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1. OZET

Kanser, diinyada oliim nedenlerinin basinda gelmektedir. Kolorektal
kanser (KRK) ise diinya genelinde hem erkek hem de kadinlarda doérdiincii en
yaygin kanser tipi olup kanser nedenli 6liimlerde tiglincii sirada yer almakta ve her
yil yaklastk 1 milyon yeni vaka meydana gelmektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan konvensiyonel antineoplastiklerin  birgok olumsuz yan etkisi
bulunmaktadir. Caligmanin amaci deneysel olarak azoksimetan (AOM) ile
kolorektal kanser modeli olusturulan ratlarda bitkisel kaynakli eugenol (EU) ve
glisirizik asit (GA)’in muhtemel koruyucu etkilerinin arastiriimasidir.

Caligmada 80 adet Sprague Dawley ki erkek rat kullanildi. Ratlar, her
grupta 10 hayvan olacak sekilde; kontrol, AOM (15 mg/kg, deri alt1 yolla, haftada
bir kez olmak tizere iki kez), EU (100 mg/kg, gavaj), GA (15 mg/kg, gavaj),
EU+GA, AOM+EU, AOM+GA, AOM+EU+GA olarak 8 gruba ayrildi. EU ve
GA, AOM ve kontrol grubu digindaki gruplara ¢aligmanin baslangicindan itibaren
16 hafta boyunca giinliik olarak uygulandi.

Calismanin sonunda alinan kolon doku 6rneklerinde histopatolojik olarak
anormal kript odaklar1 (ACF) tayini ve Klasik histopatoloji yapildi. Biyokimyasal
olarak malondialdehit (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri ile
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri olgiildi. Kan
orneklerinde ise MDA, GSH, SOD ve CAT analizleri yapildi. Kolon dokusunda
Western blot teknigiyle Bax, Bcl-2, COX-2, NF-kB ve p53 protein ekspresyonlari
belirlendi.

AOM uygulamasinin kolon dokusu MDA diizeyleri ve CAT aktivitelerini
artirdigi buna karsin GSH diizeyleri ile SOD aktivitelerini azalttigi; kanda ise

oksidatif stres parametreleri iizerine dnemli bir degisiklige yol agmadigi tespit



edildi. AOM uygulamalarinin kolon dokusunda Bcl-2/Bax oranlarini artirdigi
buna karsin NF-kB, COX-2, p53 ve Bax oranlarini ise azalttigi; histopatolojik
incelemelerde ise ACF ve kotii huylu tiimoral lezyon sayisini artirdigi tespit edildi.
Tedavi gruplarindan sadece AOM+EU ve AOM+EU+GA gruplarinda oksidatif
stres parametrelerinin iyilestigi, ACF sayilarinin azaldigi, apoptozun indiiklendigi
ve tiimor slipresdr protein olan p53 ekspresyonlarmin arttigir goriildi. Sonug
olarak, tedavi gruplar1 igerisinde EU ve EU+GA uygulamalarinin kolorektal
kansere kars1 koruyucu etkileri oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Rat, eugenol, glisirizik asit, azoksimetan, ACF, oksidatif

stres.



2. ABSTRACT
Protective Effect of Eugenol and Glycyrrhizic Acid on
Experimental Colorectal Cancer Model

Cancer is the leading cause of death in humans. Colorectal cancer
(CRC), the 4th most common cancer type among all cancers both in men and
women, ranks as the 3rd among all cancer deaths. It is estimated that nearly one
million people are diagnosed with CRC worldwide annually. The antineoplastics
used for the treatment of cancer have severe side effects. The aim of this study
was to investigate the potential chemopreventive effects of eugenol (EU) and
glycyrrhizic acid (GA) on azoxymethane (AOM)-induced colorectal cancer in rats.

In the study, 80 Sprague Dawley male rats were used. The rats were
randomly divided into eight groups as follows: Control, AOM (15mg/kg bw., sc,
once a week for two weeks), EU (EU 100 mg/kg bw., gavage), GA (GA 15 mg/kg
bw., gavage), EU+GA, AOM+EU, AOM+GA, and AOM+EU+GA. All the rats
except those in the control and AOM groups were treated with EU and GA for 16
weeks.

At the end of the study, the colon tissues were examined in terms of
Aberrant Crypt Foci (ACF) and histopathology. Malondialdehyde (MDA) and
reduced glutathion (GSH) levels as well as superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) activities were evaluated biochemically in both tissue and blood
samples. In addition, Bax, Bcl-2, COX-2, NF-kB and p53 protein expressions in
colon samples were determined by Western blotting.

In the colon tissues of rats treated with AOM, MDA levels and CAT
activities were found out to increase, whereas GSH levels and SOD activities

decreased. On the other hand, no significant changes were observed in the



oxidative stress parameteres of blood samples. AOM treatment increased Bcl-
2/Bax ratio but downregulated NF-kB, COX-2, p53 and Bax expressions. In the
histopathological examination, an increase was detected in ACF numbers and
malignant tumoral lessions. The use of EU and EU+GA decreased oxidative stress
and ACF numbers, induced apoptosis, and upregulated p53 expression in
azoxymethane-treated rats. In conclusion, EU and EU+GA were determined to be
effective against colorectal cancer when compared with the other treatment
groups.

Keywords: Rat, eugenol, glycyrrhizic acid, azoxymethane, ACF, oxidative stress.



3. GIRIS

3.1. Kanser

Kanser; hiicre canliligini, proliferasyonu ve farklilagsmayi yoneten kontrol
mekanizmalarindaki noksanliklar ile tanimlanan bir hastaliktir. Spesifik kanser
tiirlerinin karakteri, siklig1 ve cografik dagilimi cinsiyet, yas, 1rk, genetik yatkinlik
ve cevresel karsinojenlere maruz kalma gibi cesitli faktorlere baghdir (1).
Karsinogenez c¢ok basamakli, karmasik bir siireg olup genellikle birden fazla
genetik degisiklikle ortaya ¢ikar. Bunun yanisira epigenetik faktorler de
(hormonlar, ko-karsinojenler, tiimor promotor etkiler vs.) kanser gelisiminde rol
oynar. Kendileri dogrudan kansere yol agmayan bu faktorler kansere olan

yatkinligi artirirlar veya olusan genetik mutasyonlar kanser ile sonuglanabilir (2).

3.1.1. Kanserin Tarihcesi

Kanser ile ilgili en eski kanitlara Eski Misir’daki mumyalarda, fosillesmis
kemik tiimorlerinde ve eski yazitlarda rastlanmistir. Mumyalarda, gliniimiizde
osteosarkom olarak bilinen kemik kanserlerini diisiindiiren biiyiimeler ile bas ve
boyun tiimoérlerinde goriilen kafatasi kemik tahribatina rastlanmistir (3). Kanser
olarak tanmlanabilecek en eski kanitlar, o zaman bilindigi sekliyle bazi tibbi
bilgileri 6zetleyen Ebers Papiruslari’nda da bulunmaktadir. Bu yazitlar yaklasik
olarak M.O. 1500°lii yillarda Misir’da kaleme alinmustir (4).

Kanserin en eski tanimina ise M.O. 3000°li yillarda Eski Misir’da, Edwin
Smith Papiruslarinda rastlanmistir. Bu yazitlar, Misir’da travma cerrahisi iizerine
yazilmis kitapta yer alan bir boliimiin kopyasidir. Bu béliimde ates matkabi olarak

nitelenen bir alet yardimiyla koterizasyon yapilarak uzaklastirilan 8 adet meme



tilseri ya da tlimor vakasi tanimlanmistir. Bu yazitlarda hastalikla ilgili olarak
“tedavisi yoktur” ifadesi yer almaktadir (3).

Kanser kelimesi “Tibbin Babas1” olarak nitelenen Yunanli hekim Hipokrat
tarafindan tanimlanmistir. Hipokrat, iilserli ya da iilsersiz tiimorleri tanimlamak
igin “carcinos ve carcinoma” ifadelerini kullanmistir. Kanser, parmak benzeri
yayilim gosterdigi icin biiylik olasilikla seklinden dolay1 yengece benzetilmis ve
Yunanca’da bu kelimeler crab yani yenge¢ kelimesinde karsilik bulmustur. Daha
sonra Romali hekim Celcus Yunanca crab kelimesine karsilik olarak Latince olan
“cancer “ kelimesini kullanmistir. Bir diger Yunanli hekim Galen ise tiimorleri
tanimlamak i¢in “oncos” kelimesini kullanmistir. Ancak malignant tiimdrleri
tanimlamak i¢in hala Hipokrat ve Celcus’un yengec (crab) benzetmesi yani cancer
kelimesi kullanilmaktadir. Galen’in terimi ise giiniimiizde kanser uzmanlari i¢in
kullanilan onkolog tinvaninin bir pargasi olmustur (3, 4).

19. Yiizyil, hastalikli dokularda yapilan ¢aligmalarda modern mikroskobun
kullanilmaya baslanmasiyla bilimsel onkolojinin dogusuna sahne olmustur. Hiicre
patolojisinin kurucusu olarak bilinen Rudolf Virchow modern patolojik kanser
caligmalarinin bilimsel temelini kurmustur. Morgagni’nin hastaligin klinik
stireciyle otopsi bulgularin1 bagdastirdigi gibi Virchow da hastalikla mikroskobik
patoloji arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Bu metot kanserin neden oldugu
hasarin daha iyi anlagilmasini saglamakla beraber kanser cerrahisinin gelismesine
de katkida bulunmustur. Alinan dokular incelenerek kesin tani yapilabilmekte ve
patolojik incelemeler sonucu cerrahi miidahele ile kanserin tamamen uzaklastirilip

uzaklastirilamayacag1 hakkinda 6ngdrii yapilabilmektedir (3).



3.1.2. Kanserin Morbidite ve Mortalitesi

Diinyada 6liim nedenlerinin basinda gelen kanser gelismis tilkelerde kalp
damar hastaliklarindan sonra ikinci siklikta goriilen 6liim nedenidir ve ii¢ kisiden
biri yasamlar1 boyunca kanser tanis1 almaktadir (2).

Kiiresel kanser yiikii gectigimiz 30 yil zarfinda iki kattan daha fazla
artmistir. 2008’de 12 milyon yeni kanser vakasmin teshis edildigi ve kanserden
kaynaklanan 7 milyon Olimiin gerceklestigi tahmin edilmektedir. Diinya
niifusunun siiregelen artist ve yaslanmasi kanser yiikii lizerinde de biiyiik
degisikliklere yol acacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi,
kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon 6liim ve son bes yil icinde kanser tanisi
konulmus 75 milyon kisi rakamlarina ulasilmasi beklenmektedir (5).

Sekil 1°de Tiirkiye’de 2014 yili itibariyle yasa standardize edilmis kanser
insidensi hizinin (100.000 kiside) erkeklerde 246,8 kadinlarda ise 173,6 oldugu
goriilmektedir. Ayrica 2014 yili istatistiklerine gore Tiirkiye’de 163.417 kisiye
yeni kanser teshisi konulmustur. Tiikiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore
Tiirkiye’de 2015 yil1 itibariyle iyi ve kotii huylu timdrlerden kaynaklanan 6liimler,
oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almakta olup toplam 6liimlerin %20’sini
olusturmaktadir (Sekil 2). Bu verilere gore kanserin hem diinyada hem de
Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda ilk siray: alabilecegi tanmin edilmektedir (6-

8).
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Sekil 2. Tiirkiye’de 2015 yilindaki 6liim nedeni istatistikleri (7).



3.2. Kolorektal Kanser

Kolon ya da rektumda baslayan kansere kolorektal kanser (KRK) adi
verilir. Bu kanserler ayrica baslangi¢ yerine gore kolon kanseri ve rektum kanseri
olarak da isimlendirilebilir. Kolon kanseri ve rektum kanseri bir¢ok benzer 6zellik
tasidigr icin siklikla birlikte anilir (3). KRK normal kolon epitel hiicrelerinin
adenokarsinom hiicrelerine doniismesine neden olan bir dizi genetik ve epigenetik
degisikliklerin ilerleyici bir sekilde birikimi sonucu ortaya ¢ikar. Polip karsinom
dizisi olarak tanimlanan kolondaki bu karsinogenez siirecinin tipik olarak 10-15
yil igerisinde gerceklestigi ve bu siirecte histolojik ve molekiiler degisikliklerin

birlikte seyrettigi diistiniilmektedir (9).

3.2.1. Kolorektal Kanserin Etiyolojisi

KRK’lerin temel sebebinin gevresel faktorler oldugu ve bu vakalarin
yalnizca %20’sinin kalitsal genetik degisikliklerle ilgkili oldugu belirlenmistir
(10). Kolorektal tiimorlerin gelismesindeki risk faktorleri arasinda kronik bagirsak
yangilari, ¢evresel ve gida kaynakli mutajenler, bagirsaktaki faydali ve patojen
mikroorganizmalar sayilabilir (11, 12). Alkol ve sigara kullanimi, obezite, fiziksel
aktivite yetersizligi, yiikksek yagli ve kirmizi ete dayal diyetler; yetersiz meyve,
sebze, tahil ve lifli gidalarin tikketimi diger faktorler arasinda sayilabilir (13, 14).
Sanayilesmis Tlilkelerdeki batili yasam tarzi ve diyet alisgkanlifinin KRK

insidensini artirdigr belirtilmistir (14).

