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1. OZET

Kolorektal kanser kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen kanserlerden
biridir. Kolorektal kansere kars1 antiinflamatuvar veya antioksidan mediyatorlerin
etkili oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada siganlarda azoksimetanla (AOM)
indiiklenen kolorektal kansere karsi rosmarinik asitin antikanserojen etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamiz da sicanlar 3 gruba ayrilarak degerlendirildi. Kontrol
grubunun standart diyetine ek olarak %15,8 fistik yagi ve 4 hafta haftada bir kez
olmak tizere i.p. %0,9 salin enjeksiyonu yapildi. Azoksimetan grubuna standart
diyetine ek olarak %15,8 fistik yag1 ve 4 hafta haftada bir kez olmak tizere i.p. 15
mg/kg azoksimetan (AOM) enjekte edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu.
Azoksimetan+rosmarinik asit grubuna standart diyetine ek olarak %15,8 fistik
yag1 ve 4 hafta haftada bir kez olmak iizere i.p. 15 mg/kg azoksimetan (AOM)
enjekte edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu. Bu grubun diyetine oral
olarak deney siiresince giinliik 5 mg/kg rosmarinik asid eklenerek tedavi grubu
olusturuldu. Tiim gruplar 30 hafta sonunda sakrifiye edilerek alinan 6rneklerinden

biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Histopatolojik degerlendirilmede AOM grubunda %87,5 adenokarsinom
ve %]12,5 displazi goriildi. AOM-+rosmarinik asit grubunda ise %66,7
adenokarsinom ve %33,3 displazi goriildii. Kontrollerle karsilastirildiginda AOM
grubunda TAS ve adiponektin seviyelerinde anlamh diisis, TOS ve MCP-1
seviyelerinde anlamli artis gozlendi. AOM grubu ile karsilastirilan tedavi
grubunda, plazmada sadece TAS, dokuda ise TOS ve MCP-1 seviyelerinde
anlamli degisiklik gozlendi.

Sonu¢ olarak rosmarinik asitin antikanserojen etkinligi  timor
insidansindaki azalma ile kendini gosterdigi ancak baz1 biyokimyasal
parametrelerde bu yansimanin olmadigr tespit edilmistir. Rosmarinik asitin bu

etkinligi i¢in daha fazla ¢alisma ve doz belirleme ¢alismas1 yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, rosmarinik asit, adiponektin, MCP-1



2. ABSTRACT

Effectiveness of Anti- inflammatory agents in Azoxymethane Induced

Experimental Colon Cancer

Colorectal cancer is one of the most common cancers in men and women.
The anti-inflammatory or antioxidant mediators are known to be effective against
colorectal cancer. In this study, the rosmarinic acid was aimed to investigate the

anticancer effect against colorectal cancer induced by azoxymethane in rats.

In this study, the rats were divided into 3 groups. In addition to the standart
diet of the control group, 15,8% peanut oil was added and 0,9% saline was
injected once a week for 4 weeks. In addition to the standart diet of the
azoxymethane group, 15,8% peanut oil was added and and this group were
induced colon cancer by injecting 15 mg/kg azoxymethane (AOM) i.p. once a
week for the first four weeks. In addition to the standart diet of the
azoxymethane+rosmarinic acid group, 15,8% peanut oil was added and this group
were induced colon cancer by injecting 15 mg/kg azoxymethane (AOM) i.p. once
a week for the first four weeks. In addition to diet of this group, during the
experiment, treatment group was formed by giving oral daily 5 mg/kg rosmarinic
acid. Samples taken byall groups sacrificed at the end of 30 weeks were

performed biochemical and histopathological examinations.

The results of the histopathological adenocarcinoma 87,5% and dysplasia
12,5% were observed in the AOM group. Adenocarcinoma 66,7% and dysplasia
33,3% were observed in the AOM+rosmarinic acid. Compared with controls were
observed significant decrease in TAS and adiponectin levels, a significant
increase in the TOS and MCP-1 levels in AOM group. Treatment group,
compared with AOM group significant changes were observed only TAS in

plasma, TOS and MCP-1 levels in tissue.

Consequently anticancer activity of rosmarinic acid observed by a
decrease in the incidence of tumor but in some biochemical parameter is
determined whether this image. More work for the effectiveness of rosmarinic

acid and dose-finding studies should be performed.

Keywords: Colorectal cancer, rosmarinic acid, adiponectin, MCP-1



3. GIRIS

Kolorektal karsinom, gelismis iilkelerde ciddi morbidite ve mortalite
nedeni olan bir kanser tiirtidiir. Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik goriilen

ticiincii kanserdir (1).

