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ÖZET 

        Kolorektal kanser (KRK), tüm dünyada kansere bağlı morbidite ve 

mortalitenin önemli bir kısmını oluşturmaktadır. KRK tedavisinde cerrahinin 

yanı sıra hücre içinde kanser oluşumu ve/veya tedavisi üzerine etkili 

olabilecek yöntemlerin geliştirilmesi amacıyla pek çok moleküler çalışma 

yapılmaktadır. Bunun için öncelikle kolorektal kanser gelişimine neden olan 

hücre içi sinyal yolaklarının araştırılması gereklidir. KRK' da rol oynayan 

önemli hücre içi yolaklardan biri de Notch sinyalizasyon yolağıdır. Notch; 

proliferasyon, farklılaşma ve apoptosis arasındaki dengeyi düzenlemede 

önemli bir role sahiptir. Notch sinyalizasyonu tarafından düzenlenen bu 

süreçlerin bozulması ile kolon kanseri geliştiği ancak Notch sinyalizasyonun 

inaktivasyonu ile tümör büyümesinin inhibe edildiği bilinmektedir. 

Proinflamatuar sitokinlerden biri olan IL-1 ailesi KRK gelişiminin olduğu 

bölgelerde artış göstererek, karsinogenezis sürecini, tümör büyümesini ve 

VEGF ekspresyonunu artırarak tümör angiogenezisini uyarmaktadır. IL-1 

sinyalizasyonu inhibe ederek yapılan çalışmalarda tümör angiogenezisinin 

gerilediği gösterilmiştir. IL-1 ve önemli bir adipokin olan leptin arasındaki 

ilişki; obezite, inflamasyon, anjiojenezis ve kanser gelişiminde önemlidir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalar, leptinin sadece enerji metabolizması ile değil aynı 

zamanda angiojenezis, proliferasyon ve inflamasyonla da ilişkili olduğunu 

göstermiştir. Kolon hücrelerinde, adipokinlerin mitojen gibi davrandığı ve 

apoptozisi inhibe ederek tümör gelişimini uyardığı bilinmektedir. Meme 

kanser dokusunda yapılan çalışmalarda, proliferasyon, göç ve proanjiojenik 

moleküllerin ekspresyonu üzerine Notch, IL-1 ve leptin etkileşiminin (NILCO) 

rol oynadığı gösterilmiştir. NILCO aracılığıyla, anjiojenezisde rol oynayan 

VEGF / VEGFR2 gen ekspresyonunun artabileceği ve tümör gelişimine 

katkıda bulunabileceği öne sürülmektedir. Aynı zamanda çeşitli kanser 

türlerinde VEGF’ in, Notch ligand ve reseptörlerinin ekspresyonlarını 

değiştirdiği bildirilmiştir. Meme kanserinde yapılan çalışmalarda leptin ile 

indüklenen proliferasyonun inhibe edilmesi, VEGF / VEGFR-2, IL-1 ve Notch 

düzeylerini önemli oranda azaltarak tümör büyümesini baskılamıştır. Ancak 

NILCO etkileşimi ile kanser gelişimi arasındaki ilişkiye yönelik kolon 
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dokusunda yapılmış kapsamlı moleküler bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bizde 

bu çalışmada, NILCO ve bununla ilişkili anjiojenik / proinflamatuar 

moleküllerin kolon kanseri üzerine etkisini araştırdık. Bu amaçla, in vivo 

kolon kanseri oluşturulmuş zenograft nude fare modelinde, KRK oluşumu 

üzerine Notch, IL-1 ve leptin (NILCO) inhibisyonunun etkilerini, bu yolaktaki 

hedef gen ve ilişkili protein ekspresyonlarını analiz ettik. Sonuçlarımıza göre; 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT, NILCO ilişkili tüm gen ekspresyonlarını, 

VEGFA ve VEGFR1 mRNA düzeylerini azaltmıştır. IL-1 yolağının inhibitörü 

olan Anakinra ise VEGFR2 gen ekspresyonunu ve NILCO yolağının tüm 

protein ekspresyonlarını azaltmıştır. Leptin reseptör antagonisti Allo-aca, 

leptin, leptin ObR ve VEGFR2 ekspresyonunu  azaltmıştır. Bu sonuçlar, DAPT 

ve Anakinra’ nın zenograft KRK modelinde antianjiojenik ve antiinflamatuar 

gibi davranarak NILCO yolağı inhibisyonu ile tümör gelişimini 

baskılayabileceğini düşündürmüştür. Elde ettiğimiz bu sonuçlar, kolorektal 

kanser oluşum mekanizmasında rol oynayan NILCO ilişkili hücre içi yolaklar 

hakkında fikir verebileceği gibi bu hedef yolakların inhibisyonu ile yeni tedavi 

yöntemlerini de literatüre kazandırabilecektir. 

        Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Notch, IL-1, Leptin, NILCO 
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SUMMARY 

        Colorectal Cancer (CRC) is an important part of cancer related morbidity 

and mortality in all the world. To have more success in treatment of CRC, 

besides surgical treatments many molecular studies are performed for 

understanding the progression of cancer. It is necessary to investigate the 

intracellular signaling pathways in the development of CRC. One of the 

important intracellular signaling pathways playing role in CRC is Notch 

pathway. Notch has an important role in regulation of the balance of 

proliferation, differentiation and apoptosis. More, it is necessary for continuity 

and homeostasis if intestinal epithelium. It is known that distortion of Notch 

signaling regulation causes CRC development and inactivation of Notch 

signaling inhibits tumor progression.IL-1, one of the proinflamatuar sytokines, 

shows an increase in CRC progression regions and triggers carcinogenesis, 

tumor progression and tumor angiogenesis via increasing VEGF expression. 

The studies that inhibited the IL-1 signaling showed the decrease in tumor 

angiogenesis. The relation between IL-1 family and adipokine leptin is 

important in obesity, inflammation, angiogenesis and cancer progression. 

Novel studies showed that leptin is not only related with energy metabolism 

but also related with angiogenesis, proliferation and inflammation. It is kwon 

that in colon cells adipokines act like a mitogen and triggers tumor progression 

by inhibiting apoptosis. It is shown that in breast cancer interaction of Notch, 

IL-1 and leptin (NILCO) plays a role in proliferation, migration and expression 

of proangiogenic molecules. It is projected that through NILCO, gene 

expression of VEGF/VEGR2, that plays a role in angiogenesis, may increase 

and may contribute to tumor progression. However VEGF regulates Notch and 

its receptor expression, the expression of this ligand and its receptor found to 

be increased in many types of cancer in different tissues. The studies 

performed in breast cancer showed that the inhibition of proliferation induced 

by leptin, decreased the tumor progression by increasing VEGF/VEGFR-2, IL-

1 and Notch levels. Although there is no comprehensive molecular study in 

colon tissue about the correlation between tumor progression and NILCO 

contribution. For this purpose we planned to study the effect of NILCO and 
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angiogenic/proinflamatuar molecules related to NILCO on CRC. In this study, 

we will analyze the the effect of NILCO inhibition on CRC progression and 

expression of genes and proteins related to this pathway in CRC model of 

zenograft nude mice. According to our results; The notch pathway inhibitor, 

DAPT, NILCO, was reduced all the gene expression, VEGFA and VEGFR1 

reduction. Anakinra, an inhibitor of the IL-1 pathway, reduced VEGFR2 gene 

expression and all protein expression of the NILCO pathway. Allo-aca, the 

leptin receptor antagonist; leptin reduced leptin ObR and VEGFR2 

expressions. This suggests that DAPT and Anakinra may suppress tumor 

growth by inhibition of NILCO pathway by acting as antiangiogenic and anti-

inflammatory in CRC. The results of this study will give information about the 

NILCO related intracellular pathways involved in the formation of colorectal 

cancer and the new treatment methods with the inhibition of these target 

pathways. 

        Key Words: Colorectal Cancer, Notch, IL-1, Leptin, NILCO 
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Simge ve Kısaltmalar Dizini 

KRK                        : Kolorektal Kanser 

VEGF                      : Vasküler Endoteliyal Growth Faktör 

VEGFR1                 : Vasküler Endoteliyal Growth Faktör Reseptör 1 

VEGFR2                 : Vasküler Endoteliyal Growth Faktör Reseptör 2 

IL-1                         : İnterlökin 1 

IL-1α                       : İnterlökin 1 alfa 

IL-1β                       : İnterlökin 1 beta 

IL-1R1                    : İnterlökin 1 tip 1 reseptör 

JAK2 / STAT3       : Janus kinase 2/signal transducer and activator of 
transcription3 

LR                           : Leptin Reseptörü 

TNBC                     : Triple-negative breast cancer 

TNF-                     : Tümör nekroz faktörü-alfa 

IL-6                        : İnterlökin-6 

IL-12                       : İnterlökin-12  

PBS                        : Phosphate Buffered Saline 

qRT-PCR              : Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

H&E                      : Hematoksilen Eozin 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Çeşitli kanser türlerinde yapılan çalışmalarda, proliferasyon, göç ve 

proanjiojenik moleküllerin ekspresyonu üzerine Notch, IL-1 ve leptin 

etkileşiminin (NILCO) rol oynadığı gösterilmiştir. Buna ilaveten, NILCO 

aracılığı ile anjiojenezisde rol oynayan VEGF  /  VEGFR2 gen ekspresyonunun 

artarak tümör gelişimine önemli katkıda bulunabileceği öne sürülmektedir. 

Ayrıca çeşitli kanser türlerinde VEGF’ in, Notch ligand ve reseptörlerinin 

ekspresyonunu değiştirdiği bildirilmiştir. Meme kanserinde yapılan çalışmalar 

da leptin ile indüklenen proliferasyonun inhibe edilmesi, VEGF / VEGFR-2, 

IL-1 ve Notch düzeylerini önemli oranda azaltarak tümör büyümesini 

baskılamıştır. Ancak yapmış olduğumuz literatür araştırmalarında, NILCO 

yolağı ve kanser gelişimi arasındaki ilişkiye yönelik kolon dokusunda yapılmış 

moleküler bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu amaçla; NILCO ve bununla 

ilişkili anjiojenik / proinflamatuar moleküllerin kolorektal kanser üzerine 

etkisini çalışmayı planladık. 40 adet zenograft nude fare kullanılarak 

yaptığımız bu çalışmada, KRK oluşumu üzerine NILCO inhibisyonun etkileri, 

bu yolaktaki hedef genler ve ilişkili protein ekspresyonları analiz edilmiştir. 

Elde ettiğimiz sonuçlar, KRK oluşum mekanizmasında rol oynayan NILCO 

ilişkili hücre içi yolaklar hakkında bilgi vereceği gibi bu hedef yolakların 

inhibisyonu ile yeni tedavi yöntemlerini de literatüre kazandıracaktır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Çok hücreli organizmalarda hücreler, hücre döngüsündeki kurallara 

uygun olarak işlev gördüğü zaman gelişebilir. Bazı durumlarda hücreler bu 

kurallara aykırı olarak kontrolsüz bir biçimde bölünür ve çoğalırlar. Son 

yıllarda hücre biyolojisi, moleküler biyoloji ve biyokimya alanında yapılan 

çalışmalar, hücrelerin temel işlevlerini yerine getirmesine izin veren 

moleküler süreçler hakkında detaylı bilgiler sağlamıştır. Temel hücre 

biyolojisi üzerine yapılan araştırmalar kanser mekanizmaları hakkında da 

önemli gelişmelere yol açmıştır. Hücre döngüsü boyunca ilerlemeyi kontrol 

eden bazı özel moleküller, hücre büyümesini düzenler. Normal hücre döngü 

sürecinin ve bunun nasıl değiştiğinin anlaşılması kanseri tetikleyen 

mekanizmalar hakkında önemli bilgiler sağlar.  

Bütün kanser türlerinde hücreler, normal hücre bölünmesini düzenleyen 

süreçlerin değişikliğine bağlı olarak gelişen anormal hücrelerdir. Bu 

değişiklikler genellikle kalıtsal mutasyonların sonucudur veya UV ışığı, X-

ışınları, kimyasallar, tütün ürünleri ve virüsler gibi çeşitli çevresel faktörler 

tarafından tetiklenirler. Bütün bu bilgiler kanser gelişiminin tek bir nedene 

bağlı olmadığını göstermektedir. Aksine, normal bir hücrenin invaziv bir 

kansere dönüşebilmesi için bir dizi değişik olayların olması gereklidir. Çoğu 

zaman bu değişikliklerin başlaması ile kanser gelişimi arasında bir kaç yıl 

vardır. Bu nedenle moleküler biyolojik tekniklerin gelişimi, tümörlerin erken 

dönemlerde tanısına yardımcı olabilecektir. 

2.1. Kanser Nedir? 

Kanser, normal hücrelerin özelliklerini değiştiren bir dizi moleküler 

olaylardan kaynaklanır. Kanser hücrelerinde, hücrenin aşırı büyümesini ve 

diğer dokulara yayılmasını önleyen kontrol sistemleri devre dışıdır. Bu 

hücreler büyüdükçe, hücre yapısında değişiklikler, hücre adezyonunda azalma 

ve yeni enzimlerin üretimi de dahil olmak üzere pek çok farklı özellikler 

geliştirebilir. Bu tür özellikler kanser hücrelerinin diğer dokulara yayılmasına 

izin verir. Kanser hücrelerinde genellikle hücre bölünmesini düzenleyen 

protein kodlayıcı genlerde mutasyonlar gelişir. DNA hasarını onaran 
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proteinleri yapan genler kendileri de mutasyona uğradıkları için zamanla 

daha fazla gen mutasyonu ortaya çıkar. Sonuç olarak, mutasyonlar artmaya 

başlar ve hücreden hücreye aktarılarak anormalliklere neden olur. Mutasyona 

uğramış hücrelerden bazıları ölürken bazıları normal hücrelerden çok daha 

hızlı çoğalma yeteneğine sahip olurlar. Bu hücreler orijinal konumlarında 

kaldıkları sürece iyi huylu olarak kabul edilirler, eğer yayılma özelliğine 

sahipse malign (kötü huylu) olarak kabul edilirler. Malign tümörlerde, kanser 

hücrelerinin metastaz yetenekleri vardır ve kanser hücreleri yeni tümörlerin 

gelişebileceği diğer dokulara yayılabilir (Schneider, 2001). 

2.1.1. Kanserin Genetiği 

İnsan genomunda yaklaşık 35.000 genin sadece az bir kısmı kanserle 

ilişkilendirilmiştir. Aynı gendeki değişiklikler sıklıkla farklı kanser 

formlarıyla ilişkilidir. Bu anormal fonksiyonlu genler genel olarak üç gruba 

ayrılabilir. Proto-onkogenler olarak adlandırılan ilk grup, normal hücre 

bölünmesini artıran veya normal hücre ölümünü engelleyen protein ürünlerini 

üretir. Eğer bu genler mutasyona uğrarsa onkogenler olarak adlandırılır. 

Tümör süpresörleri (baskılayıcıları) olarak adlandırılan ikinci grup, hücre 

bölünmesini normal olarak önleyen veya hücre ölümüne neden olan proteinleri 

üretir. Üçüncü grup ise kansere yol açan mutasyonları önlemeye yardımcı olan 

DNA onarım genlerini içerir. Onkogenler ve tümör süpresörleri etkileyen 

mutasyonlar anormal büyümeyi hızlandırır. Böylece kontrolsüz hücre 

büyümesi gerçekleşir ve bu da kanser gelişimine neden olabilir (Chae vd., 

2016). 

