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1. GIRIS

Kanser hastaliginin giinlimiizde en biiyiik saglik sorunlarindan biri oldugu bilinen bir
gercektir. Diinyada erkek ve kadinlarda en ¢ok goriilen bes kanser tiirli sirasiyla;
mide, akciger, meme, kolon-rektum ve serviks kanserleri olarak tesbit edilmistir.
Kanser ¢esitlerinin gériilme orani; yas, cinsiyet, kanserin gelistigi organ ve ¢evresel

faktorlere bagli olarak farkliliklar gostermektedir.

Tarih boyunca kanser biitiin omurgali canlilarda gériilmiistiir. Eski donemlerde
dinazorlarin dahi kansere yakalandigi bilinmektedir. Kanser, anormal ve kontrol disi
hiicre boliinmesi sonucu gelisen kotii huylu hiicre biiyiimesi demektir. Dokulara
yerlestigi gibi lenf sistemi veya kan dolasimi yoluyla da diger organlara
yayilabilmektedir. Sindirim sistemi neoplazmalar1 arasinda en sik rastlanilan olgular

daha ¢ok kalin barsakta yerlesen tiimorlerdir (Perdue ve ark., 2008; Cevikbas, 2003)

Kolorektal kanserler diinya capinda erkeklerde tiglincii kadinlarda ikincisi
sirada goriilen, 694.000 kisinin oliimiine neden oldugu bildirilen kanserlerdir.
(Globocan, 2012). Son yillarda bildirilen kanser ve kolon kanseri vakalarinin
sayisinin artmasi bireylerde saglik endisesini artirmistir (Siegel ve ark., 2014). Kolon
kanseri oranlar1 diyet modelindeki degisikler nedeniyle artmaktadir. Diinya ¢apinda
yapilan epidemiyolojik arastirmalar, diyet ile gastrointestinal sistem tiimorleri,
ozellikle kolorektal kanserler arasindaki iliskiyi gozler oOniline sermektedir. Bu
aragtirmalar et ile zengin bir beslenme seklinin kanser olgularini artirdigini

gostermistir. (Siddique ve ark., 2017).

Giiglii bir karsinojen olan DMH'nin, insan kolonik epitelyal neoplazmalarinin
histopatolojisini taklit eden, rat kolonu kanserojenezini indiikledigi bilinmektedir.
DMH kemirgenlerde kolon kanseri olusumunu uyarmak igin Yaygin olarak

kullanilmaktadir (Aktarul ve ark., 2017).



Neoplastik hastaliklarin deneysel hayvan modelleri, insanlarda goriilen kanser
tiirlerinin etiyolojik ve patofizyolojik siire¢leri anlamak i¢in oldukc¢a onemlidir. 1,2
Dimetilhidrazin (DMH) giiclii bir kolon karsinojeni olup, kolon kanseri iizerine
ozellikle diyetin etkileri ile ilgili ¢alismalarda ¢ok yaygin olarak kullanildig
goriilmektedir (Karaca ve ark., 2010).

Hiicrelerde, endojen ve eksojen kaynakli faktorlere bagli olarak serbest
radikaller meydana gelir. Serbest radikallerin immiin sisteminin koruyucu etkisini
asacak kadar fazla olusmalari sonucu, metabolizmada zararli etkiler meydana
gelebilmektedir. Serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar1 onlemek igin
viicutta antioksidan savunma sistemleri adi verilen savunma sistemleri geligmistir.
Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu ve dolayisiyla hiicre zararini, peroksidasyon

zincir reaksiyonlarini engelleyerek yani serbest radikalleri toplayarak engeller.

Baslica endojen antioksidanlar icerisinde siiperoksid dismutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz, b- karoten, a-tokoferol, askorbik asit, glutatyon, seruloplazmin,

transferin ve ferritini sayabiliriz (Celikezen ve Ertekin, 2008).

Giinliik hayatta bilmeden soludugumuz dumanlar, gazlar, buharlar, tozlar ve
solunan bagka maddeler akcigerler ve diger organlar igin toksik etkiler
gosterebilmektedir. Bu tip toksik inhalerlere is ortaminda, evde, halka agik alanlarda
ve diger ortamlarda maruz kalinabilmektedir. Bu maruziyetler; st solunum
yollarinin hafif irritasyonundan pulmoner 6deme ve oliime kadar giden tablolara
neden olabilmektedir. Amonyak, siilfiir dioksit, hidrojen klorid gibi inhalerler st
solunum yollarinda(USY) ¢abuk irritan hasara neden olurlar. USY, cild ve diger
organlarda ortaya ¢ikan bu akut etkiler, kisiye alandan hemen uzaklagsma ve ilave
etkilerden korunma olanagi saglar. Ozon, fosgen, azot oksitleri gibi inhalerlerin ise
USY’larina bdyle akut etkileri neredeyse hig yoktur ya da ¢ok azdir. Bunlarin toksik

etkileri, terminal bronsiol ve alveollerde goriilmektedir.



Dezavantaj olarak, akut USY irritasyonu semptomlar1 yasamayan bireyler
ortamda bulunmaya ve farkinda olmadan maruz kalmaya devam ederler. Formaldehit
ise canlilarda aminoasitlerle reaksiyona girerek epitel hiicre hasarina neden olan
toksik ara iirtinler olusturmaktadir (Balkissoon, 2002; Brooks ve Stuart, 2007; Ryon
ve Rom, 2011; Dickson ve Schwartz, 2008; Schwartz, 1987).

Aldehit grubundan olan FA, suda iyi ¢oziniir, renksiz, keskin kokuludur ve
kimyasal formiilii CH,O’ dir. Kuvvetli elektrofilik 6zelligi nedeniyle oldukga reaktif
bir maddedir ve oda sicakliginda gaz haline gecebilir (Zararsiz ve ark., 2004a). FA
viicuda alindiktan sonra karacigerde ve eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz
enzimi (FDH) katalizorliigiinde formik asite metabolize olur. FA viicutta depo
edilmez, ya formik asite doniiserek idrar ve feges(gaita) yoluyla ya da karbondioksite

okside olarak solunum yoluyla viicuttan atilir (Usanmaz ve ark., 2002).

Formaldehit kimyasal ozellikleri nedeniyle ¢ok yaygin olarak kullanilan,
organizmanin dogal yapisinda da yer alan kimyasal bir maddedir. Endiistriyel alanda
kontra plak, sunta, yalittm malzemeleri, boya ve plastik malzemelerin yapiminda
kullanilmaktadir. Tip alaninda ise, anatomi, histoloji ve patoloji laboratuarlarinda
tespit soliisyonu olarak ve klinikte dezenfeksiyon amagl kullanilmaktadir. Ozellikle
anatomistler ve diseksiyon dersindeki tip Ogrencileri FA gazindan ¢ok sik
etkilenirler. Ayrica, giinliikk hayatta FA igeren {irlinlerin ev ve igyerinde kullanilmasi
(duvar boyasi, mobilyalar, cila kaplamalar, deotorantlar, temizlik tiriinleri v.b), yine
cevresel etkenlerle maruziyet (fuel-oil ve odunun yanmasi ile, ekzos gazi ve sigara
dumani gibi) etkilenmeyi daha da artirmaktadir (Zararsiz ve ark., 2004a; Usanmaz ve
ark., 2002).

Formaldehitin solunum sistemi toksisitesi, diisiik konsantrasyonlarda bile
ortaya ¢ikmaktadir. Akut etkilenmelerde burun ve bogazda yanma hissi, nefes
darligi, oksiiriik, hiriltili solunum gibi klinik semptomlara neden olmaktadir. Daha
yiikksek konsantrasyonlarda ise, pulmoner O6dem, inflamasyon ve pnomoni

gelismektedir (Zararsiz ve ark., 2004a; Kriebel ve ark., 2001).



Dogal ortamlarda maruz kaliman FA’nin, eriskinlerde ve 6zellikle ¢ocuklarda
solunum yolu hastaliklariyla iliskili oldugu bulunmustur. Bu bulgulart olusturan
spesifik mekanizmalar heniiz belirlenmemis olmasina ragmen formaldehitin indirekt
olarak solunum epitelini etkileyerek inflamatuar reaksiyona neden oldugu
bildirilmistir (Zararsiz ve ark., 2004b; Franklin ve ark., 2000; Ozen ve Sarsiimaz
2000). Mesleki olarak formaldehite maruz kalan isgiler arasinda akciger kanserinden

6liim oraninin %30 daha fazla oldugu belirtilmistir (Zararsiz ve ark., 2004b).

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile, sistemik olarak uygulanan formaldehitin
akciger lizerine toksik etkileri ve bu toksik etkilere kars1 SC(shark cartilage- kopek
balig1 kikirdagi) ve SLO(shark liver oil-kopek baligi karaciger yagi)’ nun koruyucu
etkisini; kolonda tiimor gelisimi ile DMH arasindaki iliski ve SC ve SLO’ nun
koruyucu etkisini patolojik, genetik ve biyokimyasal diizeylerde arastirmak

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. FA Hakkinda Genel Bilgi

Sivi olarak metanoliin oksidasyonundan elde edilen FA (CH20), aldehit ailesinin
onemli bir tiyesidir. FA kuvvetli elektrofilik 6zelligi sayesinde oldukga reaktif bir
Ozellige sahiptir. Oda sicakliginda gaz haline bulunur, yanabilen bir yapisi vardir,
suda iyi ¢oziliniir, renksizdir, keskin kokulu, irrite edici ve diisiik molekiil agirlikli
zehirleyici bir gazdir (Unsald1 ve Ciftci, 2010).

Formaldehit insaat, kagit tiriin, regine, yalittm malzemesi, ahsap, kompozit,
tekstil, boya, plastik, yapiskan ve kozmetik dahil olmak iizere cesitli sektorlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. FA ayni zamanda her yerde bulunan mobilya, insaat

malzemeleri ve sunta vb ile de kapali hava kirleticisidir (Beatriz ve ark., 2015).

Formaldehit yaygin olarak kullanilan bir endiistriyel kimyasal madde ve her
yerde bulunan atmosferik Kirleticidir. FA, artan risklere dayanarak mesleki agidan
maruz kalmis popiilasyonlarda nazofaringeal kanserler i¢in 6nce insan kanserojeni
olarak smiflandirilmistir. Gegmiste yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda FA ve
16semi riskleri ile mesleki inhalasyon maruziyeti arasinda istatistiksel olarak anlaml

iliskiler bulunmustur (Sara ve ark., 2015).

Formaldehit

®
I
H™ TH

Sekil 1. Formaldehit Kimyasal Yapisi
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2.1.1. Akciger Hasarina Neden Olan Etkenler

[rritanlara maruz kalarak USY’lar1 hasarlanan kisilerde siklikla miikéz membranlar
ve ciltte de hasar goriiliir. Maruz kalan ciltte ve korneada yaniklar, rinit, konjunktivit,
trakeobronsit ve oral mukozitler mevcuttur. Gozlerde, burunda ve bogazda yanma
hissi; gozyasinda ve balgam miktarinda artis vardir. Bazi maruziyetlerde yasami
kisitlayan mukozal 6deme bagli USY obstriiksiyonu, asir1 sekresyon, epitel
hiicrelerinin dokiilmesi, laringospazm da goriilebilir. Cesitli gaz ve aerosollere olan
maruziyet sonrasi gelisen hasar, birincil olarak epitelyum hiicreleri arasindaki gevsek
yiizeylerde goriiliir. Irritan ajanlar ilk once diiz kaslarda bronkokonstriktif etki,
afferent sinir uclarinda parasempatik stimiilasyon yaparlar ve bdylece yaygin
bronkokonstriksiyon gelistirirler. Irritan gaz ve aerosollere maruziyet bronslarda
fazla hassasiyete sebep olur. Allerjenler ve irritanlarla yapilan inhalasyon ¢alismalari
sonunda, maruziyetten sonra saatler icerisinde hava yollar1 ve alveoler mesafede
notrofil ve eozinofillerin toplandigi ve bu birikimin en az 48 saat devam ettigi
goriilmistiir. (Balkissoon, 2002; Brooks ve Stuart, 2007; Ryon ve Rom, 2011,
Dickson ve Schwartz, 2008; Schwartz, 1987).



2.2. DMH Hakkinda Genel Bilgi

H
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Sekil 2. 1,2-Dimethylhydrazine kimyasal yapisi

Bir metil hidrazin tiirevi olan 1,2 dimetilhidrazin (DMH), organizmada metil radikali
saliveren bilesiklere donlismek sureti ile etkinlik kazanan bir ajandir. DNA
molekiillerini metilleyerek mutajenik etki yapan DMH, aym1 zamanda RNA ve
dolayisiyla protein sentezini de bozar. Bu madde ile karsinogenesisin baglamasindaki
esas yol; DMH’in karacigerde azoksimetan ve azoksimetanol’e doniigmesidir.
(Azoksimetan biyolojik arastirmalarda kullanilan kanserojen ve norotoksik bir
bilesiktir. Azometanin oksitidir ve kolon karsinomasi indiiksiyonu i¢in 6zellikle
etkilidir). Azoksimetanol daha sonra kolon liimeninde bakteriyel hidrolize ugramak
suretiyle aktif karsinojen maddelere dontsiirler. (Kuraguchi, 2001; Newell, 2004; Lai
ve Xu, 2007).

2.2.1. Kolon Kanserine Neden Olan Etkenler

Kolorektal kanserlerin etiyolojisi tam anlamiyla bilinmemekle beraber bazi
faktorlerin kolorektal kanser olusumu ile ilgili oldugu bilinmektedir (Erer ve Kiran,

2005).

Diyete bagh faktorler: Diyetle ilgili en ¢ok dikkati ¢eken faktorler; emilmeyen
bitkisel liflerden fakir igerik, buna karsilik zengin birlesmis karbonhidrat igerigi

yiiksek yag miktari, A, C ve E vitaminleri gibi koruyucu vitaminlerin az tiiketimidir.
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Diisiik lif igeriginin, digki hacminin az olmasina, digkinin bagirsakta kalma
sliresinin uzamasina ve bagirsaktaki bakteriyal floranin degigsmesine yol actig1r 6ne
siiriilmektedir. Bakteriler tarafindan parcalanan karbonhidratlarin; potansiyel olarak
toksik olan oksidatif iirlinleri, digki icinde yliksek konsantrasyonlarda bulunur ve
kolonik mukoza daha uzun siireyle bunlara maruz kalir. Yiiksek yag tiiketimi
karaciger tarafindan kolestrol ve safra asitleri {iretimini artirir. Bunlar; intestinal
bakteriler tarafindan potansiyel karsinojen maddelere doniistiiriilebilirler (Cevikbas,

2003).

Yasam tarz ile ilgili faktorler: Viicut yapisinin kolorektal kanserle iliskili oldugu
ve asir1 kilo ile kolorektal kanser arasinda korelasyonun oldugunu gdsteren
calismalar vardir. Hayvanlarda yapilan g¢aligmalar kalorik sinirlamanin sigan ve
farelerde tiimor olusumunu azaltabilecegini gostermistir (Sandler, 1993). Sigara
kullanim1 da kolorektal kanser i¢in bir risk faktoriidiir. Yapilan prospektif caligmalar
uzun siire sigara igcme ile kolorektal kanser riskinin arttigini géstermektedir. Bunlara
ilaveten bos zamanlarda yapilan aktivite ve mesleki aktivitenin her ikisi de kolorektal
kanser riski agisindan 6nem arz etmektedir. Fiziksel aktivitenin kolorektal kanser i¢in
Onleyici etkisi kolonik motiliteyi artirmasindan dolayidir. Egsersiz kolon igeriginin
gecis siiresini hizlandirarak intestinal igerikteki potansiyonel kanserojenlerin kolon

mukozasina temasini azaltmaktadir (Bresalier ve Kim, 1998; Ergenoglu, 1999).

Kimyasallar: Gidalarda kullanilan bazi renklendiriciler (E102, E104, E122, E124,
E128, E129, gibi) ile kanser insidansi arasinda yakin iligki vardir. Polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, azo boyalari, nitrozaminaler ve
nitrozamidler, hidrazo ve azoksi yapilar, karbamatlar, halojenli yapilar, metaller,
metalloidler, alkilleyici ajanlar, aldehitler, fenoller ve peroksi yapisinda ki maddeler

birincil kanser olusturma yetenegine sahiptir (Kerbel 2000).



Kalitsal faktorler: Cevresel faktorlerin yanmi sira kalitsal faktorlerde kolorektal
kanserlerin gelisiminde O6nemli bir rol oynar. Familyal polipozis veya adenomu
olanlarda kanserin daha sik goriildiigii bilinmektedir. Kalin bagirsak kanserlerinin %
5-10’u familyal egilimli olan bireylerde goriiliir. Bu tiir kansere yakalananlarin
yaklagik 1/3’liniin birinci derecedeki yakinlarinda kanser vardir. Bu bulgu genetik

egilimi gostermektedir (Ciftlikei, 2002).

Familyal adenomatdz polipoziste profilaktik kolektomi yapilmayanlarin
hepsinde kolorektal kanser gelisir. Kolorektal kanser riskini arttigi diger bir kalitsal
sendromda herediter nonpolipoid kolorektal kanserdir (Ergenoglu, 1999; Mecklin,
2008).

2.2.2. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, herhangi bir doku ya da organin etkileyen, yayilici ve denetlenemeyen hiicre
cogalmasi ile karaterize bir hastaliktir. Akciger, kolorectal ve mide kanserleri her iki
cinste diinyada en yaygin goriilen kanserlerdir. Erkeklerde akciger ve mide,
kadinlarda meme ve serviks kanserleri en yaygin kanserlerdir. Bir toplumda en ¢ok
goriilen, en ¢ok sakat birakan ve en ¢ok 6ldiiren hastaliklar halk saglig1 yoniinden en
onemli hastaliklar ve halk saglig1 sorunlaridir. Diinyada her y1l 10 milyondan fazla
insana kanser tanisi konmakta, 6 milyon kisi de kanser nedeniyle yasamini

kaybetmektedir. Bu say1 diinyadaki toplam 6liimlerin % 12’sidir.

Kanserlerin etyolojileri hakkinda c¢ok sey bilinmektedir ve kolorektal
kanserlerin karsinogenezisinde iki kritik faktoriin etkili oldugu bilinmektedir. Bunlar
oksidatif stres, liretim ve bosaltma islemlerinin dengelenmesiyle diizenlenen reaktif
oksijen, azot tiirleri ve enfeksiyonlardir. Kalin bagirsak iltahaplanmasi anlamina
gelen kolit’in engellenmesinin, kolon kanseri olusumunu azathigi belirtilmektedir.
Boylece oksidatif stres ile inflamasyon arasindaki geri besleme dongiisiiniin
kesilecegi bilinmektedir(Doi ve ark., 2017).



Cesitli kanserlerin olasit nedenlerini belirlemek ve gelecek icin koruyucu
Onlemler alabilmek amaciyla yapilan cografik dagilim arastirmalarinin heniiz
ozellikle gelismekte olan {ilkelerde yetersiz olmasi ile birlikte diinyanin bazi
bolgelerinde, baz1 kanser tiirlerine daha ¢ok rastlandigi da dikkati ¢ekmektedir.
Omegin: Ozofagus kanseri Orta Asya, Arap yarimadasi, Tiirkiyenin dogusundan
Kuzey Cin’e kadar uzanan bir kusak i¢cinde daha sik goriilmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de birgok hastaligin kontrol altina alinmis olmasi,

ortalama yasam siiresinin uzamasina neden olmustur.

Tiirkiye’de oliim kayitlarinda, gercek O6lim nedeni yerine oldukca sik olarak
pnomoni ve kalp yetmezligi gibi nedenlerin belirtilmesi, tedavi merkezlerinden
uzakta 6len hastalarin yakinlarinin kesin tan1 hakkindaki bilgilerinin yetersiz olmasi
gibi nedenlerle kanserden 6liim oranlar1 biiyiik bir olasilikla gergek sayilarin altinda
kalmaktadir. Otopsi kayitlarina gore Oliimlerin ¢ogunun kanser nedeniyle
gerceklestigi bildirilmektedir. Tiirkiye’de kanserden o6liim hizim1 diger iilkelerle
karsilastiracak olursak Tiirkiye’nin 41 {iilke arasinda erkeklerde 35. kadinlarda 38.
siray1 aldigin1 gormekteyiz (Akgiil ve Dosay Akbulut 2014).

2.2.3. Karsinogenesis

Hiicre ¢ekirdegi DNA sentezi evresinde dis etkenlere aciktir. Bu evrede DNA
sentezinde gelisen bir takim degisiklikler ve bu hiicrenin mitozuyla dogan atipik
hiicreler kanserli hiicreler olarak ortaya ¢ikar. Bu hiicreler kontrolsiiz bir bi¢imde
cogalirlar. Her kromozom bir DNA molekiilii ile destekleyici proteinden olugsmustur.
Kalittimin asil birimleri ise kromozomlarin iizerindeki genlerdir ve her gen DNA

molekiiliiniin bir boliimiidiir (Akgil ve Dosay Akbulut 2014).
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Karsinogeneziste genetik hasar; c¢evresel faktorler, radyasyon, viriisler veya
germ hattindaki kalitim ile kazanilabilir. Ug tip regiilatér gen biiyiimeyi tesvik eder.
Protoonkogen, timdr supresdr gen ve apoptozis genetik hasarin temel hedefidir.
Protoonkogenlerde mutant aleller dominant olarak kabul edilir ¢ilinkii normal alel
olmasia ragmen hiicreleri transforme edebilir. Ancak timor supresor genlerde her

iki allelin mutant olmasi gerekir ki transformasyon devam edebilsin.

Kanser, X 1sinlari, kozmik 1sinlar ya da diger kanserojen etkenlerle DNA’daki
baz siralanmisinda meydana gelebilecek degisiklikler sonucu c¢ekirdekteki genetik
sistemin tamaminin ya da bir boliimiiniin mutasyona ugramasi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Bu mutasyon bazen kendiliginden olusabilmektedir. Bdylece sinirsiz olusan ve

iireyen bir kanser hiicresi ortaya ¢ikmaktadir.

Kanserli dokular besin bakimindan da normal dokulara ortak olur ve sayilari
giderek arttig1 icin viicudun normal dokularini besin yetersizligi ile kars1 karsiya

birakirlar (Akgiil ve Dosay Akbulut 2014).
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2.2.4. Kalin Bagirsak Tiimoérleri

Bagirsak tiimorleri tiim diinyada 6nemli bir morbitide ve mortalite sebebidir. Rektum
da dahil olmak iizere kolon, viicuttaki diger organlardan daha fazla primer
neoplazmin kaynak noktasidir. Kolorektal kanserler oliimciil kanserler arasinda,
bronkojenik kanserlerden sonra ikinci sirada gelmektedir. Adenokarsinomlar,
kolorektal karsinomlarin biiyiikk ¢ogunlugunu, gastrointestinal yoldan kaynaklanan
tim malignitelerin ise % 70’ini olusturmaktadir (Perdue ve ark., 2008; Cevikbas,
2003).

2.2.5. Kolon ve Rektum Kanserlerinin Histolojik Simiflandirilmasi:

I) Epitelyal Tumorler

A) Benign (iyi huylu)
1) Adenom
a) Tubuler b)Villoz c)Tubulo-villéz
2) Polipozis sendromlar1
B) Malign (kotii huylu)
1) Adenokarsinom
2) Miisindz adenokarsinom
3) Tash yiiziik hiicreli karsinom
4) Yassi hiicreli Karsinom
5) Adenoskuamo6z Karsinom
6) Indiferansiye Karsinom
7) Siniflandirlmamis karsinom

II) Karsinoid Tumorler

I1I) Epitelyval Olmayan Tumorler

1V) Hemopoetik ve Lenfoid Neoplazmalar

V) Smiflandirilmamis Tumorler
V1) Sekonder Tumorler
VII) Tiimor Benzeri Lezyonlar (Canda, 1988).
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2.2.6. Benign Epitelyal Tiimorler

Polip ve polipoid lezyonlar i¢i bos organlarda liimene kabaran, yer kaplayan
lezyonlardir. Patolojik agidan polip benign ve malign mukozal gelisimler igin
kullanilirken, polipoid lezyon olarak tanimlananlari iltihabi kitle, hamartom ve
submukoza veya kas tabakasindan kabaran tiimorleri kapsar. Kolorektal polipler
aligkanlik olarak iki major grupta kategorize edilirler, bunlar non-neoplastik ve
neoplastiktir. Biitiin epitelyal polipler kolon mukoza bezlerindeki kriptlerin
derinindeki hiicrelerden kaynaklanir. Normal olarak kolon mukozasindaki hiicre
boliinmesi kriptin en derin {igte birinde simirlidir. Muhtemelen epitelyal polip
olusumunda hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizma bozulur ve hiperplastik

veya neoplastik lezyon olusumuna yol acar.

Boylece kript hiicrelerinin hafifce genisledigi diizeyde gelisim kontroliindeki
bazi kayiplarin hiperplastik poliplere yol agtigi ileri siiriilmektedir. Tam Kript
boyunca kontroliin daha fazla kaybi neoplastik poliple sonlanir. Non-neoplastik
polipler kolon tiimorleri siniflandirilmasinda tiimor benzeri lezyonlar grubu igine yer
alir. Bunlarin ¢ogu mukoza tizerinde kiigiik, meme basi benzeri, yarim kiire seklinde,
diizgiin ¢ikintilar olarak izlenen hiperplastik poliplerdir. Tek tek goriilebilirler fakat
genelde ¢ok sayida olurlar. Histolojik olarak, bu polipler iyi diferansiye goblet
hiicreleri ya da absorptif epitel hiicreleri ile doseli, dar lamina propria ile
birbirlerinden ayrilan ¢ok sayida kripta igerirler. Hiperplastik poliplerin biiyiik
cogunlugu malignite potansiyeline sahip degildirler (Cevikbas, 2003; Erer ve Kiran,
2005).

Adenomlar
Adenomlar, genelde saplt kiiciik tlimorlerden, ¢ogunlukla sesil biiylik lezyonlara
kadar degisen cesitli yapt ve biiyiikliiklerde neoplastik poliplerdir. Adenomatdz

polipler epitelyal karakterleri temel alinarak 3 gruba ayrilmistir: villoz, tubuloz ve

tubulovilloz (Cevikbas, 2003; Erer ve Kiran, 2005).
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2.2.7. Malign Epitelyal Tiimorler

Kolon kanserleri hem erkek ve hem de diside oldukg¢a sik goriilen bir kanser tiirii
olmas1 nedeni ile 6nemli onkolojik sorunlardan biridir. Kolon ve rektumun malign
tiimdrlerinin ortalama %981 histolojik olarak karsinom o6zelliginde yani epitelyal

kokenlidir (Ciftlik¢i, 2002; Erer ve Kiran, 2005).

2.2.7.1. Adenokarsinom:

Tubuler, asiner veya papiller yapilar iceren bez epitelinin malign tiimdriidiir. Kolon
ve rektum karsinomalarmin ¢ogu uniform yapiya sahip olup mukus salgilar.
Adenokarsinomda genellikle az sayida, dagmmik paneth ve argentaffin hiicreler

bulunur.

2.2.7.2. Miisin6z Adenokarsinom:

Tiimorde genellikle makroskobik olarak goriilebilen belirgin miktarda miisinin
oldugu adenokarsinomdur. iki gelisim manzarasi ile karsilasilabilir. Bezler ve
interstisyel aralikta miisin vardir veya miisinle g¢evrili hiicre grubu ve zincirleri

bulunur. Siklikla tiimor her iki gelisim manzarasini gosterebilir.

2.2.7.3. Tash Yiiziik Hiicreli Karsinom:

Mukusla dolu izole tasli yiiziik hiicrelerinin belirgin oldugu malign tiimordiir.

2.2.7.4. Yass1 Hiicreli Karsinom:

Tamamen yass1 hiicrelerden olusan kolon tiimérii olup ¢ok az goriiliir.

2.2.7.5. Adenoskuamoz Karsinom:

Bazi kanserler, 6zellikle aniise bitisik distal kolondakiler, yass1 hiicre diferansiyasyon

odaklarina sahip olup bu nedenle adenoskuamdoz karsinom olarak isimlendirilir.
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2.2.7.6. indiferansiye Karsinom:

Belirgin bez yapisinin bulunmadigi malign epitelyal tiimordiir. Mukus salgist gibi
hiicre tipini gosteren diger bulgular yoktur. Muhtemelen néroendokrin hiicrelerden
kaynaklanan kiiclik hiicrelerden olusur. BoOyle neoplazmalar degisik hormonal

sekretor iiriinler salgilar.

