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ÖZET 

Ehrlich Solid Tümör Modelinde Bornil Asetatın Antikanser Etkisinin Araştırılması 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi, lokal doku istilası ve metastazı ile karakterize 

patolojik bir süreçtir. Kanser araştırmalarında deneysel tümörler, modelleme amacıyla 

büyük öneme sahiptir ve bu alanda Ehrlich assit karsinom (EAC) modeli yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Biyoterapötiklerin keşfi ve mevcut kemoterapötiklerin etkinliklerinin 

arttırılması hedefli çalışmalarda onkogenik proteinlerin inhibisyonu ve antiproliferatif 

proteinlerin aktivasyonu hedeflenmektedir.  Son yıllarda, maligniteyi baskılamak amaçlı 

tümör hedefli doğrudan ilaç tedavisine yönelinmiştir. Helichrysum armenium, tıbbi ve 

aromatik bitkiler bakımından zengin olan ülkemizin endemik türleri arasında yer almaktadır. 

Bitkinin çiçek ve yaprak kısımlarından elde edilen bornil asetat (BA), anti-inflamatuar ve 

anti-oksidan özellikleriyle bilinmektedir. Bu çalışmada EAC solid tümör modelinde BA’nın 

uygulama yoluna [intraperitonel (i.p.) ve subkutan (s.k.)], dozuna (50 ve 100 mg/kg), 

süresine göre (21 gün ve 10 gün) pozitif kontrol 5-florourasil (5-FU) ile karşılaştırmalı olarak 

antikanser etkisinin ilk kez araştırılması amaçlanmıştır. Kontrol gruplarında 5, deney 

gruplarında 10 adet Balb/c dişi fare olacak şekilde 16 grup oluşturuldu. EAC hücreleri Balb/c 

dişi farelere subkutan olarak enjekte edildi. BA’nın 50 ve 100 mg/kg lık dozları, 21 gün ve 

10 gün süreyle 5-FU’nun 50 mg/kg lık dozuyla karşılaştırmalı olarak uygulandı. 21. günün 

sonunda hayvanlar dekapite edilerek tümör dokuları ve serum numuneleri toplandı. Serum 

numunelerinde AST, ALT ve üre ölçümleri otoanalizörde gerçekleştirildi. Tümör 

numunelerinde oksidatif hasar derecesi, MDA, TOS ve TAS’ın spektrofotometrik 

ölçümleriyle belirlenirken, Nrf2, NF-κB, VEGF, MMP-9, Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, LC-3, 

Beclin-1, p21 ve p53 proteinlerinin tayini western blot yöntemi ile gerçekleştirildi. Çalışma 

neticesinde BA’nın tümör hedefli s.k. uygulandığı deney gruplarının, eş değer i.p. deney 

gruplarına nazaran tümör volümünün küçültülmesinde başarılı olduğu ortaya kondu. Ayrıca 

BA’nın tümör doku üzerinde pro-apoptotik, pro-otofajik, anti-oksidan, anti-anjiyogenik, 

anti-inflamatuar özellikleri de in vivo olarak ilk kez gösterildi. Bu çalışmadan hareketle BA, 

tümör hedefli terapötik araştırmaların yeni hedefini oluşturabilir.  

Anahtar Sözcükler: Anjiyogenez, Anti-oksidan, Apoptoz, Bornil asetat, Ehrlich solid 

tümör, Kanser, Otofaji 
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ABSTRACT 

Investigation of the Anticancer Effect of Bornyl Acetate in the Ehrlich Solid 

Tumor Model 

Cancer is a pathological process characterized by uncontrolled cell growth, local tissue 

invasion and metastasis. Experimental tumors are of great importance for modeling purposes 

in cancer research and the Ehrlich ascites carcinoma (EAC) model is widely used in this 

field. Inhibition of oncogenic proteins and activation of antiproliferative proteins are targeted 

in studies aimed at the discovery of biotherapeutics and enhancing the efficacy of existing 

chemotherapeutics.  In recent years, there has been a move towards tumor-targeted direct 

drug therapy to suppress malignancy. Helichrysum armenium is among the endemic species 

of our country, which is rich in medicinal and aromatic plants. Bornyl acetate (BA) obtained 

from the flower and leaf parts of the plant is known for its anti-inflammatory and anti-oxidant 

properties. In this study, it was aimed to investigate the anticancer effect of BA according to 

the route of administration [İntraperitoneal İntraperitoneal (i.p.) and subcutaneous (s.c.)], 

dose (50 and 100 mg/kg) and duration (21 days and 10 days) in comparison with the positive 

control 5-fluorouracil (5-FU) in EAC solid tumor model for the first time. Sixteen groups 

were formed with 5 Balb/c female mice in the control group and 10 in the experimental 

group. EAC cells were injected subcutaneously into Balb/c female mice. Doses of 50 and 

100 mg/kg of BA were administered for 21 days and 10 days in comparison with 50 mg/kg 

of 5-FU. At the end of the 21st day, animals were decapitated and tumor tissues and serum 

samples were collected. AST, ALT and urea measurements in serum samples were 

performed on an autoanalyzer. Oxidative damage in tumor samples was determined by 

spectrophotometric measurements of MDA, TOS and TAS, and Nrf2, NF-κB, VEGF, MMP-

9, Caspase-3, Bcl-2, Bax, LC-3, Beclin-1, p21 and p53 proteins were determined by western 

blotting. As a result of the study, it was revealed that the experimental groups in which BA 

was administered tumor-targeted s.k. were successful in reducing tumor volume compared 

to the equivalent i.p. experimental groups. In addition, the pro-apoptotic, pro-autophagic, 

anti-oxidant, anti-angiogenic and anti-inflammatory properties of BA on tumor tissue were 

demonstrated for the first time in vivo. Based on this study, BA may constitute the new target 

of tumor-targeted therapeutic research.  

Keywords: Angiogenesis, Anti-oxidant, Apoptosis, Autophagy, Bornyl acetate, Cancer, 

Ehrlich solid tumor
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre dünyada ölüme neden olan hastalıklar arasında 

ikinci sırada yer alan kanser, kontrolsüz hücre büyümesi, lokal doku istilası ve metastazı ile 

karakterize patolojik bir süreçtir (1, 2). Kanser hücrelerini normal hücrelerden ayıran temel 

özellikler, ‘kanserin ayırt edici özellikleri’ olarak adlandırılmakta ve bir hücrenin kontrolsüz 

olarak çoğalmasını ve büyüme potansiyelini, tümörün primer olarak bulunduğu bölgeden 

ayrılarak farklı doku ve organlarda da göstermelerine neden olmaktadırlar. Bu özellikler; 1. 

Proliferasyon sinyalleri oluşturma, 2. Büyüme baskılayıcı sinyallerden kaçınma, 3. 

Epigenetik yeniden programlanma, 4. Ölümsüzlük, 5. Hücre ölümüne direnç, 6. İmmün 

cevaptan kaçınma, 7. İnvazyon ve Metastaz, 8. Anjiyogenesis, 9. Yaşlanma, 10. Genomik 

kararsızlık, 11. Hücresel metabolizmanın degranülasyonu, 12. Plastisite, 13. Tümörü teşvik 

eden inflamasyon olarak sıralanabilir (3). Bu ayırt edici özelliklerin ayrı ayrı ele alınarak 

irdelenmesi ve birbirleriyle etkileşimde oldukları sinyal yolakları üzerinden çalışılması 

kanser proliferasyonunun anlaşılması ve etkin kanser terapi tekniklerinin geliştirebilmesi 

için ayrı bir öneme sahiptir (4). Modern tıpta kanser tedavisi için cerrahi girişim, kemoterapi, 

radyoterapi, hormon replasmanı ve immunoterapi temel tedavi yöntemleridir. 

Kemoterapinin temel prensibi, tümör hücrelerinin proliferasyonunu önlemek ve tümör 

hücreleri üzerindeki etkisiyle beraber normal hücreler üzerinde, yan etki olmaksızın ya da 

minimum yan etki ile malign hücreleri yok etmektir (5). Ancak mevcut kanser 

kemoterapisinin neoplastik hücreler için özel olarak seçilememesi, hepatoksisite, 

nefrotoksisite, kardiyotoksisite gibi yan etkilere yol açması ve çoklu ilaç direnci gibi 

olumsuz etkileri, başarı yüzdesini düşürmektedir (6, 7). Bundan dolayı antikanser ilaçların 

yan etkilerine karşı kanser tedavisinde kullanılmak üzere, kanser hücrelerinin karakteristik 

özelliklerini hedef alan yeni ajan arayışlarına ve mevcut terapötiklerin intravenöz (i.v.), s.k., 

i.p., intramüsküler (i.m.), oral olmak üzere farklı uygulama yollarına yönelinmiştir. 

Deneysel tümörler, modelleme amacıyla büyük öneme sahiptir ve bu alanda EAC 

yaygın olarak kullanılmaktadır. EAC hücrelerinin tümör spesifik antijeni taşımamaları, 

yüksek trasplantasyon kabiliyetleri ve hızlı proliferasyon yetenekleri onları yeni 

kemoterapötiklerin arayışı çalışmalarında yaygın hale getirmiştir. İlk kez dişi bir farede 

spontan meme adenokarsinoması olarak ortaya çıkan tümörün, Ehrlich ve Apolant 

tarafından tümör parçalarının fareden fareye transplante edilmesiyle, bu deneysel tümör 

modelinin oluşturulduğu bilinmektedir (8). Daha sonraki yıllarda tümörü taşıyan farelerin 
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peritonunda sıvı halde gelişen formu elde edilmiş ve tümör hücreleriyle beraber assit sıvısı 

birikiminden dolayı “Ehrlich ascites carcinoma” olarak adlandırılmıştır (9). EAC, assit 

form ya da solid formda kullanılmaktadır. EAC tümör hücre süspansiyonu, i.p. yolla farelere 

verildiğinde assit formda tümörün oluştuğu gözlenirken s.k. olarak uygulandığında solid 

formda tümörün oluştuğu bilinmektedir (10).  

Son yıllarda maligniteyi kontrol altına almak, çevre dokulara ve uzaktaki sağlıklı 

organlara fiziksel hasarı azaltmak amaçlı tümör hedefli, doğrudan ilaç tedavisine 

yönelinmiştir (11). Literatürde önemli bir yere sahip, hedef özgüllüğü ve potansiyeli yüksek, 

etkili terapötikler olan biyoterapötikler genellikle i.v., i.m., i.p. veya s.k. enjeksiyon yoluyla 

hastaya uygulanmaktadır. S.k. enjeksiyonun, acı hissinin az olması, yüksek dozlarda dahi 

çevre doku ve organlara zarar verme riskinin diğer enjeksiyon tiplerine nazaran çok daha 

düşük olması, ilaca maruziyet süresinin kısa olması, ilacın fizikokimysal özelliklerine bağlı 

olarak (bağ doku elemanları ile elektrostatik etkileşimleri, pH, içerisindeki yardımcı 

maddelerin özellikleri gibi) lenfe geçiş sürelerinin kısa ve küçük dozlarda dahi doğrudan 

tümörle etkileşerek, biyoyararlılığı arttırması nedenleriyle uygulanması önerilmektedir (12). 

Literatürde doğal ürünlerin oral ve i.p. yollarla, kemoterapötiklerin i.p. ve i.v. yollarla 

uygulamalarına sıkça rastlanılmaktadır (13, 14). Deneysel solid tümör modellerinde doğal 

ürünlerin ve kemoterapötiklerin doğrudan tümör etkileşimini amaçlayan s.k. enjeksiyona ait 

çalışmalar ise sınırlıdır (15, 16).  

Potansiyel kemoterapötik ajanların kaynağı olarak doğal ürünlere ilgi her geçen gün 

artmaktadır. Doğal ürünler ve bunların türevleri dünya genelinde kullanılan ilaçların 

%50’sinden fazlasını oluştururken, bitkisel kaynaklı doğal ürünlerin %25’inden fazlasının 

kemoterapötiklerin ham maddesini oluşturduğu bilinmektedir (17). Birçok doğal ürün 

bileşeni tek başına ya da kompleks halde bu amaç için kullanılmaktadır. Aromatik 

bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel yağ bileşenleri arasında yer alan ve farmasötik 

özellikleriyle de tanınan terpenlerin antioksidan, antiseptik ve anti- inflamatuar özellikleri 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (18).  

Bir monoterpen olan bornil asetatın (BA), başta Pinaceae olmak üzere Asteraceae, 

Lauracea ve Valerianceae familyaları türlerinin esas olarak kokularından sorumlu olan 

esansiyel yağ bileşenidir (19, 20). Aynı zamanda ülkemizin endemik türleri arasında yer alan 

Helichrysum armenium ve Thymus vulgaris bitkilerinin çiçek ve yaprak kısımlarının 

esansiyel yağ içeriğini oluşturan ana bileşiklerdendir.  
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BA kimyasal ve biyolojik özelliklerine dayanılarak cilt kremlerinde, yara bakımında ve 

doğal antiseptik ajanlarda yoğun bir şekilde kullanılmaktadır (21).  

Bu tez çalışmasında literatürde in vitro antikanserojen özelliği ortaya konmuş olan 

BA’nın antiproliferatif, pro-apoptotik, pro-otofajik, anti-inflamatuar, anti-anjiyogenik 

potansiyelinin; uygulama yoluna, konsantrasyonuna ve süresine bağlı olarak in vivo Ehrlich 

solid tümör modelinde ilk kez araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser olarak tanımlanan malign tümöral doku, sağlıklı dokuya oranla daha sık ve 

kontrolsüz çoğalan, invaziv ve metastatik özelliklere sahip hücre kolonisini ifade eder (22). 

Kanser hücre kökeni, kanser doku gelişimi, yayılma ve nüksetme mekanizmalarını anlamaya 

yönelik her geçen gün artan araştırmalara rağmen, hastalık hala gizemini korumaktadır. Bu 

sebeple kanser, uzun süredir devam eden ve hızla gelişen biyomedikal araştırma ve 

uygulamalarının odak noktası haline gelmiştir (23).  

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre 2020 yılında kansere bağlı 10 milyon ölüm ve 

yaşam boyu (75 yaşından önce) kansere yakalanma riski %20 olarak bildirilmiştir (1, 24). 

Dünyada yeni teşhis edilen en yaygın kanser türleri arasında meme (2,26 milyon), akciğer 

(2,21 milyon) ve kolorektal (1,98 milyon) kanserleri yer almaktadır (25, 26). Ayrıca nüfus 

artışının ve sosyal yaşlanmanın hızlanmasıyla birlikte küresel kanser yükü de artmaya devam 

etmektedir. 2040 yılında yeni tanı konulan kanser hastası sayısının 2020 yılına göre %47 

artış ile yılda 30,3 milyona ulaşacağı tahmin edilirken, 16,3 milyon kişinin de kansere bağlı 

hayatını kaybetmesi beklenmektedir (1). Yapılan araştırmalarla ileri evre akciğer, kolorektal, 

karaciğer ve pankreas gibi kanserler için 5 yıllık göreceli sağkalım oranları, maksimal 

cerrahi eksizyon, radyasyon, kemoterapi, hormon replasmanı, immünoterapi ve hedefe 

yönelik tedavilere bağlı olarak değişkenlik gösterdiği belirtilmektedir. Bundan dolayı 

geleneksel kanser tedavi yöntemlerinin hiçbiri, ileri evre kanser hastalarını ne yazık ki 

tamamen iyileştirememektedir (27). Tümör proliferasyonunu etkileyen moleküler 

mekanizmaların bilgisi, bilhassa geç evre kanserlerin kötü prognozu için yeni ve etkili 

tedavilere yol açabileceği düşünülmektedir  

Fizyolojik şartlarda hücreler, hücre döngüsü kontrol mekanizmaları altında büyüyüp 

gelişirler. Hücreler, metabolik çevrenin ihtiyaçlarına ve uyaranlarına bağlı olarak hücre 

döngüsüne girerek büyüyüp çoğalmaya devam ederler ya da şartlar uygun değilse bekleme 

fazına geçerler (28). Hücre döngüsü interfaz (G0- G1- S- G2) ve mitotik evre olmak üzere 2 

basamakta meydana gelmektedir. Hücre döngüsüne giremeyecek hücreler G0 fazında uygun 

şartlar gelişinceye kadar beklemeye geçerler. Ancak DNA hasarı, genetik mutasyonlar, 

radyasyon gibi etmenlere bağlı olarak gelişen kanser hücreleri sağlıklı hücrelerin sahip 

olduğu denetleyici ve düzenleyici mekanizmalardan bağımsız, sürekli olarak prolifere 

olmaktadırlar (29). 
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Genel olarak kanser gelişiminin temel nedenleri arasında, söz konusu hücre 

döngüsünü düzenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik bozukluklar görülmektedir. 

Bazı durumlarda kusurlu gen kalıtsal olabilirken, diğer bazı durumlarda ise çevresel 

kanserojenlere yanıt olarak yeni mutasyonlar meydana gelebilmektedir. Genellikle hem 

kalıtsal hem de çevresel faktörler bir arada bulunur ve kanserin gelişmesi için mutasyonların 

birikmesi gerekmektedir (30). Oksidatif stres veya ultraviyole radyasyonu gibi çevresel 

faktörlere bağlı olarak hasar gören hücre DNA'sını korumak amacıyla, onarım 

mekanizmaları devreye girer ve hasarı onarmaya çalışır. Onarım mekanizmaları, hasarı 

onarabilecek seviyedeyse hücre ölüm sinyalleri aktive edilir. Ancak bu mekanizmalarda 

işlev kaybı mevcutsa mutasyona uğramış hücreler çoğalabilir ve mutasyonların birikmesiyle 

kanserli bir tümör oluşturabilirler (22).  

2.1.1. Kanser Hücresi Özellikleri 

DNA mutasyonları sonucu gelişen kanser hücreleri sağ kalımlarını, 

proliferasyonlarını ve metastatik evreye geçişlerini destekleyen karakteristik özellikler 

kazanmışlardır (3). Bu karakteristik özellikleri tek tek irdelersek; 

2.1.1.1. Proliferasyon Sinyalleri Oluşturma  

Kanser hücrelerinin en temel özelliği, kronik proliferasyonu sürdürme yetenekleridir. 

Normal dokular, hücre büyümesi, hücre döngüsüne giriş ve bu döngü boyunca ilerlemeyi 

yönlendiren, böylece hücre sayısının homeostazını ve dolayısıyla normal doku yapısının ve 

işlevinin korunmasını sağlayan proliferasyon sinyallerini sıkı bir şekilde kontrol 

edebilmektedirler (22). Tümör hücreleri, düzenleyici bu sinyalleri hedefleri doğrultusunda 

kullanarak kendi kaderlerinin efendisi olurlar (31). 

Kanser hücrelerinde hücre döngüsü kontrol mekanizmalarının bozulmasının yanı sıra 

hücre büyüme sinyallerinin düzeninin bozulması da söz konusudur Kanser hücreleri, 

proliferatif sinyali sürdürme kabiliyetini farklı yolaklardan kazanabilirler (22). Kanser 

hücreleri aynı kökenli reseptörlerin ekspresyonu yoluyla yanıt verebilecekleri, otokrin 

proliferatif stimülasyonla büyüme faktörü ligandlarını üretebilirler (32). Sağlıklı hücrelerden 

farklı olarak kanser hücreleri büyüme faktörü salınımını arttırmak amacıyla hücre içi sinyal 

yolaklarını devamlı olarak aktive ederek otokrin sinyal iletimi sayesinde hücre dışı büyüme 

faktörlerine ihtiyaç duymaksızın sağ kalımı ve proliferasyonu sürdürürler. Ayrıca tümör 

hücreleri, farklı büyüme faktörlerinin senteziyle aktifleşen ve tümör hücre proliferasyonunu 
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destekleyen tümörle ilişkili stroma içindeki normal hücreleri uyaran sinyaller de 

gönderebilirler (4, 33). 

2.1.1.2. Büyüme Baskılayıcı Sinyallerden Kaçınma 

Kanser hücreleri hücre proliferasyonunu sürdürme ve hücre döngüsü kontrol 

mekanizmalarından kaçınma gibi karakteristik özelliklerine ek olarak hücre büyüme ve 

çoğalmasını durduran mekanizmalardan da korunabilmelidirler. Bu mekanizmaları tümör 

baskılayıcı genlerin eylemleri düzenlemektedir (31). Hücre büyümesini ve proliferasyonunu 

sınırlamak amacıyla fonksiyon kazanım veya kaybı deneyleri yoluyla farklı tümör 

baskılayıcı genler keşfedilmiştir. İki prototipik tümör baskılayıcı gen tarafından kodlanan, 

retinoblastoma ile ilişkili protein (RB) ve tümör baskılayıcı protein 53 (p53) hücrelerin 

çoğalma, yaşlanma ve apoptotik programları etkinleştirme kararlarını yöneten iki merkezi 

anahtar olarak çalışırlar (34). RB, büyük ölçüde hücre dışı kaynaklı büyümeyi engelleyen 

sinyalleri iletirken, p53 hücre içi kaynaklı stres uyaranlarına yanıt vermektedir (35). 

Tümör baskılayıcı protein 53’ün bir genom koruyucusu olduğu ve hücre döngüsü, 

hücresel farklılaşma, DNA onarımı ve apoptozu düzenlemede önemli bir rol üstlendiği iyi 

bilinmektedir (34). Genomdaki hasar derecesi, nükleotit havuzlarının seviyeleri, büyümeyi 

teşvik eden sinyaller, glukoz veya hücre içi oksijen seviyesine göre hücrenin kaderini 

belirler. p53, bu koşullar normale dönene kadar hücre döngüsü ilerlemesini durdurabilir ya 

da hasar onarılamaz düzeydeyse apoptozu tetikleyebilir. Kanser hücreleri, büyüme karşıtı 

sinyallerle ilişkili bu tümör baskılayıcı genleri, mutasyon, gen silinmesi ya da metilasyon 

aracılığıyla etkisiz kılarak proliferasyonlarına devam edebilmektedirler (36).  

2.1.1.3. Epigenetik Yeniden Programlanma 

Epigenetik, gen ifadesi ya da hücresel fenotipte DNA diziliminden bağımsız 

mekanizmaların neden olduğu kalıtsal değişimler olarak tanımlanabilir. DNA metilasyonu, 

histon modifikasyonu ve düzenleyici kodlanmayan RNA (miRNA, siRNA, snRNA.) 

epigenetik mekanizmaların başında yer alırlar (37).  

Gen ifadesinde tamamen epigenetik olarak düzenlenen değişiklikleri içeren, 

bağımsız bir diğer genom yeniden programlama modu mevcuttur ki buna "mutasyonel 

olmayan epigenetik yeniden programlama" adı verilir (38). Mutasyonsuz kanser evrimi ve 

belirleyici kanser fenotiplerinin tamamen epigenetik programlanması önerisi neredeyse on 

yıl önce gündeme getirilmiş ve o günden bu yana güncelliğini koruyarak daha fazla 
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tartışılmaktadır (31, 39). Gen ekspresyonunun mutasyona uğramayan epigenetik 

regülasyonu kavramı elbette embriyonik gelişime, farklılaşmaya ve organogeneze aracılık 

eden merkezi bir mekanizmaya dayanmaktadır (40). Artan kanıtlar, gen ve histon 

modifikasyonlarında, kromatin yapısında pozitif-negatif geri besleme döngüleri tarafından 

muhafaza edilen gen ekspresyon anahtarlarının tetiklenmesindeki değişiklerin, kanser 

patogenezinde etken olduğunu göstermektedir. Bu kanıtlar epigenetik değişimlerin, kanser 

proliferasyonu ve malign ilerleme esnasında ayırt edici fonksiyonların kazanılmasına katkı 

sağlayabileceği önermesini doğrulamaktadır (3). 

2.1.1.4. Ölümsüzlük 

Son yıllardaki araştırmalar sonucu, kanser hücrelerinin, replikasyon yetenekleri 

sayesinde makroskopik tümörler oluşturabilecekleri kabul edilmektedir. Söz konusu özellik, 

belirli sayıda ardışık hücre döngüsünden geçebilen somatik hücrelerin davranışlarıyla 

belirgin zıtlık göstermektedir (31). Bahsi geçen proliferasyon sınırlaması, çoğalmanın 

önündeki iki çeşit engelle ilişkilendirilmiştir: yaşlanma ve hücre ölümü. Buna göre, in vitro 

çoğaltılan hücrelerde tekrarlanan hücre bölünme döngüleri önce yaşlanmanın 

indüklenmesine ve ardından, yaşlanma engelini aşmayı başaran hücreler için de bu 

popülasyon hücrelerinin hücre ölümüne yönlendirilmesine yol açar. Ancak tümör hücreleri 

iki koruma mekanizmasını da aşarak ölümsüzleşme olarak adlandırılan sınırsız replikasyon 

potansiyeli sergilerler (41).  

2.1.1.5. Hücre Ölümüne Direnç 

Tümör hücrelerinin -hücre ölümüne direnç- karakteristik özelliği; hücre döngüsü 

kontrol mekanizmaları, apoptotik ve otofajik hücre ölüm sinyal yolaklarından kaçınmaları 

başlıklarıyla incelenecektir.  

Hücre Döngüsü Kontrolü  

Hücre döngüsü çalışmalarının uzun geçmişi 1970'lerin başında ilk hücre döngüsü 

düzenleyici gen, siklin bağımlı serin/treonin protein kinaz (CDK) 28'in (mayadaki CDK1 

analoğu) tanımlanmasına dayanmaktadır. Hücre döngüsü CDK ve onlarla kompleks 

oluşturan siklin proteinleri tarafından katalizlenir. CDK’lar, hücre döngüsünün belirli 

kontrol noktalarında aktive olan serin/treonin protein kinazlardır. Memeli hücrelerinde en az 

yedi CDK bulunur. CDK'lar hücre döngüsü süresince ilerleme için kritik önem 

taşımaktadırlar. Çünkü inaktivasyonları mitozu önlemektedir (42). 
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Hücre döngüsü, genomik DNA replikasyonuna ve devamında iki yavru hücrenin 

çoğalmasına yol açan, sıkı kontrol edilen bir dizi olaylar serisidir (43). Bir seri halinde 

ilerleyen bu hücre döngüsü G1, S, G2 ve M olmak üzere dört aşamadan oluşmaktadır. Aynı 

zamanda hücre döngüsü morfolojik olarak interfaz (ara faz) ve M (mitotik) faz aşamalarına 

bölünebilir Ara faz G1, S ve G2 aşamalarından oluşurken mitotik faz profaz, metafaz, anafaz 

ve telofaz aşamalarından oluşmaktadır. Hücre döngüsünün merkezinde hücre döngüsünün 

aşamaları boyunca hücrenin ilerlemesini düzenleyen CDK’lar ve siklin proteinleri yer 

almaktadır (42, 43).  

Döngünün G1 ve G2 aşamaları, hücre döngüsündeki iki belirgin dönüm noktası olan 

DNA sentezi ve mitoz arasında meydana gelmektedir. G1 fazında hücre DNA sentezine 

hazırlanırken S fazı, DNA replikasyonu ve hücresel bileşenlerin iki katına çıktığı evreden 

sorumludur. Bu nedenle S fazı 2N ile 4N arasında anöploid DNA içeriğine sahiptir.  G2 fazı, 

hücrenin M fazına hazırlandığı hücre döngüsü evresidir (Şekil 1) (44). Bahsi geçen evreler 

durağan dönemler değil, hücrelerin hacim kazandığı, büyüme sinyallerini entegre ettiği, 

kopyalanmış bir genomu organize ettiği ve kromozom ayrışmasına hazırlandığı dönemlerdir. 

Bir de bu 3 fazın dışında hücrelerin fizyolojik olarak bölünmeye uygun olmadığı durumlarda 

hücre döngüsünden ayrılarak beklemeye geçtiği G0 aşaması mevcuttur (43).  



9 
 

 

Şekil 1. Hücre döngüsü (Ligasova’dan, 44) 

Ara faz boyunca ortaya çıkan DNA hasarı, hücre döngüsünün sonraki aşamalarına 

geçmeden önce onarım yollarının aktivasyonuna zaman tanımak amacıyla hücre siklusunun 

durmasına neden olur (45, 46). DNA hasarının kaynağı, metabolik ara ürünler, telomer 

yıpranması, onkogenin aşırı ekspresyonu ve DNA replikasyon hataları gibi hücre içi 

kaynaklı olabileceği gibi güneş ışığından kanserojenlere, iyonlaştırıcı radyasyona veya diğer 

antikanser tedaviler gibi hücre dışı kaynaklı da olabilmektedir. DNA onarımı için hasara 

özgü pek çok yanıt mevcutken, genomik DNA'daki farklı hasarlar, hasar ortadan 

kaldırılıncaya kadar CDK'ları inaktif formda tutan kontrol noktası yollarını aktive 

edebilmektedirler (45, 47). Söz konusu noktalar tümör supresör p53 aracılı kontrol edilen 

bölgeler, DNA hasarı kontrol noktaları ve checkpoint kinaz-1 in kontrolünde olan bölgeler 

olarak sınıflandırılabilir (43, 46). Hücre döngüsü kusur derecesine bağlı olarak 

gerçekleşebilen kontrol noktası fonksiyon bozuklukları, kanser gelişimine, hücre ölümüne 

ve hücre döngüsünün yeniden programlanmasına kadar farklı neticelere neden 

olabilmektedir (47). 
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Tümör Baskılayıcı Gen p53  

1979'da keşfinden bu yana, p53'ün tümör baskılanmasında anahtar rolünü ortaya 

koyan kapsamlı çalışmalar yapılmıştır (31). p53 geninin mutasyonları ve p53'ün negatif 

düzenleyicilerinin [örn Mouse double minute 2/4 homolog (MDM2/MDM4) ve Protein 

fosfataz Mn2+/Mg+ bağımlı 1D  aşırı ekspresyonu gibi diğer mekanizmalar yoluyla yabanıl 

tip p53 fonksiyonunun kaybı, insanlarda birçok kanser türünün başlatılması ve/veya 

ilerlemesi için bir ön koşul olarak görülmektedir. Bir transkripsiyon faktörü olarak p53, 

tümör baskılayıcı işlevini, hedef genleri üzerinde yer alan p53 DNA bağlanma bölgeleri 

aracılığıyla ilgili gen ekspresyonlarını düzenleyerek gerçekleştirir (48). Bu genleri 

transkripsiyonel olarak düzenleyen p53, apoptoz, hücre döngüsünün durdurulması, 

yaşlanma, DNA onarımı, hücre metabolizması ve antioksidan savunma dahil olmak üzere 

birçok önemli biyolojik süreçte kritik rol oynar (49). Bununla birlikte; p53 mutasyonları tüm 

kanserlerin %50'sinden fazlasında görülür. İlginç bir şekilde, meme kanseri tip-1 duyarlılık 

geni (BRCA1), RB ve adenomatöz polipozis koli gibi gen mutasyonları kaynaklı gelişen 

kanserlerde p53 mutasyonları, ağırlıklı olarak p53'ün DNA bağlanma alanında meydana 

gelir. Söz konusu durum p53'ün, hedef genlerindeki p53 DNA bağlanma elemanlarına 

tutunma yeteneğini ve devamında p53'ün transkripsiyonel etkinliğini bozarak tümör hücre 

gelişimini uyarır (50). Tüm insan kanserlerinin yarısından fazlasında mutasyona uğrayan 

kritik bir tümör baskılayıcısı p53 gendir. p53'deki mutasyonlar yalnızca antitümör aktiviteyi 

bozmaz, aynı zamanda mutant p53 proteininin onkogenik özelliklerini de kazandırır. Ek 

olarak, spesifik p53 mutantları, p53 etkileşimini şekillendirerek hücresel yolları yeniden 

düzenleyebilir ve kanserin çoğalmasını, göçünü, metastazını destekleyebilir. (31, 48). Son 

yıllarda ortaya konan farklı hücresel etkileriyle tümör büyümesi üzerindeki rolü p53’ün 

önemini arttırmıştır. Örneğin, p53 hücresel metabolizmayı düzenleyebilir ve hücreleri 

ferroptozla ilişkili hücre ölümüne karşı duyarlı hale getirebilir (50, 51).  p53 ayrıca tümör 

gelişiminde kritik süreçler olan apoptoz, otofaji, hücresel farklılaşması ve kök hücre 

yenilenmesini de kontrol eder (48). İlgili araştırmalar neticesinde p53 mutasyonu aracılığıyla 

değişebilen sinyal yolaklarını hedeflemek, etkin bir strateji gibi görünmektedir. 

 Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörü p21 

İlk olarak normal hücrelerde siklin bağımlı kinaz inhibitörü (p21WAF1/Cip1) olarak 

hücre döngüsü inhibitörü ve anti-proliferatif efektör olarak tanımlanan p21, 1994 yılında 

keşfedilmiştir. Devamında p21 nakavt modellere ilişkin araştırmalarla bahsi geçen proteinin, 
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p53 transkripsiyon faktörü aktivitesiyle birlikte hücre döngüsünün durdurulmasındaki 

etkinliği de ayrıca vurgulanmıştır (52). Hücresel dönüşümü uyaran temel düzenleme 

mekanizmalardan biri, hücre döngüsü kontrol noktalarıdır. Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 

p21, farklı uyaranlara cevap olarak hücre döngüsünün durdurulmasını düzenler (53). 

Kontrolsüz çoğalmayı önleyici sinyallerin hem sensörü hem de efektörü olarak işlev 

görebilecek bir konumda yer almaktadır (54).  

Fizyolojik şartlarda organizmanın hücresel bütünlüğünün kaybını izlemek ve bunlara 

yanıt vermek için birden fazla kontrol noktası mekanizması geliştirmiştir. Kontrol noktaları 

mevcut hatalar düzeltilene ya da çevre, genetik materyalin aslına uygun şekilde iletilmesine 

izin verilene kadar hücresel ilerlemeyi durdurmaktadır.  Kontrol noktası 

mekanizmalarındaki bozukluklar, genom bütünlüğüne zarar vererek tümör proliferasyonunu 

teşvik edebilir ve tedavinin etkinliğini olumsuz seviyelerde etkileyebilir (54, 55). p53 

proteini, farklı büyüme faktörü inhibitörleri ya da apoptoz düzenleyici genlerin aktivasyonu 

üzerinden DNA hasarının uyardığı kontrol noktalarına aracılık eder. Bunlar arasında, 165 

amino asitlik küçük protein p21, p53'e bağımlı olarak G1 fazında hücre döngüsünün 

durmasına aracılık eder (50). Ek olarak, biyokimyasal ve genetik çalışmalardan elde edilen 

önemli kanıtlar, p21'in, klasik p53 tümör baskılayıcı yolaktan bağımsız olarak 

antiproliferatif etki gösteren çoklu tümör baskılayıcı yolakların ana efektörü olarak da görev 

yapabildiğini göstermektedir (34). Hücre proliferasyonunu baskılamadaki etkin 

fonksiyonuna, farklılaşmayı ve hücresel yaşlanmayı uyarma yeteneğine rağmen, güncel 

araştırmalarla p21'in belirli şartlarda tümör hücre proliferasyonunu ve onkogenezisi 

destekleyebileceği de düşünülmektedir. Sonuç olarak, farklı kanser türlerinde sıklıkla yanlış 

düzenlenerek tümör proliferasyonuna hizmet edebilen p21 ekspresyonu, sitoplazmadaki 

veya çekirdekteki lokalizasyonuna ve hücresel koşullara bağlı olarak bir tümör baskılayıcı 

veya bir onkogen olarak görev yapabilmektedir (52, 54).  