2.1.2. Onkogenler ve Sinyal İletimi 

Normal hücrelerde, proto-onkogenler, hücre bölünmesini uyarmak için 

çekirdeğe sinyal gönderen proteinleri kodlarlar. Bu sinyali ileten proteinler, 

sinyal molekülü için bir zar reseptörü, sitoplazma yoluyla sinyali taşıyan ara 

proteinler ve hücre bölünmesi için genleri aktive eden nükleus içindeki 

transkripsiyon faktörlerini içerirler. Onkogenler; bu sinyal moleküllerini 

kodlayan proto-onkogenlerin mutasyona uğramış tipleridir. Onkogenler, 

sinyalizasyon kaskadını sürekli olarak harekete geçirerek, büyümeyi uyaran 
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faktörlerin artışına neden olur. Bir proto-onkogenin bir onkogene dönüşümü 

proto-onkogenin mutasyonuyla meydana gelir. Bazen bir virüs kendi DNA'sını 

proto-onkogenin içine veya yakınına ekleyerek onkogene dönüşmesine neden 

olur. Bu olayların sonucunda, kanser gelişimine katkıda bulunan değişmiş bir 

gen oluşur. Çoğu onkogenler dominant mutasyonlardır; bu genin tek bir 

kopyası, büyüme özelliğinin ortaya çıkabilmesi için yeterlidir. Bir üreme 

hücresinde (yumurta veya sperm) bir onkogenin varlığı, yavrularda kalıtsal 

tümör oluşumu için yatkınlık sebebidir ancak tek bir onkogen kanser oluşumu 

için yeterli değildir (Harvey Lodish, 2000). 

2.1.3. Tümör Süpressör Genleri 

Tümör baskılayıcı genler tarafından üretilen proteinler; normalde tümör 

oluşumunu önleyerek hücre büyümesini inhibe eder. Tümör baskılayıcı 

genlerin ürünleri, hücre zarında, sitoplazmada veya nükleusta etkili olabilir. 

Bu genlerdeki mutasyonlar; hücre büyümesi ve bölünmesinin inhibisyonunu 

önlerler aynı zamanda genellikle çekiniktirler. Bu durumun ortaya çıkması 

için normal genin her iki kopyasının mutasyona uğraması gerekir (Harvey 

Lodish, 2000). 

2.1.4. DNA Tamir Genleri 

Kanserle ilişkili genlerin üçüncü tipi DNA tamirine ve kromozom 

yapısının korunmasına dahil olan genlerdir. Radyasyon, UV ışığı ve 

kimyasallar gibi çevresel faktörler DNA’da hasara neden olabilir ve böylece 

mutasyona yol açabilir. Belirli gen ürünleri kromozom hasarını tamir eder ve 

hücredeki mutasyonlar en aza indirilir (Chae vd., 2016). 

2.2. Hücre Döngüsü 

Normal hücreler hücre döngüsü ile uyumlu bir şekilde büyür ve bölünür. 

Proto-onkogenler veya tümör süpressör genlerdeki mutasyonlar kanser 

hücresinin kontrolsüz bir şekilde büyümesine ve bölünmesine neden olur. 

Birkaç protein, hücrelerin sadece gerekli olduğunda bölünmesini sağlayarak 

hücre döngüsündeki olayların zamanlamasını kontrol eder. Bu düzenleme 

mekanizmasının kaybı kanser oluşumu için en önemli faktördür.  
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Hücre döngüsünün majör kontrol molekülleri siklin-bağımlı kinazlardır. Her 

siklin-bağımlı kinaz belirli bir siklin proteini ile kompleks oluşturur ve böylece 

siklin-bağımlı kinaz aktifleşir. Kompleksin kinaz kısmı döngü boyunca 

hücrenin ilerleyebilmesi için gerekli olan çeşitli proteinlere fosfat ekler. 

Eklenen fosfatlar proteinin yapısını değiştirerek fonksiyonuna bağlı olarak 

proteini aktifleştirir ya da inaktifleştirir. Hücre döngüsünün G1,S ve M 

fazlarına giriş noktalarında önemli olan spesifik siklin-bağımlı kinaz/siklin 

kompleksleri vardır.  

Hücre döngüsünde önemli bir diğer protein de p21 olarak adlandırılan 

proteinin transkripsiyonunu aktive eden p53’dür. p21, G1 fazı boyunca 

ilerlemek için gerekli olan siklin bağımlı bir kinazın aktivitesini bloke eder. Bu 

blok, replikasyon gerçekleşmeden önce DNA’nın tamir edilmesi için hücreye 

zaman kazandırır. Eğer DNA hasarı tamir edilemeyecek kadar fazla ise p53 

hücreyi ölüme götürür. Kansere yol açan en yaygın mutasyon p53 proteinini 

üreten gendedir. Siklin-bağımlı kinazları inhibe ederek hücre döngüsünü 

durduran diğer proteinler p16 ve retinoblastoma (RB)’dir. p53’ü de içeren bu 

proteinlerin tamamına tümör süpressörler denir. 

2.2.1. Hücre bölünmesi açısından normal hücrelerle kanser hücreleri 

arasında 4 fark vardır: 

1. Normal hücreler bölünmek için büyüme faktörlerine gereksinim duyarlar. 

Bu büyüme faktörlerinin sentezi hücre döngüsündeki kontrol mekanizmaları 

ile inhibe edildiğinde hücreler bölünmeyi durdururlar. Oysa kanser hücreleri 

bu büyüme faktörlerinden bağımsız olarak bölünebilirler.  

2. Normal hücreler kontakt inhibisyon gösterir. Yani komşu hücreler ile 

iletişime geçerek hücre bölünmesini durdururlar. Bu özellik kanser 

hücrelerinde yoktur. Diğer hücreler ile temas halinde olsalar bile büyümeye 

devam ederler ve büyük kitleler oluştururlar. 

3. Normal hücreler kontrollü bir şekilde büyür ve ölürler. Bunlarda apoptozis 

normaldir yani hücrelerin programlı ölümü söz konusudur. Normal hücreler 

ölmeden önce yaklaşık 50 defa bölünebilirler. Bu onların DNA’larını sınırlı 
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sayıda replike etme kabiliyetinden dolayıdır. Kromozomlar replike oldukça 

telomeraz kısalır. Ancak, kanser hücrelerinde telomeraz her zaman aktiftir ve 

sınırsız hücre bölünmesine izin verir. 

4. Normal hücreler, DNA hasarı olduğunda veya hücre bölünmesi anormal 

olduğunda bölünmeyi durdurur. Ancak kanser hücreleri, DNA'da büyük 

miktarda hasar olsa bile bölünmeye devam ederler ve böylece zarar görmüş 

DNA miktarı gittikçe artar  (Harvey Lodish, 2000). 

2.3. Kanser Neden Oluşur? 

Kanser gelişimi için geçerli olan model tümör süpressör genler ve 

onkogenlerdeki mutasyonlar veya hücre bölünmesini kontrol eden ana 

genlerdeki mutasyonlardır. Bir ana gende mutasyon oluşursa kromozomlar 

eksik veya fazla kopyalanır bu da anormal replikasyon ile sonuçlanır. Bu 

anormal replikasyon, gen transkripsiyonunda değişikliğe yol açarak hücrenin 

spesifik bir proteini çok az veya çok fazla üretmesine neden olur. Bu durum, 

büyüme faktörleri veya tümör baskılayıcılar gibi hücre döngüsünü kontrol 

eden bir veya daha fazla protein miktarını değiştirerek kansere yol açabilir 

(Gibbs, 2003). 

2.3.1. Tümör Biyolojisi 

Kanser hücreleri, tümör oluşturmak için kontrolsüz büyüyen, bağımsız 

hücreler gibi davranır. Tümörler bir kaç aşamada büyür. İlk aşama 

hiperplazidir, yani kontrolsüz hücre bölünmesinden kaynaklanan çok fazla 

hücre olduğu anlamına gelir. Bu hücreler normal görünür ancak büyüme 

kontrolünün kaybına neden olan değişiklikler gösterir. İkinci aşama, 

hücrelerde anormal değişikliklerle birlikte daha fazla büyümeden 

kaynaklanan displazilerdir. Üçüncü aşama ise daha da anormal olan ve 

gittikçe daha geniş bir doku alanına yayılabilen hücreleri oluşturan ek 

değişiklikler içerir. Bu hücreler orijinal işlevlerini de kaybetmeye başlarlar ve 

anaplastik hücreler olarak adlandırılır. Bu aşamada, tümör hala orijinal 

yerindedir ve invaziv olmadığı için sadece potansiyel olarak maligndir. 

Dördüncü aşama, metastaz dönemidir yani tümör hücrelerinin başka yerlere 
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yayılabilecekleri anlamına gelir. Bu en ciddi tümör tipidir ancak tüm tümörler 

bu noktaya kadar gelmeyebilir ("Cell Biology and Cancer," ; Schneider, 2001). 

2.4. Anjiyojenez  

Tümör hücreleri büyümek için besin ve oksijene ihtiyaç duyarlar. 

Tümörler büyüdükçe, hücrelere kanlanma ile besin ve oksijen sağlamak için 

yeni kan damarları oluşturur. Anjiyojenez denilen bu işlemde, tümör 

hücreleri, yeni kılcal kan damarların oluşumunu indükleyen büyüme 

faktörleri ve anjiyojenik faktörleri üretirler. Anjiyojenez olmaksızın tümör 

hücreleri büyüyemez, yeni dokulara yayılamaz veya metastaz yapamazlar. Bir 

tümörde hem anjiyojenik hem de anjiyojenik olmayan hücreler bulunur ve her 

ikiside kan damarları aracılığıyla yayılırlar. Anjiyojenik hücreler, hızla yeni 

yerleşimler ve yeni kan damarlarını oluşturarak tümörün hızlı bir şekilde 

büyümesini sağlar. Ancak anjiyojenik olmayan hücreler, kan yoluyla başka 

dokulara gidip büyüyerek dormant (uyuyan) tümörlere yol açmaktadır. Bilinen 

en az on beş anjiyojenik faktör vardır ve bunların çoğunun üretimi çeşitli 

onkogenlerle arttırılır. Bu nedenle bazı tümör hücrelerinde onkogenler, bu 

hücrelerin anjiyojenik faktörler üretmesine neden olurlar. 

Son yıllarda, VEGF-VEGF reseptörleri, ephrin-Eph reseptörleri, 

anjiyopoietin-Tie ve Delta-Notch sistemi gibi çeşitli sinyal moleküllerinin 

anjiyojenezde önemli rol oynadıkları belirlenmiştir. Bunlar arasında vasküler 

endotel büyüme faktörleri (VEGF) ve reseptörleri (VEGFR); vaskülojenezi, kan 

damarlarının gelişimini ve yeni kan damarlarının oluşumunu yani anjiogenezi 

düzenlerler (Ferrara & Kerbel, 2005).  

VEGF gen ailesi en az 7 üye içerirken, VEGFR gen ailesinin 3 üyesi vardır 

(Shibuya, 1995); (Shibuya & Claesson-Welsh, 2006). VEGF-A ve onun 

reseptörleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2, tümör anjiyojenezi de dahil olmak 

üzere patolojik anjiyojenezde olduğu gibi aynı zamanda fizyolojik süreçlerde de 

önemli rol oynarlar (Alitalo & Carmeliet, 2002). VEGF-A, pro-anjiyojenik 

aktivite, vasküler geçirgenlik aktivitesi ile makrofaj ve endotel hücrelerinde 

hücre göçünün uyarılmasını içeren çeşitli fonksiyonlara sahiptir. Aynı 

zamanda, VEGF' ler fizyolojik seviyelerde çeşitli dokuların bakımı ve 
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iskemisini önlemek için yeni kan damarlarının oluşumunu sağlayan 

proanjiyogenik potansiyele de sahiptir (Shibuya, 2011). Ancak kanser gibi 

patolojik durumlarda yeni damar oluşumu  kötü prognoz ve metastazla 

sonuçlanabilir. 

2.5. Kolorektal Kanser 

Kolorektal kanser kadınlarda ve erkeklerde en sık görülen kanser 

türlerinden biridir (Jemal vd., 2008). Kolorektal kanserin neden olduğu 

ölümlerin sayısını azaltmaya yardımcı olabilecek her yıl yapılan tarama 

teknikleri vardır. Ancak bu tarama teknikleri risk altındaki nüfus tarafından 

bilinçli bir şekilde yaptırılmamaktadır. 2000 yılında yapılan bir çalışmada, 50 

yaş ve üstü yetişkinlerin sadece % 40'nın, son 5 yıl içinde bir kolonoskopi veya 

dışkı kan testi (FOBT) yaptırdıkları bildirilmiştir (Swan, Breen, Coates, 

Rimer, & Lee, 2003). 

2.5.1. Kolorektal Kanser Nedir ? 

Kolon ve rektum, vücudun sindirim sisteminin önemli bir parçası olan 

kalın bağırsağı oluşturur. Kolon veya rektum dokusu duvarlarında polip adı 

verilen tümöre yol açabilen bir yapı gelişebilir. Bu tümöral polipler, malign 

(kanser) veya iyi huylu olabilir. İyi huylu polipler zaman içinde adenomatoz 

poliplere dönüşebilir. Ancak tüm kolorektal kanserlerin yaklaşık % 85' i 

adenomatoz poliplerden gelişir. Kolon kanseri ve rektal kanser birlikte 

kolorektal kanser olarak adlandırılır. Bu kolorektal kanserler oldukça malign 

ve kötü prognozla beraber seyredebilir (Cooper, Yuan, Landefeld, & Rimm, 

1996) 

2.5.2.Risk Faktörleri 

Epidemiyolojik çalışmalarda, kolorektal kanser için yaş, ailede kolon 

kanser öyküsü, inflamatuar barsak hastalığı, sigara, alkol tüketimi, obezite ve 

yanlış diyet gibi risk faktörleri bildirilmiştir. 

2.5.2.1. Yaş 

Kolorektal kanser en sık 50 yaş ve üstü kişilerde görülür. SEER 

(Surveillance Epidemiology and End Results) Kanser İstatistikleri İnceleme 
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verilerine göre, 1998 ve 2002 arasında kolorektal kanser vakalarının % 15' 

inden daha azının 54 yaş altındakilerde, % 17' sinin 55-64 yaş arasında, % 

26,3' ünün 65 ila 74 yaşları arasında, % 29.2' sinin 75 ve 84 yaşları arasında ve 

% 12,6' sının 85 yaş üstü kişilerde gözlendiği bildirilmiştir (Edwards vd., 

2005). 

2.5.2.2. Cinsiyet 

Erkeklerde kolorektal kanser görülme riski kadınlardan daha fazladır. 

2000-2004 yılları arasında Amerika’ da yapılan taramalarda kolorektal kanser 

görülme oranı erkekler arasında her 100.000 kişide 69.2 ve kadınlar arasında 

her 100.000 kişide 45.8 olarak bildirilmiştir (Jemal vd., 2008).  

2.5.2.3. Irk 

Afrika kökenli Amerikalılarda kolorektal kanser riski en yüksek oranlara 

sahiptir. 2000-2004 yılları arasında Amerika’da yapılan taramalarda erkekler 

arasında her 100.000 kişide kolorektal kanser vakalarının sayısı beyazlar 

arasında 60.4, Afrika kökenli Amerikalılar arasında 72.6, Asyalı Amerikalılar 

ve Pasifik Ada kökenliler arasında 49.7, Amerika yerlileri ve Alaska yerlileri 

arasında 42.1 ve Hispanikler ve Latinler arasında 47.5 olarak bildirilmiştir 

(Jemal vd., 2008). 