2.2.7.7. Smflandirilmamis Karsinom:

Yukaridaki kategorilerin higbirine girmeyen karsinomlar i¢in kullanilir (Patiroglu,
1994).

2.2.8. Displazi

Genel tanimlamayla displazi basitce anormal biiylime anlamina gelir. Prekanseroz
lezyon olarak displazi belirli hiicresel ve yapisal degisimlerle tanimlanmis dokudaki
anormal durumlar olarak tarif edilir. Displazi malign doniisim egilimindedir

(Bresalier ve Kim, 1998; Cevikbas, 2003).

2.2.9. Kolorektal Kanser Insidans:

Kiigiik hayvanlarda kolon ve rektum kanserleri: Kedi ve kopeklerde, agiz boslugunda
olusan tiimorlerden sonra en yaygin gastrointestinal sistem tlimorleri kolon ve
rektumda meydana gelir. Bu tiimorlerin goriilme yast ortalama 6-9 yas arasidir
(Slawiensk, 1997). Adenomat6z polipler kanin rektumunda goriilen en yaygin timor
cesididir (Holt ve Kucke, 1985). Bunlarin %40°’1 iyi huylu ve %60’1 koti huylu
timorlerdir (Wolf ve ark., 1997).

2.2.10. insanlarda Kolon ve Rektum Kanserleri

Kolorektal karsinomalarin insidans1 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeyine ulagir.
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Hastalarin %20’sinden daha azi 50 yasin altindadir. Gen¢ bir hastada
kolorektal kanser tanis1 konuldugunda, bu hastada daha 6nceden iilseratif kolit veya

polipozis sendromlarindan birinin varligindan siiphelenilmelidir (Bernstein, 2008;

Cevikbas, 2003).

Kolorektal kanserlerin goriillme sikligi ¢ografi bolgelere gore bir hayli
degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri, Avusturalya, Yeni Zelanda,
Iskandinavya ve bat1 Avrupa’da sik goriiliirken; Asya ve Afrika iilkelerinde daha az

goriilmektedir (Bresalier ve Kim, 1998).

Kolorektal kanserlerin gelisiminde hastaligin insidansinda goriilen bolgeler
arasindaki farklhiliklar cografik yatkinliga isaret ederken, farkli hayat tarzlarinin
hastalik iizerindeki etkisi ¢cevresel faktorlerin etkinligini gostermektedir (Bresalier ve
Kim, 1998).

2.2.11. Kolorektal Kanser Patolojisi

Kolon tiimoérleri denince akla adenomlar ve kolorektal karsinomlar gelir.
Karsinomlar ¢ogunlukla tek basina olusup siklikla kaynaklandiklari adenomatdz
lezyonu yok ederler. Birden fazla karsinom mevcut ise, bunlar genellikle kolonun
degisik bolgelerinde ve birbirlerinden uzakta yerlesirler. Biitiin karsinomlar insitu
lezyonlardan gelismelerine ragmen, degisik morfolojilere sahiptiler. Proksimal kolon

yerlesimli tiimdrler polipoid ve mantarimsi kitleler halinde biiylime egilimindedirler.

Distal kolondaki karsinomlar duvari ¢evreleyen anuler lezyonlar olup bagirsagi
halka seklinde cevreleyerek liimende daralmaya sebep olurlar. Neoplazmin bu iki
formu da zaman igerisinde direkt olarak bagirsak duvarini gecer ve serozal ylizeyde

sert kitleler halinde kendini gosterir (Bresalier ve Kim, 1998; Cevikbas, 2003).
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Kolorektal karsinomalarin gelisiminde 3 evre oldugu bildirilir. Bu evreleri
sematik olarak soyle gostermek miimkiindiir (Ciftlik¢i, 2002).
Preneoplastik evre: Normal mukoza—hiperproliferatif mukoza—displazi

!

Prekanseroz evre: Tubuler adenom—tubulovilloz adenom—villoz adenom

!

Karsinom evresi: Insitu karsinom—invaziv karsinom—Metastaz

2.2.12. Kolorektal Karsinomanin Evrelendirilmesi

Rektal karsinomalar ilk kez 1932 yilinda Dukes tarafindan evrelendirilmis ve daha
sonra ayni sistem kolon karsinomalar1 iginde kullanilmistir. Bu evrelendirme
kolorektal karsinomalarda prognozu belirleme agisindan Onemlidir. Dukes
simiflandirmasimmi A, B ve C olmak iizere ii¢ evreye ayirmistir. Daha sonra Dukes

siiflandirilmas: yeniden modifiye edilmistir (Aster-Coller modifikasyonu). En sik

kullanilan modifiye Dukes sistemi asagidaki gibidir (Ciftlik¢i, 2002; Canda, 1988).

Dukes Neoplazmin Yerlesimi

Tipi

A Mukoza ile sinirl

B Tiim bagirsak duvari tutulumu olup lenf nodu metastaz1 yoktur

Bl Muskularis proriaya ilerlemis, fakat duvari biitiinliyle penetre etmemis ve

lenf nodu tutulumu yok

B2 Tiim duvar infiltre, lenf nodu tutulumu yok

C Lend nodu metastazi vardir. Bagirsak duvari tutulum derinligine bakilmaz

Cl Duvara sinirli, lenf nodu tutulumu var

C2 Duvarin tiim tabakalarini1 tutmus, serozaya yayilmis, lenf nodu tutulumu
var

D Metastaz var

D1 Komsu organlara invazyon var

D2 Uzak metastaz var

Tablo 1. Dukes siniflandirmasi (Ciftlikgi, 2002; Canda, 1988).
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2.2.13. Kolorektal Kanser Sagaltinm

Kalin bagirsak kanserleri genellikle cerrahi, kemoterapi ve/veya radyasyon (1s1n/sua)
segceneklerinden birisi veya kombinasyonu ile sagaltilmaya calisilir (Erer ve Kiran,
2005). Biyolojik tedavi gibi yeni tedavi yaklasimlari ile ilgili g¢alismalar
stirdiiriilmektedir (Virus sagaltimi, Gen sagaltimi, Nanoteknolojik ajanlar gibi). Bu
yontemler arasinda cerrahi islem kalin bagirsak kanseri i¢in en sik kullanilan

sagaltim ¢esididir (Sandler, 1993).

Ote yandan kanser sagaltiminda cesitli ilaglarda kullanilmaktadir (Erer ve
Kiran, 2005). Ancak bu ilaclar sitotoksiktir. Sitotoksik ilaglar Hematolojik ve Non
Hematolojik malignensilerde yaygin olarak kullanilan ajanlardir. Bazi hastaliklarda
kanser tiirlerinde tam kiirabilite saglanirken, bazilarinda da palyatif amach
kullanilmaktadir. ilaglarin uygulanim sirasinda uzun ve kisa siireli toksisiteleri hasta

acisindan onemli problemler arzetmektedir.

Toksisite doza bagli olabilecegi gibi, bazen dozla sinirli olmamaktadir. Yine
ilag uygulanim sirasinda ortaya ¢ikan diger bir problem de ila¢ direncidir. ilag
direncinin giinlimiizdeki bazi genetik dayanaklari aydinlatilmistir. MDR(multidrug
resistance- birden ¢ok ilaca direng) ve pl70(p-glycoprotein/170) genlerinin
bulunmasiyla olgularda primer rezistans ve daha sonra gelisen direng mekanizmasi

anlasilabilmistir (Camphos ve ark., 1992).
Ayrica ilaglar arasinda ¢apraz direng olgusu da mevcuttur. Ozellikle antra-

cyclinler, vinca alkoloidleri, etoposide ve actinomycin-D ilaglar1 arasinda bu tiir bir

direng s6z konusudur (Bilgir ve ark., 1995).

18



2.2.14. DMH’in Kolon Kanseri Uzerine Etkisi

Deneysel kolon kanseri, karsinojenin yiiksek dozlarda kronik uygulanmasina bagh
olarak olusan DNA hasarinin tamir etme yetenegi azalmig hiicreler tarafindan tamir
edilememesi sonucu olusur. Kolonik mukoza, hayat siiresi 100-120 saat olan kisa G
fazl1 hiicrelerden olusur. Bazi organlarda eger hiicre boliinmesi ger¢eklesmeden 6nce
DNA tamiri tamamlanmamissa DNA’daki hasarlar hiicrelerin  bir sonraki
jenerasyonuna aktarilir. Bu sayede hatalar karsinojene kronik maruz kalma siirecinde
bir bdlgeye toplanir. DMH’a karsinojenik cevapta risk altindaki hiicrelerin sayica

artis1 6nemli rol oynar.

Deneysel kanser olusturmada indiiktif periyot malignant biiylimeye rehberlik
edecek oOzelliklere sahip olan populasyona ulasincaya kadar gecen zaman olarak
tammmlanmistir. DMH alkali bir ajan olup, bu kimyasal ajan ile muamele nokta
mutasyonlar1 uyarir. DMH uygulamasi: kolonda apoptosisi uyardigi kadar insan
kolon kanserinin 6zelligi olan kolonik epitelyal hiicrelerdeki hiicresel ¢ogalma

artisginida uyarir (Neweell ve Heddle, 2004).

DMH tarafindan indiiklenen deneysel kolonik tiimdrlerin epitelyal orjinli olup
ve insan kolonik neoplazm’larina benzer histoloji, morfoloji ve anatomi sergiledigi
goriilmiistir. DMH intramuskular, intrarektal, oral ve subkutan tarzda 4 yolla
uygulanabilir. Ratlara DMH’1n oral olarak verilmesinin diisiik timor orani (%14-30)
ile sonuglandig: bildirilmis olup intrarektal uygulamanin ise 34. haftadan sonra
kolonda hafif hyperplazi ve preneoplastik lezyonlara sebep oldugu rapor edilmistir
(Heijstek ve ark., 2005).
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2.3. FA’in Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi

FA viicuda alindiktan sonra karacigerde ve eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz
enzimi (FDH) katalizorliigiinde formik asite metabolize olur. FA viicutta depo
edilmez, ya formik asite doniiserek idrar ve feges(gaita) yoluyla ya da karbondioksite
okside olarak solunum yoluyla viicuttan atilir (Usanmaz ve ark., 2002). Kimyasal
formiili CH,O olan FA, suda iyi ¢oziinen, renksiz, keskin kokulu bir aldehittir.
Kuvvetli elektrofilik 6zelligi nedeniyle olduk¢a reaktif bir maddedir ve oda

sicakliginda gaz haline gegebilir (Zararsiz ve ark., 2004a).

Sivi olarak metanoliin oksidasyonundan elde edilen FA (CH20), aldehit
ailesinin 6nemli bir tyesidir. FA kuvvetli elektrofilik 6zelligi sayesinde oldukga
reaktif bir 6zellige sahiptir. Oda sicakliginda gaz haline bulunur, yanabilen bir yapisi
vardir, suda iyi ¢oziniir, renksizdir, keskin kokulu, irrite edici ve diisiikk molekiil

agirlikl zehirleyici bir gazdir (Unsald1 ve Ciftei, 2010).

Formaldehit insaat, kagit triin, regine, yalittm malzemesi, ahsap, kompozit,
tekstil, boya, plastik, yapiskan ve kozmetik dahil olmak iizere cesitli sektorlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. FA ayni zamanda her yerde bulunan mobilya, insaat

malzemeleri ve sunta vb ile de kapali hava Kirleticisidir (Beatriz ve ark., 2015).

Formaldehitin solunum sistemi toksisitesi diisitk konsantrasyonlarda bile ortaya
cikmaktadir. Akut etkilenmelerde burun ve bogazda yanma hissi, nefes darligi,
oksiirtik, hiriltili solunum gibi klinik semptomlara neden olmaktadir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise, pulmoner 6dem, inflamasyon ve pnomoni gelismektedir

(Zararsi1z ve ark., 2004a; Kriebel ve ark., 2001).
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Formaldehit yaygin olarak kullanilan bir endiistriyel kimyasal ve her yerde
bulunan atmosferik kirleticidir. FA, artan risklere dayanarak mesleki agidan maruz
kalmis popiilasyonlarda nazofaringeal kanserler i¢cin 6nce insan kanserojeni olarak
siniflandirilmistir. Gegmiste yapilan epidemiyolojik calismalarda FA ve I6semi
riskleri ile mesleki inhalasyon maruziyeti arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iligkiler bulunmustur (Sara ve ark., 2015).

2.4. Deney Hayvam Se¢imi

Yunan filozof ve fizik¢i Aristotle (M.O. 384-322) tarafindan yazilan ve giiniimiize
kadar ulasan bilgiler, hayvan deneyleri hakkindaki en eski bilgilerdir (Fox ve ark.,
2002). 11k yazil1 tip kitabi olan Corpus Hippocraticum’da (yaklasik M.O. 400); insan
viicudunun isleyisini anlayabilmek i¢in hayvanlarin kullanildiklar1 da goriilmektedir.
Yasayan hayvanlar iizerinde ilk bilimsel deneyi Erasistarus (M.O. 304-250)
gerceklestirmistir. Domuz, kopek ve maymunlarda deneyler yapmis ve fizyoloji
bilimine biiyiik katkilar saglamis olan Galen (M. S. 130-201) Roma’da yasamus iinlii
bir doktor ve fizyologtur. Galen ile deneysel arastirmalarin ilk ¢agi Son bulmus,
Ortagag Avrupasi’nda Kilisenin de etkisiyle bilimsel c¢aligmalar 6nemli Olglide
duraklamistir. Bu alandaki gelismelerin durma noktasina gelmesi ile birlikte deneysel

caligmalara bin y1l kadar bir siire ara verilmistir.

Aragtirmalarda hayvanlarin yaygin olarak kullanilmalari gecen yiizyilin
ortalarinda Avrupa’da baslamigtir ve hizla ¢alisma alanlar1 artmuistir. Fizyoloji,
mikrobiyoloji, immiinoloji, onkoloji, cerrahi ve farmakoloji gibi birgok biyomedikal
alanda deney hayvanlari modellenerek arastirmalar yapilmis ve sonra insan
modellerine gecilmistir (Svendsen, 1994 ).
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Bilim ilerledik¢e gelistirilen hiicre kiiltiiri, matematiksel hesap yontemleri,
simiilasyon modelleri gibi in vitro yontemler, arastirmalarda hayvanlarin kullanilip
kullanilmamasi konusunda akillarda soru birakmustir. Fakat gelistirilen bu in vitro
yontemlerde, etkilenen hiicrelerin diger hiicreleri, dokulari, organlar1 ve tiim
organizmay1 nasil etkileyebilecegine kesin yanit alinamamaktadir. Ayrica hayvan
modellerinin; insan davranislari, psikolojisi, yasam kalitesi hakkinda da bilgi
veremeyecegi de diistiniilmektedir (Deniz, 2011). Yine de “laboratuvar hayvan
modeli”’; biyoloji ve davranislarin c¢alisilabilecegi, kendiliginden gelisen veya
uyarilmig bir patolojinin arastirilabilecegi, biyolojik olarak insana benzeyen iyi ve

tek arastirma modeldir ( Svendsen, 1994).

2.4.1. Ratlar ve Bagisikhik Sistemleri

Rattus norvegicus’tan koken alan ratlar, deneysel arastirmalarda siklikla
kullanilmigtir. Bu amagla, Philedelpihia’da Wistar Enstitiisii’'nde ilk rat soyu
tiretilmeye baslanmigtir. Wistar Albino soyundan koken alan inbred soylarin biiyiik
bolimii giiniimiizde arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Temel tip, farmakoloyji,
gida, davranis vb. bircok alanda yapilan arastirmalarda ¢ogunlukla ratlar
kullanilmaktadir. Genetik olarak belirlenmis tam olarak 400 inbred ve 50 outbred soy

bulunmaktadir.

Ratlarin anatomisine baktigimizda; orbitanin medialine yerlesmis “Harderian
bezleri’ ni gormekteyiz. Harderian bezleri porfirin igeren kirmizi-kahverengi salgi
tiretirler. Saglikli ratlar normalde bu salgiyr temizlerler. Fakat strese girdikleri zaman
(beslenme yetersizligi, dehidratasyon, hastalanma, g¢evresel stresorler vb.) ise bu
islemde aksakliklar goriiliir. Bu durum normal sartlarda ratlarin saglik durumlar
hakkinda bilgi veren bir gostergedir. Kuyruk uzunlugu ile birlikte boylar1 20-25 cm
kadardr.
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Arastirmalarda en ¢ok kullanilan ikinci 1rk ise kuyruklari uzun ve kilsiz olan
Sprague-Dawley’dir ve Wistar ratlardan daha biiyiiklerdir. Kafatasi, omurga,
sternum, pektoral kusak, pelvik cat1 ve iki ¢ift ekstremiteden olusan iskelet sistemleri
vardir. Mideleri iki boliimden olusur; bunlardan biri kardiyak boliim, digeri glandiilar
bir yapiya sahip olan pilorik boliimdiir. Akcigerler kalbi her yonden saran, solda tek
lob, sagda ise dort lobtan olugsmustur (Festing ve ark., 2008).

2.5. Alternatif Tedavi ve Yontemleri

Amerikan Hiikiimetinde TAT yontemlerine halkin ve hastalarin gittikge artan ilgisi
olmas1 sebebiyle Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan (NIH- The US Government
National Institutes for Healt) 1998 yilinda; arastirmalar yapmak, TAT yontemleri
hakkinda tavsiyelerde bulunmak ve rehberlik etmek i¢in ‘Tamamlayici ve Alternatif
Tip i¢in Amerikan Ulusal Saglik Merkezi (NCCAM-The US National Institutes of
Health Center for Complementary and Alternative Medicine) kurulmustur. NCCAM,

yaptig1 siniflamada TAT yontemlerini 5 guruba ayirmistir.

2.5.1. Alternatif Tip Sistemleri:

Genel olarak dogu veya yakin zamanda bati toplumlarinin da benimsedigi tedavi
yontemlerini temsil eder. Tibbi tedaviden bagimsizdir. Ayurvedik Tip, Geleneksel
Cin Tibbi, Geleneksel Tibet Tibbi gibi geleneksel dogu tip sistemleri ve Homeopati,

Naturopati gibi batida geligen sistemleri igerir.

2.5.2. Zihin-Beden Tibbi:

Beden saghigini zihinsel uygulamalarla etkilemeyi amaglayan yontemler bu gruba
girer. Sanat Terapisi, Biyo-geridoniis, Meditasyon, NLP, Rahatlama, Maneviyatgilik

ve Yoga bu yontemler bu gruptadir.
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2.5.3. Biyoloji Bazh Terapiler:

Bitkiler, vitaminler, diyetler ve diger dogal iiriinler biyoloji bazli terapilerdendir.

2.5.4. Manipiilatif ve Beden Bazh Yontemler:

Bedenin hareketine bagli terapi yontemleridir. Siropraktik, Osteopati, Cranio-Sakral

Terapi, Masaj, Alexander Teknigi bu tiir yontemler grubundadir.

2.5.5. Enerji Terapileri:

Iki tiir enerji terapisi var oldugu kabul edilir. Birincisi; miknatislarla degisken ya da
dogrudan akim alanlari1 olusturularak uygulanan terapilerdir. Bunlara ayni1 zamanda
biyo-elektromanyetik terapiler de denir. ikinci tiir enerji terapileri ise biyo-alan
terapileridir. Biyo-alan terapileri akupunktur, akupresiir, biyoenerji, qi gung,
refleksoloji, reiki, shiatsu, tai chi gibi terapilerdir (Yildiz, 2006).

2.5.6. TAT Yontemlerinde Tibbi Bitkilerin Yeri ve Onemi

Son zamanlarda echinacea, ginseng, ginko, kantaron ve aloe vera vb. bitkisel droglar
ecza dolaplarimizda fazla miktarlarda bulunmaktadir. WHO yayinladig: raporlarda
90’dan fazla iilkede 20.000’den fazla bitkinin tibbi tedavi amaciyla kullanildigini
bildirmistir. Veriler tim diinya iilkelerinde tamamlayici tip adiyla hastaliklarin
tedavisi igin tibbi bitkilerin yaygin olarak kullanildigin1 ve bu bitkilere olan ilginin
her giin daha da arttigin1 gostermektedir. Ozellikle son yillarda aromaterapiye olan

ilgi daha da artmis, Cin tibb1 yeniden kesfedilmeye baglanmistir(Baydar, 2005).
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2.5.7. Tibbi Bitkilerin Tarihi

Ik ¢aglardan beri bitkiler, her zaman insanlarin temel besin kaynaklar ve ilk ilaglari
olmuslardir. Ilk¢aglarda insanlar bitkilerin hangilerinin yenebilecegini, hangilerinin
zehirli oldugunu deneme yanilma yoluyla bulmuslar, bir¢ok énemli kiiltiir bitkilerini
ve tibbi bitkileri bu yolla 6grenmislerdir. Toplayarak elde ettikleri ya da kiltiir
yoluyla iirettikleri bitkilerin etken maddelerini, basit yontemler kullanarak ¢ikartmay1

basarmuslardir.

Insanlarin ilk¢aglarda hastaliklarin tedavisi igin bitkiler kadar yardim
bekledikleri tanrilar ve dogaiistii giigler de vardi. Ornegin Hititlerin veba, kolera ve
tifo gibi salgin hastaliklarin insanlar1 cezalandirmak i¢in tanrilar tarafindan
gonderildigine inandiklar1 ve tanriya salgini durdurmasi igin kurban Kestikleri
sOylenmektedir. Halkini veba salginindan korumasi igin Hitit krali 2. Mursilis
Tanriya yalvarmis ve yardim beklemistir. Insanlar1 hastaliktan koruduguna inanilan

mitolojik tanrilar, Eski Yunanistan’ da da mevcuttu.

Stimerler, Asurlar, Misirhilar, Hititler, Grekler, Yunanlar, Romalilar, Astekler,
Inkalar ve Cinliler’de tibbi bitkilerden hastaliklarmn tedavisi i¢in faydalanmaya
calismuglardir.  Ornedin, Misirlilar mumya yaparken birgok kokulu bitki
kullanmiglardir. MO 1500 yillarinda yazildig: tesbit edilen bir Misir papirusunda; 77
kadar bitkisel, hayvansal ve mineral drog ve ayni zamanda 800’den fazla regete
bulundugu gdze carpmaktadir. Islam kiiltiirinde de sifali bitkilerle tedavi
yontemlerinin ¢ok dnemli bir yeri vardir. Onemli Islam tabipleri de, Islam inancina
gore Olim diginda her hastaligin bir ¢aresi oldugunu ve bitkilerin de bu sifanin
onemli kaynaklarindan oldugunu vurgulayarak, hastaliklarin tedavisinde bitkilerden

yararlanma konusunda sayisiz eserler verdikleri goriilmektedir.
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Aktar (attar) terimi, ila¢ yapiminda kullanilan bitkisel, hayvansal ve mineral
maddeleri i¢eren droglar1 satan kisi i¢in kullanilmaktadir. Lokman hekim, bitkilerin
dilinden anlayan ve birbirleriyle konustugu sdylenen ¢i¢eklerden oliimsiizliik ilacini
elde etmeyi basarmis fakat yazdigi ilag¢ regetesini Asi nehirden gegerken elinden

diistirmiis, boylece ismi efsane olmus bir halk hekimidir. (Baydar, 2005).

2.5.8. Kanser Hastalarimin Kullandiklar1 Baz1 Bitkiler ve Terapi Cesitleri

Kanser hastalarindan alternatif tedavi yontemleri ile ilgilenenler, en basta 1sirgan otu
olmak tizere bir¢cok bitkiyi tibbi tedaviye destek olmak veya rahatlamak amagl

kullanmaktadirlar.

Son yillarda popiilaritesi artan diger bir terapi ¢esidi olan aromaterapi; ugucu
yaglarin degisik kullanim sekillerini igceren, beden ve ruh saglhigini iyilestirme amagh
kullanilan, ugucu yaglarin cilt ve mukoza tizerinden veya koku yoluyla ruha ve

duygulara etki etmesini saglamayi amaglayan bir alternatif yontemdir.

Aromaterapide ugucu yaglar koku néronlari ile beyne iletildiklerinde salgilanan
norokimyasal enzimler (hormonlar), insanda farkli etkiler gosterirler. Bu salinan
hormonlardan ensefalin(agri kesici), endorfin(cinsel uyarici), seratonin(sakinlestirici)

ve noradrenalin(uyarici) etki ederek viicuda fayda saglar (Baydar, 2005).

2.6. Kopek Baliginin Bagisikhik Sistemi

Kopekbaliklarinin  okyanuslarda 400 milyon yildan daha uzun siiredir yasadigi
bilinmektedir. Bir¢cok felakete ragmen hayatta kalmay1 basaran kopek baliklarinin
gezegenimizdeki en giiglii hayvanlardan biri oldugu bilinmektedir. Bunun

sebeplerinden biri; giclii bagisiklik sistemlerine sahip olmalaridir.
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Kopek baliklar1 nadiren kanser olur ve uzun siire kansere direng gosterebilirler.
Bilim insanlar1 yillardir kopekbaliginin  kanseri Onleyen bagisiklik sistemi

baglantilarin1 anlamaya ¢alismaktadirlar (Dosay Akbulut ve Akgiil, 2014).

Kikirdakli baliklar evrim iginde birgok farkli basarili adaptasyon teknikleri
gelistirmistir. Yeterli diizeyde yavrular liretmek suretiyle yok olma dalgalarina karsi
hayatta kalabilirler, morfolojik, davranissal, ekolojik ve taksonomik cesitliligiyle
cesitli  taksonomik seviyelerde uzmanlasabilir ve viicutlarim1 radyasyona
uyarlayabilirler. Ayrica, ¢ok etkili yirtict olabilirler ve hassas zihinsel sistemi,
beyinleri ve 6zel sekillendirilmis iist ¢gene yapilari ile diger avcilara kars1 basarili bir

sekilde hayatta kalabilirler (Dosay Akbulut ve Akgiil, 2014).

Kopek baliklarinda yiliksek diizeyde iirenin bulunmasinin kansere karsi bir
koruyuculuk yaratmig olabileceginden bahsedilen yayinlar mevcuttur. Kopek
baliklarinda yiiksek diizeyde intra ve intercelliiler {ire mevcut olup, bunu tuzlu suda
ozmotik adaptasyon i¢in kullanmaktadirlar. Bunun anlamida s6yle agiklanmaktadir;
yiiksek diizeydeki tire DNA transkripsiyonunu bozarak marine elasmobranclarda
bulunan inaktif protein iiretimine neden olmaktadir. Bu grup baliklarda evrimin ¢ok
Ozel sartlarda gercgeklestigi buna bagli olarak da memelilere kiyasla amino asitlerde
korunmanin daha fazla oldugu ifade edilmistir. Ayrica; kopek baliklarinda bazi
proteinler belirgin amino asitleri kullanarak hiicresel strese karsi adaptasyon
saglayarak normal fonksiyonlarini yapabilmek i¢in lireye ihtiyac gosterir. Ek olarak
memelilerle karsilastirinca kdpek baliklari daha diisiik termostatik yetenege sahiptir.
Buna gore yapilarindaki proteinler daha genis aralikli sicaklarda fonksiyon
gosterebilmektedir. Kopek baliklar ile memelileri amino asit degisim oran ve yapisi
acisindan kiyasladigimizda; amino asit degisim orani memelilere oranla kdpek
baliklarinda mitochondrial cytochrome b gen sekans analizine gore 6 kez daha yavas

bulunmustur (Patra ve Sandell, 2012).
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Daha yavag mutasyon orani ile bunun agiklanabilecegi ifade edilmistir. Amino
asit degisim yapisi ise 2 grupta da benzerdir. Amino asit degisim oraninin yavas
olmasi baska bir deyisle daha fazla amino asit korunumu kopek baliklarinda
mutasyonun veya hiicrelerin kansere yatkinligmmin nadiren oldugu sonucunu

dogurmaktadir.

Dokularinda yiiksek diizeyde iyonik dayaniklilik ve beraberinde gelen yiiksek
viicut sicakliginin kikirdakli baliklarda tiimor olusumunun nadir gériilmesine neden
oldugu ifade edilmistir (Rosen and Woodhead, 1980). Kopek baliklarinda viicut
sicakligi su sicakligindan 7-10°C daha yiiksektir. Zira dolagim sistemi yardimi ile
sicaklik iceride hapsolur. Bu 6zel durum antijenleri elemine edip, %100 bagisiklik
saglamaktadir. Buna gore; eger mitoz boliinmede represdr molekiiller operator
bolgesine baglanamazsa baskaca hicbiryere baglanamaz diye agiklama yapilmistir.
Mitoz bdliinmede ig flamentlerinin fonksiyonu bazi alkoloidlerce zarar goriirse (0r;
colchisin) ig flamentlerin protein olusumu ve kromatid ayrimi engellenir. Boylece
hiicre boliinmesi tamamlanamaz. Yani kanserojen bir etki meydana gelirse bunun

metaztazi antimitotik etki ile dnlenmis olur (Patra ve Sandell, 2012).