Apoptoz ve Apoptotik Hücre Ölümüne Direnç 

Apoptoz kendini yok etmek üzere uyarılan hücrenin farklı moleküler ve fizyolojik 

süreçleri başlattığı bir olaydır. Apoptozun fizyolojik işleyişini, apoptoza yönlenen hücrenin, 

çevre hücrelerle bağlantısını kopararak bulunduğu ortamdan uzaklaşması, hücre 

kromatininin artması ve sonuçta hücrenin piknotik bir görünüm alması olarak sıralayabiliriz. 

Ancak unutulmamalıdır ki bu fizyolojik süreç boyunca hücre organelleri yapısal 

bütünlüklerini korur. Çekirdek küçülür, parçalara ayrılır. Ayrıca hücre zarında yer alan 
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fosfatidil serinin, hücre zarının iç yüzünden dış yüzüne transloke olması da apoptotik sürecin 

başladığının göstergesi olarak kabul edilir.  Hücre zarla sarılı tomurcuklar halinde kopar, 

apoptotik cisimciklere ayrılır ve apoptotik hücre ölüm süreci tamamlanır (60).  

Programlı hücre ölüm türleri arasında yer alan apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik 

düzenleyiciler aracılı kontrol edilen bir süreçtir. Apoptoz, pro-apoptotik ve anti-apoptotik 

protein seviyeleri arasındaki dengenin yönüne göre düzenlenir (56). B hücre lenfoma- 2 

(Bcl-2), ailesinin üyelerinden Bcl-2 ilişkili X (Bax) ve Bcl-2 antagonist öldürücü (Bak) pro-

apoptotik proteinler arasında yer alırken, Bcl-2, B-hücre lenfoma-extra large (Bcl-XL) ve 

indüklenmiş miyeloid lösemi-1 (Mcl-1) anti-apoptotik proteinler arasında yer alır. Apoptotik 

süreç, biri hücre dışı ölüme neden olan sinyalleri (örneğin Fas ligandı/Fas reseptörünü içeren 

ekstrinsik apoptotik program) alan ve işleyen, diğeri ise hücre içi sinyalleri (genotoksisite, 

ER stresi, mitokondriyal hasar vs) algılayan ve bütünleştiren iki ana yolağa ayrılır. Her iki 

apoptotik yolağın ortak noktaları ise kaspaz aktivasyonunun apoptotik yolaklardaki 

düzenleyici rolüdür. Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolda görevli kaspaz 3 (Cas-3) de dahil 

olmak üzere apoptozda görevli toplamda 14 kaspaz molekülü bulunmaktadır (57). Söz 

konusu süreçler gizli bir proteazın (sırasıyla kaspaz 8 ve 9) aktive olmasıyla sonlanır. Aktive 

olan proteazlar, hücrenin kademeli olarak parçalara ayrıldığı ve daha sonra fagositik hücreler 

tarafından tüketildiği, apoptozun başlangıç ve ilerleme aşamalarından sorumlu, efektör 

kaspazları içeren proteoliz kaskadını uyarır. Yapılan araştırmalara göre intrinsik apoptoz 

kanser proliferasyonunun baskılanmasında daha etkin görünmektedir (58).   

B hücre lenfoma-2 protein ailesinin en yakın akrabaları olan Bcl-xL, indüklenmiş 

Mcl-1 apoptoz inhibitörleridir ve genelde iki pro-apoptotik tetikleyici proteine (Bax ve Bak) 

bağlanarak inhibe etki gösterirler (59). Anti-apoptotik akrabaları tarafından inhibe durumda 

olan Bax ve Bak proteinler, uyaranlarına bağlı olarak serbest kaldıklarında dış mitokondriyal 

zarın bütünlüğünü bozarak, pro-apoptotik sinyal proteini sitokrom c salınımını başlatırlar. 

Serbest kalan sitokrom c, apoptotik çoklu hücresel değişiklikleri indüklemek üzere 

proteolitik kaspaz dizisini aktive eder (Şekil 2) (61). Bax ve Bak, fiziksel etkileşimlerine 

aracılık eden anti-apoptotik Bcl-2 benzeri proteinlerle Bcl-2 homolog 3 (BH3) motifleri 

olarak adlandırılan protein-protein etkileşim alanlarını paylaşır (31). BH3 motifi içeren ilgili 

proteinler, çeşitli hücresel anomali sensörleriyle etkileştiğinde ya anti-apoptotik Bcl-2 

proteinlerine müdahale ederek ya da bu ailenin pro-apoptotik üyelerini doğrudan uyararak 

etkilerini gösterirler (58).   
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Şekil 2. Apoptoz hücre yolakları (Guerin’den, 61) 

Apoptotik hücre ölüm mekanizmasının aydınlatılması, tümörogenezis sırasında, 

antikanser tedavinin bir sonucu olarak ya da fizyolojik strese yanıt olarak apoptozun nasıl 

tetiklendiğini ortaya çıkardı (31). Tümöral gelişim penceresinden değerlendirildiğinde 

apoptoz yüksek seviyelerde onkogen sinyalizasyonu ve hiper proliferasyonla ilişkili DNA 

hasarının sonucudur (46). Bununla birlikte yapılan araştırmalar, ileri derece malignite ve 

tedaviye direnç göstermeyi başaran tümörlerde apoptozun nasıl zayıflatıldığı üzerine 

yoğunlaşmaktadır. Apoptozu tetikleyen hücresel koşullar araştırılmaya devam ediyorsa da 

tümör gelişiminde kilit rol oynayan birkaç anomali sensörü tanımlanmıştır (31). En dikkate 

değer olanı, p53 tümör baskılayıcı aracılığıyla işlev gören DNA hasar sensörüdür (48). p53, 

BH3 proteinleri BH3 proteinleri Forbol-12-miristat-13-asetat (Noxa) ve apoptotik p53 

aktivatör düzenleyici (Puma) ekspresyonlarını up regüle ederek apoptozu indükler ve bunu 

önemli seviyelerde DNA kırılmalarına ve diğer kromozomal anomalilere yanıt olarak yapar 

(49).  

Tümör hücreleri, apoptozu sınırlandırmak ya da apoptozdan kaçınmak amacıyla 

farklı stratejiler geliştirmişlerdir. Söz konusu stratejiler arasında, apoptozu indükleyen kritik 

hasar sensörü p53 tümör baskılayıcı gen fonksiyonunun kaybı en yaygın olanıdır (48). Öte 
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yandan tümör hücreleri, anti-apoptotik düzenleyicilerin (Bcl-2, Bcl-xL) ya da hayatta kalım 

uyaranlarının ekspresyonunu artırarak yahut pro-apoptotik faktörlerin [Bax, Bcl-2 benzeri 

protein 11 (Bim), Puma] aktivasyonunu baskılayarak da apoptozdan kaçabilirler (31, 58). 

Apoptozdan kaçınma mekanizmalarının çeşitliliği, tümör hücresi popülasyonlarının malign 

duruma evrimleri esnasında fazla sayıda apoptoz uyarım sinyalleriyle karşılaştığını 

yansıtmaktadır. Apoptotik mekanizmanın yapısı ve kanser hücrelerinin eylemlerinden 

kaçınmak için kullandıkları stratejiler, son on yıldan bu yana dikkatleri üzerine çeken bir 

konu olmuştur (46). Bu anlamda dikkate değer kavramsal ilerlemeler, kansere karşı bir engel 

olarak programlanmış hücre ölümünün kapsamını genişleterek diğer hücre ölüm 

mekanizmaları üzerine dikkatleri toplamıştır. 

Otofaji ve Otofajik Hücre Ölümüne Direnç 

Otofaji, hücresel homeostazı düzenleyen; hücre içindeki proteinlerin, organellerin 

parçalanması ve geri dönüşümünde rol oynayan kontrollü lizozomal hücresel ölüm 

yolağıdır. Amino asit yoksunluğu, serum açlığı ve büyüme faktörü yoksunluğu, hipoksi, 

çeşitli kimyasallara maruz kalma gibi stres koşulları dahil olmak üzere bir dizi uyaran sonucu 

otofajiyi aktive etme kapasitesine sahiptir. Mayadaki genetik çalışmalar, otofajiyle ilişkili 

genlerin (Atg) keşfini sağlayarak, otofajik sürecin moleküler sinyal yolunun ayrıntılarını 

aydınlattı (62). 

Bir dizi otofajik uyarım sinyalinin başlatılmasından ve iletilmesinden sorumlu olan 

memeli hedefli rapamisin (mTOR), evrimsel olarak korunmuş serin/treonin kinazdır. mTOR 

kompleksleri, anabolik ve katabolik süreçleri koordine ederek hücresel enerji homeostazisini 

düzenleyen sinyal yollarının entegrasyonunda kritik bir kavşak oluşturur (63).  Otofaji, 

hücresel enerji ve ATP düzeylerini algılayarak aktive olan AMP ile aktifleştirilen protein 

kinaz (AMPK) tarafından uyarılır. ATP konsantrasyonunun azalmasıyla beraber AMPK, 

ADP veya ATP ile doğrudan etkileşerek aktive olur. AMPK ve mTOR aktivitesi arasında 

çapraz düzenleme gerçekleşmektedir. ATP/ADP oranının azalması AMPK'yi aktive ederken 

bu aktivasyon tüberoz skleroz kompleks protein-2 (TSC2) ve mTOR ilişkili düzenleyici 

proteinin (RAPTOR) fosforilasyonuna bağlı olarak mTOR'un inhibisyonu ile otofajiyi 

aktive edebilir. Ayrıca besin yoksunluğuna yanıt olarak mTOR1, mayada otofaji düzenleyici 

serin/treonin kinaz Atg1 in memeli homoloğu Unc 51 benzeri otofaji aktive edici kinaz 

(ULK1/2) kompleksinden ayrılarak aktive edilir ve bu da fosfoinositol 3 kinaz (PI3K) yolağı 

üzerinden otofajiyi aktive edebilmektedir (Şekil 3) (62). 
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Otofajik membranlar PI3K kompleksi aracılığıyla çekirdeklenirler.  PI3K ailesi üyesi 

vacuolar protein sorting 34 (VPS34), mayada otofaji düzenleyici gen, Atg6’nın memeli 

ortoloğu olan BECN1 gen proteini (Beclin-1), BECN1 aktive edici- otofaji düzenleyici 

protein-1 (AMBRA1), gibi çeşitli proteinler, fagofor oluşumunda yeni düzenleyici proteinler 

olarak tanımlanmaktalar. Beclin-1, membran çekirdeklenmesinde görevli temel proteinlerd 

arasında yer alır ve Bcl-2 ile etkileşimi, otofajiyi engeller (64). Tersine, bu etkileşimin 

bozulması Beclin-1'in lipid kinaz VPS34'e bağlanmasını ve membran çekirdeklenmesini 

desteklemesini sağlar (65).  

Memeli hücrelerinde fagofor membranların gelişimi, trans-Golgi ve geç endozomlar 

gibi sitozolik membran yapılarıyla denge içerisinde ve ilk olarak da ER' den başlamaktadır 

(66). Atg1 kinaz aktivitesi, Atg13 ve Atg17 ile kompleks içinde, büyüyen fagofora lipid 

alımını teşvik eden Atg9 uyarımını düzenler. Konjuge Atg5-Atg12 kompleksleri, genişleyen 

fagoforla birleşen multimerik bir Atg5-Atg12-Atg16L kompleksi oluşturmak üzere Atg16L 

dimerleriyle çiftler halinde birleşir (62). Atg5-Atg12 konjugasyonuyla beraber otofajinin 

aktivasyonundan bağımsız olarak, otofagozom oluşumuyla, Atg5-Atg12-Atg16L 

membrandan ayrışır (Şekil 3). Bu durum konjuge Atg5 Atg12'yi nispeten zayıf bir otofaji 

belirteci haline getirir (65, 67).  

Otofagozom oluşurken Atg5-Atg12 konjugasyon adımında ve hafif zincir 3 (LC3) 

işleme adımında otofajik anahtar rolünde iki ubikuitin benzeri sistem vardır. Bu sistemlerden 

ilkinde, bir E1 ubikuitin aktive edici enzim gibi davranan Atg7, karboksiterminal glisin 

kalıntısına bağlanarak Atg12'yi ATP'ye bağımlı bir şekilde aktive eder. Atg12, Atg5'in lizin 

kalıntısına kovalent bağlanarak kompleks oluşturur (64). İkinci ubikuitin benzeri sistem, 

Atg8 tarafından kodlanan mikrotübülle ilişkili protein LC3 işlenmesidir. LC3-I, pek çok 

hücre türünde, otofajinin uyarılmasıyla LC3-II'i oluşturmak hedefli bir sistein proteaz olan 

Atg4 aracılı sitozolik protein olarak eksprese edilir (62). Atg4'e bağlı bölünmeyle meydana 

gelen karboksiterminal glisin, Atg12 üzerinde Atg7 aracılığıyla beraber ATP bağımlı olarak 

aktive olur. Uyarılan LC3-I, işlenmiş LC3-II'yi meydana getirmek üzere, 

fosfatidiletanolamin (PE) karboksil glisine konjuge olmadan evvel bir taşıyıcı protein olan 

Atg3'e aktarılır (68). LC3-II'nin büyüyen fagofora alımı ve entegrasyonu Atg5-Atg12'ye 

bağlıdır. LC3-II, otofagozomun hem iç hem de dış yüzeyinde yer alır; burada hem 

membranların hemifüzyonunda hem de bozunma için kargo seçiminde etkilidir. Otofaji 

sırasında LC3'ün sentezi ve işlenmesi artar, bu da onu hücrelerdeki otofaji seviyelerinin 
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önemli bir göstergesi haline getirir (69). LC3 ilişkili moleküllerin otofajik hücre ölümündeki 

ehemmiyeti tamamen aydınlatılamamış olsa da protein-protein etkileşimlerindeki 

farklılıkları ve moleküllerin otofagozomlarla toplanması için hangi kargo moleküllerin 

seçileceğini belirleyebileceği düşünülmektedir (62).  

Otofagozom membranının oluşumundan sonra otofajik veziküller parçalanmak üzere 

lizozomlara taşınır. Otofagozomla ilişkili LC3 proteinleri, füzyondan önce elimine edilir ve 

geri dönüştürülür (68). Son evrede, otolizozomal kargonun, lizozomal proteazlarla 

parçalandığı otofagozom- lizozom füzyonu meydana gelir. Kargo moleküllerin 

parçalanması ile serbestleşen amino asitler, yağ asitleri gibi monomerler farklı metabolik 

işlemlerde yeniden kullanılmak hedefli sitozole yönlendirilir (66). 

Şekil 3. Otofaji hücre ölüm mekanizması (Darcy’den, 67) 

Otofaji, apoptoz gibi hücrelerde fizyolojik şartlarda bazal seviyelerde işleyen, ancak 

başta besin eksikliği olmak üzere belirli hücresel stres durumlarında indüklenebilen hücresel 

yanıtı temsil eder (31). Otofajik yolakta otofagozom olarak adlandırılan hücre içi veziküller, 

hücre içi organelleri sarar, lizozomlarla birleşir ve oluşan otofagozomal içerik bozunmaya 

uğrar. Kanser hücreleri otofaji ile besin yoksunluğunun oluşturduğu hücresel strese karşı sağ 

kalımlarını destekleyeni düşük moleküler ağırlıklı metabolitler üretebilmektedirler (70). Bir 

paradoks olarak, bazı sitotoksik ilaçlar, radyoterapi ya da besin açlığı gibi stres faktörleri 
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kanser hücreleri için görünüşte sitoprotektif olan otofajiye neden olabilir. Bu durum strese 

giren kanser hücrelerinin otofaji aracılı geri dönüşümlü uyku durumuna geçmesine neden 

olmaktadır (66). Söz konusu sağ kalım tepkisi, güçlü antitümöral ajanlarla tedavinin 

ardından bazı geç evre kanser türlerinin kalıcılığını ve nihai olarak tekrarlı proliferasyonunu 

sağlayabilmektedir.  

2.1.1.6. İmmün Cevaptan Kaçınma 

İmmün sistemin başlangıç evresindeki neoplazilerin, geç evre tümörlerin ve 

metastazların gelişimine, ilerlemesine ya da yok edilmesine dirençte oynadığı rol, tümör 

gelişimini kapsayan ve hala çözülememiş bir problem olarak önem taşımaktadır. Uzun 

süredir güncel literatüre konu olan bağışıklık gözetimi teorisine göre, hücreler ve dokular 

sürekli tetikte olan bir bağışıklık sistemi tarafından izlenip, yeni başlayan kanser hücrelerinin 

ve gelişmekte olan tümörlerin tanınarak, devam eden süreçte ortadan kaldırılırlar (31). 

Ancak gelişen solid tümörler, bağışıklık sisteminin farklı kolları tarafından yakalanmamayı 

başarmaktalar ya da immünolojik olarak yok edilmekten kurtulabilmektedirler. Kanser 

immünolojisine ilişkin tartışmalar, tümör- konakçı immünolojik etkileşimi etrafında 

toplanmaktadır. Çünkü immünojenik kanser hücrelerinin kendilerini ortadan kaldırmayı 

hedefleyen bağışıklık sistemi elemanlarını devre dışı bırakarak immün tahribatından 

kaçınabildiği yolaklar gizemini hala korumaktadır (71, 39).  

2.1.1.7. İnvazyon ve Metastaz 

Günümüzde kanser hücrelerinin invazyon ve metastaz mekanizmaları büyük oranda 

aydınlatılmıştır. Kanser hücrelerinin invaziv evreden metastatik evreye geçinceye kadar 

hücrede gerçekleşen adımlar; 1. Kanser hücrelerinin yapışması ve ayrılmasında azalma, 2. 

Bazal membranın bozulması, 3. Kanser hücresi hareketinin ve stromal infiltrasyonun 

kazanılması, 4. İntravazasyon, 5. Damar içi göç, 6. Ekstravazasyon, 7. Metastatik odaklarda 

kanser hücresi büyümesi olarak sıralanabilir (39).  

İnvazyon ve metastaz süreci, lokal doku istilası ile başlayarak, devamında tümör 

hücrelerinin yakındaki lenfatik ve kan damarlarına nüfuz etmesi, kanser hücrelerinin lenfatik 

ve vasküler sistemlerdeki yolculuğu ve ardından söz konusu tümör hücrelerinin hücre 

lümenlerinden kaçışı ile başlayan sıralı bir süreçtir (31). Bir dizi biyolojik hücre değişimi ile 

damarların uzak doku parankimine yayılması ekstravazasyon, küçük kanser hücresi 

nodüllerinin oluşması mikrometastaz ve son olarak mikrometastatik lezyonların 

makroskobik tümörlere dönüşmesi kolonizasyon olarak adlandırılmaktadır. İnvazyon ve 
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metastaik gelişim bakımından değerlendirildiğinde E-kaderin, endotelyal mezenşimal geçiş 

(EMT) ve ekstrasellüler matriks (ECM) elemanlarının moleküler düzenlenmeleri ayrı bir 

önem teşkil etmektedir (39).  

2.1.1.8. Anjiyogenez 

Tümörler, diğer fizyolojik dokular gibi oksijen ve besin teminlerinin yanı sıra 

metabolik atıkları ve karbondioksiti uzaklaştırmak zorundadırlar Anjiyogenez süreci 

tarafından üretilen, tümörle ilişkili yeni damar oluşumları bu ihtiyaçları karşılarlar (31). 

Anjiyogenez ve lenfatik anjiyogenez (yeni lenfatik damarların çoğalması), kanser 

hücrelerinin büyümesi, invazyonu ve metastazı için gereklidir (72). Kronik olarak aktive 

edilmiş anjiyogenez ve pro-anjiyogenik sinyallerin dengesiz düzenlenmesi nedeniyle, 

tümöral kan damarları tipik olarak anormaldir. Bu oluşumlar, erken gelişmiş kılcal 

filizlenme, mikro kanama, bozuk ve genişlemiş damarlar, düzensiz kan akışı, kıvrımlı ve 

aşırı damar dallanması, anormal endotel hücre proliferasyonu ve apoptotik direnç ile 

karakterizedirler (73). 

Anjiyogenik geçiş, anjiyogenezi indükleyen ya da baskılayan dengeleyici faktörler 

tarafından yönetilmektedir. Bahsi geçen anjiyogenik düzenleyicilerden bazıları, vasküler 

endotel hücreleri tarafından uyarıcı ya da inhibe edici hücre yüzeyi reseptörlerine bağlanan 

sinyal molekülleridir (74). Anjiyogenez uyaranlarının veya inhibitörlerinin iyi tanınan 

prototipleri; vasküler endotelyal büyüme faktörleri (VEGF-A/B/C/D) ve trombospondin-1 

olarak sıralanabilmektedir (31). VEGF geni, embriyonik ve doğum sonrası gelişim sırasında, 

endotel hücrelerin homeostatik olarak sağ kalımı, yetişkinlerde fizyolojik ve patolojik 

durumlarda yeni kan damarı gelişiminde görevli ligandları kodlar. Üç reseptör tirozin kinaz 

(VEGFR-1/2/3) aracılığıyla VEGF sinyalleri, söz konusu karmaşık amacı yansıtacak 

düzeylerde düzenlenir. (72). Tümör hücrelerinde VEGF, fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF-β), dönüştürücü büyüme faktörü (TGF-β) gibi pro-

anjiyogenik faktörler ve matriks metaloproteinazlar (MMP), anjiyogenez ve metastazı teşvik 

ederek tümör proliferasyonuna hizmet eden elemanlar olarak da bilinmektedirler (75).  

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü, ilk kez 1983 yılında keşfedilen ve memeliler 

arasında yüksek oranda korunan, 40-45 kDa ağırlığında dimerik, sistein açısından zengin bir 

proteindir. Tümör doku vasküler damarlarının geçirgenliğini arttırdığı ve asit ortam 

oluşumunu teşvik ettiği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur. 1989 yılında VEGF proteini 
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ilk kez izole edildi ve anjiyogenez sürecindeki rolü belirlendi (76). Vasküler endotelyal 

büyüme faktörü ailesi, VEGF (VEGF-A olarak da anılır), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve 

plasental büyüme faktörü olmak üzere beş proteinden oluşur. Anjiyogenezin en güçlü 

indükleyicilerinden biri olan VEGF, başlangıçta vasküler geçirgenlik faktörü olarak 

tanımlamıştır (73).  

Kanser gelişiminde VEGF, tümör hücreleri ve mikroçevreyi teşkil eden stroma 

aracılı üretilir ve salgılanır. Tümör proliferasyonu, artan damar yoğunluğu, invazivlik, 

metastaz ve tümörün tekrarlaması ile karakterizedir (77). Hipoksik ortamda VEGF 

ekspresyonu artar ve endotel hücreleri tarafından eksprese edilen VEGFR-2 aktivasyonu 

yoluyla kan damarı oluşumunu düzenler (78). 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü, reseptörüne (VEGFR 1/2/3) bağlanarak tümör 

anjiyogenezini düzenler ve hücre içi sinyal yollarını aktive eder. VEGF reseptörü üç 

bölgeden oluşmaktadır; hücre dışı VEGF bağlama alanı, transmembran alan ve hücre içi alan 

(tirozin aktivasyon alanı). VEGF, VEGFR' nin hücre içi tirozin kalıntılarını fosforillemek 

üzere hücre dışı alana bağlanır ve hücre içi sinyal yollaklarını aktive eder (73, 77). VEGFR-

1 ve VEGFR-2 ağırlıklı olarak vasküler endotel hücrelerle birlikte makrofajlar ve tümör 

hücrelerinde eksprese edilirken, VEGFR3 endotelyal lenfositlerde yüksek düzeyde eksprese 

edilir (2). Endotelyal hücrelerin tümör anjiyogenezindeki rolü, endotelyal hücre 

sinyalizasyonunun düzenlenmesi, tümör anjiyogenezi ve gelişimi açısından ayrı bir öneme 

sahiptir. Endotel hücre göçü, tümör anjiyogenezisinde bir önkoşul olarak kabul görmektedir. 

VEGF, VEGFR2 aracılığıyla aktivasyonu, hücrenin hayatta kalması, proliferasyonu, 

migrasyonu, invazyonu, vasküler geçirgenliği ve vasküler inflamasyonu gibi spesifik 

endotelyal yanıtlara yol açan çeşitli sinyal yolaklarını uyarır (76, 78).  

Matriks Metalloproteinazlar  

Kanser araştırmaları temel olarak tümör mikroçevresinde aşırı eksprese edilen 

moleküllere ve bunların kanser hücresi ilerlemesine yardımcı olduğu sürece 

odaklanmaktadır. ECM’nin tümör proliferasyonunda sahip olduğu rol bilinmektedir. Tümör 

hücreleriyle ECM bileşeni arasındaki etkileşim, karsinogenez ve hücre transformasyonu için 

esastır (79). Kanser türlerinde yüksek seviyelerde ekspre edilen MMP’ler, kanser gelişiminin 

her aşamasında yer almaktadırlar (75). Tümör hücreleri, MMP ekspresyonunu uyaran 

büyüme faktörleri, interlökinler ve interferonlar gibi farklı molekülleri de salgılarlar (80).  
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Matriks metalloproteinazlar 20'den fazla farklı üyesi olan Cu+2 bağımlı endopeptidaz 

ailesidir. MMP ailesi jelatinazlar, kollajenazlar, stromelizinler, matrilizinler ve membran tipi 

MMP üyeleri olarak sınıflandırılabilirler (73). Bilhassa tümör hücre invazyonu ve 

metastazında hayati role sahip MMP-9, en çok araştırılan aile üyeleri arasındadır. MMP-2 

ile beraber MMP-9, MMP ailesinin jelatinaz sınıfında yer almaktadır. Kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar ve otoimmün hastalıklarla birlikte pek çok hastalığın 

patolojisiyle ilişkilendirilen MMP-9’un, farklı malign tümörlerde aşırı ekspre olduğu 

bilinmektedir (73, 81). MMP-9, farklı kanser türleri ve diğer bazı hastalıklar için önemli bir 

hedef olduğundan, terapilerde bu proteazı hedeflemek yüksek değere sahiptir. Bu amaçla 

MMP-9 inhibitörünün geliştirilmesi günümüzde önemli bir araştırma alanıdır. Buradan 

hareketle pek çok çalışma, MMP-9'un farklı kanser türlerinde biyobelirteç olabilirliği 

üzerinde yoğunlaşmaktadır. Öte yandan bu proteini tespit etmek amacıyla farklı MMP-9 

biyosensörleri geliştirilmiştir (80). 

Matriks metalloproteinaz-9’un substratları arasında jelatin, kolajen ve elastini yer 

almaktadır. MMP-9, ECM'nin yeniden şekillenmesini düzenlemek amacıyla proteolitik 

bölünme ile pek çok ECM proteinini parçalayabilir. Ayrıca bazı plazma membran proteinleri 

de MMP-9'un hedefleri arasındadır (82). ECM' nin yeniden şekillenmesi ve membran protein 

yapılarının bölünmesindeki rolleriyle MMP-9 tümör patolojisinde ayrı bir öneme sahiptir 

(80). Literatürde MMP-9'un tümör mikro ortamına aracılık ederek, tümör hücre 

invazyonunda, metastazında ve anjiyogenezinde rol oynadığı belirtilmektedir. Ayrıca kolon 

ve meme kanserlerinde sağ kalım oranlarının azalması ve metastaz ile ilişkili olarak MMP-

9’un aşırı ekspresyonu sorumlu tutulmaktadır. MMP-9'un akciğer metastazı sırasında VEGF 

tarafından indüklenebileceği, MMP-9 ekspresyonunun azalmasıyla metastazın 

baskılanabileceği ortaya konmuştur (75, 82). MMP-9, ECM'nin fiziksel bariyerinin 

parçalanması yoluyla metastazı teşvik eder (82). MMP-9, metastaz için gerekli olan jelatin 

ve tip IV, V, XI ve XVI kollajenlerinin bozulmasına neden olur. Ayrıca MMP-9 un tip IV 

kollajenin yıkımını uyararak invazyona katkı sağladığı da rapor edilmektedir. Buradan 

hareketle MMP-9 inhibitörlerinin metastatik aktivitenin baskılanmasında etkili olabileceği 

düşünülmektedir (73, 83).  

2.1.1.9. Yaşlanma 

Onkogen etkisine ilişkin ilk çalışmalar, bu tür genlerin giderek artan ifadesinin ve 

protein ekspresyonlarında ortaya çıkan sinyallerin, kanser hücresi çoğalmasının ve 
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dolayısıyla tümör büyümesinin artmasına yol açacağı fikrini ortaya koymakla beraber, son 

dönem araştırmalar, onkoproteinlerin aşırı ekspresyonunun, özellikle hücre yaşlanması 

ve/veya apoptozun indüklenmesi gibi hücrelerden karşı tepkileri tetikleyebileceğinden, bu 

düşünceyi zayıflatmıştır (84). Örneğin, guanin-nükleotit bağlı bir onkoprotein olan rat 

sarcoma virüs (RAS)’ı yüksek seviyelerde eksprese eden kültürlenmiş hücreler, yaşlanma 

adı verilen ve proliferatif olmayan sürece girerek, bazal seviyede metabolik aktiviteyle 

yaşamlarına devam edebilirler. Söz konusu durumun aksine, bu proteinin daha düşük 

seviyelerdeki ekspresyonuna sahip hücreler yaşlanmayı önleyerek çoğalabilirler (31). 

Paradoksal olarak söz konusu tepkilere göre, tümör hücrelerinde onkogenik sinyalizasyonun 

göreceli yoğunluğu, mitojenik uyarı ile bu antiproliferatif savunmalardan kaçınma 

mekanizmaları arasındaki dengeyi oluşturmaktadır (31, 85). Genel olarak farklı kanser 

hücreleri, yaşlanmayı veya apoptozu tetikleyen etkenleri devre dışı bırakarak yüksek 

düzeyde onkogenik sinyallemeye uyum sağlayabilmektedirler. 

2.1.1.10. Genomik Kararsızlık 

Tümörün farklı ayırt edici özelliklerini kazanması, büyük ölçüde neoplastik 

hücrelerin genomlarındaki bir dizi değişikliğe bağlıdır. Genom kararsızlığı, farklı tümör 

türleri arasında değişiklik gösterebiliyorsa da insan tümörlerinde belgelenmiş olan çok 

sayıda genom bakım ve onarım kusuru, gen kopya sayısı ve nükleotit dizi değişimleri 

genomik istikrarsızlığın, insan kanser hücrelerinin doğasını oluşturduğunu göstermektedir 

(86).  Bu durum özellikle genom onarımındaki kusurların, kanser hücreleri için seçici olarak 

avantajlı olduğu ve tümörün ilerlemesi için aracı olduğu sonucuna götürmektedir. Çünkü 

evrim geçiren premalign hücrelerin uygun genotipleri biriktirme hızını arttırmaktadır (86, 

31). Öte yandan tümör hücreleri, normalde genomik bütünlüğü korunan, ancak genetik hasar 

görmüş hücrelerin yaşlanmaya veya apoptoza yönlendirilmesini uyaran sistemleri de devre 

dışı bırakarak ilgili mutasyonların birikimini hızlandırılabilirler (31). Bu nedenle genom 

istikrarsızlığı, ayırt edici özelliklerin kazanılmasıyla nedensel olarak ilişkili olan 

etkinleştirici bir özelliktir.  

2.1.1.11. Hücresel Metabolizmanın Yeniden Düzenlenmesi  

Kanserin özünü temsil eden kronik ve kontrolsüz hücre çoğalması, hücre 

proliferasyonunu ve bölünmesini hızlandırmak amacıyla enerji metabolizmasının ilgili 

düzenlemelerini de kapsar (31). Aerobik koşullar altında, normal hücreler glukozu kullanır. 

Sitozolde glikoliz yoluyla piruvata ve ardından mitokondride karbondioksite indirgenen 
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glukoz, anaerobik koşullar altında sadece pirüvata kadar indirgenerek laktik asite 

dönüştürülür (87).  Aksine hızlı prolifere olan tümör hücreleri, bir molekül glukozdan elde 

edilecek ATP miktarının aerobik glikolizle karşılaştırıldığında 18 kat daha düşük 

verimlilikte olmasına rağmen, glukozu aerobik ortamda dahi laktata dönüştürmektedirler. 

"Warburg Etkisi" olarak adlandırılan bu etki, artan glukoz alımı sayesinde nükleozitlerin ve 

aminoasitlerin üretimine katkı sağlamakta ve enerji üretimi için hızlı bir yol oluşturmaktadır. 

Artan glukoz alımı ve katabolizmanın laktat yönüne kaymasının, tümör hücrelerinin 

biyokütle birikimini destekleme ve prolifere olan hücrelerde redoks dengesinin korunmasına 

yönelik olduğu düşünülmektedir (76). Glukoz metabolizmasının bu şekilde yönlendirilmesi, 

spesifik glukoz membran taşıyıcıları (GLUT-1), laktat taşıyıcıları ve glukozun laktata 

dönüşmesinde görev alan sorumlu enzimlerin artışı ile sağlandığı bilinmektedir. Teoriyi 

doğrulayacak şekilde glukoz alımının ve kullanımının birçok insan tümör tipinde belirgin 

bir şekilde arttığı belgelenmiştir. Ayrıca GLUT-1'in aşırı ekspresyonunun ilaç direncini 

uyararak kötü prognoza neden olduğu da ayrıca belirtilmektedir (87).   

Kanser hücreleri glikolitik yakıtı, onkogenlerin (örn. Ras, Myc) aktivasyonu, tümör 

baskılayıcı genlerin mutasyonu, hücre proliferasyonu, sitostatik kontrollerden ve hücre ölüm 

mekanizmalarından kaçınmak amacıyla kullanırlar. Glikolize olan bu bağımlılık, birçok 

tümörde faaliyet gösteren hipoksik koşullar altında artış göstermektedir. Hipoksiye yanıt, 

glukoz taşıyıcılarını ve glikolitik yolun çoklu enzimlerini up regüle ederek gelişir (31, 88). 

Bu nedenle hipoksik koşullarla birlikte onkogenler (bilhassa Ras onkogeni), hipoksiyle 

uyarılabilir faktör-1/2 α (HIF-1α/HIF-2α) transkripsiyon faktörlerinin seviyelerini artırarak 

glikolizi hızlandırabilirler (89). Bir başka hipoteze göre artan glikoliz hızı, glikolitik ara 

ürünlerin, nükleozid ve amino asit üreten yolaklar da dahil olmak üzere biyosentetik yollara 

sapmasına izin verir. Böylece yeni hücrelerin bir araya getirilmesi için gerekli olan 

makromoleküllerin ve organellerin biyosentezini kolaylaştırır (90). Bu hipotez Warburg 

benzeri metabolizmanın hızla bölünen, aktif hücre proliferasyonu için gerekli olan büyük 

ölçekli biyosentetik programların düzenlenmesinde rolü olduğunu desteklemektedir. 