2.5.2.4. Aile Hikayesi 

Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezi (CDC)’ ne göre, ailesinde kolorektal 

kanser öyküsü bulunanlarda, kolorektal kanser gelişme riski daha yüksektir. 

Kolon kanseri gelişiminde aktive olan belirli genetik yolaklara ilaveten, 

kalıtsal olabilen ve tüm kolorektal kanser vakalarının yaklaşık % 10' unu 

oluşturan genetik mutasyonlar da rol oynar. Bu genetik mutasyonlardan biri, 

kolonda çok genç yaşlardan itibaren yüzlerce veya binlerce polip gelişmesine 

neden olan ailesel adenomatoz polipozis (FAP) dir (Heavey, McKenna, & 

Rowland, 2004). Bu poliplerin tedavi edilmemesi durumunda kansere 

dönüşme riski çok yüksektir. Kolorektal kansere neden olan bir başka genetik 

mutasyon ise kolorektal kanserlerin % 5-8' ini oluşturan kalıtsal polipoz 

olmayan kolorektal kanserdir (HNPCC). FAP' dan farklı olarak HNPCC, fazla 

sayıda polip içermez. Heavey ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada, 
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HNCPP kromozomun mikrosatellit bölgelerindeki mutasyonu artırarak 

karsinogenez sürecini hızlandırdığını bildirmişlerdir. HNPCC'li bir kişide 

yaşamı boyunca kolorektal kanser gelişme riski % 80'dir (Heavey vd., 2004). 

Diğer genetik mutasyonlar artmış kolon kanseri riski ile ilişkilendirilmiş olsa 

da, bu ikisi (FAP ve HNPCC) en yaygın olanlarıdır. 

2.5.2.5. Sigara İçmek 

Tütün kullanımı, insanlarda kolon kanseri de dahil olmak üzere pek çok 

çeşitli kanser riski ile karşı karşıya bırakır (Sinha vd., 1999). Botteri ve 

arkadaşları 42 adet denekte yapılan gözlem çalışmasına göre sigara içenlerin 

adenomatoz polip geliştirme riskinin hiç sigara içmemiş olanlardan çok daha 

yüksek olduğunu tespit etmişlerdir (Botteri, Iodice, Raimondi, Maisonneuve, & 

Lowenfels, 2008). İlaveten, sigara içenlerin sigara içmeyenlere göre daha fazla 

tekrarlayan adenom riskine sahip olduklarını göstermişlerdir (Heavey vd., 

2004). 

2.5.2.6. Diyet  

Fazla kırmızı et daha az meyve ve sebze tüketimi, lif bakımından düşük 

diyetle beslenme kolorektal kanser riskini artırır (Heavey vd., 2004). Sinha ve 

arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada yüksek oranda kırmızı et ile 

beslenen kişilerde adenomatoz polip riskinde artış olduğu bildirilmişdir (Sinha 

vd., 1999). Avrupa prospektif kanser ve nütrisyon araştırma kurulu (EPIC) 

tarafından yapılan çalışmalardan elde edilen son bulgular, daha yüksek sebze 

tüketiminin, kolorektal kanser riskinin azalması ile ilişkili olduğunu 

göstermiştir (Heavey vd., 2004). 

2.5.2.7. Obezite 

Son 30 yılda obezitenin önemli oranda arttığı bildirilmiştir (Hedley vd., 

2004). Dünya Sağlık Örgütü, vücut kitle indeksine (body mass index, BMI) 

dayanarak her ağırlık sınıfının standart bir tanımını belirlemiştir. Çalışmanın 

sonuçları, yetişkin kadınların % 61,8' inin aşırı kilolu veya obez olarak kabul 

edildiğini göstermiştir (Ogden vd., 2006). Çok sayıda çalışma, fazla kilonun 

kolorektal kanser risk artışı ile ilişkili olduğunu bildirmiştir. Caan ve 

arkadaşları tarafından yapılan bir vaka kontrol çalışmasında, BMI'si yüksek 
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olan erkeklerin BMI’si düşük olanlara göre kolon kanseri gelişme ihtimalinin 

yaklaşık 2 katı olduğu gösterilmiştir (Caan vd., 1998). BMI ve kolon kanser 

riski arasındaki ilişkiyi inceleyen bir başka çalışmada da, BMI> = 30.0 kg / m2 

olanların normal BMI' ye kıyasla kolon kanseri gelişme riskinin arttığı 

bildirilmiştir (Nock, Thompson, Tucker, Berger, & Li, 2008). 

2.5.2.8. Fiziksel Aktivite 

Araştırmalar artmış fiziksel aktivitenin kolorektal kanser riskini 

azalttığını ortaya çıkarmıştır. Cinsiyete bakılmaksızın, fiziksel olarak aktif 

yetişkinlerin, aktif olmayan yetişkinlere kıyasla kolon kanser için düşük bir 

risk altında olduğunu göstermiştir (Friedenreich vd., 2006). 

2.5.3. Tarama Testleri 

Günümüzde kolon kanseri için birkaç farklı tarama testi türü 

bulunmaktadır. Bunlardan biri gaitada gizli kan testidir (GGT). GGT, dışkıda 

kan varlığını test eder ve kan görülmesi durumunda kolonda poliplerin 

bulunduğuna işaret edebilir. Gaitada kan görülmesi durumunda kişiye 

kolonoskopi önerilir. Ailenin kolon kanseri öyküsü olanlar için daha erken 

yaşta, 50 yaş ve üstü olanlar için yıllık olarak kolonoskopi yapılması 

önerilmektedir. Bir diğer tarama testi ise sigmoidoskopidir. Kolonun alt 

kısmındaki kanserler için, esnek sigmoidoskopi testi, kolorektal kanserden 

ölüm riskini yaklaşık % 60 oranında azaltabilir. Ulusal Polip Çalışmasına 

göre, kişileri düzenli olarak kolonoskopiye tabi tutmak tüm kolon 

kanserlerinin % 76 ile % 90' ını erken teşhis ile önleyebilir (Rex vd., 2017). 

Eğer iyi huylu polipler erken yakalanır ve çıkarılırsa, malign tümöre dönüşme 

olasılığı daha da düşük olacaktır. 

2.6. NILCO (Notch, IL-1 ve Leptin Etkileşimi) 

Yapılan çalışmalarda, Notch, IL-1, leptin ve VEGF’ in artmış 

seviyelerinin meme kanserinde düşük sağ kalım ve metastazla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca leptinin, meme kanserinde büyümeyi, VEGF / VEGFR-2 

ve IL-1 ekspresyonunu artırdığı bildirilmiştir (Guo & Gonzalez-Perez, 2011). 

Bu sonuçlar, ilk olarak meme kanserinde Notch, IL-1 ve leptin arasındaki yeni 

bir etkileşimi (NILCO) ortaya çıkarmıştır. NILCO, özellikle leptin aracılığıyla, 
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proliferasyon, göç ve pro-anjiyojenik moleküllerin ekspresyonlarının 

indüklenmesinde önemli bir rol oynar (Şekil 2.1). Ancak yaptığımız literatür 

taramalarında, çeşitli kanser türlerinde NILCO etkisini ortaya çıkaran 

çalışmaların az sayıda olduğu ve özellikle de in vivo kolon kanser dokusunda 

yapılmış bir çalışma olmadığını gözlemledik. Bu bağlamda; kolon kanseri 

oluşturulmuş zenograft nude fare modelinde, KRK oluşumu üzerine Notch, IL-

1 ve leptin (NILCO) inhibisyonunun etkilerini ortaya koyabilmek için bu 

yolaktaki hedef genler ve ilişkili proteinlerin ekspresyon düzeylerini ölçtük. 

 

Şekil 2.1. NILCO, VEGF / VEGFR-2'yi yükseltir ve meme kanserinde leptin kaynaklı hücre 

çoğalmasına/göçüne aracılık eder (Guo & Gonzalez-Perez, 2011). 

2.7. NOTCH  

Notch, 1913 yılında Thomas Hunt Morgan'ın laboratuvarında keşfedildi 

(Morgan  TH, 1916). Drosophilanın kanat distal ucunda doku kaybına neden 

olan “notch” ile ilgili en eski bilgi John S. Dexter tarafından 1914’de 

yayınlanmıştır (Dexter, 1914). Notch’un ilk alleli 1917’de kayda geçmiştir 

(Mohr, 1919). Notch ve hücre gelişiminde rol oynayan faktörler arasındaki ilk 

bağlantı ise 1930'larda Donald F. Poulson tarafından homozigot Notch mutant 

embriyoları üzerindeki çalışmasıyla kurulmuştur (Poulson, 1937). O 

dönemlerde elde edilen bir diğer önemli bulgu da Notch geninin klonlanması 

(Artavanis-Tsakonas, Muskavitch, & Yedvobnick, 1983) ve sekanslanmasıdır 

(Wharton, Johansen, Xu, & Artavanis-Tsakonas, 1985). Notch, hücre dışı ve 

hücre içi domainleri olan büyük transmembran protein olarak gösterilmiştir 

(Priess, Schnabel, & Schnabel, 1987). Notch’un yeni bir hücre içi sinyal yolağı 

reseptörü olarak işlev gördüğüne dair ilk bulgular 1990’ların başlarında kayda 
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geçmiştir (Greenwald & Rubin, 1992). C. elegans' da yapılan ilk çalışmalarda, 

Notch aktivasyonu ile γ-sekretaz aktivitesi arasında bağlantı kurulmuştur 

(Francis vd., 2002) daha sonra ise Notch reseptörünün hücre içi kısmının 

çekirdeğe transloke olduğu ve doğrudan transkripsiyonu düzenlediği 

bildirilmiştir (Coffman, Skoglund, Harris, & Kintner, 1993). Biyokimyasal 

yaklaşımlar Notch sinyal düzenlemelerinin kimyasal, fiziksel ve mekanik 

özelliklerinin anlaşılmasına büyük katkı sağlamıştır (Kovall & Blacklow, 

2010). Hücre kültürü çalışmaları, Notch sinyal yolağını düzenleyen genleri ve 

mekanizmaları ortaya koyarak, Notch ile hastalıklar arasında bağlantı 

olduğunu göstermiştir (Artavanis-Tsakonas & Muskavitch, 2010). Reseptör ve 

ligandlardaki mutasyonların, gelişimsel bozukluklara neden olduğu ve yolağın 

yanlış düzenlenmesi ile çeşitli dokularda tümörlerin gelişimine sebep olduğu 

bildirilmiştir (Louvi & Artavanis-Tsakonas, 2012). Notch sinyal yolağının ana 

bileşenleri, antikanser tedavi için önemli ilaç hedefleri olarak ortaya 

konmuştur (Koch, Lehal, & Radtke, 2013).  

2.7.1. Notch Sinyalizasyonu’nun Özellikleri 

Notch sinyal yolu, Wnt, Hedgehog ve TGF-β/BMP gibi diğer hücreler 

arası sinyal yolakları ile karşılaştırıldığında birçok açıdan farklıdır. İlk olarak; 

kanonik Notch sinyali, yan yana komşu hücreler arasında meydana gelir ve 

doğrudan hücre-hücre temasını gerektirir, diğer çoğu sinyal yolağı ise difüzyon 

ve / veya aktif taşıma mekanizmaları aracılığıyle salgılanan ve uzak hücrelere 

ulaşan ligantlar sayesinde başlatılan parakrin sinyallemeye dayanır. Bunun 

nedeni, Notch sinyal yolağının hem ligandlarının ve hem de reseptörlerinin, 

hücre zarına gömülü transmembran proteinleri olmasıdır (Kopan & Ilagan, 

2009). İkinci olarak; Notch sinyalleri, sinyali çoğaltma özelliğinin olmaması 

nedeniyle doza duyarlıdır. Notch sinyalizasyonu, Notch'in hücre içi alanının 

(NICD) çekirdeğe translokasyonu yoluyla ortaya çıkar ve NICD doğrudan bir 

transkripsiyonel koaktivatör olarak işlev görür (Vassin & Campos-Ortega, 

1987). Notch yolağındaki gen ve proteinlerde meydana gelen ekspresyon 

değişiklikleri farklı kanser türleriyle ilişkilidir (Nicolas vd., 2003). Üçüncü 

olarak; gelişimsel ve hücresel süreçlerin düzenlenmesinde Notch yolağı çok 

etkilidir. Örneğin, Notch sinyali, nöronal lateral inhibisyonda görev alır ve 



14 
 

spesifik hücre tiplerinin çoğalmasını ve gelişimini indüklemek için kullanılır 

(Artavanis-Tsakonas, Rand, & Lake, 1999). İlaveten, yolağın aktivasyonu veya 

inhibisyonu, hücre tipine bağlı olarak proliferasyon, farklılaşma veya hücre 

ölümü gibi çok çeşitli hücresel tepkilere yol açabilir. Son dönemlerde, yolun 

aktivasyonu sinaptik plastisite, öğrenme ve hafıza ile ilişkilendirilmektedir (de 

Bivort, Guo, & Zhong, 2009). 

2.7.2. Notch Sinyalizasyonu’nun Temel Bileşenleri 

Notch yolağının temel bileşenleri aşağıdaki şekilde gösterilmektedir 

(Şekil 2.2). Ligand komşu hücrede bulunan transmembran reseptörüne 

bağlanır. Daha sonra, reseptörün hücre içi bölümü (NICD) ayrılır çekirdeğe 

taşınır ve transkripsiyonu aktive etmek için bir transkripsiyon faktörü ve ko-

aktivatörlerle etkileşime girer. Farklı doku ve hücre tiplerinde Notch sinyal 

yolunun çeşitli özellikleri değişikliğe uğramıştır (Andersson, Sandberg, & 

Lendahl, 2011). Bu özelliklerin bazıları genel düzenleyicidir ve Notch sinyal 

yolunun ana bileşenlerini etkiler, bazıları ise fonksiyon ve dokuya özel 

düzenleyicilerdir. 

 

  

  Şekil 2.2. Notch sinyal yolağının basit bir diyagramı (Pintar vd., 2007) 
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2.7.3. Reseptörleri ve Ligantları 

Notch reseptörleri çok domainli tip I transmembran proteinleridir (Şekil 

2.2.). İnsan dahil tüm memelilerde dört Notch reseptörü (Notch 1-4) 

bulunmaktadır.  Notch reseptörleri endoplazmik retikulumda işlendikten 

sonra çeşitli post-translasyonel modifikasyonlar geçirerek plazma membranına 

yerleşir. ER' da, Notch’un N-terminalindeki sinyal sekansı ayrılır ve hücre dışı 

bölgesi protein glikosiltransferazların aracılık ettiği şeker modifikasyonlarına 

tabi tutulur (Rana & Haltiwanger, 2011). Örneğin, O-fut1 ile O-fukosilasyon 

(memelilerde Pofut1) ve bu şeker zincirinin Golgi kompleksi içinde O-GlcNAc 

ile uzatılması, Notch reseptörünün ligand seçiciliğini modüle eder (Munro & 

Freeman, 2000). Ek olarak, ER'da Rumi (memelilerde Poglut) ile O-

glukosilasyon reseptör aktivasyonu için gereklidir (Acar vd., 2008). Bu zincirin 

O-ksiloz ile daha da uzatılması Notch sinyalini negatif olarak düzenler (Lee 

vd., 2013). Notch hücre dışı domaini, Furin benzeri proteazlarla Golgi 

kompleksindeki ilk proteolitik bölünmesine (S1) maruz kalır (Logeat vd., 

1998). Bu işlemin Notch'in ekzositozunu kolaylaştırarak net sinyal 

aktivitesine katkıda bulunduğu düşünülmektedir (Lake, Grimm, Veraksa, 

Banos, & Artavanis-Tsakonas, 2009). 

