan ve ark
146

 yapmış olduğu bir çalışmada ise A431 hücre hattına CTX yapısına 
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benzeyen EGF reseptörünü inhibe edici bir ajan olan Ab225 uygulayarak p27 ve p21'in 

gen ekspresyonları konsantrasyona bağlı olarak arttığını göstermişlerdir. Peng ve ark
147

 

DU145 insan prostat kanser hücre hatlarına CTX uygulayarak, CTX'in hücreleri G1 

fazında durdurduğunu ve CDK2-, siklin A- ve siklin E ile ilişkili histon H1 kinaz 

aktivitelerinde belirgin bir azalma olduğunu bildirmişlerdir. Aynı zamanda CDNK 

inhibitörü olan p27 hem protein hem de gen seviyelerinde artış gözlemlemişlerdir. p27 

seviyesindeki artış ile EGF/EGFR sinyal iletim yolağını bloke edip hücre siklüsünün 

durduğunu vurgulamışlardır. 

GTP/GTPaz aktivitesiyle bağımlı GDP ailesine ait bir proto-onkogen olan KRAS 

proteini, membrandan nükleusa mitojenik sinyal transdüksiyonuna katılmaktadır. Hücre 

içinde bir çok metabolik yolda görev yapan RAS proteinlerinden olan KRAS, esas 

olarak proliferasyon, diferansiyasyon, adhezyon, migrasyon ve apoptoziste aktif rol 

oynayan MAPK yolağının ekstrasellüler sinyallerinin nükleusa iletiminde rol 

oynamaktadır. Az sayıda KRAS mutasyonlu KRK'lı hasta ile yapılan retrospektif 

incelemeler sonucu KRK'lı hastaların CTX ve panitumumab tedavisinden fayda 

sağlanmadığı gözlemlenmiştir.
148

 Yapmış olduğumuz çalışmada, 24 saatlik CTX 

uygulaması sonrası KRAS gen ekspresyonuyla karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre 

tüm gruplar da artış göstermiş olup en yüksek artış 10 µg/mL CTX uygulanan grupta 

gözlenmiştir. 48 saatlik inkübasyon sonrasında ise kontrol grubuna göre tüm gruplarda 

azalma gözlenmiştir. En yüksek azalma 10 µg/mL CTX uygulanan grupta gözlenmiştir. 

Otofaji ve apoptoz birbiri ile ilişkili olup moleküler düzeyde birbirlerini 

etkiliyebilirler. Bu nedenle biz EGFR'nin CTX ile inhibisyonunda HT-29 KRK hücre 

hatlarında otofajik genleri de inceledik. Bu çalışmalar sonucunda HT-29 KRK 

hücrelerine farklı konsantrasyonlarda CTX uygulanmasında 24 saat süreli 

inkübasyonlarda LC3A gen ekspresyonları karşılaştırıldığı zaman kontrol grubuna göre 
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bütün gruplarda artış gözlenmiştir. En fazla artış 10µg/mL CTX uygulanan grupta 

olmuştur. 48 saat süreli inkübasyonlarda ise kontrol grubuna göre tüm gruplarda artış 

olup, en yüksek artış 10µg/mL- 25µg/mL CTX uygulanan gruplarda gözlenmiştir. 

CTX'in diğer bir otofajik gen olan BECNI üzerine etkisini araştırdığımız da ise 24 saat 

süreli inkübasyonda BECN1 gen ekspresyonları karşılaştırıldığı zaman kontrol grubuna 

göre diğer bütün gruplarda artış gözlenmiş ve en fazla ekspresyon 10 µg/mL CTX 

uygulanan grupta görülmüştür. 48 saat süreli inkübasyonda ise kontrol grubuna göre 

tüm gruplarda azalış gözlenmiştir. En düşük ekspresyon 1 µg/mL CTX grubunda 

belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre CTX'in otofajik genlerden LC3A ve BECN1'in 

ekspresyonunda bir artışa sebep olduğu söylenebilir. Feng ve ark
149

 HT-29 KRK hücre 

hatlarında CTX ve 5-Florourasil (FU) ile kombine yapmış olduğu çalışmada, 5FU'nun 

apoptotik etkileri ile otofajinin indüklemesine karşı CTX'in hücreleri duyarlı hale 

getirdiği öne sürülmüştür. Western blot analiz sonuçlarına göre otofaji için altın standart 

olan belirteçlerden LCI ve LCII de artış gözlemlemişlerdir. Yine aynı çalışmada CTX'in 

tek başına kullanımının hücre ölümü üzerine önemli etkiye sahip olmadığı belirtilmiştir. 