Yeniden programlanmış enerji metabolizması ortaya çıkan bir ayırt edici özellik olarak 

tanımlanabilir.  Bu durum kanser hücrelerinde metabolik yeniden düzenlenmenin önemine 

dikkat çekerken, temel ayırt edici özelliklerden işlevsel bağımsızlığını da ortaya 

koymaktadır (31, 87).  
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2.1.1.12. Plastisite  

Neoplastik hücrelerin ayrı bir fenotipik alt sınıfı olan kanser kök hücreleri (CSC) 

tümör proliferasyonu ve karakteristik özellikleri bakımından ayrı bir öneme sahiptir. 

Giderek artan sayıda insan tümörünün, kanser kök hücrelerinin özelliklerine sahip alt 

popülasyonlar içerdiği yapılan çalışmalarla rapor edilmiştir (31). Buradan hareketle tümör 

dokuda işleyen fenotipik plastisitenin, CSC'ler ve CSC olmayanlar arasında özellikle kanser 

kök hücrelerinin dinamik varyasyonuna dayalı çift yönlü bir dönüşüm yolağı başlatması 

olasıdır (86). Tümör heterojenitesinin bu yeni boyutuyla kanser terapilerinde başarı 

yüzdelerinin artacağı aşikardır. Tümörlerde CSC' erin ve biyolojik plastisitenin keşfi, bir 

tümör içindeki tek çeşit ve genetik olarak homojen hücre popülasyonunun, 

mikroçevrelerindeki farklı hücrelerin varlığı nedeniyle fenotipik olarak heterojen 

olabileceğini göstermektedir (91). Artan kanıtlarla farklı tümör tiplerinde CSC plastisite 

özelliklerine sahip hücrelerin yaygın olarak kullanılan kemoterapötiklere direnç ve 

nüksetme gibi malign özelliklerin temelini oluşturduğu bilinmektedir (92). 

2.1.1.13. Tümör Gelişimini Uyaran İnflamasyon  

İnflamasyon, organizmaya yabancı alerjenlere, patojenlere ve virüslere de dahil karşı 

verilen fizyolojik ve hücresel mekanizmalar bütünüdür. Son araştırmalar, inflamasyonun, 

diyabet, kanser, kardiyovasküler hastalıklar, göz bozuklukları, artrit, obezite, otoimmün 

hastalıklar ve inflamatuar bağırsak hastalığı dahil olmak üzere çeşitli kronik hastalıkların 

ilerlemesinde önemli bir faktör olduğunu ortaya koymuştur (93). 

İnflamatuar hücreler (makrofajlar, doğal öldürücü hücreler, dentritik hücreler, T ve 

B hücreleri), tümörü teşvik eden sitokinler üreterek kanserin gelişimini, ilerlemesini ve 

metastazını teşvik ederler. İnflamasyon, büyümeyi, hayatta kalmayı, pro-anjiyogenik 

faktörleri ve reaktif oksijen türlerini indükleyerek tümör mikroçevresini değiştirebilir, ayrıca 

hücre dışı matrisi modifiye ederek anjiyogenezi, invazyonu ve metastazı teşvik edebilirler 

(31). Araştırmacılar, bazı tümörlerin, bağışıklık sisteminin hem doğal hem de adaptif 

kollarının hücrelerinin neoplastik olmayan dokulara yoğun bir şekilde sızarak pro-

inflamatuar durumu yansıttığını uzun zamandır kabul etmişlerdir. Bağışıklık sisteminin 

farklı hücre tiplerini doğru bir şekilde tanımlamak için daha iyi belirteçlerin ortaya 

çıkmasıyla birlikte, hemen hemen her neoplastik lezyonun, yalnızca hücre tipine özgü 

antikorlarla saptanabilen ince infiltrasyonlardan, belirgin olan büyük inflamasyonlara kadar 

değişen yoğunluklarda bağışıklık hücrelerini içerir. (94). Tarihsel olarak, bu tür bağışıklık 
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tepkilerinin, büyük ölçüde, bağışıklık sisteminin, tümörleri ortadan kaldırma girişimini 

yansıttığı düşünülmektedir (95). 

İki binli yıllarda yapılan araştırmalarla, tümörle ilişkili inflamatuar tepkinin, 

beklenmedik bir biçimde tümörogenezi ve proliferasyonu arttıran paradoksal bir etkiye ve 

yeni başlayan neoplazilerin ayırt edici yetenekler kazanmasına yardımcı olduğuna dair 

ipuçları mevcuttur (31). Günümüze gelindiğinde inflamasyon ve kanser patogenezi 

arasındaki kesişme noktalarına ilişkin araştırmalar inflamasyonun neoplastik ilerleme 

üzerindeki tümör teşvik edici etkilerini ortaya koymaktadır (94). 

İnflamasyon tümör mikroçevresinde, proliferatif sinyali sürdüren büyüme faktörleri, 

(VEGF, EGF, PDGF, TGF- β, IGF-1 gibi)  hücre ölümünü sınırlayan sağ kalımı uyaran  

mutasyonları (p53/p21/RB gen mutasyonları gibi), pro-anjiyogenik faktörler (MMP 

enzimleri, VEGF gibi) anjiyogenez, invazyon ve metastazı kolaylaştıran hücre dışı matrisi 

değiştiren enzimler/ biyoaktif molekülleri [plazminojen aktivatör (PA), Katepsin B/D, 

MMPs, Kollejenaz] uyararak çoklu ayırt edici özelliklere katkıda bulunabilir (96). Daha da 

önemlisi, inflamasyon bazı durumlarda neoplastik ilerlemenin en erken aşamalarında 

belirgindir ve yeni başlayan neoplazilerin malign kanserlere dönüşmesini teşvik etme 

yeteneğine sahiptir. Ek olarak, inflamatuar hücreler, yakındaki kanser hücreleri için aktif 

olarak mutajenik olan kimyasalları, özellikle reaktif oksijen türlerini açığa çıkarabilir ve 

genetik evrimlerini yüksek malignite durumlarına doğru hızlandırır (95). Bu nedenle, 

inflamasyon, temel ayırt edici özelliklerin kazanılmasında karakteristik bir özellik olarak 

kabul edilebilir.  

Nükleer Faktör Kappa B (NF-κB)  

1986 yılında, aktive olmuş B hücrelerinin immünoglobulin kappa hafif zincirine 

bağlanan bir nükleer faktör olarak keşfedilen NF-κB, transkripsiyon faktörüdür. Devam eden 

çalışmalarla, bu spesifik DNA bağlanma aktivitesine sahip proteinlerin hemen hemen tüm 

hücre tiplerinde eksprese edildiği ve pek çok farklı işlevlere sahip hedef geni düzenlediği 

bulundu (97). Daha sonra yapılan araştırmalarla transkripsiyon faktörü NF-κB/Rel ailesinin; 

p50, p52, p65 (Rel-A), c-Rel ve Rel-B proteinleri olmak üzere beş üyeden oluştuğu ortaya 

kondu. Bu protein ailesinin üyeleri kendi aralarında homodimer veya heterodimer yapıları 

oluşturmaktadır. Fizyolojik şartlarda hücrelerde dimerler, NF-κB β inhibitör (IκB) ailesinin 

inhibitör moleküllerine bağlı formda beklemededirler. IκB inhibitör ailesi üyeleri, 
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transkripsiyon faktörlerinin DNA bağlanma alanları ile etkileşime girerek onları 

transkripsiyonel olarak inaktif halde tutarlar (98). 

Yapılan araştırmalar neticesinde iki farklı NF-κB sinyal yolu olduğu ortaya 

konmuştur; 1. Patojenler ve inflamatuar aracılar tarafından aktive edilen kanonik yol, 2) 

hücre içi gelişimsel sinyallerle [Tümör nekroz faktör (TNF), B hücre aktive faktör (BAF) 

gibi] aktive olan kanonik olmayan yol. Kanonik yol aracılı patojen uyaranlarla aktive olan 

NF-κB'nin en yoğun formu p65:p50 heterodimeridir. Uyaran şiddetine bağlı olarak p65'teki 

dengesiz artış ve devamında efektör moleküllerin transaktivasyonu, inflamatuar bağırsak 

hastalığı, multipl skleroz, romatoid artrit ve nörodejeneratif hastalıklar başta olmak üzere, 

birçok kronik patogenezin gelişiminden sorumludur. Bu sebeple, NF-κB p65 sinyal yolu, 

tümör proliferasyonunun durdurulmasını hedefleyen ilaç keşfi ve geliştirilmesi 

araştırmalarında önemli bir dönüm noktasıdır (97, 98). Kanonik aktivasyon sinyal yolağının, 

uyarılmasından Toll benzeri reseptörler (TLR'ler), İnterlökin-1 reseptörü (IL-1R), tümör 

nekroz faktörü reseptörü (TNFR) ve antijen reseptörleri sorumludurlar. NF-κB 

aktivasyonunun alternatif yolu olarak tanınan kanonik olmayan sinyal yolağı ise B hücre 

aktivasyon faktörü, lenfotoksin β-reseptör, CD40 da dahil olmak üzere farklı reseptör 

sınıfları aracılığıyla gerçekleşir (97, 99). 

Nükleer faktör kappa B transkripsiyon faktörü ailesi, inflamasyon, hücresel stres, 

hücre farklılaşması veya çoğalması ve hücre ölüm yolaklarında önemli rollere sahiptir. Öte 

yandan NF-κB, adezyon molekülleri, transkripsiyon faktörleri, büyüme faktörleri, hücre içi 

sinyal molekülleri, sitokinler ve miRNA'lar gibi düzenleyicilerin farklı bileşenlerini içeren 

karmaşık geri bildirim devrelerinin hedef genlerini de düzenleyebilmektedir (97). Söz 

konusu özelliklerin yanı sıra NF-κB, tümör proliferasyonu, invazyonu ve metastazında 

düzenleyici bir oyuncu olarak da bilinmektedir. Bilhassa tümör proliferasyonunda NF-κB, 

diğer pek çok sinyal molekülüyle kordine formda çalışmaktadır. Sinyal yolaklarında öne 

çıkan p53 ya da miRNA gibi başka transkripsiyon faktörleriyle de iş birliği içerisindedir. 

İlgili transkripsiyon faktörleri ya doğrudan NF-κB dimerleriyle etkileşir ya da NF-κB’nin 

hedef genlerini uyarır (98). 

Oksidatif ya da fizyolojik strese yanıt olarak kalıtsal bağışıklık süreç olarak 

tanımlanabilen inflamasyon, özellikle memelilerde korunan kanonik NF-κB sinyal yolağının 

uyarılarak aktive olmasıyla yakından ilişkilidir (100).  İnflamasyon ve özellikle de NF-κB, 

kanser gelişiminde iki ucu keskin bir role sahiptir. Bir yandan NF-κB aktivasyonu, 
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transforme hücreleri hedef alan ve ortadan kaldıran immün savunmanın bir parçasıyken, aynı 

zamanda NF-κB, pek çok kanser türünde ve tümör gelişim evresinde aktive olarak 

protümörojenik fonksiyonları da uyarabilir.  Kanser hücrelerine karşı sitotoksik etki gösteren 

immün hücrelerin yüksek aktivite göstermeleriyle gelişen akut inflamatuar süreçlerin 

düzenlenmesinde NF-κB aktivasyonu kaçınılmazdır. İmmün sistemin düzenlenmesinde 

efektör rolde yer alan NF-κB’nin antitümörojenik fonksiyonları arasında tümör immün 

gözetim sistemi ayrı bir öneme sahiptir. Ancak, tümör proliferasyonuna karşı bu immün 

gözetim savunma sistemi, tüm anormal hücreleri yok edebilecek kadar etkin değildir. Tümör 

inflamasyon sürecini antitümörojenik ve protümorejenik dengenin sıklıkla tümör lehine 

kaydığı bir "kaçış" aşaması izlemektedir. Bağışıklık sistemi bu aşamada kanser 

hücrelerinden daha iyi performans gösterirler (97, 98). İnflamasyonun, özellikle de NF 

κB'nin tümör proliferasyonuna ve ilerleyişine olan katkısı karmaşıktır. NF-κB hem immün 

yanıtı düzenleyen sitokinleri (TNF-α, IL-8, IL-6 ve IL-1 gibi) hem de lökositlerin 

inflamasyon alanlarına toplanmasına neden olan adezyon moleküllerini uyarır (101). Doğal 

immünitede üstlendiği rolünün yanı sıra NF-κB sinyalizasyonunun, apoptoz ve hücre 

proliferasyonunu da içine alan çok farklı hücresel olayları da kontrol ettiği bilinmektedir. 

Apoptozdaki düzenleyici rolü ele alındığında NF-κB, anti-apoptotik proteinlerin 

aktivasyonlarıyla, inflamatuar cevabı başlatan hücrelerin apoptozdan korunarak sağ 

kalımlarını destekler (100).  

Nükleer faktör kappa B sinyalizasyonunun EMT aracılı metastazı kontrol ederek 

tümör proliferasyonuna katkı sağladığı bilinmektedir. Ayrıca NF-κB, MMP, VEGF ve 

reseptörlerinin aktivasyonlarını uyararak tümör anjiyogenezisini de uyarabilmektedir (98, 

101). Herhangi bir tümöral doku iç veya dış uyaranlara bağlı olarak yüksek seviyelerde NF-

κB aktivitesini uyarabilir. Yani NF-κB aktivite artışı, ya NF-κB ya da onkogenlerin 

mutasyonları aracılı doğrudan indüklenmesine bağlı olarak gerçekleşebilir. Öte yandan 

tümör mikroçevresinde sitokin salınımına bağlı olarak da yüksek NF-κB aktivitesi 

oluşabilmektedir (100).  

2.2. Bornil Asetat  

Potansiyel kemoterapötik ajanların kaynağı olarak doğal ürünlere ilgi her geçen gün 

artmaktadır. Doğal ürünler ve bunların türevleri dünya genelinde kullanılan ilaçların 

%50’sinden fazlasını oluştururken, bitkisel kaynaklı doğal ürünlerin %25’inden fazlasının 
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kemoterapötiklerin ham maddesini oluşturduğu bilinmektedir (17, 102). Birçok doğal ürün 

bileşeni tek başına ya da kompleks halde bu amaç için kullanılmaktadır. 

Terpenoidler, bitki kaynaklı uçucu (esansiyel) yağların bir bileşeni olarak 

inflamasyon nörodejeneratif hastalıklar ve kanser tedavisinde önemli bir rol üstlenmektedir. 

Bisiklik bir monoterpen olarak BA, Amomum villosum (Zingiberaceae), Inula graveolens 

(Asteraceae) (103), Tetraclinis, Articulata (Cupressaceae) (104), gibi çeşitli bitkilerde tipik 

uçucu bileşimdir. BA bakımından zengin bitkiler geniş tıbbi değere sahiptir (105). Aynı 

zamanda ülkemizin endemik türleri arasında yer alan Helichrysum armenium ve Thymus 

vulgaris bitkilerinin çiçek ve yaprak kısımlarının esansiyel yağ içeriğini oluşturan ana 

bileşiklerdendir (21). İlk olarak Ohi ve arkadaşları tarafından köknar iğnelerinden izole 

edilen BA, parfüm ve gıda alanında yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca BA Amerika 

Birleşik Devletleri ‘Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA No. 2159)’ 

tarafından da güvenli olarak derecelendirilmiştir (106). 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarla BA'nın çok sayıda doğal kaynağı rapor edilmiş 

olup, antimikrobiyal, antikanser ve anti-inflamatuar etkileri de dahil olmak üzere 

farmakolojik aktiviteleri vurgulanmıştır. BA şu anda tıbbi amaçlarla kullanılamıyor olsa da 

birçok tescilli Çin ilacında önemli bir bileşen olarak etki etmektedir. BA’nın öncüsü olarak 

tanınan borneol (BOL), genellikle kardiyo/serebrovasküler hastalıkların tedavisinde ve kan 

beyin bariyerinin (BBB) geçirgenliğinin arttırılmasında kullanılmaktadır. Günümüzde klinik 

kullanımda olan BOL ile yapısal benzerliği olan BA ile yapılan in vivo araştırmalar BA’nın 

BOL’e göre toksisitesinin düşük, biyoyararlanımının ise yüksek olduğunu göstermiştir 

(107).  

Bir anti-inflamatuar ya da bir immünomodülatör ajan olarak da ele alınabilen BA, 

hamilelikte kullanılabilen ilaçlar, aromaterapi ve sedatif uygulamalar bakımından 

farmakolojik potansiyeli yüksektir (108). Farmokolojik olarak ümit veren söz konusu bu 

gelişmelere rağmen BA'nın kanser ve nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde kullanımını 

destekleyen araştırmalar ise geri planda kalmıştır. BA'nın bilhassa tümör gelişimi üzerine 

etkisinin detaylı olarak ele alınması, aktif potansiyelinin ortaya konması açısından ayrıca 

önem teşkil etmektedir.  

2.2.1. Bornil Asetatın Fizikokimyasal Özellikleri 

Bornil asetat hoş, serin bir çam aroması kokusuyla tanınan ~220-224◦C kaynama 

noktasına, 196.29 g/mol moleküler ağırlığa sahip, renksiz bir sıvı veya beyaz yarı kristalimsi 
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bir yapıya sahiptir (PubChem CID 6448). BA’nın moleküler yapısı [1,7,7-trimetil-2 

bisiklo[2.2.1] heptanil] asetat, açık formülü ise C12H20O2 olarak gösterilmektedir. Alkol ve 

sabit yağlarda çözünebilir karakterdedir. BA'nın ayrıntılı fizikokimyasal özellikleri ise Tablo 

1'de gösterilmektedir (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, 2023). 

Tablo 1. BA’nın fizikokimyasal özellikleri 

 

Hidroksil grubunda yer alan hidrojen atomunun, asetil gruplarıyla yer değiştirmesi 

sonucu oluşan BA, bisiklik monoterpenler sınıfında yer alan BOL ile de aynı çift halka 

yapısını sergilemektedir (Şekil 4). Bisiklik monoterpen bileşiklerin karakteristik özellikleri 

arasında yer alan sert kafes benzeri yapıları sayesinde Gama aminobütirikasit reseptörlerinin 

aktivasyonları üzerinden sedatif etkilerini gösterebilmektedirler. Ayrıca söz konusu 

hidroksil grubunun asetilasyonunundan sedatif etkiyi arttığı bildirilmektedir. Ayrıca BA’nın 

yapısal grupları CH ve COO-‘nun Bacillus subtilis’e karşı sporisidal etki gösterebildikleri de 

rapor edilmiştir (109). 

İsim Bornil Asetat 

Moleküler Formül 

Kimyasal İsim 

Molekül Ağırlığı 

Fiziksel Görünüm 

Koku 

Kaynama Noktası 

Alevlenme Noktası 

Çözünürlük 

Yoğunluk 

C12H20O2 

1,7,7-trimetilbisiklo[2.2.1]heptan-2-il asetat 

196.29 g/mol 

Kuru toz/sıvı/ renksiz 

Çam/kafur/balzamik  

~ 220-224◦C 

88◦C 

25◦C de suda 9,721 mg/l, alkolde, sabit yağlarda çözünür.  

0,981- 0,985 
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Şekil 4.   Bornil asetatın moleküler yapısı ve kaynağı (Zhao’dan, 107). A. fructus bitkisinden 

uçucu yağ ekstraksiyonu ya da BA’nın öncü bileşiği BOL’ün asetilasyon işlemleri 

aracılı elde edilebilir. 

2.2.2. Bornil Asetatın Toksisitesi 

Literatürde yapılan araştırmalarda BA’nın toksisitesine dair doğrudan bir raporlama 

yapılmamıştır. Bununla birlikte farelerle gerçekleştirilen bir araştırmada BA’nın akut toksik 

ölümcül dozu 2191,9 mg/kg (1860,3~2582,7 mg/kg) olarak hesaplanmıştır (110). BA’nın 

güvenirliliği farklı hayvan çalışmaları ile değerlendirilmiştir. Tavşan derisine topikal 

uygulama hafif derecede tahriş edici etki göstermiştir. Ayrıca erkek sıçanlarda BA’nın 90 ve 

270 mg/kg/gün dozlarındaki oral uygulamalarının nefrotoksisite ve hepatotoksisite 

oluşturabileceği gösterilmiştir. Farelerde yapılan üreme çalışmasında (erkek için 100, dişi 

için 300 mg/kg/gün), BA’nın gelişimsel toksisite oluşturmadığı belirtilmiştir (109). 

2.2.3. Bornil Asetatın Biyolojik Aktiviteleri 

Bornil asetat açısından zengin bitkilerin tıbbi özellikleri klinik araştırmalar açısından 

önem teşkil etmektedir. İyi bilinen anti-inflamatuar ve antikanser aktivitelerine ek olarak, bu 

bitkiler antimikrobiyal ve ishal önleyici etkileriyle farklı patolojilerin tedavisinde dikkatleri 

çekmektedirler (107). Söz konusu bitkilerin biyoaktiviteleriyle ilgili in vitro ve in vivo 

çalışmalar, bitkilerin terpenoid içeriğini oluşturan BA'nın, terapötik fonksiyonlarını yansıtan 

farklı fenotipik potansiyellerini de sergilemektedir. 

Monoterpenler antimikrobiyal aktiviteleriyle literatürde tanınmalarıyla birlikte 

araştırmalar aynı sınıfta yer alan BA üzerine yoğunlaşmıştır. Günümüze kadar ulaşan 
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çalışmalarla BA’nın S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. cloacae, K. pneumoniae, 

E. coli olmak üzere farklı bakteri türlerine karşı güçlü antimikrobiyal aktivite sergilediği 

belirtilmektedir. Ayrıca, BA’nın hidrofobik grupları ile bakteri spor yüzeylerinde bulunan 

hidrofilik gruplar arası etkileşimin, bakteri spor yüzeyi protein yapısını bozarak çoğalmayı 

engelleyebildiği bilinmektedir (109). BA’nın Escherichia, Bacter oides, Helicobacter, 

Desulfovibrio, Ruminococcus, Parabacteroides, Clos tridium dahil olmak üzere patojenik 

bakterileri önemli ölçüde inhibe ederek patojenin neden olduğu inflamatuar bağırsak 

hastalıklarını azaltabildiği gösterilmektedir. Aynı zamanda probiyotik Lactobacillaceae'nin 

çoğalmasını uyararak bağırsak mikrobiyal dengenin düzenlenmesinde de etki 

göstermektedir (111).  

Literatür araştırmaları BA'nın bağırsak ve akciğer hastalıklarının tedavisinde anti-

inflamatuar etki gösterebildiği belirtilmektedir. BA ile ön tedavi neticesinde lipopolisakkarit 

(LPS) kaynaklı akut akciğer hasarı uyarılan farelerin akciğer dokusundaki inflamatuar hücre 

infiltrasyonunda alveolar kanamayı, interstisyel ödemi önemli ölçüde iyileştirilmiştir (112). 

Ayrıca BA tedavisinin, 5-FU’ya bağlı bağırsak mukozitinin semptomları olan ishalin ve 

iştahsızlığın önlenmesinde etkili olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmektedir. İlgili 

araştırmalarda BA’nın pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-6 ve TNF-α) seviyelerini 

azaltabileceği de ayrıca belirtilmektedir (111, 113). Yang ve arkadaşlarının yaptıkları 

çalışmada insan endotel hücrelerinde bornil asetatın okside düşük yoğunluklu lipoprotein 

kaynaklı azalan hücre canlılığını arttırdığını ve NF-κB sinyal yolunun aktivasyonunu inhibe 

ederek, pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-α ve IL-1ß) ekspresyonunu azalttığını 

göstermişlerdir (114). Chen ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada LPS aracılı akut 

akciğer hasarına karşı BA’nın pro-inflamatuar sitokinlerin seviyelerini azalttığını ve NF-

κB’yi inhibe ettiğini belirtmişlerdir (112).  

Noor ve arkadaşlarının araştırmalarında anestezi altında normotansif sıçanlarda 

BA’nın hipotansif etkinliğini değerlendirmişler ve BA'nın intravenöz uygulanmasıyla 

sistolik kan basıncında doza bağlı olarak anlamlı bir azalmaya neden olduğunu göstererek 

muhtemel anjiotensin konverting enzim inhibitörü potansiyeline sahip olabileceğini 

belirtmişlerdir (107). Lee ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği başka bir çalışmada 

Mycobacterium tuberculosis ekstraktı ile immünize edilen C57BL farelere 100, 200, 400 

mg/kg BA oral olarak 14 gün boyunca uygulayarak, farklı dozlarda BA’nın pro-inflamatuar 

sitokinlerin (IL-1β, IL-6, and TNF-α), enzimlerin [indüklenebilir NADPH oksidaz (iNOS) 
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ve siklooksigenaz-2] ekspresyonunu azalttığını, mitojen aktive edici protein (MAPK) ve NF-

κB sinyal yolaklarını baskılayabildiğini göstermişlerdir (115).  

Günümüzde aromaterapi uygulamaları depresyon, anksiyete ve doğum ağrısı gibi 

durumlarda yaygın olarak kullanılmaktadır (116, 117). BA'nın da çam ormanı aromalı 

sedatif kokusu, onu aromaterapi uygulamaları için etkili bir aday haline getirmektedir. 

Hayvanlar ve insanlar üzerinde gerçekleştirilen araştırmalar, BA buharının solunmasının 

gösterdiği sedatif etkinin, onun aromaterapi uygulama kapsamını genişlettiğini 

belirtmektedirler (107, 118).  

Mevcut çalışmalar BA'nın anti-inflamatuar etkisi hakkında memnun eden farklı 

raporlar ortaya koymuştur. BA'nın, MAPK ve NF-κB sinyal yolaklarının inhibisyonu aracılı 

bağırsak florasını ve bağırsak epitel fonksiyonlarını düzenleyerek gastro-intestinal sistem 

üzerinde hem koruyucu hem de anti-inflamatuar etki gösterebileceği de ortaya konmuştur 

(111, 119). Dikkat çeken başka bir çalışmada, BA ile uygulanan tedavinin, NO düzeylerinde 

kayda değer bir azalışa neden olarak anti-oksidan etki gösterebileceği bulunmuştur. NO, 

inflamatuar bir aracı olmasına rağmen, belli oranlarda salınımının bağırsak yolu üzerinde 

koruyucu bir etkisi olduğu bildirilmektedir (107). Bahsi geçen tüm bu araştırmalara rağmen 

BA'nın anti-inflamatuar ve analjezik etki mekanizmaları belirsizliklerini korumaktadır.  

2.2.3.1. Bornil Asetatın Antikanserojen Etkileri 

Monoterpen yapılı bileşiklerin etkili antikanserojen aracılar olarak hareket etme 

yetenekleri bilinmektedir. Öte yandan BA’nın in vitro antikanserojen etkilerine dair 

çalışmalar literatürde yer alırken hala hazırda in vivo bir çalışmaya rastlanılmamıştır. 

Monoterpen sınıfında yer alan BA’nın da in vitro kanser hücreleri üzerindeki antikanserojen 

etkileri ayrıca incelenmiştir. Karan ve arkadaşları BA'nın rahim ağzı kanseri (HeLa), 

kolorektal kanseri (HT-29), küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (A549) ve meme kanseri 

(MCF-7) hücrelerinin canlılığını konsantrasyonla paralel olarak inhibe ettiğini ve en büyük 

etkinin de A549'a karşı gözlemlendiğini göstermişlerdir (103). Literatürde benzer şekilde 

BA'nın kolon kanseri LoVo hücreleri üzerinde, yumurtalık kanseri (A-2780) ve böbrek 

fibroblast (BHK-21) hücre hatlarında sergilediği sitotoksik aktivitesi de test edilmiş ve in 

vitro olarak antikanser etkisi ortaya konmuştur (120, 121). BA’nın in vivo antikanserojen 

etkinliğinin değerlendirilebilmesi için bu yöndeki araştırmalar yoğunlaştırılmalıdır. 
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2.3. Reaktif Oksijen Türleri ve Oksidatif Stres 

Reaktif oksijen türleri (ROS), moleküler oksijenin kısmi azalması sonucu oluşan, 

eşleşmemiş elektron içeren kısa ömürlü moleküllerdir. Bunlar, süperoksit (O2
−), hidrojen 

peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH•), peroksil radikali (LOO•), alkoksil radikali (LO•), 

lipit hidroperoksit (LOOH), peroksinitrit (ONOO•), hipokloröz asit (HOCl) ve ozon (O3) 

olarak sıralanabilir (122, 123).  

Hücre fizyolojisindeki tartışmalı rolleri ile bilinen ROS, metabolizmada yararsız/atık 

moleküller değildirler. Onlar fizyolojik aracılar ve ikinci haberciler olarak sinyal iletimi, 

farklılaşma, proliferasyon, inflamasyon, fosfolipaz aktivasyonu, yaşlanma ve diğer 

metabolik süreçlerde hücresel düzenleyiciler olarak görev alabilmektedirler (124). Redoks 

sinyalleri, belirli proteinlerin geri dönüşümlü ve spesifik modifikasyonları ile aktive olur. 

Sistein kalıntılarının geri dönüşümlü modifikasyonları arasında sülfanillenme, disülfid 

bağları oluşumu ve S-glutatyonillenme yer alır. ROS aracılığıyla başlatılan bu redoks 

sinyalleri ilişkili değişiklikler, iyon kanalları, fosfatazlar, kinazlar ve apoptotik sinyal 

yolaklarında görevli protein aktivitelerini hedefleyerek, transkripsiyonel aktivitelerinde 

değişikliklere neden olabilirler (125).  

Reaktif oksijen türleri oluşumu ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 

arasındaki redoks dengesinin oksidanlar lehine kayması olarak tanımlanan oksidatif stres, 

redoks sinyalinin ve fizyolojik fonksiyonun bozulmasına yol açar (125). Oksidatif stres, 

doğrudan ya da dolaylı yoldan ROS aracılı nükleik asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin zarar 

görmesine neden olarak kanser, nörodejenerasyon, ateroskleroz ve diyabet gibi metabolik 

hastalıklarla ilişkilendirilmektedir. Bu yüzden oksidatif stresin biyobelirteçleri, hastalık 

durumunun ve antioksidanların koruyucu etkilerinin değerlendirilmesinde önemlidir (126)  

2.3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Serbest radikallerin neden olduğu oksidasyonları önleyen, serbest radikalleri 

yakalama ve stabilize etme yeteneğine sahip maddelere “antioksidan” adı verilir. 

Antioksidan savunma sistemlerinin temel görevi aşırı ROS oluşumunu engelleyerek 

fizyolojik redoks dengesinin devamlılığını sağlamaktır (7). Antioksidanlar, O2
• ve H2O2'nun 

indirgenmesiyle oksidatif hasarın baskılanmasında önemli rollere sahiptirler. ROS 

homeostazisi, hücrenin hayatta kalması, hücresel hasarın önlenmesi ve fizyolojik hücre içi 

sinyal üretimi için gereklidir (126). Hücre içi ROS seviyelerinin düzenlenmesi, farklı 

enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar tarafından gerçekleştirilir. Enzimatik 
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olmayan moleküller arasında glutatyon, flavonoidler, A, C ve E vitaminlerini yer alır.  Hücre 

içi H2O2'yi H2O'ya indirgeyerek hücresel sinyalleşme için H2O2 seviyelerini koruyan 

enzimatik antioksidanlar ise süperoksit dismutaz (SOD), süperoksit redüktaz, katalaz, 

glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon redüktaz (GR), peroksiredoksin (PRX) ve 

tioredoksin (TRX) olarak sıralanabilir (123).  

Süperoksit radikalinin H2O2'ye indirgenmesinden sorumlu SOD enzimleri, farklı 

hücre alt birimlerinde yer alan metaloenzimlerdir. SOD1 (Cu/ZnSOD) sitozolde, SOD2 

(MnSOD) mitokondride bulunurken, SOD3 (Cu/ZnSOD) hücre dışında yer almaktadır. SOD 

enzimleri kofaktör olarak bakır (Cu2+), demir (Fe2+), çinko (Zn2+) ya da manganez (Mn2+) 

gibi metal iyonlarını kullanabilirler (127). Katalaz öncelikle sitozolde ve oksizomlarda 

bulunur ve H2O2'yi H2O ve O2'ye dönüştürür Hücrelerden H2O2 nin uzaklaştırılması 

engellenirse, H2O2 aracılı hasardan kaynaklanan doğrudan toksisite ortaya çıkar. Yüksek 

aktivite gösterebilmek için GSH, NADPH ve glukoz 6-fosfat gibi kofaktörlere ihtiyaç duyan 

GPX, GR ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi farklı ikincil enzimlere de ihtiyaç 

duymaktadır. GR, inhibe olduğu hücrelerde H2O2'yu GP antioksidan savunma sistemi aracılı 

uzaklaştıramaz ve glutatyon disülfür (GSSG) düzeyleri artar. Glutatyon sentezi, glutatyon 

sentetazın (GS) ya da γ-glutamil sistein sentetazın (γ-GCS) inhibisyonları, GSH 

yoksunluğuna ve H2O2 birikimine neden olmaktadır (Şekil 5). 

Peroksiredoksinler ve TRX'ler, aktif bölgelerinde bulunan reaktif sisteini kullanarak 

peroksinitritlerin ve hidroperoksitlerin H2O'ya indirgenmesini kolaylaştırırlar. Sitozol, 

endoplazmik retikulum, peroksizomlar ve mitokondride yer alan PRX'ler, etkin H2O2 

süpürücüleridirler (123, 127).  

Düşük konsantrasyonlarda H2O2, hücre proliferasyonu ve ölümü, hücreler arası 

sinyalizasyon, karbonhidrat metabolizması, trombosit aktivasyonu, tiyol indirgenme- 

yükseltgenme dengesi, mitokondriyal fonksiyon gibi pek çok metabolik sürecin 

düzenlenmesinde etkin rol almaktadır. Bununla birlikte fizyolojik sınırın üzerine çıkan H2O2 

seviyelerinin metabolizmada patolojik etki oluşturulacağı da bilinmektedir (128). Bundan 

dolayı CAT’ın hücrede H2O2 konsantrasyonunu düzenleyerek organizmada birincil basamak 

antioksidan savunma enzimi olarak yer alması mühimdir. Peroksizomlarda yer alan CAT 

enzimi, SOD aracılı açığa çıkan H2O2’nin H2O’ya indirgenerek detoksifikasyonunu 

gerçekleştirir. CAT, düşük Km (Michaelis-Menten Sabiti) değeri ile H2O2’ya ilgisi yüksek 

olan GPx’e nazaran daha yüksek konsantrasyondaki H2O2’nin indirgenmesinden 
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sorumludur. CAT enzimin eksikliği ya da mutasyonu farklı anomalilerle 

ilişkilendirilmektedir. Literatürde CAT gen aktivitesinin değişmesi veya genetik 

varyasyonlu kişilerde oksidatif DNA hasarı, kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastalıklara 

yatkınlığın arttığı belirtilmektedir (129). 