Tim bu kopek baligi da dahil kikirdakli baliklarda goriilen 6zel durum ve
ortamlar kansere karsi koruyucu mekanizma olusmasina neden olmaktadir. Kansere
kars1 etkili tedavinin bulunmasi igin birgok farkli yontem ve malzeme test edilmistir.
Bu yeni malzemelerden bazilar1 kopek baliklariyla ilgilidir. Kopekbaliklariyla ilgili
bazi materyallerin kansere karst muhtemel etkileri arasindaki iligkiyi bulmak ig¢in
devam eden bir¢ok aragtirma bulunmaktadir. Bu tezde kopekbaligi kikirdagi ve
karaciger yagi esas aliarak kolon kanseri tedavisi ve akciger hasari iyilesmesi

tizerine etkisi aragtirilmigtir (Patra ve Sandell, 2012).
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2.6.1. Kopek Bah@ Kikirdagi (SC) ve Koruyucu Etkisi

Anjiyogenezin, bir tiimoriin biiyimesi igin gerekli oldugu ve anjiyogeneze bagh
hastaliklarin tedavisinde antianjiogenik ilaglarin yararli oldugu bilinmektedir.
Kikirdak bilinen avaskiiler dogasindan dolayi, bir¢cok kaynakta antianjiogenik
bilesikler kaynagi olarak degerlendirilmistir(Gonzalez ve ark., 2001).

Sigir ve kopekbaligi kikirdagindaki antianjiogenik ve antitimor bilesiklerini
belirlemek igin ¢esitli calismalar yapilmistir. Ancak kopekbaligr kikirdaginin, kanser
ve diger anjiyogeneze bagl hastaliklarin tedavisinde potansiyel faydasini aragtiran
calismalarda, kopekbaligi kikirdagi kullanan kanser hastalarinda oral kopekbalig
kikirdagi kullaniminin biyoyararlanimi gosteren veri bulunmamaktadir (Gonzalez ve

ark., 2001).

Kopek baligr kikirdaginin tiimér olusumuna karsi ¢cok kuvevetli bir inhibitor
oldugu ifade edilmistir. Kpek baligi kikirdagindan elde edilen protein igerigi timor
olusumunu engelleyici sigir kikirdagi ile benzer yapiya sahiptir. Kopek baliginda
sigirin yapisindaki kikirdak miktarinin neredeyse 10 kat1 kadar kikirdak bulunmakta
olup; 5 gr kopek balig1 kikirdag: ile 500 gr sigir kikirdaginin igerdigi miktarda timor
engelleyici bilesen karsilanabilmektedir. Kisaca kopek baligi kikirdagr sigir
kikirdagindan 1000 kez daha giiglii olup yapisal karsilastirmayla beraber 100.000 kez
daha fazla tiimor baskilayict metaryal icermektedir. (Dosay Akbulut ve Akgiil, 2014)

Kopek baligindan extre edilen ve yeni bulunan bir polipeptit PG155'te de anti-
anjiyojenik etki belirlenmistir. PG155'in anti-anjiyojenik etkileri, zebra balig
embriyolarinin in vivo modeli kullanilarak belirlenmistir. Zebra embriyolarinin
tedavisinde 20 ug / ml PG155 kullanilmasi, subintestinal damarlarin biiylimesinde
onemli bir azalmaya neden olmustur. Daha yiiksek bir doz endojen alkalin fosfataz
(EAP) boyama testinden elde edilen subintestinal damarlarin neredeyse tamamen

biiylimesini engellemistir (Zheng ve ark., 2007).
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1988 wyilinda, Patricia D'Amore belirttigine goére metaztaz yeni kan
damarlarinin  gelismesine bagli olup, damarlasmanin engellenmesi metaztazi
onlemede etken olabilecegi ifade edilmistir. Tek bir damar sisteminin
engellenmesinin bir¢ok tiimor hiicresinin Gliimiine veya engellenmesine neden

olabilecegi belirtilmistir (Ross ve ark., 1994).

2.6.2. Kopek Bahgi Kikirdag: (SC) Kimyasal Yapisi

Kikirdagm, avaskiiler dokular da dahil olmak {izere anti-anjiyojenik
uygulamalar yoluyla kanser ve kanserle ilgili maligniteleri tedavi etmek igin
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Kikirdak, bazi spesifik molekiiller igerir. Bunlar,
thrombospondin-1, kondromodiilin-1, tip XVIlI-tiirevi endostatin, SPARC (asitli ve
sistein bakimindan zengin salgilanan protein) ve tip II kollajen tiirevi N-terminal

propeptid (PIIBNP) dir(Patra ve Sandell, 2012).

Bu spesifik molekiiller antianjiyojenik veya antitiimor ozellikleri tamamen
anlasilmadan calismalarda kullanilmistir. Ornegin, trombospondin-1, endostatin ve
kopekbaligi-kikirdak tiirevi Neovastat preparati, farkli kanserler tiirleri i¢in test
edilmistir, ancak hala kanser Onleyici ajanlar olarak iyilestirmeye ihtiyag

duyulmaktadir (Patra ve Sandell, 2012).

2.6.3. Kopek Bahgi Karaciger Yagi (SLO) ve Koruyucu Etkisi

Alkylglycerols ve squalene enfeksiyon ve kansere karsi savasta en dnemi materyal
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Kopek baligi karaciger yaginda yiiksek diizeyde
alkylglycerols ve squalene, ve -3 EFA’nin benzeri bulunmaktadir. Bu nedenle
kansere ve enfeksiyonlara karsi kullanimda onemli bir alternatif kaynak olarak

gorilmektedir.
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Bazi tiirlerinin karacigeri, 6zellikle boya ve giizellik malzemesi yapiminda
kullanilarak degerlendirilebilen 350-400 litre kadar yag verebilir ki bu miktar daha
fazlaca taninan diger pek ¢ok balik tiirtinden elde edilenin 10 katidir (Castro, 1996).

Karacigeri ayrica oldukca yiiksek diizeyde vitamin A da igermektedir.

Anti kanser kaynagi olarak kopek baligindan alinan karaciger yagi da
arastirtlmistir. N-3 ailesinin esansiyel yag asitlerinin (EFA), alkilgliserollerin ve
squaleninin de dahil oldugu balik yagi, saglik bakimindan g¢ok oOnemlidir. N-3
EFA’nin, aterosklerozun 6nlenmesinde onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir.
Alkilgliseroller ve squalen, enfeksiyonlara ve kansere karsi miicadelede onemli
faktorlerdendir. Kopekbaligi karacigeri yagi; biiylik miktarda alkilgliserol, squalen
ve n-3 EFA icermektedir. Bu nedenle kanser tedavisinde, 6zellikle radyoterapide
viicut direncinin  yiikseltilmesinde ve enfeksiyoz hastaliklarin  tedavisinde

kullanilabilmektedir (Szostak, 2006).

Benzer bir c¢aligmada; kopekbaligi karaciger yagi iginde squalene ve
alkilgliserollerin her ikisininde varligi tesbit edilmistir. Bu g¢alisma, kopekbaligi
karacigeri yagmin ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde etkili oldugunu gostermistir

(Lewkowicz ve ark., 2006).

Balik yaglarinin, hiicre aktivitesini diizenleyen ve insan viicudunun cesitli
islevlerini yerine getiren farkli aktif bilesikleri icerdigi bilinmektedir. Kopekbalig
karacigeri yaglari, bagisiklik sistemini gii¢clendirme yetenegine sahip 1-O-
alkilgliserollerden ¢ok zengindir. Yapilan bir ¢alismada, balik yaglarindan tiiretilmis
1-O-alkilgliserollerin  antitiimor igerigi ve farkli kanser tiplerinin kombine

tedavisinde etkili oldugu belirlenmistir (Lewkowicz ve Tchorzewski, 2012).
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Alkilgliseroller ve n-3 ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan ¢ok zengin
olan kopekbaligi karacigeri yagi ve balik yagi, bazi tiimorlerin biiyiimesini
yavaslatma yetene8ine sahiptir. Balik yagimin, timdr hiicrelerinin apoptotik
hiicrelerini ve lipid peroksidasyonunu artirmasini ve ¢ogalma oranini azaltabildigi de
bilinmektedir. Bu bilesenlerin timdr biyiimesi tizerindeki etkisini test etmek igin bir
calisma gergeklestirilmistir. Bu calismada timor agirligi, hidroperoksit igerigi,
proliferasyon hizi ve apoptotik tiimor hiicrelerinin yiizdesine ait biyokimyasal
parametreler elde edilmistir. Sonugta; tiimor hiicrelerinin azaldigi (% 40), timor
hiicresi apoptozunun arttig1 (~ 3 misli), tiimor hiicre ¢cogalmasinin azaldigi (% 35)
gozlenmistir. Sonug¢ olarak; SLO extratinin kanser tedavisinde destekleyici olarak
kullanilabilecegi 6nerilmistir (lagher ve ark., 2013).
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2.6.4. Kopek Bah@ Karaciger Yag1 (SLO) Kimyasal Yapisi

Alkilgliseroller (alkil-Gro), kopekbaliklar1 gibi bazi balik tiirlerinin karacigerinde
bulunur ve alkil-Gro karisimlar1 ¢esitli biyolojik etkinliklere sahiptir. Bu etkiler
hematopoez uyarimi ve immiinolojik savunmalar, sperm kalitesinde iyilesme, anti-
timor ve anti-metastaz aktiviteleri olarak sayilabilir. SLO'dan elde edilen dogal alkil-
Gro karisimi, zincir uzunlugu ve doymamislik bakimindan farklilik gosteren birkag

alkil-Gro i¢cermektedir(Deniau ve ark., 2010).

Kopekbaliklarinin kansere karsi direngli oldugu ve SLO’nun anti-timor ilact
olarak kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarda belirlenmistir. Kopekbaligi karacigeri
yag1 yilizde 40 veya daha fazla squalen igerir. Balik karacigeri yagi, squalen ve ¢oklu
doymamis n-3 yag asitleri bakimindan zengindir (Skopinska ve ark., 2003).

Sekil 4. Squalen Kimyasal Yapisi
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Kikirdak Yapisi:

Kopek baligi kikirdaginin temel bilesenleri glycosaminoglycans’lar olup bunlar
icerisinde chondroitin siilfat, kalsiyum, kollajen, fosfor ve diger mineraller yer

almaktadir.

CThondroitimn Sulphate

H.C

CHONDROITIN SULPHATE C
Sekil 5. Chondroitin Sulfate-4(A)- Shark Cartilage / Chondroitin Sulfate-6 C

Kondroitin siilfat, normal olarak viicutta eklem etrafinda kikirdakta bulunan bir
kimyasaldir. Genellikle kopek balig1 kikirdaginda bol miktarda bulunur ve kanser,
osteoartrit gibi birgok hastalik tedavisinde alternatif tip olarak kullanilir. Bir¢ok
¢esidi bulunur ve hepsi aymi amag¢ i¢in kullanilir. Diger isimleri; Kalsiyum
Kondroitin Siilfat, Galactosaminoglucuronoglycane CDS, Chondroitin Polysulphate,
Kondroitin Siilfat B, Kondroitin Siilfat C, Chondroitine Siilfat A, CPS, CS, CSA,
CSC, GAG, Kondroitin 4 ve 6-siilfat, Siilfat de Chondroitine, glukozamin
hidrokloriir ve glukozamin siilfattir. En ¢ok kullanilan ¢esidi Chondroitin Sulfate A
ve Chondroitin Sulfate C’dir. N-asetil galaktozaminin 4. pozisyonunda siilfasyon
meydana gelmesi ile kondroitin siilfat A, 6. pozisyonunda siilfasyon meydana
gelmesi ile ise kondroitin siilfat C meydana gelir(Foot ve Mulholland, 2005).
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2.7. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemi

Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan reaktif oksijen radikalleri
viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem ile uzaklastirilir. Saglikli
organizmada oksijen radikalleri ile antioksidan savunma mekanizmasi tam bir denge
halinde calisir. Bu dengenin radikallerin lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikan duruma
“oksidatif stres” denir. Baslica Reaktif Oksijen Radikalleri; siiperoksit, hidrojen

peroksit, hidroksil radikali, nitrik oksit sayilabilir.

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkisi olan
lipid peroksidasyonunun toksik oldugu bilinmektedir. Reaksiyonlar zincirleme
gerceklesir ve doniistimsiizdiir. Toksik etki lipid peroksitlerinin diizeyi 6lgiilerek
belirlenir. Lipid peroksil radikalleri diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni
radikalleri olusturur, bir yandan da hidrojen atomlari alarak hidroperoksitlere

doniistirler.

Lipid peroksidasyon iiriinleri olarak ac¢iga ¢ikan lipid peroksitleri,
hidroperoksitleri membran yapisina dogrudan, diger hiicre bilesenlerine ise aldehit
ureterek dolayl olarak zarar verir. Bu da pek cok hastaligin ve doku hasarinin

olugsmasina neden olur. Membran yapisinin bozulmasi sonucu malondialdehit olusur.

Hiicrelerde oksidatif hasar1 onleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi
mekanizmalar bulunmaktadir. Direkt etki ile oksidanlari inaktif hale getiren
maddelere antioksidan adi verilmektedir. Antioksidanlar, dogal (endojen kaynaklr)
ve dogal olmayan (eksojen kaynakli) antioksidanlar olmak tiizere iki ana grupta

toplanabilir.

Endojen Antioksidanlar’in Enzimler grubu igerisinde; Siiperoksitdismutaz
(SOD), Katalaz (CAT), Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferazlar
(GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz
bulunmaktadir. (Kurt 2008).
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Oksidatif strese yonelik calismalarda genelde lipit peroksidasyon son iiriini
olan MDA, SOD, GPx ve CAT antioksidan enzimlerine bakilarak inceleme yapilir.
Oksidatif hasar biyobelirteglerinin dlgiimiinde lipit peroksidasyon iirlinlerinin

belirlenmesi i¢in Malondialdehit (MDA\) aldehitlere bakilir.

Antioksidan savunma sisteminin Ol¢iimiinde ise; Antioksidan enzimlerin
degerlendirilmesi s6zkonusu olup; bunlar arasinda Siiperoksit dismutaz (SOD);

Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz (CAT) analizlerimizde kullanilmustir.

CEA (Karsinoembriyonik antijen): Malign hiicrelerin yiizeyinden dokiilen bir
glikoproteindir. Kolorektal kanser ve bazan mediiller tiroid kanseri takibinde
kullanilir. Kolon kanseri i¢in timor marker gostergesi olup, normal deger araligi: (0-

3 ng/ml) olup; > 20 ng/mL seviyesi primer kanser, niiks ya da metastaz1 gosterir.

CA 19-9 (GI) (Karbonhidrat Antijeni) : Karbonhidrat antijeni 19-9 (CA-19-9)
aslinda bir modifiye Lewis (a) kan grubu antijenidir. Toplumun %5-7 si Lewis
negatif oldugu i¢in bunlarda CA19-9 serumda o6l¢iilemez ve kanser tan1 ve takibinde
ise yaramaz. Ozellikle pankreas kanserinin tam ve takibinde faydalidir. Pankreas,
kolon ve mide kanserleri igin timor marker gostergesi olup, normal deger aralig: (0-
35 U/ml) dir. CA 19-9 kanser taramasi yapacak kadar spesifik bir test degildir bagka
testlerle birlikte kanser acgisindan yorum yapabilmek i¢in beraber yapilmasi

onerilmektedir.

CA 125 (Over) (Cancer Antigen 125): Bir glikoprotein antijendir, sélomik epitelde
(over, fallop tiipii, periton, plevra, perikard, kolon, bobrek, mide) normalde de
salgilanir. {lerlemis epitelyal over kanserlerinin %80 inde CA 125 artar. Over
kanserinin tan1 ve takibinde (niikslerde) kullanilir. Over kanseri ve daha az
diizeylerde Servikal, karaciger, pankreas, akciger, kolon, mide, safra yolu, uterus,
fallop tiipii, meme ve endometrium karsinomlar1 igin tiimér markeri olup normal

deger aralig1:(0-35 U/ml) dir.
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AFP (Alfa Fetoprotein) : Alfa Fetoprotein (AFP) normalde fetiiste liretilen bir
glikoproteindir. Yeni doganlarda Alfa Fetoprotein (AFP) diizeyleri 100 000 ng/mL

nin tizerindedir. 5 ay sonra 150, 1 yildan sonra da normal seviyelere diiser.

Karsinom (HCC, primer karaciger kanseri), ve germ hiicreli testis ve over
timdrlerinin tan1 ve takibinde kullanilir (bunlarda ytikselir). AFP 6zellikle Karaciger

karsinomlar1 i¢in tiimor markeri olup normal deger araligi: (0-15 ng/ml) dir.

2.8. Endoplazmik Retikulum Stresi:

Endoplazmik retikulum (ER) hiicrelerde salgi proteinlerinin sentez, katlanma ve
olgunlagma iglevlerinin gerceklestigi yerdir ve c¢ogu hiicresel aktiviteler igin
gereklidir. ER’nin katlanma kapasitesi bozulmasi durumunda ER strese girer ve
katlanmamig protein cevabi (UPR) olarak adlandirilan sinyal yolunu indiikler. Eger
UPR tarafindan aktive olan koruma mekanizmasi normal ER fonksiyonunu tamir
etmek i¢in yeterli degilse hiicreler apoptozis mekanizmasi tarafindan oliirler. Son
yapilan arastirmalar ER stresi ve UPR’nin diyabet, obezite gibi metabolik
hastaliklarda, kanserde, immun yanitta ve Alzheimer, Parkinson, Huntington
hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda énemli rol oynadigimi desteklemektedir

(Seydel ve Aksoy 2012).

2.8.1. p- ACTIN, TNF- ALFA, P53, ATF4, ATF6, CHOP, EDEM1, GRP78

Genleri:

B-actin: Aktin okaryotik hiicrelerde en ¢ok bulunan protein olup, yiiksek derecede
korunmus bir yapiya sahiptir. Hiicre yapilanmasi ve sinir hiicrelerinin farklilagmasi
gibi hiicresel mekanizmalara katildig1 ifade edilmektedir. Farelerle yapilan genetik
bazli caligmalarda (house-keeping gen) kontrol geni olarak yogunlukla tercih
edilmektedir. Zira tiim hiicre tiplerinde ve dokularda benzer seviyelerde exprese

oldugu belirtilmistir.
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Tnf alfa geni: Tiumér Nekroz Faktor ailesine ait polipeptidler, immiin sistemde
apoptozu uyaran reseptorleri aktive ederek apoptozu gerceklestirmektedir. Tnf-a,
bagisik cevabi olusturacak sitokin kaskadinin indiiksiyonu ig¢in gereklidir. Tnf-a,
ayrica, inflamasyonda, yara iyilesmesinde ve doku onariminda da gorev alir. Tnf
molekiiliiniin, bu etkilerine aracilik eden 2 reseptorii bulunmaktadir. Bunlar; 55kDa
molekiil agirlindaki Tip I (CD120a) ve 75kDa molekiil agirligindaki Tip II (CD120b)
reseptorleridir. TNf-a geni insanda TNF geni, 6. kromozomda MHC lokusunda
6p21.3 bolgesinde yerlesmistir. Tnf-o immiin hiicreler tarafindan tretilen etkili bir
anti-kanser efektér ve hem yararli hemde yikim etkili bir pro-infalamatuar sitokin
olarak  tanimlanmaktadir. Tnf-a’nin  mitokondriyal komplex-l1  aktivitesini
degistirdigi, ATP seviyelerini azalttigit ve reaktif oksijen tiirlerin seviyelerini
artirdigi, proliferasyon, yayilma ve tiimdr hiicrelerinde metastaz1 uyararak tiimoriin

ilerlemesine aracilik edebildigi de ifade edilmistir.
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Sekil 6. Tnf-a izledigi yollar agisindan kazpazlar lizerinden giderse apoptozise neden
olmakta seramidler ve MEKK ler iizerinden (p38 araciligi ile) giderse gen
expresyonu ile yasamsal faaliyetlere sebep olmaktadir.

Apoptozis mekanizmasinda rol alan, kaspazlar diye tanimlanan hiicre 6lim
proteazlari, farkli tiirlerdeki apoptotik programlarin bilesenleridir. Baglangicta inaktif
prekiirsor (6nmolekiil) olarak sentezlenen kaspazlar, proteolitik siiregler yardimiyle
aktive edilirler. Memeli hiicrelerinde, en az iki bagimsiz mekanizma vasitasiyla
kaspazlarin aktivasyonu gergeklestirilir. Ornegin, TNF ailesinin gesitli iiyeleri,
kaspaz-8’in sistolik domainlerini sitokin ligantlarina baglayarak proksimal kaspazin
proteolitik aktivasyonuna yol agar. Kaspaz-8, aktive edilince indirekt ya da direkt
olarak kaspaz-3, -6 ve -7’nin (CD95 tip I hiicreler) bir grubunun aktivasyonunu
indiikleyici rol oynar. Kaspazlar aktive olduklarinda hiicre 6liimii doniisiimsiiz hale

gelir (Eroz ve ark., 2012).
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Tnfo’nin etkileri kisaca;

1.MAP kinazlar ¢ift yonlii etki ederler. TNFa alicilarindan gelen sinyalleri hem ayni1
tarafta hemde tersinde yakalayarak etki gosterirler. TNFa da dahil olmak iizere
(direkt) bircok yangisal sitokinlerin (indirekt olarak TNFa’nin aktivitesine katkida
bulunurlar) expresyonunu artirict etki yaparlar. TNFa araciligi ile aktive olan MAP

kinazlar ise hedef hiicrelerde TNFa’ nin expresyonunu artirici rol oynarlar.

2.ERK, JNK, ve p38 MAP kinaz TNFa’nin expresiyonunu tesvik edici rol oynar.

3.TNFa ayrica ERK, JNK, ve p38 MAP kinazlarin olas1 aktivatorii olarak gorev
yapar. (Sabio ve Roger 2014).

4- TNFa olusum, c¢ogalma ve farklilagmada gorev yapan p38 aktivasyonuna da

aracilik eder.

5- TNFa ozellikle yangisal reaksiyonlarda p38 MAP kinazlar1 aktive eder.

6- Ayrica TNFa yaralanmalarda yarayr genisletici olusumlarin meydana gelmesini

engelleyici uyar1 gorevi yapar. (Zhou ve ark., 2006).

P53: p53 ya da diger adiyla tiimor protein 53 (TP53), hiicre dongiisiinli diizenleyen
bir transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok organizmada kanseri baskilamak igin ¢ok
onemli bir proteindir. TP53, genomda mutasyon olmasini Onleyerek genom
stabilitesini korur. p53, hiicre icerisinde dortlii (tetramer) bag yapmis halde
islevseldir. Hiicre dongiisti kontrol noktasinda, apoptozis, genetik stabilite ve DNA

tamir mekanizmasinda diizenleyici olarak ¢ok 6nemli rol oynadigi belirtilmistir.

40



DNA hasari, beslenmenin yetersizligi, hipoksi ve onkogen aktivasyonu igeren
hiicre i¢i ve dis1 stres sinyallerine cevap olarak p53 translasyonu aktive olmakta ve
p53 proteininin hiicrede seviyesinin artmasina ve birikimine yol agmaktadir. Bu
uyarilara cevap olarak p53’tin DNA tamirini kolaylastirdigi, timorli hiicre

¢ogalmasini inhibe ettigi ifade edilmistir.
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Sekil 7. P53 iin izledigi yollar
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pS3’iin mutasyona ugramasi ya da delesyonu kanserde en sik goriinen genetik
anomalidir. P53 fonksiyonunu inaktive eden ve p53°deki mutasyonlar sonucu olusan
insan tiimorlerinin %50’sinden daha fazlasi bu nedenle olustugu belirtilmistir.

(Levine 1997, Schwartz ve Rotter 1998).

pS3’teki degisiklikler tiimor supressor aktivitesini kaldirir ve tiimdr olusumuna
eslik eder. Timor olusumuna ilaveten, apoptozisteki defektler ilaca karsi
bozukluklarin da temelini teskil etmektedir (Schmitt ve Lowe 1999; Campos ve ark.,
1993; Simonian ve ark., 1997; Minn ve ark., 1995).

Hiicre yaralanmalari, Fas reseptorii (Oldiiriicii sinyal reseptorii olarak
adlandirilir), TNF reseptorii, IL-3 ve eritropoetin gibi sinyallerin devamliligin
saglayan sitokinlerin yetersizligi ile olusan radyasyon ve anti kanser ilaglar gibi DNA
hasarina yol acan ajanlar apoptozisin indiiklenmesine neden olur. Timor siipressor
geni olan p53, DNA hasari ile olusan apoptoziste etkili bir rol oynar (Erdéz ve ark.,
2012).

p53 geninin cevap mekanizmasi 5 kisimda incelenebilir;

(1) Tim mekanizmay: fonksiyonel agamaya getirici rol oynayan baslaticilart

uyarirlar.

(2) Ayn1 yonlii aracilar hem uyarilar1 tanimak ve yorumlamak suretiyle foksiyonel
mekanizmay1 tesvik ederler ve hemde p53 proteininin girdilerini ya da p53
proteininin aktivitesini ve yogunlugunu ¢ok kisa bir siirede ayarlayan molekiilleri

dizenlerler.

(3) p53 proteinin kendisi de dahil olmak iizere bir grup protein p53’lin kendi

aktivitesini ve fonksiyonunu diizenler.
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(4)Ters yondeki bir grup gen ve onlarin proteinlerinden olusan etki p53 proteininin
cogunlukla transkripsiyonel aktivasyonu veya nadiren protein-protein interaksiyonu

araciligi ile diizenlenmektedir.

(5) Bu ters yonlii etki sonucu hiicresel ¢ikti olarak hiicre dongiisiiniin durmasi,
hiicresel yaglanma veya apoptozis ya da siklikla hiicredeki diger uyari iletim yollar

ile yogun bir temas hali goriiliir. (Levine 2006).

pS3 homeostasis sirasinda; stress ya da DNA ya zarar veren bir olay yoksa
diisiik diizeylerde bulunur. Herhangi bir DNA ya zarar verme durumunda aktif hale
gelir ve p53 hiicre dongiisiinii hiicrenin canliligini1 saglayici tamiri gerceklestirmek
icin durdurucu etki yapar veya apoptozise yonlendirir. Aktive olan p53 DNA’ya
baglanir ve p21 proteinini kodlayan WAF1/CIP1 de dahil olmak iizere bir¢ok genin
expresyonunu aktive eder. p21 (WAF1), G1-S/CDK (CDK2) ve S/CDK komplexine
(hiicre dongiisiinde G1/S transitionu i¢in 6nemli molekiil) aktivitelerini engelleyici
olarak baglanir. p21(WAF1) CDK2 ile komplex olusturunca hiicre dongiiniin ileriki
asamalarina devam edemez ve tamir olabilecekse hatanin diizeltilmesine yonelir veya
zarar ¢ok fazla ise hiicreyi apoptozise gonderir. ( http://www.rockland-inc.com/p53-

pathway.aspx)

ATF6 (Activating Transcription Factor 6) : Bu gen, endoplazmik retikulum (ER)
stresi sirasinda katlanmamis protein tepkisi (UPR) i¢in hedef genleri aktive eden bir
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Bir transkripsiyon faktorii olmasimna ragmen bu
protein, ER'ye gdmiilii bir transmembran protein olarak sentezlenmesi bakimindan
sira disidir. Bir ER stres sensorii / doniistiiriicii olarak ve ER stresine bagl proteolizi
takiben, ER saperonlarin1 kodlayan genlerin destekleyicilerinde bulunan cis-etki
yapan bir ER stres tepkisi eleman1 (ERSE) araciligiyla bir niikleer transkripsiyon
faktorli olarak islev goriir. Cogalmakta olan kanser hiicreleri i¢in degil ama sessiz
pozisyonda duran kanser hiicreleri i¢in hayatta kalmayi saglayici protein olarak
gorev yapmaktadir. Gen expresyonunun artist kanserlesmeyi gostermektedir.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/22926).
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Bu gendeki polimorfizmlerin farkli popiilasyonlarda diyabetle iliskisi hakkinda
celigkili raporlar vardir, ancak baska bir polimorfizm artmig plazma kolesterol
diizeyleri ile iliskilendirilmistir. Bu genin, ayn1 zamanda, kistik fibroz i¢in potansiyel
bir terapotik hedef oldugu da distintilmektedir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/22926).