Chen ve ark
150

 HT-29 ve SW480 KRK hücre hatları ile yapmış oldukları 

çalışmada farklı konsantrasyonlarda anti EGFR uygulanmasında doza bağımlı olarak bu 

hücrelerde Beclin-1‘in aktive olduğunu öne sürülmüştür. Başka bir çalışmada CTX'in 

apoptoz ve otofaji arasındaki ilişkiyi nasıl etkilediği araştırılmıştır. Bu çalışmada A437, 

DiFi ve HN5 hücre hatları kullanılmış ve bu hücre hatlarına CTX uygulanmıştır. DiFi 

hücre hattına CTX uygulanması ile apoptotik hücre ölümünün meydana geldiği 

bildirilmiş ve otofajinin kanser hücrelerini ölümden korumak için indüklendiği 

söylenmiştir. Tüm hücre hatlarında CTX uygulaması sonrası LC3 gen ekspresyonu 

bakılmış ve en yüksek artış DiFi hücre hattında olduğu bildirilmiştir.
151

 Li ve ark
152

 

yapmış olduğu başka bir çalışmada ise A437, DiFi ve HCC827 hücre hatlarına CTX 
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uygulanmış olup tüm hücre hatlarında otofajik belirteç olan LC3-I ve LC3-II'nin 

arttığını saptamışlardır ve yine bu çalışmada CTX ile indüklenen otofajinin daha iyi 

anlaşılması için BECN1'i hücre hatlarından çıkarmışlar ve kontrol gurubu siRNA ile 

BECN1'siz siRNA'larla karşılaştırıldığında CTX'in LC3-II'nin artmasını engellendiği 

görülmüştür. Başka bir çalışmada DLD1 ve HT-29 KRK hücre hatlarına panitumumab 

uygulanması ile BECN1 protein seviyelerine bakılmış ve her iki hücre hattında da 

BECN1 protein seviyelerinin arttığı gözlemlenmiştir. Böylece panitumumab'ın otofajiyi 

indüklediğini söylemişlerdir
153

. 

Otofaji ve apoptozun moleküler düzeyde birbiri ile ilişkili olduğunu gösteren 

diğer bir protein ise ATG protein ailesidir. Bazı ATG proteinleri otofajinin 

düzenlenmesi ve ATG proteinlerinden türeyen yeni fragmanlar, kaspazların hedefidir. 

ATG4 ailesi üyeleri kaspaz 3'ün hedefi olduğundan otofaji ve apoptozun birbiri ile 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. ATG4 ailesi hem otofajinin düzenlenmesinde hem de 

apoptozun indüklenmesinde işlev gördüğünden bizde çalışmamızda diğer bir otofajik 

gen olan ATG4 ekspresyonuna baktık. HT-29 KRK hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda CTX uygulayarak 24 saatlik inkübasyon sonrası ATG4A gen 

ekspresyonları karşılaştırıldığı zaman kontrol grubuna göre diğer bütün gruplarda artış 

görülürken, en fazla ekspresyon 1µg/mL ve 10µg/mL CTX uygulanan gruplarda 

gözlenmiştir. 48 saat süreli inkübasyonda  kontrol grubuna göre en fazla artış 25 µg/mL 

CTX uygulanan grupta gözlenirken, en düşük ekspresyon 1 µg/mL CTX grubunda 

belirlenmiştir. Yapılan başka bir çalışmada HT-29 KRK hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda cisplatin ve melatoninin kombine uygulaması yapılarak otofajik 

genler olan BECNI, ATG4A ve LC3A gen ekspresyonlarına bakılmış ve kombine 

uygulama sonrası tüm bu genlerde ekspresyon artışı gözlemlemişlerdir.
154

 Guo ve ark
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85 KRK'lı ve 29 normal kişiden alınan kolorektal dokunun karşılaştırılması sonucu 
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KRK'lı dokularda LC3'ün ekspresyonun normal dokulara göre daha yüksek olduğunu, 

fakat BECNI ekspresyonunda ise anlamlı bir fark bulunmadığını bildirmişlerdir. Bu 

çalışmada 85 hastadan 45'inin CTX ile tedavi edildiği diğer 40 hastanın ise CTX'siz 

tedavi edildiği belirtilmiştir. Bunun sonucunda LC3A'nın CTX ile tedavi edilen gurupta 

daha çok artmış olduğunu ve bu verilerle düşük otofaji düzeylerinin, CTX'in iyi 

etkinliği ile güçlü bir korelasyona sahip olduğunu ortaya koymuşlardır. 

Epidermal büyüme faktörü (EGF), hücre büyümesi, proliferasyonu ve 

farklılaşmasında önemli rol oynayan bir büyüme faktörüdür. Etkisini, kendi 

reseptörü olan EGFR'ye bağlanarak gösterir. EGF ve TNF-α gibi faktörler EGFR'ye 

bağlanmak için CTX ile yarışırlar. Bu amaçla mevcut çalışmada HT-29 KRK hücre 

hattına farklı konsantrasyonda CTX uygulanarak, EGF gen ekspresyonlarının seviyeleri 

değerlendirilmiştir. Buna göre CTX uygulanan gruplarda hem 24 saatlik inkübasyonu 

sonucu hücre hatlarında kontrol grubuna göre artış gözlenmiştir. 48 saat inkübasyon 

sonucu ise kontrol gurubuna göre tüm gruplarda azalma gözlenmiştir. Tabernero ve 

ark
156

 KRKlı hastalara CTX ile monoterapi tedavisi sırasında TGF-α protein 

düzeylerinde güçlü bir artış olduğunu öne sürmüş ve bu eğilimin EGF'de de olduğunu 

göstermişlerdir. 