Glutatyon sistemi; glutatyon, GR, GPx ve glutatyon-S transferazı (GST) içerir (Şekil 

5). Redükte glutatyon (GSH), sitoplazmik proteinlerin sisteinlere olan disülfid bağlarını 

indirgeyerek hücrelere koruma sağlar (125). Sekiz adet GPX vardır ve PRX' ten daha az 

miktarda bulunmalarına rağmen oldukça aktiftirler ve H2O2'yi daha yüksek seviyelerde 

temizledikleri bulunmuştur. GPX'ler sitozol ve mitokondride bulunur. Aynı zamanda 

Nrf2’nin hedef proteini olan GPX, H2O2 ve GSH reaksiyonunu hızlandırarak H2O ve okside 

glutatyon (GSSG) üretir (126).  

 

Şekil 5. Antioksidan enzim şeması (Weydert’den, 126). 
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Nükleer Faktör Eritroit 2 İlişkili Faktör-2  

Organizmada hücre çoğalması, apoptoz ve hücre döngüsünü düzenleyerek kanser 

gelişimini ve ilerlemesini önlemede hayati rol oynayan Nükleer faktör eritroit-2 ilişkili 

faktör-2 (Nrf2), hücreleri oksidatif ve elektrofilik saldırılardan koruyarak antikanserojen etki 

gösteren tümör baskılayıcı bir gendir. Fizyolojik şartlarda Nrf2, negatif regülatörü Keap1’e 

bağlı inaktif formda beklemektedir. Hücreler oksidatif strese maruz kaldığında Keap1’den 

serbestleşmek üzere Nrf2, 26S proteozom yolu üzerinden yıkıma uğrar. Sitozolde 

Keap1’den ayrılan Nrf2, çekirdeğe yer değiştirir ve antioksidan yanıt elemanına (ARE) 

bağlanarak antioksidan hedef genlerinin aktivasyonunu düzenler (130).  

Fizyolojik sınırın üzerine çıkan ROS’a karşı Nrf2, antioksidan enzim hedef genlerini 

(SOD, CAT, HO1, GPx, GST, TRX redüktaz) aktive ederek organizmayı koruma altına alır 

(131).  Hücresel redoks homeostazisinin yeniden kurulması üzerine Keap1, Nrf2'yi ARE'den 

ayırmak için çekirdeğe yer değiştirir ve bu durum Nrf2'nin yıkımına yol açar. Çalışmalar, 

Nrf2'nin kanser, nörolojik hastalıklar, kardiyovasküler problemler, yaşlanma ve 

inflamasyonla gelişen çeşitli hastalıklarda koruyucu bir işlevi olduğunu göstermiştir (130). 

2.3.2. Oksidatif Stres Biyobelirteçleri 

Reaktif oksijen türlerinin seviyelerinin artmasıyla enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidanlar arasındaki dengenin bozulması neticesinde oksidatif stres gelişir. Oksidatif 

stresin biyobelirteçleri, hastalık durumunun ve antioksidanların iyileştirici etkilerinin 

değerlendirilmesinde önemlidir (126). Lipitler, proteinler ve DNA aşırı ROS birikimi ile 

modifiye edilebilecek moleküler örneklerdir. Klinik uygulanabilirlik bakımından, oksidatif 

değişimlerin biyolojik fonksiyonlar üzerindeki rolü, seçilen biyolojik belirteçlerin geçerliliği 

bakımından merkezi özelliktedir (125). 

Reaktif oksijen türleri aracılı DNA bileşenlerinin oksidasyonu, nükleotit 

oksidasyonu, zincir kırılması, baz kaybı ve eklenti oluşumu dahil farklı DNA 

modifikasyonlarını uyaran DNA hasarlarının ana kaynağıdır (123). DNA molekülünde 

oksidatif hasarı uyarabilen HO• radikali, tüm pürin ve pirimidin bazlarıyla beraber 

deoksiriboz omurgasıyla da reaksiyona girerek belirteç olarak kullanılabilen farklı 

moleküllerin oluşumuna neden olurlar. Bu nükleotid oksidasyon ürünleri arasında yer alan 

7,8-dihidroksi-8-okso-2'-deoksiguanozin en sık kullanılan oksidatif hasar belirtecidir (132).  
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Proteinler, normal veya oksidatif stres koşulları altında üretilen ROS için ideal bir 

hedef kaynağıdır. Birçok aminoasit kalıntısı farklı okidatif modifikasyonlara maruz kalabilir 

(132). Kükürt kalıntılarının oksidasyonu, aromatik ve alifatik grupların hidroksilasyonu, 

aromatik grupların ve birincil amino gruplarının klorlanması, tirozin kalıntılarının 

nitrasyonu, sistein kalıntılarının nitrozillenmesi, glutatyonillenmesi ve bazı amino asit 

rezidülerinin karbonil türevlerine dönüşümü söz konusu modifikasyonların başında 

gelmektedir. Buradan yola çıkılarak proteinlerin karbonil seviyelerinin analizi, oksidatif 

protein hasarının en yaygın kullanılan belirtecidir ve oksidatif stres nedeniyle hasarlanan 

dokular, özellikle artan konsantrasyonlarda karbonillenmiş proteinler içerirler (125).  

Lipid oksidasyonu son ürününün analiziyle oksidatif hasarın belirlenmesi, yaygın 

olarak kullanılan oksidatif stres belirtecidir (125). Başta araşidonik asit (AA) olmak üzere 

çoklu doymamış yağ asitlerinin yapısında yer alan doymamış çift bağ yapıları, söz konusu 

bileşikleri, serbest radikallerin varlığında oksidatif strese karşı hassas hale getirir. Serbest 

radikalleri neden olduğu oksidasyon, başta HO• ve ROO• olmak üzere farklı ROS bileşikleri 

tarafından uyarılan otokatalitik bir zincir reaksiyonunu başlatır. Zincir reaksiyonu, zincir 

taşıyıcı radikaller olarak görev yapan lipid peroksil radikalinin ve lipid hidroperoksitlerin 

oluşmasıyla ilerler. Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal lipid oksidasyonunun 

en çok araştırılan biyobelirteçleri arasında yer alır (132, 133).  

Malondialdehitin tiobarbitürik asit (TBA) analizi, biyolojik sistemlerde lipit 

peroksidasyonunun değerlendirilmesi için uzun yıllardır yaygın olarak kullanılmaktadır. 

MDA-TBA reaksiyonunu oluşturmak amacıyla numunenin asidik koşullar altında 

ısıtılmasına dayanan spektrofotometrik bir analizdir (134). Ayrıca ortamdaki toplam oksidan 

seviyelerinin (TOS) ve serbest oksidanlara karşı toplam anti-oksidan seviyelerinin (TAS) 

ölçülerek, mevcut oksidan konsantrasyonunun antioksidan konsantrasyonuna oranlandığı 

oksidaitf stres indeksi (OSI) de oksidatif stres biyobelirteçleri arasında önemli bir yere 

sahiptir (135).   

NADPH oksidazlar (NOX'ler), başta hidrojen peroksit ve süperoksit radikali olmak 

üzere ROS oluşumunu düzenleyen bir enzim ailesidir. NOX ailesi: beş farklı NOX enzim 

izoformlarından (NOX1-5) ve iki farklı ikili oksidazı (Duox1 ve Duox2) içeren yedi 

enzimden meydana gelir. NOX, NADPH'ye aracılı bir veya iki elektronlu oksijen 

indirgenmesi yoluyla O2
• veya H2O2 radikallerini üretirler (136). NOX aracılı türetilen ROS, 

hücresel bölünme, farklılaşma, anjiyogenez ve hücre göçünü de kapsayan birçok fizyolojik 
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fonksiyona sahiptir. Bununla birlikte artmış NOX aktivasyonunun genomik kararsızlık, 

oksidatif hasara bağlı gelişen DNA hasarı ile tümör proliferasyonuna invazyon, metastaz, 

anjiyogenez, sağ kalım ve tümör inflamasyonuna katkı sağladığı yapılan çalışmalarla 

gösterilmektedir (31).  

Nitrik oksit eşleşmemiş elektronlarının oksijen ve azot atomlarında yer değiştirmesi 

ile rezonans stabilitesi (:N::O:) sağlamaktadır. Reseptöre ihtiyaç duymaksızın 

membranlardan kolayca difüze olabilmektedir. Rezonans kararlılığı ve membrandan 

transfüze olabilmeleri gibi özellikleri NO’ya ideal bir haberci molekülü olabilme fonksiyonu 

kazandırmaktadır.  NO•, sitokrom P-450 redüktaz enzim homoloğu Nitrikoksit sentaz (NOS) 

aracılığıyla L- argininden sentezlenir (L-arginin → sitrüllin + NO•). NOS’un nöronal 

(nNOS: NOS1,) uyarılabilir (iNOS: NOS-2) ve endotelyal nitrik oksit sentazı da (eNOS: 

NOS-3) içine alan üç farklı izoformu mevcuttur (137). eNOS Ca2+ bağımlı bir enzimdir ve 

ilk olarak vasküler endotelyal hücrelerde tanımlanmıştır. eNOS, VEGF ve prostaglandin E2 

gibi farklı endotel büyüme uyarıcılarının merkezi bir aracısı olarak tanınmaktadır. Mesane, 

kolon ve pankreas kanserleri de dahil olmak üzere pek çok tümöral yapının damar yapısında 

eNOS ekspresyonunun arttığı kaydedilmiştir. Öte yandan eNOS'un anjiyogenez, invazyon 

ve metastaz gibi tümör proliferasyonuyla ilişkili basamakları da düzenleyebildiği 

bildirilmektedir (138).  

2.3.3. Reaktif Oksijen Türleri ve Kanser 

Kanser ve ROS arasındaki ilişki uzun süredir dikkatleri üzerine çekmektedir.  Mevcut 

araştırmaların ışığında, farklı yapılardaki kanser hücrelerinin fizyolojik hücrelere oranla 

yüksek konsantrasyonlarda ROS ürettiği gösterilmektedir (123). Artan ROS 

konsantrasyonlarının, lipitleri, proteinleri ve DNA'yı hasara uğratarak, genomik kararsızlığı 

ve tümör proliferasyonunu uyararak onkogenik etki oluşturduğu bilinmektedir. Öte yandan 

tümör gelişiminde farklı protümörojenik sinyal yolakları üzerinde de görev üstlenebilen 

ROS, anormal hücre büyümesine, invazyonuna, anjiyogeneze, metastazına, apoptotik 

dirence katkı sağlayabilmektedir (139). Yüksek seviyelerde ROS konsantrasyonları, 

onkogenik mutasyonları ve sağ kalımı uyaran sinyalizasyonları aktive ederek, tümör 

supresör gen fonksiyonlarının baskılanmasın uyararak, glukoz metabolizmasına (Warburg 

etkisi) ve hipoksiye adaptasyonu geliştirerek protümörogenik etkiye neden olabilmektedir 

(123).  
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Antioksidan savunma sistemlerinin temel görevi, fizyolojik seviyelerin çok üzerine 

çıkan ROS konsantrasyonlarını azaltmak ve redoks dengesini sürdürmektir. Kanser 

hücrelerinin antioksidan kapasitesi, artmış ROS seviyelerini indirgerken, protümöral ROS 

konsantrasyonlarını koruyarak tümör proliferasyonuna ve hücre ölüm mekanizmalarına 

karşı direnç gelişimine izin verir (123). ROS üretiminin, tümör hücre gelişimine, DNA hasarı 

ve genomik kararsızlığa, metabolik adaptasyona, hücre ölüm mekanizmalarına ve ilaç 

direncine, artmış nüksetme insidansına neden olduğu bilinmektedir. Öte yandan, kanser 

gelişiminde ROS seviyelerinin toksik seviyeleri antitümörojenik etki göstererek oksidatif 

hasar artışına ve tümör hücre ölümünün uyarılmasına da sebep olabilir (139). Söz konusu 

çapraz ilişkiye rağmen, ROS' u ortadan kaldırmak ya da ROS konsantrasyonlarını arttırmak 

hedefli uygulanan tedaviler, riskli bir süreç oluştursalar dahi etkili kanser tedavileri olarak 

potansiyel oluşturmaktadırlar.  

Hücrelerdeki artmış ROS düzeylerinin hücre döngüsünün kontrolünü, apoptozu ve 

yaşlanmayı başlatabileceği bilinmektedir (138). Kanser hücrelerinde tedavi amaçlı 

kemoterapi uygulamaları, organizmada immün hücreler aracılı yükselen ROS 

konsantrasyonları ya da hücresel antioksidanların tükenmesi de ROS düzeylerinde denge 

kaybına olabilmektedir. Yüksek düzeydeki ROS, apoptotik hücre ölümünün belirgin 

işaretleri olan kaspaz aktivasyonunu, poli ADP riboz polimeraz bölünmesini, DNA 

fragmantasyonunu doğrudan etkileyebilir (139). Mitokondriyal elektron transport 

zincirinden kaçan O2
• üretimi, mitokondriyal membranda hasara neden olmaktadır. Hasar 

sonucunda sitokrom c'nin membrandan sitozole salınması ve translokasyonuyla kaspaz 

aracılı ve kaspaz bağımsız sitozolik sinyal yolakları tetiklenir. Mitokondriden önemli 

miktarda sitokrom c kaybı, mitokondriyal ETC' nin bozulması ve hasar görmesinin ardından 

ROS üretiminin daha da artmasına neden olabilmektedir (138).  

Hücre içi ROS konsantrasyonlarının patolojik düzeylere yükselmesi ve hücresel 

antioksidanların tükenmesiyle ROS'un antitümöral etkinliği kanserde bir tedavi olarak 

hedeflenebilmektedir (125). Kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan belirli 

kemoterapötik ajanların temel prensibi, hücre içi ROS seviyelerini artırarak hücrenin 

onarılamaz hasarıyla hücre ölümüne yönlendirilmesidir. Öte yandan kanser hücrelerinde 

ROS üretiminin inhibisyonu, protümöral etkinin baskılanmasıyla de sonuçlanabilir. ROS 

düzeylerindeki azalış, tümör hücre sağ kalımının ve proliferasyonunun baskılanmasına, 
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metabolik adaptasyon kaybına, DNA hasarı seviyelerinde ve genomik kararsızlıkda 

iyileşmeye yol açabilmektedir (123).  

2.4. Ehrlich Solid Tümör Modeli 

Ehrlich assit karsinomu, ilk kez tanımlanmasından bu yana, assit tümörü 

araştırmacılar tarafından sıklıkla kemoterapötik çalışmalar için karşılaştırmalı olarak 

kullanılmaktadır (5, 10). Proliferatif fazdan plato fazına geçişte, azalmış glutatyon 

konsantrasyonu ve artan trigliseritler, kolesterol esterleri ve serbest yağ asitleri gibi 

morfolojik ve metabolik değişiklikler meydana gelir. Bu özellikleri nedeniyle EAC, artan 

konsantrasyonlarda oksidatif stres ve doku kolesterolü ile karakterizedir (140).  

Başlangıçta hiperdiploidi olan EAC, yüksek transplantasyon kabiliyetine, hızlı 

proliferasyon ve %100 maligniteye sahiptir (140). EAC, asit form ya da solid formda 

kullanılır. EAC tümör hücre süspansiyonu, intraperitoneal yolla farelere verildiğinde asit 

formda tümörün oluştuğu gözlenirken s.k. olarak uygulandığında solid formda tümörün 

oluştuğu gözlenmektedir (10).  

Ehrlich assit karsinomuun karakteristik özelliği tümör hücrelerinin periton içi 

enjeksiyonundan sonra büyük miktarda asitliğin gelişimidir (10). Aşılanan farenin toplam 

ağırlığı, büyüyen tümör ve asit üretimi ile artar. Ağılık artışı şu 3 faktörün sonucudur; 1. 

Çoğunlukla organizmayı kısmen istila eden ve büyüyen assit tümör hücrelerinin ağırlık 

artışı, 2. Assit sıvı ağırlığı artışı, 3. Konakçının ağırlık artışı. Farenin ağırlığının değişimi 

belirleyici değildir. Bununla birlikte, assit tümörünün büyümesinin inhibe edildiği 

hayvanlarda, daha uzun bir hayatta kalma süresi ile hayvan içindeki katı tümörlerin gelişimi 

gözlemlenebilir (8, 10). 

2.5. Western Blot Yöntemi 

Analiz edilmek üzere hazırlanan ve çok sayıda protein içeren herhangi bir 

numuneden istenen tek bir proteini spesifik olarak saptamak amacıyla yaygın olarak 

kullanılan immünolojik yöntemler arasında yer almaktadır. Western blot yöntemi ile tespit 

edilmek istenen bir proteinin analiz edilen numune içerisinde bulunup bulunmadığı ve 

bulunuyorsa yarı kantitatif olarak farklı gruplar arasındaki miktarı hesaplanabilir (141).  

 

 

 



40 
 

Western blotlama (142),  

• Proteinlerin jel elektroforezi ile ayrılması,  

• Elektroforezde yürütülerek ayrılan proteinlerin membrana aktarılarak      sabitlenmesi 

(blotlanması) 

• Sabitlenmiş bir antijenin (ilgili proteinin) seçici antikor aracılığıyla immün tespiti 

• Oluşan antikor- antijen etkileşiminin kemilüminesans, floresans veya kolorimetrik 

yöntemlerle analiz edilmesini içeren immünoblot tekniğidir. 

Western blot, antikor-antijen etkileşiminin spesifikliğiyle ilişkili olarak protein analizinde 

etkili ve rutin bir metottur. Bir karışımdan özgül proteinlerin moleküler ağırlıklarının 

kalitatif ya da yarı kantitatif tanımlanması için verimlidir (141).
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Laboratuvarda Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

Tez çalışmasının gerçekleştirildiği laboratuvarda kullanılan cihazlar, malzemeler 

üretici firmalarıyla birlikte Tablo 2 üzerinde belirtilmiştir. 

Tablo 2. Kullanılan cihaz ve malzemeler 

Cihaz ve Malzemeler Üretici Firma 

-80ºC Derin Dondurucu Thermo Electron Corporation 

-20ºC Derin Dondurucu Vestel 

Mikropleyt Okuyucu  Molecular Devices VersaMax 

Etüv Heraeus 

Çalkalamaılı etüv Shel Lab SI4 

Farklı hacimlerde otomatik pipetler Eppendorf, Brand 

Mikrosantrifüj MicroMax IEC Thermo 

pH metre Hanna- HI 9321 

Sonikatör Sonics Vibra- VCX 500 

Vorteks IKA- Genius 3 

Soğutmalı santrifüj Eppendorf- 5810R 

Elektroforez sistemi BioRad- 1658001FC 

Görüntüleme sistemi BioRad- ChemiDoc XRS+ 

Analitik hassas terazi Mettler Toledo AB204S 

Balon joje-Erlen-Beher (Cam malzeme) IsoLab, SH&GLASS 

El homojenizatörü OMNI- 125 

Serum biyokimya tüpü Vacutainer BD 

Otomatik mikrotom  Leica- 2255 

Distile su arıtma cihazı PureLab DV 25 

Termocycler Techne Genius 

Buz makinesi Scotmann 
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Çalışma kapsamında kullanılan kimyasal maddeler, ticari kitler ürün kodları ve temin 

edildikleri firmalarla birlikte Tablo 3’te verilmiştir.  

Tablo 3. Kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Madde-Ticari Kit- 

Antikor 

Üretici Firma Ürün Kodu 

5-FU Appchem A7686 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Carlo Erba 445106 

Bornil asetat Sigma B55203 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Merck 822050 

Sodyum florür (NaF) Sigma S7920 

PBS Sigma P4417 

Glisin Sigma G8898 

NaCl Sigma 7647-14-5 

EDTA Merck 108454 

Akrilamid/bisakrilamid BioRad 1610148EDU 

Tris-HCl (C4H11NO3) Merck 648317 

Triton X100 Sigma 9002-93-1 

Tween20 JTBaker 73-74 

FBS Biochrom S 0115 

DMEM besi yeri Sigma D6046 

p53 antikoru SantaCruz Sc-126 

Bax antikoru Cell Signaling 2772 

p21 Waf1/Cip1(12D1) antikoru Cell Signaling 2947 

Bcl-2 antikoru Cell Signaling 3498 

LC3A/LC3B antikoru SantaCruz Sc-398822 

BECN1/Beclin-1 antikoru SantaCruz Sc-48341 

Nf-kB p65 antikoru SantaCruz Sc-8008 

MMP9 antikoru SantaCruz Sc-393859 

VEGF antikoru SantaCruz Sc-7269 

CAS-3 antikoru SantaCruz Sc-56053 
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Tablo 3. (Devam)   

Nrf2 antikoru Abcam 92946 

Vinculin antikoru İnvitrogen 700062 

Immun-star Goat anti mouse-HRP BioRad 170-5047 

Immun-star Goat anti rabbit-HRP BioRad 170-5046 

ECL (Enhanced chemiluminescence) BioRad 170-5061 

Total Oksidan Status ölçüm kiti Rel Assay Diagn. RL0024 

Total Antioksidan Status ölçüm kiti Rel Assay Diagn. RL0017 

Fare GPx ELISA kit BT-Lab E1483Mo 

Fare eNOS ELISA kit BT-Lab E0387Mo 

Fare NOX ELISA kit BT-Lab E4090Mo 

 

Tez çalışması Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ) Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

araştırma laboratuvarında yürütülen TSA-2021-9409 nolu ve "Bornil Asetatın Ehrlich Solid 

Tümör Modelinde Tümör Mikroçevresi Üzerine Etkisinin Araştırılması" başlıklı Temel 

Araştırma Projesi kapsamında desteklenmiştir. Çalışmanın etik kurul izni 12.03.2020 tarihli, 

53488718-243 protokol numaralı karar ile KTÜ Tıp Fakültesi-Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan alınmıştır (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onay Yazısı).  

3.2. Yöntem 

3.2.1. Ehrlich Assit Hücrelerinin Çoğaltılması ve Enjeksiyona Hazır Hale Getirilmesi 

Hücre kültürü çalışmaları için daha önceden Bezmialem Üniversitesi’nden temin 

edilen ve sıvı azot tankında saklanan fare kökenli EAC kullanıldı. Hücreler üretici firmanın 

önerileri doğrultusunda %10 fetal bovin serum (FBS), 0.1 M esansiyel olmayan amino asit 

çözeltisi, 1 mM sodyum pirüvat, 2 mM L-glutamin ve %1 gentamisin çözeltileri ile 

zenginleştirilmiş RPMI-1640 besiyeri ile 37ºC’de %5 CO2 ve %95 nemlendirilmiş hava 

içeren inkübatör ortamında kültüre edildi. Flasklardaki besiyeri iki günde bir yenilenerek, 

hücre yoğunluğu %70 düzeylerine ulaştığında hücreler pipetajla steril kapaklı 15 mL’lik 

tüplere aktarıldı. Flask yüzeyinde kalan hücreler için pasajlama işlemi tripsin-EDTA 

yardımıyla gerçekleştirildi. Santrifüjlenen tüplerin süpernatant kısımları dikkatlice 

uzaklaştırıldı ve hücre pelletleri 2 kere steril fosfat tampon solüsyonu (PBS) ile yıkandı. 



44 
 

Pasajlanan hücrelerden bir kısmı stok Balb/c farelerde assit tümör oluşumu için ayrılırken 

bir kısmı da dondurularak stok halde kaldırıldı. Stok hazırlama prosedüründe her pasajdan 

1x106 hücre kriyoviallere aktarıldı ve üzerine %7,5 oranında (v/v) dimetil sülfoksit (DMSO) 

ilave edilerek -20ºC’de 2 saat, -80ºC’de 24 saat bekletildikten sonra sıvı azot buharında 

saklandı (144).  

3.2.2. Solid Tümör Modeli Oluşturma 

Literatürde farelerde Ehrlich Solid Tümör modelinin 2 aşamada gerçekleştirildiği 

görülmektedir (145).  

I. Adım: Yukarıda anlatılan prosedüre göre hücre kültüründe çoğaltılan EAC 0.5 ml de 

2.5x106 hücre olacak şekilde 6 adet stok fareye (Resim 1) i.p. olarak uygulandı. İki günde 

bir hayvanların kilo değişimleri kaydedilerek abdominal muayeneleri yapıldı. Abdominal 

muayenede peritonda biriken assit tümör hücrelerinin oluşturduğu abdominal gerginlik 

kontrol edildi.  

 

 

 

Resim 1. EAC i.p. uygulanan Balb/c stok fareler 
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II. Adım: İnokülasyondan sonra 7. günde hayvanların peritonunda biriken assit tümör 

hücreleri 15 mL’lik tüplere toplandı ve 3 kez PBS ile yıkandı. Santrifüjlenen tüplerin 

süpernatant kısımları dikkatlice uzaklaştırıldı, PBS ile sulandırılan hücre pelletleri (Resim 

2) ise 0.5 mL de 2.5x106 hücre olacak şekilde sağ uyluktan s.k. enjeksiyon yoluyla deney 

gruplarına verildi.  

 

 

 

                            Resim 2. Stok farelerden toplanan EAC hücre pelletleri 

 

 

İnokülasyon aşamasının 2 adımda gerçekleştirilmesinin temel sebebi; EAC 

hücrelerinin agresifliğini arttırarak hayvanların kanser olma olasılığını arttırmaktır. Deney 

süresince iki günde bir tüm grupların ağırlık değişimleri ve EAC enjekte edilen hayvanların 

tümör boyutları kaliper ile ölçülerek kaydedildi. Hayvanların tümör boyutlarındaki 

değişimler 10. günden itibaren 21. gün sonuna kadar aşağıdaki formülle hesaplandı (146).  

 

                                                   V(cm3)= a2 x (b/2)                                     (Eşitlik 1) 

a: Tümör eni (cm) 

b: Tümör uzunluğu (cm) 
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3.2.3. Deneysel Grupların Oluşturulması ve Uygulama Prosedürü 

Çalışmada 6-8 haftalık, 20-25 g ağırlığında BALB/c ırkı dişi fare kullanıldı. Dişi 

farelere aynı laboratuvarda 12 saat karanlık-12 saat aydınlık ortam sağlandı. 1’den 140’a 

kadar numaralandırılmış fareler kura ile randomize edilerek 16 gruba ayrıldı. Deney 

çalışması için 6 hayvan stok olmak üzere toplam 146 adet dişi fare kullanıldı. Deney 

gruplarını oluşturan fareler her grupta 10 hayvan olacak formda 16 gruba ayrıldı (Tablo 4).  

Ticari olarak temin edilen BA ve 5-FU, DMSO ile çözülerek farelere uygulandı. BA 

ve 5-FU dozları ile çözücüleri literatürdeki in vivo çalışmalar doğrultusunda belirlenmiştir 

(111, 112). Aynı zamanda BA ilk kez uygulanacak olan s.k. enjeksiyon tipinde uygun 

konsantrasyonların belirlenebilmesi ve deneysel tümör modelinin başarıyla uygulanabilmesi 

amacıyla KTÜ Hayvan Deneyleri Cerrahi Araştırma merkezinde ön çalışma 

gerçekleştirilmiş, tez çalışması kapsamında uygun dozlar ve minimum hayvan sayısı 

belirlenmiştir. Öte yandan gruplardaki hayvan sayıları daha önce bu alanda gerçekleştirilmiş 

olan yöntemsel çalışmalarda kullanılan hayvan sayısı, hayvanlarda kanser modeli 

oluşturulamaması, kronik enfeksiyonun yaratabileceği olumsuzluklar ve proje ekibimiz 

tarafından yapılan ön deneme sonuçları göz önüne alınarak 10 olarak belirlenmiştir (10, 

147).   

Tablo 4. Deney grupları 

Deney ve Kontrol 

Grupları 

 Hayvan 

Sayısı 

Grup-0 Stok Fare  

 

6 

Grup-1 Sham Kontrol (21 gün s.k. serum fizyolojik 

enjeksiyonu) 

5 

Grup-2 Sham Kontrol (21 gün i.p. serum fizyolojik 

enjeksiyonu) 

 

5 

Grup-3 EAC Kontrol (EAC solid tümör + 21 gün 

s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu) 

5 

Grup-4 EAC Kontrol (EAC solid tümör + 21 gün 

i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu) 

5 

Grup-5 EAC + 5-FU 50 mg/kg s.k. (EAC solid 

tümör + 1.günden 21. güne kadar gün aşırı 

10 doz 5-FU 50mg/kg s.k. enjeksiyonu ) 

10 

Grup-6 EAC + 5 FU 50 mg/kg i.p. (EAC solid 

tümör + 1.günden 21. güne kadar gün aşırı 

10 doz 5-FU 50mg/kg i.p. enjeksiyonu) 

10 
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Tablo 4. (Devam)  

Grup-7 EAC + 5-FU 50 mg/kg s.k. (EAC solid 

tümör + 11. günden 21. güne kadar gün aşırı 

5 doz 5-FU 50mg/kg s.k. enjeksiyonu) 

  

10 

Grup-8 EAC + 5 FU 50 mg/kg i.p. (EAC solid 

tümör + 11. günden 21. güne kadar gün aşırı 

5 doz 5-FU 50mg/kg i.p. enjeksiyonu) 

10 

Grup-9 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg s.k. (EAC 

solid tümör + 1.günden 21. güne kadar gün 

aşırı 10 doz 100mg/kg s.k. BA enjeksiyonu) 

10 

Grup-10 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg i.p. (EAC 

solid tümör + 1.günden 21. güne kadar gün 

aşırı 10 doz 100mg/kg i.p. BA enjeksiyonu) 

10 

Grup-11 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg s.k. (EAC 

solid tümör + 11. günden 21. güne kadar 

gün aşırı 5 doz 100mg/kg BA s.k. 

enjeksiyonu) 

10 

Grup-12 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg i.p. (EAC 

solid tümör + 11. günden 21. güne kadar 

gün aşırı 5 doz 100mg/kg BA i.p. 

enjeksiyonu) 

10 

Grup-13 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg s.k. (EAC 

solid tümör + 1.günden 21. güne kadar gün 

aşırı 10 doz 50mg/kg s.k. BA enjeksiyonu) 

10 

Grup-14 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg i.p. ((EAC 

solid tümör + 1.günden 21. güne kadar gün 

aşırı 10 doz 50mg/kg i.p. BA enjeksiyonu) 

10 

Grup-15 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg s.k. (EAC 

solid tümör + 11. günden 21. güne kadar 

gün aşırı 5 doz 50mg/kg BA s.k. 

enjeksiyonu) 

10 

Grup-16 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg i.p. (EAC 

solid tümör + 11. günden 21. güne kadar 

gün aşırı 5 doz 50mg/kg BA i.p. 

enjeksiyonu) 

10 

 
Kullanılan Toplam Fare Sayısı  146 

 

Grup-1 Kontrol (s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere 21 gün boyunca iki günde 

bir s.k. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi. 

Grup-2 Kontrol (i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere 21 gün boyunca iki günde 

bir i.p. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi. 
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Grup-3 EAC (s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 

hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 21 gün boyunca iki 

günde bir s.k. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi. 

Grup-4 EAC (i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 

hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 21 gün boyunca iki 

günde bir i.p. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi. 

Grup-5 EAC+5-FU 50 mg/kg s.k. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 hücre 

s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg 

konsantrasyonda 5-FU s.k. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun ardından 5-FU iki günde bir 

s.k. olarak, toplamda 10 doz olacak şekilde 21 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-6 EAC+5-FU 50 mg/kg i.p. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 hücre 

s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg 

konsantrasyonda 5-FU i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun ardından 5-FU iki günde bir 

i.p. olarak, toplamda 10 doz olacak şekilde 21 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-7 EAC+5-FU 50 mg/kg s.k. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 hücre 

s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg 

konsantrasyonda 5-FU sağ uyluktan s.k. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun ardından 5-FU 

iki günde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 11 gün boyunca uygulanmaya devam 

etti. 

Grup- 8 EAC+5-FU 50 mg/kg i.p. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 2.5x106 hücre 

s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg 

konsantrasyonda 5-FU i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun ardından 5-FU iki günde bir 

i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 11 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-9 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg s.k. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sağ uyluktan s.k. olarak uygulandı. Bu 

enjeksiyonun ardından bornil asetat iki günde bir sağ uyluktan s.k. olarak, toplamda 10 doz 

olacak şekilde 21 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-10 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg i.p. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun 

ardından bornil asetat iki günde bir i.p. olarak, toplamda 10 doz olacak şekilde 21 gün 

boyunca uygulanmaya devam etti. 
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Grup-11 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg s.k. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sağ uyluktan s.k. olarak uygulandı. Bu 

enjeksiyonun ardından bornil asetat iki günde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 

11 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-12 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg i.p. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun 

ardından bornil asetat iki günde bir i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 11 gün boyunca 

uygulanmaya devam etti. 

Grup-13 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg s.k. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sağ uyluktan s.k. olarak uygulandı. Bu 

enjeksiyonun ardından bornil asetat iki günde bir sağ uyluktan s.k. olarak, toplamda 10 doz 

olacak şekilde 21 gün boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-14 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg i.p. 21 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokulasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun 

ardından bornil asetat iki günde bir i.p. olarak, toplamda 10 doz olacak şekilde 21 gün 

boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-15 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg s.k. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 

mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sağ uyluktan s.k. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun 

ardından bornil asetat iki günde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 11 gün 

boyunca uygulanmaya devam etti. 

Grup-16 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg i.p. 10 Gün: Farelere sağ uyluktan 0.5 mL de 

2.5x106 hücre s.k. olarak enjekte edildi. İnokülasyondan 10 gün sonra farelere 0.2 mL 

hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandı. Bu enjeksiyonun 

ardından bornil asetat iki günde bir i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak şekilde 11 gün boyunca 

uygulanmaya devam etti. 

5-FU (50 mg/kg) ve BA’nın (50 mg/kg ve 100 mg/kg) doz hesaplamaları aşağıdaki formüle 

göre gerçekleştirildi.  
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Hayv. Ağırlık (kg) x İlaç Doz (mg/kg)             (Eşitlik 2)            

Konsantrasyon (mg/mL) 

1. ve 2. negatif kontrol gruplarında sağlam hayvanlarda i.p. ve s.k. enjeksiyon 

uygulamalarına bağlı olarak oluşabilecek stresin biyokimyasal parametreler üzerindeki 

etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.   

3. ve 4. pozitif kontrol gruplarında sadece EAC solid tümör oluşturulmuş 

hayvanlarda bornil asetat ve 5-FU enjeksiyonlarından bağımsız olarak i.p. ve s.k. serum 

fizyolojik enjeksiyon uygulamaları kapsamında oluşabilecek muhtemel stresin biyokimyasal 

parametreler üzerindeki etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.   

5. ve 6. gruplar arasında 5-FU’nun 50 mg/kg’lık dozunun farklı uygulanma yollarına 

göre tümör inokülasyonuyla eş zamanlı olarak erken evredeki etkilerinin belirlenmesi ve 

farklı konsantrasyonlardaki BA’nın muhtemel tedavi edebilirliğiyle karşılaştırılması 

amaçlandı. Tez çalışması kapsamında kemoterapötik etkisi bilinen 5-FU, pozitif kontrol 

olarak kullanıldı. 