3.2.2. Kolorektal Kanserin Morbiditesi ve Mortalitesi
Diinyada KRK erkeklerde en yaygin ligiincii, kadinlarda ise en yaygin
ikinci kanser tiirii olup, sekil 3 ve 4’te goriildiigii gibi Tiirkiye’de hem erkek hem

de kadinlarda en yaygin kanser tiirleri arasinda iigiincii sirada yer almaktadir (7).



KRK’in yasa gore standardize edilmis insidens hizi (100.000 kiside) diinya
genelinde erkeklerde 204,9 kadinlarda 165,2 olup bu rakam Tiikiye’de erkekler
icin 220,3 kadnlar igin ise 156,8 diizeyindedir (6). KRK, diinya genelinde kanser
nedenli 6liimlerde {igiincii sirada yer almakta ve tahmini olarak her yil 1 milyon

yeni vaka meydana gelmektedir (15).

Trakea, akciger, brong 21,1
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide
Non-Hodgkin lenfoma m Yiizde (%)
Bobrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi

25

Sekil 3. Tiirkiye’de 2014 yilinda tim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen

10 kanser tiirtiniin dagilimi (7).
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Serviks

Beyin, sinir sistemi

30

Sekil 4. Tiirkiye’de 2014 yilinda tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen

10 kanser tiirtiniin dagilimi (7).

3.2.3. Kolorektal Kanserde Meydana Gelen Molekiiler ve Biyokimyasal
Degisiklikler

Ratlarda sistemik azoksimetan (AOM) uygulanmasi kolon dokusunda,
karsinojenik siirecte 6nemli bir yeri oldugu diistiniilen ve bir transkripsiyon
faktorii olan niikleer faktor-kappa B (NF-kB) diizeyini artirmaktadir. NF-kB, p50
ve p65 olmak lizere iki alt iliniteden olusur ve normal hiicrede IkB-a (inhibitor
kappa B-alpha) ile bir kompleks halinde sitoplazmada bulunmaktadir. Bir dizi
hiicre i¢i ve hiicre digi uyaranin etkisiyle heterodimer yapisindan ayrilan NF-kB
hiicre ¢ekirdegine baglanarak bazi genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir.
NF-kB’nin aktivasyonu kanser hiicrelerinde gii¢lii bir ¢ogalma ve antiapoptotik
etkinlikle sonuglanmaktadir (16). NF-kB sinyal yolaginin inhibe edilmesi

kanserden korunma ve tedavi noktasinda 6nemli bir yaklasim sunmaktadir (17).
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Bax, proapoptotoik protein olarak bilinir ve ekspresyonu arttiginda
apoptoz indiiklenmektedir. Bcl-2 ise antiapoptotik protein olarak bilinir ve
ekspresyonu arttiginda apoptoz baskilanmaktadir (18). Bir¢ok antineoplastik ilag
kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif etki gosterirler. Bu ilaglarin birg¢ogu da bu
etkiyi DNA hasar1 olusturarak yapar ve sonugta apoptoz indiiklenir (2). AOM ile
indiiklenen bir KRK modelinde AOM grubunda Bcl-2/Bax oranmi1 1’den biiyiik
(>1), tedavi grubunda ise 1’den kiiclik (<1) bulunmus ve tedavi gruplarinda
kanserli hiicrelerde apoptozun uyarildig: bildirilmistir (19).

Tiim6r baskilayict genlerin fonksiyon kaybina ugramasi karsinogenez
gelisimi i¢in en kritik olay olarak degerlendirilebilir (2). Normal hiicreler
malignant degisimi baskilayan genler icerirler ve bu genler “timor
baskilayici/siipresor genler” olarak bilinirler (2). p53 geni bugiine kadar
tanimlanmis en iyi tiimor baskilayici gendir ve bu genin dogal tiirii (wild-type)
hiicrede neoplastik doniisiimiin baskilanmasinda 6nemli rol oynar. Tiim insan
karaciger, meme, kolon, akciger, serviks, idrar kesesi, prostat ve solid cilt
timorlerinin %50°sinde p53 geni mutasyona ugramistir (1).

COX-2 enzimi proinflamatuar sitokinler, biliyiime faktorleri, onkojenler,
kanserojenler ve timor promotorleri gibi bircok faktor tarafindan indiiklenmekte
olup yangi ve hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde rol almaktadir (20). Preklinik
etkinlik ¢alismalarinda antienflamatuar etkinlik gosteren bir¢ok bitkisel kaynakli
maddenin kolon karsinogenezini geciktirdigi, engelledigi ya da geriye dondiirdiigii
kanitlanmistir (21). Dolayisiyla COX-2 etkinliginin engellenmesi yangt ve
karsinogenezin dnlenmesi bakimindan iyi bir strateji olarak goriinmektedir (20).

Oksidatif stres indirgenmis glutatyon, antioksidan enzimler (glutatyon

peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz), diyetle alinan antioksidanlar (vitamin
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C, selenyum, B-karoten, ve vitamin E) ile serbest oksijen radikalleri arasindaki
dengenin bozulmasma bagli olarak gelisir. Karsinojenik patogenezde oksidatif

stres de rol oynar (22).

3.3. Kanser Kemoterapisinin Tarihsel Gelisimi

Ikinci diinya savasinda hardal gazina maruz kalan askerlerin kemik iligi
hiicrelerinde toksik degisiklikler oldugu gézlenmistir. Bu donemde Amerikan
ordusu tarafindan savasta kullanilmak tizere hardal gazina benzer ama daha etkin
bilesikler ve koruyucu Onlemlerin gelistirilmesi {izerinde yapilan ¢aligmalarda
lenfomaya karsi etkili oldugu belirlenen nitrogen mustard adinda bir bilesik
gelistirilmistir. Bu bilesik hizli biiyiiyen kanserli hiicrelerde DNA hasari
olusturarak onlar1 dldiiren ve kendisinden daha etkili (alkilleyici ajanlar) bir dizi

benzer maddenin gelistirilmesinde model olmustur (3).

3.4. Kanser Kemoterapisinde Kullamilan Geleneksel Antineoplastiklerin
Ortak Yan Etkileri

Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi hastanin veya konak¢inin saglikli
hiicrelerine zarar vermeksizin veya en az zararla kanserli hiicrelerin biiyiimesini ve
cogalmasini durdurmak veya miimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak, saglikli doku
ve timor dokusu arasindaki benzerlikler antineoplastik ilaglarin segiciligini
olumsuz yonde etkiler. Bugiin kanser kemoterapisinde kullanilan antineoplastik
ilaglarin ¢ogu bir yandan kanserli dokulara etki ederken diger yandan barsak
epiteli, kil folikiilleri, kemik iligi kok hiicreleri gibi proliferatif indeksi yiiksek
olan saglikli dokular1 da etkiler. Hiicre proliferasyonunun belirgin olmadigi

karaciger, bobrek ve sinir dokusunda da toksisiteye yol acabilen
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kemoterapotiklerin varligi bilinmektedir. Geleneksel antineoplastiklerin ortak yan

etkileri;

e Kemik iligi siipresyonu

e Immiinosiipresyon

e Hizli ¢ogalan hiicrelere (sindirim kanali epitel hiicreleri, kil folikiilleri, tireme
hiicreleri) olan toksisite

e Embriyotoksisite ve teratojenite

e Mutajenite ve karsinojenite

e Bulanti ve kusma

o Lokal reaksiyonlar

e Tiimor lizis sendrom (tiimdr hiicrelerinin hizli bir sekilde yikimlanmasi sonucu
gelisen tiremi, hiperkalemi, hiperfosfatemi, akut bobrek yetmezligi gibi)

o Alerjik reaksiyonlar

e Diger toksik etkiler olarak siralanabilir (23).

3.5. Kolorektal Kanserde Korunma ve Tedavide Fitoterapinin Yeri

Preklinik ve epidemiyolojik ¢alismalarda ¢ok sayida kemoterapétik ilag
KRK’e karsi etkili bulunmasina ragmen, bu maddelerin etkinliklerindeki
yetersizlikler ve ciddi yan etkilerinden dolayr klinik kullanimlari sinirli
kalmaktadir (24). Son zamanlarda, baz1 hastaliklarda tamamlayici tedavi olarak
bitkisel ilaglar popiiler hale gelmis ve kanser hastalarinda bitkisel ilaglarin
kullanimlarinin arttig1 ortaya konmustur (25). Dogal yolla elde edilen antikanser
ajanlar ve bunlarin deriveleri karsinogenezi kanserli hiicrelerin gogii, invazyonu,
biiytimesi, canlilifi ve metastazi iizerine etki eden genleri baskilamak suretiyle

inhibe etmektedir (26). Ayrica ¢ok sayida epidemiyolojik calisma, 6zellikle KRK
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olmak {izere belirli tipteki kanser riskinin azaltilmasinda, dogal antioksidanlardan

zengin diyetlerin etkili oldugunu géstermektedir (27).

3.6. Deneysel Kolorektal Kanser Modeli

KRK modeli olusturulmasinda, kimyasal olarak indiiklenen hayvan
modelleri arasinda en sik kullanilanlar azoksimetan (AOM) ve 1,2-
Dimetilhidrazin (DMH) ile olusturulan modellerdir (28). AOM ve DMH ile
olusturulan deneysel KRK modeli, insan kolon kanserini molekiiler, histolojik ve
klinik 6zellikler bakimindan iyi temsil etmektedir (29, 30). Rodentlerde sistemik
AOM uygulanmasi, kolonda Anormal Kript Odaklar1 (ACF) diye tanimlanan ve
ileride kansere doniisen preneoplastik lezyonlarin olusumuna yol agmaktadir (31).
AOM uygulanan ratlarda ACF’lerin en erken 2 hafta sonra olmak iizere genellikle
4-6. haftalarda olustugu bildirilmistir (32, 33). Shwter ve ark. (25) ACF’nin ilk
kez AOM enjekte edilen ratlarda rapor edildigini ve daha sonra KRK’li insanlarda
da buna benzer lezyonlarin ortaya koyuldugunu bildirmistir. Bu siiregten sonra
AOM ile indiiklenen KRK modeli siklikla kullanilmig ve halen kullanilmaya

devam etmektedir.

3.7. Eugenol

Karanfil yaginin temel bileseni olan eugenol (2-metoksifenol) tar¢in, defne
yapragi ve birgok aromatik baharat icerisinde de belirli diizeylerde bulunan dogal
fenolik bir bilesiktir. Sindirim sistemi hastaliklar1 ve deri enfeksiyonlarmin yani
sira 1yi bir lokal antiseptik ve lokal anestezik olmasindan dolay1 dis hekimliginde
de kullanilmaktadir. Bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olan bu bilesigin

karsinojenik ve mutajenik etkilerinin olmadig1 belirlenmistir (34, 35).

15



OH

HQC/ OCH;

Sekil 5. Eugenol’iin kimyasal yapisi (36).

EU’lin koruyucu etkisini siiperoksit ve lipit peroksidasyon iiriinlerinin
olusumunu, yangiy1 ve hiicre cogalmasini engelleyerek ve apoptozu indiikleyerek
meydana getirdigi gosterilmistir. Molekiiler ¢aligmalar EU’tin NF-kB’y1 inhibe
ettigini, COX-2 ve Bcl2 ekspresyonunu azalttigini, p53 ve Bax ekspresyonunu
artirdigini ortaya koymustur (37).

Insan 16kemi hiicrelerinde yapilan bir in vitro calismada EU’iin kanser
hiicrelerinde antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’nin ekspresyonunu azalttigi,
proapoptotoik bir protein olan Bax’mn sitozolden mitokondriye dogru olan
translokasyonunu artirdigi ve bdylece apoptozu indiikledigi belirtilmistir (38).
Deneysel olarak olusturulan mide kanseri modellerinde EU etkisiyle NF-kB (p50
ve p65) ve Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi, p53 ve Bax ekspresyonunun arttigi
ortaya konmustur (16, 39). Farelerde dimetilbenzantrasen (DMBA) ile indiiklenen
deri kanseri modelinde EU etkisiyle Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi, p53
ekspresyonunun ise arttig1 ortaya konmustur. Ayni ¢calismada EU etkisiyle COX-2
ekspresyonunun inhibe edildigi, proinflematuar sitokinler ile NF-kB diizeylerinin
azaldig1 saptanmustir (40). Insan osteosarkom hiicrelerinde yapilan bir in vitro
calismada ise EU etkisiyle p53 ekspresyonunun arttig1 ve apoptozun indiiklendigi
gosterilmistir (41). HT29 insan kolon kanser hiicreleri ve lipopolisakkarid (LPS)

ile stimiile edilmis fare makrofaj hiicrelerinde yapilan bir in vitro ¢alismada
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EU’tin COX-2 protein ve gen ekspresyonu ile COX-2 enzim aktivitesini segici

olarak azalttig1 ve kanser hiicre ¢ogalmasini yavaslattigi ortaya konmustur (20).