Her iki ligand, Delta ve Serrate (DSL ailesi ligandları olarak 

gruplandırılmış), büyük hücre dışı domaine ve nispeten kısa hücre içi domaine 

sahip tip I transmembran proteinlerdir (Kopan & Ilagan, 2009). Memelilerde, 

üç Delta ailesi ligandı (Dll1, Dll3 ve Dll4) ve iki Serrate ailesi ligandı (Jagged1 

ve Jagged2) mevcuttur. Ligandlar aynı zamanda ER' da sentezlenir, golgi 

kompleksi aracılığıyla işlemden geçirilir ve zardan ekzositoza uğrar (Charng 

vd., 2014). Ayrıca, ligand-reseptör etkileşimlerinde, ligand-reseptör kompleksi, 

sinyal gönderen hücreye endositoz ile alınır (trans-endositoz), reseptör 

aktivasyonunu destekleyen konformasyonel bir değişikliğe yol açar. Ligand 

endositozu için E3 ligaz enzimi tarafından bu ligandların hücre içi 

kısımlarının ubikitinasyonu gereklidir. Ligand ubiquikitinasyonu yokluğunda, 

ligand-reseptör etkileşimi olabilir ancak sinyali aktive edemez. Ligand-

reseptör kompleksinin endositozu üzerine, Notch reseptörü, ADAM (bir 

disintegrin ve metalloproteinaz) proteazları ile proteolitik bir bölünmeye uğrar 
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ve konformasyonel bir değişim geçirir. Bu, Notch reseptörünün ikinci defa (S2) 

bölünmesine ve hücre dışı domaininin salınmasına yol açar (Weinmaster & 

Fischer, 2011). Bu S2 bölünmüş Notch hala membrana gömülüdür ve 

genellikle Notch hücre dışı kesilmiş form (NEXT) olarak adlandırılır. NEXT, 

hücre içi bir proteaz olan γ-secretaz kompleksinin substratıdır (Jorissen & De 

Strooper, 2010). Bu nedenle, Notch, NEXT aracılığıyla, NICD'yi membrandan 

serbest bırakan üçüncü (S3) bölünmeye maruz kalır. Bölünmenin hücre içinde 

gerçekleştiği yer hala tartışma konusudur (Yamamoto, Charng, & Bellen, 

2010). Zardan serbest kalan NICD, transkripsiyon düzenlemesine dahil olmak 

üzere çekirdeğe transloke olur ve çeşitli genlerin aktivitesini düzenler 

(Huenniger vd., 2010). 

 

 

Şekil 2.3. Notch reseptör yapısının şematik diyagramı (Yamamoto, Schulze & Bellen, 2014) 

2.7.4. Nükleer Kompleks 

NICD, tek bir RAM (RBP-jκ ilişkili molekül) domaini, yedi ankirin 

tekrarı (ANK), transaktivasyon domaini (TAD) ve karboksi terminalinde bir 

PEST (prolin (P) / glutamik asit (E) / serin (S) / treonin (T) ) sekansı içerir 

(Şekil 2.3). Ek olarak, NICD, fosforilasyon (Ramain vd., 2001) ve ubikitinasyon 

(Fryer, White, & Jones, 2004) gibi çoklu post-translasyonel modifikasyonlar 

için hedef bölgeler olarak çoklu nükleer lokalizasyon sekansları (NLS) içerir 

(Kopan, Nye, & Weintraub, 1994). Nükleusta NICD, DNA bağlayıcı bir 

transkripsiyon faktörü CSL [Drosophila'da Su (H) olarak da bilinir, 

memelilerde RBP-jκ], RAM ve ANK bölgeleri aracılığıyla bir koaktivatör olan 

Mastermind (Drosophila'da Mam, memelilerde MAML1, MAML2, MAML3) ile 

etkileşime girer (Borggrefe & Liefke, 2012). NICD' in yokluğunda, CSL, DNA 

üzerindeki konsensüs sekansına bağlanır ve Notch hedef genlerinin 

ekspresyonu negatif olarak düzenlenir (Furriols & Bray, 2001). Notch 
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sinyalizasyonunun aktivasyonu ve NICD' in, CSL ve Mam'a bağlanması 

üzerine, korepressor kompleksi aktive edilerek gen hedeflerinin 

baskılanmasına neden olur (Morel & Schweisguth, 2000). Notch 

sinyalizasyonu, sürekli sinyal aktivasyonunu önlemek için NICD' in siklin-

bağlı kinaz-8 (CDK8) gibi kinazlar tarafından fosforilasyonu (Fryer vd., 2004) 

ve ardından da SEL10 / FBXW7 gibi E3 ubikuitin ligazları ile poliübikasyonu 

yoluyla kapatılır (Hubbard, Wu, Kitajewski, & Greenwald, 1997). NICD' in 

poli-ubikütinasyonu, proteazom aracılı degredasyona ve sinyalin 

sonlandırılmasına yol açar (Oberg vd., 2001). 

2.7.5. Fizyolojik gelişim süreci ve Hastalıkta Notch Sinyalizasyonu 

Notch sinyalizasyonunun ligand aracılı aktivasyonunun çoğunun 

fizyolojik olaydan sorumlu olduğu düşünülse de, Notch reseptörlerinin 

ligandtan bağımsız aktivasyonunun in vitro ve in vivo olarak meydana 

gelebildiği ve kanser gibi patojenik olaylarla bağlantılı olduğu görülmüştür. 

Kültüre edilmiş hücrelerde Notch, hücre dışı kalsiyumu artırarak ligand 

bağımsız bir şekilde aktive edilebilir. Notch' un liganddan bağımsız 

aktivasyonu, in vivo olarak, lizozomal endositozun bozulduğu bazı 

mutantlarda da görülebilir. Ayrıca, Notch’ un ligand bağımsız aktivasyonu, 

Notch ekstraselüler domaininin spesifik bir alanının mutasyona uğraması 

durumunda da gerçekleşebilir. T-ALL (T hücreli-akut lenfoblastik lösemi) 

hastalarında Notch1 mutasyonları Notch reseptörünün intrasellüler 

bölümündeki PEST alanının kaybına neden olur (Weng vd., 2004). Bu, 

ubikuitin-proteazom sisteminin NICD' ye bağlı degredasyonunu önleyerek 

Notch sinyalizasyonunun uzun süreli aktivasyona yol açar. 

Notch reseptörleri, ligandları, proteazları (örneğin γ-sekretaz kompleksi) 

ve nükleer kompleksleri (örneğin, CSL, Mastermind) birkaç klinik uygulama 

için temel ilaç hedefleri olarak kabul edilmektedir. Yeni geliştirilen ilaçlar, 

sadece kliniklerde değil, Notch sinyalleri ile düzenlenen farklı biyolojik ve 

patolojik olayları incelemek için laboratuvarlarda da yararlı olacaktır. γ-

sekretaz kompleksine karşı küçük moleküller ve Notch reseptör ve 

ligandlarına karşı monoklonal antikorlar mevcut olmakla birlikte Notch 
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aktivitesi in vivo ve in vitro çalışmalarda farmakolojik olarak manipüle 

edilebilir. 

2.7.6. Notch Sinyalizasyonu ve Kolorektal Kanser 

Yapılan çalışmalarda, notch sinyalizasyon yolağının kolorektal kanserde 

bozulduğu bildirilmiştir. β‐catenin yolağı aracılığı ile Notch ligantı olan 

Jagged‐1’  in artması kolorektal kanserde Notch1 reseptör seviyesini de 

artırmıştır (Rodilla vd., 2009). Artmış Notch-1 reseptör seviyeleri, tümör evresi 

ve metastaz ile paraleldir. KRK’ de Notch1 ve Notch2 reseptör seviyelerinin 

artışı tümör gelişim ve ilerlemesinde etkilidir. Hem Notch reseptörleri ve hem 

de Notch ligandlarının KRK' de değiştiği bildirilmiştir. Jagged1 ve Dll4 ile 

birlikte Notch3 reseptör seviyelerinin değişimi zenograftlarda daha agresif bir 

fenotip ile ilişkilendirilmiştir (Wu vd., 2013). 

Yeni tanı konmuş KRK hastalarının % 40-50' sinde metastaz gelişme 

olasılığı yüksektir. Notch' un tümör oluşum ve metastazını desteklediğine dair 

kanıtlara dayanarak, Notch sinyalizasyonunu hedef alan tedaviler 

belirlenmiştir. Notch1, Notch2 ve Notch3 reseptörlerine karşı geliştirilen 

monoklonal antikorların klinik uygulamaları halen test aşamasındadır (Aste-

Amezaga vd., 2010). Anti‐Dll4 antikoru olan OMP‐21M18' in, zenograftlarda 

tümör aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir (Ridgway vd., 2006).  

Notch sinyali, önemli ölçüde γ‐secretase aktivitesi ile düzenlenir. γ‐

secretase (GSI)’ ın inhibitörleri Notch sinyalizasyonuna bağlı kanserlerin 

tedavisinde faydalı olabilir. GSI’ ların belirli kanser hücrelerindeki sitotoksik 

aktivitesini gösteren klinik çalışmalar devam etmektedir (Pandya vd., 2011). 

Pre-klinik yapılan araştırmalar da ise GSI' lerin tümör gelişimini inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Bununla birlikte, epitelyal kök hücrelerde yapılan çalışmalarda 

Notch inhibisyonu için GSI kulanımına bağlı olarak toksisite geliştiği 

bildirilmiştir. Bu nedenle, tümör büyümesini baskılayabilen ve aynı zamanda 

yan etkileri az olan GSI'lerin klinikde tedavi amaçlı geliştirilmesi önemlidir 

(Espinoza & Miele, 2013). 
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2.8. İnterlökin (IL)-1 

1987 yılında bir çalışmada rapor edilen interlökin, interlökin-1 (IL-1) 

olarak tanımlanmıştır (C. A. Dinarello vd., 1987) ancak daha önce 

hematopoietin 1, endojen pirojen ve lökosit endojen mediatörü dahil olmak 

üzere başka isimler altında da tanımlanmıştır (C. A. Dinarello, Renfer, & 

Wolff, 1977). IL-1, aynı reseptörü (IL-1R1) paylaşan IL-1α ve IL-1β 

ligantlarından oluşur (Alheim vd., 1997). Daha sonraki yıllarda, IL-1 yolunu 

aktive etmeden onunla yarışmalı bir şekilde IL-1R1' e bağlanan IL-1 reseptör 

antagonisti (IL-1ra) keşfedilmiştir (Dower & Urdal, 1987). 2000' lerde ise, IL-

33, IL-36, IL-37 ve IL-38 ligandları ile IL-36 reseptör antagonisti (IL-36ra) 

dahil olmak üzere, IL-1 ailesinin birkaç yeni üyesi daha tanımlanmıştır (C. 

Dinarello vd., 2010). Şekil 2.4. de IL-1 ailesinin tanımlanmış 11 farklı üyesi 

görülmektedir. 

 

Şekil 2.4. IL-1 ailesi üyelerinin hücresel kaynakları ve immün sistemdeki rolleri (Yun, Man & 

Yong-ming, 2019) (DC'ler, dendritik hücreler; IL-18BP, IL-18-bağlayıcı protein; sST2L, 

çözünür ST2L) 

 

Bu aile üyelerinin bazıları, aktif olabilmek için inflamasyona ihtiyaç duyarken 

diğerleri hücre hasarı veya nekroz sonucu serbest bırakılır. IL-1 ailesi 

sitokinleri genel olarak patojenlere karşı ilk savunma hattı olarak görev 

görmekle birlikte doğuştan ve adaptif immün yanıtları güçlendirerek pro-

inflamatuar etkiler de gösterir (van de Veerdonk & Netea, 2013). Böylelikle 
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IL-1 ailesi sitokinleri, hücresel homeostazda önemli rol oynayarak, 

patojenlere, hasara ve çevresel streslere karşı savunmada rol oynar.  

 IL-1α ve IL-1β aynı reseptöre (IL-1R1) bağlanır ve benzer biyolojik 

özelliklere sahiptir ancak farklı genlerle kodlanır. İmmünite, inflamasyon ve 

kanser üzerinde etkilerinde de farklılıklar vardır. IL-1α’ nın prekürsör 

proteini, tüm gastrointestinal sistemin epitel tabakalarında, akciğerde, 

karaciğerde, böbreklerde, endotel hücrelerinde ve astrositlerde bulunur (Rider 

vd., 2011). IL-1α, inflamasyonun erken aşamalarına aracılık eder. Nekrotik 

hücrelerden salgılanan IL-1α öncülüne ilaveten, aktive edilmiş monositler 

üzerinde de IL-1α vardır. Bununla birlikte, dolaşımdaki IL-1α, ciddi 

enfeksiyonlarda nadiren saptanır ve sadece endotelyal hücrelerden salınan 

apoptotik cisimciklerde bulunur (Berda-Haddad vd., 2011). Aksine IL-1β, 

monositler, doku makrofajları, deri dentritik hücreleri gibi hematopoietik 

hücreler ve beyin mikroglia hücreleri tarafından üretilir (C. A. Dinarello, 

2011). Yüksek IL-1β salgılanması otoinflamatuvar hastalığı olan kişilerde 

inflamasyon ile bağlantılıdır. IL-1α ve IL-1β arasındaki bir başka fark ise 

karsinojenezde gözlenir; IL-1β geni susturulmuş fareler, IL-1α eksikliği veya 

wild type farelere kıyasla daha az tümör gelişimine neden olur (Krelin vd., 

2007). IL-1β, tümör anjiyojenezini ve tümörlerin metastatik yayılımını 

indükler (Carmi vd., 2013). IL-1β tümör inflamasyonunda gerçekten de önemli 

bir bileşendir (Mantovani, Allavena, Sica, & Balkwill, 2008). IL-1α, kansere 

neden olan genetik olaylarla (Ras mutasyonu) bağlantılı olan intrinsik yolun 

bileşenidir. Ayrıca IL-1α, pankreas, cilt ve karaciğer kanserinde kanser 

insidansını artıran inflamatuvar koşullarda kritik bir rol oynar (Salcedo, 

Cataisson, Hasan, Yuspa, & Trinchieri, 2013). Anti-IL-1 ajanlarının etkileri 

kanser türüne göre farklılık göstermektedir. IL-1α 'yı nötralize edici 

antikorlar, terminal kolon kanserli hastalarda, umut vadedici sonuçlar 

nedeniyle klinik çalışmaya girmiştir (Hong vd., 2014). IL-1 ligand ailesinin 

bilinen iki reseptör antagonisti IL-1Ra ve IL-36Ra’dır (C. A. Dinarello, 2010). 

IL-1Ra, IL-1α ve IL-1β’ ya kıyasla IL-1R1’ e daha yüksek afinite ile bağlanır. 