7. ve 8. gruplar arsında 5-FU’nun 50 mg/kg’lık dozunun farklı uygulanma yollarına 

göre tümör inokülasyonundan 10 gün sonraki, 11.gün itibariyle uygulanan 5 dozun (geç 

evrede) etkilerinin belirlenmesi ve farklı konsantrasyonlardaki BA’nın muhtemel tedavi 

edebilirliğiyle karşılaştırılması amaçlandı. 

9.10. ve 13.14. gruplar arasında bornil asetatın farklı konsantrasyonlarının ve farklı 

uygulanma yollarının tümör inokülasyonuyla eş zamanlı olarak erken evredeki etkilerinin 

belirlenmesi ve bir kemoterapötik olan, çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılan 5-FU ile 

karşılaştırılması amaçlanmaktadır.  

11.12. ve 15.16 gruplar arasında bornil asetatın farklı konsantrasyonlarının ve farklı 

uygulama yollarının tümör inokulasyonundan 10 gün sonraki (geç evrede) etkilerinin 

belirlenmesi ve bir kemoterapötik olan, çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılan 5-FU ile 

karşılaştırılması amaçlandı. 

Gruplarda 21 gün süreyle yukarıda anlatılan işlemler uygulandıktan sonra 22.günde 

(21. gün son ilaç uygulamasının ardından) dekapite edilen (Resim 3) hayvanların kan ile 

tümör doku örnekleri (Resim 4, Resim 5) toplandı. Çıkarılan tümör dokularının ağırlık 

(Resim 6) ve boyutları (Resim 7) ölçülerek kayıt altına alındı. Serum biyokimya tüplerine 

alınan kan örnekleri pıhtılaşmalarını takiben 1000xg’de santrifüj edildi. Elde edilen serum 

Enjeksiyon Volümü (mL) : 

=  



51 
 

örnekleri mikrosantrifüj tüplerine alınarak aynı gün rutin biyokimya analizleri için +4 oC’de 

bekletildi. Aynı bölgeden alınan doku örneklerinin bir kısmı mikro hacimli kapaklı tüplere 

aktarılarak ilgili biyokimyasal analizlerde kullanılmak üzere -80 oC’de saklandı. Kalan kısmı 

ise histopatolojik incelemeler için %10’luk formaldehit içerisine alınarak incelemeyi 

yapacak araştırmacıya teslim edildi.  

                     

        Resim 3. Dekapite edilen EAC Balb/c                  Resim 4. EAC solid tümör-1 

 

 

Resim 5. EAC solid tümör-2 
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 Resim 6. EAC solid tümör ağırlık ölçümü           Resim 7. EAC solid tümör boy/en ölçümü 

3.3. Biyokimyasal Analizler 

3.3.1. Serum Rutin Biyokimya Parametrelerinin Ölçülmesi 

Deney gruplarından alınan serum numunelerinde BA’nın ve karşılaştırmalı olarak 5-

FU’nun karaciğer ve böbrek dokularındaki muhtemel toksisitesine karşı aspartat 

aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve kan üre azotu (BUN) ölçümleri 

KTÜ Tıp Fakültesi Farabi Hastanesi Rutin Biyokimya Laboratuvarı’nda halihazırda 

kullanılmakta olan Beckman Coulter Analyzer AU 5800 (Kaliforniya, ABD) otoanalizörü 

aracılığıyla belirlendi. AST, ALT ve BUN parametreleri U/L birimiyle verildi. 

3.3.2. Doku Malondialdehit Düzeylerinin Belirlenmesi 

Lipid oksidasyonu son ürünlerinin miktarının belirlenmesi yaygın olarak kullanılan 

bir oksidatif stres belirtecidir. Bu son ürünlerden MDA en çok tercih edilen 

biyobelirteçlerden bir tanesidir. MDA’nın TBA ile reaksiyonu sonucu oluşan pembe 

tonundaki rengin şiddeti oksidatif stres derecesi ile doğru orantılıdır. Doku MDA analizi 

Mihara ve Uchiyama tarafından ortaya konan yönteme göre gerçekleştirildi (148). Bu 

metodun esası, MDA’nın asidik ortamda TBA ile oluşturduğu kompleksin renginin 532 

nm’deki absorbansının ölçülmesi esasına dayanmakta ve absorbansın büyüklüğü lipid 

peroksidasyonu ile orantılı olmaktadır.  
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Kullanılan Çözeltiler; 

1. Homojenizasyon Tamponu (0.05 Triton X-100 ihtiva eden %1.15’lik KCl çözeltisi): 

Hassas terazide tartılan 5.75 g KCl üzerine 0.25 mL Triton X-100 ilave edilerek son 

hacmi saf su ile 500 mL’e tamamlandı.  

2. %1’lik H3PO4 çözeltisi: 1 L’lik balon jojeye eklenen bir mikar saf su üzerine 11.77 mL 

%85’lik H3PO4 eklendi. Çözelti hacmi saf su ile 1L’ye tamamlandı. 

3. %0.67 lik TBA çözeltisi: 1.34 g olarak tartılan TBA üzerine 100 mL saf su ilave ederek 

magnetik karıştırıcı üzerinde ısıtılarak çözündü. Soğumaya alınan TBA çözeltisi üzerine 

100 mL asetik asit eklenerek karıştırılır.  

4. Standart Çözelti: Standart olarak 1,1,3,3-tetrametoksipropan kullanıldı. 10 µmol/mL’lik 

tetrametoksipropan ana çözeltisi hazırlamak amacıyla 82.5 µL 1,1,3,3-

tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCl solüsyonuna ilave edilerek 50°C’de 60 dakika 

süreyle inkübasyona bırakıldı. Hazırlanmış olan ana stoktan sırasıyla 200, 100, 50, 25, 

12.5 nmol/mL’lik standart çözeltiler hazırlandı. 

Doku homojenatlarının hazırlanması, 

• Tümör doku numunelerinden yaklaşık 50 mg tartılarak 2 mL’lik homojenizasyon 

tamponu içerisine alındı.  

• Tampon içerisinde yer alan tümör doku numunesi 45 s süreyle buz üzerinde 5000 

rpm’de homojenizatör yardımıyla homojenize edildi. 

• Homojenizasyon işleminin ardından homojenize tüpler 1000xg’de 15 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant kısmı doku MDA tayini için ayrıldı. 

 

          Tablo 5. MDA uygulama prosedürü  

Reaktif Hacim (µL) 

Standart/ Numune/ Kör 500 

%0.67’lik TBA Çözeltisi 1000 

%0.1’lik H3PO4 çözeltisi 3000 
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Tablo 5’de belirtilen hacimlerde sırasıyla cam tüplere eklenen reaktifler 

vortekslenerek metal raklara yerleştirildi ve önceden 1000C’ye ayarlanmış inkübatörde 45 

dakika süreliğine inkübasyona bırakıldı. Sürenin tamamlanmasıyla soğumaya bırakılan cam 

deney tüpleri 1000xg’de 15 dakika santrifüj edildi. 

Elde edilen süpernatantlardan 250 μL hacimde alınarak mikropleyte yüklendi. 532 

nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometride mikropleyt absorbans okuması 

gerçekleştirildi. Standart absorbans sonuçları konsantrasyona karşı Şekil 6’da verilen grafiğe 

aktarılarak standart doku MDA seviyeleri nmol/mL cinsinden hesaplandı. Bu grafikten yola 

çıkılarak doku MDA düzeyleri, nmol MDA/mg protein birimiyle verildi. 

Şekil 6. Tümör doku MDA düzeylerinin belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 

3.3.3. Tümör Doku Örneklerinde Toplam Oksidan ve Antioksidan Durum Analizi 

Toplam oksidan durum bir litre vücut sıvısındaki oksidan karakterdeki moleküllerin 

mikromolar hidrojen peroksite eşdeğer ifadesidir. Toplam antioksidan durum ise bir litre 

vücut sıvısındaki antioksidan karakterdeki moleküllerin milimolar troloksa (E vitaminin 

suda çözünür analoğu) eşdeğer ifadesidir.  Günümüzde her iki parametre de ticari kitlerle 

ölçülebilmekte ve çalışılan biyolojik sıvıdaki toplam oksidan ve antioksidan durum hakkında 

fikir sağlamaktadır (125). 
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3.3.3.1. Tümör Doku Numunelerinde Toplam Oksidan Seviyelerinin Analizi 

Tez çalışması kapsamında elde edilen tümör doku örneklerinde TOS ölçümü ticari 

kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, REF RL0024) kullanılarak üretici firmanın 

tavsiyeleri doğrultusunda ölçüldü (149). Tablo 6’da yer alan prosedüre göre ölçümü 

gerçekleştirilen TOS seviyeleri i µmoL hidrojen peroksit eşdeğeri/L birimiyle verildi. 

Tablo 6. TOS uygulama prosedürü 

Reaktif Standart (µL) Numune (µL) 

 

TOS Standart 

 

15 

 

- 

 

Numune 

 

- 

 

15 

 

Reaktif- 1  

 

100 

 

100 

Mikropleyte yukarıda belirtilen hacimlerde ilave edilen numune/standart/reaktifler 

30 saniye oda sıcaklığında beklemeye alındı. Ardından 530 nm dalga boyuna ayarlı 

ELISA okuyucuda ilk okumaları (A1) gerçekleştirildi. 

 

Reaktif- 2 

 

5 

 

5 

Reaktif- 2 ilavesinin ardından oda sıcaklığında 10 dakika beklemeye alınan pleyt 

içindeki örneklerin 530 nm dalga boyuna ayarlı ELISA okuyucuda ikinci 

okumaları (A2) yapıldı.  

Reaktif 1: 25mM pH:1.75 H2SO4 

Reaktif 2: 25 mM pH: 1.75 H2SO4, 5 mM Fe2+ iyonu, 10 mM O-dianizidin 

 

Tümör doku numunelerinin TOS analiz sonuçları için yukarıdaki prosedüre göre 

ölçülen A1 ve A2 absorbans değerleri kullanıldı (ΔA=A2-A1). 

TOS: (ΔANumune/ΔAStandart) x Standart konsantrasyonu                                             (Eşitlik 3) 

Verilen formüle göre hesaplanan TOS seviyeleri µmoL hidrojen peroksit eşdeğeri/L 

birimiyle ifade edildi. 
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3.3.3.2. Tümör Doku Numunelerinde Toplam Antioksidan Seviyelerinin Analizi 

Tümör doku örneklerinde TAS ölçümü ticari kolorimetrik kit (Rel Assay 

Diagnostics, REF RL0017) kullanılarak belirlendi. Tablo 7’de yer alan prosedüre göre 

ölçümü gerçekleştirilen TAS seviyeleri milimol troloks eşdeğeri/L birimine göre ifade 

edildi. 

Tablo 7. TAS uygulama prosedürü 

 

Reaktif 

 

Standart (µL) 

 

Numune (µL) 

 

H2O (µL) 

 

Deiyonize Su  

 

-- 

 

-- 

 

6 

 

TOS Standart 

 

6 

 

-- 

 

-- 

 

Numune 

 

-- 

 

6 

 

-- 

 

Reaktif- 1  

 

100 

 

100 

 

100 

Mikropleyte yukarıda belirtilen hacimlerde ilave edilen 

H2O/numune/standart/reaktifler 30 saniye oda sıcaklığında beklemeye alındı. 

Ardından 660 nm dalga boyuna ayarlı ELISA okuyucuda ilk okumaları (A1) 

gerçekleştirildi. 

 

Reaktif- 2 

 

5 

 

5 

 

Reaktif- 2 ilavesinin ardından oda sıcaklığında 10 dakika beklemeye alınan 

pleyt içindeki örneklerin 660 nm dalga boyuna ayarlı ELISA okuyucuda ikinci 

okumaları (A2) yapıldı.  

 

Reaktif- 1: 0.4 mol/L pH: 5.8 Asetat Tamponu 

Reaktif- 2: 0.4 mol/L pH: 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS 

 

Tümör doku numunelerinin TAS analiz sonuçları için yukarıdaki prosedüre göre 

ölçülen A1 ve A2 absorbans değerleri kullanıldı (ΔA=A2-A1). 

TAS= [(ΔAH2O)- (ΔANumune)]/[(ΔAH2O) - (ΔAStandart)] x Standart konsantrasyon      (Eşitlik 4)    



57 
 

Verilen formüle hesaplanan TAS seviyeleri milimol troloks eşdeğeri/L birimine göre ifade 

edildi. 

3.3.4. Tümör Doku Numunelerinde OSI Analizi 

Yukarıda belirtilen şekilde elde edilen TOS ve TAS değerleri kullanılarak OSI 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı (132); 

OSI = TOS (μmoL H2O2 eşdeğeri/L) / (TAS (μmoL troloks eşdeğeri/L) x 100  (Eşitlik 5) 

3.3.5. Tümör Doku Numunelerinde GPx, eNOS, NOX-1 Seviyelerinin Ölçülmesi 

Glutatyon peroksidaz, eNOS, NOX-1 düzeylerinin doku örneklerinde tayin 

edilebilmesi amacıyla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yöntemi uygulandı.  

3.3.5.1. ELISA Yönteminin Uygulanması 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay yönteminin aşamalarını, doku örneklerinin 

homojenizasyonu, doku örneklerinin protein tayini işlemini kapsayan hazırlık evresi ve 

analiz evresi olarak iki bölümde inceleyebiliriz.  

Ön Hazırlık Evresi 

Doku Örneklerinin Homojenizasyonu 

Her biri yaklaşık 10 mg olarak tartılan tümör doku numuneleri pH: 7.4 olan 2 mL’lik 

PBS içeren ayrı cam tüplerde homojenizatör (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, 

Almanya) aracılığıyla buz üzerinde 45 saniye homojenize edildi. Daha sonra homojenize 

edilen örnekler 1800xg’de 15 dakika santrifüj edilerek, üstte kalan süpernatantlar temiz cam 

tüplere ayrıldı.  

Doku Örneklerinde Protein Tayin Analizi 

Tümör doku örneklerinde protein miktar analizinin tespiti amacıyla ticari kit 

(Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, lL, ABD) 

kullanıldı. Kitin analiz prensibi, alkali ortamda mevcut proteinler tarafından Cu+2’nin Cu+’a 

indirgenmesi temeline dayanmaktadır. Oluşan bakır katyonunun (Cu+) bicinchoninic asit 

(BCA) ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin gerçekleştirilir. Gerçekleştirilen 

deneysel araştırmada standart olarak 2 mg/mL konsantrasyonda albümin kullanıldı. Elde 

edilen standart absorbans sonuçları konsantrasyona karşı Şekil 7’de verilen grafiğe 

geçirilerek protein standart eğrisi çizildi. Bu grafikten yararlanılarak tümör doku başına 

protein miktarı mg/mL olarak verildi (150).  
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Kit protokolüne göre, 

1. Çalışma Reaktifi Hazırlanması: Her bir örnek üzerine 200 µL çalışma reaktifi ilave 

edilecek formda, 50x BCA Reaktif A’dan ve 1x BCA Reaktif B’den (50:1; A: B) bir 

falkon içerisine alınarak karıştırılmasıyla çalışma reaktifi hazırlandı. (x: kullanılan 

numune sayısına göre belirlendi) 

2. Kit içerisinde hazır olarak yer alan BSA standart solüsyon çözeltisinden 2000, 1500, 

1000, 750, 500, 250, 125 ve 25 μg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazırlandı. 

Homojenizasyon tamponu olan PBS kör olarak kullanıldı. 

3. Mikropleyt kuyucuklarına numune ve farklı konsantrasyonlardaki standartlardan 25 µL, 

çalışma reaktifinden ise 200 µL eklenerek 37oC’ye ayarlı ShelLab çalkalamalı 

inkübatörde 30 dakika süreyle inkübasyona bırakıldı. 

4. İnkübasyon süresinin dolmasının ardından numune/ standart yüklü mikropleyt 562 nm 

dalga boyuna ayarlı spektrofotometride (VersaMax Mikroplate Okuyucu) ölçüme alındı.  

5. Farklı konsantrasyonlardaki standartların absorbanslarına karşı oluşturulan standart 

grafiğine göre tümör numunelerinin protein konsantrasyonları mg/mL olarak hesaplandı.  

 

 

 

Şekil 7. Tümör doku protein düzeylerinin belirlenmesinde kullanılan standart grafik 

 

Analiz Evresi 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay analizine başlamadan evvel kit içeriğini 
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belirlenen tümör doku numuneleri üretici markanın belirttiği prosedüre göre analiz işlemine 

alındı. 

1. Kit içerisinde hazır halde bulunan standart solüsyonundan dilüe edilerek hazırlanan, farklı 

konsantrasyonlardaki standartlardan 50 µL alınarak kit mikropleytine yüklenir. 

2. Kit mikropleyti üzerinde boşta kalan kuyucuklara 40 µL numune yüklenir.  

3. Numune kuyucuklarına 10 µL biotin işaretli antikor ilave edildi. 

4. Numune ve standart kuyucuklarına 50 µL HRP-Streptavidin konjugat eklenerek üzeri 

kaplandı. 370C’ ye ayarlı çalkalamalı etüvde 1 saat inkübasyona alındı. 

5. İnkübasyonun ardından kaplama üzerinden kaldırılan mikropleyt 5 kez yıkandı. 

6. Yıkama işleminin tamamlanmasının ardından mikropleyt, kağıt havlu yardımıyla iyice 

kurulandı. 

7. Mikropleytin her bir kuyucuğuna 50 µL substrat solüsyonu A ve ardından substrat 

solüsyonu B ilave edilerek yeniden kaplandı. Mikropleyt karanlık ortamda 37°C'de 10 

dakika süreyle beklemeye alındı. 

8. İnkübasyonun tamamlanmasıyla her bir kuyucuğa 50 µL durdurma solüsyonu ilave 

edildi. (Burada mevcut sarı rengin maviye dönüşümü gözlendi) 

9. Durdurma solüsyonun ilavesini takiben 10 dakika içerisinde 450 nm'ye ayarlanmış bir 

mikropleyt okuyucu aracılığıyla her bir kuyucuğun optik yoğunluğu (OD değeri) tespit 

edildi.  

10. Farklı standart konsantrasyonlarının 450 nm’deki absorbanslarına karşı çizilen eğri 

yardımıyla deney numunelerine ait konsantrasyon değerleri ayrı ayrı hesaplandı. 

Doku GPx Seviyelerinin Belirlenmesi 

Tümör doku örneklerde GPx seviyeleri, üretici firmanın önerilerine göre ticari 

ELISA kit (Bioassay Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E1483Mo, Zhejiang, Çin) 

kullanılarak ölçüldü. Elde edilen sonuçlar Şekil 8’de verilen grafiğe göre ng/mg protein 

birimiyle verildi.  
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Şekil 8. Tümör doku GPx seviyelerinin belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 

Doku eNOS Seviyelerinin Belirlenmesi 

Tümör doku numunelerinde eNOS seviyeleri, ticari bir ELISA kit (Bioassay 

Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E0387Mo, Zhejiang, Çin) kullanılarak üretici 

markanın tavsiyeleri doğrultusunda analiz edildi. Elde edilen veriler Şekil 9’da verilen eğriye 

göre hesaplanarak U/mg protein birimiyle ifade edildi.   

 

Şekil 9. Tümör doku eNOS ölçümünde kullanılan standart grafiği 
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Doku NOX-1 Seviyelerinin Belirlenmesi 

Tümör doku örneklerinde NOX-1 seviyeleri, ticari bir ELISA kit (Bioassay 

Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E4090Mo, Zhejiang, Çin) üretici markanın 

tavsiyeleri doğrultusunda ölçüldü. Elde edilen veriler Şekil 10’da yer alan konsantrasyon- 

absorbans grafiğine göre hesaplanarak ng/mg protein birimiyle verildi.  

 

  

Şekil 10. Doku NOX-1 ölçümünde kullanılan standart grafiği 

3.4. Tümör Doku Örneklerinde Western Blot Analizi 

Herhangi bir örnekten elde edilen ve çok sayıda protein içeren bir karışımın içinde 

istenen tek bir proteini özgün şekilde saptamak için yaygın olarak kullanılan yöntemler 

arasında yer almaktadır. Bahsi geçen teknikle aranan bir proteinin örnekte bulunup 

bulunmadığı ve şayet bulunuyorsa göreceli olarak (yarı kantitatif) farklı gruplar arasındaki 

konsantrasyonu hesaplanabilir (141). 

3.4.1. Western Blot Çözeltilerinin Hazırlanması 

Liziz Tamponu: Doku homojenat hazırlamada kullanılan liziz tamponu Tablo 8 de 

verilmiştir. 
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Tablo 8. Doku homojenat hazırlama prosedürü 

Liziz Tamponu 

 

Reaktif Proteaz İnhibitör Kokteyl 

50 mM Tris-HCl pH 7.4 1 mM EDTA, 

 

150 mM NaCl 1x mM NaPPi 

 

%0.5 Triton X-100, 

 

1x PI 

dH2O 1x NaVan 

 

 1x NaF, 

 

 1x PMSF 

 

Reaktiflerden oluşan stok solüsyon içerisine proteaz inhibitör kokteyli taze olarak ilave 

edilir.  

 

200 mM Sodyum orthovanadat (NaVan- 100x) Tamponu: Hassas terazide 3.68 g olarak 

tartılan Na3VO4 ısıtılan magnetik karıştırıcı üzerinde bir miktar deiyonize suyla çözüldü. Sarı 

renkli olan çözelti renksizleşinceye kadar kaynatıldı. Oda sıcaklığına soğutulan solüsyonun 

pH: 10 olarak ayarlandı ve son hacim 100 mL’ye tamamlandı. 

1M Sodyum florür (NaF- 50X) Tamponu: Terazide 4.2 g olarak tartılan NaF bir miktar 

çift distile suda çözünerek son hacmi 100 mL’ye tamamlandı. 

100 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi- 20X) Tamponu: Hassas terazide 4.44 g NaPPi 

tartılarak magnetik karıştırıcı üzerinde bir miktar ddH2O İçinde çözüldü ve son hacmi100 

mL’ye tamamlandı. 

100 mM Fenilmetansülfonil fluorür (PMSF- 100X) proteaz inhibitör Tampon: 

Terazide 0.174 g PMSF tartılarak bir miktar saf etanol içerisinde çözülerek son hacmi 10 

mL’ye tamamlandı. 

%10’luk Sodyum dodesil sulfat (SDS) çözeltisi: Hassas terazide 10 g olarak tartılan SDS, 

100 mL deiyonize suda çözülerek hazırlandı. 

%10’luk Amonyum persülfat (APS) Tamponu: Hassas terazi üzerinde 100 mg olarak 

tartılan APS 1 mL deiyonize suda çözülerek hazırlandı. Taze kullanılması önerilir.  
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%40 Akrilamid\Bisakrilamid: 4°C ‘de muhafaza edilen ve Biorad tarafından ticari olarak 

temin edilen solüsyon kullanıldı. 

Ayırma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCl pH 8.8): 36.33 g olarak tartılan Tris magnetik 

karıştırıcı üzerinde bir miktar deiyonize suda çözüldü. HCl kullanılarak, solüsyon pH’sı 

8.8’e ayarlandı ve ardından son hacim 200 mL’ye tamamlandı.  

Yükleme jel tamponu (0.5 M Tris-HCl pH 6.8): 6.057 g tartılan Tris, bir miktar deiyonize 

suda çözülerek HCl aracılı pH:6.8’e ayarlandı. Son hacim deiyonize su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 

10X Tris-Glisin Çözeltisi: 30.3 g tartılan Tris bazı ve 144 g olarak tartılan glisin bir miktar 

deiyonize suda çözülerek son hacim 1 L’ye tamamlandı. 

1X SDS-PAGE Yürütme Çözeltisi: 10X’lik Tris-Glisin tamponu 1X’e seyreltildi. 

Solüsyona 10 mL %10 SDS eklendi ve devamında toplam hacim 1 L’ye tamamlandı.  

10X SDS-PAGE Transfer Çözeltisi: 10X’lik Tris-Glisin tamponu 1X olacak şekilde 

seyreltildi. Çözeltiye 200 mL metanol eklenerek son hacim 1 L olacak şekilde tamamlandı. 

Primer Antikor: Ticari olarak temin edilen primer antikorlar üretici firmanın önerileri 

doğrultusunda bloklama tamponunda (%5’lik yağsız süt tozu ya da %5’lik BSA) 

seyreltilerek hazırlandı. 

Sekonder Antikor: Ticari olarak temin edilen primer antikorlar üretici firmanın önerilerine 

göre %5’lik yağsız süt tozu içeren bloklama tamponu ile seyreltilerek hazırlandı. 

3.4.2. Tümör Doku Numunelerinden Protein Lizatların Eldesi 

1. Yaklaşık 10 mg olarak tartılan tümör doku örnekleri mikrosatrifüj tüplerine alınarak 

üzerlerine takriben 600 μL soğuk liziz tamponu eklendi.  

2. Mikrosantrifüj tüplerinde yer alan numune ve liziz tamponu buz üzerinde el 

homojenizatörüyle homojenize edildi. Homojenatlar 2 saat süreyle 4°C de orbital 

çalkalayıcıya bırakıldı. 

3. Süre sonunda tüpler 4°C'de 12.000 rpm'de mikrosantrifüje yerleştirilerek 20 dakika 

boyunca santrifüje edildi.  

4. Santrifüjden çıkan tüpler buz üzerine yerleştirildi ve süpernatant aspire edilerek temiz 

mikrosatrifüj tüplerine alındı. Analiz süresine kadar tüpler -20°C’ye kaldırıldı.  
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3.4.3. SDS-PAGE Jel Elektroforez Aşaması 

SDS- PAGE Cam Plakaların Hazırlanması: Çalışmada kullanılmak üzere 10 mm uzun 

camlar, 1 mm’lik 10’lu taraklar ve uzun cam üzerine yerleştirilen ince camlar deiyonize su 

ile yıkandı. Ardından %70’lik etil alkol ile temizlenmiş iki cam plaka, aralarına plastik aralık 

oluşturucu (spacer) yerleştirilerek birbiri üzerine konuldu ve elektroforezin jel dökme 

standına sabitlendi. 

SDS-PAGE Jelinin Hazırlanması: Analiz edilecek proteinlerin Tablo 9’da verilen molekül 

ağırlıklarına göre 3 farklı akrilamid konsantrasyonunda; yükleme jeli %5 (yükleme jeli 

hazırlama prosedürü Tablo 9), ayırma jeli %10 ve %12,5 olacak şekilde, SDS-PAGE jel 

elektroforezi Laemmli tarafından belirtilen yöntemle gerçekleştirilerek proteinler molekül 

ağırlıklarına göre ayrıldı (Tablo 10) (143). 

Elektroforez işlemi için numunelerin yüklendiği yükleme jeli ve molekül ağırlıklarına göre 

ayrıldığı ayırma jeli olmak üzere iki farklı jel hazırlandı.  

Ayırma Jelinin Hazırlanması: Aşağıdaki tabloda verilen proteinlerin molekül ağırlıklarına 

göre 3 farklı akrilamid konsantrasyonunda ayırma jeli hazırlandı. 

Tablo 10’da belirtilen prosedüre göre hazırlanan ayırma jelleri jel hazırlama 

standında bekleyen uzun- kısa cam bileşimin arasına, kısa jelin yaklaşık 1 cm altında kalacak 

şekilde pipet yardımıyla, polimerleşmeye izin vermeden hızlıca döküldü. Jelin hava ile 

temasının kesilmesiyle amacıyla yaklaşık 1 ml’lik izopropil alkol cam plakalar arasına ilave 

edildi.  

 

Tablo 9. Yükleme jeli hazırlama prosedürü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

%5’lik Yükleme Jeli Hacim 

Acrylamide/%40 solution 500 μl 

%10’luk SDS 50 μl 

Distile su 3140 ml 

TEMED 3 μl 

0.5 M Tris-Base pH. 6.8 125 μl 

%10’luk APS 50 μl 

Taze hazırlandı. 
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Tablo 10 Protein molekül ağırlıklarına göre ayırma jel konsantrasyonlarının belirlenmesi 

%10 %12,5 

Nrf2 (110- 68 kDa) Bcl- 2 (28 kDa) LC3- I/II (17- 15 kDa) 

MMP-9 (92 kDa) CAS-3 (35- 21 kDa) Bax (21 kDa) 

 Beclın (52 kDa) VEGF (21 kDa) 

 p53 (53 kDa) P21 (21 kDa) 

 Nf-kB (65 kDa)  

 

 

Tablo 11. Ayırma jeli hazırlama prosedürü 

İçerik %10’luk 

Ayırma Jeli 

%12,5’luk Ayırma  

Jeli 

Acrylamide %40 

solution 

1250 μl 1560 μl 

%10’luk SDS  50 μl 50 μl 

1.5 M Tris-HCl pH 

8.8  

1250 μl 1250 ml 

Distile Su  2415 μl 2085 μl 

TEMED  5 μl 5 μl 

%10’luk APS  

(en son eklenir)  

50 μl 50 μl 

Taze hazırlandı 

 

Yükleme Jelinin Hazırlanması: Ayırma jelinin yaklaşık 45 dakika sonrasında 

polimerleşmesiyle jel üzerinde bulunan izopropil alkol distile su ile 3 kez yıkanarak 

uzaklaştırıldı.  

Tablo 9’da verilen prosedüre göre hazırlanan yükleme jeli yine polimerleşmeye izin 

vermeden hızlıca cam plakalar arasına, ayırma jelinin üzerinde yer alan 1 cm’lik boşluğa 

yüklendi. Ardından hava kabarcığı kalmamasına özen göstererek 1 mm’lik 10’lu tarak 

yükleme jeli üzerine konuldu.         
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3.4.4. Örneklerin Yükleme Jeline Yüklenmesi 

-20°C dondurucuda beklemeye alınan protein lizatları buz üzerinde çözünmeye 

alındı. Yukarıda 3.3.5.1./2. bölümde anlatılan prosedüre ve Şekil 7’de çizilen eğriye göre 

lizatların protein konsantrasyonları hesaplandı. Her bir kuyucuğa 20 μl de 25 μg olacak 

şekilde protein lizat konsantrasyonları belirlendi.  

Mikrosantrifüj tüpleri içerisinde protein konsantrasyonları belirlenen protein lizatlar 

üzerine 1:4 oranında; 5x yükleme boyası eklenerek numune solüsyonunun son hacmi 1x’e 

ayarlandı.  

Örnek yükleme tamponu protein denatürasyon işleminin gerçekleştirilmesi amacıyla 

99ºC’de 5 dakika kaynatıldı. Numuneler 1000xg’de 2 dakika süreyle santrifüj edildi. 

+4°C’de bekletilen jellerin tarakları çıkarılarak jelde oluşan kuyucuklar distile su ile 

yıkandı. Jeller, yükleme standı içine yerleştirilerek tank içerisine konuldu. Tank yürütme 

tamponu ile doldurulduktan sonra ilk kuyucuğa 1 μl protein marker, diğer kuyucuklara da 

örneklerden 20 μl olacak şekilde yükleme jeline yüklendi.  

Jel öncelikle 70 volt’da 15 dakika, sonrasında 100 volt’da 100 dakika süreyle 

yürütüldü. 

Yürütme sürenin tamamlanmasıyla birlikte tamamı eksi yükle yüklenmiş olan 

proteinler SDS-PAGE elektroforezde moleküler büyüklüklerine göre katotdan anoda doğru 

hareket ederek ayrıldılar. Cam plakalar spacer aracılığyla jele zarar vermeden gevşetilerek 

ve ortaya çıkarılan jelin üst kenarındaki kuyucuklar, jelin parçalanmamasına özen 

gösterilerek çıkarılıp, atıldı. 

 3.4.5. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi 

 1. Cam plakalardan ayrılan ayırma jeli transfer aşamasına geçilmeden önce dengeye gelmesi 

amacıyla transfer tamponunda beklemeye alındı.  

2. Jelle aynı büyüklükte olacak şekilde kesilen PVDF membran aktifleşmesi için soğuk 

metanolde takriben 5 dakika süreyle beklemeye bırakıldı.  

3. 3 MM Whatman filtre kağıtları da uygun boyutlarda kesilerek transfer tamponu içerisinde 

dengelenmeye bırakıldı. 
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4. Western blot transfer kasetleri ve jel, membran, filtre kağıtlarıyla birlikte aşağıdaki sıraya 

göre transfer sandviçi hazırlandı.  

siyah çerçeve (negatif elektrot) >> transfer tamponuyla ıslatılmış sünger  >> 2 adet filtre 

kağıdı >> SDS-PAGE jel >> PVDF membran >> 2 adet filtre kağıdı >> transfer tamponuyla 

ıslatılmış sünger   >> kırmızı çerçeve (pozitif elektrot).  

5. Hazırlanan transfer sandviç kaset, siyah (anot) ve kırmızı (katot) tarafta denk şekilde tanka 

yerleştirildi ve transfer çizgisine kadar transfer tamponuyla dolduruldu.  

6. Hazırlanan transfer tankı magnetik karıştırıcı üzerinde buza gömülerek 100 voltta (500 

mA, 150 W) 1 saat süreyle transfere bırakıldı.  

7. Sürenin tamamlanmasıyla kasetten çıkarılan membran bloklama işlemine alındı.  

3.4.6. Bloklama 

Membranla antikorlar arasındaki non-spesifik bağlanmaları en aza indirmek için 

uygulanır. Bu amaçla yağsız süt tozu, TBST (Tris tamponu + %0,1 Tween-20) ile 

sulandırılarak membran üzerine ilave edildi. Süt tozu– TBST karışımı ilave edilmiş 

membran 60 rpm’de çalkalayıcıda 1 saat çalkalama işlemine alındı.  

3.4.7. Membrana Primer Antikor Ekleme 

Ticari olarak temin edilen olan primer antikorlar, üretici firmanın tavsiyeleri 

doğrultusunda TBST ile sulandırılmış yağsız süt tozu ya da BSA da dilüe edilerek membran 

üzerine ilave edildi Membran, primer antikor çözeltisinde gece boyu +4oC buzdolabında 60 

rpm’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda membran üzerindeki 

antikor ayrıldı ve membrana 20 mL TBST eklenerek 3 kez 10’ar dakika arayla çalkalayıcı 

üzerinde yıkama işlemi gerçekleştirildi. İşlem sonunda membran, sekonder antikor ile 

muamele ve görüntüleme için hazır hale getirilmiş oldu. 

Not: Çalışmada proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayrı ayrı hazırlanmış olan 

membranlar, ticari olarak temin edilen, Anti Nrf2 poliklonal primer antikor, Anti Nf-KB p50 

monoklonal primer antikor, Anti VEGF monoklonal primer antikor, Anti MMP-2 

monoklonal primer antikor, Anti CAS-3 monoklonal primer antikor ve Anti Bcl-2 ve Anti 

Bax monoklonal primer antikor, Anti p21 monoklonal primer antikor, Anti p53 monoklonal 

primer antikor, Anti Beclin-1 ve Anti LC-3 monoklonal primer antikor ile üretici markanın 

tavsiyelerine göre muamele edildi.  
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3.4.8. Membrana Sekonder Antikor Ekleme 

Ticari olarak temin edilen ve firmanın tavsiyeleri doğrultusunda 1:8 oranında TBST 

ile dilüe edilen Anti-Rabbit HRP ya da Anti-Mouse HRP (primer antikora göre seçildi) 

sekonder antikor membran üzerine ilave edildi ve 1 saat süreyle çalkalayıcıya bırakıldı.  