3.8. Glisirizik asit

Glisrizik asit (GA), meyan kokiiniin temel bilesenlerinden biri olup
pentasiklik triterpenoid glikozit yapisindadir ve Glycyrrhiza glabra bitkisinin
kurutulmus kokiinden elde edilir. GA’in tuzlan tathilarda, ilaglar, igecekler,
sakizlar ve dis macunlarinda tatlandirici ve aroma verici olarak yaygin sekilde
kullanilir. GA antienflamatuvar, noroporotektif, antiviral, antioksidan ve

antitimor etkinlik gibi bircok farmakolojik etkiye sahiptir (42, 43).

OH
Sekil 6. Glisirizik asitin kimyasal yapisi (44).

Ratlarda kalp kasi iskemi/reperfiizyon modelinin olusturuldugu bir
calismada ferulik asit, peoniflorin, sinamik asit ve GA’in etkileri aragtirilmistir.
Diger maddelerle kiyaslandiginda GA uygulanan ratlarin miyokard dokusunda
SOD aktivitesinin belirgin bir artig gosterdigi gozlenmistir. Ayn1 sekilde GA’in
diger maddeler kadar olmasa da MDA diizeylerinde bir diisiise neden oldugu
belirlenmistir. Bu bulgularin 1s18inda GA’in oksidatif hasarlanmay1 azalttig ileri

strtilmistiir (45).
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Ratlarda bir KRK modelinde GA uygulanan deneme gruplarinda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ACF sayis1 ile NF-kB ve COX-2 ekspresyonunda
azalma; p53 ekspresyonunda ise artis gozlenmistir (Sekil 7) (46). Prostat kanser
hiicrelerinde (LNCaP) yapilan bir in vitro ¢alismada GA’in aktif aglikonu olan
glisiretinik asitin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini azalttigi tespit edilmistir (47).
Insan mide kanseri (KATO III) ve promyelotik 16kemi (HL-60) hiicrelerinde
yapilan bir in vitro calismada ise GA’in kanser hiicrelerinde apoptotik etki
gosterdigi ortaya konmustur (48). Farelerde deri alt1 yolla tiimor inokiilasyonunun
yapildigi bir in vivo ¢aligmada GA periton i¢i yolla uygulanmig ve alinan timor
dokular1 kiitlesel yonden degerlendirilmis ve GA uygulanan grupta timor
kiitlesinin azaldigi gozlenmistir. Yine aymi g¢alismada GA’in anjiyogenezi

yavaglatmak suretiyle tiimor progresyonunu baskiladigi saptanmustir (49).
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Sekil 7. Wistar ratlarin kolon dokusunda DMH ile indiiklenen preneoplastik

lezyonlara ve hasarlara karst GA’in etki noktalar1 [GA, DMH ile indiiklenen ACFyi

azaltir. DMH uygulamast yang: ile beraber kolon submukozasinda mast hiicre infiltrasyonunda
bir artisa sebep olur ve NF-KB ile COX-2 gibi proinfelmatuar belirteclerin ekspresyonu artar. GA
ise bu belirteglerin ekspresyonunu ve submukozal mast hiicre infiltrasyonunu azaltw. DMH
uygulamasi p53 ekspresyonunu azaltir, GA ise artiir. (DMH: 1,2-Dimetilhidrazin, NF-kB:
Niikleer Faktor-kappaB, COX-2: Siklooksijenaz-2, iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz, GA:

Glisirizik asit, ACF: Anormal Kript Odaklar, Cell Survival: Hiicre Canliligi, Cell Proliferation:

Hiicre Cogalmasi, Transcription.: Transkripsiyon, Cytoplasm: Sitoplazma)] (46).

3.9. Kanser Tedavisinde Kombine Kemoterapinin Onemi

Kombine kemoterapi bircok nedenden dolayr 6énemlidir. Birincisi, her bir
ilag i¢in dozajlama riski tasimadig siirece hastanin tolere ettigi toksisite araliginda
en yiiksek oranda hiicre 6liimii saglar. Ikincisi, heterojen tiimér popiilasyonunda

farkli genetik anormalligi olan hiicreler ile ilaglar arasinda daha genis yelpazede
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etkilesim saglar. Son olarak, olusacak hiicresel ilag direnci gelisimini onleyebilir
veya azaltabilir (2).

KRK tedavisinde kullanilan antineoplastiklerin  etkinliklerindeki
yetersizlikler ve ciddi yan etkileri nedeniyle bitkisel kaynakli alternatif tedavi
yaklagimlar1 6nem arz etmektedir. Karanfil yaginin temel bir bileseni olan EU ve
meyan kokiinlin temel bilesenlerinden GA’in KRK’ler {izerindeki etkilerine
yonelik smurli sayida in vivo galisma bulunmakla birlikte bu iki bitkisel maddenin
eszamanli kullanimi iizerine arastirmalara literatiirde rastlanilmamustir.

Bu ¢aligmada deneysel olarak KRK olusturulan ratlarda bitkisel kaynakli
EU ve GA’in muhtemel koruyucu etkileri klasik histopatoloji ve biyokimyasal
parametrelere ilave olarak Western blot teknigi kullanilarak modern kanser
belirteglerinin ortaya konmasiyla arastirilmis ve bu iki koruyucu maddenin es

zamanli kullanimlarinin potansiyel etkileri ortaya konulmaya calisilmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1 Alet ve Cihazlar

Analitik hassas terazi

Buzdolab1 (+4 °C)

Buz makinasi

Derin dondurucu (-20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)
Calkalayict

Ceker ocak

Cok kanalli mikropipet (30-300 pul)
Distile su cihazi

Mikropleyt spektrofotometre
Elektroforez sistemi

Etiv

Gii¢ kaynagi

Homojenizator

Kemiliiminesan goriintiileme cihazi
Manyetik karistiric

Mikropipet (0.5-10, 10-100, 100-1000)
Makropipet (0.5-5 ml)
Mikrosantrifiij

pH metre

Sogutmalr santrifiij

Spektrofotometre
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AND HR-250AZ

Samsung

Scotsman AF20

Ugur UDF 75L

VWR symphony
Lab.Companion SK-300
TEZ-SAN Uzay Serisi
Eppendorf

GLF 2104

Thermo Fisher Multiscan GO
Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell
Memmert INB 400

Bio-Rad Power Pac
QIAGEN Tissue Lyser LT
VILBER LOURMAT Fusion FX
IKA RCT Classic

Eppendorf

Thermo Scientific

VWR Mini Star

VWR pHenomenal pH 100 L
Hettich UNIVERSAL 320 R

Techcomp UV 7500



Su banyosu
Thermal Cycler
Ultra saf su cihazi

Vorteks

Niive nb20
BIORAD T100
Merck Millipore Direct Q-3UV

VELP Scientifica APX-153

4.1.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Akrilamid %30

Amonyum persiilfat
Azoksimetan
Bakir-2-kloriir
Bakir-2-siilfat

BCA protein tayin Kiti
Boncuk parafin
5,5’-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
Etanol absolut

Etilendiamin tetra asetik asit
Eugenol

Folin-fenol ayraci

Filtre kagidi

Glisin

Glisirizik asit

Hidrojen peroksit %30
Hidroklorik asit %37
Indirgenmis glutatyon

Jel yiikleme ucu (100 pl)
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Sigma A3574

Sigma A3678

Sigma A5486
Aldrich 222011
Merck 1.02790.1000
Thermo Fisher 23225
MOSLAB B0083
Sigma D8130
Sigma-Aldrich 32221
Sigma E5134
Aldrich E51791
Merck 1.09001.0100
Bio-Rad 1703932
Sigma G8898
Aldrich G2137
Sigma-Aldrich 18312
Merck 1.00314.2500
Applichem A2084

Bio-Rad Prot/Elec Pipet Tips



Kloroform

Ksantin

Ksantin oksidaz

Ksilen

Lamel 24x24 mm

Lam kutusu

Lam-trash

2X Laemmli sample buffer
Mayer’s hemotoksilin soliisyonu
Metanol

Metilen mavisi
2-Merkaptoetanol
Mikrosantrifiij tiipti 1,5 ml
Mikrotom bigagi

Nitroblue tetrazolyum
N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin
Parafin kasedi

Pastor pipeti 3 ml

Potasyum fosfat monobazik
Potasyum hekzasiyanoferrat
Potasyum klortir

Potasyum siyaniir

Precision Plus Protein Western C
Primer antikor (Bax)

Primer antikor (Beta actin)
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Carlo Erba Reagents 438603
Alfa Aesar A11077
Sigma X4875
MOSLAB PB1065
Isolab 075.00.004
Isolab 075.02.001
Isolab 075.05.003
Bio-Rad 1610737
Sigma MHS16
Sigma-Aldrich 34885
Sigma-Aldrich 50484
Aldrich 6250

Isolab 078.03.002
Isolab

Fisher Scientific BP1081
Sigma T9281

Isolab 074.03.001
Isolab 084.02.001
Riedel-de Haen 04243
Merck Milipore 104973
Sigma-Aldrich 12636
Merck 104967

Bio-Rad 1610376
Santa Cruz sc-70407

Santa Cruz sc-47778



Primer antikor (Bcl-2)
Primer antikor (COX-2)
Primer antikor (NF-kB p65)
Primer antikor (p53)
1-Propanol

PVDF membran

Ripa lizis buffer sistem
Sekonder antikor (IgG-HRP)
S1g1r serum alblimini
Sodyum dodesil stilfat
Sodyum fosfat dibazik dodekahidrat
Sodyum hidrojen karbonat
Sodyum karbonat

Sodyum klortir

Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat
Strep Tactin-HRP konjugat
1,1,3,3-Tetrametoksipropan
Tiyobarbitiirik asit
Trikloroasetik asit

Trizma base

Tween 20

Western ECL substrat

Yagsiz siit tozu (blotting grade)
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Santa Cruz sc-7382
Santa Cruz sc-23984
Santa Cruz sc-8008
Santa Cruz sc-98
Sigma-Aldrich 34871
Sigma P2688

Sanat Cruz sc 24948A
Santa Cruz sc-2006
Sigma A2153

Sigma L3771
Sigma-Aldrich 71650
Merck 1.06329.1000
Sigma-Aldrich 13418
Merck 1.06404.1000
Sigma-Aldrich S2377
Bio-Rad 1610381
Aldrich 108383
Sigma-Aldrich T5500
Sigma-Aldrich 27242
Sigma T1503

Sigma P9416
Bio-Rad 1705060

Bio-Rad 1706404



4.1.3. Hayvan Materyali

Calismada  Firat  Univeristesi Deneysel — Arastirmalar  Merkezi
(FUDAM)’nden temin edilen 5-7 haftalik Sprague Dawley 1rki 80 adet erkek rat
kullanildi. Ratlar standart kosullar altinda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12
saat glin 15181 ve 12 saat karanlik olmak tizere) barindirildi. Su ve yem (standart
ticari pellet yem) ad libitum olarak verildi.

Bu calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

24.06.2015 tarih ve 2015/11-122 sayili onay karar1 alinarak gergeklestirildi.

4.2. Yontem
4.2.1. Deneysel Model

Ratlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 8 gruba ayrildi. Calismada
kullanilacak maddelerden azoksimetanin dozu Shwter ve ark. (25), eugenoliin
dozu Manikandan ve ark. (16) ve glisirizik asitin dozu Khan ve ark. (46)
tarafindan Onerilen dozlara gore belirlendi. Azoksimetan ve glisirizik asit serum
fizyolojik igerisinde, eugenol ise misir yaginda ¢ozdiirelerek seyreltildi. Caligma
gruplari asagidaki sekilde olusturuldu:
Grup 1. Kontrol grubu: Bu gruptaki ratlara ¢alismanin baslangicindan itibaren
16 hafta boyunca her giin gavaj yoluyla serum fizyolojik (SF) uygulandi.
Grup 2. Azoksimetan grubu (AOM): AOM, calismanin 3 ve 4. haftalarinda
birer kez 15 mg/kg dozunda deri alt1 yolla; SF ise ¢alismanin baslangicindan
itibaren 16 hafta boyunca her giin gavaj yoluyla uygulandi
Grup 3. Eugenol grubu (EU): EU ¢alismanin baslangicindan (0. giin) itibaren

16 hafta boyunca her giin 100 mg/kg dozunda gavaj yoluyla uygulandi.
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Grup 4. Glisirizik asit (GA): GA ¢alismanin baslangicindan (0. giin) itibaren 16
hafta boyunca her giin 15 mg/kg dozunda gavaj yoluyla uygulandi.

Grup 5. Eugenol+glisirizik asit (EU+GA): EU ve GA c¢alismanin
baslangicindan itibaren (0. giin) 16 hafta boyunca her giin sirasiyla 100 mg/kg ve
15 mg/kg dozunda es zamanli olarak gavaj yoluyla uygulandi.

Grup 6. Azoksimetan+eugenol grubu (AOM+EU): EU c¢alismanin
baslangicindan (0. giin) itibaren 16 hafta boyunca her giin 100 mg/kg dozunda
gavaj yoluyla; AOM 3 ve 4. haftalarda birer kez 15 mg/kg dozunda deri alt1 yolla
uygulandi.