Farelerde IL-1Ra' nın eksikliğinde artrit ve psoriatizis benzeri cilt lezyonları 

geliştiği ve kansere daha duyarlı hale geldiği gözlenmiştir (Horai vd., 2000). 
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2.8.1. Hastalıklarda IL-1 Blokajı İçin Tedavi Seçenekleri 

Anakinra, doğal olarak oluşan IL-1Ra' nın rekombinant formunun genel 

adıdır ve romatoid artrit tedavisinde kullanılmak üzere 2001 yılında 

onaylanmıştır. Aynı zamanda romatoid artrite ilaveten pek çok hastalıkda da 

etkili olduğu kanıtlamış ve halen bu konuda yapılan klinik denemeler faz 

çalışmaları olarak devam etmektedir (C. A. Dinarello, Simon, & van der Meer, 

2012). Anakinra’ya verilen yanıtlar hızlı ve sürdürülebilirdir ve özellikle 

sistemik juvenil idiyopatik artritli çocuklarda steroid kullanımında azalma 

sağlamıştır. Nötralize edici antikorlarla özellikle IL-1β' i hedef alan çok sayıda 

pre-klinik çalışma vardır. Otoinflamatuvar hastalıklarda, kaspaz-1' in 

ekspresyonunda meydana gelen değişiklikden dolayı aktive olmuş 

monositlerden IL-1β salınır. Canakinumab, sistemik başlangıçlı jüvenil 

idiyopatik artrit ve refrakter gut tedavisi için onaylanan IL-1β' yi özel olarak 

hedef alan insan monoklonal antikorudur (Garlanda, Dinarello, & Mantovani, 

2013). Nötralize edici monoklonal antikor olan anti- IL-1α ise, Tip 2 diyabet, 

kanser, akne ve vasküler hastalıklarda test edilmiştir ve bütün bu durumlarda 

hastalığın kötü seyrini azaltmıştır (Hong vd., 2014). 

2.8.2. IL-1 ve Kolorektal Kanser 

TNF-α ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin, tümör mikro-ortamında 

aşırı salgılanması, kolon epitelinde mutasyonları indükleyen ve kanser 

gelişimine neden olan reaktif oksijen türleri (ROS) ile beraber nitrik oksit gibi 

DNA-hasar moleküllerinin üretimini hızlandırdığı tespit edilmiştir 

(Grivennikov, 2013). IL-1β geninin polimorfizmi, artmış IL-1β seviyeleri ile 

birlikte kolon kanser gelişim riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir (Gunter 

vd., 2006). Buna karşılık, IL-1Ra' nın aşırı ekspresyonu ile ilişkili tek-

nükleotid polimorfizmleri (SNP'ler), ilerlemiş KRK’ lı hastaların daha uzun 

süre hayatta kalmasına yol açar (Graziano vd., 2009). Bu çalışmalarla, kolon 

IL-1β seviyeleri ile artmış KRK invazyonu arasındaki ilişki  gösterilmiştir. 

Kolon epitel hücreleri tarafından salgılanan IL-1α ise malign hücrelerde 

artmış tümör invazyonu ile ilişkilendirilmiştir (Apte & Voronov, 2008). 

Bununla birlikte, IL-1α ve IL-1β' nın kronik kolon inflamasyonu, karsinojenez 
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ve ayrıca KRK ' nın invazyonu üzerindeki etkileri henüz tam olarak 

bilinmemektedir. 

2.9. Leptin 

Leptin, 1994 yılında Jeffrey M. Friedman ve Douglas L. Coleman 

tarafından keşfedilmiştir. Adipoz dokudan türetilmiş hormon olan leptin, yağ 

depolarıyla orantılı olarak üretilir. Dolaşımdaki leptin, gıda alımını 

baskılamak ve enerji harcamasına izin vermek için vücuttaki enerji 

tüketiminin merkezi sinir sistemine iletilmesine yardımcı olur (Friedman & 

Halaas, 1998). Açlık sırasında leptin seviyeleri düşmekte iken beslenme ile 

yağ dokusundan salınan leptin seviyeleri yükselmektedir. Yeterli leptin 

seviyeleri üreme ve büyüme süreçlerinde enerji harcamasına izin verir ve 

benzer şekilde otonom sinir sistemini, endokrin sistemin diğer elementlerini 

ve bağışıklık sistemini düzenler (Bates & Myers, 2003). Leptinin veya leptin 

reseptörünün (LR) mutasyonuna bağlı olarak leptin sinyalleme eksikliği, 

azalan enerji harcaması ile birlikte artan gıda alımına yol açar (Montague vd., 

1997). 

2.9.1.Leptin Reseptörleri 

Leptin, merkezi sinir sistemi ve bazı perifer dokularda bulunan leptin 

reseptörlerine (ObR) bağlanır (Fei vd., 1997). Leptin reseptörünün 6 izoformu 

tanımlanmıştır (ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe, and ObRf) (Lee vd., 1996). 

Kısa izoformlar olan ObRa ve ObRc'nin, leptinin kan-beyin bariyeri boyunca 

taşınmasında önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Bjorbaek vd., 1998). 

Leptin sinyalizasyonundan başlıca sorumlusu olan reseptör ObRb’dir. Birkaç 

organda eksprese edilen bu fonksiyonel leptin reseptörü, merkezi sinir sistemi 

boyunca, özellikle enerji homeostazını ve nöroendokrin fonksiyonu düzenleyen 

hipotalamusta yoğun bir şekilde eksprese edilir (Fei vd., 1997). Leptin ve 

reseptörlerinin yapısı şematik olarak aşağıda gösterilmiştir (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5. Leptin reseptörleri (Marroqui, Gonzalez & Neco, 2012) 

2.9.2. Leptin Sinyalizasyonu 

2.9.2.1.Leptin ve STAT 3 Sinyalizasyonu 

ObRb aktivasyonu birkaç sinyalizasyon yolağı ile ilişkili olmasına 

rağmen en iyi bilinen ve en önemli olan Janus kinase 2/signal transducer and 

activator of transcription 3 (JAK2 / STAT3)’ dür (Gao & Horvath, 2008). 

STAT3' ün bir dizi hücresel işlemi etkileyen birkaç gen transkripsiyonuna 

aracılık ettiği gösterilmiştir (Leinninger & Myers, 2008). JAK2 / STAT3 yolağı, 

enerji homeostazında ve nöroendokrin fonksiyonda önemli rol oynar. STAT3' 

ün leptin ile aktivasyonu, hipotalamusun arkuat nükleusundaki (ARC) 

anoreksijenik bir nöropeptid olan proopiomelanocortin (POMC) 

transkripsiyonunu indükler (Ernst vd., 2009). Gao ve arkadaşları nöral-

spesifik STAT3 delesyonu olan fareler üzerinde yaptıkları çalışmalarda bu 

farelerin ARC' sinde POMC ekspresyonun azalmış olduğunu, hiperfaji, obezite 

ve diyabet geliştiğini gözlemlemişlerdir (Gao vd., 2004). JAK / STAT3 yolu, 

POMC nöronlarını aktive etmenin yanı sıra arkuat nüklesdaki oreksijenik 

nöropeptidleri üreten AgRP / PY nöronlarını da baskılar. AgRP / NPY 

nöronlarında STAT3 delesyonu olan farelerde hiperleptinemi, hiperfaji, kilo 

alımı ve yüksek yağlı diyete bağlı hiperinsülinemi geliştiğini bildirilmiştir 

(Bates vd., 2003). Bu farelerde, AgRP mRNA seviyeleri etkilenmezken NPY 

mRNA ekspresyonunun arttırdığı bulunmuştur. Farelerde yapılan bu 

deneyler, leptinin ObRb reseptörüne bağlanmasının STAT3 fosforilasyon ve 

aktivasyonuna yol açtığını, POMC’ yi upregüle ettiğini ve enerji homeostazı ile 

nöroendokrin fonksiyon üzerindeki etkisine aracılık eden NPY ve AgRP’ yi 

downregüle ettiğini göstermiştir. Ayrıca in vitro ve in vivo leptin 

uygulamasının, STAT3' ü fosforile ettiği de gösterilmiştir (Kim, Uotani, 
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Pierroz, Flier, & Kahn, 2000). Buna ilaveten leptinin, sadece sıçan hipotalamik 

dokuda değil, aynı zamanda sıçan adipoz doku ve karaciğerde de STAT3' ü 

aktive ettiği gösterilmiştir (Levin, Dunn-Meynell, & Banks, 2004).  

2.9.3. Enerji Homeostazisinde Leptin’in Rolü 

Leptin, iştah / gıda alımı ve enerji harcamasını dengeleyerek enerji 

homeostazını sürdürür. Leptin, oreksijenik ve anoreksijenik nöropeptitler 

yoluyla enerji alımını düzenlemek için hipotalamusun içinde ve dışında birkaç 

nöronal yolla etkileşime girer. Hipotalamusun arkuat nükleusu leptin etkisi 

için kritik bir bölgedir (Arora & Anubhuti, 2006) ve burada iki nöron üzerinde 

etki gösterir. Leptin ARC’ de ObRb reseptörüne bağlanarak, α-melanosit 

uyarıcı hormonun (α -MSH) öncü proteini olan POMC salgılaması için 

nöronları doğrudan uyarır (Morrison, 2009). α-MSH ise melanokortin-4 

(MC4R) ve melanokortin-3 (MC3R) reseptörlerini aktive ederek yiyecek 

alımını azaltan anoreksijenik bir nöropeptittir (Ste Marie, Miura, Marsh, 

Yagaloff, & Palmiter, 2000). Leptin ayrıca iştahı bastıran kokain ve 

amfetaminle düzenlenen transkript (CART) salgılaması için POMC 

nöronlarını uyarır (Rogge, Jones, Hubert, Lin, & Kuhar, 2008). Hem POMC 

hem de CART ekspresyonu, leptin eksikliği durumlarında azalır (Duan vd., 

2007). Santral POMC reseptörlerinin yokluğu derin obezite ile sonuçlansa da, 

ObRb' nin POMC nöronlarında delesyonu sadece farelerde hafif hiperfaji ve 

obezite ile sonuçlanır (Balthasar vd., 2004). Benzer şekilde, ObRb' deki STAT3 

bağlanma bölgesinin mutasyonu obeziteye yol açmasına rağmen, STAT3' ün 

spesifik olarak ARC' deki POMC nöronlarında delesyonu, vücut ağırlığını çok 

etkilememiştir (Xu, Ste-Marie, Kaelin, & Barsh, 2007). ARC' deki POMC 

nöronlarının uyarılması ile birlikte leptinin, oreksijenik nöropeptid AgRP ve 

NPY' yi eksprese eden AgRP / NPY nöronlarını da inhibe ettiği bildirilmiştir 

(Cowley vd., 2001). Leptin tarafından enerji homeostazının düzenlenmesinde 

rol oynayan hipotalamusun tek alanı ARC değildir. ObRb, merkezi sinir 

sistemi boyunca yayılmıştır ve ARC, ObRb ifade eden nöronların sadece % 15-

20' sini oluşturur (Leshan, Bjornholm, Munzberg, & Myers, 2006). 

Ventromedial hipotalamus (VMH), leptin etkisinin bir başka anahtar 

bölgesidir. Sternson ve arkadaşları VMH’ da ObRb eksprese eden nöronların 
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ARC' deki POMC nöronlarına uyarıcı impulslar gönderdiğini rapor etmişlerdir 

(Sternson, Shepherd, & Friedman, 2005). Ayrıca leptinin, VMH’ de eksprese 

edilen iki anoreksijenik nöropeptid olan steroidojenik faktör-1 (SF-1) ve beyin 

kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) salgılanmasını  da uyardığı gösterilmiştir. 

SF-1, VMH' nin gelişimi için gerekli bir transkripsiyon faktörüdür.Dhillon ve 

arkadaşları, SF-1 nöronlarında ObRb bulunmayan farelerin belirgin şekilde 

hiperfajik ve obez olduğu ve hem SF-1 nöronlarında hem de POMC 

nöronlarında ObRb bulunmayan farelerin tek başına mutantlardan daha obez 

olduklarını bildirmişlerdir (Dhillon vd., 2006). BDNF, beyin gelişimini 

destekleyen bir nörotrofindir ve ayrıca gıda alımını düzenler (Abizaid, Gao & 

Horvath, 2006). Ayrıca paraventriküler çekirdek (PVN) de ObRb' yi eksprese 

eden nöronları içerir ve ARC' de yiyecek alımının ve kilo kontrolünün 

düzenlenmesine katkıda bulunur (Abizaid, Gao, & Horvath, 2006). Açlık 

merkezi olarak bilinen lateral hipotalamus (LHA) leptinden etkilenen 

oreksijenik nöropeptitler olan melanin-konsantre edici hormon (MCH) ve 

oreksin salgılayan nöronları içerir (Abizaid vd., 2006). İntraserebroventriküler 

MCH uygulaması, sıçanlarda gıda alımının artmasına neden olmuştur (Qu vd., 

1996). 

Leptinin, sıçanlarda MCH gen ekspresyonunu azaltarak (Bayer, Jacquemard, 

Fellmann, & Griffond, 1999) gıda alım ve tüketimini önlediği gösterilmiştir 

(Sahu, 1998). 

2.9.4. Metabolizmada Leptinin Rolü 

Leptin eksikliği, insülin direnci ve diyabet ile ilişkilidir ve leptin 

uygulaması yapılan çalışmalarda, yağın enerji harcanmasını sağlayıp glikoz 

metabolizmasını geliştirebileceği gösterilmiştir (Brennan & Mantzoros, 2006). 

Konjenital leptin eksikliği olan insanlar obez olamalarına ilaveten 

hiperinsulinemi ve dislipidemi gösterebilirler. Leptin replasmanı, bu kişilerde 

insülin, kolesterol, trigliserit ve LDL kolesterol seviyelerini artırabilir (Farooqi 

vd., 2002). Leptin, sadece vücut ağırlığını ve yağ kütlesini azaltmakla 

kalmayıp, aynı zamanda yağ dokusu ve karaciğer dokusu da dahil olmak üzere 

insüline duyarlı dokuları aktive ederek insülin direncini artırmaktadır. Leptin 
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bu etkileri, STAT3, MAPK ve PI3K dahil olmak üzere insülin ilişkili sinyal 

yolaklarını aktive ederek gösterir (Kim vd., 2000). 

2.9.5. Bağışıklık Fonksiyonunda Leptinin Rolü 

Leptinin azaldığı durumlarda enfeksiyon riski artmış göstermektedir 

(Brennan & Mantzoros, 2006). Çeşitli immün hücreler ObRb' yi eksprese ettiği 

için leptin immün fonksiyonunu doğrudan etkiler (Lord vd., 1998). İn vitro 

çalışılan doku ve kan örneklerinde, leptinin makrofajlardaki fagositik 

etkinliği, tümör nekroz faktörü- (TNF-), interlökin-6 (IL-6) ve interlökin-12 

(IL-12) gibi proinflamatuar sitokinlerin üretimini ve polimorfonükleer 

hücrelerde kemotaksiyi artırdığı gösterilmiştir (Caldefie-Chezet, Poulin, & 

Vasson, 2003). Leptin genel olarak, T helper1 (Th1) hücre farklılaşmasını ve 

sitokin üretimini arttırır (Matarese, Moschos, & Mantzoros, 2005). ob/ob 

farelerde yapılan in vivo bir çalışmada, leptin uygulamasının immün 

fonksiyon bozukluğu geliştirdiği ancak akut  olarak aç bırakılan wild tip 

farelerde immün fonksiyon bozukluğuna karşı koruduğu bildirilmiştir 

(Howard vd., 1999). 