ATF4 ( Activating Transcription Factor 4) : Bu gen, orijinal olarak HTLV-1'in
LTR'sinde bir iletiye cevap veren gii¢lendirici eleman1 baglayabilen yaygin olarak
ifade edilen bir memeli DNA baglayici protein olarak tanimlanan bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar. Kodlanan protein ayrica izole edilmis ve cAMP-tepki elemani
baglayici protein 2 (CREB-2) olarak karakterize edilmistir. Bu gen tarafindan
kodlanan protein, AP-1 transkripsiyon faktorleri ailesini, cAMP-yanit elementi
baglayic1 proteinleri (CREB'ler) ve CREB benzeri proteinleri igeren bir DNA
baglayici protein ailesine aittir. Bu transkripsiyon faktorleri protein-protein
etkilesimlerine katilan bir 16sin fermuar bolgesini paylasir, bir DNA baglanma alani
olarak islev goren bir bazik amino asit gerisine C-terminali yerlestirir. Ayn1 proteini
kodlayan iki alternatif transkript tarif edilmistir. Biiylik bir ters duplikasyon igeren
bir  bolgede g28'de X  kromozomunda  iki  psddojen  bulunur
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/468).

ATF4 hiicrenin hayatta kalma, apoptoz, otofaji ve yaslanmasi ile ilgili altta
yatan hedef genlerin bir destek¢isinin transkripsiyonunu diizenledigi bildirilmistir.

(Wang ve ark.,2015).

ATF4, solid timorlerin (servikal gibi) hipoksik bolgelerine lokalize olur ve
artmis ATF4 ekspresyonu ciddi hipoksik oldugu bilinen metastatik meme
timorlerinde nekrotik bir alanda tesbit edilmistir. Bu da timor ilerlemesi ve hipoksi

toleransi i¢in bir rol oynayabilecegini disiindiirmektedir ( Blais ve ark., 2004).
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CHOP_( DDIT3- DNA damage inducible transcript 3): Bu gen, CCAAT /
giiclendirici baglayici protein (C / EBP) transkripsiyon faktorleri ailesinin bir liyesini
kodlar. Protein, C / EBP ve LAP (karaciger aktivator protein) gibi diger C / EBP
tiyeleri ile heterodimerleri olusturarak ve onlarin DNA baglanma aktivitesini
Onleyerek dominant-negatif bir inhibitor olarak islev goriir. Protein adipogenesis ve
eritropoezde rol oynar, ER stresi ile aktive olur ve apoptosisi tesvik eder. Bu genin
ve FUS'un kromozom 16 veya EWSRI iizerindeki kromozom 22 {izerinde
translokasyon ile uyarilmasi, miksoid liposarkomlarda veya Ewing sarkomunda
kimerik proteinler iiretir. Farkli uzunluklarda iki izoformu kodlayan ¢oklu alternatif
olarak eklenmis transkript varyantlari tanimlanmistir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1649).

CHOP’un asir1 ekspresyonunun apoptozise yol actigi ve proapoptotik oldugu
bilinmektedir. CHOP, dinlenme durumunda ¢ok diisiik seviyelerde eksprese
edilmektedir ve ER stresi durumunda ekspresyonu artmaktadir. ER stresi sirasinda en
yilksek oranda indiiklenebilen genler arasinda yer almaktadir. Bazi tiimor
dokularinda ve hepatoma, neuroblastoma, kolon kanserleri gibi kanser hiicre
hatlarinda eksprese edildigi ve kansere karsi ilag gelisiminde onemli bir hedef

olusturdugu ¢esitli caligmalarda gosterilmistir ( Seydel ve Aksoy 2012).

GRP78: GRP78 / BiP, ER'nin protein kalite kontrolii i¢in kritik olan ve ER-
transmembran sinyal molekiillerinin aktivasyonunu kontrol eden Onemli bir
endoplazmik retikulum (ER) saperon proteinidir. Yetiskin hayvanlarda GRP7S,
timor ilerlemesi ve ilag direnci gibi patolojik kosullar altinda kanser hiicresinin
hayatta  kalmas1 i¢in  gereklidir. GRP78'in  kanser hiicrelerinde yiizey
lokalizasyonunun kesfi, potansiyel yeni fonksiyon, hiicre ylizeyi reseptorleri ile
etkilesim ve olas1 terapotik etkilerini ortaya koymaktadir. Fare modelleri, GRP78’in
ndronal migrasyon i¢in ndronal faktorlerin olgunlagmasini ve salgilanmasini kontrol

ettigini ve noroproteksiyon sagladigini da ortaya koymaktadir (Wang ve ark., 2009).
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Tarihsel siirecte glukozla-diizenlenmis proteinlerin, glukoz yoklugunda
uyarildigir bulunmustur. Diisiik seviyedeki ER stresi durumunda GRP78 stresi tolere
edebilir ve protein katlanmasina yardimei olmak i¢in miktar1 artar. Hem hiicre igi
hem de hiicre yiizeydeki BiP/GRP78 tiimor biiyliimesini artirir. Bundan dolay1
yizeydeki BiP/GRP78 antikor temelli deneysel tedavide hedef olarak
gosterilmektedir (Rauschert ve ark., 2008).

GRP78, tiimor artis1 ve proliferasyonu, kemoresistans, anjiyogenez ve metastaz
dahil olmak tiizere kanser gelisiminin ¢esitli asamalarinda yer alir. Bir¢ok tlimor
hiicresi, dis plazma membraninda GRP78'1 asir1 ifade eder. Ek olarak, prostat, meme
ve melanoma gibi kdkenleri farkli kanser tiirlerinde anormal derecede yiiksek GRP78
ekspresyonu, tiimor direnci, kanser niiksetmesi i¢in daha fazla risk ve hastanin

yasami agisindan genel bir azalma ile iligkilidir (Casas 2017).

Ozellikle GRP78’in transgenik kanser fare modelleri ve hiicre kiiltiirlerindeki
yogun caligsmalarla tedaviye diren¢ ayni zamanda da invazyon, metastaz, anjiogenez,
cogalma ve diizenlenmesi yoluyla tliimorpgenezisi artirdigr gosterilmistir (Luo ve Lee
2013). GRP78 expresyonunu bloke ederek tiimor hiicrelerinin sagkalimini azaltmak
fazlasiyla istenen bir durum olmasina ragmen klinikte halen basarilmis degildir

(Malhi ve Kaufman 2011).

EDEMI1: Yanlis katlanmis glikoproteinleri ¢ikarir ancak calnexin ddngiisiinden
iiretken katlanan glikoproteinleri ¢ikarmaz. Endoplazmik retikulum iligkili bozulma
(ERAD) ile dogrudan iligkilidir ve muhtemelen bir SELIL ile bir kompleks
olusturarak N-glikandan bagimsiz bir sekilde bozunmaya yonelik yanlis katlanmis
glikoproteinleri hedefler. Man8GlcNAc2'den Man7GlcNAc2'ye mannoz kirpmasin
katalize eden diisiik mannosidaz aktivitesi vardir.

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q92611).
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Gegmis bulgulara gore, GRP78 ekspresyonunun kanser hiicrelerinde yiikseldigi
ve stres kaynakli apoptoza direng gostermeye yardimer oldugu, GRP78
susturulmasinin antikanser terapisinde etkili olabilece8i sonucuna varilmistir. Bu
hipotez test edilmis ve GRP78'i hedefleyen siRNA transfeksiyonunun, bu yapida yer
alan CHOP, EDEMI1 ve ERdj4 molekiillerinin gen ekspresyonu artarak renal
karsinoma hiicrelerinin bllyiimesini inhibe ettigi bulunmustur (Matsumura ve ark.,
2014).

2.9. Hiicre Kiiltiirii Hakkinda Genel Bilgi

Canli bir doku veya organdan alinan bir parcanin in vitro ortamda biiyiitiilmesi ve
cogaltilmasi islemine hiicre kiiltiiri denir. Hiicre kiiltiirii, deney hayvani kullaniminin
azaltilmas1 agisindan O6nemli, deney hayvanlariyla yapilan birgok caligmadan ¢ok
daha kolaylikla yapilabilir olmasi acisindan ise tercih edilebilir bir yontemdir.
Titizlik ve sterilizasyon kosullarina uyum, dikkat edilmesi gereken en Onemli

faktorlerdendir (Baysal ve ark., 2008).

Hiicre ve doku kiiltiirii calismalari; asi, monoklonal antikor, ¢esitli enzimler ve
hormonlarin {iretimi, hiicre i¢i aktivite O6l¢iimi, DNA ve RNA replikasyonu
arastirmasi, protein sentezi, enerji metabolizmasinin arastirilmasi, cesitli ilaglarin
hiicre siklusuna etkisi, embriyonik arastirmalar, hiicre popiilasyon kinetigi, adezyon,
sitogenetik analiz, hormonal reseptér komplekslerinin davraniglari, sinyal iletim
mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi, hiicrenin beslenme o6zellikleri, enfeksiyon
aragtirmalari, viral transformasyon, kimyasal transformasyon, ozel (iirlinlerin
sentezlenip salgilatilmasi, genetik manipiilasyon ve immortalizasyon gibi ¢esitli

amaglarla yapilabilmektedir (Ovali ve Ugar 2003).
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Hiicre kiiltiiriinlin amaci, bir grup hiicreyi yasatmak, ileri ¢alismalar i¢in
cogaltmak, gerektiginde kullanmak i¢in dondurarak saklamaktir. Yapilabilecek
deneylerin sayisimi arttirabilmek i¢in hiicrelerin ¢ogaltilmasi, ileride deneyin ayni
pasajdaki hiicrelerle tekrarlanabilmesini saglamak i¢in de deney yapilan pasajdaki
hiicrelerin dondurulmas: islemleri yapilir. Her asamada hiicrelerin canlilig1 biiyiik bir
Ooneme sahiptir. Steril ¢calisma kosullarinin saglanabilmesi hiicre kiiltiiriinde basarinin

temel faktoridiir (Baysal ve ark., 2008).

Hiicre kiiltiirlerinin kullanim alanlarini su sekilde 6zetlemek miimkiindiir:
e Viral agilar ve viral tan1
e Monoklonal antikorlar ile antikor tiretimi
e Interferon iiretimi
e Enzim iiretimi
e Insektisit ve insekt as1 {iretimi
e Interldkin gibi immiinoregiilatdrlerin iiretimi
e Hormon iiretimi

e Biiylime faktorlerinin liretimi

Hiicre kiiltiirlerinin son yillardaki gelecek vadeden kullanim alanlari ise sunlardir:
e Somatik gen tedavisi
e Tiimor asilar
e Canl hiicrelerin greft amaglh olarak c¢esitli sekillerde kullanilmasi
- Eritrositlerin organizma disinda transfiizyon amaciyla kullanilmasi
- Kanser tedavisinde kemik iliginin kullanilmasi
- Parkinson hastaliginin tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmasi
- Organizma diginda hiicre modifikasyonu
e Kompleks ii¢ boyutlu dokularin olusturulmasi
- Yapay deri
- Yapay kikirdak
- Yapay karaciger
- Yapay pankreas (Aydintug ve Mutlu 2003).
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2.10. Hiicre Kiiltiirii Caismalarinda Yapilan islemler

2.10.1. Hiicrelerin Beslenmesi

Her hiicre tipi i¢in farkli olarak kullanilan biiyiime ¢o6zeltileri alindigi yerden veya
yazili kaynaklardan &grenilebilir. Biliyiime c¢ozeltilerinde, hiicre dis1 ortamla
izoosmotik bir tuz karigimi, tampon olarak sodyum bikarbonat ve besleyici amagh
cesitli aminoasitler, vitaminler ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi bulunur

(Baysal ve ark., 2008).

Biiylime ¢ozeltileri hazir olarak ya da ¢ozelti yapilabilecek toz materyal
seklinde satin alinirlar. Toz materyal ¢ozelti haline getirilip pH’ s1 ayarlandiktan

sonra 0.22 um filtreden siiziilerek sterilize edilir (Aydintug ve Mutlu 2003).

Cogu hiicre, pH; 7.4 civarinda optimal olarak biiyiiyiip ¢ogalmaktadir. Biiyiime
¢ozeltilerine % 5-20 oraninda (v/v) serum eklenir. En sik kullanilan serum fetal
buzagi serumudur. Bazi hiicreler at serumuna, bazi primer hiicreler de elde edildikleri

canliin serumuna gereksinim duyarlar.

Antibiyotikler siklikla ortamda kullanilirlar ancak 37°C’de stabiliteleri kisa
stireli oldugundan kontaminasyona kars1 koruyuculuklari sinirlidir. En sik kullanilan

standart antibiyotikler:

- Gentamisin 5- 10 mg/ml stoktan 50 um/ml olacak sekilde
- Penisilin 10,000 U/ml stoktan 100 U/ml
- Streptomisin 10 mg/ml stoktan 100 ug/ml olacak sekildedir.

Biiyiime ¢ozeltileri cogunlukla dayaniksiz madde icerdiginden, +4°C’de
saklanmali, fakat hiicrelere eklenmeden hemen once 37°C’lik su banyosunda 10
dakika 1sitilmalidir. Hiicreler haftada iki kez biiyliime c¢ozeltileri degistirilerek
beslenmelidir (Baysal ve ark., 2008).
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Kiltiir ortamint etkileyen dort faktor sunlardir;

1. pH’ in diismesi: pH 7 den 6.5’ e diiserse bir ¢ok hiicrenin biiytimesi durur
ve pH 6-6.5 arasinda 6lmeye baslarlar. Ortamin pH’ s1 diistiigiinde indikator
olan fenol kirmizisinin rengi dnce turuncuya sonra sartya doner. Bu durumda
besiyerinin degistirilmesi gerekir.

2. Hiicre konsantrasyonu: Kiiltirde yiiksek hiicre konsantrasyonu varsa
besiyeri daha g¢abuk tiikenmektedir. Bu durum c¢ogunlukla pH degisimine
neden olmaktadir.

3. Hiicre tiirii: Normal hiicreler yiiksek hiicre yogunluguna ulastiklar1 zaman
boliinmeyi durdururlar. G1 fazinda kalan hiicreler uzun siire canli kalabilirler.
Doniistiiriilmiis, oliimsiizlestirilmis hiicreler ve bazi embriyonik hiicreler ise
kiiltirde yiiksek konsantrasyona ulastiklarinda, kiltir degistirilmez veya
subkiiltiire edilmezse hizla bozulurlar.

4. Hiicre morfolojisi: Eger kiiltiirde ¢ekirdek ¢evresinde graniillerin belirmesi,
hiicrelerin yuvarlaklasip tabandan ayrilmasi gibi olaylar baslamigsa kiiltiirde
morfolojik bozulmalar olmus demektir. Bu belirtiler kiiltiiriin ortam
degisikligine ihtiya¢ duydugunu gosterir veya kiiltiirdeki hiicreler yaslanmais,
mikrobiyolojik kontaminasyona ugramis, toksik ortamla kars1 karsiya gelmis
anlamma gelir. Kiiltiirde daha ciddi sorunlarla karsilagmamak icin, kiiltiir

rutin olarak kontrol edilmelidir (Baysal ve ark., 2008).

2.10.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi; flasklarda tek tabaka halinde bulunan hiicre dizilerinin zarar
verilmeden yiizeyden 1s1 ve tripsin yardimiyla kaldirilip sivi iginde siispanse ederek
baska ortamlara aktarilmasi seklinde yapilir. Aktarilan ortam % 5 CO’li etiivde 37°
C’ de hiicreler tam tabaka olana kadar inkiibe edilir (Cigek ve Bilgi¢ 2006).

50



Her hiicre tipi, kendine 6zgii bir hizla boéliinerek c¢ogalir. Genelde hiicre
sayisinin ikiye katlanmasi 24 saat siirmektedir. B6lme Oncesinde tutunan hiicrelerin
kaldirilmasi gereklidir. Biiyiime ¢ozeltisinin ortamdan ¢ekilmesinden sonra hiicreler
bir kez daha PBS ile yikanir ve ekstraselliiler matriks (EM) proteinlerini par¢alamak
amaci ile tripsin enzimi, integrin — EM etkilesiminde sart olan kalsiyum iyonunu
ortadan kaldirmak i¢cin EDTA ya da Tripsin- EDTA birlikte kullanilabilir. Kaldirilan
hiicreler saglikli bir sonug i¢in sayilmali ve her bir flask 10° hiicre/ ml olacak sekilde

birkag flaska boliinmelidir (Baysal ve ark., 2008).
2.10.3. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Istenen 6zellikleri tasiyan ve kontamine olmayan bir hiicre hatt1 iiretildiginde ya da
klonlanmis bir hiicre tiirli se¢ildiginde bir “asil” stok donmus olarak saklanir (Tucker
ve ark., 1995). Giiniimiizde tercih edilen hiicre koruma yontemlerinde biri de sivi

azotta saklamadir (Menezo ve ark., 1990).

Hiicreler s1v1 azot iginde -196°C’de, bu diisiik sicakliga dayanacak plastik tiipler
ve cam vialler i¢inde saklanabilmektedir. Hiicreler, biiylime c¢ozeltileri besiyerine %
10- 20 serum ve % 5-10 gliserol veya DMSO eklenerek dondurulabilecegi gibi, % 90
serum ve % 10 DMSO igeren ¢ozeltide de dondurulabilirler (Baysal ve ark., 2008).

2.10.4. Hiicreleri Cozme

Dondurularak saklanan hiicreler bir ¢alismada kullanilmadan 6nce azot tankindan ya
da - 80°C’ lik sogutucudan g¢ikarilir ve sicakhign 37°C’ ye ayarlanmis su banyosunda
hizla ¢ozdiiriiliir. Cozdiiriilen hiicre ¢dzeltisi taze besiyeri ile diliie edilir. Santrifiij
islemi ile dondurma asamasinda kullanilan maddeler uzaklastirilir. Pellet taze
besiyerinde siispanse edilerek, yine taze besiyeri igeren petrilere aktarilir. 37°C* de %

5 COy’ li inkiibatorde inkiibasyona birakilir.
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Dondurulmus hiicrelerin devitrifikasyon ve rekristalizasyon harabiyetlerini
minimuma indirmek igin hizla ¢ozdiiriilmesi gereklidir. Donma sirasinda sekillenen
kiiciik buz partikiilleri, ¢6zdiirme esnasinda erir. Cozdiirme hizi, hiicrelerin hizl
rehidrasyonu sirasinda ozmotik strese bagli olarak hasarlar meydana getirebilmesi

acisindan ¢ok 6nemlidir (Aydintug ve Mutlu 2003)

2.10.5. Hiicre Canlihig1 ve Sitotoksite

Hiicre popililasyonlarinin miktarlarinin  belirlenmesi, 0l¢iim performans: ve
tekrarlanabilirlik basaris1 i¢in ya da calismalarda karsilagtirma yapmak igin
gereklidir. Bu nedenle hiicre popiilasyonlarinda hiicre canlilig1 ve proliferasyonlarini

belirlemek igin baz1 metotlar gelistirilmistir (Doyle ve Griffiths 1998).

Vital bir boya olan trypan blue, direkt hiicre sayiminda canli ve cansiz
hiicreleri ayirt etmek igin genellikle hemositometre ile birlikte kullanilmaktadir.
Basit, hizli ve ucuz olan bu metot, toplam hiicre siispansiyonundan sadece kiiciik

fraksiyonlar gerektirmektedir (Freshney 1994).

2.10.5.1. Hemositometre ile hiicre sayim

Hemositometre hiicre sayimi i¢in kallanilan en genel metotlardan biridir. Kalin diiz
saymm odacikli lamin {izerine lamel konmas1 temeline dayanmaktadir. Temel olarak
lam ftizerinde ¢izgi ile kesin olarak kazinmig 1 mm Kareler ve daha kiiglik kareler
icerir. Hiicre siispansiyonlart lam lamel arasmna dolduruldugu zaman hiicreler
mikroskop altinda gozlenebilir ve se¢ili kare ¢izgisi ig¢indeki hiicreler sayilir. Bu

sayimdan siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplanabilir (Baysal ve ark.,
2008; Freshney 1994).
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2.10.5.2. Trypan blue canhlik testi

Trypan blue canlilik testi genellikle hiicre ayirma, dondurma veya ¢ozme gibi
potansiyel olarak travmatik bir islemden sonra canli kalan hiicrelerin oranin1 6l¢mek
icin kullanilir. Birgok canlilik testi membran biitiinliigiiniin bozularak hiicrenin,

normalde gegirgen olmadig: bir boyay1 almasi esasina dayanir (Baysal ve ark., 2008).

Bu metodun temel prensibi, canli hiicreler boyay1 almaz iken 6li hiicrelerin
almasidir. Hiicre siispansiyonu trypan blue ile diliie edildiginde canli hiicreler kiigiik,
yuvarlak ve refraktil olarak gériiniirler. Olii hiicreler sis, biiyiik ve koyu mavi hale
gelirler. Her iki hiicrenin total sayist mililitre basina ve canli hiicrelerin yiizdesi

olarak belirlenebilir (Freshney 1994).
2.10.5.3. Neutral red boyasi ile canhlik testi

Neutral red (3-amino-7-dimethyl-2-methylphenazine hydrochloride) canli hiicrelerin
lizozomunda biriken suda ¢6ziinen bir boyadir. Neutral red testi in vitro sitotoksisite
tespiti icin gelistirilen hiicre canlilif testidir. In vitro doku kiiltiir ¢alismalarinin
baslangicinda neutral red boya, viral sitopatogenetik degerlendirme ve

immunotoksisite testleri igin gelistirilmistir.

Neutral red testinde, hiicrelerle boyanin inkiibasyonu sonrasinda boya, canli
hiicrelerin lizozomunun i¢ine girer. Hiicre i¢ine boya alimi plazma membranindan
pasif tasima ile gergeklesir. Lizozom iginde neutral red birikmesi ya polisakkaritler
gibi lizozomal matriks i¢inde olusur ya da lizozomun neutral red iginden proton
aligverisiyle gerceklesir. Hasarli ya da Ol hiicrelerin lizozomlarinda neutral red
bulunmaz ve plazma membrani, hiicre igerisinde neutral red tutuldugu igin gorev

yapamaz (Freshney 1994).
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2.10.5.4. Floresan boya tutucularla canhilik sayim

Basit boyama (hemositometre) disinda alternatif yaklasim intraselliiler
komponentleri floresan boyamadir. Bazi metotlarda akridin orange-propidium iodide
gibi kombine boyalarin kullanilir. Akridin orange plazma membranina girer ve
intraselliiler niikleik asidi boyar, diisiik boya konsantrasyonunda yesil flouresan
iiretir. Propidium iodide plazma membranina tamamen giremez, fakat hasar gormiis
hiicrelerin membranina girebilir, tekrar intraselliller niikleik asidi boyar boylece
floresanda kirmizi parlar. Boya acridin orange’ 1 hasarli hiicrelerin niikleusundan
disarida tutar. Boylece ikili boyadan sonra tiim saglam hiicreler ve hasarli hiicreleri
ayni goriis alani iginde en gii¢lii floresansla tanimlamak miimkiindiir (Fisher ve ark.;

1998).
2.10.5.5. MTT testi

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue) yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler, kolorimetrik yontemle
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrianin MTT

boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (Schwartz

ve Osborne 1995).

MTT suda ¢oOzilinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi igermeyen
medyum veya tuz sollisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur.
Tetrazolium halkasmin siiksinat dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu
MTT mor renkli insolubl formazana doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin
mitokondrileri araciligi ile olur. Olusan bu formazan izopropanol veya bagka bir
¢Oziicii yardimi ile solubl hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik

olarak okunup kantite edilir (Mosman 1983).
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Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.
Bu yontem hiicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, presipite reaksiyon iiriiniiniin
¢Oziinlir hale getirilmesi ve reaksiyon iiriiniiniin kolorimetrik olarak ol¢tiimii

basamaklarindan olusmaktadir (Yaka ve ark., 2006).

Kolorimetrik yontem i¢in kullanilan temel parametre canli hiicrelerin
metabolik aktiviteleridir. Ornegin MTT tetrazolium tuzu kullanilan bir mikroliter
plate testi genellikle hiicre proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitasyonunu
belirlemede kullanilir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler
tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden dolayr bu yontem sadece canli
hiicreleri saptar. Ornegin MTT icerisinde canli hiicreler renkli, suda ¢dziinmez,
formazan tuzu tarafindan indirgenir. Formazan kristalleri ¢6zlindiikten sonra, ¢cabuk
ve kolayca klasik mikroplate okuyucusunda (maximum absorbans) 570 nm de
miktar1 belirlenebilir (Oktar 2009, Doyle ve Griffiths 1998).

Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha c¢ok
aktivite gosterdigi i¢in, bu yontemle sadece hiicre canlilig1 ve sitotoksite degil hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir. MTT kiiltiir ortamindaki mitokondrial
aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu sagladigindan en sik kullanim
alanlar1, sitokinlerin, biiyime faktorlerinin medyum komponentlerinin hiicreler
tizerine etkilerinin arastirilmasi ve sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir (

Mosman 1983).
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2.11. Hiicre Hatlar1 ve Kanser Hiicre Hatlarr:

Hiicre hatlar ilk olarak 1951 yilinda HeLa hiicre hatlarinin kiiltiiriiniin yapilabilmesi
ile bilimsel arastirmalarda Onemli ilerleme saglamistir. Giiniimiizde kanser
aragtirmalarinda ve viroloji alaninda hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak yakin zamanda pek ¢ok hiicre hattinin ¢apraz kontamine oldugu veya yanlis
tanimlandig1 bilinmesine ragmen, bilimsel literatiirde halen bu durumdan habersiz,
gegersiz sonuglarin yer aldigi yayinlar bulunmaktadir. Biliyiik zaman ve maddi
kayiplara yol agan bu durum, ileride sonuglar1 kabul edilemeyecek c¢alismalar ile
dergi editorlerini zor durumda birakabilecektir. Yapilacak ¢aligmalarda tanimlanmis
hiicre hatlarinin kullanilmas:1 ve eldeki hiicrelerin cesitli testlerle Ozelliklerinin
saptanmasi ile bu problemin Oniine ge¢gmek miimkiin olabilecektir. Ancak bu
aragtirmacilarin  konudan haberdar olmast ve ¢o6ziim yollarini bilmesi ile

miimkiindiir( Akg¢ali, 2010).

Canlilarin, bilimsel deneylerde kullanilmasinin miimkiin oldugunca azaltilmasi
gerekliligi, biyomedikal calismalarin farkli pek ¢ok alaninda hiicre kiiltiirlerinin
gelistirilmesi ve kullanilmasma neden olmustur. Hiicre kiiltiirleri mikrobiyolojide
Ozellikle virlislerin tretilmesi ve tanimlanmasi, ayrica viriis asilarinin tretimi
amagclariyla fazlaca kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise kanser arastirmalarinin hiz
kazanmas1 ile Ozellikle kanser ilaglarinin  gelistirilmesinde, etkilerinin

belirlenmesinde hiicre kiiltiiri kullanim1 bityiikk 6nem kazanmistir (Lacroix, 2008).

Cetraria aculeata likeni ekstratinin, HelLa (insan serviks adenokarsinoma),
5RP7 (kanserli sigan embriyo fibroblast hiicre hatti) ve A549 (kanserli insan alveolar
bazal epitel hiicre hatti) kanser hiicrelerine zayif sitotoksik etki gosterdigini gosteren

bir ¢alisma yapilmistir (Zeytinoglu ve ark., 2008).
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Yapilan bir ¢aligmada atranorin ve gyrophorik asidin usnik asit kadar olmasa
da yiiksek antiproliferatif ve sitotoksik etkili olduklari gézlemlenmistir. Bu
calismada A2780 (insan yumurtalik kanseri), HeLa (insan serviks adenokarsinoma),
MCF-7 (insan meme adenokarsinoma), SK-BR-3 (insan meme adenokarsinoma),
HT-29 (insan kolon adenokarsinoma), HCT-116 p53+/+, HCT-116 p53/ (insan kolon
kanseri), HL-60 (insan promyelotik leukaemia) ve Jurkat (insan T-hiicre leukaemia)
kanser hiicre hatlarina karsi atranorin, gyrphorik asit, parietin ve usnik asit sekonder
metabolitlerinin etkisini arastirmiglardir. Atranorinin 50 uM konsantrasyonunun 24
saatlik uygulamadan sonra HL- 60 (insan promyelotik leukaemia) hiicrelerine etkili
oldugu bulunmustur. Bu konsantrasyona diger hiicre hatlarinin direng gosterdigi
goriilmiistiir. Bu konsantrasyondan daha yiiksek atranorin seviyesinde ise Hela
(insan serviks adenokarsinoma) hiicre hatti hari¢ diger yedi hiicre hattina sitotoksik
etki gosterdigi belirtilmistir. Usnik asit sekonder metaboliti en etkili metabolit olarak
bulunmustur. 50 uM konsantrasyonda bile (HeLa hiicreleri ve HCT-116 p53+/+
hiicreleri harig) diger tim hiicre hattina etki etmistir. Usnik asidin yiiksek
konsantrasyonlarinin hiicreler iizerinde daha etkili, gyrophorik asidin ise diisiik
konsantrasyonlarda etkisiz oldugu gorilmistir. 100 uM konsantrasyonda 24 saat
inkiibasyondan sonra HL- 60 (insan promyelotik leukaemia) hiicrelerine giiglii etki
gostermistir.  A2780 (insan yumurtalik kanseri), HL-60 (insan promyelotik
leukaemia) ve Jurkat (insan T-hiicre leukaemia) hiicrelerine kars1 6zellikle daha etkili

oldugu bulunmustur ( Backorova ve ark., 2011).