Grup 7. Azoksimetan+glisirizik asit grubu (AOM+GA): GA c¢alismanin
baslangicindan (0. giin) itibaren 16 hafta boyunca her giin 15 mg/kg dozunda
gavaj yoluyla; AOM 3 ve 4. haftalarda birer kez 15 mg/kg dozunda deri alt1 yolla
uygulandi.

Grup 8. Azoksimetan+eugenol+glisirizik asit (AOM+EU+GA): EU ve GA
caligmanin baslangicindan itibaren (0. giin) 16 hafta boyunca her giin sirasiyla 100
mg/kg ve 15 mg/kg dozunda es zamanli olarak gavaj yoluyla; AOM 3 ve 4.

haftalarda birer kez 15 mg/kg dozunda deri alt1 yolla uygulandi.
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EU, 100 mg/kg, gavaj + GA, 15 mg/kg, gavaj

| | AOM, 15 mg/kg, deri alti enjeksiyon

Sekil 8. Calismada kullanilan deneysel modelin sematik gosterimi.

4.2.2. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi
Calismanin sonunda son ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra ratlar hafif eter
anestezisine alinarak kalpten kan alindi ve ratlar sakrifiye edildikten sonra doku

ornekleri alindu.

4.2.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi
Kan ornekleri EDTA’ tiiplere alinarak 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildikten sonra plazmalari ayrildi. Plazma kismi ayrilan kan 6rnekleri serum
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fizyolojik ile 3 defa yikanarak eritrosit paketleri olusturuldu. Plazma ve eritrosit

paketleri daha sonra calisilmak iizere -80 °C’de muhafaza edildi.

4.2.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Sakrifiye edilen ratlardan distal kolon dokusu (yaklasik 10 c¢cm) alindu.
Serum fizyolojik icerisinde yikanan kolon dokusu dikey olarak ikiye boliindii.
Yarisi histopatolojik incelemeler yapilmak iizere %10’luk formole alindi. Kalan
yarist ise biyokimyasal analizler ve Western blot analizleri yapilincaya kadar -80

°C’de muhafaza edildi.

4.2.3. Histopatolojik Yontemler
4.2.3.1. ACF Belirleme Yontemi

Sakrifiye edilerek karin boslugu agilan ratlarda, rektum sinirindan
baslayarak 10 cm'lik distal kolon bdliimiinden 2° ser cm uzunlugunda alinan doku
ornekleri % 0,9 serum fizyolojik ile yikanip kurutma kagidi icerisine alinarak 24
saat % 10’luk tamponlu noétral formalin sollisyonunda tespit edildi. Anormal kript
odaklar1 (ACF) tespiti amaciyla kolon mukoza yiizeyi metilen mavisi (MB) ile 6
dakika boyandiktan sonra 151k mikroskobunda 20x biiylitmede incelendi.
Etrafindaki normal kriptlere gore; liimende genisleme, yogun boyanma ozelligi,
bliytlikliik (normal kript biiyiikliigiiniin 3-4 kat1) ve perikriptal zonda artis gbzlenen
kriptler ACF olarak degerlendirildi (50). ACF skorlamasi Kristiansen (51)’in
kullandig1 metod modifiye edilerek yapildi. Degerlendirmede 1-3 aras1 kript iceren
ACF'ler degerlendirilme dis1 birakildi. Digerleri ise icerdikleri kript sayisina gore

kiigiik (4-6), orta (7-9) ve biiyiik (>10) ACF seklinde siniflandirildi.
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4.2.3.2. Klasik Histopatoloji

% 0,9 serum fizyolojik ile yikamanin ardindan kolon 6rnekleri % 10’luk
tamponlu noétral formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildi. Daha sonra bilinen
klasik doku takip islemlerinden gegirilen 6rneklerden parafin bloklar hazirlandu.
Bloklardan 5 pm kalinhginda ve 300 pm'lik araliklarla alinan seri kesitler

Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanarak 1s1k mikroskobunda incelendi (52).

4.2.4. Biyokimyasal Analizler
4.2.4.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Kolon ornekleri tartilip cam tiiplere konulduktan sonra {izerlerine 1/10
(g/v) oraninda sulandirma olacak sekilde %1,15’lik KCI ilave edildi ve +4°C’de
homojenize edildi. Elde edilen homojenatin bir kismi malondialdehit (MDA)
tayininde kullanildi. Geri kalan homojenat ise +4°C’de 45 dk siireyle 3500 rpm’
de santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantin bir kismi indirgenmis glutatyon
(GSH), katalaz (CAT) ve protein dlgliimlerinde kullanildi. Bu siipernatantin geri
kalan kismina ise 3/5 (v/v) oraninda kloroform/etanol karigimindan olusan ayrag
1/1 (v/v) oraninda ilave edilerek vorteksle karistirildi. Daha sonra 45 dk 3500
rpm’de santrifiij edildi ve iistte kalan kloroform/etanol fazinda siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi 6lgiildi (53).

Eritrosit paketleri 1/5 oraninda distile su ile sulandirilarak hemolizat
hazirlandi (54). Elde edilen hemolizatlarda hemoglobin (Hb) ve GSH diizeyleri ile
SOD ve CAT enzim aktiviteleri olgiildii. Plazmada ise lipid peroksidasyonun bir

gostergesi olan MDA diizeyleri 6l¢iildii (54, 55).
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4.2.4.2. Doku ve Plazma MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Kolon dokusunda ve plazmada MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik
olarak Ohkawa ve ark. (56) tarafindan tarif edilen metoda gére yapildi.

Prensip: Aerobik sartlar altinda ve pH 3,5’te, doku homojenatinin
95°C’de 1 saat inkiibasyonu sonucu, lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan
MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iimii esasina dayanmaktadir.

4.2.4.3. Doku ve Hemolizatta GSH Diizeylerinin Ol¢iimii

Kolon dokusunda ve hemolizatta GSH diizeylerinin tayini Ellman (57)
tarafindan tarif edilen metoda gore yapildu.

Prensip:  5,5-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik  asit] (DTNB)’in,  siilfidril
bilesikleri tarafindan indirgenerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks
olusturulmas1 ve daha sonra bu renkli bilesigin optik dansitesinin 412 nm dalga

boyunda 6l¢iilerek GSH diizeylerinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.

4.2.4.4. Doku ve Hemolizatta SOD Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Kolon dokusunda ve hemolizatta SOD aktivitelerinin 6l¢iimii Sun ve ark.
(58) tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi.

Prensip: Ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile {iretilen siiperoksitin
nitroblue tetrazolium (NBT)’u indirgemesi esasmna dayanmaktadir. Olusan
stiperoksit  radikallerinin NBT’u indirgemesi ile olusan renkli iriin
spektrofotometrik olarak dl¢iiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadigi ortamlarda ise indirgenme olmayip mavi-mor renk

olusmaz ve enzim aktivitesine bagli olarak daha agik bir renk olusur. SOD
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aktivitesinin tayini bu renk degisimden kaynaklanan optik dansitenin 560 nm’de

Olclilmesi esasina dayanmaktadir.

4.2.4.5. Doku ve Hemolizatta CAT Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Kolon dokusunda ve hemolizatta CAT aktivitelerinin 6l¢iimii Aebi (59)
tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi.

Prensip: 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosteren H20-
deney ortamina ilave edildiginde CAT tarafindan pargalanir ve absorbansta bir
diisiis gozlenir. Absorbanstaki azalma enzim aktivitesiyle dogru orantilidir.

Analiz, absorbanstaki bu diisiisiin izlenmesi esasina dayanir.

4.2.4.6. Dokuda Protein Diizeylerinin Ol¢iimii

Kolon dokusunda protein miktar tayini Lowry ve ark. (60) tarafindan tarif
edilen metoda gore yapildu.

Prensip: Alkali bakir ayracindaki Cu*™ peptid baglari ile kompleks
yapmaktadir. Her 7 veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-
Fenol ayraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mavi-mor renk
olusur. Protein miktar1 tayini, olusan bu rengin spektrofotometrede 650 nm’de

Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

4.2.4.7. Hemoglobin Diizeylerinin Ol¢iimii

Hemoglobin miktarlar1 Drabkin yontemine (61) gore dl¢tildil.

Prensip: Bu yontemde ferrisiyaniir Hb’deki demiri oksitlemek suretiyle iki
degerlikli demiri li¢ degerlikli demire cevirerek methemoglobine doniismesini

saglar. Bunu takiben potasyum siyaniir ile kararli bir pigment olan
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siyanmethemoglobin meydana gelir. Hb miktar tayini olusan bu bilesigin

absorbansinin 564 nm’de okunmasi esasina dayanmaktadir.

4.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blotlama Teknigi ile Protein Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

[k olarak kolon dokusunda total protein izolasyonu yapildi. Daha sonra bu
orneklerde BCA metoduyla protein miktarlar1 belirlendi. Her kuyuya esit miktarda
protein yiiklenerek SDS-PAGE yapildi. NF-kB, p53 ve beta aktin
ekspresyonlarmin belirlenmesinde %8; Bax, Bcl ve COX-2 ekspresyonlarinin
belirlenmesinde ise %15°lik poliakrilamid jel kullanildi. SDS-PAGE’in ardindan
bu proteinler Western blotlama teknigi ile poliviniliden diflorit (PVDF)
membranlara aktarildi. Bloklamanin ardindan primer ve sekonder antikorlarla
muamele edilen membranlarda kemiliiminesan konjugat kullanilarak elde edilen
bantlar 6zel goriintilleme sisteminde (Fusion FX) goriintiilendi. Elde edilen
goriintiilerdeki bant yogunluklar: uygun analiz sistemi ile &lgiildii (Image J;

National Instutue of Health, Bethesda, USA).

4.2.5.1. Total Protein izolasyonu ve Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Kolon dokusundan protein izolasyonu igin 0,1 g kolon dokusu diiztabanli
polipropilen tiiplerin icerisine alinarak {izerine metal bilye yerlestirildi ve sonra 1
ml soguk Ripa Lizis Buffer eklendi. Tiipler dnceden -20°C’de bekletilmis olan
Tissue Lyser’in rétarina yerlestirildi ve 50 devirde 5 dk homojenize edildi. Daha
sonra +4 °C’de 14000 g’de 10 dk santifiij edildi. Ustte kalan siipernatant protein
kaynagini olusturdu. Bu siipernatantlarin bir kismi1 protein analizinde kullanildi ve

kalan kismi da analizleri yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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Homojenizasyon sonrasi siipernatantlardaki protein miktarlar1 Pierce BCA Protein

Assay Kit kullanilarak firmanin tarif ettigi prosediire gore belirlendi.

4.2.5.2. SDS-PAGE

SDS-PAGE, Biorad mini-protean tetra cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak yiikleme ve ayirma jellerinden olusan iki gradientli poliakrilamid
jellerle yapildi. NF-kB, p53 ve beta aktin ekspresyonlarmin belirlenmesinde
%8’lik; Bax, Bcl ve COX-2 ekspresyonlarinin belirlenmesinde ise %15°lik
poliakrilamid jel kullanildi. Jeller hazirlandiktan sonra kasetler tankin igerisine
yerlestirldi ve kasetlerin i¢i kuyucuklarin iizerini ortecek sekilde 1X yiirlitme
tamponu ile dolduruldu. Kuyucuklar, icerisindeki polimerlesmemis jel kalintilarin
uzaklastirmak igin yiiriitme tamponu ile yikandi. Ornekler %0,5 oraninda 2-
merkaptoetanol igeren 2X 6rnek tamponu ile 1/1 oraninda karistirilarak 95°C’de 5
dk inkiibe edildikten sonra esit hacimde kuyucuklara yiiklendi. Birinci kuyucuga
protein markir yiiklendi (Precision Protein Western C Standards, Biorad).
Yiiklemeler tamamlandiktan sonra tank 1X yiirlitme tamponu ile dolduruldu.
Proteinler yiikeleme jeli icerisinde jel bagina 10mA, ayirma jeli igerisinde jel
basina 20 mA akimla yiiriitildii. Proteinlerin jel icersindeki hareketi 6rnek

tamponu igerisinde bulunan bromofenol mavisinin olusturdugu mavi bant ile takip

edildi (62, 63).

Stok Soliisyonlar, Tamponlar

1,5 M Tris-HCI, ph 8,8 (150 ml)

Tris baz 27,23 g
Distile su 80 ml

6 N HCl ile pH 8,8’¢ ayarlandi.
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Son hacim 150 ml olacak sekilde distile su eklendi.
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (100 ml)

Tris baz 6,00 g

Distile su 60 ml

6 N HCl ile pH 6,8’e ayarlandi.

Son hacim 100 ml olacak sekilde distile su eklendi.
%10 SDS (100 ml)

SDS 10,00 ¢

Son hacim 100 ml olacak sekilde distile su eklendi.
%10 (w/v) APS

Amonyum persiilfat 0,109

Distile su 1ml

Giinliik taze olarak hazirlandu.