2.9.6. Kanser Patogenezinde Leptinin Rolü 

Kanser, proinflamatuar sitokinlerin neden olduğu sistemik bir 

inflamasyondur. Sistemik inflamasyonun yanı sıra, özellikle akciğer ve 

gastrointestinal sistemlerde gelişen kanserlerde kilo kaybı da gözlenir. Bu 

hipoteze dayanarak, proinflamatuar bir sitokin olan leptinin kanser 

üzerindeki potansiyel etkileri incelenmiştir. Aleman ve arkadaşları küçük 

hücreli olmayan akciğer kanser (KHDAK) hastalarında leptin serum 

konsantrasyonunu incelemiş ve sağlıklı kontrollerden daha düşük olduğunu 

tespit etmişlerdir. Bu durum, serum proinflamatuar sitokin düzeyleri (CRP, 

ferritin, TNF-a, IL-6 ve diğerleri) ile ters orantılı olarak bulunmuştur (Aleman 

vd., 2002). 

Epidemiyolojik çalışmalara göre aşırı kilo kansere bağlı ölümlerde önemli 

bir faktördür. ABD’ de yapılan çalışmalarda 50 yaş ve üstü yetişkinlerinde 

aşırı kilo ve şişmanlığa bağlı olan kanser ölümlerinin oranı erkeklerde % 14 

iken kadınlarda % 20’ dir (Calle, Rodriguez, Walker-Thurmond, & Thun, 
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2003). Obezite  ile endometriyum, böbrek, safra kesesi (kadınlarda), meme 

kanseri (menopoz sonrası kadınlarda) ve kolon (özellikle erkeklerde) kanser 

riski arasındaki ilişki gösterilmiştir (Carroll, 1998). Leptin normal koşullarda 

olduğu kadar patolojik koşullarda da doku büyüme faktörü gibi görev 

yaparken, in vitro ve in vivo çalışmalar leptin ile kanser hücresi büyümesi 

arasındaki ilişkiyi desteklemektedir (Somasundar, McFadden, Hileman, & 

Vona-Davis, 2004). Hem in vitro hem de in vivo modeller de leptinin 

anjiyojenezi uyardığı ve anjiyojenetik bir faktör olduğu bildirilmiştir. Buna 

ilaveten, leptin VEGF' ye benzer bir şekilde in vitro vasküler endotel hücre 

proliferasyonunu da arttırır (Bouloumie, Drexler, Lafontan, & Busse, 1998). 

Leptinin, anjiyojenezi teşvik etmek için VEGF ve fibroblast büyüme faktörü 2 

(FGF-2) ile sinerjistik olarak etki ettiği gösterilmiştir (Cao, Brakenhielm, 

Wahlestedt, Thyberg, & Cao, 2001). Ayrıca leptin, anjiyojenezde yer alan diğer 

genlerin, örneğin MMP-2 ve MMP-9 gibi genlerin ekspresyonunu da arttırır 

(Park vd., 2001). 

2.9.7. Leptin ve Kolorektal Kanser 

Leptin sinyalizasyonunun kolon kanserinde rol oynayabileceğine dair pek 

çok kanıt vardır. Kolon kanseri hücre hatlarında, insan kolon tümörlerinde ve 

poliplerde ObRb mRNAekspresyonu RT-PCR kullanılarak gösterilmiştir 

(Attoub vd., 2000). ObRb'nin kolon kanseri dokularında ve hücre hatlarında 

eksprese edildiği, ObR'nin hücre içi alanına karşı geliştirilen antikorlar 

kullanılarak immünohistokimyasal analizlerle doğrulanmıştır (Hardwick, Van 

Den Brink, Offerhaus, Van Deventer, & Peppelenbosch, 2001).Kandaki leptin 

düzeyleri ve kolorektal kanser ilişkisi hakkındaki bilgiler henüz kesin değildir. 

Stattin ve arkadaşları dolaşımdaki leptin düzeylerinin yükselmesinin, 

erkeklerde kolorektal kanser riskinde yaklaşık iki kat artış ile ilişkili 

olduğunu, ancak kadınlarda böyle bir riskin olmadığını gözlemlemişlerdir 

(Stattin vd., 2003). Tessitore ve arkadaşları ise kanser hastaları ve sağlıklı 

bireylerin serum leptin düzeyleri arasında bir fark tespit edememişlerdir 

(Tessitore vd., 2000). Arpaci ve arkadaşları kolon kanserli hastaların serum 

leptin düzeylerinin azaldığını (Arpaci vd., 2002), Erkasap ve arkadaşları ise 

arttığını bildirmişlerdir (Erkasap vd., 2013). Dolaşımdaki leptin, aynı 
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zamanda kolon hücre proliferasyonunu stimüle eden yüksek yağlı diyetlerle 

beslenenlerde de artar (Lin vd., 1998). Hayvan modellerinde yapılan 

çalışmalarda diyet yağı, serum leptin ve kolonik epitel hücre proliferasyonu 

arasında pozitif bir ilişki olduğu bildirilmiştir (Hardwick vd., 2001). Sonuç 

olarak bu bilgiler, kolon kanserojenezine artmış serum leptin seviyelerinin 

aracılık ettiğini göstermektedir. 

2.10. NILCO ve Kanser 

NILCO; Notch ailesi proteinleri, IL-1 inflamatuvar sistemleri ve leptin 

sinyalizasyonu arasındaki etkileşimin sonucu olarak ortaya çıkan ve ilk olarak 

meme kanserinde bulunan, karsinogenez sürecini açıklamaya çalışan gelişmiş 

bir modeldir. Leptin tarafından indüklenen NILCO etkileşiminin meme 

kanseri hücrelerinde hücre proliferasyonu ve tümör gelişimi üzerine etkili 

olduğu bilinmektedir (Şekil 2.1), (Guo & Gonzalez-Perez, 2011; Lipsey, 

Harbuzariu, Daley-Brown, & Gonzalez-Perez, 2016). NILCO meme 

kanserinde, leptin tarafından indüklenen hücre proliferasyonu, hücre göçü ve 

VEGF / VEGFR-2 ile ilişkili pro-anjiyojenik ve pro-inflamatuvar sinyallerin 

oluşmasında da etkilidir (Guo & Gonzalez-Perez, 2011). Triple-negative breast 

cancer (TNBC)’ de yapılan çalışmalarda, NILCO' nun farklı lokalizasyon 

modelleri gösterilmiştir. TNBC’de, NILCO üyelerinden Notch4 reseptör ve 

JAG1 ligandın, çekirdek ve sitoplazmada daha az leptinin ise daha fazla 

eksprese olduğu tespit edilmiştir. Aynı çalışmada NILCO ve hedeflerinin 

ayrıntılı analizi NILCO' nun meme kanserinde potansiyel prognostik 

biyobelirteç değerine sahip olduğu gösterilmiştir (Colbert vd., 2014). Başka bir 

çalışmada ise, leptin tarafından indüklenen Notch ve IL-1’ in meme kanser 

hücrelerinin yaşam süreleri ve proliferasyonunun düzenlenmesinde rol 

oynadıkları gösterilmiştir (Gillespie C, 2012). 
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Şekil 2.6. Leptin, Notch ve İnterlökin etkileşimi (NILCO) (Lipsey, Harbuzariu, Daley-Brown 

& Gonzalez-Perez, 2016) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Çalışmada Kullanılan Malzeme ve Solüsyonlar 

3.1.1. Cihazlar 

 İnkübatör (Nüve FN500, Nüve Sanayi Malzemeleri İmalat ve Tic. A.Ş., 

Türkiye) 

 Real-time PCR cihazı (Thermo, USA) 

 Mikrosantrifüj (Hermle, Wehingen, Germany) 

 Thermal cycler (Corbett Palm Cycler, Mortlake, Australia) 

 Vorteks (Heidolph, Germany) 

 Doku homojenizatörü (Tissue-Lyser II-Qiagen VX350 Series 2 WPS 

3601C12, Hilden, Germany) 

 Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA) 

 -80ᵒ C Dondurucu (Telstar Life Science Solutions, Spain) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

 Mikro pipet takımı  

 Pipet uçları (10’luk, 100’lük ve 1000’lik) 

3.1.2. Kimyasal malzemeler 

 Lizis Buffer (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 β-merkaptoetanol (Biorad, California, USA) 

 Proteinaz K (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 TE Buffer (Invitrogen, California, USA) 

 Wash Buffer 1 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 Wash Buffer 2 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 %70’lik etanol (Sigma, USA) 

 Nükleaz Free Water (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 RNase Free Water (Qiagen, Hilden, Germany) 

 RNA Later (Invitrogen, California, USA) 

 Buffer 5X (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)   

 dNTP Miks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)  

 DTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)  
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 Random Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)  

 Oligo-dT Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)  

 Protektor RNAase inhibitör (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

 Omniscript Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany) 

 Reconstituted primer /probe miks (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany) 

 2X qPCR Mastermiks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

 Leptin primer antikor (Abcam, Cambridge, İngiltere) 

 Notch primer antikor (Abcam, Cambridge, İngiltere) 

 IL-1B primer antikor (Abcam, Cambridge, İngiltere) 

 Hrp- conjugated sekonder antikor (Abcam, Cambridge, İngiltere) 

 Bradford protein assay kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 Fetal bovine serum (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 RPMI besiyeri (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) 

 Penisilin / streptomisin antibiyotik (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, USA) 

 PBS (Phosphate Buffered Saline) 

 Running solution 

 Blotting solution 

3.2. Deney Protokolü 

Bu deneysel çalışma Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Fizyoloji Anabilim Dalı Moleküler Araştırma laboratuvarında ve Thessaly 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Farmakoloji Anabilim Dalı laboratuvarında 

yapıldı. 

3.3. Zenograft (scid (NOD / SCID) Fare Üretimi  

40 adet NOD/SCID türü fare için etik onay Thessaly Üniversitesi Tıp 

Fakültesi’nden alınmıştır (onay numarası: 5542/228006). Tez çalışmamızda 

scid (NOD / SCID) fare modelinde, insan kolon tümör hücresinin (HCT-15) cilt 

altına enjekte edilerek farede kolorektal kanser oluşturulup tedavisi çalışıldı. 

Bu amaçla, projemizde kullandığımız fareler Thessaly Üniversitesi Tıp 
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Fakültesi Farmakoloji Anabilim Dalı in vivo laboratuvarında üretildi. scid 

(NOD/SCID) türü farelerin üretimi ve bakımı steril koşullarda yapıldı. Fareler 

6-8 haftalık iken kolon kanseri hücre enjeksiyonuna başlandı.  

3.4. İn-vivo Kanser Oluşturulması 

6-8 haftalık 40 adet fare, her grupta n:8 olacak şekilde 5 grupda çalışıldı. 

Deneye başlamadan önceki 7 gün boyunca farelerin laboratuvar koşullarına 

adapte olması sağlandı. Tümör oluşumu için farelerin dorsal flanklarının içine 

1×107 insan kolon kanser hücresi HCT-15 subkutan olarak enjekte edildi.  

3.5. Tedavi 

     Grup 1: Tümör oluşturulan, tedavi uygulanmayan sadece çözücü olarak % 

4 DMSO/Saf flower Oil (solvent 1)* verilen grup (n:8).  

     Grup 2: Tümör oluşturulan, tedavi uygulanmayan sadece çözücü olarak 

10% DMSO % 0.9 NaCl (solvent 2)** verilen grup (n:8). 

     Grup 3: tümör oluşturulan ve leptin reseptör antagonisti ALLO-aca verilen 

grup. Tümör oluşumundan sonra (tümör boyutu 100-250 mm3 olunca) 15 gün 

boyunca leptin reseptör antagonisti olan ALLO-aca 3 mg/kg/gün olacak şekilde 

subkutan (s.c) enjekte edildi (n:8).  

    Grup 4: tümör oluşturulan ve γ-secretase inhibitor DAPT verilen grup. 

Tümör oluşumundan sonra (tümör boyutu 100-250 mm3 olunca) 14 gün 

boyunca γ-secretase inhibitör DAPT. 10 mg/kg/gün subcutan (s.c) enjekte 

edildi (n:8) 

     Grup 5: tümör oluşturulan ve IL-1 reseptör antagonisti verilen grup. 

Tümör oluşumundan sonra (tümör boyutu 100-250 mm3 olunca) 15 gün 

boyunca rekombinant human IL-1 reseptör antagonisti (IL-1Ra) anakinra 2 

mg/kg/gün subkutan (s.c) olarak enjekte edildi (n:8). 

    (* solvent 1; DAPT çözücü, * solvent 2; Allo-aca ve Anakinra çözücü) 

Tedaviyi takiben dokular çıkarılarak RNA ve protein izolasyonu çalışmaları 

için -80 C de saklandı.  
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3.6. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Tekniği 

ile Hedef Genlerin Tayini  

3.6.1. RNA izolasyonu 

Total RNA izolasyonu çalışmasında GeneJet RNA Purification 

Kit kullanıldı. 

3.6.1.1. Çözeltilerin hazırlanması 

 20 µl β-merkaptoetanol, 1 ml Lizis Buffer içine eklendi ve vortekslendi. 

 590 µl TE Buffer’a 10 µl Proteinaz K eklendi ve vortekslendi. 

3.6.1.2. İşlem basamakları 

1. Doku örnekleri, içinde metal boncuk bulunan eppendorflara alındı. Üzerine 

300 µl Lizis Buffer eklendi. 30 frekansta 4 dakika homojenize edildi. 

2. Homojenizasyondan sonra boncuklar alındı ve örnek başka bir tüpe 

aktarılarak üzerine 600 µl Proteinaz K eklendi. Vortekslendikten sonra 15-25 

ᵒC’de 10 dakika inkübasyona bırakıldı. 

3. 12.000 g’de 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant başka bir tüpe aktarıldı. 

4. Süpernatantın üzerine 450 µl etanol eklenerek pipetle karıştırıldı. 

5. Bu sıvının 700 µl’si GeneJet RNA Purification kolonuna aktarıldı ve 12.000 

g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

6. Santrifüjden sonra kolonun altındaki toplama tüpüne biriken sıvı 

uzaklaştırılarak, kolona 700 µl daha sıvı eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika 

santrifüj edildi. 

7. Toplama tüpü atılarak kolon 2 ml’lik tüpe yerleştirildi. 

8. Kolona 700 µl Wash Buffer 1 eklenerek 12.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

9. Toplama tüpünde biriken sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 600 µl Wash Buffer 2 

eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

10. Toplama tüpünde biriken sıvı uzaklaştırıldı, 250 µl Wash Buffer 2 

eklenerek 12.000 g’de 2 dakika santrifüj edildi. 

11. Kolon 1,5 ml’lik eppendorfa aktarılarak üzerine 100 µl nükleaz free water 

eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 
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12. Tüpte biriken sıvıdaki RNA’nın miktarı ve saflığını belirlemek için 1,5 µl 

RNA, 260 nm dalga boyunda optik yoğunluk ölçülerek hesaplama yapıldı. 

3.6.2. cDNA sentezi 

1. Total RNA (500 ng) + ddH2O = 9.4 µl olacak şekilde karıştırıldı. 

2. Üzerine 1 µl random primer, 1 µl oligo-dt primer eklendi. 

Total hacim: 11.4 µl 

3. 65 ᵒC’de 10 dakika inkübe edildi. 