İşlemin ardından membran üstündeki sekonder antikor dökülerek ve üzerine 20 ml 

TBST (TBS+ %0,1 Tween-20) eklendi 3 kez 10’ar dakika arayla çalkalayıcıda yıkama 

yapıldı. Yıkama işleminin ardından membran bir plastik şeffaf dosya üzerine konarak 

görüntüleme için hazırlandı.  

Görüntüleme işlemi için sekonder antikorla aynı konjuge grubu taşıyan ve ticari 

olarak temin edilen Bio-Rad ECL kemiluminesans substrat solüsyonundan membran 

yüzeyine 1 mL uygulandı ve görüntüleme işlemine alındı (Temel prensip; kemiluminesans 

ajan sekonder antikora bağlanarak ışıma yapar).  

11. Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System de görüntüleme yapılarak membran analizi 

tamamlandı.  

3.5. Histopatolojik Analiz 

Tümör dokusu %10 formalinde 24 saat süreyle fiksasyona bırakıldı Tümör 

numuneleri tam otomatik doku takip cihazında (Leica TP 1010; Leica Wetzlar, Germany) 

%70- %100 aralığındaki alkol ve kloroform serileriyle muamele edilmelerinin ardından önce 

430C’de yumuşak parafine, takiben 570C’de parafine gömüldü. Daha sonra. 5-µm 

kalınlığında alınan kesitler [Microtome, Leica RM2155; Leica Inc., Nussloch (Almanya)] 

hematoksilin ve eozin (H&E) kullanılarak boyandı. Histolojik analizler ışık mikroskobu 

altında gerçekleştirildi (Olympus Elektron Mikroskobu, Olympus; Japonya). 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Elde edilen sonuçların normal dağılıma uygunlukları SPSS version 18 programı 

kullanılarak Kolmogorov Smirnov testi ile değerlendirildi. Normal dağılıma uyan ikiden 

fazla bağımsız grubun kıyaslanmasında ANOVA, post-hoc Tukey testi kullanıldı. Normal 

dağılıma uymayan grupların kıyaslanmasında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. Normal 

dağılıma uyan veri setleri aritmetik ortalama ± standart sapma olarak, uymayanlar ise 

medyan (%25-75 çeyreklikler) şeklinde ifade edildi. p<0.05 anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Uygulamalarında Gruplar Arası 

Hayvan Ağırlıklarının ve Tümör Volümlerinin Değerlendirilmesi 

4.1.1. Bornil Asetatın İntraperitonel Uygulamalarında Gruplar Arası Hayvan 

Ağırlıklarının ve Tümör Volümlerinin Değerlendirilmesi 

Tümör hücre inokülasyonunu takiben 10.gün itibariyle gelişmeye başlayan s.k. tümör 

doku ağırlığının fare ağırlıklarına yansıdığı tespit edildi (Şekil 11). Deney süresinin 

9.gününde Sham kontrol grubuna göre artış gösteren EAC kontrol, EAC+5-FU 10 gün, 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün, EAC+BA 100 mg/kg 10 gün, EAC+BA 50 mg/kg 21 gün ve 

EAC+BA 50 mg/kg 10 gün gruplarına karşılık EAC+5-FU 21 gün grubunda gözlenen ağırlık 

azalışı istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.005).  

İnokülasyonun 17. gününde Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.014) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.033) gruplarında 

belirlenen artış anlamlı olarak bulundu. Aynı zamanda EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC 

5-FU 10 gün (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.009), EAC+5-FU 100 mg/kg 10 

gün (p=0.020) gruplarında EAC kontrol grubuna göre anlamlı azalış gözlemlendi. Öte 

yandan EAC+5-FU 21 gün grubunda saptanan ağırlık azalışı EAC+5-FU 10 gün (p=0.014), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarına 

göre anlamlı bulundu. 

Fare dekapitasyonundan 1 gün önce 21.günde EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 

100 mg/kg 21 gün (p=0.030), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.017), EAC+BA 50 mg/kg 

21 gün (p=0.003) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.011) gruplarında Sham kontrol 

grubuna göre fare vücut ağırlığındaki artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Buna karşılık 

EAC kontrol grubuna göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 

50 mg/kg 21gün (p=0.001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında meydana 

gelen ağırlık azalışı anlamlı olarak belirlendi.  

Ayrıca EAC+5-FU 21 gün grubunda ölçülen ağırlık azalışı EAC+BA 100 mg/kg 21 

gün (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün 

(p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.001) gruplarına göre anlamlı bulundu. 



 
 

 
Şekil 11.  Bornil asetatın i.p. uygulandığı deney gruplarında günlere göre ortalama vücut ağırlığı değişim grafiği (n=10). Sonuçlar ortalama ± 

SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre c: Diğer deney gruplarına göre anlamlı fark bulundu 

(p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol : 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 

doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün 

aşırı 5 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon;  EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon.)
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Ehrlich assit hücrelerinin inokülasyonundan sonra 10.günden itibaren tümör doku 

gelişimi gözlendi (Şekil 12). Deneyin 13. ve 15. günlerinde Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.043), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.046), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.011), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.008) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün gruplarında 

tümör doku büyümesi anlamlı bulundu.  

Deney süresinin 17.gününde tümör doku artışı Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.011), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün 

(p=0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.039) gruplarında istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu. Aynı zamanda EAC+5-FU 21 gün (p=0.007) ve EAC+5-FU 10 gün (p=0.008) 

gruplarında belirlenen tümör doku gerilemesi de EAC Kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

değerlendirildi. 

Tümör doku gelişiminin 19.günüde EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 

gün (p=0.014), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.004) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.001) gruplarında Sham kontrol grubuna göre tümör dokusunda anlamlı artış gözlenirken, 

EAC+5-FU 21 gün (p=0.001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün 

(p=0.045) gruplarında EAC kontrol grubuna göre tümör doku gerilemesi anlamlı olarak ifade 

edildi. 

Deneyin sonlandırıldığı 22.günde tümör doku gelişimleri Sham kontrol grubuna göre 

EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.037), EAC+BA 100 mg/kg 10 

gün (p=0.004), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001) anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.002) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.016) 

gruplarında tümör doku küçülmesi istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Ayrıca EAC+5-FU 10 

gün grubunda gelişen tümör dokunun EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.016) grubuna göre 

gerilemesi de anlamlı olarak belirlendi. 



 
 

 

Şekil 12.  Bornil asetatın i.p. uygulandığı deney gruplarında günlere göre ortalama tümör volümü değişim grafiği (n=10). Sonuçlar ortalama ± 

SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol  grubuna göre c: Diğer deney gruplarına göre anlamlı fark bulundu 

(p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol; EAC : 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz 5-FU 

50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 gün: 

1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 

doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon;  EAC+BA 50 

mg/kg 10 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon.)
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Tümör hücrelerinin s.k. enjeksiyonuyla birlikte 10.günden itibaren gelişmeye başlayan 

tümör doku ağırlığı fare ağırlıklarına yansımıştır (Şekil 13). Deney süresinin 9.gününde Sham 

kontrol grubuna göre artış gösteren EAC kontrol (p=0.0001) grubunda anlamlı artış belirlendi. 

Buna karşılık EAC+5-FU 21gün (p=0.003) grubunda belirlenen ağırlık kaybı EAC kontrol 

grubuna göre anlamlı bulundu. EAC+5-FU 10 gün, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün, EAC+BA 

100 mg/kg 10 gün, EAC+BA 50 mg/kg 21 gün ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün gruplarına 

karşılık EAC+5-FU 21 gün grubunda gözlenen ağırlık azalışı istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0.005).  

Deneyin 17.gününde Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 

100 mg/kg 21 gün (p=0.003), EAC+5-FU 100 mg/kg 10 gün (p=0.002), EAC+BA 50 mg/kg 

21 gün (p=0.004) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.003) gruplarında belirlenen artış anlamlı 

bulundu. Aynı zamanda EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında ortalama 

vücut ağırlığı azalışı EAC kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bulundu.  

21.güne gelindiğinde Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 

100 mg/kg 21 gün (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 

21 gün (p=0.002) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.001) gruplarında fare vücut ağırlıkları 

anlamlı artış gösterirken, EAC kontrol grubuna göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-

FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21gün(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) 

gruplarında ağırlık azalışı istatistiksel olarak anlamlı bulundu.  

 

 



 
 

4.1.2. Bornil Asetatın Subkutan Uygulamalarında Gruplar Arası Hayvan Ağırlıklarının ve Tümör Volümünün Değerlendirilmesi 

 

Şekil 13. Bornil asetatın s.k. uygulandığı deney gruplarında günlere göre ortalama vücut ağırlığı değişim grafiği (n=10). Sonuçlar ortalama ± 

SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.005). 
(Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz 5-FU 50 

mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 gün: 

1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 

BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 

10 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 5 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon.)
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Ehrlich assit hücrelerinin inokülasyonundan sonra 10.günden itibaren tümör doku 

gelişimi gözlendi (Şekil 14). Deneyin 11 ve 13. günlerinde Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.0001) grubunda tümör doku artışı anlamlı bulunurken, EAC kontrol grubuna 

göre EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001) EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p=0.0001) gruplarında tümör doku küçülmesi anlamlı bulundu.  

Deney süresinin 15. gününde tümör doku artışı Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.037) gruplarında istatistiksel olarak 

anlamlı bulunurken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında 

hesaplanan tümör doku küçülmesi ise EAC kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

değerlendirildi.  

Deney süresinin 17. gününde tümör doku artışı Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.016) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.016) gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Öte yandan EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında belirlenen tümör doku gerilemesi EAC kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak değerlendirildi.   

Tümör doku gelişiminin 19.ve 21. günlerinde EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50mg/kg 21 gün (p<0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p<0.005) gruplarında Sham kontrol grubuna göre tümör dokusunda anlamlı artış 

gözlenirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.001), EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 

gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında EAC kontrol grubuna 

göre tümör doku gerilemesi istatistiksel olarak anlam ifade etmektedir.  



 
 

 

Şekil 14.  Bornil asetatın s.k. uygulandığı deney gruplarında günlere göre ortalama tümör volümü değişim grafiği (n=10). Sonuçlar ortalama ± 

SD olarak verildi a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol; 

EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; 

EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21gün: 1.günden itibaren 21 gün 

boyu gün aşırı 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz BA 100 mg/kg s.k. 

enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 10 gün: 1.günden 

itibaren 21 gün boyu gün aşırı 5 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon.)

a

a

a

a

a

a

b b b b

b

b b
b

b,c

b,c

b
b

b

b

b

b b
b

a,b

a,b

a,b

b
b

b

b

a,b

a,b

b
b

a,b

a,b

a,b

a,b

0

2

4

6

8

10

12

14

11.gün 13.Gün 15.Gün 17.Gün 19.Gün 21.Gün

O
rt

a
la

m
a
 T

ü
m

ö
r 

V
o
lü

m
ü

 (
cm

3
)

GÜN

7
6
 



77 
 

4.2. Serum Biyokimya Parametrelerinin İntraperitonel ve Subkutan Gruplar Arası 

Değerlendirilmesi 

4.2.1. İntraperitonel Gruplar Arası Biyokimya Parametrelerinin Karşılaştırılması  

Çalışmada 5-FU ve BA’nın i.p. olarak uygulandığı gruplarda, serum ALT ve AST 

karaciğer fonksiyonunun, BUN ise karaciğer ve böbrek fonksiyonlarının değerlendirilmesi 

amacıyla incelendi (Tablo 12).  AST düzeyi Sham kontrol grubuna göre EAC (p=0.0001), 

EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında anlamlı olarak yüksek bulundu. Ayrıca 

AST düzeyi EAC Kontrol grubuna göre EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.015) grubunda 

belirlenen artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu. EAC+5-FU 10 gün (p=0.001) grubunda 

AST düzeyinin EAC+BA 100 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı azalış gösterdiği belirlendi.  

Serum ALT düzeyi EAC kontrol grubuna göre EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.029) 

grubunda anlamlı yüksek bulunurken, diğer gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık görülmedi.  

Çalışmada yer alan i.p. gruplar arasında serum BUN seviyelerinde anlamlı farklılık 

bulunamadı.  

Tablo 12. İ.p. gruplara ait serum biyokimya sonuçları (n=10) 

  

               

SHAM 

 

        

EAC 

 

EAC+5-FU    

21 gün 

 

EAC+5-FU   

10 gün 

 

EAC+BA 

100 mg/kg 

21 gün 

 

 

EAC+BA  

100 mg/kg 

10 gün 

 

EAC+BA     

50 mg/kg 

21 gün 

 

EAC+BA     

50 mg/kg 

10 gün 

ALT 

(U/L) 

37.3±12.4 33.3±9.9 37.2±9.9 44.5±8.8 42.8±6.5 52.2±10.7b 

 

49.2±1.9 46.3±11.8 

AST 

(U/L) 

28.8±6.1 68.7±6.3a 79.5±9.4a 62.5±6.3a,c 88.5±23.7a 

 

96.0±16.2a,b 78.0±10.8a 83.5±13.5a 

BUN  

(mg/dL)  

20.8±4.6 26.8±3.1 

 

41.5±20.4a 

 

26.8±15.4 19.8±3.0 

 

20.3±2.8 20.3±1.4 17.5±0.5 

 

Sonuçlar ortalama ± SD şeklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol  

grubuna göre, c: EAC BA 100 mg/kg 10 gün grubuna göre  fark bulundu p<0.05. 
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4.2.2. Subkutan Gruplar Arası Biyokimya Parametrelerinin Karşılaştırılması  

5-Fluorourasil ve BA’nın uygulamalarının s.k. olarak gerçekleştirildiği gruplar 

arasında karaciğer ve böbrek fonksiyonlarının değerlendirilmesi serum AST, ALT ve BUN 

seviyelerine göre yapıldı (Tablo 13). 

Aspartat aminotransferaz düzeyi Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol (p=0.0001), 

EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21gün 

(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında anlamlı olarak yüksek bulundu. Aynı 

zamanda EAC kontrol grubuna göre EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.001) ve EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında da anlamlı artış gösterdi. Ayrıca EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün ve EAC+BA 100 mg/kg 10 gün gruplarına göre sırasıyla EAC+5-FU 21 gün (p=0.02) 

ve EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001) gruplarında istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü.    

Gruplar arası serum ALT düzeylerinde istatistiksel anlamlı fark bulunmazken, serum 

BUN seviyeleri EAC kontrol ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün gruplarına göre EAC+5-FU 10 

gün (sırasıyla p=0.034 ve p=0.037) grubunda anlamlı yüksek bulundu. 

Tablo 13. S.k. gruplara ait serum biyokimya sonuçları (n=10) 

  

               

SHAM 

 

        

EAC 

 

EAC+5-FU    

21 gün 

 

EAC+5-FU   

10 gün 

 

EAC+BA 

100 mg/kg 

21 gün 

 

 

EAC+BA  

100 mg/kg 

10 gün 

 

EAC+BA     

50 mg/kg 

21 gün 

 

EAC+BA     

50 mg/kg 

10 gün 

ALT 

(U/L) 

35.8±13.2 36.5±13.8 35.8±7.0 39.7±9.9 42.2±10.1 52.0±7.6 

 

44.5±5.5 51.5±7.3 

AST 

(U/L) 

27.7±4.8 66.8±6.2a 77.8±10.1a,c 72.3±6.8a,d 106.5±26.6a,b 

 

108.7±12.2a,b 91.0±17.9a 81.8±14.3a 

BUN  

(mg/dL)  

20.2±2.7 18.5±2.3 

 

25.2±6.6 

 

35.2±21.7b,c 18.0±2.7 

 

19.7±1.9 24.8±7.4 18.7±1.1 

 

Sonuçlar ortalama ± SD şeklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre , b: EAC Kontrol  

grubuna göre, c: EAC BA 100mg/kg 21 gün grubuna göre  ve d: EAC BA 100 mg/kg 10 gün 

grubuna göre anlamlı  fark bulundu p<0.05. 
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4.3. Tümör Doku Numunelerinde Oksidatif Stres Parametrelerinin İntraperitoneal ve   

Subkutan Gruplar Arası Değerlendirilmesi  

Çalışmada bornil asetatın i.p. ve s.k. uygulanmasının Ehrlich solid tümör doku 

numunelerinde oksidatif stres parametreleri üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacıyla 

spektrofotometrik ölçümler gerçekleştirildi. Örneklerde oksidatif hasar; MDA, TOS ve TAS 

ölçümleri spektrofotometrik olarak belirlenirken, GPx, eNOS, NOX-I seviyeleri ELISA 

tekniğine dayalı kitlerle gerçekleştirildi.  

4.3.1. İntraperitoneal Gruplar Arası Oksidatif Stres Parametrelerin Karşılaştırılması 

Analiz sonuçlarına göre i.p. gruplar arası MDA, TOS, TAS, OSI, GPx, eNOS, NOX-

I protein ekspresyonları karşılaştırmalı olarak Tablo 14’de ayrı ayrı verildi.  

 

 

 



 
 

Tablo 14. İ.p. gruplara ait oksidatif stres belirteçlerinin sonuçları (n=10)  

İntraperitoneal  

Uygulama 

Sham EAC EAC+5-FU  

21 gün  

EAC+5-FU  

10 gün 

EAC+BA  

100 mg/kg  

21 gün 

EAC+BA  

100 mg/kg  

10 gün 

EAC+BA  

50 mg/kg  

21 gün 

EAC+BA  

50 mg/kg  

10 gün 

MDA  

(nmol/mg protein) 27.9±9.1 62.3±9.9a 31.7±13.0b 31.8±8.8b 23.3±5.9b 22.6±2.3b 30.9±5.6b 25.6±4.1b 

TOS 

(µmol hidrojen peroksit 

eşdeğeri/L) 

32.8±15.8 129.2±21.5a 73.9±12.9b 71.7±24.0b 50.0±21.0b 68.4±20.4b 79.9±16.6a,b 85.5±26.0a,b 

TAS 

(mmol troloks 

eşdeğeri/L) 

0.73±0.04 0.44±0.12a 0.75±0.04b 

 

0.60±0.06b,c,d 

 

0.83±0.06b 0.88±0.06b 0.79±0.10b 0.78±0.07b 

OSI 4.50±2.08 31.3±12.1a 9.80±1.31b 11.78±3.42b 6.02±2.34b 7.70±1.91b 10.08±0.95b 10.72±2.57b 

GPx 

(ng/mg protein) 2.20±0.94 0.80±0.10a 1.65±0.84 1.73±0.31 1.64±0.55 0.92±0.16a 

 

1.13±0.38 

 

1.05±0.09a 

eNOS 

(U/mg protein) 
0.34±0.12 0.92±0.11a 0.22±0.06b 0.23±0.07b 0.20±0.05b 0.14±0.02a,b 0.21±0.08b 0.18±0.04a,b 

NOX-1 

(ng/mg protein) 
0.52±0.10 2.14±0.80a 0.36±0.15b 0.47±0.12b 0.36±0.13b 0.28±0.07b 0.32±0.12b 0.26±0.05b 

Sonuçlar ortalama ± SD şeklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC kontrol  grubuna göre, c: EAC BA 100 mg/kg 10 gün 

grubuna göre, d: EAC BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05). 
 (Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21 gün boyu gün aşırı 10 doz 5-FU 50 mg/kg 

i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 

21 gün boyu gün aşırı 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz BA 100 mg/kg i.p. 

enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 10 gün: 1.günden itibaren 

21 gün boyu gün aşırı 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon)

8
0
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Tümör doku numunelerinde ilaçların i.p. uygulanmaları sonrasında gruplar arası 

MDA seviyeleri EAC Kontrol grubunda (p=0.0001) Sham kontrol grubuna göre anlamlı artış 

gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21 

gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında EAC kontrol grubuna 

oranla anlamlı azalış gösterdi (Tablo 14).  

Doku örneklerinde gruplar arası TOS seviyeleri Sham kontrol grubuna kıyasla EAC 

kontrol (p=0.0001) grubunda istatistiksel anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.003), EAC+5-FU 10 gün (p=0.002), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC 

BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.011), EAC+BA 50 

mg/kg 10 gün (p=0.032) gruplarında EAC kontrol grubuna oranla azaldığı bulundu. Ayrıca 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.017) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0005) gruplarında 

Sham kontrol grubuna göre artışları anlamlı bulundu (Tablo 14). 

Gruplar arası TAS seviyeleri Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol (p=0.0001) 

grubunda anlamlı artış gösterdi. Beklenildiği üzere 5-FU ve BA’nın uygulama süresine ve 

dozuna bağlı olarak EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.039), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında 

EAC kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi. Ayrıca EAC+5-FU 

10 gün grubuyla karşılaştırıldığında EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.008) gruplarında doza bağlı olarak görülen artış anlamlı bulundu 

(Tablo 14). 

Toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyelerine göre hesaplanan OSI değeri de 

gruplar arasında anlamlı farklılıklar gösterdi. Buna göre Sham kontrol grubuyla 

kıyaslandığında EAC kontrol (p=0.0001) grubunda belirlenen artış anlamlı bulunurken, doza 

ve uygulama süresine göre farklılık gösteren EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 

gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) 

EAC kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamlı azalış bulundu (Tablo 14).  

Tümör doku numunelerinde gruplar arası GPx değerleri Sham kontrol grubuna göre 

EAC kontrol (p=0.004), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.01) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p=0.028) gruplarında anlamlı azalma gösterirken diğer gruplar arasında anlamlı fark 
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bulunamadı. Benzer şekilde GST seviyelerinde gruplar arası herhangi bir anlamlı fark 

gözlenmedi (Tablo 14).  

Tümör doku numunelerinde ilaçların i.p. uygulanmaları sonrasında doz ve 

uygulanma sürelerine göre gruplar arası eNOS seviyeleri EAC kontrol grubunda (p=0.0001) 

Sham kontrol grubuna göre anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), 

EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p=0.0001) gruplarında EAC kontrol grubuna oranla anlamlı azalış gösterdi. Aynı 

zamanda EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.035) 

gruplarında da Sham kontrol grubuna göre belirlenen azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (Tablo 14).  

Doku örneklerinde gruplar arası NOX-1 düzeyleri Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol (p=0.0001) grubunda anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21gün (p=0.0001), 

EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p=0.0001) gruplarında EAC kontrol grubuna nazaran azalma anlamlı olarak 

değerlendirildi (Tablo 14).  

4.3.2. Subkutan Gruplar Arası Oksidatif Stres Parametrelerin Karşılaştırılması 

Analiz sonuçlarına göre s.k. gruplar arası MDA, TOS, TAS, OSI, GPx, eNOS, NOX- 

I protein ekspresyonları karşılaştırmalı olarak Tablo 15’de ayrı ayrı verildi.  

 



 
 

Tablo 15. S.k. gruplara ait oksidatif stres parametre seviyeleri (n=10) 

Sonuçlar ortalama ± SD şeklinde verildi. a Sham Kontrol grubuna göre, b EAC Kontrol  grubuna göre, c: EAC+BA 100 mg/kg 10 gün grubuna 

göre, d: EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre e: EAC+5FU 10 gün grubuna göre anlamlı  fark bulundu p<0.05. 
 (Sham:Negatif Kontrol; EAC : 0,5 mL EAC hücresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; 

EAC+5-FU 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün 

aşırı 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 gün: 11.günden itibaren 21.güne kadar gün aşırı 5 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon;  EAC+BA 50 

mg/kg 21 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon;  EAC+BA 50 mg/kg 10 gün: 1.günden itibaren 21.gün boyu gün aşırı 5 doz 

BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon) 

Subkutan 

Uygulama 

Sham EAC EAC+5-FU  

21 gün  

EAC+5-FU  

10 gün 

EAC+BA  

100 mg/kg  

21 gün 

EAC+BA  

100 mg/kg  

10 gün 

EAC+BA  

50 mg/kg  

21 gün 

EAC+BA  

50 mg/kg  

10 gün 

MDA  

(nmol/mg protein) 

26.8±9.0 65.1±4.7a 33.8±7.6b 32.7±8.0b 24.6±8.0b 25.7±7.3b 20.7±7.5b 28.9±6.6b 

TOS 

(µmol hidrojen peroksit 

eşdeğeri/L) 

 

51.0±15.5 

 

139.0±21.3a 

 

66.0±24.0b 

 

68.0±30.2b 

 

68.5±10.4b 

 

75.5±9.4b 

 

69.3±8.3b 

 

84.1±35.6b 

TAS 

(mmol troloks 

eşdeğeri/L) 

 

0.90±0.03 

 

0.54±0.06a 

 

0.72±0.07b 

 

 

0.71±0.09a 

 

0.86±0.14b,c 

 

0.78±0.12b 

 

0.89±0.03b 

 

0.79±0.07b 

OSI 5.72±1.88 25.7±2.60a 9.28±3.63b 10.06±5.29b 7.96±0.53b 9.78±0.95b 7.74±0.69b 10.42±3.75b 

GPx 

(ng/mg protein) 

2.29±0.37 0.69±0.06a 3.43±1.04b,c 1.83±0.47 2.01±0.89 1.25±0.41 1.75±0.54 1.32±0.33 

eNOS 

(U/mg protein) 

0.31±0.03 0.49±0.12a 0.30±0.11b 0.23±0.02b 0.23±0.07b,c 0.14±0.02b 0.13±0.05a,b 0.23±0.06b 

NOX-1 

(ng/mg protein) 

0.52±0.11 1.93±0.22a 0.65±0.11b 0.61±0.09b 0.37±0.08b 0.22±0.05b 0.27±0.09b 0.34±0.06b 

8
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Tümör doku numunelerinde ilaçların s.k. uygulanmaları sonrasında doz ve 

uygulanma sürelerine bağlı olarak gruplar arası MDA düzeyleri EAC kontrol grubunda 

(p=0.0001) Sham kontrol grubuna göre anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında EAC Kontrol grubuyla kıyaslandığında belirlenen 

azalış  istatistiksel olarak anlamlı bulundu (Tablo 15).  

Çalışmada doku örneklerinde uygulanan doz ve süreye göre gruplar arası TOS 

seviyeleri Sham kontrol grubuna nazaran EAC kontrol (p=0.0001) grubunda istatistiksel 

anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.003), EAC+5-FU 10 gün (p=0.002), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.007) gruplarında 

EAC kontrol grubuyla karşılaştırıldığında gerçekleşen azalma anlamlı bulundu (Tablo 15).  

Çalışma kapsamında belirlenen gruplar arası TAS seviyeleri Sham kontrol grubuna 

göre EAC kontrol (p=0.0001) grubunda anlamlı artış gösterdi. Beklenildiği gibi 5-FU ve 

BA’nın uygulama süresine ve dozuna bağlı olarak EAC+5-FU 21 gün (p=0.036), EAC+5-

FU 10 gün (p=0.038), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 

gün (p=0.002), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.002) gruplarında EAC kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı artış gösterdi. 

Ayrıca EAC+BA 100 mg/kg 10 gün grubuyla karşılaştırıldığında EAC+BA 100 mg/kg 21 

gün (p=0.048) grubunda uygulanma süresine bağlı olarak istatistiksel anlamlı artış görüldü 

(Tablo 15).  
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Toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyelerine göre hesaplanan OSI değeri de 

gruplar arasında anlamlı fark gösterdi. Buna göre Sham grubuyla kıyaslandığında EAC 

kontrol (p=0.0001) grubunda belirlenen artış anlamlı bulunurken, doza ve uygulama süresine 

göre farklılık gösteren EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında 

belirlenen azalma EAC kontrol grubuna nazaran anlamlı olarak değerlendirildi (Tablo 15).  

Tümör doku numunelerinde gruplar arası GPx değerleri Sham kontrol grubuna göre 

EAC Kontrol (p=0.035), grubunda anlamlı azalma gösterdi. Ayrıca EAC kontrol ve 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün gruplarıyla karşılaştırıldığında EAC+5-FU 21 gün (sırasıyla 

p=0.0001 ve p=0.023) grubunda belirlenen artış istatistiksel olarak anlamlıyken, EAC+5FU 

10 gün, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün, EAC+BA 100 mg/kg 10 gün, EAC+BA 50 mg/kg 21 

gün ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grupları arasında anlamlı fark bulunamadı (Tablo 15). 

Tümör doku numunelerinde ilaçların i.p. uygulanmaları sonrasında doz ve 

uygulanma sürelerine göre gruplar arası eNOS seviyeleri Sham kontrol grubuna göre EAC 

kontrol grubunda (p=0.023) anlamlı artış gösterirken, EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.036) 

grubunda anlamlı azalış gösterdi. Ayrıca EAC kontrol grubuyla karşılaştırıldığında EAC+5-

FU 21 gün (p=0.022), EAC+5-FU 10 gün (p=0.01), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.036), EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında belirlenen azalma anlamlı kabul edildi.  Aynı 

zamanda uygulanan ilaca göre EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.036) grubunda EAC+5-

FU 21 gün grubuna göre belirlenen azalış anlamlı bulundu (Tablo 15).  

Doku örneklerinde gruplar arası NOX-1 düzeyleri Sham kontrol grubuna göre EAC 

Kontrol (p=0.0001) grubunda anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), 

EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 

gün (p=0.0001) gruplarında EAC Kontrol grubuna nazaran görülen azalma istatistiksel 

anlamlı olarak değerlendirildi (Tablo 15).  
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 4.4. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Gruplar 

Arası Apoptotik   Etkisinin Değerlendirilmesi 

Çalışmada BA’nın i.p. ve s.k. gruplar arası Ehrlich solid tümör doku numuneleri 

üzerine apoptotik hücre ölümü etkisinin değerlendirilmesi amacıyla western blot analiz 

yöntemi uygulandı. Bu amaçla Bax, Bcl-2 ve Cas-3 proteinleri kullanıldı. İlgili proteinlere 

ait membran görüntüleri ve proteinlerin n=6 üzerinden ortalama bant yoğunlukları 

hesaplanarak hazırlanan grafikler Resim 8-10’da verildi.   

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulanmaları neticesinde gruplar arası Bax protein 

seviyeleri Sham ve EAC kontrol gruplarına kıyasla EAC+5-FU 21 gün (sırasıyla p=0.0001 

ve p=0.0001) grubunda, EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001 ve p=0.013) grubunda, EAC+BA 

100 mg/kg 21 gün (p=0.0001 ve p=0.0001) grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001 ve p=0.004) grubunda, EAC+BA 50 mg/kg 21gün (p=0.0001 ve 0, 002) grubunda 

anlamlı artış gösterdi. Ayrıca Sham kontrol grubuna göre EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.003) grubunda anlamlı yüksek bulundu (Resim 8). 

Bax protein ekspresyon düzeyleri s.k. gruplar arası Sham ve EAC kontrol gruplarına 

kıyasla EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.019 ve 0,0001) grubunda anlamlı artış gösterirken, 

EAC+5-FU 10 gün, EAC+BA 100 mg/kg 10 gün, EAC+BA 50 mg/kg 21 gün ve EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün gruplarında istatistiksel olarak anlamlılık gözlemlenmedi (Resim 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

Resim 8.  İ.p. ve s.k. gruplar arası BAX protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) Bax proteini western blot bantları. 

B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası BAX protein seviyeleri grafiği C) Western blot bant 

yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası BAX protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham 

Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).

8
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İntraperitonel gruplar arası Bcl-2 protein ekspresyon düzeyleri EAC kontrol 

grubunda (p=0.0001) Sham kontrol grubuna göre artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001) grubunun, EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 100 mg/kg 21 

gün (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 50 

mg/kg 21 gün (p=0.0001) grubu EAC kontrol grubuna göre artışı istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (Resim 9). 

Subkutan gruplar arası Bcl-2 seviyeleri Sham kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 

EAC kontrol (p=0.0001) grubunda yüksek bulunurken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), 

EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 

mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 

10 gün (p=0.0001) gruplarında da EAC kontrol grubuna göre yüksek bulundu (Resim 9).  

 

 

 

 

 



 
 

 
Resim 9. İ.p. ve s.k. gruplar arası Bcl-2 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) Bcl-2 proteini western blot 

bantları.  B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası Bcl-2 protein seviyeleri grafiği. C) Western blot bant 

yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası Bcl-2 protein seviyeleri grafiği Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham 

Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.001).
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Bax ve Bcl-2 protein seviyelerine göre i.p. gruplarda Bax/Bcl-2 oranlaması 

yapıldığında gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu. EAC kontrol (p=0.024) 

grubu Sham kontrol grubuna göre anlamlı artış gösterdi. Sham ve EAC kontrol gruplarına 

göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001 ve p=0.0001) grubu, EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001 ve 

p=0.0001) grubu, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001 ve p=0.0001) grubu, EAC+BA 

100 mg/kg 10 gün (p=0.008 ve p=0.0001) grubu (p=0.0001 ve 0.0001) grubun, EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.014 ve p=0.0001) grubu anlamlı yüksek bulundu. Ayrıca EAC+5-FU 

10 gün ve EAC+BA 50 mg/kg 21 gün gruplarına kıyasla EAC+5-FU 21 gün (sırasıyla 

p=0.0001 ve p=0.0001) grubunda Bax/Bcl-2 protein seviyeleri artış gösterdi. Benzer şekilde 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün gruplarına göre EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (sırasıyla p=0.0001 ve p=0.0001) gruplarında yüksek bulundu (Şekil 15). 

 

Şekil 15.  Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası BAX/Bcl-2 protein 

seviyeleri oranı grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham Kontrol 

grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).
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Bax protein seviyelerinin Bcl-2 protein seviyelerine oranına göre de s.k. gruplar arası 

anlamlı fark bulundu. Buna göre Bax/Bcl-2 düzeyleri Sham ve EAC kontrol gruplarına 

kıyasla EAC+5-FU 21 gün (p=0.008 ve p=0.001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.001ve p=0.001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0021 ve p=0.002) gruplarında anlamlı artış gösterdi. Ayrıca EAC+BA 50 mg/kg 21 

gün (p=0.039) grubunda Bax/Bcl-2 oranı EAC kontrol grubuna göre yüksek bulundu (Şekil 

16). 

 

Şekil 16.   Western blot bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası BAX/Bcl-2 protein 

seviyeleri oranı grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham Kontrol 

grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı  bulundu (p<0.05). 

 

İntraperitonel gruplar arası ProCas-3 seviyelerinde istatistiksel fark bulunmazken, 

aktif cas-3 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu. Sham ve EAC kontrol 

gruplarına göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001 ve p=0.035), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün 

(p=0.0001 ve p=0.041) gruplarında Cas-3 protein ekspresyonlarında artış gözlendi. Aynı 

zamanda EAC+5-FU 10 gün (p=0.008), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.002) gruplarında da Sham 

kontrol grubuna nazaran artış bulundu (Resim 10).  

Prokaspas-3 protein ekspresyon seviyelerinde s.k. gruplar arası anlamlı farklılık 

gözlenmezken, aktif Cas3 protein düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı farklar bulundu. 