10X Yiiriitme Tamponu

(250 mM Tris, 1,92 M glisin, %1 SDS, pH ~8,3)

Tris baz 30,30 ¢
Glisin 144,10 ¢
SDS 10¢

Son hacim 1 L olacak sekilde distile su eklendi (pH’sin1 ayarlamaya gerek yoktur).
Poliakrilamid Jeller

Ayirma Jeli (%15, 10 ml)

Bidistile su 2,3ml
%30 Akrilamid 5ml

1.5 M Tris, pH 8,8 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
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%10 APS 100 pl
TEMED 10 pl

Ayirma Jeli (%8, 10 ml)

Bidistile su 4,6 ml
%30 Akrilamid 2,67 ml
1,5 M Tris, pH 8,8 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
%10 APS 100 pl
TEMED 10 pl

Yiikleme jeli (%4, 5 ml)

Bidistile su 3ml
%30 Akrilamid 0,67 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml
%10 SDS 50 pul
%10 APS 50 pul
TEMED 5ul

4.253. Western Blot Teknigi ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

Western blot yontemi Biorad mini-protean tetra cell jel elektroforez
sistemi kullanilarak yapildi. SDS-PAGE’in ardindan jeller 5 dk transfer
tamponunda bekletilerek transfere hazirlandi. PVDF membranlar 5 dk metanolle
aktive edildi. Transfer kaseti icerisine katottan anota dogru siralanacak sekilde
filtre kagid, jel, PVDF membran ve tekrar filtre kagidi iist iiste yerlestirildi. Jel ile

membran arasinda hava boslugu kalmamasia 6zen gosterildi. Kasetin kapagi
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kapatilarak transfer tankinin igerisine yerlestrildi ve tank soguk (+4°C) transfer
tamponu ile dolduruldu. Transfer tanki gii¢ kaynagina baglanarak +4°C’de 90 dk
siire ve 90V akim ile transfer gergeklestirildi. Blotlama sonrasi membranlar
transfer tamponunu uzaklastirmak i¢in 5 dk TBS ile yikandi. Bu islemin ardindan
calkalayici lizerine alinan membranlar %5°lik yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda
1 saat bloklamaya alindi. Daha sonra 1/500 oraninda seyreltilmis primer antikor
ile +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun ardindan 5’er dk 3 kez TBST
ile galkaliyict iizerinde yikandi. Ardindan 1/5000 oraninda seyreltilmis sekonder
antikorla oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi (Antikor sulandirmalari
firmanin onerdigi sulandirma oranlari optimize edilerek yapildi). Membranlar
tekrar 5’er dk 3 kez TBST ile ¢alkaliyic1 iizerinde yikandi. TBST igerisindeki
Tween 20’y1 uzaklagtirmak i¢in TBS ile 5 dk’lik son bir yikama yapildi. ECL
soliisyonu ile inkiibe edilen membranlar kemiliiminesan goriintilleme sisteminde
(Fusion FX) gorintilendi (62, 63, 64). Elde edilen goriintiilerdeki bant
yogunluklar1 uygun analiz sistemi ile dlgiildii (Image J; National Instutue of
Health, Bethesda, USA). Protein ekspresyon diizeyleri internal kontrol olarak

kullanilan beta aktine gore normalize edildi (65).

Stok Soliisyonlar ve Tamponlar
1X Transfer Tamponu

(25 mM Tris, 192 mM glisin, %20 (v:v) metanol, pH 8,3)

Tris 3,03¢g
Glycine 14,49
diH20 500 ml
Methanol 200 ml
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Son hacim 1 L olacak sekilde distile su eklendi (pH’sini1 ayarlamaya gerek yoktur).
10X TBS

20 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, pH 7,5

Tris 24,2 g
NaCl 292,49
diH20 750 ml

pH 7,5’¢ ayarlandi (6N HCI ile) ve distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
Bloklama soliisyonu (%35 yagsiz siit tozu-TBS)

2.5 g yagsiz siit tozu 50 ml 1X TBS igerisinde ¢6zdiirtildii.

TBST

20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, %0,05 Tween 20, pH 7,5

1L 1X TBS’e 0,5 ml Tween 20 eklendi.

Antikor sulandirma soliisyonu (%5 yagsiz siit tozu-TBS)

2,4 g yagsiz siit tozu 50 ml 1X TBS igerisinde ¢6zdiirtildii.

4.2.6. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler “IBM SPSS Statistics 15” paket programi
kullanilarak yapildi. ACF ve kript sayilari ile diger verilerin degerlendirmelerinde
gruplar arasi farkliligin karsilagtirilmasi icin ANOVA ve grup i¢i karsilagtirmalar
icin Tukey testi kullanildi. ACF skorlamalar1 i¢in ise Kruskal Wallis testi
kullanildi. ACF skorlamasinda degerler ortalama olarak, diger veriler icin ise
ortalamatstandart hata (X+SE) olarak verildi. 0,05’ten kiigiik olan p degerleri

istatistiksel olarak onemli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Histopatolojik Bulgular
5.1.1. Makroskobik Bulgular

Makroskobik olarak kolon mukozasinda kitle olusumu AOM+EU+GA
grubu hari¢ diger deneme gruplarinda tespit edildi. Kitle formasyonlart AOM
grubunda 2, AOM+EU grubunda 4 ve AOM+GA grubunda 1 hayvanda tespit
edildi. Cikarilan kalin bagirsagin tiimii makroskobik olarak incelendiginde,
lezyonlarin sadece distal kolona yerlestigi ve daha ¢ok polip tarzinda oldugu

gozlendi (Sekil 9).

Sekil 9. Distal kolon mukozasindaki kitlenin makroskobik goriiniimii (ok bast).
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5.1.2. ACF Bulgulan

Gruplara gore ortalama ACF ve icerdigi kript sayilar1 Tablo 1, Sekil 10 ve
Sekil 11°de sunulmustur. ACF olusumlar1 sadece AOM ile tedavi edilen gruplarda
(Grup 2, 6, 7 ve 8) tespit edilmistir (Sekil 12). Tablo 1 incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamasina ragmen AOM grubuyla
kiyaslandiginda tedavi gruplarinda ACF sayilarinda bir azalma oldugu
gozlenmistir (p>0,05). ACF sayilarindaki azalmalarin en fazla AOM+EU ile
tedavi edilen grupta oldugu daha sonra AOM+EU+GA ile kombine tedavi
uygulanan grupta oldugu goriilmistir. Aynmi sekilde anormal kript sayilar
bakimdan AOM grubu ile kiyaslandiginda tedavi gruplarinda bu sayilarda bir
azalma oldugu tespit edilmesine ragmen istatistiksel bir farklilik goriillmemistir

(p>0,05).

Tablo 1. Kanser gruplarinda kolon dokusu ACF ve igerdikleri anormal kript

sayilart.

Gruplar ACF Anormal Kript

P (X£SE) Sayilar1 (XSE)
Grup 2 (AOM) 13,56+2,12 86,67+13,02
Grup 6 (AOM+EU) 9,56+1,82 55,78+10,92
Grup 7 (AOM+GA) 10,67+2,02 66,44+12,32
Grup 8 (AOM+EU+GA) 11,78+1,72 65,78+9,82
p 0,497 0,307

& Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir (p<0,05).
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Sekil 10. Kanser gruplarinda ortalama ACF sayilari.
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Sekil 11. Kanser gruplart kolon dokusunda ACF’lerin igerdigi ortalama kript

sayilari.
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» o ;

Sekil 12. Kanser gruplar1 kolon mukozasinda ACF'lerin gériiniimii (ok baslari),
MBx20. A.Kontrol, B. AOM, C. EU, D. GA, E. EU+GA, F. AOM+EU
G. AOM+GA, H. AOM+EU+GA.
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Tablo 2 ve Sekil 13 incelendiginde kiigiik kript sayilar1 bakimindan AOM

grubu ile AOM+EU+GA grubu arasinda farklilik olmadigi, AOM+EU ve

AOM+GA gruplarinda ise bu sayilarin azaldigi goriilmistiir (p>0,05). Biiyiik kript

sayilarinin ise en fazla AOM grubunda oldugu; tedavi gruplarinda bu sayinin

azaldig1 ve en fazla azalmanin da AOM+EU ile tedavi edilen grupta oldugu

belirlenmistir.

Tablo 2. Kanser gruplarinda igerdigi kript sayisina gore ACF skorlamasi (hayvan

basina diisen ortalama kript sayis1).

Kiiciik Orta Biiyiik
Gruplar (4-6 kript)  (7-9kript) (=10 kript)
Grup 2 (AOM) 20,2 21,8 22,3
Grup 6 (AOM+EU) 16,8 14,9 14,8
Grup 7 (AOM+GA) 16,7 19,0 20,2
Grup 8 (AOM+EU+GA) 203 18,3 16,7
P

-: p>0,05
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Sekil 13. Kanser gruplarinda igerdigi kript sayisina gére ACF skorlamasi.

5.1.3. Mikroskobik Bulgular

Yapilan histopatolojik incelemede lezyonlar hafif displazi, siddetli displazi
ve adenokarsinom olmak iizere ii¢ gruba ayrildi ve Tablo 3'te Ozetlendi.
Mikroskobik olarak kontrol, eugenol (EU), glisirizik asit (GA), eugenol+glisirizik
asit (EU+GA) grubu ratlarda herhangi bir lezyon gézlenmezken (Sekil 14); AOM,
AOM+EU, AOM+GA, AOM+EU+GA grubundaki ratlarda sirasiyla %76,6
%66,7, % 66,7, %85,7 hafif displazi (Sekil 15), %11,8, %20, %11,1 ve %14,3
oraninda siddetli displazi (Sekil 16, 17, 18) ile %11,8, %13,3, %22,2, %0
oraninda adenokarsinom gelistigi tespit edildi (Sekil 19). AOM, AOM+EU ve
AOM+GA grubunda tespit edilen adenokarsinomlar, invazyon durumuna gore
noninvaziv karsinom ve invaziv karsinom olarak degerlendirildi. Sadece AOM ve
AOM+GA grubunda invaziv tipte adenokarsinom tespit edildi (Sekil 20, 21).

Lezyonlar histopatolojik olarak degerlendirildiginde, displastik lezyonlarda

cekirdeklerde karyomegali ve hiperkromazi oldugu gozlendi. Hiicreler artmis ve
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sigara seklindeydi. Ayrica gekirdek sitoplazma oraninin arttigi tespit edildi.

Bezlerde de yapisal diizensizlik ve sekilsizlik mevcuttu. Karsinomlarda ise

neoplastik  hiicrelerde

pleomorfizim

hiicre

cekirdeklerinde

siddetli

hiperkromazi ve karyomegali dikkati ¢ekti. Cekirdek sitoplazma oranlarinin

neredeyse esit oldugu tespit edildi. Bazi alanlarda mitotik aktivitenin fazla sayida

ve atipik 6zellikte oldugu gozlendi (Sekil 22).

Tablo 3. Histopatolojik lezyonlarin gruplara gore dagilimlar1 ve yiizde oranlari.

Hafif Siddetli Kétii huylu Toplam
Gruplar displazi displazi tiimoral lezyon lezyon
Grup 1 (Kontrol) -
Grup 2 (AOM) 13 (%76,6) 2 (%11,8) 2 (%11.8) 17
Grup 3 (EVU) -
Grup 4 (GA) -
Grup 5 (EU+GA) -
Grup 6 (AOM+EU) 10 (%66.7) 3 (%20) 2 (%13.3) 15
Grup 7 (AOM+GA) 6 (%66.7) 1(%11.1) 2 (%22.2) 9
Grup 8 (AOM+EU+GA) 6 (%85.7) 1 (%14.3) 7
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Sekil 15. AOM grubunda kolon epitelinde hafif siddette displazinin goriiniimii (0k
bas1), HEx50.
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Sekil 19. AOM+EU grubunda diferensiye adenokarsinomun goriiniimii, HEx20.
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Sekil 20. AOM grubunda submukozaya invazyon (ok baslar1) yapmis
adenokarsinomun goriiniimii, HEx20.

Sekil 21. AOM+GA grubunda submukoza ve tunika muskularise invazyon (ok

bas1) yapmis adenokarsinomun goriiniimii, HEx20.
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Sekil 22. AOM+EU grubunda diferensiye adenokarsinom; hiperkromatik

cekirdege sahip atipik epitel ile doseli glandiiler yapilarin gériiniimii,

HEX100.
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5.2. Oksidatif Stres Bulgular

Deney gruplarina ait kolon dokusu MDA ve GSH diizeyleri ile SOD ve
CAT aktiviteleri Tablo 4’te ve sirasiyla sekil 23, 25, 27 ve 29°da; plazma MDA ve
eritrosit GSH diizeyleri ile eritrosit SOD ve CAT aktiviteleri Tablo 5 ve sirasiyla

sekil 24, 26, 28 ve 30°da sunulmustur.

Tablo 4. Tiim gruplarda kolon dokusu MDA ve GSH diizeyleri ile SOD ve CAT

aktiviteleri.