12 farkl insan kanser hiicre hatti ile yapilan bir ¢alismada, protolichesterinic
asit, lobarik asit ve baeomycesic asidin antiproliferatif etkisi test edilmistir. Bu {i¢
liken metabolitinin in vitro ortamda 6nemli bir 5-lipoxygenase (LOX) inhibitorii
oldugu onceden bilinmektedir. LOC yollar1 kasinogenesisde rol oynar. 5- ve 12-
LOX hiicre biiyiimesinde 6nemli ve prostat kanseri, pankreas kanseri, akciger kanseri
ve meme kanserinin de dahil oldugu cesitli kanserlerin canliliginin devam etmesinde

onemli oldugu bulunmustur(Haraldsdottir ve ark., 2004).
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Meme kanser hiicre hatt: ve Capan-1 (pankreas kanser hiicre hatti) hiicrelerinin
protolichesterinic asit ve lobarik aside daha hassas oldugu bulunmustur. 5-LOX
inhibisyonu, protolichesterinic asitte lobarik asit ve baeomycesic aside gore daha
yiiksektir. Protolichesterinic asit ve lobarik asit 5- ve 12- LOX gesitli kanser hiicre
hatlarina kars1 6nemli antiproliferik etki gosterirken, baeomyecesic asit 5- LOX’ a
daha az etki gostermistir. Bu g¢ahsma 5- ve 12- LOX inhibitori olan
protolichesterinic asit ve lobarik asidin bir¢ok dokudaki kanser hiicrelerine

antiproliferatif etkisi oldugunu onaylamistir (Haraldsdottir ve ark., 2004)

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile; sistemik olarak uygulanan formaldehitin
akciger lizerine toksik etkileri ve bu toksik etkilere karst SC(shark cartilage- kopek
baligr kikirdagi) ve SLO(shark liver oil-kdpek baligi karaciger yagi)’ nun koruyucu
etkisini; kolonda timor gelisimi ile DMH arasindaki iligski ve SC ve SLO’ nun tedavi
bazli etkisini patolojik, genetik ve biyokimyasal diizeylerde arastirma; destekleyici
olarak “CaCo-2/ Anl ‘(Human Colon Adeno Carcinoma-insan)’ kolon kanseri hiicre
hattin1 kullanarak, kolon kanseri gelisen dokularda SC ve SLO’nin kanser hiicrelerini
tedavi edebilme basarisin1 hiicre kiltiirii calisma modeli ile ortaya koyma
amaglanmistir. Boylece deneysel olarak kolon kanseri ve akciger hasari olusturulan
rat ve insan dokularinda destekleyici bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecek bu
extratlarla, bilinen yoOntemlere alternatif olabilecek etkin bir tedavi olasiliginin

bulunabilmesi hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL ve METOD

Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul

raporu alinarak ugulamalar gergeklestirilmistir.

3.1. Hayvan Materyali

Temin edilen 80 rat su sekilde gruplandirildi.

40 adet DMH grubu:

4 adet: Kontrol grubu

6 adet: DMH verilen fakat tedavi edilmeyen grup

15 adet: DMH verilen ve kopek balig1 kikirdagi ile tedavi edilen grup

15 adet: DMH verilen ve kopek baligi karaciger yagi ile tedavi edilen grup

40 adet FA grubu:

4 adet: Kontrol grubu
6 adet: Formaldehit verilen fakat tedavi edilmeyen grup
15 adet: Formaldehit verilen ve kopek baligi kikirdagr ile tedavi edilen grup

15 adet: Formaldehit verilen ve kopek baligi karaciger yagi ile tedavi edilen grup

DMH grubundaki ratlarin 4 tanesi kontrol grubu olarak ayirildiktan sonra geri
kalan 36 adet rata 6,5 ay boyunca haftada bir giin subkiitan olarak DMH yapildi.
DMH dozlar her bir rat i¢in 2,5 dizyem DMH + 7,5 dizyem etanol= lcc olarak

ayarlandi.
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Subkiitan olarak DMH yapilan gruptaki ratlarin 2 haftada bir tanesi kesime tabi
tutularak biyokimyasal analizler i¢in kalbinden biyokimya ve hemogram kanlari,
patalojik analizler i¢in kalin bagirsagindan FA icine doku ornekleri ve genetik
analizler i¢in de -20 derece buzdolabinda saklamak tizere yine doku ornekleri alindi.

DMH enjeksiyonu ratlara haftada 2 kere uygulandi.

DMH enjeksiyonuna son verdigimizde, 0 giinden itibaren kontrol grubu sabit
kalmak kosulu ile geri kalan ratlar 3 gruba ayrildi. 1. Grup tedavi edilmeden, 2.
Gruba SC, 3. Gruba da SLO verilmeye baslandi. 1 ay boyunca hergiin gavaj yontemi
ile 2. Gruba 0,2 gr. SC, 3. Gruba da 0,5 gr SLO verildi. 1 aylik tedavi siirecinden

sonra yine bir ay kadar bu gruptaki ratlara sadece yem ve su verildi.

FA grubundaki ratlarda kontrol grubu ayirildiktan sonra geri kalanlara giinasiri,
intraperitonal olarak 10mg/kg dozlarinda formaldehit enjekte edildi. Formaldehit
dozu lcc FA + 9cc SF= 10 cc olarak ayarlandiktan sonra her bir rata 1 dizyem
verilmistir. Bu ratlardan 1. Gruptakilere sadece FA enjeksiyonu yapilirken, 2.
Gruptakilere FA ile birlikte hergiin gavaj yontemi ile SC, 3. Gruptakilere FA ile
birlikte hergiin gavaj yontemi ile SLO verildi.

Bir aylik siire¢ sonunda FA enjeksiyonu ve tedaviye son verildi ve 1 ay kadar
ratlara sadece yem ve su verilerek gozlemlendi. FA enjeksiyonu ve tedavi siireci
icinde ilk hafta sonunda ve bazen Olenler oldugu zaman kesimler yapilarak

akcigerden doku parcalar1 alinip patalojik incelemeye gonderildi.

Calisma sonunda her iki gruptaki ratlar kesime tabi tutuldu; DMH grubundaki
ratlarin kalbinden biyokimyasal analizler i¢in kan, kalin bagirsagindan patolojik
incelemeler i¢in doku ornekleri ve genetik analizler i¢inde -20 derecede saklanmak
tizere doku Ornekleri alindi. FA grubundaki ratlarin da kalbinden biyokimyasal
analizler i¢in kan, sag akcigerin cranial lobundan patolojik incelemeler i¢in doku
ornekleri ve genetik analizler i¢inde -20 derecede saklanmak iizere doku ornekleri

alindi.
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3.2. Biyokimyasal Analizler

RATLAR
\ 4 v v
Kontrol
DMH Grubu FA
14 6 19
DMH DMH ve DMH ve FA FA ve SC FA ve
SC SLO 7 SLO
6 5 3 5 7

Sekil 8. Ratlarin gruplara gore siniflandirilmasi.

Plazma CAT Diizeylerinin Olgiimii:

Plazmada Katalaz 6lglimii Cayman marka Katalaz 6l¢iim kiti ile yapildi (Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Absorbans okumasi ChemWell 2910 marka
elisa okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm
City, USA). Sonuglar nmol/dk/ml olarak verildi.
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Plazma SOD Diizeylerinin Olgiimii:

Plazmada SOD 6l¢iimii Cayman marka Siiperoksid Dismutaz 6lgiim kiti ile yapildi
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Absorbans okumasi ChemWell
2910 marka elisa okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness Technology, Inc. Martin
Hwy. Palm City, USA). Sonuglar U/ml olarak verildi.

Plazma GPx Diizeylerinin Ol¢iimii:

Plazmada GPx Ol¢iimii Cayman marka Glutatyon Peroksidaz dl¢tim kiti ile yapildi
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Absorbans okumasi ChemWell
2910 marka elisa okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness Technology, Inc. Martin
Hwy. Palm City, USA). Sonuglar nmol/dk/ml olarak verildi.

Plazma MDA Diizeylerinin Olgiimii:

Plazmada MDA o6lgiimii Cayman marka TBARS ol¢iim kiti ile yapildi (Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Absorbans okumasi ChemWell 2910 marka
elisa okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm
City, USA). Sonuglar umol/L olarak verildi.

Serumda CEA, AFP, CA125 ve CA19-9 6l¢iimleri:

Roche marka ticari kitler kullanilarak Roche Cobas e 601 otoanalizoriinde calisildi
(Roche Diagnostics International Ltd., Rotkreuz, Switzerland). Sonuglar (CEA

(ng/ml), AFP (ng/ml), CA125 (U/ml) ve CA19-9 (U/ml)) olarak verildi.

Biyokimyasal analizler icin her iki gruptanda alinan rat sayis1 Sekil.6. da

gosterilmistir.
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3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Heparinize kan 4 derecede 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Plazma kismi baska
bir tiipe alindi. Akyuvar tabakasi aspire edildi. Daha sonra ti¢ kez izotonik NaCl ile
eritrositler yikandi ve eritrosit paketi elde edildi. Elde edilen plazma ornekleri ve

eritrosit paketleri ¢alisma giiniine kadar -20 derece de saklanmustir.

3.2.2. Biyokimyasal Verilerin Analizi

Arastirmada, 39 hayvandan veri toplanmistir. Toplanan verilerin analizinde denek
sayist yetersiz oldugu i¢in parametrik olmayan testler tercih edilmis olup li¢ grup
iceren degiskenler i¢in Kruskal Wallis testi (k independent samples), iki grub’un
karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Arastirmada elde
edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 18.0 programi ile analiz

edilmistir.
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3.3. Genetik Analizler

3.3.1. Dokudan RNA izolasyonu

30 mg doku RNAase free ependorflara tartildi. 300 pl Lysis Buffer Soliisyonu
eklendi, preslenerek pargalandi ve 10 sn. vortekslendi. 600 ul Proteinaz K soliisyonu
eklendi ve 24,5°C de 10 dk inkiibe edildi. 10 dk. 12000 g’ de +4 ° C de santrifiij
edildi ve yeni RNAase free tiiplere aktarildi. 450 ul ethanol (96-100 %) eklendi ve
pipetlendi. 700 pl soliisyondan alinarak filtreli coloumn tiiplere aktarildi. 1 dk.
12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edildi. Cikan tiipiin alt kism1 dokiildi, iist kismina
kalan soliisyon aktarildi.1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edildi.

700 pl Wash Buffer 1 soliisyonu eklendi. 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij
edildi, alt kismi1 dokiildii. 600 pul Wash Buffer 2 soliisyonu eklendi. 1 dk. 12.000 g’de
+4 ° C de santrifiij edildi, alt kismi dokiildi. 250 pl Wash Buffer 2 soliisyonu
eklendi. 2 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edildi, alt kisimlar1 yeni RNAase free
ependorflarla degistirildi. 100 ul Nuclease-free water eklendi, 2 dk. 12.000 g’de +4 °
C de santrifiij edildi. Daha sonra tekrar 1 dk. 12.000 g’de +4 ° C de santrifiij edildi.
Izole edilen RNA “lar -70 ° C de saklandi. Bu ¢alismanin tiim asamalar1 buz {izerinde

yapildi.

Lysis Buffer Soliisyonu: 1200 pul Lysis Buffer Soliisyonu
25 ul Mercaptoethanol
Proteinaz K soliisyonu: 10 pl Proteinaz K
590 pul Water
Wash Buffer 1 soliisyonu: 8 ul Wash Buffer 1
2 ul ethanol
Wash Buffer 2 soliisyonu: 4600 pl Wash Buffer 2
7800 pl ethanol
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3.3.2. Real Time PCR

Her bir kuyu i¢in 5 ul SYBR green master mix (Promega), 0,2 ul Primer karigimi
(Forward ve Reverse, 10 pmol) ve 2,8 ul nukleaz igermeyen distile sudan alinip bir
PCR reaksiyon ortami hazirlandi. Real-time mikroplate tizerindeki kuyucuklara 2 ul
cDNA ornekleri dagitildiktan sonra, hazirlanan bu karisim eklendi. Ardindan PCR
mikroplate film ile kaplanarak, 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Light
cycler Roche 480 cihazinda asagidaki reaksiyon basamaklari izlenerek real-time PCR
gergeklestirildi.

Reaksiyon basamaklari ise soyledir;

Pre-inkiibasyon: 95°C 10 dakika

Amplifikasyon: 95°C 10 saniye

55°C 30 Saniy 45 dongu
72°C 1 dakika

3.3.3. Veri Analizi

Analiz LightCycler 480 cihazinin 465-510 kanali kullanilarak yapilmistir. Rolatif
kantitasyon analizi ile elde edilen degerler (Target gene/referans gen) kullanilarak,
hedef genlerin mMRNA expresyon diizeylerinin degisim oranlart 2 -AACt metodu ile
hesaplanarak grafik olusturulmustur (Pfaffl 2001). Hesaplamada AACt= (Ct hedef
gen-Ct App) denek grubu- (Ct hedef gen-Ct App) kontrol grubu formiiliinden

yararlanilmistir.
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Primerler:

B-actin: NC 005111.4 Rattus norvegicus
F 5’: GAGGGAAATCGTGCGTGACAT 3’
R 5’: ACATCTGCTGGAAGGTGGACA 3’

P53: NC 005109.4 Rattus norvegicus
F 5’: CGGAGGTCGTGAGACGCTG ¥’
R 5: CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG 3’

Tnf-a: NC 005119.4 Rattus norvegicus
F 5’: AGCCAGGCAGGTTCCGTCCCTC 3’
R 5: TTACTGTGCCCACCAGCCGAC 3’

ATF6: NM 007348
F 5" TCCTCGGTCAGTGGACTCTTA 3
R 5’: CTTGGGCTGAATTGAAGGTTTTG 3'

ATF4: NM 001675

F 5" TGGCTGGCTGTGGATGG 3
R 5" TCCCGGAGAAGGCATCCT 3
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CHOP: NM 001195053.1
F 5:" AGAACCAGCAGAGGTCACAA 3
R5:TCTTCCTCCTCTTCCTGA 3

GRP78: NM 005347.4
F 5" GGTGGATCACAAGGTCAAGAG 3'
R 5" CTACCACGCCCAGCTAATTT 3

EDEM1: NM 014674.2

F 5°: AGGTAGGGCTGAGTGATTACC 3°
R 5’: GGCACTAGAATAGGAGCTGGA 3°
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3.4. Patolojik Analizler

Akciger ve bagirsak dokulari ¢ikarilarak % 10’luk tamponlu nétral FA soliisyonunda
48 saat siireyle tespit edildi. Dokular trimlenerek doku takip kasetlerine aktarildi.
Akan suda 8 saat siireyle yikandiktan sonra doku takip cihazi ile (Leica TP 1020)
dereceli alkol serilerinden ve ksilenden gecirilerek parafinde bloklandi. Rotary
mikrotomla (Leica RM 2155) 6-8 mikron kalinliginda kesitler alindi. Tim kesitler
Hematoksilen Eozin (HE) yontemi ile boyandi. Zeiss ICC 5 kamera, ZEN
goriintiileme yazilimi ile 151k mikroskobunda (Zeiss Axiolab.Al) degerlendirildi ve

mikroskobik goriintiileri alindu.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Arastirmada 15 kafesten, herbir kafeste 2-4’er hayvan olmak iizere toplam 42
hayvandan veri toplanmistir. Toplanan verilerin analizinde iki grup igeren
degiskenler i¢in bagimsiz Orneklemeler t testi (independent sapmles t test)
uygulanmistir. Ayrica bazi degiskenlerin analizinde denek sayisi yetersiz oldugu igin
parametrik olmayan testler tercih edilmis olup iki grup iceren degiskenler i¢cin Mann-

Whitney U testi uygulanmustir.

Bir veri setini biiylikten kiiclige veya kiigiikten biiyiige siraladigimizda dort esit
pargaya ayiran ii¢ degere kartil ad1 verilir. Birinci kartil, degiskenin aldig1 en kiigiik
deger ile medyan arasinin orta degeri, liclincii kartil ise medyan degeri ile en biiyiik
degerin arasinin orta degeridir. Birinci kartil degerlerin ilk ceyreklik yani %25 lik
kismin1 olusturur tiglincii kartil ise ticiincii ¢eyreklik yani degerlerin %75 lik kismini
olusturur. Veri Seti, calismamizda tek rakamli (9) hacimli olmasi sebebi ile, (n+1)/4

ncli eleman 1.Kartil, (3n+1)/4 ncii eleman 3.Kartil olarak ifade edilmistir.

Gruplar aras1 fark karsilagtirlmasinda ANOVA analizi uygulanmistir. Tim
grub ortalamalarini karsilastirmak icin tek yonlii varyans analizi (one way anova)
kullanilmistir. Sonuglar ortalama+ standart sapma olarak ifade edilmistir. Siirekli
degiskenlerin normal dagilip dagilmadigini test etmek i¢in Kolmogorov Smirnov
testt uygulanmis ve p<0,05 degeri anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir.
Aragtirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 18.0

programi ile analiz edilmistir.
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3.6. Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Calismamizda kolon kanser hatti olarak “ CaCo-2/ Anl ( Human Colon Adeno
Carcinoma-insan)” kullanilmistir. Sap Enstitiisii’nden alinan Caco-2 hiicreleri, %10
FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Antibiyotik (Penisilin/streptomisin) ve DMEM
medium igeren taze vasat igerisinde, %5 CO; etiivde 37°C’de kiiltiire edildi. Hiicreler
T25 flask yiizeyini %80-90 oraninda kapladiginda, 2 ml tripsin-EDTA ile muamele
edildi. Yaklasik 4-5 dakika sonra hiicreler kalkinca, tripsinizasyonu durdurmak
amaciyla %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Antibiyotik (Penisilin/streptomisin) ve
RPMI1640 medium iceren 4 ml taze vasat ortama eklendi. Ardindan bu hiicre
siispansiyonu 15ml ’lik falkon tiip icerisine alinip, 1500 rpm’de 5 dakika boyunca
santriflij edildi. Siipernatant atilip pelet {izerine yine %10 FBS (Fetal Bovine Serum),
%1 Antibiyotik (Penisilin/streptomisin) ve RPMI1640 medium igeren taze vasat
eklenip iyice pipetaj yapildi. Pipetaj sonrasinda hiicreler pasajlanmak amaciyla 2 ayri

flaska ekildi. Hiicre yogunlugu ve ¢cogalmasina gore hiicreler pasajlandi.

MTT analizi

Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler en az 3000 hiicre olacak sekilde 96 well’lere
dagitildi. 24 saat %5 CO; etiivde 37°C’de inkiibe edilen hiicreler 96 well’lere
tutunduktan sonra iizerindeki medium atildi. Uzerine 40mg/l, 80mg/l, 120mg/I,
160mg/l ve 200 mg/l dozlarda hazirlanmig SLO ve SC ile hazirlanmis taze vasattan
100 pl eklendi. Uygun saatlerde dl¢limden dnce madde uygulanmis mediumlar atilda.
Uzerine 50 ul, 5 mg/ml MTT soliisyonu eklendi. %5 CO; etiivde 37°C’de 3 saat
inkiibe edildikten sonra, MTT soliisyonu atildi. Ardindan karanlik ortamda hiicrelerin
lizerine DMSO eklendi. ElisaReader (BIOTEK) cihazinda 570 nm dalga boyunda

Ol¢iim alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular:

CEA CA-125 CA19-9 AFP

KONTROL grubu 0,2 0,6 0,6 0,605
1. RAT

KONTROL grubu 0,2 0,6 0,6 0,605
2. RAT

KONTROL grubu 0,2 0,6 0,6 0,605
3. RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,6 36,23 0,500
1. RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,636 72,05 0,605
2. RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,6 11,67 0,500
3. RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,6 6,20 0,500
4. RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,6 3,82 0,500
5 RAT

Sadece DMH verilen grup 0,2 0,6 2,33 0,500
6. RAT

DMH ve SC verilen grup 0,2 0,6 1,71 0,500
1. RAT

DMH ve SC verilen grup 0,2 0,6 1,72 0,500
2. RAT

DMH ve SC verilen grup 0,2 0,6 1,53 0,500
3. RAT

DMH ve SC verilen grup 0,2 0,6 0,6 0,600
4. RAT

DMH ve SC verilen grup 0,2 0,6 1,23 0,500
5. RAT

DMH ve SLO verilen grup 0,2 0,6 1,84 0,500
1.RAT

DMH ve SLO verilen grup 0,2 0,6 1,81 0,500
2.RAT

DMH ve SLO verilen grup 0,2 0,6 1,82 0,500
3.RAT

Sadece DMH verilen 0,2 0,636 72,05 0,605

(tedavi Oncesi)(1RAT)

Tablo 2. DMH Verilerek Kolon Kanseri Yapilan Rat Grubuna Ait Biyokimya
Sonuglari
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N Ortalama 1.Kartil 3.Kartil P
CA125 14 0,602 0,6 0,6 0,513
CEA 14 2 0,2 0,2 1
CA19-9 14 8,609 0,5 5,01 0,003*
AFP 14 0,530 0,915 0,602 0,745

p>0,05

Tablo 3. DMH; DMH + SC ve DMH + SLO iyilestirmelerine gore karsilastirilmasi.

Tablo 3'de DMH verilmesine karsin tedavi edici olarak kikirdak ve yag kullanimina
yonelik deney sonuglarinin karsilastirilmasina iligkin Kruskal Wallis testi sonuglari
verilmistir. Buna gore sadece DMH, DMH + SC ve DMH + SLO iyilestirmeleri
arasinda CA19-9 degerleri agisindan istatistiksel olarak fark gézlenmistir (p<0,05).

Tabloya gore CA19-9 tiimor marker1 agisindan, DMH verilen ratlarda diger
markerlara gore daha fazla yilikselme oldugu gézlenmis, DMH+ SC ve DMH+SLO
verilen ratlarda CA19-9 degerlerinin diistigi goriilmiistir. Bu diistis SC’de SLO’ya
gore daha fazla oldugu tesbit edildiginden dolayi, tedavi etme basarist olarak SC’nin

SLO’ya gore daha basarili oldugu sdylenebilir.
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CAT SOD MDA GPX
KONTROL grubu 1.RAT 130 0,87 22,00 54,60
KONTROL grubu 2.RAT 154 2,70 39,20 73,56
KONTROL grubu 3.RAT 125 3,17 24,80 72,28
Sadece FA verilen grup 1.RAT 2028,03 488,40 98,29 1016,22
Sadece FA verilen grup 2.RAT 1508,40 18,07 49,09 397,32
Sadece FA verilen grup 3.RAT 869,59 32,02 40,91 481,37
Sadece FA verilen grup 4.RAT 1758,68 322,12 105,48 1153,75
Sadece FA verilen grup 5.RAT 864,83 14,51 33,64 580,70
FA ve SC verilen grup 1.RAT 607,39 27,94 40,00 435,52
FA ve SC verilen grup 2.RAT 609,78 14,51 21,82 588,34
FA ve SC verilen grup 3.RAT 521,58 9,13 22,73 489,01
FA ve SC verilen grup 4.RAT 605,01 12,5 23,64 664,75
FA ve SC verilen grup 5.RAT 411,94 5,40 41,00 756,43
FA ve SC verilen grup 6.RAT 404 7,31 48,00 75,24
FA ve SC verilen grup 7.RAT 340 7,31 44,05 66,29
FA ve SLO verilen grup 1.RAT 266 4,30 38,25 88,40
FA ve SLO verilen grup 2.RAT 157 3,46 45,05 91,15
FA ve SLO verilen grup 3.RAT 161 3,33 26,70 49,87
FA ve SLO verilen grup 4.RAT 198 2,31 31,50 66,08
FA ve SLO verilen grup 5.RAT 210 3,84 43,10 66,67
FA ve SLO verilen grup 6.RAT 232 4,72 38,25 71,28
FA ve SLO verilen grup 7.RAT 208 2,11 31,50 64,33
FA+SLO (1RAT-tedavi siiresinde) | 1758,68 322,12 105,48 1153,75
FA+ SC (LRAT-tedavi siiresinde) 2028,03 488,40 98,29 1016,22

Tablo 4. FA Verilerek Akciger Hasar1 Olusturulan Rat Grubuna Ait Biyokimya
Sonuglari.
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N Ortalama 1.Kartil 3.Kartil P

CAT 19 560,465 188,75 673,542 0*
GPX 19 336,507 66,575 582,61 0,007*
MDA 19 41,318 26,225 44,3 0,125
SOD 19 45,001 3,29 15,4 0,001*
p>0,05

Tablo 5. FA; FA + SC ve FA + SLO iyilestirmelerine gore karsilagtirilmasi.

Tablo 5'deki sonu¢ dikkate alindiginda FA’nin akciger iizerine olan toksik etkileri
karsilagtirilmistir. FA, FA + SC ve FA + SLO degerlerine bakildiginda
CAT(Katalaz), GPX(glutatyon peroksidaz) ve SOD(siiperoksit dismutaz) degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir(p<0,05). Sadece

MDA (malondialdehit) degerinde fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Antioksidan etkiler agisindan 3 enzim (CAT, SOD ve GPx) degerleri FA
uygulamasinda kontrole kiyasla artmakta, tedavi edici olarak hem SC hemde SLO
verilmesi bu 3 enziminde diizeyinde sadece FA verilen grubun degerlerine gore
diiserek hicbir uygulama yapilmayan kontrol grubu verilerine yaklastigi
goriilmektedir. Kendi icerisinde karsilagtirma yaparsak SC’ ye kiyasla 6zellikle SLO
verilmesi bu 3 enziminde diizeyinde sadece FA verilen gruba gore ¢ok belirgin
diisiise neden olmus olup; FA uygulamasinin toksik etkisi bu 3 enzimin daha fazla
antioksidan etki ortaya koymalar ile kendini gostererek ylikselmis ancak, SC ve
SLO uygulamalarinda gelisen tedaviye baglh olarak savunma ihtiyacinin azlig ile

diizeylerinde azalma ortaya ¢ikmustir.

Biyokimyasal parametrelerden MDA degerlerine baktigimizda ise, FA verilen
ratlarda lipit peroksidasyonuna bagli olarak fazla miktarda arttigimi, SC ve SLO
verilmesi sonucu baglayan hasar tamiri ile bu degerlerin diistiigiinii, yine de kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bu degerlerin kontrol grubunun biraz iizerinde kaldiginm
gormekteyiz. Buradan yola ¢ikarak SC ve SLO’nun hasarin tamiri agisindan belli
derecelerde iyilesme saglamistir diyebiliriz. MDA degerlerini diisiirmede ise SC ve

SLO yaklasik ayni diizeyde basar1 gostermistir.
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Tedavi Bakimindan:

N Ortalama 1.Kartil 3.Kartil P
CEA 17 0,2 0,2 0,2 1
CA19-9 17 8,609 0,915 5,01 0,013*
CA125 17 0,602 0,6 0,6 0,643
AFP 17 0,53 0,5 0,602 0,002*

p>0,05
Tablo 6. DMH igeren gruplarin iyilestirmelerine yonelik kontrol grubu ile
karsilastirilmasi.