Günümüzde KRK üzerine, kanser riskleri veya gelişimiyle ilgili ve ayrıca anti-

kanser ajanların toksisitesi ve tedavideki etkinliği üzerine pek çok önemli çalışma 

yapılmıştır. Kanserin  tedavisinde kemoterapi önemli bir role sahiptir, fakat iyi bir 

tedaviyi önleyen bazı genlerdeki mutasyonlardır. Sonuç olarak anti-kanser ilaçlara 

hücresel cevabın ne olacağı  üzerinde çok sayıda çalışma yapılmaktadır. Çalışmamızda 

HT-29 KRK hücre hattı üzerine bir EGFR inhibitörü antikanser ajanı olan CTX‘in, 

apoptozisde öneme sahip olan p21, p27 ve p57 genleri ile otofajik BECNI, ATG4A, 

LC3A genleri ve hücre proliferasyonunda öneme sahip olan KRAS ve EGF 
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ekspresyonları üzerine etkisi incelenmiştir. Bu çalışmadaki MTT sonucuna göre CTX‘in 

etkisini en iyi 24 saatlik inkübasyonda gösterdiği gözlenmiştir. Mevcut çalışmada, 

literatürle paralel bir şekilde CTX‘in HT-29 KRK hücrelerinde p21, p27 ve p57 gen 

ekspresyonunu arttırmasıyla ve ayrıca TUNEL pozitif hücre yoğunluğundaki artış 

sebebiyle kanser hücrelerini apoptoza yönlendirdiği söylenebilir. Aynı zamanda yine bu 

veriler ışığında CTX‘in HT-29 KRK hücrelerinde BECNI, ATG4A, LC3A gen 

ekspresyonlarını arttırarak hücreleri otofajiye yönlendirdiği düşünülmektedir. Diğer 

taraftan CTX'in hücre proliferasyonunda görev alan EGF ve KRAS gen ekspresyonu 

üzerine etkisi araştırıldığında ise CTX 48 saatte EGF ve KRAS gen ekspresyonlarını 

azalttığı, dolayısıyla hücre büyümesini önlediği düşünülmektedir. Yapılan literatür 

araştırmalarında KRAS gen mutasyonu ile ilgili bir çok çalışma mevcut iken, CTX veya 

diğer kemoterapotik ajanların KRAS gen ekspresyonu üzerine etkisini araştıran bir 

çalışmaya rastlanılmamıştır. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Çalışmamızda elde edilen veriler özetlendiğinde: 

1. HT-29 KRK hücre hattında epidermal büyüme faktörü (EGF) antagonisti 

monoklonal bir antikor olan CTX'ın zaman ve doz bağımlı sitotoksisite analiz 

sonuçlarına göre etkin dozu 24 saatte 10µg/mL ve 48 saatte 1µg/mL olarak 

belirlenmiştir. 

2. CTX‘in uygulanmasıyla apoptotik hücrelerin belirlenmesi amacıyla TUNEL 

boyama yapılmış ve buna göre artan CTX dozuyla beraber TUNEL-pozitif 

hücre sayısının arttığı gözlenmiştir. 

3. CTX‘in, hücre döngüsünde ve apoptozu başlatmasında anahtar rol oynayan 

p21, p27 ve p57'nin ekpresyonunun arttığı gözlenmiştir. 

4. CTX'in otofajinin başlaması ve ilerlemesi üzerine etkili olan ATG4A, LC3A 

ve BECNI'in ekspresyonlarının arttıdığı belirlenmiştir.  

5. CTX'in hücre proliferasyonu üzerine etkisi incelenmiş olup EGF ve KRAS 

gen ekspresyonlarının azaldığı gözlemlenmiştir. 

Bu veriler doğrultusunda mevcut çalışmada, CTX‘in HT-29 KRK hücrelerini 

hem p21, p27 ve p57 gen ekspresyonlarını artırarak apoptoza hem de ATG4A, LC3A ve 

BECNI'in gen ekspresyonlarını artırarak otofajiye yönlendirdiği sonucuna varabiliriz. 

Bunun yanı sıra EGF ve KRAS gen ekspresyonunu azaltarak kanser hücrelerinin 

büyümesini inhibe ettiği söylenebilir. 

Kemoterapotik ajanların apoptozis üzerine etkisini araştıran bir çok çalışma 

mevcut iken otofaji ve hücre proliferasyonunda yer alan genler üzerine etkisi ile ilgili 

çalışmalar sınırlıdır. Mevcut çalışmanın bu konuda öncülük edebilir nitelikte olacağı 

varsayılmaktadır. Kemoterapotik ilaçlar değerlendirilirken sadece apoptotik genler 

üzerine etkisi göz önüne alınmaması ve aynı zamanda otofajik ve hücre proliferasyonu 
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üzerine etkisi bulunan diğer etkenlerin de göz önünde bulundurulup değerlendirilmesi 

önerilmektedir.  
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