MDA GSH SOD CAT
Gruplar (nmol/g doku) (nmol/mg protein) (U/g protein) (k/g protein)

(X+SE) (X+SE) (X+£SE) (X+SE)
Grup 1 (Kontrol) 18,23£1,15bed 5,10+0,49¢ 222,59+31,72@ 0,17+0,02P
Grup 2 (AOM) 21,16+1,733¢ 1,84+0,634 109,27+10,49¢ 0,22+0,02bP
Grup 3 (EV) 16,781,006 14,7140,752  238,65+26,992 0,43+0,022
Grup 4 (GA) 22,77%1,22% 3,01+0,40¢d 138,53+7,32b¢ 0,16+0,03P
Grup 5 (EU+GA) 15,311,209 9,05+0,94P 186,87+25,712b¢ 0,25+0,03b
Grup 6 (AOM+EU) 13,60+1,374 4,02+0,53¢d 218,34+19,402 0,22+0,02bP
Grup 7 (AOM+GA) 25,84+0,872 2,63+0,69¢ 262,18+40,152 0,49+0,052
Grup 8 (AOM+EU+GA) 14,48+0,864 1,32+0,234 170,85+17,682b¢ 0,25+0,03bP
p 0,000 0,000 0,000 0,003

a b ¢ d Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 5. Tim gruplarda plazma MDA ve eritrosit GSH diizeyleri ile SOD ve
CAT aktiviteleri.

MDA GSH SOD CAT
Gruplar (nmol/ml) (nmol/mg Hb) (U/g Hb) (k/g Hb)

(X+SE) (X+SE) (X+SE) (X£SE)
Grup 1 (Kontrol) 2,17+0,143bc 3,00+0,293bc 23,82+4,10¢d 3,36+0,57°
Grup 2 (AOM) 2,36+0,082 1,85+0,22¢e 34,77+2,08bcd 3,980,242
Grup 3 (EV) 2,210,142 2,83:0,18bcd 45,76+3,10% 3,930,502
Grup 4 (GA) 2,21+0,112 3,940,242 40,37+1,68°  4,60+0,172
Grup 5 (EU+GA) 1,95+0,102b¢ 4,12+0,462 27,56+1,42¢d 5,75+0,502
Grup 6 (AOM+EU) 1,78+0,08b¢ 2,23+0,140de 38,07+2,41b¢ 5,09+0,312b
Grup 7 (AOM+GA) 2,16:0,072¢ 2,13+0,200de 55,66+2,782 5,21+0,382
Grup 8 (AOM+EU+GA) 1,72+0,10¢ 1,300,08¢ 57,07+4,502  5,24+0,482
p 0,000 0,000 0,000 0,002

a b ¢ d e Ayn siitunda farklh harflerle gosterilen gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tablo 4 ve Sekil 23 incelendiginde kontrol grubu kolon dokusu MDA

diizeylerinin 18,23 nmol/g doku oldugu, AOM grubunda ise 21,16 nmol/g doku

diizeylerine yiikseldigi ancak istatistiksel olarak anlamli bir artis olmadigt

gozlenmistir (p>0,05). Tedavi gruplarindan AOM+EU grubunda bu degerin 13,60

nmol/g doku, AOM+EU+GA grubunda ise 14,48 nmol/g doku diizeylerine

distiigh gorilmektedir (p<0,01). Tablo 5 ve Sekil 24 incelendiginde kontrol grubu

plazma MDA diizeylerinin 2,17 nmol/ml oldugu, AOM grubunda ise 2,36

nmol/ml diizeylerine yiikseldigi ancak anlamli bir artisin olmadig1 gozlenmistir

(p>0,05).
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Tedavi gruplarindan AOM+EU grubunda bu degerin 1,78 nmol/ml,

AOM+EU+GA grubunda ise 1,72 nmol/ml diizeylerine diistigii goriilmektedir

(p<0,01).
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Sekil 24. Plazma MDA diizeyleri.
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Kontrol grubu kolon dokusu GSH diizeylerinin 5,10 nmol/mg protein
diizeylerinde oldugu, AOM grubunda ise 1,84 nmol/mg protein diizeylerine
distiigi  gozlenmistir (p<0,01). AOM grubu ile karsilastirildiginda tedavi
gruplarindan AOM+EU grubunda GSH diizeylerinin 4,02 nmol/mg protein,
AOM+GA grubunda ise 2,63 nmol/mg protein diizeylerinde oldugu gozlenmistir
(p>0,05). Tek basina EU uygulanan grupta GSH diizeylerinin 14,71 nmol/mg
protein degerleriyle kontrol grubuna gore onemli derecede yiiksek oldugu
gozlenmistir (p<0,01) (Tablo 4 ve Sekil 25). Kontrol grubu eritrosit GSH
diizeylerinin 3,00 nmol/mg Hb oldugu, AOM grubunda ise bu diizeylerin anlaml
sekilde azalarak 1,85 nmol/mg Hb diizeylerine diistiigli gozlenmistir (p<0,01).
AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+EU ve AOM+GA gruplarinda bu
diizeylerin sirasiyla 2,23 nmol/mg Hb ve 2,13 nmol/mg Hb diizeylerine yiikseldigi

ancak bu artiglarin anlamli olmadig1 gézlenmistir (p>0,05) (Tablo 5 ve Sekil 26).

18 -
16 -
14 -
12 -

10 4 I

GSH nmol/mg protein

© N B O ®
|.|

InNiNINI NIl

Y (8)
*-oo v, Q[ox 0 ®X 0 éx Qlox

Sekil 25. Kolon dokusu GSH diizeyleri.
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Sekil 26. Eritrosit GSH diizeyleri.

Tablo 4 ve Sekil 27 incelendiginde kontrol grubu kolon dokusu SOD
aktivitesinin 222,59 U/g protein diizeyinde oldugu, AOM grubunda ise 109,27 U/g
protein diizeylerine distigii gozlenmistir (p<0,01). Tedavi gruplarindan
AOM+EU grubunda bu degerin 218,34 U/g protein, AOM+GA grubunda ise
262,18 Ulg protein diizeylerine yiikseldigi gozlenmistir (p<0,01). AOM+EU+GA
grubu SOD aktivitesi 170,85 U/g protein olup, AOM grubuna gore bir artig
oldugu, ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmektedir
(p>0,05).

Tablo 5 ve Sekil 28 incelendiginde ise AOM ile kanser olusturulan grupta
eritrosit SOD aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla bir artisin oldugu (sirasiyla
23,82+4,10; 34,77£2,08), GA uygulamalarinin (grup 7 ve 8) eritrosit SOD

aktivitelerinde daha anlamli artiglar sagladigi gozlenmistir (p<0,01).
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Sekil 27. Kolon dokusu SOD aktiviteleri.
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Sekil 28. Eritrosit SOD aktiviteleri.

Kontrol grubu CAT aktivitelerinin 0,17 k/g protein diizeyinde oldugu,
AOM grubunda ise 0,22 k/g protein diizeyine yiikseldigi ancak iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi gozlenmistir (p>0,05). Tedavi

gruplarinda CAT aktivitesi AOM+GA grubunda 0,49 k/g protein ile en yiiksek
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diizeylerde tespit edilmistir (Tablo 4 ve Sekil 29). Eritrosit CAT aktiviteleri
yoniinden kontrol ve AOM grubu arasinda istatstiksel bir farkin olmadigi

belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 5 ve Sekil 30).
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Sekil 29. Kolon dokusu CAT aktiviteleri.
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Sekil 30. Eritrosit CAT aktiviteleri.
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5.3. Kolon Dokusu Bax, Bcl-2, COX-2, NF-kB ve p53 Protein Ekspresyonlar:

Kolon dokusu Bax, Bcl-2, COX-2, NF-kB ve p53 protein ekspresyon
diizeyleri Tablo 6 ve Sekil 31, 32, 33, 34 ve 35°’te; Bcl-2/Bax oranlari ise Tablo
7°de gosterilmistir.

Tablo 6. Tim gruplarda kolon dokusu Bax, Bcl-2, COX-2, NF-kB, p53 protein

ekspresyon diizeyleri.

Gruplar Bax Bcl-2 COX-2 NF-kB p53
(X+SE) (X£SE) (X£SE) (X£SE) (X£SE)

Grup 1 (Kontrol) 4,28+0,673¢ 4,06+0,4 1 abcd 2,744+0,4604  2,48+0,24% 1,02+0,15P
Grup 2 (AOM) 2,18+0,134 3,34-+0,38bcde 0,59+0,09¢ 1,54+0,17¢4  0,69+0,05b¢
Grup 3 (EU) 3,79+0,3 1 abed 3,07+0,2]cde 3,28+0,44  2.37+0,30t¢  0,93+0,05b¢
Grup 4 (GA) 3,13+0,28bcd 2,26+0,23¢ 1,34+0,22%  0,81+0,06¢ 0,56+0,05¢
Grup 5 (EU+GA) 5,45+0,472 4,914+0,392 4,55+0,378  1,58+0,09¢¢ 0,75+0,055
Grup 6 (AOM+EU) 2,5240,23¢d 2,3840,33de 2,444+0,32¢4  0,90+0,10¢  0,51+0,04¢
Grup 7 (AOM+GA) 4,67+0,46% 4,76+0,48a0¢ 5,68+0,542 2,724+0,28% 1,93+0,142
Grup 8 5,46+0,602 5,44+0,562 5,11+0,562 3,26+£0,228  2,15+0,152
(AOM+EU+GA)

p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

a b ¢ d e Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Tablo 6 ve Sekil 31 incelendiginde AOM grubunda Bax ekspresyonunun
kontrol grubuna goére onemli Ol¢iide azaldigi goriilmektedir (p<0,01). Tedavi
gruplart AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+EU grubunda Bax ekspresyon
diizeyinin arttig1 ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig

gozlenmistir (p>0,05). AOM+GA ve AOM+EU+GA gruplarinda ise ekspresyon
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diizeylerinde 6nemli artislarin bulundugu, en biiyiik artisin ise AOM+EU+GA

grubunda oldugu goriilmektedir (p<0,01).
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Sekil 31. Tiim gruplarda kolon dokusu Bax ekspresyon diizeyleri.

Tablo 6 ve Sekil 32 incelendiginde AOM grubu ile kontrol grubu arasinda
Bcl-2 ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel bir farklilik olmadig:
goriilmiistiir (p>0,05). Tedavi gruplar1 AOM grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel bir farklilik olmadigr (p>0,05) ancak AOM+EU+GA grubunda

ekspresyon diizeylerinin arttig1 gézlenmistir (p<0,01).

Tablo 7 incelendiginde Bcl-2/Bax oranlarinin AOM grubunda kontrol
grubuna gore onemli oranda yiiksek oldugu (sirasiyla; 0,90+0,12, 1,56+0,18),

tedavi gruplarinda ise kontrol degerlerine yakin diizeylerde oldugu belirlenmistir.
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Tablo 7. Tiim gruplarda kolon dokusu Bcl-2/Bax oranlari.

Gruplar Bel-2/ Bax

(X+SE)
Grup 1 (Kontrol) 0,90+0,12b0
Grup 2 (AOM) 1,560,182
Grup 3 (EU) 0,83+0,040
Grup 4 (GA) 0,73+0,05P
Grup 5 (EU+GA) 0,930,070
Grup 6 (AOM+EU) 0,91+0,08°
Grup 7 (AOM+GA) 0,94+0,10b
Grup 8 (AOM+EU+GA) 0,91+0,072
p 0,000

a b Aym siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemlidir (p<0,05).

Bcl-2 protein ekspresyonu

Sekil 32. Tim gruplarda kolon dokusu Bcl-2 ekspresyon diizeyleri (X£SE).
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Tablo 6 ve Sekil 33 incelendiginde AOM gurubunda COX-2
ekspresyonunun kontrol grubuna gore Onemli Olgiide azaldigi gozlenmistir
(p<0,01). Tedavi gruplar1 AOM grubu ile karsilastirildiginda biitiin tedavi
gruplarinda (grup 6, 7, 8) ekspresyon diizeylerinin onemli Olgiide arttig1

gozlenmistir (p<0,01).

COX-2 protein ekspresyonu

Sekil 33. Tiim gruplarda kolon dokusu COX-2 ekspresyon diizeyleri.

Tablo 6 ve Sekil 34 incelendiginde AOM grubunda NF-kB
ekspresyonunun kontrol grubuna gore azaldigi gozlenmistir (p<0,01). Tedavi
gruplart AOM grubu ile karsilagtirildiginda AOM+EU grubunda istatistiksel bir
fark bulunmadigi (p>0,05), AOM+GA ve AOM+EU+GA gruplarinda ise

ekspresyon diizeylerinin arttig1 gozlenmistir (p<<0,01).
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Sekil 34. Tiim gruplarda kolon dokusu NF-kB ekspresyon diizeyleri.