Tablo 6 incelendiginde DMH igeren gruplarin ve kontrol grubu biyokimyasal
sonuglari karsilastirildiginda CA19-9 ve AFP degeri arasinda istatistiksel olarak fark
tespit edilmistir(p<0,05). Buna ragmen CEA ve CA125 degerleri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). DMH uygulamasi ile kanser
olusumu ve tedavi edici olarak verilen kikirdak ve SLO uygulamalarinin bu hasari
karsilamadaki etkileri arasinda kontrol grubu ile karsilastirdigimizda CA19-9 ve AFP
degeri bakimindan istatistiksel olarak fark tespit edilmistir(p<0,05). Bu farklilik
belirgin olarak CA19-9 da kendini daha fazla gostermis olup sadece DMH uygulanan
gruplarla tedavi edici olarak verilen SC ve SLO uygulamalari arasinda degerlerde
belirgin diisiis gozlenmistir. Yani SC ve SLO uygulamalari kanserlesmeyi

engelleyici olarak tedavide basarili bulunmustur.

Kendi iginde kiyaslaninca tedavi basarisi agisindan SC SLO’ya kiyasla daha iy1
sonug vermistir. AFP acisindan ise farklilik kontrole kiyasla ¢ok belirgin olmamakla
beraber yine SC agisindan daha fazla diisme gozlenmis ve tiimor marker1 olarak
kullanilan degerdeki bu diisme 6zellikle SC’nin tedavide basarili oldugu sonucunu

dogurmaktadir.
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N Ortalama 1.Kartil 3.Kartil P

CAT 22 560,465 188,75 673,542 0,006*
MDA 22 41,318 26,225 44,3 0,138
SOD 22 45,001 3,29 15,4 0,019*
GPX 22 336,507 66,575 582,61 0,138
p>0,05

Tablo 7. FA igeren gruplarin iyilestirmelerine yonelik kontrol grubu ile
karsilastirilmast

Tablo 7’te denek grubunun ve kontrol grubunun iyilestirmelerine yonelik
deney sonuglar1 verilmistir. Buna gore kontrol grubu ve FA igeren deneklerin
biyokimyasal MDA(malondialdehit) ve GPX(glutatyon peroksidaz) degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark gozlenmemistir (p>0,05). Fakat SOD(siiperoksit
dismutaz) ve CAT(Katalaz) degerleri arasinda anlamli bir farklilik gézlenmistir
(p<0,05). Kontrole kiyasla SOD ve CAT antioksidan savunma sistemi enzimlerinin
degerlerinde 6nemli diizeyde bir diisme meydana gelmis olup; kullanilan toksik
etkili FA uygulamasinda bu enzimlerin yiikselerek savunmay baslattigi; tedavi edici
olarak verilen kikirdak ve SLO uygulamalari ile SOD ve CAT antioksidan
enzimlerinin diizeyinde belirgin bir diisme goriilmesi ile bunun tedavide kullanilan
maddelerin bagarisina bagli olarak savunma mekanizmalarina ihtiyacin azalmasi ile
pasifize oldugu seklinde diistiniilmektedir. Tedavi agisindan kendi i¢inde kiyaslama
yapilirsa SLO’nun SC’ye kiyasla degerleri daha fazla diisiirerek daha etkin tedavi
yapabildigi, boylece savunma mekanizmalarina olan ihtiyacin daha fazla azaldig

diistiniilmektedir.
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Grafik 1. FA verilen ve kontrol grubunun MDA degerlerini gosteren grafik.

Grafikte FA verilen grupta, kontrol grubuna gore oksidatif hasara bagli olarak artan

MDA degerleri goriilmektedir.
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Grafik 2. FA verilen ve kontrol grubunun CAT degerlerini gosteren grafik.
Grafikte FA verilen grup ve kontrol grubu arasinda CAT degerleri arasinda belirgin

bir fark oldugu goriilmektedir. Artan deger FA uygulamasina karsin savunma

mekanizmasinin aktif hale geldigini gostermektedir.
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Grafik 3. FA verilen ve kontrol grubunun GPX degerlerini gosteren grafik.

Grafikte FA verilen grupta GPX degerinde kontrole kiyasla bir artis oldugu
goriilmektedir. Artan deger FA uygulamasina karsin savunma mekanizmasinin aktif

hale geldigini gostermektedir.
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Grafik 4. DMH verilen ve Kontrol grubunun CA19-9 degerlerini gosteren grafik.

Grafikte DMH verilen gruptaki orneklerde CA19-9 degerlerinin kontrole kiyasla
arttigin1  gérmekteyiz. Buna goére; DMH uygulamasinin tiimdr marker1 olarak
kullanilan CA19-9 degerindeki kontrole kiyasla yarattifi artisin tiimorlesme

meydana getirmekte oldugunun isareti olarak goriilmektedir.
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4.2. Genetik Bulgular:

Grafik 5. Rat Beta aktin kontrol geni gallsmamflrofili.
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Grafik 8. DMH+SLO-Genetik Analiz Grafigi
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Birinci grafikte DMH kullanim1 ile CHOP ve EDEM1 genlerinin aktivitesinin
distiigi goriilmektedir. CHOP ve EDEM1 gen aktivitesinin diismesi, DMH ‘nin

dokular tizerinde kanserojen etkisi oldugunu gostermektedir.

82



Ikinci grafikte DMH ile birlikte SC aliminda ise CHOP aktivitesinde yiikselme
goriilmistiir. CHOP gen aktivitesi artisi ile timor baskilayict 6zelligini gostermis,
SC dokulardaki tedavi edici etkisini gostermeye baglamistir. ATF4 ve ATF6 nin gen
aktivitelerinde diisme’ nin gézlenmesi ise bunlarin kanserlesmeyi tetikleyici roliiniin
azalmasina sebep olmasi nedeni ile SC’nin dokulardaki tedavi edici etkisini

desteklemektedir.

DMH+SLO grafiginde ise ATF4 ve GRP78 genlerinin aktivitesinin diismesi ile yine

SLO’nun tedavi edici etkisini ortaya koydugu goriilmektedir.
DMH grubunda CHOP ve EDEM1 gen aktivitelerindeki yiikselme ile buna karsin
ATF4 ve ATF6’ nin aktivitelerindeki diisme diizeyi baz alinarak tedavi edicilik

acisindan karsilagtirdigimizda ise SC, SLO’ya gore daha basarili bulunmustur.

Diger genlerin aktivitesinde ise anlamli bir fark gériilmemektedir.
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Grafik 11. FA+SLO -Genetik Analiz Grafigi

Birinci grafikte FA kullanimi ile CHOP ve EDEM1 genlerinin aktivitesinin diistigii
goriilmektedir. Burada FA’ in akciger dokularinda olusturdugu harabiyetten dolay:

tiimor supresor genlerin olumsuz etkilendigi diisiiniilmektedir.
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FA+SC grafiginde GRP78 gen aktivitesinin diistiigli goriilmektedir. Burada tedavi
edici amagla kullanilan SC’nin  GRP78 kanserlestirici gen expresyonunu

baskilayarak etki ettigi diisiiniilmektedir.

FA+SLO grafiginde ise ATF4, ATF6, GRP78 genlerinin aktivitesinin diistigi
goriilmektedir. Yine tedavi edici amagla kullanilan SLO’nun hasar tamiri ile bu
kanserlesmeye sebep olan genlerin expresyonunun azalmasina neden oldugu; buna
karsin CHOP geninin expresyonunu artirarak hasarin tamiri agisindan koruyuculuk

meydana getirdigi tesbit edilmistir.

FA grubunda SC ve SLO’nun tedavi edicilifi agisindan kiyasladigimizda, FA
uygulamasina kiyasla goriillen CHOP ve EDEM1 gen aktivitelerindeki artis ile ATF4
ve ATF6 gen aktivitelerindeki diisme bakimindan 6zellikle SLO’nun daha basarili

oldugu gozlenmektedir.

Diger genlerin aktivitelerinde ise anlamli bir fark goriilmemektedir.
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4.3. Patolojik Bulgular:

C4

Sekil 9. Kolon Kanseri Olusturmak I¢cin DMH Verilen Ratlarin Patoloji Sonuglari.
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A1 deki 6rnek kontrol grubuna aittir. Bu gruptaki rata ¢alisma siiresi boyunca higbir
kimyasal madde verilmemistir. Sonu¢ normal goriinlimlii bir bagirsak dokusuna

aittir.

B1 deki 6rnek sadece DMH verilerek kolon kanseri olusturulmaya calisilan gruba ait
bir ratin bagirsak dokusudur. Bu dokuda c¢alisma sonunda siddetli lenfoid

hiperplaziler geligsmistir.

C4 deki ornek doku DMH verildikten sonra SC verilerek tedavi edilmeye ¢alisilan
gruba aittir. Bu dokuda siddetli lenfoid hiperplaziler lenfoid hiperplaziye gerilemistir.
Sekilde lenfoid hiperplaziler icinde 3 farkli bolgede displazik bezler oldugu

goriilmektedir. Ok igaretleri displazik bezleri gostermektedir.
D3 deki 6rnek doku DMH verildikten sonra SLO verilerek tedavi edilmeye calisilan

gruba aittir. Bu dokuda da siddetli lenfoid hiperplazilerin lenfoid hiperplaziye

geriledigi goriilmektedir.
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G4 H2

Sekil 10. FA Verilerek Akciger Hasar1 Olusturulan Ratlarin Patoloji Sonuglari.
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E2 deki 6rnek kontrol grubuna aittir. Bu gruptaki rata ¢alisma siiresi boyunca higbir

kimyasal madde verilmemistir. Sonu¢ normal goriiniimlii bir akciger dokusuna aittir.

F5 deki ornek sadece FA verilerek akciger hasari olusturulmaya calisilan gruba ait
bir ratin akciger dokusudur. Bu dokuda c¢alisma sonunda siddetli amfizem

gelismistir. Ok isaretleri siddetli amfizemli alanlar1 gostermektedir.

G4 deki ornek doku FA verildikten sonra SC verilerek tedavi edilmeye calisilan
gruba aittir. Bu dokuda siddetli amfizem olan alanlar hafif siddetli amfizemli alanlara
gerilemistir. Sekilde hafif siddetli amfizem alanlar ile birlikte hafif siddetli cuffing,
orta siddetli interalveoler kalinlasma ve multifokal mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 goriilmektedir. Ok isaretleri hafif siddetli amfizemli alanlar

gostermektedir.

H2 deki 6rnek doku FA verildikten sonra SLO verilerek tedavi edilmeye ¢aligilan
gruba aittir. Bu dokuda da siddetli amfizem olan alanlar orta siddetli amfizemli
alanlara geriledigi goriilmektedir. Ayrica hafif siddetli cuffing de mevcuttur. Ok

isaretleri orta siddetli amfizemli alanlar1 gostermektedir.
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SKORLAMA

0. Yok

1. Hafif Siddetli

2. Orta Siddetli

3. Siddetli

4. Cok Siddetli

Amfizem Cuffing Interalveoler Interstisyel
Kalinlasma Pnoémoni

Kontrol 2 2 0 0
FA 3 0 0 2
FA +SLO 2 1 0 0
FA + SC 1 1 2 0

Tablo 8. FA Verilerek Akciger Hasar1 Olusumunda Skorlama Tablosu

Dizplazi Lenfoid Hiperplazi
Kontrol 0 0
DMH 0 3
DMH +SLO 0 2
DMH + SC 2 2

Tablo 9. DMH Verilerek Kolon Kanseri Olusumunda Skorlama Tablosu
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4.4. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

MTT analizi i¢in 96 well’lere 1000-100.000 hiicre araliginda sayilmis olan Caco-2
hiicreleri esit oranda ekilmis ve bir gece boyunca kiiltiire edilmistir. Ardindan 25
mg/ml oraninda hazirlanan MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromid) boyast her bir kuyuya 10 pL olacak sekilde
dagitilmigtir. 4 saat 37°C, %5 CO; etiivde inkiibe edilmistir. Ardindan boya atilip
tizerine karanlik ortamda 100 uL DMSO eklenmistir. Plate’ler karanlik ortamda

tutularak ELISA plate reader’da 490 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmustir.

SC Caco-2 igin ; IC50 etkin doz degeri 6.saatte 120 mg/1 olarak bulunmustur.

k 0,5495

80 mg/l | 0,504958

120mg/l | 0,338333

160 0,369444
mg/l

200 0,444
mg/l

Grafik Baslig

0,3
0,2

0,1

k 80mg/l 120mg/l 160 mg/l 200mg/l

Grafik 12. IC50 etkin doz degeri grafigi (6. saatte ve 120mg doz).
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Bu deger SC’nin 6. saatte ve 120mg doz verildiginde en etkin sekilde kanser

hiicrelerinin 6liimiine neden olabildigi anlamina gelmektedir.

SLO Caco-2 i¢in; IC50 etkin doz degeri 24.saatte 200 mg/1 olarak bulunmustur.

k 0,633

80 mg/l | 0,420167
120mg/l | 0,416292
160 0,365417
mg/I
200 0,364583
mg/I

Grafik Baslig

k 80mg/l 120mg/l 160 mg/l 200mg/l

Grafik 13. IC50 etkin doz degeri grafigi (24. saatte ve 200mg doz).

Bu deger SLO’nun 24. saatte ve 200mg doz verildiginde en etkin sekilde kanser

hiicrelerinin 6liimiine neden olabildigi anlamina gelmektedir.
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5. TARTISMA

5.1. DMH Uzerine Yapilmis Cahsmalar

Yapilan calismalarda deneysel kanser olusturmak i¢in degisik dozlarin degisik
stirelerde uygulandig1 goriilmektedir. Thurher ve ark.’nin (1973) yaptigi ¢alismada
farelere haftada tek doz seklinde 24 hafta siiresince (20 mg/kg) DMH uygulanmis ve
tedavinin baslangicindan 186 giin sonra hayvanlarin % 90’inda kolon kanserinin
olustugu rapor edilmistir. DMH’in kolon kanseri olusturmak i¢in kullanildigi bu

calismanin sonuglar1 bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Jackson ve ark. (1999) ise farelere 6,8 mg/kg DMH dozunu 1, 5, 10 ve 20 hafta
stiresince uyguladiktan sonra, fareleri iki y1l boyunca takip etmistir. DMH dozundaki
artisin farelerin hayatta kalma siiresini azalttigini tespit etmistir. Ayrica toplam 34,
68 ve 136 mg/kg DMH alan hayvanlarin sirasiyla % 26, % 76 ve % 87’sinde kolon
timorlerinin gelistigi belirtilmistir. Bu sonuglar arastirmamizda da kullandigimiz

DMH’in etkilerini desteklemektedir.

Diger arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligsmalarda ise DMH uygulamasina ait
doza bagl degisimler 10-30 mg/kg arasinda, siireye bagl degisimler ise 1 hafta ile
22 haftalik uygulama arasinda degismekte olup, DMH hayvanlara subkutan veya
intraperitonel tarzda uygulanmistir. Bu calismalarin hemen hepsinde de kolon
mukozasindan histopatolojik degisikler rapor edilmistir (Wang ve ark 2004,
Kingsnorth ve ark 1985; Newell ve Heddle 2004; Moorghen ve ark 1998; Leblanc ve
Perdigon 2004; Kozoni ve ark 2000; Wu ve ark 1994). Bu c¢alismalar, DMH’in

kanser yapici etkisinin ispatlanmasi agisindan deneysel modelimizle uyumludur.

Cooper ve ark., (1978) farkli wrklar tizerinde DMH’1in etkisini inceledigi
calismasinda DMH’1in aktivasyon ve inaktitivasyonuna karigan metabolik yollarin
hayvanlarin g¢esitli irklarinda ve organlarinda farkli bir sekilde etkili oldugunu

bildirmislerdir.
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Cesitli fare wrklarinda (Balb/C, C57BL/6J ve C3H) DMH uygulamas1 yapan
Kuraguchi ve ark. (2001) DMH uygulamasina kars1 Balb/C farelerinin C57BL/6J
farelerinden 10 kat daha fazla ve C3H farelerinin ise C57BL/6J farelerinden 5 kat
daha fazla yanit verdigini ve DMH’a kars1 en hassas irkin Balb/C tiirii oldugunu

rapor etmistir.

Heijstek ve ark. (2005) kolorektal kanser gelisme oraninin kullanilan
karsinojen’in dozu, uygulama siklig1 ve siiresine bagli oldugu kadar uygulama
sekline de bagli oldugunu bildirmistir. Deneysel modelimizde kanserojen madde
olarak kulladigimiz DMH subcutan olarak uygulanmis ve 10 aylik bir ¢alismadan

sonra sonuglar alinmaya baslanmaistir.

Karaca ve arkadaslarinin kolon kanseri indiiklenmesi ile ilgili yaptigi bir
calismada, DMH’nin tekrarlanan dozlar1 sonucunda, farelerde uzun bir sessizlik
doneminden sonra kolonik tiimorlerin gelistigi gozlemlenmistir (Karaca ve ark
2010). Calismamizda da benzer sekilde DMH’nin tekrarlanan dozlar1 sonucunda,

uzun bir sessizlik doneminden sonra gelisen displazileri gozlemlemekteyiz.

Yiiksek diizeyde lifli veya yagh gidalarla uzun siireli beslenme kalin bagirsak
mukuzasini degistirmektedir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada ratlara DMH verilerek
kalin bagirsak emilim diizeyi test edilmeye calisilmigtir. Erkek Sprague-Dawley cinsi
ratlar 6 hafta siire ile 4 diyetten (%12 ve % 47 lik kalorili misir 6zii yagi ve %15+ lif
igerikli bugday) biri ile beslemeye tabi tutulmus ve sonrasinda DMH emilimi ve
safra asit atilimi test edilmis. DMH emilimi en fazla yiiksek misir 6zl yagi ile
beslenenlerde bulunmus. Lif icerigi ise safra asit atilimini degistirmis olup, lif diizeyi
arttikga safra asit atilimi azalmis. Bu sonuglara gore yiiksek yagla beslenmenin
DMH emilimini artirmakta oldugu sonucuna varilmistir. (Schuette ve Rose 1986).
Schuette ve Rose (1986), DMH’1n kolon kanserini indiikledigi yoniindeki bulgulari,

bizim caligsmamiz ile paralellik gostermektedir.
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Rat kalin bagirsak epitel hiicre artisina farkli diizey kalin bagirsak asit
iceriginin etkisi incelenmis baska bir ¢alismada, safra asit igerigi 4 hafta siire ile
deoxycholic veya lithocholic acid enjeksiyonu ile veya yemlerinin yag ve lif icerigi
artirtlarak degistirilmistir. DMH, uygulama baslamadan 1 hafta 6nce ratlarin yarisina
verilmis, Kalin bagirsak epitel hiicre artisi [3H]thymidine autoradiografi ile 6l¢iilmiis
ve sonugta DMH uygulamasida dahil olmak tizere asit igeriginin artig1 ve bugday
kepegi ile beslemenin kalin bagirsakta azda olsa hiperplaziyi tesvik ettigi
goriilmiistiir. (Glauert ve Bennink 1983). Bu ¢alismada DMH’in kolon kanserinin

olusumunu artirdig1 yoniindeki bulgulari, bizim ¢alismamiz ile uyum gostermektedir.

Baska bir calismada erkek Wistar sicanlar1 6 gruba ayrilmistir. Bunlardan
negatif kontrol grubuna DMH verilmemis, kontrol grubuna ise DMH (20mg/Kg v.a.)
enjekte edilmistir. Kalan 4 gruba ise DMH +F. assa- foetida ekstrakti kemopreventif
ve kemoterapotik olarak (6.25 and 12.5 mg/Kg v.a.) verilmis, ekstrakt etkilerinin
ol¢timii igin hepatik oksidatif stres/antioksidan parametreleri, malondialdehit (MDA),
glutatyon (GSH), ve plazmada demir indirgeme kapasitesi (FRAP) ile
detoksifikasyon enzimlerinden glutatyon S transferaz (GST) ve Sitokrom P450
(CYP450) saptanmustir. Ayrica histopatolojik analizlerden sonra kalin bagirsak
dokusunda kalin bagirsak B-katenin proteini de incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore F. assa-foetida ekstraktlar1 yiikselmis CYP450, FRAP ve B-katenin diizeylerini
onemli derecede tersine ¢evirmis ve ayrica GST (aktivitesini ve proteini) ve GSH
diizeylerinin indirgenmesini ayarlamistir. Ekstrakt uygulanmis gruplarda, karaciger
dokusunun histolojik analizleri de yukaridaki sonuglarla uyumlu olarak anormal kript
odaklarin olusumunda azalma oldugu goriilmistir. Elde edilen bulgular
ekstraktlarin, DMH ile indiiklenmis kalin bagirsak kanserlerinde kemopreventif ve
kemoterapotik etkileri oldugunu, kalin bagirsaktaki DMH metabolizma siirecleri
tizerindeki faydali etkileri ile gosterilmistir. (Fatemeh ve ark., 2015). Bu ¢alismada
DMH uygulamasi ile kolon kanseri indiiklenmis ve deneysel modelimizdeki gibi
kolon dokusunda erken evre kanser olarak nitelendirilen displaziler gelistigi

gozlemlenmistir.
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5.2. Kolon Kanserinde Tyilestirici Etki Gosteren Maddeler Uzerine Yapilms

Cahismalar

Probiyotiklerin iilser, gida alerjileri, immun sistem Yetersizlikleri ve kanser gibi
saglik sorunlarina yararl etkileri oldugu bilinmektedir. Probiyotikler, fermente siit
tirtinlerinin tliketilmesi sonucu konak canlida sagliga yararli etkiler ortaya koyan
canli mikrobiyel gida katkilar1 olarak bilinmektedir. Probiyotiklerin etkilerini ortaya
koyabilmeleri i¢in giinliik 108- 109 hiicrenin alinmasi, iriinii kullanirken 106-107
kob/ml probiyotik bakteri igermesi gerektigi vurgulanmaktadir (Vinderola ve ark.,
2000; Kailasapathy ve Chin, 2000). Bu sonuglar, ¢alismamizda SC ve SLO’nun

kanser olusumunu azalttig1 yoniindeki bulgularimizla benzerlik gostermektedir.

Probiyotiklerden en ¢ok Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri iizerinde
durulmaktadir. Uygun miktarlarda tiiketildiklerinde patolojik kosullarin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesinde yararli etkileri vardir. En 6nemli mekanizmalarindan biri de
antimikrobiyal madde iiretmek suretiyle patojenlerin inhibisyonudur (Yildirim,
2005). Bu ¢alismada Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin patolojik kosullart
onlemede ve dolayisiyla tedavide kullanilmasi ile elde edilen sonuglar, deneysel

modelimizdeki SC ve SLO’nun tedavi edici etkisi ile benzerlik gostermektedir.

Lactobacillus plantarum’un Tnf a’nin bagirsak epitel hiicreleri tizerine olumsuz
etkilerini hafifletmesine yonelik yapilan bir calismada, uyarilmis TNT- o’nin
transepiteliyal elektrik direncinin L. Plantarum tarafindan inhibe edildigi

kaydedilmistir (Ko ve ark., 2007).

L. plantarum’un farelerdeki fibrosarkomlara karsi antitiimor ve antimutajenik
aktivitesinin olduguna iliskin ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, N-
methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine’e karsi L. plantarum’un %98.4 oraninda etkili
oldugu bildirilmistir (Park ve Ho Rhee, 2001). Calismamizda da SC ve SLO’nun
displaziler {izerine antitimor ve antimutajenik etkisinin olduguna iliskin bulgular L.

plantarum’un etkileri ile benzerlik géstermektedir.
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L. plantarum’un tomor immunoterapatisindeki etkisinin arastirildigr bir
calismada, konjenital P388DI timor hiicreleri iizerine, interleukin-12° nin
calismadig ya da hasar gordiigli durumlarda, giinliik dozlarda verilen L. plantarum
L-137’nin antitimor etkisinin oldugu bildirilmistir (Murosaki ve ark., 2000). L.
Plantarum’un antitiimor etkileriyle ile 1ilgili ¢aligma raporlar1 bizim ¢alisma

sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

L. rhamnosus’un yapilan genetik arastirmalarda bagirsaktaki bir¢cok zararh
bakterinin gelisimini inhibe ettigi ispatlanmistir. Yogurtta ve diger siit iiriinlerinde
dogal preservatif olarak kullanilan L. rhamnosus’un in vitro ve in vivo etkilerinin
oldugu kaydedilmistir. Atopik ¢ocuklarda, L. rhamnosus’un interleukin-10’un
olusumunda etkisinin incelendigi ¢alismada, serumdaki interleukin diizeyinin arttig1
belirlenmistir (Pessi ve ark., 2000). Bu sonuclar arastirmamizda kullandigimiz SC ve

SLO’nun bagisiklik sistemini giliglendirici etkileri ile benzerlik gostermektedir.

Morin, incir ve moraceae ailesine ait diger bitkilerde bulunan bir flavonoid
olup ratlarda DMH’in neden oldugu 50 mg/kg viicut agirligi dozundaki biyokimyasal
ve histolojik degisiklikleri inhibe ettigi gosterilmistir (Karthik ve ark., 2010).
Morin’in, DMH'in neden oldugu histolojik degisiklikleri inhibe ettigini gésteren bu

calismanin, bizim ¢alismamizdaki sonuglarimizla uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Esculetin, bitkilerde bulunan ve anti-inflamatuar (Witaicenis ve ark., 2010),
antioksidatif (Kaneko ve ark., 2003), antitimor aktiviteye sahip olan bir kumarin
tirevidir. Morin ve esculetin takviyesi  kateinin/ c-myc sinyallemesi yoluyla etkili
bir sekilde tiimor metabolizmasini hedefler ve ratlarda kolon kanserini ortadan
kaldirmak i¢in glikoliz ve glutaminolizi etkiler. Sharada ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, morin'in anti kanser etkisinin esculetin'den daha fazla oldugu
belirlenmistir. (Sharada ve ark., 2017). Yapilan bu ¢aligmadaki morin ve esculetinin
kanser iizerindeki tedavi edici etkileri ve morin'in anti kanser etkisinin esculetin'den
daha fazla oldugunun belirlenmesi sonucu; ¢alismamizda SLO’nun SC’ye gore daha

fazla tedavi edici oldugunun belirlenmesi ile benzer sonuglar gostermistir.
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Blum ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, DMH vererek proliferasyon
olusturduklar1 fare kolonuna, daha sonra morin ve / veya eskuletin vererek bu
maddelerin antiproliferatif potansiyelleri arastirilmistir. Arastirma sonucunda DMH
verilen ratlarin kolonunda bulunan onkogenlerin, ratlar morin ve / veya esculetin ile
desteklendiginde, bu fitokimyasal maddelerin antitimor etkisinin  hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek sagladigi gorilmistiir (Blum ve ark., 2001). Blum ve
arkadaslarinin morin ve / veya eskuletin ile ilgili ¢alisma raporlar1 ve sonuglar1 bizim

calisma sonuclarimizla uyum gostermektedir.

Normal hiicrelerde myc aracili biiyiime faktorii uyarimi, biyokiitle birikiminde
doruga ulasan glikoz, glutamin ve diger besin maddelerinin igerigini arttiran genleri
aktive eder. Bu myc tarafindan yonetilen biyokiitle birikimi ve ¢ogalmasi genellikle
kontrol altinda tutulur. Normal hiicre proliferasyonunun aksine kanser hiicreleri,
glikoz veya glutamin gibi besin maddelerine bagimli olan onkojen kaynakli hiicrelere
neden olan, myc tarafindan yonlendirilen diizensiz Dbiyokiitle birikimi
sergilemektedir. Ayrica glikolizi uyardigi ve genis bir metabolik enzim ¢esidinin
ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Lin ve arkadaglarinin DMH vererek c-
myc oranini artirdigi ratlarda yaptiklar: bir ¢aligmada, bagirsak kanserinin metabolik
yeniden programlamasinda morin ve / veya esculetinin énemli roliinii kesfetmislerdir
(Lin ve ark., 2012). Morin ve / veya eskuletin ile ilgili yapilan bu ¢alisma raporlari

da bizim ¢alisma sonuglarimizla paralellik gostermektedir.
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5.3. FA Uzerine Yapilmis Cahsmalar

Yapilan bir ¢alismada E vitamini takviyesinin 4, 12 ve 18 aylik erkek Wistar albino
farelerinden daha yasli olanlarda SOD degerini arttirdigi gozlemlenmistir(Kurt,
2008). Baska bir calismada Istiridye mantarlarinin (Pleurotus ostreatus ) antioksidan
aktivitelerini gdzlemlemek iizere yasl ve geng farelerde MDA, CAT, SOD ve GPX
degerleri incelenmis. Sonugta 6zellikle yasli farelerde P.ostreatus ekstrakti ile islemin
antioksidan durumu diizeltilebilecegi elde edilen CAT, SOD ve GPx’m
aktivitelerindeki artis ve MDA seviyesindeki diisme ile gosterilmistir(Jayakumar,
2007). Calismadaki biyokimyasal inceleme ve elde edilen biyokimyasal degerler,

sonuglarimizla uyum gostermektedir.