Buna göre Sham ve EAC kontrol gruplarına göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001 ve p=0.013) 
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grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001 ve p=0.039) grubunda Cas-3 protein 

seviyeleri yüksek bulundu. Aynı zamanda EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001) grubu, EAC+BA 

100 mg/kg 10 gün (p=0.001) grubu, EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 

mg/kg 10 gün (p=0.0001) grubu Cas-3 protein seviyeleri Sham grubuna göre anlamlı artış 

gösterdi (Resim 10).  

 

 

 



 
 

 

Resim 10.  İ.p. ve s.k. gruplar arası ProCas-3 ve Cas-3 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) Cas-3 proteinlerinin 

western blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası ProCas-3/Cas-3 protein seviyeleri grafiği. C) 

Western blot bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası ProCas-3/Cas-3 protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD 

olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu ( p<0.05).
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4.5. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Gruplar 

Arası Hücre Döngüsü Kontrolünün Değerlendirilmesi 

Çalışma kapsamında Ehrlich solid tümör doku numunelerinde hücre döngüsü 

kontrolünün değerlendirilmesi amacıyla gruplar arası p53 ve p21 protein ekspresyonları 

değişimleri western blot yöntemiyle analiz edildi. İlgili proteinlere ait membran görüntüleri 

ve proteinlerin n=6 üzerinden ortalama bant yoğunlukları hesaplanarak hazırlanan grafikler 

Resim 11 ve Resim 12 de verildi. 

Western blot analizi sonucunda elde edilen bant yoğunluklarına göre 5-FU ve BA’nın 

i.p. olarak uygulandığı gruplar arasında p53 protein seviyelerinde istatistiksel olarak fark 

bulundu. Buna göre Sham ve EAC kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında EAC+5-FU 21 

gün (p=0.0001 ve p=0. 0001) grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.001 ve p=0.001) 

grubunda p53 ekspresyonu anlamlı yüksek bulundu. Ayrıca p53 protein düzeyinin EAC BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.039) grubunda EAC kontrol grubuna göre artışı, EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.001 ve p=0. 022) grubunda EAC+5-FU 10 gün ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

gruplarına göre artışı anlamlı bulundu (Resim 11).  

Bornil asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulandığı tümör doku numunelerinde p53 protein 

ekspresyonları Sham ve EAC kontrol gruplarıyla kıyaslandığında EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.001ve p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün (p=0.003 ve p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.002 ve p=0.001), EAC+BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.018 ve p=0.006) gruplarında anlamlı olarak yüksek bulundu.        

(Resim 11). 

 

 

 

 

 



 
 

 

Resim 11.  İ.p. ve s.k. gruplar arası p53 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) p53 proteinlerinin western blot 

bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası p53 protein seviyeleri grafiği. C) Western blot bant 

yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası p53 protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi a: Sham Kontrol 

grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre, c: EAC+5-FU 10 gün grubuna göre, d: EAC+BA 50mg/kg 21gün grubuna 

göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).
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İntraperitonel BA ve 5-FU uygulanan gruplar arası p21 protein ekspresyon 

düzeylerinde Sham ve EAC kontrol gruplarına kıyasla EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001 ve 

p=0.0001) grubunda, EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001 ve p=0.001) grubunda, EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (p=0.011 ve p=0.02), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.015 ve p=0.027) 

grubunda artış gözlendi. Aynı zamanda EAC+5-FU 21 gün (p=0.045) grubu EAC+BA 50 

mg/kg 21 gün grubuyla karşılaştırıldığında ve EAC+5-FU 10 gün (p=0.024) grubu EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün grubuyla karşılaştırıldığında p21 protein düzeyleri anlamlı artış gösterdi 

(Resim 12). 

Subkutan gruplar arası p21 protein ekspresyon düzeyleri EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.002 ve p=0.014), EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün (p=0.041 ve p=0.039), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.037 ve p=0.037) 

gruplarında sırasıyla Sham ve EAC kontrol gruplarına göre anlamlı yüksek bulundu (Resim 

12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

     

 



 
 

 
 

Resim 12.    İ.p. ve s.k. gruplar arası p21 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) p53 proteinlerinin western blot bantları. 

B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası p21 protein seviyeleri grafiği. C) Western blot bant yoğunluklarına 

göre s.k. gruplar arası p21 protein seviyeleri grafiği). Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: 

EAC Kontrol grubuna göre, c: EAC+BA 50 mg/kg 21 gün grubuna göre, d: EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı 

fark bulundu (p<0.05).
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4.6. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Gruplar 

Arası İnflamasyonun Değerlendirilmesi 

Tamamlanan tez çalışmasında EAC solid tümör modelinde 5-FU ve BA’nın i.p. ve 

s.k. uygulamalarının inflamasyon üzerine etkisinin karşılaştırmalı olarak değerlendirilmesi 

amacıyla NF-κB protein ekspresyon analizi n=6 üzerinden western blot yöntemiyle 

gerçekleştirildi. Elde edilen verilerine göre i.p. ve s.k. gruplar arası NF-κB protein 

ekspresyon görüntüleri ve western blot bant yoğunluklarına göre oluşturulan bar grafiği 

Resim 13’de verildi.  

İntraperitonel uygulanan NF-κB protein ekspresyon seviyeleri Sham kontrol grubuna 

göre EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001) grubunda anlamlı artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün 

(p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve 

EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) gruplarında EAC kontrol grubuna göre yüksek 

bulundu (Resim 13).  

Bornil asetat ve karşılaştırmalı olarak 5-FU’nun s.k. olarak uygulandığı gruplar 

arasında EAC Kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.04) gruplarında NF-

κB protein ekspresyon düzeyleri Sham grubuna göre anlamlı artış gösterdi. Ayrıca EAC 

Kontrol grubuyla kıyaslandığında EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.001) 

gruplarında da anlamlı artış bulundu (Resim 13).  

 

 



 
 

 

Resim 13.  İ.p. ve s.k. gruplar arası NF-κB protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) NF-κB proteinlerinin western 

blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası NF-κB protein seviyeleri grafiği. C) Western blot 

bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası NF-κB protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi a: Sham 

Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre, c: EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı fark bulundu 

(p<0.05).
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4.7. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Gruplar 

Arası Antioksidan Kapasitenin Değerlendirilmesi 

Çalışmada EAC tümör modelinde BA’nın ve karşılaştırmalı olarak 5-FU’nun i.p. ve 

s.k. gruplar arası antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amacıyla Nrf2 protein seviyeleri n=6 

üzerinden western blot yöntemiyle tayin edildi. İlgili grupların bant görüntüleri ve bant 

yoğunluklarına göre elde edilen bar grafikleri Resim 14’de verildi. 

Gruplar arası i.p. uygulanma yoluna ve süresine göre Nrf2 protein ekspresyon 

seviyeleri EAC Kontrol (p=0.0001) grubunda Sham kontrol grubuna göre yüksek 

bulunurken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.032), EAC+5-FU 10 gün (p=0.003), EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (p=0.006), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.019) ve EAC BA 50 mg/kg 21 

gün (p=0.006) gruplarında EAC kontrol grubuyla karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

yüksek bulundu (Resim 14).  

Subkutan gruplar arası Nrf2 protein ekspresyon düzeyleri Sham kontrol grubuna 

kıyasla EAC kontrol (p=0.0001), EAC+5-FU 10 gün (p=0.041), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün 

(p=0.027) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.008) gruplarında anlamlı artış gösterdi. Aynı 

zamanda EAC+5-FU 21 gün (p=0.007), EAC+5-FU 10 gün (p=0.014), EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.008) ve EAC+BA 50 mg/kg 21 gün 

(p=0.021) gruplarında Nrf2 protein seviyeleri EAC kontrol grubuna göre anlamlı yüksek 

bulundu (Resim 14).



 

 
 

 

Resim 14.  İ.p. ve s.k. gruplar arası Nrf2 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) Nrf2 proteinlerinin western blot 

bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası NF-κB protein seviyeleri grafiği. C) Western blot bant 

yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası Nrf2 protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham 

Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre, c: EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı farkı gösterir 

(p<0.05).
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4.8. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan Gruplar 

Arası Anjiyogenezin Değerlendirilmesi 

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. ve s.k. olarak uygulandığı gruplar arasında EAC tümör 

modelinde anjiyogenezin belirlenmesi amacıyla VEGF ve MMP-9 protein ekspresyonları 

n=6 üzerinden western blot yöntemiyle ölçüldü. Bant yoğunluklarına göre elde edilen bar 

grafiği ve bant görüntüleri ise Resim 15 ve Resim 16’da verildi. 

 Borni asetat ve 5-FU’nun gruplar arası i.p. uygulanma yollarına göre VEGF protein 

ekspresyonu EAC kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.003) gruplarında 

Sham grubuna kıyasla artış gösterirken, EAC+5-FU 21 gün (p=0.0001) ve EAC+5-FU 10 

gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün 

(p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.0001) 

gruplarında EAC kontrol grubuna göre arttığı gözlendi (Resim 15).  

Subkutan gruplar arası VEGF protein düzeyleri Sham kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.013) gruplarında 

anlamlı artış görülürken, EAC+5FU 21 gün (p=0.0001), EAC+5FU 10 gün (p=0.0001), 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.015), EAC+BA 

50 mg/kg 21 gün (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün (p=0.001) gruplarında da EAC 

kontrol grubuna göre anlamlı artış bulundu (Resim 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

Resim 15.  İ.p. ve s.k. gruplar arası VEGF protein seviyelerinin western blot analizi sonuçları (n=6). A) VEGF proteinlerinin western   

blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası NF-κB protein seviyeleri grafiği. C) Western blot 

bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası VEGF protein seviyeleri grafiği). Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: 

Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).
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Matriks metalloproteinaz-9 protein düzeyleri i.p. gruplar arasında Sham grubuyla 

karşılaştırıldığında EAC kontrol (p=0.002) grubunda yüksek bulunurken, EAC+5-FU 21 

gün (p=0.016) ve EAC+5-FU 10 gün (p=0.021), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.042), 

EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.019), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.046) ve EAC+BA 

50 mg/kg 10 gün (p=0.015) gruplarında EAC kontrol grubuna göre yüksek bulundu (Resim 

16). 

Gruplar arası MMP-9 protein ekspresyonları s.k. Sham grubuna göre EAC kontrol 

(p=0.0001) grubunda anlamlı yüksek bulundu. Ayrıca EAC+5FU 21 gün (p=0.001), 

EAC+5FU 10 gün (p=0.002), EAC+BA 100 mg/kg 21 gün (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg 

10 gün (p=0.032), EAC+BA 50 mg/kg 21 gün (p=0.002) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 gün 

(p=0.006) gruplarında da EAC kontrol grubuna göre istatistiksel olarak artış gösterdi (Resim 

16). 



 

 
 

 

Resim 16.   İ.p. ve s.k. gruplar arası MMP-9 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) MMP-9 proteinlerinin 

western blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası MMP-9 protein seviyeleri grafiği. 

C) Western blot bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası MMP-9 protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama ± 

SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre, b: EAC Kontrol grubuna göre  anlamlı fark bulundu (p<0.05).
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4.9. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın i.p. ve s.k. Gruplar Arası Otofajinin 

Değerlendirilmesi 

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. ve s.k. olarak uygulandığı gruplar arasında EAC tümör 

modelinde otofaji seviyelerinin belirlenmesi amacıyla LC3II/I ve Beclin-1 protein 

ekspresyonları n=6 üzerinden western blot yöntemiyle ölçüldü. Bant yoğunluklarına göre 

elde edilen bar grafikleri ve bant görüntüleri Resim 17 ve Resim 18’de verildi. 



 

 
 

 

Resim 17. İ.p. ve s.k. gruplar arası LC3II/LC3I protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) LC3II/LC3I 

proteinlerinin western blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası LC3II/LC3I protein 

seviyeleri oranı grafiği. C) Western blot bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası LC3II/LC3I protein seviyeleri 

grafiği. Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).  
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Beclin-1 protein düzeyleri i.p. gruplar arasında Sham ve EAC Kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldığında EAC+5-FU 21 gün (sırasıyla p=0.001 ve p=0.016), EAC+BA 100 mg/kg 

21 gün (sırasıyla p=0.001 ve p=0.012) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.005) gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı artış gözlendi (Resim 17). 

İntraperitonel uygulamalı gruplar arası BECLIN-1 ekspresyonunun Sham ve EAC 

Kontrol gruplarına göre EAC+5-FU 21 gün (sırasıyla p=0.004 ve p=0.035), EAC+BA 100 

mg/kg 21 gün (sırasıyla p=0.002 ve p=0.035) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 gün (p=0.016) 

gruplarında hesaplanan artışı istatistiksel olarak anlamlı bulundu (Resim 17). 

 

 



 

 
 

 

Resim 18.  i.p. ve s.k. gruplar arası Beclin-1 protein seviyelerinin western blot analiz sonuçları (n=6). A) Beclin-1   proteinlerinin 

western blot bantları. B) Western blot bant yoğunluklarına göre i.p. gruplar arası BECLIN-1 protein seviyeleri grafiği. 

C) Western blot bant yoğunluklarına göre s.k. gruplar arası BECLIN-1 protein seviyeleri grafiği. Sonuçlar ortalama 

± SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna göre anlamlı fark bulundu (p<0.05).
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4.10. İntraperitonel ve Subkutan İlaç Uygulama Yollarına Bağlı Olarak Tümör Çapı 

Değerlendirilmesi 

Çalışmada BA ve 5-FU s.k. ve i.p. olmak üzere 2 farklı yolla tümör hedefli olarak 

uygulanmıştır. Bu bağlamda tümör çapı yüzde azalma değerleri karşılaştırıldığında s.k. 

olarak uygulanan EAC+5-FU 21 gün, EAC+BA 100 mg/kg 21 gün ve EAC+BA 50 mg/kg 

10 gün gruplarının i.p. uygulanan eş değer gruplarında belirlenen azalma anlamlı bulundu 

(p<0.005) (Şekil 17).  

 
Şekil 17.  BA ve 5-FU uygulamalarının i.p. ve s.k. gruplar arası % tümör volümü sonuçları. 

Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi. a: Aynı ilacın İntraperitoneal 

İntraperitoneal  uygulamasına göre anlamlı fark bulundu (*p<0.005; #p<0.001). 

 

 

 

 

4.11. Histopatolojik Değerlendirme 

4.11.1. Tümör Doku Numunelerinde Bornil Asetatın İntraperitonel ve Subkutan 

Gruplar Arası Histopatolojik Değerlendirilmesi 

Bornil asetatın i.p. ve s.k. olrak uygulandığı gruplarda kas ve tümör dokularının 

histolojik incelemesinde, sağlıklı Sham kontrol gruplarında (i.p. ve s.k.) iskelet kaslarında 

belirgin sınırlı normal kas lifleri ve periferik yerleşimli çekirdekler görüldü. Aksine, EAC 

tümör kontrol gruplarında (i.p. ve s.k) iskelet kasları, birkaç dağınık apoptotik hücre ve 

küçük nekroz alanları ile tahrip edilmiş kas lifleri arasına sızan belirgin derecede canlı ve 

nodüllerden oluşan infiltre tümör hücrelerinden oluşan tabakalar görüldü. Hem i.p. hem de 
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s.k. uygulamalarda 21 gün deney süresince iki günde bir toplam 10 doz 5-FU 50 mg/kg 

enjekte edilen farelerin iskelet kaslarında belirgin biçimde hasar görmüş, düzensiz, belirsiz 

hücre sınırları, apoptotik hücreler ve belirgin derecede nekrotik alanlar tespit edildi. Benzer 

şekilde tümör hücre inokülasyonundan sonra 10.gün itibariyle 2 günde bir toplam 5 doz 

uygulanan 5-FU 50 mg/kg gruplarında EAC+5-FU 21 gün gruplarına nazaran daha az 

nekrotik alan ve azalmış apoptotik hücreler belirlendi. BA’nın 21 gün süresince 100 mg/kg 

konsantrasyon ile toplamda 10 doz uygulandığı gruplarımızda belirgin nekrotik alanlar, 

dağınık apoptotik canlı tümör hücreleri ve daha belirgin hücre sınırlarına sahip doku alanları 

görüldü. BA’nın tümör inokülasyonundan sonra 10.gün itibariyle toplamda 5 doz olarak 

uygulandığı gruplarımızda EAC+BA 100mg/kg 21 gün gruplarımıza benzer şekilde 

belirginleşmiş sınırlara sahip hücre sınırlarına sahip doku alanları, dağınık apoptotik tümör 

hücreleri ve azalmış nekrotik alanlar bulundu. BA’ nın 50 mg/kg olarak 21 gün ve 10 gün 

uygulandığı gruplarda 5-FU ve BA 21 gün/10 gün uygulamalarına nazaran daha küçük 

nekrotik alanlar, yoğun canlı ve sınırları net olmayan, infiltre tümör hücre tabakaları görüldü 

(Şekil 18- Şekil 21).  

Bornil asetat ve 5-FU’nun s.k. ve i.p. olarak uygulandığı gruplar birbirleriyle 

karşılaştırıldığında ise BA ve 5-FU’nun s.k. uygulandığı grupların i.p. uygulama gruplarına 

göre daha başarılı etki görülmüştür. 
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Şekil 18.  Bornil Asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulamalarının Ehrlich Tümör Hücreleri üzerine 

etkilerinin histopatolojik görüntüleri. Nekrotik alan (N), Tümör hücreleri (Düz 

Ok), Apoptotik Hücre (Eğri Ok). A: Sham Kontrol (x20), B: EAC Kontrol (x40), 

C: EAC+5-FU 21 gün (x10), D: EAC+5-FU 10 gün (x20) 
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Şekil 19.  Bornil Asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulamalarının Ehrlich Tümör Hücreleri 

üzerine etkilerinin histopatolojik görüntüleri. Nekrotik alan (N), Tümör 

hücreleri (Düz Ok), Apoptotik Hücre (Eğri Ok). E: EAC+BA 100mg/kg 21 

gün (x20), F: EAC+BA 100mg/kg 10 gün (x40), G: EAC+BA 50mg/kg 21 

gün (x20), H: EAC+BA 50mg/kg 10 gün (x20) 
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Şekil 20.  Bornil Asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulamalarının Ehrlich Tümör Hücreleri üzerine 

etkilerinin histopatolojik görüntüleri. Nekrotik alan (N), Tümör hücreleri (Düz 

Ok), Apoptotik Hücre (Eğri Ok). A: Sham Kontrol (x20), B: EAC Kontrol (x20), 

C: EAC+5-FU 21 gün (x10), D: EAC+5-FU 10 gün (x40) 
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Şekil 21.   Bornil Asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulamalarında Ehrlich Tümör Hücrelerinin 

histopatolojik görüntüleri. Nekrotik alan (N), Tümör hücreleri (Düz Ok), 

Apoptotik Hücre (Eğri Ok). E: EAC+BA 100mg/kg 21 gün (x10), F: EAC+BA 

100mg/kg 10 gün (x10), G: EAC+BA 50mg/kg 21 gün (x20), H: EAC+BA 

50mg/kg 10 gün (x40) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre kansere vakaları ve kansere bağlı ölüm oranları 

giderek artmaktadır ve bu nedenle Akademik araştırmaların ana odak noktası olan kanserin 

ortaya çıkış ve gelişim mekanizmalarının derinlemesine araştırılması, tanı ve tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesi önem taşımaktadır (1, 25).  

Tıpta geleneksel kanser tedavisinde cerrahi girişim, kemoterapi, radyoterapi, hormon 

replasmanı ve immunoterapi temel tedavi yöntemleridir (5). Fizyolojik dengeyi bozan 

kemoterapötik tedavi süresince birçok organ olumsuz etkilenir (8, 151). Son zamanlarda 

hedefe yönelik terapiler, akıllı kemoterapötikler ve immünoterapiler gibi yeni terapötik 

yöntemler, geleneksel terapilerle kıyaslandığında, kanser hastalarının sağ kalım oranlarını 

kayda değer ölçüde artırmaktadır (7). 

Klinik uygulamada kemoterapi protokolü; yaygın olarak oral kemoterapi ve 

intravenöz kemoterapi şeklinde uygulanmaktadır. İntravenöz kemoterapinin uygulanma 

süresinin uzun olması, kemoterapötiğin etkinliğini arttırmak amaçlı doz artışlarının 

metabolik olarak tolere edilememesiyle yoğun yan etkilerin görülmesi, çevre doku ve 

organlarda hasarlara neden olmaları, hastanın günlük yaşantısını olumsuz yönde etkilemeleri 

nedenleriyle yeni arayışlara eğilim artmıştır (152). Literatürde önemli bir yere sahip, hedef 

özgüllüğü ve potansiyeli yüksek etkili terapötikler olan biyoterapötikler genellikle 

intravenöz, intramüsküler, intraperitonel veya subkutan enjeksiyonu aracılı hastaya 

verilirken, in vivo çalışmalarda doğal ürünlerin oral ve intraperitonel yolla, 

kemoterapötiklerin intraperitonel ve intravenöz yollarla uygulamalarına sıkca 

rastlanılmaktadır (12, 13). Deneysel solid tümör modellerinde doğal ürünlerin ve 

kemoterapötiklerin doğrudan tümör etkileşimini amaçlayan s.k. enjeksiyona ait çalışmalar 

ise sınırlıdır (15, 16, 153).  

Kırk yılı aşkın bir süreden bu yana meme kanserinin de dahil olduğu pek çok kanser 

türünün tedavisinde yaygın olarak kullanılan en etkin kemoterapötik ajanlardan biri olan 5-

FU, Timidilat sentaz enziminin inhibisyonu üzerinden hücre siklus arrestini uyaran ve 

hücreyi apoptozise yönlendiren kemoterapötik bir ajandır (18, 154). Literatürde 5-FU’nun 

biyoyararlanımını ve tümör hücrelerindeki etkinlik süresini arttırmak, oluşabilecek yan 

etkilerini de azaltmak amaçlı doğal ürünlerle kombine tedavilere ait araştırmaların yanı sıra, 

alternatif doğal ürün arayışları da ayrıca geniş yer tutmaktadır (155). Çalışmamızda başarılı 
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bir kemoterapötik ajan olmasından dolayı 5-FU’yu, hedef molekülümüz BA’nın antikanser 

etkinliğinin ortaya konmasında pozitif kontrol olarak seçtik.  

Doğal kaynaklardan türetilen bileşikler olarak tanımlanan doğal ürünler, pek çok 

hastalığın tedavisinde terapötik fayda sağlayabilecek farmakolojik ve biyolojik aktivitelere 

sahip olmaları nedeniyle yeni ilaçların gelişiminde potansiyel oluşturmaktadırlar (17).  

Farklı kültür ve geleneklerin kavşağında yer alan Anadoluda yapılan flora 

çalışmalarında, Kelkit ve çevresinde 1010 çeşit bitkinin yetiştiği ve bunlardan 137 bitkinin 

endemik tür olduğu belirtilmiştir. Halk arasında ‘yayla çiçeği– altın otu– ölmez çiçek’ 

isimleriyle bilinen Helichrysum armenium endemik türler arasında yer almaktadır. Bitkinin 

çiçek ve yaprak kısımlarının kromatografik esansiyel yağ analizleri sonucunda limonen, a-

cadinol, borneol, δ-cadinen, bornil asetat ana bileşenlerinin varlığı gösterilmiştir (156). Bir 

monoterpen olan ve anti-inflamatuar özelliğiyle de literatürde geniş yer tutan BA’nın, 

antitümöral etkinliğini gösteren in vivo bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Buradan hareketle 

çalışmamızda Ehrlich assit hücreleri ile oluşturulan solid tümör modelinde BA’nın pozitif 

kontrol olarak belirlediğimiz 5-FU ile karşılaştırmalı olarak uygulanma dozuna (50 mg/kg 

ve 100 mg/kg), uygulanma süresine (21 gün ve 10 gün) ve uygulanma yoluna (s.k. ve i.p.) 

bağlı olarak antikanserojen etkisi incelendi.  

Kanser araştırmalarında büyük öneme sahip olan deneysel tümör modelleri; allograft 

modelleme, knockout fare modelleri, karsinojen uyarımlı modelleme, hasta kökenli 

xenograft modelleme olarak sınıflandırılmaktadır (157). Allograft modelleme sınıfında yer 

alan EAC bu alanda yaygın olarak kullanılmaktadır. İlk kez dişi bir farede spontan meme 

adenokarsinoması olarak ortaya çıkan tümörün, Ehrlich ve Apolant tarafından tümör 

parçalarının fareden fareye transplante edilmesiyle deneysel tümör oluşturulduğu ve hayvan 

sağ kalım sürelerinin ise ortalama 21 ila 28 gün arasında değişkenlik gösterebildiği 

bilinmektedir (8). EAC tümör hücre süspansiyonunun s.k. olarak Ballb-c farelere 

uygulanmasıyla oluşturulan solid tümörün karakterize özelliklerinin başında tümör 

ağırlığıyla fare vücut ağırlığı arasındaki pozitif korelasyon gelmektedir (10). Böylece tümör 

volümü değişimleri göreceli olarak kolayca belirlenebilmektedir.  

Çalışmamızda tümör hücre inokülasyonundan sonra 10.gün itibariyle 21.güne dek 

gözlemlenebilen ortalama solid tümör volümüyle, ortalama fare vücut ağırlıkları arası 

değişim, i.p. ve s.k. uygulanma yollarına göre pozitif kontrol 5-FU ile karşılaştırmalı olarak 

değerlendirildi. İlaçların hem i.p. hem de s.k. uygulanmalarında kemoterapötik ajan 5-FU 
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uygulanan gruplar hariç, diğer tüm gruplarda Sham kontrol grubuna göre ortalama fare vücut 

ağırlığındaki artış, tümör volümü artışına paralel, istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Öte 

yandan yaygın kullanımlı kemoterapötik ajan olan 5-FU’nun s.k. ve i.p. uygulamalarında 

fare vücut ağırlıklarının, BA’nın uygulandığı tüm gruplarla karşılaştırıldığında, EAC kontrol 

gruplarına göre daha düşük olması, pozitif kontrol olarak seçilen 5-FU için zaten beklenen 

bir durumdu. Hassona ve arkadaşlarının gerçekleştirdikleri çalışmada EAC solid tümör 

oluşturulan farelerde sentetik bir bileşik olan Paladyum II [PdLCl].H2O kompleks 

bileşiğinin antitümöral özelliği Sisplatinle karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Çalışmamızla doğrusal olarak EAC tümör gelişimiyle artan fare vücut ağırlığının, 

[PdLCl].H2O’nun i.p. aracılı uygulanan dozuna bağlı olarak azaldığı belirtilmiştir (158). 

Ellethy ve arkadaşları yaptıkları çalışmada anti-inflamatuar ilaçların antikanserojen 

etkinliğinin değerlendirilmesi amacıyla oluşturduğu EAC solid tümör modelinde celecoxibi 

(Cxb) kullanmıştır. EAC solid tümör oluşumuna bağlı olarak artan ortalama fare vücut 

ağırlıklarının anti-inflamatuar Cxb’nin 10 gün süresince i.p. olarak enjekte edilmesiyle 

beraber anlamlı düzeyde azaldığı bildirilmiştir (159). 

Ehrlich assit karsinom solid tümörün subkutan bir tümör modeli olması nedeniyle 

fare vücut ağırlıklarıyla tümör volümleri arasındaki pozitif korelasyon bilinmektedir. 

Literatürde yapılan çalışmalara göre tedavi edilen gruplarda gözlenen ağırlık azalışı, tümör 

volüm azalışıyla paralellik göstermektedir. Gaballah ve arkadaşları oluşturdukları EAC solid 

tümör modelinde 5-FU (20 mg/kg) ile karşılaştırmalı olarak apigeninin antitümöral etkisini 

değerlendirmişlerdir. Çalışma verilerimizle orantılı olarak EAC kontrol grubuna göre 

Apigenin, 5-FU ve Apigenin + 5-FU kombinasyonlarının i.p. uygulamalarında tümör 

volümünün anlamlı derecede azaldığını bildirmişlerdir (160). Benzer şekilde Amer ve 

çalışma grubu EAC solid tümör modeli üzerine silibininin antikanser etkisini herhangi bir 

kemoterapötik ajanla karşılaştırmaksızın belirlemeyi amaçlamışlar ve EAC kontrol grubuna 

göre silibininin tümör volümünü anlamlı derecede baskıladığını göstermişlerdir (161). 

Literatür verileriyle uyumlu olarak çalışmamızda, EAC kontrol gruplarımızda 10.gün 

itibariyle gelişen tümörle birlikte Sham kontrol grubuna göre ortalama fare vücut ağırlığı 

artış gösterirken, 5-FU ve BA’nın i.p./s.k. uygulandığı tedavi gruplarında tümör volümünün 

azalmasıyla ortalama fare vücut ağırlığı da azalış göstermiştir 

Literatürde hem EAC hücrelerinin hem de tedavi amaçlı kullanılan bileşiklerin deney 

gruplarında karaciğer ve böbrek dokuları üzerine genel etkilerinin değerlendirilmesi 
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amacıyla serum ALT, AST ve BUN düzeylerinin ölçüldüğü çalışmalar geniş yer tutmaktadır. 

Çalışmamızda i.p. ve s.k. ilaç uygulamaları neticesinde AST düzeyleri Sham kontrol 

grubuna göre diğer tüm gruplarda artış gösterirken, ALT ve BUN seviyelerinde Sham 

kontrol grubuna göre anlamlı bir değişim görülmemiştir. Sonuçlarımızla farklılık gösterecek 

şekilde; daha önce Adami ve arkadaşlarının çalıştıkları deneysel modelde EAC solid tümör 

üzerine Capsicum annuum’un (CAP) antineoplastik etkisi metotreksat ile göreceli olarak 

değerlendirilmiştir. Deney grupları arası AST düzeylerinde Sham kontrol grubuna göre 

belirlenen artış anlamlı kabul edilirken, ALT seviyelerinde sadece CAP 100 mg/kg ve 150 

mg/kg gruplarında Sham kontrol grubuna göre anlamlı artış göstermiştir (146). Ayrıca 

Alharbi ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği başka bir çalışmada EAC tümör modeli üzerine 

oral yolla verilen zencefil yağının antiproliferatif etkisi belirlenmiştir. AST, ALT ve BUN 

seviyeleri Sham kontrol gruplarına göre artış gösterirken, zencefil yağı uygulanan gruplarda 

anlamlı fark belirlenememiştir (162). Çalışmamızda önceki literatürlerden farklı olarak ALT 

serum düzeylerinden bağımsız olarak gözlenen AST yüksekliği farenin uyluk bölgesinde 

tutulum yapan s.k. EAC solid tümörünün neden olduğu muhtemel kas doku hasarıyla 

ilişkilendirilebilir.  

Redoks dengesinin oksidanlar lehine kayması olarak tanımlanan oksidatif stresin 

belirlenmesinde kullanılan biyobelirteçler önem arz etmektedir. EAC hücreleriyle 

oluşturulan deneysel tümör modellerinde oksidatif stresin ölçülebilmesi amacıyla 

biyobelirteç olarak MDA, GPx, NOX-1 ve eNOS seviyeleri ölçüldü. 

Malondialdehit, TOS, TAS ve OSI seviyeleri, tümör proliferasyonunda oksidatif 

stresin ve antioksidan kapasitenin değerlendirilmesinde etkin biyobelirteçler olarak 

bilinmektedirler (163). Çalışmamızda EAC solid tümör modelinde EAC kontrol gruplarında 

artan MDA seviyeleri, uygulanma yollarına (i.p. ve s.k.), uygulanan doza (50 ve 100 mg/kg) 

ve sürelerine (21 gün ve 10 gün) göre ayrılan tedavi gruplarında anlamlı düzeyde azalış 

göstermiştir. Ancak MDA düzeylerindeki azalış baz alındığında, tedavi grupları arasında 

anlamlı farklılıklar bulunamadı. Literatürde EAC deneysel tümör modeli üzerinde farklı 

bileşiklerin anti-oksidan, antikanserojen, antiproliferatif özelliklerinin belirlenmesi amacıyla 

MDA’nın hedef alındığı pek çok çalışma yer almaktadır (164- 167). Mevcut çalışmalar bir 

bütün olarak ele alındığında bizim çalışmamızla uyumlu olarak, EAC kontrol gruplarında 

anlamlı olarak yüksek bulunan MDA konsantrasyonlarının tedavi amaçlı farklı bileşiklerin 

(flavonoidler, sentetik bileşikler, kemoterapötik ajanlar gibi) uygulanmasıyla önemli 
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seviyelerde azaldığı görülmektedir. Öte yandan EAC kontrol grubunda tümör 

proliferasyonuna bağlı olarak artan oksidatif stres, TOS ve OSI seviyelerinin yükselmesine 

neden olurken, TAS seviyelerinin azalmasına neden olmuştur. BA’nın hem i.p hem de s.k. 

uygulandığı tedavi gruplarında ise TOS seviyelerinin azalırken, TAS seviyelerinin arttığı 

ortaya konmuştur. Hem pozitif kontrol 5-FU’nun hem de terapötik etkinliği araştırılan 

BA’nın uygulanma yollarına göre gruplar arası herhangi bir fark bulunamadı.  Araştırmamızı 

destekler nitelikte Meral ve çalışma grubu da EAC tümör modelinde gerçekleştirdikleri 

çalışmalarında EAC kontrol grubunda artan TOS, OSI değerlerinin tedavi grubunda 

azaldığını belirtirken, kontrol grubunda azalan TAS seviyelerinin ise tedavi grubunda 

arttığını bildirmişlerdir (168). Sekonder metabolitlerinin oksidatif stresi azaltma kabiliyetleri 

radikal temizleme, metal iyonlarını şelatlama ve antioksidan sistemi aktive edebilme 

potansiyellerine atfedilmektedir (169). Çalışmamız kapsamında EAC solid tümör modelinde 

pozitif kontrol olarak 5-FU ve tedavi amaçlı BA’nın uygulanma dozlarına, yollarına ve 

sürelerine bağlı olarak Nrf2 gen aktivasyonu üzerinden GPx gibi antioksidan enzim 

kapasitelerini arttırarak tümör proliferasyonuyla yükselen MDA düzeylerini azalttıkları 

düşünülmektedir. 