Tablo 6 ve Sekil 35 incelendiginde AOM grubunda p53 ekspresyonunun
azaldig1r ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlenmistir
(p>0,05). Tedavi gruplart AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+EU grubunda
ekspresyon diizeyinde bir azalma oldugu (p<0,01), AOM+GA ve AOM+EU+GA
gruplarinda ise Onemli artislar oldugu (p<0,01), en biiyiik artisin ise

AOM-+EU+GA grubunda oldugu gézlenmistir.
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Sekil 35. Tiim gruplarda kolon dokusu p53 ekspresyon diizeyleri.
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6. TARTISMA

Kolorektal tiimorlerin kolondaki yerlesimi {izerine yapilan ¢alismalarda
kok hiicre lokalizasyonu ve kolonosit gociliniin proksimal ve distal kolonda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Kolonun diger kisimlariyla kiyaslandiginda
distal kolon, en genis kok hiicre popiilasyonuna sahiptir. Distal kolondaki kok
hiicrelerin malignlesmesi kanser gelisimine onciiliik eder. Dolayisiyla kolonun
distal kismi tiimorlerin en yaygin olarak goriildiigii bolge olarak bildirilmistir (66-
68). Sunulan bu g¢alismada da yukaridaki agiklamalar ile ortiisen sekilde kitle
formasyonlarina yalniz distal kolonda rastlanmistir. Kitle olusumu bakimindan
AOM ve tedavi gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0.05)

Kolona spesifik bir karsinojen olan azoksimetan (AOM), duyarl
rodentlerde kolon kanser modelinde kullanilmaktadir (69). Rodentlerde sistemik
AOM uygulamasinin, adenokarsinomlarin erken pre-neoplastik lezyonlar1 olan
anormal kript odaklar1 (ACF)’nin olusumuna yol agtigi bilinmektedir (31, 70).
Haftada bir kez olmak iizere derialti yolla 15 mg/kg dozunda 2 hafta AOM
uygulanan ratlarda 8. hafta itibariyle biitiin ratlarda (%100 insidens) ACF olustugu
bildirilmistir (71). Khan ve ark. (46) tarafindan 1,2-dimetilhidrazin ile kolorektal
kanser olusturulan ratlarda; GA ile tedavi edilen gruplarda ACF sayilarinda
azalma oldugu bildirilmis, bu durum GA'in kolon kanserini erken donemde
baskilamasi ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile iliskilendirilmistir. Benzer sekilde
bu ¢aligmada hayvanlara 15mg/kg dozunda bir hafta arayla iki kez AOM deri alt1
yolla verilerek kolon kanser modeli olusturulmustur. ACF sayilar1 bakimindan
gruplar karsilastirildiginda; istatistiksel bir farklilik olmamakla birlikte AOM

grubuna goére AOM+EU grubunda %28.33, AOM+GA grubunda %?20,
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AOM+EU+GA grubunda ise %11.67 oraninda bir azalma tespit edilmistir. Bu
bulgular 1s138inda EU’tin ACF olusumunu engellemek bakimindan daha etkili
oldugu goriilmektedir.

Bu c¢alismada, Kiristiansen (51) tarafindan oOnerilen ACF skorlamasi
modifiye edilerek yapilan skorlamada 4-6 kript iceren ACF’ler kiigiik, 7-9 Kript
iceren ACF’ler orta, >10 kript igeren ACF’ler biyiik kriptler olarak
siniflandirilmistir. Biiyilk ACF’ler displazi goriintiisii sergiler ve bu ylizden
mikroadenom olarak adlandirilir (72). Gozlemlenen biiyilkk ACF skorlamasi
sonuclarina goére tek basima AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+EU ve
AOM+EU+GA gruplarinda sirasiyla %66.7 ve %50 diizeyinde azalmalar
gozlenmistir. Selenyum ve yesil cayin tedavi amaciyla kullanildig bir ¢aligmada,
AOM grubu ile kiyaslandiginda yesil ¢ay ve selenyumun birlikte kullanildig:
grupta biiyik ACF sayilarinda %70 diizeyinde bir azalma bildirilmistir (73).
Tedavi amaciyla apigenin ve naringenin kullanilan bir baska ¢alismada ise, yiiksek
skorlu ACF’lerin kanser grubu ile kiyaslandiginda %51 ve %57 oranlarinda
azaldig1 gosterilmistir (74). Ayrica EU’iin kolon kanser hiicrelerinde apoptozu
uyararak kanser hiicrelerinin gelisimlerini durdurdugu ileri siiriilmistiir (75). Bu
bulgularmn 1s1ginda AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+EU grubunda biiyiik
ACF sayilarinin ¢ok daha olumlu sonuglar gosterdigi goriilmekte olup yukaridaki
arastiricilarin sonuglariyla uyum gostermektedir.

Kolorektal kanser modelinin 1,2-dimetilhidrazinle olusturuldugu bir
calismada, 4.5 ay sonra sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen dokular
histopatolojik yonden degerlendirildiginde hafif displazi ve karsinom insidensinin
%100, siddetli displazi insidensinin ise %85 diizeyinde oldugu; siddetli displazi ve

karsinom goriilme sikliginin zamana bagl olarak artis gosterdigi bildirilmistir
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(76). Kolorektal kanserlerde histolojik degisikliklerin zamana bagli olarak
degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (77). Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada; son
AOM uygulamasindan 12 hafta sonra AOM grubu ve tedavi gruplari kolon
dokusunda agirlikli olarak hafif displazi sekillendigi ve tedavi gruplarinda bu
lezyonlarin sayisinin AOM grubuna kiyasla azaldigr gézlenmistir. AOM+EU ve
AOM+GA gruplarinda koétii huylu tiiméral lezyonlara rastlanmasina ragmen,
AOM+EU+GA grubunda koti huylu tiimoéral lezyon belirlenememistir. Bu
bulgular degerlendirildiginde; EU+GA kombine tedavi uygulamalarinin koti
huylu tiimoéral lezyonlarin gelisimini engellemede daha etkili olabilecegi kanaatine
varilmstir.

Indometazin ile iilser olusturulan ratlarda 100 mg/kg dozda oral yolla
uygulanan EU’lin mide mukozasinda MDA diizeylerini 6énemli sekilde azalttig
bildirilmistir (78). Venkadeswaran ve ark. (79) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ise aterosklerotik diyetle beslenen ratlara gavaj yoluyla EU uygulanmis ve
aterosklerotik ratlara gdre EU uygulanan ratlarin karaciger dokusu MDA
diizeylerinde 6nemli azalmalar ortaya konmustur. Mevcut ¢calismada AOM grubu
kolon dokusu MDA diizeyleri kontrol grubuna goére yiiksek bulunmus ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir (p>0,05). Tedavi
gruplarindan AOM+EU ve AOM+EU+GA gruplarinda da tek bagina AOM grubu
ile kiyaslandiginda MDA diizeylerinde anlamli azalmalar gézlenmistir (p<0,01).
Ayni sekilde plazma MDA diizeylerinin de EU ile tedavi edilen gruplarda (grup 6
ve 8) daha diisiik seviyelerde oldugu tespit edilmistir (p<0,01). Bu ¢alismada da,
yukardaki caligmalara paralel olarak doku MDA diizeylerinin kanser grubuyla
karsilagtirildiginda EU gruplarinda azaldigi, GA uygulamalarinin ise MDA

diizeyleri iizerine Onemli etkilerinin olmadigini gostermistir ve EU’lin bu
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etkilerini antioksidan Ozelliklerinden dolayr lipid peroksidasyonun Onemli
gostergesi olan MDA diizeylerini diisiirerek gosterebilecegi kanaatine varilmistir.
Prasad ve ark. (80)’nin yaptigi bir ¢alismada EU’tin GSH diizeylerini
yiikselterek oksidatif stresi azalttifi ortaya konulmustur. Bir bagka c¢alismada
serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan ratlarda EU’tin GSH diizeylerini
artirarak oksidatif hasarlanmay1 azalttigi bildirilmistir (81). Rasool ve ark.
(82)’nin yaptig1 bir ¢alismada hepatotoksisite olusturulan ratlarda silimarin ve
GA’in GSH diizeylerini onemli sekilde artirdigi gozlenmistir. Haleagrahara ve
ark. (83)’nin yaptig1 bir ¢alismada myokardiyal iskemi olusturulan ratlarda GA’in
GSH diizeylerini 6nemli Olgiide artirdign goézlenmistir. Rahman ve Sultana
(84)'nin yaptig1 bir c¢alismada hepatotoksisite olusturlan ratlara GA asit
uygulanmis ve GSH diizeylerinde 6nemli bir artis gozlenmistir. GSH, yabanci
bilesiklerin detoksifiye edilmesi ve hiicrelerin oksidatif hasarlara karsi
korunmasinda onemli role sahip major bir antioksidandir (85, 86). Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda AOM grubu GSH diizeylerinde onemli bir diisiis
gozlenmistir (p<0.01). Tedavi gruplarindan AOM+EU ve AOM+GA gruplari
AOM grubu ile kiyaslandiginda GSH diizeylerinde bir yiikselis oldugu ancak bu
artiglarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Hiicresel
glutatyon tasimmimi, tiyol gruplarmi ve alfatokoferol gibi diger membran
bilesiklerini koruyarak hiicre membraninin oksidan hasara karsit korunmasini
saglar. GSH, serbest radikallerle dogrudan reaksiyonu ve glutatyon peroksidazlar
ile glutatyon-S-transferazlara substrat olmasiyla bir antioksidan olarak davranir
(54). Antioksidan maddelerle tedavi edilen KRK’li ratlarda artmis GSH
diizeylerinin serbest radikal birikimini azaltarak olumlu etki gosterdigi ortaya

konmustur (87). Sunulan bu ¢aligmada da antioksidan uygulamalarina bagli olarak
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doku GSH diizeylerinde artislarin oldugu ve yukaridaki arastirmacilarin
sonuglariyla paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), aerobik sartlarda yasamin siirdiiriilmesi igin
gerekli bir enzim olup reaktif oksijen radikallerine karsi ilk savunma hattin
olusturur ve iki molekiil siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit (H20.) ve
molekiiler oksijene doniismesini katalizler (54). Bu enzim tam anlamiyla
detoksifiye edici bir enzim olmadigindan {irtinii olan H20; hiicreler i¢in zehirli bir
bilesiktir. Ama siiperoksit radikalinin etkisizlestirilmesini saglayan enzimatik
yolun ilk basamagidir. Ikinci basamak ise CAT’a dayanir ve bu enzim de H>07’in
suya (H20) doniisiimiinii katalize eder (88). KRK olusturulan ratlarda uygulanan
antioksidan maddelerin SOD aktivitesini artirarak tiimor insidensini ve ACF
sayisini azalttigi ortaya konmustur (89). AOM ile kolorektal kanser olusturulan
ratlarda Andrographis paniculata bitkisinin muhtemel antioksidan etkisiyle SOD
aktivitesini artirdigt bildirilmistir (90). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda AOM
grubu SOD aktivitesinde énemli bir diislis oldugu gozlenmistir (p<0,01). Genel
olarak tedavi gruplarinda SOD aktivitelerinin kontrol degerlerine yakin diizeylere
yiikseldigi ve kullanilan antioksidanlarin olumlu etkiler gosterdigi tespit
edilmistir. Haleagrahara ve ark. (83)’nin yaptig1 bir ¢alismada myokardiyal iskemi
olusturulan ratlara GA asit uygulanmis ve GA’in SOD aktivitesini 6nemli dlgiide
artirdig1 gozlenmistir. Akman ve ark. (91) lokal serebral iskemi olusturulan ratlara
GA uygulamis ve GA’in SOD aktivitesini artirdigini  gozlemlemiglerdir.
Khorsandi ve ark. (92)’'min yaptigi bir calismada ise GA’in karaciger SOD
aktivitesini artirarak oksidatif stresi Onledigi gozlenmistir. EU ve GA gibi

antioksidan madde uygulamalarina bagli olarak kolon dokusu SOD aktivitelerinde
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artiglarin oldugu ve bu etkileri antioksidan Ozellikleri ile gosterebildikleri
distiniilmektedir.