Komponentin hazırlanması: 

Buffer 5x                                                            : 4 µl 

Reverse transkriptaz                                        : 1,1 µl 

Protektor RNAase inhibitör                             : 0,5 µl 

Deoxinükleotit mix                                           : 2 µl 

DTT                                                                   : 1 µl 

Total hacim: 8.6 µl 

4. 11,4’lük total hacim üzerine 8,6 µl komponent dağıtıldı ve vortekslendi. 

5.  29 ᵒC’de 10 dk 

6. 48 ᵒC’de 60 dk       cDNA sentezi için PCR şartları 

7. 85 ᵒC’de 5 dk 

(Çıkan örnekler (+2) – (+8) ᵒC’de 1-2 saat; -15 ile -25 ᵒC’de daha uzun süre 

saklanabilmektedir.) 

3.6.3. qRT-PCR 

Leptin, leptin OB-RL reseptörü, Notch1 reseptör, JAGGED1 ligand, IL-1β, IL-

1R, VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, β-aktin (referans gen) mRNA düzeyleri, Dual 

Label (Taqman prob) kullanılarak ölçüldü. RT-PCR için Tablo 3.2’deki karışım 

hazırlanarak reaksiyon gerçekleştirildi. 
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      Tablo 3.1. RT-PCR için karışım içeriği  

Karışım Miktar ( µl ) 

Reconstituted primer /probe miks (leptin, leptin 

OB-RL reseptörü, Notch1 reseptör, JAGGED1 ligand, 

IL-1β, IL-1R, VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, β-aktin) 

1 

2X qP     PCR Mastermiks 10 

PCR-      Grade water 4 

cDNA     cDNA 5 

Toplam hacim 20 

 

Toplam 20 μl RT-PCR reaksiyonu aşağıdaki koşullarda gerçekleştirildi: 

95° C’de          10 dk 

95° C’de          20 sn            50 döngü  

55° C’de          30 sn       

72° C’de          20 sn 

Çalışmanın sonuçları StepOnePlus Real-Time PCR system, Thermo ile 

analiz edildi. 

3.7. Western Blotting Metodu İle Protein Ekspresyon Tayini 

İzole edilen total protein içindeki hedef proteinler olan Notch1 reseptör, 

VEGF-A, leptin ve IL-1 beta ekspresyonları Western-Blotting metodu ile 

tayin edildi.  

3.7.1. Protein izolasyonu ve Total Protein Konsantrasyonunun 

Belirlenmesi 

Total protein izolasyonundan sonra elde edilecek olan süpernatant ayrı 

bir tüpe alınıp protein konsantarasyonu Bradford yöntemi ile ölçüldü. 
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3.7.2. Western Blotting 

Proteinler denatüre edilip, indirgenerek düzgün yürütülebilecek hale 

getirildi. Daha sonra örnekler SDS-Poliakrilamid jelin üzerindeki kuyucuklara 

yüklenerek, elektroforez yöntemiyle moleküler ağırlıklarına göre bantlar 

halinde ayrıştırıldı. Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra jel nitroselüloz 

membrana aktarıldı. Protein bağlanmamış membran bölgelerinin FBS ile 

kapatılıp antikorların yanlış bağlanmasını önlemek için bloklama yapıldı. 

Birincil ve ikincil antikorlar üretici firmanın tavsiyelerine uygun şekilde 

membrana yüklenerek kemüliminesans yöntemi ile protein bantları tespit 

edildi. Tespit edilen bantların yoğunluk analizi image J bilgisayar program 

kullanılarak hesaplanmış ve elde edilen veriler kontrol proteinlerimiz olan 

tibulin ve beta-actin'den elde edilen veri ile normalize edilerek analiz edildi. 

Western-Blotting çalışmaları dublike olarak yapıldı.  

3.8. Hematoksilen Eozin Boyama 

Dokular alındıktan sonra %4’lük formaldehitte fikse edildi. Daha sonra 

ise parafin bloklara gömüldü ve 5 µm kalınlığında kesitler alındı. Daha sonra, 

tümör dokularının histolojik değerlendirmesi için H&E boyama yapıldı. 

1. Çekirdekleri boyamak için 10 dakika boyunca hematoksilen çözeltisi ile 

slaytlar inkübe edildi. 

2. Slaytlar akan su ile birlikte boyama haznesine aktarıldı. 

3. Slaytlar 3 dakika boyunca Eosin çözeltisi ile muamele edildi. 

4. Ardışık olarak slaytlar 20 saniye % 70 etanol, 20 saniye % 90 etanol, 1 

dakika % 100 etanol ve 3 dakika ksilen ile muamele edildi. 

5. Slaytlar ksilen'den çıkarıldı ve slaytlar kuruyana kadar bir çeker ocak içine 

yerleştirildi 

6. Slaytları ksilen bazlı montaj ortamıyla monte edildi ve kapak slaytlarıyla 

kapatıldı. 

7. Slaytlar oda sıcaklığında saklandı. 

8. Daha sonra mikroskopta görüntülendi. 
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3.9. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel değerlendirme için GraphPad Prism6 programı kullanıldı. 

Öncelikle gruplar Shapiro-Wilk Normality Test kullanılarak normal dağılım 

gösterip göstermediğine göre analiz edildi. Normal dağılım gösteren veriler tek 

yönlü ANOVA testi ile değerlendirildikten sonra gruplar arasındaki farklar 

Tukey testi ile analiz edildi. Normal dağılım göstermeyen veriler ise Kruskal-

Wallis testi ile değerlendirildikten sonra gruplar arasındaki farklılıklar Dunn 

testi ile analiz edildi. p değeri 0.05’den küçük olanlar anlamlı kabul edildi. 

Sonuçlar ortalama ±SEM olarak ifade edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Tümör bulguları 

Kolon kanseri hücre hattı HCT-15 scid (NOD/SCID) türü atimik farelerin 

deri altına enjekte edildikten 2 hafta sonra farelerde oluşan tümör boyutları 

150-200 mm3’e ulaşmıştır (Şekil 4.1.). 

          

Şekil 4. 1. HCT-15 kolon kanser hücreleri enjekte edilmiş scid (NOD/SCID) farelerdeki in vivo 
tümör görüntüsü 

Tüm gruplardaki tedaviler bittikten sonra farelerde oluşan tümörler 

anestezi altında çıkarılmıştır ve moleküler analizler başlayana kadar -80 

derecede saklanmıştır. (Şekil 4.2.). 

         

Şekil 4.2. scid (NOD/SCID) farelerden çıkarılmış tümörlerin makroskopik görüntüsü 
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4.1.1. Tümör volüm değişiklikleri 

Farelerdeki tümör boyutları 150-200 mm3’e ulaştıktan sonra tedaviler 

başlamıştır. Tedavi süreleri boyunca gruplar arasında tümör volümleri 

açısından bir değişiklik gözlenmemiştir (Şekil 4.3.). 

 

Şekil 4.3. HCT-15 kolon kanser hücreleri enjekte edilmiş scid (NOD/SCID) farelerde tedavi 
süresi boyunca tümör volüm değişiklikleri 

4.2. Hematoksilen Eozin Bulguları 

Tümör dokularının Hematoksilen-Eozin boyama ile yapılan küçük 

büyültmeli incelemelerinde, dokuların merkezde yoğun nekroz ve periferde 

solid alanlardan meydana geldiği görüldü. Tüm örneklerde ayrıca 

enflamasyona bağlı belirgin peritümöral lenfatik infiltrasyon izlendi. Tümör 

dokusunun merkezinde ise nekroz alanları çevresinde yerleşmiş normal 

morfolojili tümör hücrelerinin yanı sıra apoptotik cisimciklerle karakterize 

apoptotik tümör hücreleri ve intratümöral lenfosit infiltrasyonu ayırt edildi. 

Bu boyama sonucunda deney grupları arasında histopatolojik olarak belirgin 

bir farklılık gözlenmedi (Şekil 4.4., Şekil 4.5, Şekil 4.6., Şekil 4.7., Şekil 4.8.). 
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Şekil 4.6. Allo-Aca grubunun H&E görüntüleri. Tümör dokusunun panoramik görünümü. 

Ortada nekroz ile çevresinde tümör dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komşuluğunda genellikle 

solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapılar oluşturmuş atipik epitel hücrelerinden meydana 

gelen tümör dokusu (B) (H&Ex200)  

Şekil 4. 4. Solvent 1 grubunun H&E görüntüleri. Tümör dokusunun panoramik 
görünümü. Ortada nekroz ile çevresinde tümör dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile 
komşuluğunda genellikle solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapılar oluşturmuş 
atipik epitel hücrelerinden meydana gelen tümör dokusu (B) (H&Ex200). 

Şekil 4. 5. Solvent 2 grubunun H&E görüntüleri. Tümör dokusunun panoramik 

görünümü. Ortada nekroz ile çevresinde tümör dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile 

komşuluğunda genellikle solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapılar oluşturmuş 

atipik epitel hücrelerinden meydana gelen tümör dokusu (B) (H&Ex200)  
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                     A                                                                                      B 

Şekil 4.7. DAPT grubunun H&E görüntüleri. Tümör dokusunun panoramik görünümü. 

Ortada nekroz ile çevresinde tümör dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komşuluğunda genellikle 

solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapılar oluşturmuş atipik epitel hücrelerinden meydana 

gelen tümör dokusu (B) (H&Ex200)  

 

                         

                    A                                                                                        B 

Şekil 4.8. Anakinra grubunun H&E görüntüleri. Tümör dokusunun panoramik görünümü. 

Ortada nekroz ile çevresinde tümör dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komşuluğunda genellikle 

solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapılar oluşturmuş atipik epitel hücrelerinden meydana 

gelen tümör dokusu (B) (H&Ex200)  

4.3. qRT-PCR Bulguları 

Sonuçlarımıza göre; Notch yolağı inhibitörü olan DAPT, NILCO ilişkili 

tüm gen ekspresyonlarını, VEGFA ve VEGFR1 mRNA düzeylerini azaltmıştır. 

IL-1 yolağının inhibitörü olan Anakinra ise VEGFR2 gen ekspresyonunu ve 

NILCO yolağının tüm protein ekspresyonlarını azaltmıştır. Leptin reseptör 

antagonisti olan Allo-aca; leptin, leptin ObR ve VEGFR2 ekspresyonunu 

azaltmıştır ancak istatistiksel olarak anlamlı değildir. Bu da bize DAPT ve 

Anakinra’nın KRK ‘da antianjiojenik ve antiinflamatuar gibi davranarak 
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NILCO yolağı inhibisyonu ile tümör gelişimini baskılayabileceğini 

düşündürmektedir.  

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

leptin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaltmıştır 

(p˂ 0.05 *; Şekil 4.9-A). Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca ve IL-1 

yolağının inhibitörü olan Anakinra ise leptin gen ekspresyonunu azaltmakla 

birlikte istatistiksel olarak anlamlı değildir (p> 0.05; Şekil 4.9-B ve C). 

 

 

A                                                  B                                           C 

Şekil 4.9. Leptin geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitörü (C) verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

leptin reseptörü olan OB-Rb gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde azaltmıştır (p˂ 0.05 *;Şekil 4.10-A). Leptin reseptör antagonisti 

olan Allo-aca ve IL-1 yolağının inhibitörü olan Anakinra ise bir etki 

göstermemiştir (p> 0.05; Şekil 4.10-B ve C). 

 

                 A                                                B                                         C 

Şekil 4.10. Ob-R geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitörü (C) verilen tedavi 
gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde Notch1 gen ekspresyonunu azaltmıştır 

(p˂ 0.05 *; Şekil 4.11-A). Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca ve IL-1 
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yolağının inhibitörü olan Anakinra ise bir etki göstermemiştir (p> 0.05; Şekil 

4.11-B ve C). 

 

                     

                 A                                             B                                                 C 

Şekil 4.11. Notch geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitörü (C) verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde Jegged1 gen ekspresyonunu azaltmıştır 

(p˂ 0.05 **; Şekil 4.12-A). Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca ve IL-1 

yolağının inhibitörü olan Anakinra ise Jagged1 gen ekspresyonunu azaltmakla 

birlikte istatistiksel olarak anlamlı değildir (p> 0.05; Şekil 4.12-B ve C). 

 

     

                     A                                                 B                                       C 

Şekil 4.12.  JAGGED1 geninin DAPT  (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibitörü (C)  verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.005**, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT ve IL-1 yolağının inhibitörü olan 

Anakinra kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde IL-1 beta gen ekspresyonunu azaltmıştır (p˂ 0.05 *; Şekil 4.13 A ve C). 

Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca ise bir etki göstermemiştir. 
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                   A                                                B                                        C 

Şekil 4.13. IL-1 β geninin DAPT  (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibitörü (C)  verilen tedavi 
gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05*, p> 0.05, p˂0.05*) 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT, leptin reseptör antagonisti olan Allo-

aca ve IL-1 yolağının inhibitörü olan Anakinra kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında IL-1R gen ekspresyonu üzerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir etki göstermemiştir (p> 0.05; Şekil 4.14-A, B ve C).  
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                   A                                           B                                          C 

Şekil 4.14.  IL-1R geninin DAPT (A), Allo-aca (B)  ve IL-1 inhibitörü (C) verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p> 0.05, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde VEGFA gen ekspresyonunu azaltmıştır 

(p˂ 0.05 *; Şekil 4.15-A). Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca VEGFA gen 

ekspresyonunu artırmıştır (p˂0.05*; Şekil 4.15-B). IL-1 yolağının inhibitörü 

olan Anakinra ise VEGFA gen ekspresyonu üzerinde bir etki göstermemiştir 

(p> 0.05; Şekil 4.15-C). 
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                A                                           B                                        C 

Şekil 4.15. VEGF-A  geninin DAPT (A), Allo-aca (B)  ve IL-1 inhibitörü (C)  verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05*, p˂0.05*, p> 0.05).  

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde VEGFR1 gen ekspresyonunu 

azaltmıştır (p˂ 0.005 **; Şekil 4.16-A). Leptin reseptör antagonisti olan Allo-

aca ve IL-1 yolağının inhibitörü olan Anakinra ise VEGFR1 gen ekspresyonu 

üzerinde bir etki göstermemiştir (p> 0.05; Şekil 4.16-B ve C). 

 

 

 

                       A                                           B                                        C 

Şekil 4.16. VEGF-R1 geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitörü (C) verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.005**, p> 0.05, p> 0.05). 

Notch yolağı inhibitörü olan DAPT ve IL-1 yolağının inhibitörü olan 

Anakinra kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde VEGFR2 gen ekspresyonunu azaltmıştır (p˂ 0.05 *; Şekil 4.17-B ve C). 

Leptin reseptör antagonisti olan Allo-aca ise VEGFR2 gen ekspresyonunu 

azaltmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlı değildir (p> 0.05; Şekil 4.17-B).  
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                  A                                              B                                             C 

Şekil 4.17. VEGF-R2 geninin DAPT (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibitörü (C)  verilen 
tedavi gruplarındaki mRNA ekspresyonu (n:8, p˂ 0.05*, p> 0.05, p˂ 0.05*). 