Bagka bir ¢alismada toplam 16 adet Wistar — Albino cinsi erigkin erkek sigcan
iki gruba ayrilmis ve incelenmistir. Grup I’deki siganlar kontrol grubu olarak
kullanilmis ve intragastrik gavaj yontemi ile serum fizyolojik verilmistir. Grup
II’deki siganlara ise, 400 mg/kg dozundaki omega — 3 yag asidi intragastrik gavaj
yontemi ile giinliik olarak verilmistir. Alt1 haftalik deney siiresinden sonra si¢anlar
dekapitasyon yontemi ile Oldirilmustiir. Hayvanlardan alinan bobrek doku
orneklerinde malondialdehit (MDA) diizeyi ve superoksit dizmutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH - Px) enzim aktiviteleri spektrofotometri yontemi ile tayin edilmis
olup, omega — 3 yag asiti verilen siganlarin bobrek SOD ve GSH — Px aktiviteleri
istatistiksel agidan anlamli bir sekilde artarken MDA diizeylerinde ise kontrol
grubuna gore anlamli bir diisiis i¢inde oldugu tespit edilmistir. Buna gore; Omega — 3
yag asitlerinin sican bobrek dokusunda antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi,
oksidatif hasar1 Onledigi ve bdbrek dokusu {iizerinde koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir. Omega — 3 yag asidi verilen grubun bobrek SOD ve GSH Px enzim
aktivite degerlerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artis sergiledigi belirlenmis olup, oksidatif hasar1 isaret etmesi bakimindan
onemli bir parametre olan MDA degerinin ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda
omega — 3 yag asidi verilen grupta tedavi edici olarak istatistiksel yonden anlaml1 bir

diisiis sergiledigi tespit edilmistir(Giilcen ve ark., 2012)
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Antioksidan savunma sistemi, lipid peroksidasyon siirecinin baslamasinda
kritik rolii olan reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde 6nemlidir. Omega — 3 yag
asitleri TNF-alfa ve IL-1 beta gibi proinflamatuar sitokinlerin olusumunu azaltir.
Daha Once yapilmis olan bir takim arastirmalarda FA toksisitesi sonucu akciger,
bobrek ve prefrontal korteks de olusan oksidatif hasarin omega — 3 yag asitleri
tarafindan engellendigi gosterilmistir. (Giilcen ve ark., 2012). Bu ¢alisma da bizim
calismamizi FA’in toksisite ve harabiyeti artiric1 6zelligininin ispatlanmasi agisindan

desteklemektedir.

Benzer bagka bir ¢aligmada Demir-dekstran +vitamin E takviyesi ile ¢alisilan
grubun kontrol grubuyla karsilastirilmasinda {i¢ antioksidant SOD, GSH-Px, CAT
enzimlerin  aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonuca gore bagimsiz demir ve E vitamini takviyesi ile, olusan
serbest radikallerden kaynakli toksik oksidatif hasarin 6nlenebilecegi ifade edilmistir.
(Kurt 2008). Bu sonuglar aragtirmamizda kullandigimiz biyokimyasal degerler ile

benzerlik gostermektedir.

Yapilan baska bir calismada FA uygulanan ratlarda SOD, XO ve MDA
diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit
edilmigtir. CAT degerlerlerinde ise, anlamli bir azalma goriilmiistiir. Bu grubun 151k
mikroskobik incelemesinde, terminal bronsiollerde kanama ve epiteliyal hiicre
dokiilmelerinin oldugu gozlenmistir. Ayrica, pulmoner interstisyumda kanama
alanlarinin oldugu ve hemosiderin yiikli makrofajlarin yaygin olarak bulundugu
tespit edilmistir.(Zararsiz ve ark., 2004a). Calisma, FA’in terminal bronsiollerde
kanama ve genel akciger hasarini indiikledigi yoniindeki bulgulari, bizim ¢alismamiz

ile paralellik gostermektedir.
Izole rat hepatositlerinde yapilan deneysel bir ¢alismada FA’in diisiik

konsantrasyonlarinin bile oksidatif hasara yol a¢tig1 bildirilmistir. (Teng ve ark.,

2001). FA’in harabiyeti artirici rolii bizim ¢alismamizca da teyid edilmistir.
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Bagka bir ¢aligmada ratlara solunum yoluyla FA uygulanarak karaciger
dokusunda CAT aktivitesinin azaldigi ve SOD aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.
(Sarsilmaz ve ark., 2000).

Thrasher ve Kilburn fareleri ¢iftlestirmeden oOnce, ciftlestirme esnasinda ve
gebelik siiresince FA’e maruz biraktiklarinda, embriyo Oliimlerinin, fetusa ait
anomalilerin arttigini, askorbik asit konsantrasyonunun azaldigini, &zellikle
dogumdan sonraki 4. ayda endoplazmik retikulum, lizozomlar ve mitokondrilerin
enzimlerinde anormalliklere, demir eksikligiyle artan metabolik asidoza sebep
oldugunu belirtmislerdir (Thrasher ve Kilburn 2001). Bu ¢alisma sonuglarinin bizim

modelimizdeki sonuglarimiz ile uyum gosterdigi gozlenmistir.

Girel ve ark. (2005) FA’nin hipokampus ve frontal korteks iizerinde toksik etki
yaparak, her iki beyin bolgesinde noéral dejenerasyon olusumuna neden oldugunu

tespit etmislerdir.

Basgka bir ¢alismada FA uygulamasinin sican hipokampusunda olusturdugu
oksidatif hasarin, -3 yag asiti uygulamasi ile 6nlendigi tespit edilmistir (Zararsiz ve
ark., 2007). Bu sonuglarin, bizim modelimizde elde ettigimiz FA’in oksidatif hasari

tetikledigi yoniindeki bulgularimizla ayni yonde oldugu gozlenmistir.

Kus ve ark. (2004), erkek sicanlara 14 giin boyunca giin asir1 olarak i.p yolla
uyguladiklart % 10’luk formaldehitin yan1 sira 25 mg/kg dozunda tedavi edici olarak
melatonin uygulamas: vermisler ve FA maruziyeti sonucu prefrontal kortekste
oksidatif hasarin olustugunu ve bu hasarin melatonin uygulamasi ile onlendigini
tespit etmislerdir. FA’in etkileriyle ile ilgili ¢alisma raporlar1 ve sonuglari bizim

calisma sonuglarimizla paraleldir.
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5.4. Akciger Hasarlarinda Tyilestirici Etki Gosteren Maddeler Uzerine Yapilmig

Cahismalar

FA maruziyeti sonucu akciger hasarmma karsi melatonin hormonunun koruyucu
etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, FA maruziyeti ile birlikte melatonin verilen
ratlarda FA’in neden oldugu histolojik degisikliklerin azaldig tespit edilmistir. SOD,
XO ve MDA diizeylerinde de anlamli bir azalma goriilmiistiir.(Zararsiz ve ark.,
2004a). FA’in akciger hasarinmi tetikledigi ve melatoninin koruyuculugunun

desteklendigi ¢calisma raporlar1 bizim ¢aligma sonuglarimizla paraleldir.

Zararsiz ve ark.(2004b), FA maruziyeti sonucu rat akciger dokusunda
olusturulan hasarin iyilestirilmesi amagli omega-3 yag asitlerinin koruyuculugunu
arastirmiglar, omega-3 yag asidi uyguladiklart hayvanlarda bronsial kanama ve doku
yapisinin diizeldigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada akciger hasarin iyilestirilmesi
amacl kullanilan omega-3 yag asitleri ile bizim calismamizda kullanilan SC ve

SLO’nun koruyucu etkisi ile ilgili sonuglar benzerlik gostermektedir.

Akytirek ve ark. (2005), akciger kanserli hastalarda alternatif tedavi kullanimi
lizerine bir c¢alisma yapmis, hastalarin %63 oraninda alternatif tedaviyi
kullandiklarini tesbit etmiglerdir. Bu hastalardan bitki kullananlar %359 (1sirganotu
veya tohumu), multivitamin alanlar %23; SC kullananlar ise %11 oraninda
bulunmustur. Calismadaki sonuglar SC’in  koruyucu etkisinin desteklenmesi

acisindan deneysel modelimizle uyumludur.

Erdostein(mukolitikler grubundan bir etkin madde), on yili askin bir siiredir
kronik akciger hastaliginda kullanilan bir ilagtir. Yapisindaki siilfidril gruplar
sayesinde mukolitik, serbest radikal tutucu ve antioksidan etkileri vardir. Lipid

peroksidasyonunu, nétrofil infiltrasyonunu ve hiicre apoptozisini Onler (Moretti ve

Marchioni 2007).
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Bir ¢alismada bleomisin(kanser tedavisinde kullanilan antitiimoéral etkili bir
ilag) kaynakli akciger fibrozisinde, akcigerlerde glutatyon ve SOD seviyelerinin
distiigii goriilmiistiir. Oral olarak alinan erdostein, bu etkileri ortadan kaldirarak
notrofil  etkinligini  engellemis ve serbest radikal tutucu etkisiyle lipid
peroksidasyonunu azaltmistir (Boyaci ve ark.,, 2006). Calismada erdostein,

calismamizdaki SLO ve SC ile benzer tedavi edici etki gostermistir.

Kaklikkaya ve ark. (2010), yaptiklar1 bir calismada, deneysel iskemi-
reperfiizyon (I/R) modelinde kullanilan etil piriivat uygulamasinin kan ve doku
orneklerindeki MDA seviyeleri ve etkilerini belirlemislerdir. Bunun i¢in 32 adet
Spraque Dawley cinsi disi siganlari, dort gruba ayirmislardir. Gruplar sirasiyla grup
1; sham grubu, grup 2; etil piriivat verilen sham grubu, grup 3; I/R grubu (kontrol
grubu), grup 4; etil piriivat verilen I/R grubu (¢alisma grubu) olarak ayrilmistir.
Iskemi-reperfiizyon gruplarinda ii¢ saat iskemi ve iki saat reperfiizyon
uygulamislardir. Deney baslangicindan bes saat sonra siganlari sakrifiye ederek kan
ve akciger doku ornekleri almislar, MDA seviyelerini dl¢gmiislerdir. MDA seviyeleri
ve akciger dokusu MDA seviyeleri grup 4’te, grup 3’e gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Sonug olarak; etil piriivatin, iskemi ve reperfliizyon sonucu olusan
akciger hasarma kars1 koruyucu etkisi oldugu tesbit edilmistir. Bu c¢aligmadaki

biyokimyasal parametreler, ¢alismamizdaki sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Solunum yoluyla alinan komiir tozu, Ozellikle maden isgilerinde akciger
hastaliklarina sebep olur. MDA, NO, XO seviyeleri yiikselir, akciger doku ve
eritrositlerinde 1L-6 ve TNF-a olusur. Erdostein’in antioksidan enzim seviyelerini
arttirarak ve miyeloperoksidaz aktivitesini azaltarak akciger dokusundaki hasari

onledigi ifade edilmistir. (Armutcu ve ark., 2007).

Bir ¢alismada, B-karoten ve E vitaminin sigara igenlerde akciger kanserini
onledigi, diisiik ¢ikan DNA(8-OHdG) ve protein(karbonil) oksidasyon parametreleri
ile gosterilmistir(Lee ve Park., 2003). Bu koruyucu etkinin ¢alismamizdaki SLO ve

SC ile antioksidan olarak benzerlik gosterdigi anlagilmaktadir.
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B-karotenin antioksidan ya da prooksidan etkisi, akcigerlerdeki oksijen
basincina ve B-karoten konsantrasyonuna baghdir. Yapilan baska bir calismada,
yiiksek oksijen basincinda antioksidan etkinin diistiigii, diisiik basinglarda gii¢lii bir

oksijen tutucusu oldugu gézlenmistir (Zhang ve Omeye 2001)

5.5. SC’min lyilestirici Etkisi Uzerine Yapilmis Cahsmalar

SC tiimdr igerisinde yeni damar olusumunu engellemektedir. Boylece beslenemeyen
timor kiiglilmekte ve zamanla yok olmaktadir. Bu sebeple kopek baligi kikirdak
yapili olmasi nedeni ile tiimor olusumuna karsi engelleyici olarak kullanilabilecek

ideal bir alternatif tip kaynagi olarak goriilmektedir.

Bir ¢alismada yavru bir tavsandan alinan kikirdak, deney hayvanlarindaki
tiimdriin yanina yerlestirildiginde tiimdriin gelisiminin tamamen engellendigi tespit
edilmistir. (Ribatti ve Folkman 2008). Bu c¢alisma kikirdagin anti-anjiogenez

Ozelliginin ¢alismamizla da desteklenmesi nedeniyle uyumludur.

Timor gelisiminde angiogenesis 6nemli bir faktor olup, kanseri tedavi etmede
bu mekanizmanin engellenmesi bir ¢are olarak diistiniilmektedir. Kikirdak giiclii
antiangiogenik aktiviteye sahip dogal bir kaynak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. SC
extraktl insan ve hayvanlarda antiangiogenik ve antitiimor aktivitesi gostermektedir.
SC’nin oral yolla alinimiyla angiogenesis’in azaldigi ifade edilmistir. SC’ndan izole
edilen antiangiogenik faktorler arasinda U-995 ve neovastat (AE-941) gelmekte olup
bunlar ayn1 zamanda antitiimor etkisi de gostermektedirler. Ayrica angiogenik doku
inhibitori metalloprotease 3 (TIMP-3) ve timor baskilayict protein (snm23) genleri
kopek baligi kikirdagindan tanimlanmigs ve klonlanmistir (Cho ve Kim 2002).
Deneysel modelimizle ayn1 sekilde oralla yolla alinan SC, ¢alismamizla uyumlu bir

sekilde bu calismada da benzer tedavi edici etkilerde bulunmustur.

104



Lee A, Langer (1983) kopek baligi kikirdagmin tiimoér angiogenesis tizerine
inhibitor etkisini aragtirmislardir. Kikirdakta damar olusumu olmadigindan timor
gelisimini engelledigini ve o nedenle neoplasmin kdpek baliklarinda ¢ok nadir

goriildiigiinii ifade etmislerdir.

Baska bir angiogenesis inhibitorii olan U-995, mavi kdpek baliginin (Prionace
glauca) kikirdagindan Sheu JR ve ark. tarafindan izole edilmis olup, U-995’in timér
hiicre biiylimesine ve metaztaza olan etkileri tanimlanmistir (Sheu ve ark., 1998).
Calismadaki genetik bulgular, calismamizdaki SC koruyucu etkisinin desteklenmesi

agisindan benzerdir.

Angiogenesis’in tiimor gelisiminde onemli bir faktdr oldugu anlasildiktan
sonra yeni damar olusumunu engelleyici alternatif tedavi veya ilaglarin bulunmasi
dikkat ¢eken bir konu halini almigtir. Ayrica antiangiogenic ilaglarin baska benzer
patalojik rahatsizliklarin tedavisinde de etkili oldugu ifade edilmistir. Bu noktada
damarsiz yapi nedeni ile kikirdak dogal bir antiangiogenic bilesik olarak karsimiza
cikmakta. Sigir ve kopek baligi kikirdaginda antiangiogenic ve antitiimor bilesenin
varligini in vivo ve in vitro ¢ok sayida ¢aligma isaret etmektedir. Bununla beraber
kopek baligr kikirdaginin kanser ve diger angiogenesis baglantili hastakliklarin
tedavisinde tam olarak etkinligi kabul edilmemistir. Zira (i) kanser tedavisinde kopek
baligi kikirdaginin  kullanildigi caligmalarda klinik asamada yetersiz hasta
kayitlarinin  bulunmasi, (ii) oral yolla kullanilan kopek baligi  kikirdagiin
farmakolojik etkisi ile biyolojik uygunlugunu gosteren bilginin yetersizligi sebepleri
ile kusku tagimaktadir. Ancak buna yonelik calisma yetersiz olmakla beraber
kikirdak kokenli bilesiklerin intestinal emilimi oldugu kopek baligi kikirdag:
icerisindeki bu bilesiklerin farmakolojik olarak aktivite icerdigi ve oral yoldan
verilebilecegini belirten birgok calisma tarafindan desteklenmistir. (Gonzalez ve ark.,
2001). Benzer sckilde deneysel modelimizde SC oral olarak kullanilmis,

antiangiogenic ve antitimor etkisi gozlemlenmistir.
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Bagka bir ¢alismada SC’nin bagisiklik sistemi lizerine etkisi arastirilmugtur.
Bunun i¢in 6nce kopek baligi kikirdagi protein pargalari izole edilerek elde edilmis.
Bu pargalarin 14 ve 15 kDa agirliginda 2 proteinden olustugu ifade edilmis. Bu
pargalarin fareler iizerinde 6ldiiriicli hiicrelerin sitotoksik etkisini azalttig1 belirtilmis.
Ayrica bu parcalarin timor iceren farelere intraperitonel olarak enjekte edilmesiyle
tiimore T hicrelerinin filtrasyonunu artirmis ve tiimorli bolgenin kiigiildiigi
gozlenmistir. Kikirdagini tiimoriin biiyiimesi iizerine etkisini incelemek i¢in 15 fare 2
gruba ayrilarak deri altina meme tiimorii asilanmis. 1. Grup 5 giin siire ile 0.1 ml
(100 mg/kg/day protein) kopek balig1 kikirdag: deri altina verilirken, kontrol olan 2.
Grup ise sadece tuzla muamele edilmis. Kikirdak enjekte edilen 1. Grupta nemli
diizeyde tiimdriin biiylimesinin yavasladigi ve kontrol grubunda ise tiimorde higbir
degisikligin olmadig belirtilmistir. Kopek baligr kikirdagindaki bu antiangiogenik
etkinin matrix metalloproteinazlart (MMPs) engelleyici etkisi ve damarsi endothelial
biiylime faktoriiniin (VEGF) endothelial hiicrelere baglanmasini engelleyerek yaptig
diisiiniilmektedir. Bu sonuglara gore kikirdak ve icerigindeki etkili bilesenler kanser
tedavisinde kullanilmaya aday malzemeler olarak gorilmektedir. (Hassan ve ark.,
2005). SC’nin bagisiklik sistemi tizerine etkisinin desteklendigi bu ¢alisma sonuglari,

calismamizla benzer sonuglar géstermistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, multip] miyelomda kemik iligi
anjiyogenezisinin arttigin1 gostermistir; bu durum bir antiangiogenik ajan ile
tedavinin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Neovastat(kdpek baligi kikirdag
extrat1), gelismekte olan yeni antianjiyojenik ilaglar arasinda, dogal olarak olusan
birgok fonksiyonlu antianjiyojenik ajan olarak simiflandirilabilir(AE-941; Aeterna
Laboratories, Quebec City, Canada). Yapilan bu c¢alismada gozlemlenmis olan

antianjiyojenik etki, benzer sekilde ¢alismamizla da uyumludur.
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Tavuk embriyo vaskiilarizasyon (EVT) deneyinde ve endotel hiicre
cogalmasinda kan damarlarimin olusumu iizerinde belirgin bir inhibisyon etkisi
vardir. Dahasi, in vivo deneyler, Neovastat'in oral uygulamasmin bazik fibroblast
biiyiime faktorii (0FGF) igeren Matrigel implantlarinda, kan damarlarinin olusumunu
bloke ettigini gostermektedir. Neovastat'n antianjiyojenik aktivitesinin iki etki
mekanizmas ile iliskili oldugu bulunmustur. Neovastat, matriks metaloproteinaz
aktivitelerinin ~ engellenmesine  ilaveten,  vaskiiler = endotelyal  bliyilime
faktoriiniin(VEGF) endotel hiicrelerine baglanmasini, VEGF'ye bagh tirozin
fosforilasyonunu ve VEGF ile uyarilan vaskiiler gecirgenligi farelerde inhibe
etmektedir. Boylece Neovastat'n Onemli bir antitimor aktivitesi oldugu tesbit
edilmistir. Subkutan asilanmis gogiis kanseri hiicrelerine sahip farelerde Neovastat'in
agizdan uygulanmasi tiimoér hacminde belirgin bir azalma gostermistir. Neovastat
ayrica Lewis akciger karsinom modelinde akciger metastazlarinin sayisini da
azaltmistir. Siganlarda ve maymunlarda yapilan toksikoloji calismalari, 1 yillik
kronik maruziyet sonrasinda doz sinirlayici toksisite veya hedef organ hasarim
gostermediginden,  Neovastat'n  insanlarda  giivenle  uygulanabilecegini
disiindiirmektedir. Agizdan uygulanan Neovastat'in dozaj, emniyet ve erken
etkinligini belirlemek i¢in dort klinik ¢alisma yapilmistir. Onkoloji ¢alisma alaninda
482 hastaya oral olarak Neovastat uygulanmis, bunlardan solid tiimoérlii 146 hastaya
6 aydan fazla siireyle ila¢ verilmistir. iki asamali ii¢ klinik ¢alisma yapilmistir.
Birinci asama; non-small cell akciger kanseri evresi IIIA ve IIIB olan hastalarda,
kemoterapi / radyoterapi kombine tedavi yOnteminin yani1 sira Neovastat'in
etkinligini de degerlendirmek igin plasebo kontrollii ¢alisma yapilmustir. ikinci
asama; non-small cell akciger kanseri evresi Il olan hastalardan rastgele se¢ilmis,
plasebo kontrollii bir ¢alisma olup, birinci basamak immiinoterapiyi takiben,
ilerlemis metastatik renal hiicreli karsinoma hastalarinda, Neovastat'in monoterapi
olarak etkinligini degerlendirmek igin yapilmistir. Neovastat'in etkinligi, multipl
miyelomali hastalarda, evre Il ¢aligmasinda da degerlendirilmistir. (Falardeau ve
ark., 2001 ). Bir SC extrat1 olan neovastat'in antitiimor etkisinin tesbit edildigi ve
timor hacminde belirgin bir azalma gozlemlendigi bu calismaya ait patoloji

raporlari, galismamizda elde edilen benzer sonuglarla da desteklenmektedir.
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Baska bir ¢aligmada SC’den elde edilen AE-941 extraktinin antiangiogenik ¢ok
fazla molekiil igerdiginden Ill. seviye klinik arastirmalarda Avrupa ve Kuzey
Amerikada bobrek hiicresi karsinomu ve metastatik akciger kanserinin tedavisinde
denendigi ifade edilmis, biyolojik agidan aktif olan antianjiyojenik bir iiriin olarak
kullanilabilecegi sonucuna ulagilmigtir. (Gingras ve ark.,, 2000). SC’nin
karsinomlarda tedavi edici etkisini belirleyen bu ¢alisma verilerinin, bizim

calismamizla da uyumlu oldugu goériilmiistiir.

5.6. SLO’min lyilestirici Etkisi Uzerine Yapilmis Cahismalar

SLO’dan tiiretilen alkoksigliserol Danimarka'da pazarlanmaktadir ve son doénemde
yapilan c¢aligmalarda kanser tedavisinde yardimei bir ajan olarak bahsedilmektedir.
Odense Hastanesi Onkoloji ve Hematoloji Anabilim Dali'nda yiiriitiillen bir anket
arastirmasi, aktif neoplastik tedavide hastalarin yaklasik 1 / 3'linde SLO preparatlari
kullanildigin1 gostermistir. Alkoksigliseroliin klinik arastirmalar1 rahim ve serviks
kanseri olan hastalar lizerinde de yiritilmiistir ve deneklerin sadece az bir
kesiminde tiimor biiyiimesi kisitlanabilmistir. Alkoksigliserol ile tedavi sonucunda
inhibe tiimor biiylimesi veya diisiik mortalite i¢in herhangi bir belge bulunamamustir.
Alkoksigliserol ile tedavi edilen gruplarda 1sinlama hasar1 vakalarinin sayis1 daha az
bulunmustur. Alkoksigliserol, 16kosit ve trombosit sayilarinda artiga neden olurken,
daha yiiksek veya daha diisiik dozlarda, goriinlise gore ters etki gostermektedir.
Alkoksigliseroliin klinik etkisi ile ilgili mevcut literatiir sayisi sinirhidir ve sistematik
degildir(Hasle ve ark., 1991).

Yapilan bir ¢alismada SLO ‘nun alkilgliserollerin dogal bir kaynagi oldugu ve
yan etkisi olmaksizin giinde 3 kez 100 mg dozlarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.
Ayni calismada alkilgliserollerin bagisiklik sistemini takviye edici olarak alternatif
tedavide kullanilabilecegi ifade edilmistir. (Pugliese ve ark., 1998). SLO ‘nun
antioksidan olarak kullanilabileceginin belirlendigi bu c¢alisma ile deneysel

modelimiz, ayni sonuca ulagmustir.
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Kopek baligr yag: alkilgliserol ve squalene agisindan olduk¢a zengin olup,
diistik miktarda n-3 ¢oklu doymamis yag asidi igcermektedir. Alkilgliseroller
bagisiklik sistemini platelet aktive edici faktor (PAF) ve diacylglycerol (DAG)
tiretimi iizerinden kontrol etmekte oldugu belirtilmistir. SLO alkilgliserol ve
squalene kaynagi olup, antijen olusumunu ve yangisal cevabin ortaya ¢ikisini
artirmaktadir.  Ayrica alkilgliserol ve squalene neoplastik hiicrelerde apoptozisi
tesvik ederek; sinyal iletimini baskilayarak; angiogenesisi engelleyerek ve sitotoksik
ajanlarin tagiimini tesvik etmesi gibi farkli yollardan antitimor etkisine sahiptir.
Kopek baligi yaginin bagisiklik sistemiyle ilgili ve 6zellikle farkli tip kanserlerin
tedavisinde yararli oldugu ifade edilmistir (Lewkowicz ve ark., 2006). Bu ¢alismada
bir SLO extrati olarak kullanilan alkilgliserol ve squalene, ¢aligmamizla uyumlu

sonuglar gostermistir.

Baska bir calismada ise memeli karsinomlarinda n3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin anti-carsinogenic etkisi oldugu ifade edilmistir. N3 yag asitleri yiiksek
diizeylerde deniz baliklarinin yaglarinda ve ozellikle de kdpek baligi yaginda
bulunmaktadir. Kopek baliklarinda nadir olarak kanser goriinmesinde n3 yag asitleri
ve kopek balig1 yaginda bulunan diger bilesiklerin anti-carsinogenic etki yaptigi ve
bu sebeple nadiren kanser goriildiigii belirtilmistir. (Davidson ve ark., 2007). Bu
calismada da yine bir SLO extrati olarak kullanilan n3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  gdsterdigi anti-carsinogenic etki, ¢alismamizla benzer sonuglar

gostermistir.
SLO, diisiik diizeydede g¢oklu doymamis yag asidi (EFA) igermekte olup,

Ozellikle bakteri ve mantar kaynakli enfeksiyonlara ve kansere karsi bagisikligi

artirict rol oynadigi ifade edilmistir (Nowicki ve Baranska 2007).
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Yapilan bir ¢alismada; dogal alkil-Gro karisiminin, yani 12: 0,14: 0,16: 0,18:
0,16: 1 n-7 ve 18: 1 n-9 alkil-Gro'nun alt1 ana bileseni sentezlendikten sonra anti-
timor ve anti-metastatik etkinlikler farelerde (3LL hiicreler) aktarilan timor
modelinde kullanilmistir. Sonug olarak; 16: 1 ve 18: 1 alkil-Gro akciger metastaz
sayisinin azaltilmasinda belirgin bir etki gosterirken, diger alkil-Gro daha zayif bir
etki gostermistir (Deniau ve ark., 2010). Bu ¢alismada kullanilan alkil-Gro
karisiminin ¢alismamizdaki SLO ile ayni antioksidan 6zelligi gostererek bagisiklik
sistemini gii¢lendirdigi ve dolayisiyla metastaz sayisinin azaltilmasinda etkili oldugu

distiniilmektedir.

SLO’nun deri igine tiimor hiicresi asilanmis fareler tizerine angiogenesisteki
etkisi bir ¢alismayla aragtirtlmigtir. SLO’da bulunan ve Ecomer denilen bilesenin
sarcoma L-1 tipi timor igeren farede yeni damar olusumunu baskiladigi ve kan
groniilosit sayisini artirdig belirtilmistir (Skopinska ve ark., 1999). Ecomer denilen
bilesenin bu calismada, calismamizdaki SLO ile paralel etki gdstererek bagisiklik

sistemini giiclendirdigini kan groniilosit sayisini artirmasindan anlayabilmekteyiz.