Katalaz (CAT), temel olarak peroksizomlarda yerlesen ve yapisinda 4 hem
grubu bulunduran bir hemoproteindir. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan H2O2’yi
dogrudan suya cevirir. Boylece toksik hidroksil radikallerinin sentezlenmesi ve
H2O2’nin viicutta birikmesi engellenmis olur (93). KRK olusturulan ratlarda
uygulanan antioksidan maddelerin CAT aktivitesini artirarak tiimor insidensini ve
ACF sayisint azalttigi ortaya konmustur (89). Strobilanthes crispus isimli bir
bitkinin ekstrakti ile tedavi edilen KRK’li ratlarda kolon CAT aktivitesinin arttig1
ve ACF sayilarinin azaldigi bildirilmistir (94). Sunulan ¢aligmada kontrol grubu
ile kiyaslandiginda AOM grubu CAT aktivitesinde bir artis oldugu ancak bu
artisgin  istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05), tek basina EU
uygulamalarmin CAT aktivitesinde 6nemli artislara neden oldugu tespit edilmistir.
Tao ve ark. (81)nin yaptig1 bir ¢alismada EU’iin CAT aktivitesini artirarak
oksidatif hasarlanmay azalttigi bildirilmistir. Rasool ve ark. (82)’nin yaptig1 bir
calismada ise hepatotoksisite olusturulan ratlarda silimarin ve GA’in CAT
aktivitesini artirarak oksidatif hasarlanmay1 azalttig1 gozlenmistir. Benzer sekilde
sunulan bu c¢alismada EU ve GA’in antioksidan etkileriyle doku CAT
aktivitelerinde artislara neden oldugu ve yukardaki arastiricilarin sonuglariyla
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Bcl-2 protein ailesi apoptotik hiicre Sliimiinde temel diizenleyici role
sahiptir. Bu aile birbiriyle etkilesen bir¢ok pro- ve anti-apoptotik iiyeye sahiptir.
Bu proteinler hiicrenin nihai kaderini belirlemek i¢in bir dizi canlilik ve stres
sinyallerini birlestirirler. Bu ailenin tiyeleri arasinda Bax ve Bcl-2’nin anahtar role

sahip oldugu disiiniilmektedir (95). Pro-apoptotik protein olan Bax’in
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ekspresyonu ile hiicre oliimiiniin uyarildigir gosterilmistir (96). Deneysel olarak
kolorektal kanser olusturulan bir ¢alismada tedavi grubundaki ratlarda kanser
grubuna kiyasla kolon dokusu Bax ekspresyonlarmin 6nemli diizeyde arttigi
ortaya konmustur (97). EU’iin kanserli hiicrelerde Bax proteininin eskpresyonunu
artirarak apoptozu uyardigi gosterilmistir (98). Insan mide kanseri hiicreleri ve
fare 16kemi hiicreleriyle yapilan iki ayr1 ¢alismada ise GA’in kanserli hiicrelerde
apoptozu uyardig1 gosterilmistir (48, 99). Mevcut bu ¢alismada tedavi gruplari
AOM grubu ile karsilastirildiginda AOM+GA ve AOM+EU+GA gruplart Bax
ekspresyon diizeylerinde Onemli artiglar belirlenmistir (p<0,05). AOM+EU
grubunda da ekspresyon diizeylerinde bir artis olmasina karsin istatistiksel bir
farklilik gozlenmemistir. Bu bulgularin  15183iInda  kombine tedavi grubu
(AOM+EU+GA) basta olmak ftizere tiim tedavi gruplarinda kullanilan koruyucu
maddelerin kanserli hiicrelerde Bax ekspresyonlarini artarak apoptozu uyardiklar
ve sonucta kanser prognozu iizerine olumlu etkiler gOsterebilecegi
diistiniilmektedir.

Bcl-2 genindeki degisimin bir takim kanserin gelisimine neden oldugu
gosterilmis  ve anti-apopotik etkiye sahip olan Bcl-2 onkojen olarak
simiflandirilmistir.  Son yillardaki c¢alismalar Bcl-2’deki  bozulmanin hiicre
6liimiine neden oldugunu gostermektedir. Ayrica Bel-2 nin kemoterapdtik ajanlara
kars1 gelisen direngle iliskili oldugu ve kanser tedavisinde Bcl-2 geninin
hedeflenmesi vurgulanmaktadir (100). EU ile tedavi edilen prostat kanser
hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyon diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir (101). Deri
tiimorii olusturulan bir hayvan modelinde hastalik gruplariyla kiyaslandiginda EU
ile tedavi edilen grupta Bcl-2 ekspresyon diizeylerinde bir diisiis oldugu

gosterilmistir (40). Insan serviks ve uterus kanser hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir
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calismada ise 18B-glisirretinik asidin tiimor hiicrelerinde Bel-2 ekspresyonunu
azaltt1g1 bildirilmistir (102). Insanlarda kolorektal neoplazilerde ve hayvan
modellerinde Bcl-2 ekspresyonlarinin  degistigine dair bir¢ok arastirma
bildirilmistir. Ancak bu ¢alismalarin sonuglar1 tartismalidir. Baz1 arastirmacilar
tiimorlerde Bcl-2 ekspresyonlarinin arttigini, bazilari ise azaldigini bildirmislerdir.
Bu tutarsizligin nedeni belirsizdir ancak, olas1 bir agiklama olarak adenokarsinom
sekansimnin erken doneminde Bcl-2 ekspresyonunun artabilecegi, progresyon
doneminde ise azalabilecegi belirtilmektedir (18). Bir baska ¢alismada ise AOM
uygulanan ratlarda Bcl-2/Bax ekspresyon oraninin 1°den biiyiik (>1), tedavi
gruplarinda ise bu oranin 1’den kiigiik (<1) oldugu bildirilmistir (19). Mevcut bu
calismada kontrol grubu ile AOM grubu arasinda Bcl-2 ekspresyon diizeyleri
bakimindan anlamli bir farkliligin olmadig: belirlenmistir. Tedavi gruplart AOM
grubu ile karsilastirildiginda ise AOM grubu ile AOM+EU ve AOM+GA gruplari
arasinda istatistiksel farkliligin olmadigi ancak AOM+EU+GA grubunda anlamh
bir artig oldugu belirlenmistir. Apoptotik etkinligin degerlendirilmesinde 6nemli
bir parametre olan Bcl-2/Bax orani agisindan AOM grubunun ve tedavi
gruplarinin yukardaki aragtiricilarin goriisleriyle paralellik gosterdigi ve EU ile
GA’in kanserli dokularda apoptozu wuyararak olumlu etkiler gdsterdigi
diistiniilmektedir.

Siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2), prostanoidler olarak bilinen
prostaglandinler (PG) ve tromboksanlarin biyosentezinde gorev alan hiz sinirlayici
bir enzim kompleksidir (103). COX-1 trombosit ve mide mukozasinda
bulunurken, COX-2 o6zellikle yangi, neoplaziler ve ¢esitli patolojik olaylarda rol
alirlar (104). Birgok calismada kolorektal kanserlerde, kolon dokusu COX-2

proteini ve mMRNA ekspresyonunda artis oldugu bildirilmistir (105-108). COX-2
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ile indiiklenen tiimoér dokusunda proapoptotik protein olan Bax ekspresyonu
azalirken anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunun arttigi ve bu durumun
memeli hiicrelerinde kanserlesmeye katkida bulundugu bildirilmistir (106).
Kolondaki kronik yangisal siirecin kolorektal kanser gelisimi ile iligkili oldugu,
INOS ve COX-2 gibi yangisal belirteglere yonelik gelistirilen tedavi stratejilerinin
kolon kanseri riskini azalttigi da belirlenmistir (109). Antienflematuar etkinlige
sahip olan antioksidan maddelerin COX-2 ekspresyonunu azaltarak kolorektal
kanserlerin tedavisinde olumlu etkiler sagladigi gosterilmistir (110). Birgok
caligmada EU’tin COX-2 ekspresyonunu azaltarak kolon kanseri de dahil olmak
tizere birgok kanser tiirliniin insidensini azalttigi bildirilmistir (111-113). Aym
sekilde, GA ile tedavi edilen kanserlerde ve kolorektal kanserlerde COX-2
ekspresyon diizeylerinde bir diislisiin meydana geldigi gosterilmistir (46,114).
Yapilan bu calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda AOM ile kanser
olusturulan grupta COX-2 ekspreyon diizeylerinin azaldigi, tedavi gruplarinda ise
arttig1, ancak bu degisikliklerin yukardaki aragtirmacilarin sonuglariyla benzer
olmadig1 goriilmektedir. Niikleer faktor-kappa B (NF-kB) birgok dokuda bulunan
ve bir dizi fizyolojik olayda yer alan transkripsiyon faktoriidiir. Memelilerde 5
tane NF-kB aile tiyesi [NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB, cRel]
tanimlanmistir. Bunlarin tamami yiliksek oranda korunmus Rel homolojisine
sahiptir ve bu 6zellik DNA ve 1kB’ye (NF-kB inhibitorii) baglanmalarini saglar.
NF-kB genellikle yukarida belirtilen alt birimlerin homodimeri ya da heterodimeri
seklinde bulunur. Bunlarin igerisinde p50-p65 dimerleri en fazla bulunanlar olup,
cogunlukla NF-kB’yi temsil ederler (115). Normal hiicrede IkB-o (inhibitor
kappaB-alpha) ile bir kompleks halinde sitoplazmada bulunan NF-kB bir dizi

hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranin etkisiyle heterodimer yapisindan ayrilip hiicre
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cekirdegine baglanarak bir dizi genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir. NF-
kB’nin aktivasyonu kanser hiicrelerinde giiglii bir ¢ogalma ve antiapoptotik
etkinlikle sonuglanmaktadir. Bu faktoriin etkisiyle COX-2 gibi yangisal yanit
faktorlerinin gen ekspresyonu indiiklenirken p53 ekspresyonu baskilanmaktadir
(16). Kolorektal kanser de dahil olmak tizere birgok kanser tiirinde NF-kB
ekspresyon diizeylerinin arttigi bildirilmistir (115, 116). Bir¢cok molekiiler
calismada ve kanser modelinde EU’lin NF-kB’yi inhibe ettigi ortaya konmustur
(16, 37, 39). Ayn sekilde, GA ile tedavi edilen kolorektal kanserli ratlarin kolon
dokusunda NF-kB ekspresyon diizeylerinin azaldig: bildirilmistir. (46). Mevcut bu
calismada NF-kB ekspresyon diizeylerinin AOM grubunda kontrol grubuna gore
hafif olarak azaldigi; tedavi gruplarinda ise heterojen bir dagilim gosterdigi
goriilmektedir.

p53 proteini TP53 geni tarafindan kodlanan, DNA hasarinin tamiri, hiicre
siklusunun diizenlenmesi, apoptoz, hiicresel yaslanma gibi biyolojik olaylarda
gorev alan bir timor siipresor proteindir (46, 117). Tiimor gelisimi ve devamliligi
icin p53 yolagmin inhibe edilmesinin gerekli olduguna dair gii¢lii kanitlar ortaya
konmustur (118). Adenomlarin karsinomlara doniismesindeki en Onemli
olaylardan birisi TP53 inaktivasyonudur. p53, genom stabilitesinin korunmasi
bakimindan kritik dneme sahiptir. DNA hasarlandigi zaman, p53 aktive olarak
hiicrelerin hasarli DNA’y1 tamir edebilmesi i¢in hiicresel siklusu gegici olarak
durdurur. Eger hasarlanma tamir edilemeyecek olgiide biiyiik ise p53 aktivasyonu
hiicreleri apoptoza siiriikler (117). Tiimorlesen hiicrelerde de p53’iin aktive olarak
secici sekilde apoptozu indiikledigi bildirilmistir (119). AOM ile indiiklenen KRK
modellerinde p53 ekspresyonunun azaldigi (46) ve bu calismada da ayni sekilde

AOM grubu p53 ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi goriilmektedir. Diger
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yandan EU ile tedavi edilen kolon kanseri hiicrelerinde p53 ekspresyon
diizeylerinin 6nemli sekilde arttigi bildirilmistir (75). Farelerde deri kanseri
lizerine yapilan bir baska calismada ise EU’lin p53 diizeylerini artirdig1 ortaya
konmustur (40). Kolorektal kanser olusturulan ratlarda GA uygulamalarinin kolon
dokusunda p53 diizeyini artirdigi ortaya konmustur (46). Onceki calismalara
benzer sekilde, sunulan ¢alismada tek basina AOM grubuna kiyasla AOM+GA ve
AOM+EU+GA gruplarinda p53 ekspresyon diizeylerinin énemli artiglar gosterdigi
ve GA’in p53 ekspresyon diizeylerini artirarak malignlesmeyi Ooneleyebilmede
daha etkili oldugu kanaatine varilmistir.

Mevcut caligmadaki bu KRK modelinde AOM uygulamalarinin MDA
diizeylerini artirip, GSH diizeyleri ile SOD aktivitelerini azaltarak oksidatif strese
yol actig1, Bcl-2/Bax oranlarini artirarak antiapoptotik etki ile kanser olusumunu
artirabilecegi, NF-kB ve COX-2 ekspresyonlarini azaltarak yangiy1 azaltabilecegi,
histopatolojik olarak ise preneoplastik lezyonlar olarak tanimlanan ACF ile kotii
huylu tiimdral lezyon sayilarini artirdigi, timor siipresor protein olarak bilinen p53
ekspresyonlarini baskiladigr ve bunun da kanser gelisiminde 6nemli rol oynadig:
diistiniilebilir.

Tedavi gruplarindan EU ve EU+GA gruplarinda bu maddelerin
antioksidan etkinlik gostererek oksidatif stres parametrelerini iyilestirdigi, ACF
sayisini azalttigi, Bcl-2/Bax oranlarini azaltarak kanserli hiicrelerde apoptozu
indiikleyebildigi, timor siipresor protein olan p53 ekspresyonlarini artirarak
hiicrelerin  malignlesmesini  Onleyebildigi ve bdylece antikanser etkinlik
gosterebildigi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, elde edilen bu verilerden hem EU’lin hem de GA’in

kanserin erken donemlerinde Onlenmesi bakimindan olumlu etkiler
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sergileyebilecegi gosterilmis olup, bu mekanizmalarin daha i1yi anlagilabilmesi i¢in
ilgili proteinlerle iliskili genlerin ekspresyon diizeyelerinin belirlenmesine ve daha

detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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