4.4. Western Blotting Bulguları 

IL-1 yolağının inhibitörü olan Anakinra, NILCO yolağında rol alan 

Notch, IL-1 ve leptin protein ekspresyonlarını azaltmıştır. Diğer inhibitörlerin 

istatsitiksel olarak anlamlı bir etkileri gözlenmemiştir. Bu da Anakinra’nın 

KRK ‘da antianjiojenik ve antiinflamatuar gibi davranarak NILCO yolağı 

inhibisyonu ile tümör gelişimini baskılayabileceğini düşündürmektedir.  

 

Şekil 4.18. DAPT , Allo-aca , IL-1 inhibitörü   verilen tedavi gruplarındaki protein 
ekspresyonları  
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızın sonuçları, zenograft KRK oluşturulmuş fare kolon 

dokusunda NILCO etkileşimindeki yolakların eksprese olduklarını ve NILCO 

etkileşiminin hastalığın gelişimi ile ilişkili olduğunu ortaya koymaktadır. 

Notch yolağı inhibitörü DAPT tedavisi, NILCO ile VEGFA ve VEGFR1 gen 

ekspresyonlarının düzeylerini azaltmıştır. IL-1 yolağının inhibitörü Anakinra 

tedavisi, VEGFR2 gen ekspresyonunu ve NILCO yolağının tüm protein 

ekspresyonlarını azaltmıştır. Leptin reseptör antagonisti Allo-aca tedavisi ise 

istatistiksel olarak anlamlılık göstermese de leptin, leptin ObR ve VEGFR2 

ekspresyonunu azaltmıştır. HCT-15 kolon kanser hücreleri enjekte edilmiş 

scid (NOD/SCID) farelerde, tümör oluşumuna rağmen tümör volüm ve H&E 

boyama görünümleri açısından gruplar arasında bir fark gözlenmemiştir. 

Her iki cinsiyette de sıklıkla gözlenen kanser türlerinden biri olan KRK 

hastalarına uygun tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesi için kanser 

oluşumuna dahil olan genler ve yolaklarının bir bütün olarak kapsamlı bir 

şekilde incelenmesi gerekmektedir (Grant vd., 2004). KRK gelişiminde pek çok 

risk faktörü vardır, bunlardan biri de adipokin metabolizmasındaki 

değişikliklerdir (van Kruijsdijk, van der Wall, & Visseren, 2009). Yapılan 

moleküler çalışmalar, adipokinlerin çoğu zaman hücre içi sinyal yolaklarını 

doğrudan ya da aracı moleküller ile etkileyebildiğini göstermiştir. Etkilenen 

bu sinyal yolakları ise hücre döngüsünde önemli rol oynayan onkojen ya da 

tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonlarını düzenlemektedir. Kolon 

hücrelerinde yapılan in vitro bir çalışmada, adipokinlerin mitojen gibi 

davrandığı ve apoptozisi inhibe ederek tümör gelişimini artırdığı gösterilmiştir 

(Wei, Giovannucci, Fuchs, Willett, & Mantzoros, 2005). Önemli adipokinlerden 

biri olan leptinin, insan Ob geni tarafından kodlandığı ve normal koşullarda 

enerji algılayıcısı olarak iş gördüğü bilinmektedir. KRK' nında içinde olduğu 

çoğu kanser türünde, kan leptin seviyelerinde değişiklikler görülmüştür 

(Erkasap vd., 2013; Wei vd., 2005). Bizim yapmış olduğumuz bu çalışma 

sonuçlarına göre s.c olarak verilen leptin inhibitörü Allo-aca, Notch inhibitörü 

DAPT ve IL-1 inhibitörü Anakinra, leptin gen ekspresyonunu baskılamıştır. 
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Ancak bu inhibisyon, Notch inhibitörü DAPT verilen grupda diğerlerine göre 

istatistiksel olarak daha da anlamlı farklılık göstermiştir. 

Leptinin reseptörüne bağlanması, IL-1’ in de aralarında olduğu çeşitli 

proinflammatuar sitokinlerin üretimine neden olur (Newman & Gonzalez-

Perez, 2014). Bizim çalışmamızda da literatürle uyumlu olarak, bütün tedavi 

gruplarında leptin gen ekspresyonu azalmıştır. Western blot sonuçlarımıza 

göre ise sadece IL-1 inhibitörü Anakinra verilen grupta leptin protein 

ekspresyonu kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azalmıştır. Yapılan 

literatür taramalarında hiçbir kanser türünde IL-1 inhibitörü ve leptin 

arasındaki etkileşim çalışılmamıştır. Bu nedenle çalışmamızda, IL-1 

inhibitörü ve leptin arasındaki olası ilişkinin KRK gelişimi üzerine etkilerinin 

açığa çıkarılması hedeflenmiştir. 

Yapılan çalışmalarda leptin ve IL-1 indüklü sinyallerin pek çok patolojik 

koşullarda birbiriyle bağlantılı olduğu bildirilmiştir (Rene Gonzalez vd., 2009). 

Bu ilişki tümör inflamasyonu, proliferasyonu ve anjiojenezde önemli rol oynar. 

IL-1 ekspresyonunun, meme kanseri, akciğer kanseri, KRK ve melanom 

tümörlerinde tümör büyümesi ve metastazını etkilediği bildirilmiştir (Wang, 

Wood, & Trayhurn, 2008). Pei‐Hung Chang ve arkadaşları KRK hastalarında 

yaptıkları bir çalışmada, IL‐1β serum seviyelerini ölçerek, proinflamatuar 

sitokinlerin aracılık ettiği inflamasyon sürecinin KRK gelişimine ve 

prognozuna katkıda bulunduğunu göstermişlerdir (Chang vd., 2016). IL-1' in 

leptin indüklü etkileri hücreye spesifiktir. Apte ve arkadaşlarının meme 

kanserinde yaptığı in vitro çalışmada, leptin ile IL-1 arasındaki ilişki direkt 

olarak gösterilmiştir (Apte vd., 2006). Daha da önemlisi IL-1, IL-1R TipI (tl) ile 

bağlanarak leptinin etkilerine aracılık eder (Rene Gonzalez vd., 2009). Bizim 

çalışmamızda IL-1R gen ekspresyonu DAPT verilen grupta kontrole göre 

azalmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlılık göstermemiştir. IL-1 β 

geninin DAPT ve IL-1 inhibitörü Anakinra verilen tedavi gruplarındaki mRNA 

ekspresyonu azalırken Allo-aca verilen grupta değişmemiştir. Western blot 

sonuçlarımıza göre IL-1β protein ekspresyonu IL-1 inhibitörü olan Anakinra 

verilen grupta kontrol grubuna göre azalmıştır. 
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Leptin sinyali, JAK2 / STAT3 ‘ün de dahil olduğu birçok sinyal yolağı 

üzerinden iletilir. STAT3, hücre döngüsünün devamlılığını koruyarak ve 

apoptozu engelleyerek onkojeneze katkı sağlar. Leptin’in parakrin veya 

otokrin etkileri, tümör hücrelerinin inflamatuvar sitokinleri salgılaması için 

uyarıcı olabilir. Ayrıca leptin, çeşitli büyüme faktörlerinin ve sitokinlerin 

salgılanmasına yol açarak tümörün yayılmasını da tetikleyebilir (Guo, Liu, 

Wang, Torroella-Kouri, & Gonzalez-Perez, 2012). Endo ve arkadaşları, KRK 

gelişiminde leptinin ObRb / STAT3 yolağı aracılığıyla rol oynadığını ileri 

sürmüşlerdir. Yapılan bu in-vitro çalışmada normal kolonik epitelyal hücreler 

ile tümörlü hücreler karşılaştırıldığında tümörlü hücrelerde ObR 

ekspresyonunun daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Yine aynı çalışma da 

leptinin, obez hastalarda KRK gelişiminde büyüme faktörü gibi rol oynadığı 

gösterilmiştir (Endo vd., 2011). Milosevic ve arkadaşlarının yaptığı başka bir 

çalışmada ise KRK’ de leptin reseptör ekspresyonunun, tümör hücrelerinin 

çoğalma ve anjiyojenezi ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Milosevic vd., 2015). 

Bizim çalışmamızda da kontrol ve tedavi grubu kıyaslandığında ObRb 

ekspresyonu, leptin inhibitörü Allo-aca ve Notch inhibitörü DAPT verilen 

grupta azalmıştır. Tüm bu veriler, bir adipokin olan leptinin kanser 

gelişiminde moleküler düzenlemeye önemli oranda katkıda bulunduğuna 

işaret etmektedir. 

KRK gelişiminde önemli olduğu bilinen bir diğer yolak da prokarsinojenik 

Notch sinyalizasyon yolağıdır ve intestinal epitelyumun normal devamlılığı ve 

homeostazisi için gereklidir (Noah & Shroyer, 2013). Notch sinyalizasyonu; 

proliferasyon, farklılaşma ve apoptosis arasındaki dengeyi düzenlemede 

önemli bir role sahiptir (Artavanis-Tsakonas vd., 1999). Bu yolak, tümör 

anjiojenezinde rol oynadığı gibi kötü prognoz ve yaşam süresi ile de 

bağlantılıdır. Notch ligand ve reseptörleri transmembran proteinlerdir 

(Gonzalez-Perez, Lanier, & Newman, 2013). Notch reseptörlerinin 

ligandlarıyla olan etkileşimi gamma-secretase tarafından Notch' un proteolitik 

yıkımına ve Notch' un intraselüler domaini olan ve nükleer translokasyonunu 

başlatan NICD' ın aktifleşmesine neden olur. NICD' ın nükleer 

translokasyonunu takiben, hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu başlar 
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(Takebe, Nguyen, & Yang, 2014). İnsan kolon adenokarsinomları ve KRK 

hücre hatlarında yapılan çalışmalarda, Notch1 ve Notch2 reseptörleri ile 

birlikte Jagged ligandlarının da eksprese olduğu bildirilmiştir (Guilmeau, 

Flandez, Mariadason, & Augenlicht, 2010). Serafin ve arkadaşları yaptıkları 

çalışmada Notch3 düzeylerinin de primer kolorektal kanser örneklerinde 

önemli miktarda arttığına işaret etmişlerdir (Serafin vd., 2011). Bu 

araştırmacıların yaptığı çalışmadan çıkan sonuçlar, DLL4 ve Jagged1' in 

kolorektal kanserdeki Notch3 eskpresyonu ile uyumludur (Pasto vd., 2014). 

Rodilla ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise Notch ligandı olan Jagged1' in 

delesyonu sonucu Notch sinyalizasyonunun inaktivasyonu ile farelerde tümör 

büyümesi inhibe edilmiştir (Rodilla vd., 2009) 

Bizim çalışmamız da daha önce yapılan çalışma sonuçları ile uyumlu 

olarak, Notch inhibitörü DAPT verilen grupta Notch1 ve Jagged1 gen 

ekspresyonları azalmıştır. IL-1 inhibitörü Anakinra verilen grupta Jagged1 

gen ve Notch protein ekspresyonu da azalmıştır. Bu da bize, DAPT ve 

Anakinra’ nın KRK’ da Notch ve IL-1’ i inhibe ederek tümör gelişiminde tedavi 

edici etkilerinin olabileceğini göstermektedir. Meme kanser çalışmalarına 

ilaveten bizim KRK çalışmamızın sonuçları da kanser gelişiminde Notch ve IL-

1’ in birlikte rol oynadığını düşündürmektedir.  

Tümör hücrelerinin büyümesi için temel faktörlerin oksijen ve besin 

olduğu bilinmektedir. Tümör hücreleri bunu başarabilmek için çeşitli 

anjiojenik faktörleri salgılarlar. Bu faktörler, tümör gelişiminde önemli olan 

proliferasyon, farklılaşma ve yeni kan damarlarının oluşumu için önemlidir. 

Bilinen en potent anjiojenik sitokin olan VEGF; makrofaj, mast hücreleri, 

fibroblast, keratinosit ve düz kas hücresi gibi pek çok hücreden salgılanır. 

VEGF salınımına etkili faktörler hipoksi, inflamatuar sitokinler, reaktif 

oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlardır. Bu faktörlere ilaveten leptin 

de vasküler permabiliteyi, VEGF / VEGFR-2 ve matriks metalloproteinaz 

(MMPs) ekspresyonlarını artırarak anjiojenezise katkıda bulunur (Gonzalez-

Perez vd., 2013). Son zamanlarda meme kanserinde yapılan çalışmalarda, 

leptinin Notch düzenleyicilerinden biri olduğu, VEGF sinyali aracılığıyla 

anjiyojenezi etkilediği, IL-1’in ise VEGF / VEGFR2 ile birlikte Notch 
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sinyalizasyon yolağında önemli olan Notch1-4 / JAG1 / Dll-4 gen 

ekspresyonlarını artırdığı bildirilmiştir (Lipsey vd., 2016). Bizim çalışmamızda 

da, Notch inhibitörü DAPT verilen grupta, VEGFA ve VEGFR1 gen 

ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalmıştır. IL-1 inhibitörü 

Anakinra verilen grupta ise VEGFR2 azalmıştır. Leptin inhibitörü Allo-aca’ 

nın ise Anakinra gibi etki göstererek VEGFR2’ yi inhibe edip anjiojenezi 

baskıladığı ve böylece tümör oluşumunu geriletebileceğini düşündürmüştür. 

Guo ve arkadaşları, meme kanserinde VEGF / VEGFR2’nin  leptin tarafından 

indüklenmesi nedeniyle leptin-Notch-IL-1 (NILCO) etkileşiminin tümör 

gelişiminde önemli olduğunu bildirmişlerdir. Bu üç molekül arasındaki 

etkileşimi ifade eden NILCO, kanser oluşumunda proliferation / migration ve 

pro-anjiojenik moleküllerin ekspresyonunda temel rol oynar (Guo & Gonzalez-

Perez, 2011). 

Çeşitli dokularda yapılan kanser çalışmaları incelendiğinde, leptin ile 

indüklenen hücre proliferasyonun inhibisyonu, leptinin anjiojenik hedef 

genleri olan, VEGF / VEGFR-2, IL-1 ve Notch düzeylerini önemli oranda 

azaltarak tümör büyümesini baskıladıkları gözlenmiştir (Carino vd., 2008). 

Ancak, NILCO ve kanser gelişimi arasındaki ilişkiye yönelik kolon dokusunda 

yapılmış kapsamlı moleküler bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu bağlamda 

yaptığımız çalışma, NILCO ve KRK ilişkisini ve NILCO' nun farmakolojik 

inhibisyonu ile tedavi üzerine olası etkilerini inceleyen ilk çalışmadır. Bu 

çalışmadan çıkan sonuçlar, kolorektal kanser oluşum mekanizmasında rol 

oynayan NILCO ilişkili hücre içi yolaklar hakkında bilgi verdiği gibi bu hedef 

yolakların inhibisyonu ile yeni tedavi yöntemlerini de literatüre 

kazandırabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

NILCO ve kolorektal kanser gelişimi arasındaki ilişkiye yönelik olan bu 

çalışma ilk kez kolon dokusunda yapıldığı için önemlidir ve daha kapsamlı 

çalışmalara da öncü olacaktır. Aynı zamanda, NILCO inhibisyonun tedavi 

üzerine olası etkileri de incelenmiş olup kanser tedavisine yeni seçenekler 

sunabilmesi açısından önemlidir. Bu çalışmadan çıkan sonuçları temel alarak, 

kolorektal kanser oluşum mekanizmasında rol oynayan NILCO ilişkili hücre 

içi yolakları ve bunların inhibisyonu veya aktivasyonu ile olası yeni tedavi 

yöntemlerini ortaya koyabilecek çalışmalar yapılabilir. 
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