Reaktif oksijen türlerinin oluşumunu baskılayan GPx, enzimatik antioksidan 

savunma sistemleri arasında yer almaktadır (129). Mevcut araştırmada literatüre benzer 

olarak Sham kontrol grubuna göre EAC kontrol gruplarında istatistiksel olarak anlamlı 

derecede azalan GPx antioksidan enzim seviyelerinin, pozitif kontrol 5-FU ve terapötik aday 

BA’nın i.p. ve s.k. uygulandığı tedavi gruplarında artış belirlendi. Ancak i.p. ve s.k. ilaç 

uygulanma yollarına, dozuna ve süresine bağlı olarak tedavi gruplarında EAC kontrol 

gruplarına göre GPx enzim konsantrasyonlarında göreceli olarak artış saptansa da 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Öte yandan s.k. olarak uygulanan 5-FU (50 mg/kg) 

21 gün grubunda EAC kontrol grubuna göre GPx enzim konsantrasyonları da istatistiksel 

olarak anlamlı yüksek bulundu. Bu konu ile ilgili araştırmaların ortak yönü EAC kontrol 

gruplarında azalan GPx enzim konsantrasyonlarının, deney gruplarına tedavi hedefli 

bileşiklerin uygulanmasıyla GPx konsantrasyonlarının artmasıdır (165, 170, 171). Başarılı 

antineoplastik etkisiyle kullanışlı bir kemoterapötik ajan olan 5-FU’nun GPx seviyelerinde 

artış göstermesi beklenen bir durumken, s.k. uygulanma yoluna göre GPx enzim 

seviyelerinin belirlenen anlamlı artışı; tümör hedefli s.k. enjeksiyon yolunun sistemik etki 

gösteren i.p. uygulama yoluna göre daha etkin olabileceğini düşündürmektedir. Ayrıca 

hücresel GSH kullanarak ortamdaki H2O2’yi suya indirgeyen GPx, EAC proliferasyonunun 
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artmasını takiben mevcut glutatyonun tükenmesine ve substratının (GSH) azalması 

hasebiyle de kendi enzim konsantrasyonunun azalışına neden olabilmektedir. (165, 167, 

172). Öte yandan EAC kontrol gruplarında belirlenen GPx antioksidan enzim seviyesindeki 

düşüş, tümör büyümesine paralel olarak tümör hücrelerinin GPx aktivitelerini inhibe 

etmesiyle de ilişkilendirilebilmektedir (166).  

Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat oksidazlar aracılı türetilen ROS, hücresel 

bölünme, farklılaşma, anjiyogenez ve hücre göçünü de kapsayan birçok fizyolojik 

fonksiyona sahiptir. Literatürde tedavi edilemeyen insan karsinoma hücre serilerinde NOX 

izoformlarının konsantrasyonlarının artışına ait çalışmalara sıkça rastlanmaktadır (173- 

175). Kaynaklar ayrıntılı incelendiğinde kolorektal, mide kanserleri ve bazı adenokarsinom 

formlarında yüksek NOX-1 ekspresyonu gözlemlenirken (136, 173, 176, 177), yumurtalık 

kanseri, glioblastoma, melanom ve böbrek karsinomlarında yüksek NOX-4 ekspresyonu 

gözlemlenmektedir (136, 175). Bu nedenle, NOX' lar kanser tedavisinde potansiyel bir hedef 

olarak belirlenmiştir (178, 179).  Çalışmamızda literatürle uyumlu olarak tedavi edilmeyen 

EAC kontrol gruplarında artan NOX-1 seviyelerinin tedavi gruplarında anlamlı seviyelerde 

gözlenen azalışı; i.p. ve s.k. aracılı uygulanan 5-FU ve BA’nın tümör proliferasyonuyla artan 

oksidatif stresi baskılayabilme kapasiteleriyle ilişkilendirilmektedir. Öte yandan 5-FU ve 

BA’nın i.p. olarak uygulandığı gruplarda, s.k. olarak uygulandığı gruplara nazaran NOX-1 

seviyelerinin kıyaslamalı olarak daha yüksek oranda baskılandığı tespit edilmiştir. Bu 

durumun i.p. uygulamanın s.k. ilaç uygulama yoluna göre sistemik emilim oranının ve 

hızının çok daha yüksek olmasından ileri geldiği düşünülmektedir. Böylece pozitif kontrol 

5-FU ve terapötik aday BA’nın tedavi gruplarına i.p. aracılı verilmesi ile tümör gelişimine 

bağlı olarak artan metabolik ROS seviyeleri, s.k. uygulamaya göre daha etkin 

konsantrasyonlarda baskılanmış olabilir.  

Nitrik oksit sentazlar aracılı sentezlenen NO, kanser hücre fenotipinin 

şekillenmesinde hücre içi konsantrasyonuna bağlı olarak değişkenlik gösterir. Hücrede NO 

derişiminin azalışı (180, 181), tümör hücrelerinin invazyonunu ve metastazını destekleyen 

anjiyogenezisi uyararak prokanserojen etkiye neden olabileceği gibi yüksek 

konsantrasyonda NO varlığının ise apoptozu, nekrozu uyararak tümör hücre ölümüne ya da 

anjiyogenezisin inhibisyonuna neden olan antikanserojen etkiyi uyarabilmektedir (182, 

183).  Bu sebeple NO sentezinden sorumlu olan NOS izoformları tümör gelişiminde önemli 

biyobelirteçler olarak kabul görmektedirler (137). Kilany ve arkadaşları meme kanseri 



 

122 
 

hastalarından topladıkları biyopsi örneklerinde eNOS konsantrasyonlarının normal doku 

örneklerine göre yüksek seviyelerde olduğunu belirtmişlerdir. eNOS aracılı artan NO 

aracılığıyla da meme tümör proliferasyonunun, anjiyogenezisin ve metastazının arttığının 

bildirmişlerdir (184). Benzer şekilde Sayed-Ahmad’ın ekibiyle murin tümör modeli üzerinde 

NOS inhibitörleri hedefli yaptıkları çalışmada, tedavi uygulanmayan tümör kontrol 

grubunda artan eNOS enzim konsantrasyonuyla NO konsantrasyonu arasında pozitif 

korelasyon gözlenmiş ve artan tümör volümü; eNOS-NO arası ilişkiye bağlı olarak gelişen 

yüksek ROS seviyeleriyle ilişkilendirilmiştir. Mevcut veriyi doğrular şekilde NOS 

inhibitörlerinin kullanıldığı gruplarda ise tümör volümünün azaldığını bildirmişlerdir (185). 

Çalışmamızda EAC kontrol gruplarında gözlemlediğimiz eNOS seviyelerindeki artış, i.p. ve 

s.k. ilaç uygulamalarının gerçekleştirildiği gruplar arasında anlamlı olarak azalış gösterdi. 

Eldeki verilerle uyumlu olan bulgularımız neticesinde tedavi uygulanmayan EAC kontrol 

gruplarında artan tümör volümü ve proliferasyonuna, eNOS aracılı artttığı bilinen NO’nun 

pozitif katkı sağladığı düşünülmektedir.   

Tümör gelişiminde ana yolaklardan biri olan apoptotik hücre ölümünden kaçış kanser 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmalarıyla tümör proliferasyonuna, metastazına ve ilaç 

direncine hizmet etmektedir. Bu nedende apoptoz indüksiyonu ve seviyesinin artırılması 

hedefli yeni antikanser ajanların keşfi çalışmalarına olan ilgi gün geçtikçe artmaktadır (170, 

186). Hem in vitro insan karsinomlarında (187- 189) hem de in vivo deneysel tümör 

modellerinde (190, 191) tedavi edilmeyen karsinom kontrol gruplarında apoptotik hücre 

ölümünün baskılandığı, uygulanan deneysel bileşiklerle (kemoterapötik ajan, doğal ürünler, 

sentetik moleküller) apoptoz indüksiyonunun ve seviyesinin arttığı yapılan çalışmalarla 

gösterilmektedir. Mevcut literatürle uyumlu olarak EAC tümör modelimizde i.p. ve s.k. ilaç 

uygulamalarına, sürelerine ve dozlarına bağlı olarak oluşturulan tedavi gruplarımızda EAC 

kontrol gruplarımıza göre western blot bant yoğunluklarında pro-apoptotik Bax ve Cas-3 

seviyelerinde artış gözlenirken anti- apoptotik protein Bcl-2 konsantrasyonlarında anlamlı 

azalış gözlendi. 5-FU ve BA’nın hem i.p. hem s.k. uygulamalarında uygulama dozu ve süresi 

kapsamında sadece EAC kontrol gruplarına göre belirlenen azalış, BA’ın pro- apoptotik 

etkinliğinin göstergesi olarak değerlendirildi. Anti-proliferatif etkinliğiyle bilinen 

kemoterapötik ajan 5-FU’nun kaspaz bağımlı pro-apoptotik özelliği de daha önce 

gerçekleştirilen karsinom çalışmalarıyla paralellik göstermektir (154,155,158,192). İlaçların 

i.p. uygulamalarının gerçekleştirildiği tüm gruplarda pro-apoptotik Bax protein bant 

yoğunlukları EAC kontrol ve Sham kontrol gruplarına göre anlamlı artış gösterirken, s.k. 
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uygulamalarının gerçekleştirildiği gruplarda sadece EAC+BA 100mg/kg 21 gün grubunda 

Sham ve EAC kontrol gruplarına göre belirlenen artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu. 

Literatürde Bax ve Bcl-2 konsantrasyonlarının modülasyonu hedefli hücre ölüm indikatörü 

olarak Bax/Bcl-2 oranlamasına da sıkça rastlanılmaktadır (193- 195). Buradan hareketle 

EAC ve Sham kontrol gruplarına göre i.p. ve s.k. ilaç uygulamalarının gerçekleştirildiği 

gruplarda Bax/Bcl-2 oranındaki artışa paralel olarak tümör hücreleri üzerinde BA’ın 

uygulama süresine, yoluna ve dozuna bağlı olarak pro-apoptotik etki gösterdiği 

düşünülmektedir.   

Hücresel streste p53, hedef genleri uyararak DNA hasar onarımı, hücre büyümesinin 

inhibisyonu ve apoptoz uyarımını kontro eden önemli bir moleküldür. Söz konusu tümör 

baskılama genin, apoptoz uyarım fonksiyonu Bax gibi pro-apoptotik proteinleri 

indüklemesine dayandırılırken, hücre döngüsünün düzenleyici elemanı olarak hücre 

büyümesinin inhibisyonu görevi ise p21 proteinine atfedilmektedir (196). Literatürde in 

vitro ve in vivo tümör modelleri üzerinde antikanserojen etkisi araştırılan moleküllerin, p53 

protein ekspresyonunu arttırarak pro-apoptotik Bax proteininin aktivasyonu ile apoptotik 

hücre ölümü aracılı tümör gerilemesini başlatabildiklerine dair pek çok çalışma ile 

karşılaşılmaktadır (191, 197- 199). Çalışmamızda elde edilen veriler incelendiğinde EAC 

kontrol gruplarına göre i.p. ve s.k. tedavi gruplarında artan Bax/Bcl-2 oranı, Cas-3 ve p53 

proteinlerinin ekspresyonları p53-apoptoz arası ilişkiyi ortaya koyan daha önceki 

araştırmaları destekler niteliktedir. Öte yandan tedavi grupları için pozitif kontrol olarak ele 

aldığımız 5-FU’nun da elde edilen apoptotik uyarım başarısı, kemoterapötiklerin antitümöral 

etkilerini Bax, Bcl-2, p53 ve kaspaz proteinlerinin düzenlenmesini hedef alarak 

gerçekleştirdiklerinin göstergesi olarak kabul edilebilir (191, 200). p53 tümör 

proliferasyonuna karşı hücre döngüsü düzenlenmesindeki rolünü bilhassa G1 kontrol noktası 

ve CDKs inhibisyonu aracılığıyla göstermektedir (201- 203). Bir siklin bağımlı kinaz 

inhibitörü olarak keşfedilen p21 proteini hücre döngüsü kontrolünde önemli bir aracıdır 

(204). p21 aynı zamanda p53’ün hücre döngüsü kontrol noktalarına müdahalesinde de 

yardımcı eleman rolündedir. p21’in p53 aracılı indüklenerek eş zamanlı CDKs 

inhibisyonunu uyarmaları, p21’in tümör supresör rolü için ayrı bir önem teşkil etmektedir 

(34, 204). Literatürde in vitro insan kolon (205), ovaryum (206) ve meme (207) kanseri 

çalışmalarında p53’ün p21 proteininin ekspresyonunu arttırarak hücre döngüsü CDK’ların 

eş zamanlı inhibisyonları ile tümör hücre proliferasyonunun durdurularak tümörgenesisi 

baskılayabileceklerini bildirmektedirler. Çalışmamızda EAC kontrol gruplarında azalan p21 
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ve p53 bant yoğunluklarının birbirlerine paralel olarak, i.p./s.k. tedavi gruplarında anlamlı 

derecede arttığı bulundu. Tedavi edilmeyen EAC kontrol grupları tümör volümlerinin, 

pozitif kontrol 5-FU ve terapötik aday BA’ın i.p./ s.k. aracılı uygulamaları gerçekleştirilen 

tedavi gruplarının tümör volümlerine oranla çok daha büyük olmaları, p53 ve p21’in hücre 

büyümesi inhibisyonu fonksiyonlarının kanıtı olarak değerlendirilebilir. Bilhassa doğrudan 

tümörün hedef alındığı s.k. tedavi gruplarında doza ve uygulama süresine göre elde edilen 

başarı p53’ ün tümör dokuda i.p. ilaç uygulamasına nazaran hızlı bir şekilde hücre 

döngüsünü durdurarak tümör proliferasyonunu baskıladığı ve apoptotik hücre ölümü 

uyarımıyla da tümör gelişimini durdurduğunu düşündürmektedir. Bu bulgular 5-FU ile 

karşılaştırmalı olarak BA’nın tümör büyümesinin baskılanmasında bir tümör supresör olarak 

anti-kanserojen etki gösterebileceğinin kanıtı olabilir.  

Tümör doku proliferasyon hızlarındaki artış, yüksek enerji ihtiyacının karşılanması 

zorunluluğuna neden olarak tümör dokularını anjiyogeneze yönlendirirler (Jiang ve ark., 

2020). Anjiyogenetik sürecin indükleyicileri olarak VEGF (A-B-C-D) ve MMP’ler (MMP1- 

MMP28) literatürde önemli yer tutmaktadırlar. In vitro kanser araştırmalarında (208- 210) 

ve in vivo EAC deneysel tümör modellerinde (161, 210, 211) tedavi edilmeyen kanser 

hücrelerinde VEGF ekspresyonunun arttığını, anti-oksidan/antikanserojen moleküllerle 

muamele edilen hücrelerde ise VEGF ekspresyonunun baskılanmasıyla anti-anjiyogenik etki 

gösterilmiştir. Tümör mikroçevresinde kanser hücre proliferasyonuyla artan ROS 

konsantrasyonu ve gelişen inflamasyonun anjiyogenezise katkı sağladığı bildirilmektedir 

(212, 213). Dahası Naglaa ve arkadaşları EAC solid tümör modelinde uyguladıkları 

deneyde, elde ettikleri VEGF ve p53’ün negatif korelasyon gösteren sonuçlarını, literatürde 

daha önce bildirilen ‘artan p53 ekspresyonunun VEGF ekspresyonunu baskılayarak anti-

anjiyogenik fonksiyon gösterebileceği’ hipotezine dayandırmaktadırlar (165, 214). Verileri 

destekler nitelikte çalışmamızda EAC kontrol gruplarında artan VEGF ekspresyonlarının 

hem i.p. hem de s.k. tedavi gruplarında anlamlı seviyelerde azaldığını gösterdik.  Ayrıca 

EAC kontrol gruplarında azalan p53 protein ekspresyonlarına karşılık VEGF protein 

ekspresyonlarının artması, tedavi gruplarında ise azalan VEGF ekspresyonlarına karşı artan 

p53 protein ekspresyon seviyeleri, p53’ün anti-anjiyogenik faktör olma hipotezini de 

doğrulamaktadır. Öte yandan VEGF protein seviyelerinin tedavi edilen ve edilmeyen gruplar 

arasındaki değişiminin oksidatif stresi değerlendirmek amacıyla kullandığımız MDA, TOS 

ve OSI konsantrasyonlarıyla da pozitif korelasyon göstermesi, ROS seviyelerinin 

anjiyogenezise katkı sağladığının göstergesi olabilir.  
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Malign tümörlerde önemli bir metalloproteinaz olan MMP-9, kanser hücrelerinin 

migrasyon ve invazyon yetenekleriyle doğrudan ilişkilidir (215).  Ayrıca ilgili enzimin 

tümör metastazının yanı sıra inflamasyon, anjiyogenez ve hücre proliferasyonu gibi kanser 

gelişimi için önemli olan çeşitli patolojik süreçlere de dahil olduğu bilinmektedir (216, 217) 

. Literatürde in vitro ve in vivo olarak yapılan kanser çalışmalarında MMP-9 protein 

seviyelerinin pozitif karsinom gruplarında artarak metastazı teşvik ettiğini göstermektedirler 

(218- 222). Yapılan kanser çalışmalarında VEGF proteininde de olduğu gibi MMP-9 protein 

ekspresyonlarının, tedavi edilmeyen gruplarda yüksek seviyelerde görülmesi, tümör 

proliferasyonuna paralel olarak artan oksidatif stres, inflamasyon ve ROS konsantrasyonuyla 

ilişkilendirilmektedir (222- 224). Mevcut çalışmada elde ettiğimiz veriler literatürü destekler 

mahiyettedir. Buna göre MMP-9, VEGF protein seviyeleriyle korele biçimde, EAC kontrol 

gruplarında, pozitif kontrol 5-FU ve antikanserojen etkisi araştırılan BA’nın hem i.p. hem 

de s.k. olarak uygulandığı tedavi gruplarına nazaran yüksek protein ekspresyonları 

göstermiştir. Pozitif tümör kontrol gruplarımızdaki MMP-9 protein aktivasyonu, oksidatif 

stres biyobelirteçlerimiz NOX-1, MDA, TOS ve OSI’nin artan protein konsantrasyonlarıyla 

paralellik göstermekte olup, bu durum literatürde yer alan MMP-9 ve VEGF aktivasyonunun 

artan oksidatif stres ve ROS konsantrasyonlarıyla ilişkilendirilmesini desteklemektedir.  

Proliferasyon, apoptoz ve sağ kalım gibi hücresel süreçlerin araştırılmasını 

amaçlayan kanser çalışmalarında NF-κB yolu önemli bir terapötik hedef olarak kabul 

görmektedir (166). Kanser ve inflamasyon arası ilişkinin hedef alındığı çalışmalarda 

merkezde rol alan NF-κB protein düzeylerinin tedavi edilmeyen kanser hücrelerinde yüksek 

seviyelerde bulunduğu belirtilmektedir (51, 225, 226).  EAC solid tümör modeli üzerinde 

BA’nın antikanserojen etkisini değerlendirmek amaçlı gerçekleştirmiş bulunduğumuz 

çalışmada, bahsi geçen verilerle uyumlu şekilde, EAC kontrol gruplarımızda 5-FU ile 

karşılaştırmalı olarak BA’nın i.p. ve s.k. uygulandığı tedavi gruplarımıza nazaran NF-κB 

proteininin artmış bant yoğunlukları tespit edildi. Öte yandan EAC kontrol gruplarımıza göre 

i.p. ve s.k. tedavi grupları arasında birbirlerine göre anlamlı farklılık bulunmasa da s.k. 

EAC+BA 100 mg/kg 21 gün grubunda hesaplanan azalma, doza ve uygulanma süresine bağlı 

olarak EAC+BA 50 mg/kg 10 gün grubuna göre anlamlı bulundu. Hassan ve ekibi EAC 

deneysel tümörüyle yaptıkları çalışmada NF-κB’nin baskılanmasıyla tümör hücre 

proliferasyonu, invazyon, anjiyogenez ve metastaz süreçlerinin kontrol edilebileceğini 

ortaya koymuşlardır (227). Benzer şekilde literatürde kanser hücrelerinde yüksek ROS 

konsantrasyonu, fizyolojik sınırın üzerine çıkan oksidatif stres ve hipoksi ile gelişen 
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inflamasyonla beraber aktive olan NF-κB’nin VEGF, MMP-9 ve anti-apoptotik protein Bcl-

2 seviyelerini arttırıp, p53 tümör supresör protein aktivasyonunu azaltarak; anjiyogenezisi 

ve metastatik süreci uyarıp, apoptotik hücre ölümünü baskıladığına dair çalışmalar ayrı bir 

yer tutmaktadır (161, 212, 226, 228). Literatürü destekler nitelikte EAC kontrol 

gruplarımızda NF-κB protein seviyelerinin BA ile tedavileri hedeflenen gruplarımıza 

nazaran artan bant yoğunlukları, VEGF, MMP-9, Bcl-2 bant yoğunlukları ve MDA, TOS, 

OSI, NOX-1 biyobelirteç konsantrasyonlarıyla pozitif yönde paralellik gösterirken, p53 

protein ekspresyonlarıyla negatif yönde paralellik göstermektedir.  

Antioksidan tepkinin önemli bir transkripsiyon faktörü olan Nrf2, iyi bir hücresel 

redoks durum sensörüdür. Bu sebeple Nrf2'nin aktivasyonu, normal hücrelerin tümör 

hücrelerine dönüşümünün önlenmesinde gereklidir. Öte yandan paradoksal olarak Nrf2, 

tümör hücrelerinde "iki ucu keskin" bir bıçak gibi davranabilmektedir. Meme, kolon, rektum 

ve akciğer karsinomları dahil olmak üzere birçok kanser türünde Nrf2'nin aşırı 

ekspresyonunun kanser hücrelerini oksidatif hasardan koruyarak proliferasyonlarına, 

metastatik ilerleyişlerine katkı sağladığı rapor edilirken (229-232),  bazı kanser türlerinde 

ise Nrf2’nin ekspresyonunun ve hedef antioksidan genlerinin ifadesinin azalmasıyla tümör 

proliferasyonu arası pozitif korelasyon gösterilmiştir (130, 233, 234). Bu nedenle tümör 

tedavisinde Nrf2'yi hedeflemek önemli stratejiler arasında yer almaktadır. Literatürde EAC 

hücreleriyle oluşturulan tümör modellerinde EAC kontrol gruplarında baskılanmış Nrf2 

seviyeleri ve azalan anti-oksidan enzim konsantrasyonları paralellik göstermektedir (130, 

235, 236). Hajira ve ark. yaptıkları araştırmada Nrf2’ nin bu davranışını açıklamak adına 

Nrf2 ile NF-κB arası ilişkiye dikkatleri çekmiştir. Bilindiği üzere fizyolojik koşullar altında 

NF-κB molekülü sitozolde IκBα alt birimiyle kompleks oluşturarak inaktif durumda yer 

almaktadır. Hücre içi artan I kappa B kinase kompleks (IKK) aracılı fosforile olan bu alt 

birim NF-κB’nin serbestleşmesini sağlar. Sitozolde serbest kalan NF-κB, çekirdeğe 

transloke olarak aktive olur. Çalışmada Nrf2’ nin sadece oksdiatif strese karşı değil hücre içi 

artan inflamasyona karşı da savunma oluşturduğunu belirten araştırma ekibi, ekspresyonu 

artan Nrf2’nin IκBα’nın fosforilasyonunu engelleyerek NF-κB yolağını 

etkisizleştirebileceğini belirtmişlerdir (237, 238). Benzer şekilde Abouzed ve ekibi 

yaptıkları çalışmada EAC kontrol grubunda azalan Nrf2 konsantrasyonlarının aksine artan 

NF-κB protein seviyelerini göstermişlerdir. Tümör hücrelerinde artan oksidatif stres ve 

inflamasyona cevapsız kalan Nrf2 ve hedef antioksidan genleri baskılanmaktadır. Bu 

durumda artan inflamasyonun yol açtığı aşırı NF-κB protein ekspresyonu da tümör hücre 
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proliferasyonuna katkı sağlamaktadır (235).  Çalışmamızda BA’nın anti-oksidan 

kapasitesini de değerlendirmek amacıyla western blot yöntemiyle analiz ettiğimiz Nrf2 

protein bant yoğunluklarının doza, süreye ve uygulama yoluna göre i.p./s.k. BA uygulanan 

gruplara nazaran EAC kontrol gruplarında daha az olduğunu, bu verilerle paralel olarak Nrf2 

hedefi olan GPx konsantrasyonunun da daha düşük olduğunu gördük. Ayrıca Nrf2 protein 

ekspresyonlarının EAC kontrol gruplarında baskılanmış olmalarına karşın, NF-κB 

seviyelerinin tedavi edilen gruplara göre çok daha yüksek olarak belirlenmesi Nrf2 ile NF-

κB arasındaki çapraz ilişkiyi destekler niteliktedir.   

Biyolojik bir süreç olan otofaji, tümör proliferasyonu ve baskılanmasında iki farklı 

role sahiptir (81). Tümör proliferasyonunun erken evresinde kusurlu hücreleri ortadan 

kaldırarak antitümöral etki gösterirken, tümör proliferasyonunun ilerlemiş dönemlerinde 

kanser hücrelerinin biyokimyasal ve enerji üretim ihtiyaçlarını karşılayarak, yerleşik malign 

hücreleri korumaktadır. Bundan ötürü geç evre kanser hastalarında otofajinin hedeflenmesi 

umut verici bir tedavi seçeneği haline gelmiştir (239, 240). Tümör supresör gen olan Beclin-

1, otofajik hücre ölüm yolağının belirteci olarak literatürde geniş yer tutmaktadır. 

Çalışmamızda otofajik akışın başlangıcının bir göstergesi olarak ele aldığımız Beclin-1 

proteinini, sürecin devamında otofagozom oluşumunun göstergesi olan LC3-II/LC3-I 

proteini ile destekledik. Oluşturduğumuz tümör modelinde EAC kontrol gruplarında 

baskılanan Beclin-1 ve LC3-II protein ekspresyonlarının, i.p./s.k uygulama yollarıyla BA 

verilerek tedavileri amaçlanan gruplarda, istatistiksel olarak anlamlı artış bulunmadı. 

Bununla birlikte Beclin-1 seviyelerinin EAC kontrol gruplarına göre hem i.p. hem de s.k. 

EAC+5-FU 21 gün ve EAC+BA 100 mg/kg 21 gün gruplarındaki artışının istatistiksel olarak 

anlamlı oluşu, otofajinin terapötik aday BA’nın uygulama dozuna ve süresine bağlı olarak 

düzenlenebileceğini düşündürmektedir. Aly ve çalışma ekibi yapmış oldukları araştırmada 

tümör modelinde tedavi edilmeyen grupta konsantrasyonu azalan Beclin-1 protein 

seviyelerinin Salmonella typhimurium ile tedavi edilen gruplarda artarak otofajiyi 

arttırdığını ve tümör proliferasyonunu azalttıklarını bildirmişlerdir (241). Benzer şekilde 

Hassan ve arkadaşları oluşturdukları EAC modelinde tedavi edilmeyen gruplarda Beclin-1, 

LC3-II seviyelerinin azalan ekspresyonlarına karşı, tedavi gruplarında Beclin-1 ve LC3-II 

protein konsantrasyonlarının arttığını belirtmişlerdir (227). Tez çalışmamız kapsamında 

LC3-II seviyelerinin i.p. ve s.k. tedavi gruplarında EAC kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldığında, gözlemlenen matematiksel artışı istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

Bununla birlikte bahsi geçen durum, tümöral doku da otofaji defektini akla getirse de 
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literatürdeki çalışmalar bu durumun tersini ifade etmektedir. Şöyle ki; Mizushima ve çalışma 

arkadaşı LC3-II/LC3-I seviyelerine ait western blot yöntemiyle gerçekleştirdikleri kendi 

araştırmalarında yüksek bozunma kapasitesine sahip hassas yapılı LC3-II’nin, dönüşüm 

esnasında hızlı bir şekilde yıkıma uğrayarak yanlış otofajik defekt kanısına sebep 

olabileceğini bildirmişlerdir. Ayrıca doğal otofajik yolun bloke edilmesi üzerine otofajinin 

ektopik membranlarda gerçekleşebilme durumuna karşı otofajik marker olarak özellikle 

otofaji ilişkili genlerin (Atg5/7/8/12 gibi) de LC3-II ve Beclin-1 ile beraber analiz edilmesini 

önermektedirler (242). Benzer şekilde yapılan başka çalışmalarda da LC3-1’den LC3-II ye 

dönüşümün otofaji için gerekli ancak yeterli olmadığını, otofaji lizozomal proteaz 

inhibitörleri (3-MA) ve Atg ailesi üyelerinin de eş zamanlı değerlendirilmesi gerektiğini 

belirtmişlerdir (243, 244).  

Histopatolojik değerlendirme sonuçlarına göre EAC kontrol grubuna nazaran hem 

i.p. hem de s.k. terapötik aday BA ve pozitif kontrol 5-FU gruplarında tümörün baskılanması 

anlamında başarıya ulaşılmıştır. Özellikle 5-FU ve BA’nın 100 mg/kg konsantrasyon 

uygulamalarında artmış nekrotik alanlar, apoptotik hücreler ve sınırları belirginleşmiş 

hücrelerin oluşturduğu dokular dikkat çekmektedir. BA’nın 50 mg/kg konsantrasyonda 10 

doz ve 5 doz olarak gerçekleştirilen uygulamalarının, 5-FU 50 mg/kg ve BA’nın 100 mg/kg 

uygulamalarına göre anti-tümöral etki bakımından geri de kalmış olsa da EAC kontrol 

gruplarına nazaran kısmi artan nekrotik alanlar, dağınık apoptotik hücreler ve belirgin hücre 

sınırları tespit edildi. Elde edilen veriler literatürde daha önce oluşturulan EAC solid tümör 

modellerinde antitümöral etkileri için ele alınan moleküllerin/fenolik 

bileşiklerin/kemoterapötik adayların, histopatolojik analizleriyle uyum göstermektedir (165,  

245) Amer ve arkadaşları silibininin EAC tümör modeli üzerine etkisinin değerlendirildiği 

bir çalışmada, EAC kontrol grubuyla kıyaslandığında, silibinin uygulanan grupta artan 

nekrotik alan,  apoptotik tümör hücreleri ve sınırları belirgin hücre topluluklarının varlığını 

göstermişlerdir (161). Doksorubisinin (DOX) pozitif kontrol olarak ele alındığı benzer bir 

çalışmada ise EAC solid tümör üzerine DOX ile karşılaştırmalı olarak seçtikleri doğal ürün 

nar çiçeği yağını denemişler ve DOX a karşı kendi moleküllerinin de tümör baskılayıcı etki 

gösterdiğini, histopatolojik olarak nar çiçeği yağının uygulanan doz artışına paralel olarak 

nekrotik alanlarda ve apoptotik hücre dağılımlarında artış gösterdiğini belirtmişlerdir (221).  

Çalışmamız kapsamında BA’nın ve pozitif kontrol 5-FU’nun doğrudan tümör hedefli 

s.k. ve i.p. uygulama yolları baz alınarak, doza ve uygulama süresine bağlı olarak tümör 
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volümü üzerine etkisi ilk kez araştırlmıştır. Çalışma neticesinde BA’nın s.k. olarak 100 

mg/kg dozda 21 gün süreyle uygulandığı grupta, i.p. eşdeğer grubuna nazaran tümör 

volümünü azaltmada %78’lik bir başarı gözlenirken, pozitif kontrol 5-FU nun 21 gün 

uygulandığı s.k grupta i.p muadil grubuna göre bu başarı %90 a yükselmiştir. 5-FU ve BA’ 

nın 10 gün süreyle uygulandığı s.k. gruplardaki tümör volümü küçültme başarısı eş değer 

i.p. grupların başarısına göre sırasıyla %87 ve %60 oranlarında artmış olarak ortaya kondu. 

Buradan hareketle erken dönemde tümör hedef alınarak gerçekleştirilen s.k. uygulamanın 

doza ve süreye bağlı olarak i.p. uygulamaya göre tümör proliferasyonunu baskılamada da 

çok daha etkin olduğu gösterildi. Bununla birlikte BA’nın uygulanma süresine ve uygulanan 

doza bağlı olarak hem antitümöral etkisi üzerine beklenen artış gözlenebilmesi, hem tümör 

volümü üzerinde s.k. uygulamanın yakaladığı başarının biyokimyasal parametreler üzerine 

yansıtılabilmesi hem de gelişebilecek muhtemel toksisitenin de değerlendirilmesi amacıyla 

uzun süreli deneysel tümör modellerinde ve yüksek konsantrasyon hedefli çalışmalar 

gerçekleştirilmelidir. Söz konusu çalışmaların devam ettirilmesiyle sağlanacak bulguların da 

dikkate alınmasıyla BA, muhtemel toksisiteleri, hasta yaşam kalitesini düşüren yan etkileri 

ve gelişen ilaç direncine karşı tümör proliferasyonunun baskılanmasında yetersiz kalan 

kemoterapötiklerin alternatifi ya da kemoterapötik etkinliğinin arttırılması amacıyla 

kombine tedavilerde aracı olabilir. Öte yandan gerçekleştirilen çalışmanın, acı hissinin az 

olması, yüksek doz uygulamaya rağmen muhtemel sistemik yan etkinin göz ardı 

edilebilmesi, emilim ve etki gösterme hızının yüksek olması avantajları nedeniyle tercih 

edilebilen s.k. terapötik uygulamalarının hedef alındığı çalışmalara da katkı sağlaması 

öngörülmektedir.  Ve yine ülkemizde halk arasında iltihap söktürücü etkileriyle yaygın 

olarak çayı tüketilen endemik Helichrysum armenium’un uçucu monoterpen içeriğini 

oluşturan BA’nın antikanserojen etkinliğinin de ortaya konmasıyla ekonomik katma değer 

oluşturabileceği de beklenmektedir.  

Çalışmamızda elde edilen veriler literatürle karşılaştırıldığında;  BA’nın in vivo 

deneysel tümör modeli üzerinde apoptoz, otofaji, antioksidan enzim aktivasyonunun ve 

hücre döngüsü kontrolünün pozitif uyaranı, anjiyogenez, metastaz, inflamasyon ve oksidatif 

stres parametrelerinin ise negatif uyaranı olabilecek potansiyelde bir molekül olduğu ilk kez 

ortaya konmuştur. Çalışmamızın BA’nın anti-oksidan, anti-inflamatuar özelliklerinin yanı 

sıra tümör hücrelerinde, hücre ölümünü uyaran ve anjiyogenezisi baskılayarak muhtemel bir 

antimetastatik ajan olabilme potansiyeline dair yeni ve kapsamlı çalışmalara yol gösterici 

olabileceği düşünülmektedir. Ayrıca BA’nın ve 5-FU’nun uygulama dozuna ve süresine 
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bağlı olarak, tümör hedefli s.k. uygulamanın, i.p. uygulamalarına oranla daha etkin olduğunu 

belirlediğimiz çalışmamızda, kemoterapötiklerin ve aday biyoterapötiklerin s.k. 

uygulamalarına bağlı etkinliklerini hedefleyen çalışmalarda yer bulabileceği 

öngörülmektedir. 

Uygulanan tümör modelinde deney sürelerinin değişimi, mevcut kemoterapötiklerin 

ya da BA gibi moleküllerin farklı konsantrasyonlarda kullanımı ve çalışmamızın hedef 

sinyal yolaklarını teşkil eden apoptoz, otofaji, anjiyogenez, inflamasyon ve oksidatif stresin 

düzenlenmesinde görevli farklı ve yeni proteinlerin de ele alınması, tümör hedefli terapötik 

araştırmaların geliştirilmesi ve kliniğe uygulanabilirliği açısından ayrıca önem taşımaktadır. 

 



 

 
 

 

Resim 19. Bornil asetatın Ehrlich assit solid tümör modelinde antikanser etkisi (biorender.com üzerinde oluşturulmuştur.) 
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