Es merkezli L-1 sarkomunun transplantasyonundan sonra Balb/c tiirii farelerde,
bu maddelerin anti-anjiyojenik ve anti-timor etkilerinin belirlenmesine dayanan bir
calisma yapilmistir. Bu calismada tiim test edilen maddelerin, timoér hiicreleri
tarafindan indiiklenen anjiyogenezi ve tiimor biiyiimesini dnemli Ol¢iide azalttigi

goriilmiistiir (Skopinska ve ark., 2003).

SLO, in vivo olarak anti-tiimdr ve anti-metastaz aktiviteleri de dahil olmak
tizere ¢ok fonksiyonlu bir role sahip olan alkilgliserol igerigiyle cesitli kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilabilir. Kopekbalig1 karacigeri, 6zellikle kanser onleyici
bir ajan olarak, terapdtik ve koruyucu ajanlar olarak 50 yildan beri kullanilmaktadir.
Timorli farelerde SLO enjeksiyonunun, tiimére T hiicre infiltrasyonuna neden
oldugu ve tiimor hacmini diistirdiigii dikkate alindiginda; kanser tedavisinde herhangi
bir yan etki olmadan basariyla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Hajimoradi ve
ark., 2009).
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5.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Apelin, G protein kenetli orfan apelin reseptoriiniin (APJ) endojen ligantidir.
Apelinin hipotalamusta 6zellikle arkuat, supraoptik ve paraventrikuler nukleus gibi
hipotalamik alanlarda dagilim géstermesi testis, prostat ve meme dokusunda APJ’nin
bulunmasi, iireme sistemi {izerinde apelinin o6nemli fizyolojik etkilerinin
olabilecegini akla getirmektedir. Yapilan bir ¢alismada ilk olarak, ostrojen duyarh
insan meme kanseri hiicre hattina (MCF-7), apelin—13’un 0.1, 1 ve 10 nM'lik
konsantrasyonlari, Ostrojen hormonunun 1, 10, 100 nM’lik konsantrasyonlari
uygulanmistir. Daha sonra apelinin, 1 ve 10 nM olan dozlari ile 6strojen hormonunun
1, 10, 100 nM’lik dozlar1 es zamanli olarak kiiltiire uygulanmis ve 24 saat inkiibe
edilmigtir. Bu maddelerin MCF-7 hiicre canliligi tzerine etkileri, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide  (MTT) assay ile
belirlenmistir. Sonuglar, % hiicre canlilik degeri olarak belirlenmistir. MCF—7 hiicre
hattina uygulanan apelin-13’iin hiicre canliligin1 azalttigi (p<0.05), Ostrojenin ise
hiicre canhiigimni arttirdigi tespit edilmistir (p>0.05). Apelin-13’un, MCF-7 hiicre
serilerinde canliligi azaltmasi (ostrojen induklemeli gruplarda dahil) poliferatif
etkinin Ostrojen reseptdr kaynakli oldugunu ve apelin-13’un anti-kanserojenik bir
ajan olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. Bu ¢alismada anti-kanser olarak
hiicre kiiltiiriinde kullanilan apelin-13, c¢alismamizda kullanilan SC ve SLO’nun

tyilestirici etkileri ile benzerlik gostermektedir. (Koyunoglu ve ark., 2013)

Yapilan bir ¢alisma, yag doku ile meme kanseri arasindaki baglantiya dikkati
cekmekte ve yag dokunun bir bagka hormonu olan apelinin, meme kanserindeki olasi
rolleri {izerinde durmaktadir. Apelin hormonu ile kanser arasindaki iligkiyi gosteren
fazla sayida ¢aligma bulunmamaktadir. Berta ve ark., insan akciger kanser hiicresi
(NSCLC) iizerinde apelin uygulamasinin etkilerini, hem in vitro hemde in vivo
olarak aragtirmislardir. Sonug olarak in vitro apelin uygulamasinin hiicre canliligini
etkilemedigini, in vivo c¢alismada ise apelinin anjiyogenezi uyararak timor
hiicresinin gelisimini arttirdigini géstermislerdir. Yapilan hiicre kiiltiirii calismasinda,

calismamizla benzeri yontemler kullanilmigtir. (Berta ve ark., 2010).
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Ceyhan ve ark., geng yetiskin sigan kemik iligi stromal hiicrelerinin kiiltiire
edilebilirligi ve kiiltiir hiicrelerinin genel histomorfolojik ve osteoblastik formasyon
yoniinden degerlendirilmesi amagli bir ¢calisma yapmislardir. Sonugta sigan kemik
iligi stromal hiicrelerinin kiiltiirde tireme yilizdesi % 93.8 olarak bulunmustur. Kiiltiir
flasklarinda, zamanla birbirine yapisarak ¢ogalan farkli morfolojide stromal hiicreler
ve aralarinda pikrotionin ile boyanan ¢ok niikleoluslu biiyiik ¢ekirdekli osteoblastlara
benzeyen hiicreler gozlemlemislerdir. Bu c¢alismada kiiltiir edilen kemik iligi
hiicreleri, calismamizda kiiltiir ederek ¢ogaltilan kolon kanseri hiicreleri ile benzer

yontemle elde edilmistir. (Ceyhan ve ark., 2006).

Bagka bir caligmada ise tavsan modelinde in vitro fonksiyonel 6zafagus
segmenti hazirlamaya yonelik olarak, fetus ve eriskin distal 6zofagus diiz kas
hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri ve biiylime kinetiklerinin hesaplanarak
kargilastirilmast  saglanmistir. Erigskin ve fetus Yeni Zelanda tipi tavsanlarin
6zofaguslarinin distal kismindaki dokularin kas tabakasi kiiltiire edilmis ve lireyen
hiicreler anti-aktin ve anti-miyozin antikorlar1 ile immiinositokimyasal boyama
yapilarak tiplendirilmistir. Calisma sonucunda, farkli dokulardan elde edilen diiz kas
hiicrelerinin kiiltiir ortaminda benzer iireme Ozellikleri gosterdikleri goriilmiistiir.

(Korkmaz ve ark., 2004).

Urginea maritima (Um), Akdeniz bolgesine 6zgii bir bitkidir. Yapilan bir
calismada, Um ekstresinin kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin olup
olmadigmi arastirilmistir. Cesitli Um ekstreleri hazirlanmis, bu ekstreler A549
Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu (KHDAK) hiicre kiiltiiriine tek basina veya
Gemsitabin ve/veya Sisplatin ile birlikte uygulanmistir. Sonugta, Um sogani
ekstresinin, Sisplatin, Gemsitabin ve Um yaprak ekstresinden daha sitotoksik oldugu
gozlemlenmistir. Bu calismada, Um ekstresinin solid tiimorlerin tedavisi icin
gelistirilebilecek bir ilag aday1 olabilecegi literatiirde ilk kez kayitlara ge¢mistir. Bu
calismada kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etki yapmasi gézlemlenen Um extresi
ile ¢alismamizda kullandigimiz SC ve SLO’nun etkileri, benzer iyilestirici etkiler

gostermistir (Bozcuk ve ark., 2011).
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Kekik bitkisinde bulunan karvakrol, fenolik bir monoterpen olup gidalarda
baharat olarak kullanilmaktadir. Karvakrol’iin H-ras transform edilmis SRP7 ve N-
ras transform edilmis CO25 hiicreleri iizerine apoptotik etkilerinin incelenmesi ve
karvakrol’iin kemoterapdtik ajan olabilme olasiliginin degerlendirilmesi amaciyla bir
calisma yapilmistir. Bu calismada ulasilan sonuglar, karvakrol’iin her iki hiicre
tizerinde de zamana ve doza bagimli sitotoksik etkisinin oldugunu gostermistir. IC50
degeri SRP7 hiicreleri i¢in 0.04 mg/mL ve CO25 hiicreleri igin ise 0.1 mg/mL olarak
tespit edilmistir. Bu degerler dogrultusunda, karvakrol her iki hiicre tipinde
morfolojik degisime neden oldugu halde akim sitometrisi kullanilarak tespit edilen
fosfotidilserin hareketliligi yalnizca 5SRP7 hiicrelerinde gozlenmistir. Bunun yani
sira, ge¢ apoptoz mekanizmasinin gostergesi olan DNA’nin merdiven goriinimii,
IC50 degerinde ya da altindaki bir degerde H-ras onkogenine sahip hiicrelerde
gozlenirken, N-ras onkogenine sahip hiicrelerde gozlenmemistir. Elde edilen bu
sonuclar, H-ras hiicrelerinin N-ras hiicrelerine oranla karvakrol’e daha hassas
oldugunu gostermistir. Karvakrol’in kemoterapotik ajan olabilme olasiliginin
degerlendirildigi bu calismada, calismamizda olast kemoterapotik ajan olarak

kullanilan SC ve SLO ile benzer sonuglar elde edilmistir. ( Akalin ve incesu 2011).
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6. SONUC

6.1. BIYOKIMYA SONUCLARI:

Biyokimyasal degerlerin analizinde Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Buna gore
sadece DMH, DMH + SC ve DMH + SLO iyilestirmeleri arasinda istatistiksel olarak
bir tek CA19-9 degerinde fark gozlenmistir (p<0,05). CA19-9 tiimdér marker
acisindan, DMH verilen ratlarda diger markerlara gore daha fazla yiikselme oldugu
gozlenmis, DMH+ SC ve DMH+SLO verilen ratlarda CA19-9 degerlerinin diistiigii
goriilmiistiir. Bu diisiis SC’de SLO’ya goére daha fazla oldugu tesbit edildiginden
dolayi, tedavi etme basarisi olarak SC’nin SLO’ya gore daha basarili oldugu

sOylenebilir.

FA’in akciger lizerine olan toksik etkileri karsilastirildiginda ise FA, FA + SC
ve FA + SLO degerlerine bakildiginda CAT(Katalaz), GPX(glutatyon peroksidaz) ve
SOD(siiperoksit dismutaz) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmistir(p<0,05). Sadece MDA(malondialdehit) degerinde fark tespit
edilmemistir (p>0,05).

Antioksidan etkiler agisindan 3 enzim( CAT, SOD ve GPx) degerleri FA
uygulamasinda kontrole kiyasla artmakta ve tedavi edici olarak hem SC hemde SLO
verilmesi bu 3 enzimde yine kontrole kiyasla azalma oldugunu goéstermektedir.
Kendi igerisinde karsilastirma yaparsak SC ‘ye kiyasla 6zellikle SLO verilmesi bu 3
enziminde diizeyinde kontrol grubuna gore ¢ok belirgin diismeye neden olmus olup
FA uygulamasinin toksik etkisi ile bu 3 enzimin daha fazla antioksidan etki ortaya
koymalarina bagli olarak diizeyleri yiikselmis, sonrasinda SC ve SLO verilerek
tedavi imkan1 yaratildiginda ise degerlerde belirgin diisme gozlenmis olup SC ve
SLO‘nun tedavideki etkin basarina bagli olarak bu 3 antioksidan savunma
mekanizmasinin enzimine duyulan ihtiyacin azaldigi seklinde bir sonug ile

karsilagmaktayiz.
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Biyokimyasal parametrelerden MDA degerlerine baktigimizda ise, FA verilen
ratlarda lipit peroksidasyonuna bagli olarak fazla miktarda arttigimi, SC ve SLO
verilmesi sonucu baslayan hasar tamiri ile bu degerlerin diistiigiinii, yine de kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bu degerlerin kontrol grubunun biraz iizerinde kaldigim
gormekteyiz. Buradan yola ¢ikarak SC ve SLO hasarin tamiri agisindan belli
derecelerde iyilesme sagladigini soyliyebiliriz. MDA degerlerini diigiirmede ise SC

ve SLO yaklasik ayni diizeyde basar1 gostermistir.

Tedavi bazinda ele alindiginda; DMH igeren gruplarin ve kontrol grubu
biyokimyasal sonuglar1 karsilastirildiginda CA19-9 ve AFP degeri arasinda
istatistiksel olarak fark tespit edilmistir(p<0,05). Buna ragmen CEA ve CA125
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
CA19-9 tiimor marker agisindan, DMH verilen ratlarda diger markerlara gére daha
fazla yiikselme oldugu gézlenmis, DMH+ SC ve DMH+SLO verilen ratlarda CA19-
9 degerlerinin diistiigli goriilmiistiir. Bu diisis SC’de SLO’ya gore daha fazla oldugu
tesbit edildiginden dolayi, tedavi etme basarist olarak SC’nin SLO’ya gore daha

basarili oldugu soylenebilir.

Tedavi bazli incelemede; FA igeren deneklerin ve kontrol grubunun
biyokimyasal MDA(malondialdehit) ve GPX(glutatyon peroksidaz) degerleri
arasinda ise istatistiksel olarak fark gézlenmemistir (p>0,05). Fakat SOD(siiperoksit
dismutaz) ve CAT(Katalaz) degerleri arasinda anlamli bir farklilik gézlenmistir
(p<0,05). Kontrole kiyasla SOD ve CAT antioksidan savunma sistemi enzimlerinin
degerlerinde 6nemli diizeyde bir diigme meydana gelmis olup; kullanilan toksik
etkili FA uygulamasinda bu enzimlerin yiikselerek savunmay baslattig1; tedavi edici
olarak verilen kikirdak ve SLO wuygulamalari ile SOD ve CAT antioksidan
enzimlerinin diizeyinde belirgin bir diigme goriilmesi ile bunun tedavide kullanilan
maddelerin bagarisina bagli olarak savunma mekanizmalarina ihtiyacin azalmasi ile

pasifize oldugu seklinde diisiiniilmektedir.
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6.2. GENETIK SONUCLAR:

DMH uygulamasi kontrole kiyasla CHOP ve EDEM1 genlerinin aktivitesini olumsuz
etkilemistir. DMH nin olumsuz etkisine kars1 verilen SC uygulamasi 6zellikle CHOP
gen aktivitesini bariz artirarak iyilestirici etki gostermistir. ATF4 ve ATF6 gen
aktivitelerinin diismiis olmasi da bu etkiyi desteklemektedir. SLO verilmesi ise
CHOP ve EDEML1 genlerinin aktivitesinin artirarak, ATF4 gen aktivitesini azaltarak
tyilestirici etki gostermistir. Tedavi edicilik acisindan kiyaslama yapildiginda ise

SC’nin etkisi SLO’ya oranla daha basarili bulunmustur.

FA uygulamast CHOP ve EDEML1 genlerinin timor baskilayict 6zelliklerini
azaltarak akciger hasar1 olusumunda etkin rol oynadigini gostermistir. SC’nin
koruyucu etkisi ise ATF4, ATF6 ve GRP78 gen expresyonlarinin azalmasindan
anlagilmaktadir. SLO’nun FA {izerine koruyucu etkisi de ayni sekilde ATF4, ATF6
ve GRP78 gen expresyonlarinin azalmasi ile kendini gostermektedir. Tedavi edicilik
acisindan FA uygulamasina karsin 6zellikle SLO ‘nun daha basarili olarak akciger

hasarini iyilestirici etki yaptig1 anlagilmaktadir.
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6.3. PATOLOJi SONUCLARI:

Calismamizdaki patolojik incelemeler sonucunda, sadece DMH verilerek kolon

kanseri olusturulmaya ¢alisilan grupta siddetli lenfoid hiperplaziler gelismistir.

DMH verildikten sonra SC verilerek tedavi edilmeye g¢alisilan grupta siddetli
lenfoid hiperplaziler lenfoid hiperplaziye gerilemis, DMH verildikten sonra SLO
verilerek tedavi edilmeye calisilan grubta da siddetli lenfoid hiperplazilerin lenfoid
hiperplaziye geriledigi gorilmistiir.

Sadece FA verilerek akciger hasari olusturulmaya calisilan grupta calisma
sonunda siddetli amfizem gelismistir. FA verildikten sonra SC verilerek tedavi
edilmeye calisilan grupta siddetli amfizem olan alanlar hafif siddetli amfizemli
alanlara gerilemistir. FA verildikten sonra SLO verilerek tedavi edilmeye galisilan
grupta ise siddetli amfizem olan alanlar orta siddetli amfizemli alanlara geriledigi

gOriilmiistiir.
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6.4. HUCRE KULTURU SONUCLARI

Caco-2 kanser hiicre hatt1 ve SC kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii ¢calismasinda;
IC50 etkin doz degeri 6.saatte 120 mg/l olarak bulunmustur. Bu deger SC’nin 6.
saatte ve 120mg doz verildiginde en etkin sekilde kanser hiicrelerinin 6liimiine neden

olabildigi anlamina gelmektedir.

Caco-2 kanser hiicre hatti ve SLO kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii
calismasinda; IC50 etkin doz degeri 24.saatte 200 mg/1 olarak bulunmustur. Bu deger
SLO’nun 24. saatte ve 200mg doz verildiginde en etkin sekilde kanser hiicrelerinin

6liimiine neden olabildigi anlamina gelmektedir.

DMH’in biyokimyasal, genetik, patolojik ve hiicre kiiltiirli agisindan rat kolonu
tizerine olumsuz etkileri gozlemlenebilmis; FA’in akciger iizerine olumsuz etkileri
biyokimyasal, genetik ve patolojik acgidan degerlendirilebilmistir. Tedavide
kullanilan SLO ve SC, akciger hasar1 ve kolon kanserini tedavisine yonelik olarak
elde ettigimiz bulgular hasar ve tlimor hiicrelerinin gerilemesine yol agarak iyilesme
kaydettigi seklinde degerlendirilmektedir. Bulgularimiz hiicre kiiltiirii ¢alisma
sonuglar1 ile de desteklenmektedir. Rakamsal sonuglara bakildiginda tedavi
acisindan, SC’nin DMH’nin etkisini diizeltmede, SLO’nun ise FA’nin etkisini
diizeltmede daha basarili ve etkili oldugu sdylenebilir. Deneysel modelimizin bu
yoniiyle istenilen amaci ve basariy1 sagladigi sdylenebilir. Diger yandan, kolon
kanseri ve akciger hasarmin biyokimyasal, genetik, patolojik, hiicre kiiltiirii
diizeyinde aydinlatilmasi tedavi segeneklerinin ve/veya ortaya ¢ikmadan Onlenebilir
yollarin aydinlatilmasi i¢in daha genis katilimli ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu

diistiniilmektedir.
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OZET

Formaldehit Maruziyeti Sonucu Rat Akcigerinde Olusan Oksidatif Hasara
Kars1 ve Deneysel Olarak Olusturulan Kolon Kanseri Uzerine Kopek Bahg

Kikirdagi ve Kopek Baligr Karaciger Yaginin Koruyucu Etkisinin Belirlenmesi.

Amag: Bu calisma ile, FA’in akciger lizerine olan toksik etkileri ile DMH’in kalin
bagirsak tizerine kanser yapici etkisi; bu toksik ve kanser yapici etkilere karst SC ve

SLO’nun koruyucu etkisini arastirmak.

Yontem: Temin edilen 80 rat su sekilde gruplandirildi.

40 adet DMH grubu:4 adet: Kontrol grubu,6 adet: DMH verilen fakat tedavi
edilmeyen grup,15 adet: DMH verilen ve SC ile tedavi edilen grup,15 adet: DMH

verilen ve SLO ile tedavi edilen grup.

40 adet Formaldehit grubu:4 adet: Kontrol grubu,6 adet: FA verilen fakat
tedavi edilmeyen grup,15 adet: FA verilen ve SC ile tedavi edilen grup,15 adet FA

verilen ve SLO ile tedavi edilen grup.

DMH grubundaki ratlarin kalbinden biyokimyasal analizler i¢in kan, kalin
bagirsagindan patolojik incelemeler i¢in doku 6rnekleri ve genetik analizler i¢inde -
20 derecede saklanmak tizere doku Ornekleri alindi. FA grubundaki ratlarin da
kalbinden biyokimyasal analizler i¢in kan, sag akcigerin cranial lobundan patolojik
incelemeler i¢in doku ornekleri ve genetik analizler i¢inde -20 derecede saklanmak
tizere doku oOrnekleri alindi. Ayrica SC ve SLO’nun kolon kanseri iizerine tedavi

edici etkisinin tesbiti i¢in hiicre kiiltiirii calismalar1 yapildu.
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Sonu¢: DMH’in olumsuz etkileri, biyokimyasal, genetik ve patolojik agidan rat
kolonu fiizerinde gozlemlenebilmis; FA’in akciger iizerine olumsuz etkileri
biyokimyasal, genetik ve patolojik a¢idan degerlendirilebilmis, kolon kanser hatti

tizerinde SC ve SLO’nun iyilestirici etkileri tesbit edilebilmistir.

Biyokimyasal degerlerin analizinde Kruskal Wallis testi kullanilmigtir. CA19-9
tiimor marker1 acgisindan, DMH verilen ratlarda diger markerlara gore daha fazla
yiikselme oldugu gozlenmis, DMH+ SC ve DMH+SLO verilen ratlarda CA19-9
degerlerinin diistiigii goriilmistir. Bu diisiis SC’de SLO’ya gore daha fazla oldugu
tesbit edildiginden dolayi, tedavi etme basarist olarak SC’nin SLO’ya gore daha

basarili oldugu sdylenebilir.

Antioksidan etkiler agisindan 3 enzim (CAT, SOD ve GPx) degerleri FA
uygulamasinda kontrole kiyasla artmakta ve tedavi edici olarak hem SC hemde SLO
verilmesi bu 3 enzimde yine kontrole kiyasla diisme oldugunu gostermektedir. Kendi
icerisinde karsilastirma yaparsak SC ‘ye kiyasla SLO verilmesi bu 3 enziminde
diizeyinde kontrol grubuna goére c¢ok belirgin diismeye neden olmus olup FA
uygulamasinin toksik etkisi bu 3 enzimin daha fazla antioksidan etki ortaya
koymalar1 ile SC ve SLO verilerek tamir edilebilme imkanmimnin savunma

mekanizmasina olan ihtiyaci azaltmasi ile kendini ortaya koymustur diyebiliriz.

Biyokimyasal parametrelerden MDA degerlerine baktigimizda ise, FA verilen
ratlarda lipit peroksidasyonuna bagli olarak fazla miktarda arttigini, SC ve SLO
verilmesi sonucu baglayan hasar tamiri ile bu degerlerin diistiiglinii, yine de kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bu degerlerin kontrol grubunun biraz iizerinde kaldigini
gormekteyiz. MDA degerlerini diisiirmede ise SC ve SLO yaklasik ayni diizeyde

basar1 gostermistir.
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Genetik sonuglar ele alindiginda; DMH uygulamasi kontrole kiyasla CHOP ve
EDEMI1 genlerinin aktivitesini olumsuz etkilemistir. Tedavi edicilik agisindan
kiyaslama yapildiginda ise; CHOP ve EDEMI genlerinin aktivitesinin artis1 buna
karsin, ATF4 ve ATF6 gen aktivitelerinin azaltmasi baz alininca SC’nin etkisi

SLO’ya oranla daha bagarili bulunmustur.

FA uygulamas1t CHOP ve EDEMI genlerinin tiimor baskilayict 6zelliklerini
azaltarak akciger hasar1 olusumunda etkin rol oynadigin1 gdstermistir. Tedavi
edicilik acisindan FA uygulamasina karsin ATF4, ATF6 ve GRP78 gen
expresyonlariin azalmasi baz alindiginda SLO’nun akciger hasarini iyilestirmede

daha etkili oldugu degerlerden anlasilmaktadir.

Calismamizdaki patolojik incelemeler sonucunda, sadece DMH verilerek kolon
kanseri olugturulmaya ¢alisilan grupta siddetli lenfoid hiperplaziler gelismistir. DMH
verildikten sonra SC ve SLO verilerek tedavi edilmeye calisilan her iki grupta da

siddetli lenfoid hiperplaziler lenfoid hiperplaziye gerilemistir.

Caco-2 kanser hiicre hatt1 ve SC ile SLO kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii
calismasinda; SLO’nun 24. saatte ve 200mg doz verildiginde; SC’nin ise 6. saatte ve
120mg doz verildiginde en etkin sekilde kanser hiicrelerinin Gliimiine neden

olabildigi anlamina gelmektedir.

Deneysel modelimizin bu yoniiyle istenilen amacit ve basariyr sagladigi
sOylenebilir. Diger yandan, kolon kanseri ve akciger hasariin biyokimyasal, genetik
ve patolojik diizeyde aydinlatilmasi, bu konuda daha ¢ok hiicre kiiltiirii ¢caligmalari
yapilmasi, tedavi segeneklerinin ve/veya ortaya c¢ikmadan Onlenebilir yollarin
aydinlatilmas1 i¢in daha genis katilmli ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dimetil hidrazin, Formaldehit, Kolon kanseri, Akciger hasari,

Kopek baligi kikirdagi, Kopek baligi karaciger yagi, Kolon kanser hatti.
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SUMMARY

Determination of Conservative Effects of Shark Liver Oil and Shark Cartilarge
on Oxidative Damage Occurred in Rat Lung Exposed to Formaldehit and Colon

Cancer Originated Experimentally.

Target: During this study; toxic effects of formaldehite on lung , carcinogen effect
of DMH on large intestine , SC and SLO ‘s conservative effects against these toxic

and carcinogic effects has been researched.

Methode: 80 rats have been classified as follows :

40 DMH Group: 4 ;control group- 6 ; given DMH but not cured group — 15; given
DMH and cured with SC group -15; given DMH and cured with SLO group

40 Formaldehite group : 4; control group — 6;Given FA but not cured group.- 15 ;
given FA and cured with SC group -15 ; given FA and cured with SLO group.

Tissue samples were taken from the heart of rats in the DMH group for blood
biochemical analyzes, tissue samples for pathologic examinations from the large
intestine, and tissue samples for storage at -20 in genetic analyzes. Rats in the FA
group received blood samples for biochemical analysis from the heart, tissue samples
for pathological examinations from the cranial lobe of the right lung, and tissue
samples for genotyping -20. In addition, cell culture studies were carried out to

determine the therapeutic effect of SC and SLO on colon cancer.
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CONCLUSION: The adverse effects of DMH could be observed on the rat column
in terms of biochemical, genetic and pathological; The adverse effects of FA on the
lungs could be evaluated biochemically, genetically and pathologically, and the

healing effects of SC and SLO on the colon cancer line could be determined.

Kruskal Wallis test was used for the analysis of biochemical values. CA19-9
tumor markers were found to be more elevated in DMH-fed rats than in other
markers, and CA19-9 values in DMH + SC and DMH + SLO-fed rats decreased. It
can be said that SC is more successful than SLO as a treatment success, since this
decrease is found to be more in SC than in SLO.

In terms of antioxidant effects, 3 enzymes (CAT, SOD, and GPx) values are
increased compared to control in FA application, indicating that administration of
both SC and SLO as therapeutics is also reduced in these 3 enzymes compared to
control. In comparison with SC, the administration of SLO compared to SC did not
cause a significant decrease compared to that of the control group, and the toxic
effect of FA application showed that these 3 enzymes showed more antioxidant
effect and SC and SLO could be repaired by decreasing the need for defensive

mechanism we can say that it has revealed itself.

When we look at the MDA values from the biochemical parameters, we see
that FA increases in excess amount due to lipid peroxidation in the rats given FA and
decreases these values with damage recovery beginning with SC and SLO
administration, but these values are slightly above the control group when compared
to the control group. When the MDA values were lowered, SC and SLO were about

the same level.
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When genetic results are considered; DMH administration negatively affected
the activity of CHOP and EDEM1 genes compared to control. When comparison is
made in terms of treatment; The activity of the CHOP and EDEM1 genes was
increased, whereas the effect of SC was found to be more successful than the SLO,

based on the reduction of ATF4 and ATF6 gene activities.

FA application has shown that the CHOP and EDEML1 genes play an active
role in the formation of lung damage by reducing the tumor suppressor properties.
Based on the reduction of ATF4, ATF6 and GRP78 gene expressions despite
treatment with FA for treatment, it is understood that the SLO has more effective in

healing effect on lung injury.

As a result of pathological examinations of our study, severe lymphoid
hyperplasia developed in the group where only DMH was given and colon cancer
was tried to be formed. Severe lymphoid hyperplasia is lymphoid hyperplasia in both
groups treated with SC and SLO after DMH administration.

In cell culture study using Caco-2 cancer cell line and SC and SLO; When the
SLO is administered at the 24th hour and 200mg dose; SC means 6 hours and 120mg

doses are the most effective way to kill cancer cells.

It can be said that our experimental model provides the desired aim and success
in this direction. On the other hand, it is believed that colon cancer and lung damage
are biochemically, genetically and pathologically illuminated, more cell culture
studies are needed in this area, and more extensive follow-up studies are needed to

elucidate the treatment options and / or preventable pathways.

Keywords: Dimethyl hydrazine, Formaldehyde, Colon cancer, Lung damage, Shark

cartilage, Shark liver oil, Colon cancer line.
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