KRK gelisiminde rol oynayan cok sayida risk faktorii bildirilmistir.
KRK’nin nedenleri arasinda yas, beslenme, kalitim, dnceki kanser dykiisii, polip,
alkol ve cevresel faktorler sayilabilmektedir (2-4). Bu faktorler arasinda en
onemlileri diyet ve genetik faktorlerdir. Diyetsel yag tiiketiminin artmasi ve
obezitenin varligi KRK riski ile iliskilendirilmisdir (5). Kolorektal kanser
patogenezinde hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apopitozis, anjiogenezis ve

invazyon gibi olaylar1 diizenleyen genlerin mutasyonlart 6nemli yer tutar (6).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) konsantrasyonunun antioksidan
kapasiteyl agmas1 oksidatif stres olusturmaktadir. Oksidatif stres bir¢ok kanser
tiri ile iligkilidir. ROT, inflamasyon ve karsinogenez siirecinde rol oynayan
genler tizerinde mutajenik etki gostermektedir (7). ROT ayrica sitozolik kalsiyum
konsantrasyonunun diizenlenmesi, protein fosforilasyonunun diizenlenmesi ve
niikleer faktor kappa B (NF-xB) ve aktivator protein 1 (AP-1) faktor ailesi gibi
bazi  transkripsiyon  faktorlerinin  aktivasyonunda rol alir.  Hiicrede
antioksidan/oksidan seviyesini dengede tutmak bir¢ok hastaliktan korunmak i¢in

onemlidir (8).

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) kanserde dahil birgok
inflamasyon ile iligkili hastaliklarda rol oynamaktadir (9,10). MCP-1’in

anjiyogeneze katki yaptigt ve bu yolla tiimér invazyonu ve metastazini



gelistirebildigi  bilinmektedir (11). MCP-1’in 6nemli bir transkripsiyonel
regiilatorii olan NF-kB ve AP-1 faktorlerinin de bu siiregte etkili oldugu
tamimlanmustir (12,13). Transkripsiyonel bir faktor olan NF-kB de invazyonla
iliskili faktorlerin diizenlenmesi yoluyla tiimor gelisimde 6nemli bir role sahiptir.
Ayrica NF-kB sinyal yolagi ile apopitozis baskilanarak kanser gelisimine katki

saglar (14).

Adiponektin; proliferasyon ve anjiyogenezi inhibe ederek, metastazi
baskilayarak, apopitozu indiikleyerek, Sinyal Donistiiriici ve Aktivator
Transkripsiyon 3 (STAT3) ve Protein Kinaz B (PKB veya Akt) gibi sinyal
molekiillerinin fosforilasyonunu engelleyerek, Tiimor Nekrozis Faktor-a (TNF-a)
ve Interlokin 6 (IL-6) gibi farkli sitokinlerin salgilanmasmi diizenleyerek
karsinogenez siirecinde etkili olmaktadir. Adiponektinin karsinogenezdeki
etkilerinin bircogunu AMP-Aktiviteli Protein Kinaz (AMPK) araciligiyla

gerceklestirdigi bildirilmistir (15).

Bu c¢alismada azoksimetanla (AOM) indiiklenen sigan kolorektal kanser
modelinde antioksidan, antiinflamatuvar, antimutajen etkili rosmarinik asitin,
plazma ve kolorektal doku total antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye
(TOS), MCP-1, Adiponektin seviyelerini nasil etkilediginin arastirilmasi

amaclanmastir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Kolorektal kanserin epidemiyolojisi

Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Avrupa ve diger Batili lilkeler basta
olmak {lizere diinya capinda kolorektal kanser, kanserle iliskili morbidite ve
mortalitenin en 6nemli sebeplerindendir (16). Diinya ¢apinda her yil yaklasik 1
milyon KRK tanisi ile en yaygin tigiincii kanserdir. Her y11 500.000 hasta KRK
nedeniyle kaybedilmektedir (1,17). Diinya saglik orgiitiiniin 2008 kanser raporuna
gore KRK insidansi, erkekler arasinda dordiincii (akciger, prostat ve mide
kanserlerinin ardindan) ve kadimnlar arasinda tglincii (meme ve rahim boynu

kanserlerinin ardindan) sirada gelmektedir (18).

KRK insidansi, cografi farkliliklar gostermektedir. Genis cografi
farkliliklar diyet, cevresel maruziyet ve genetik yatkinlikla dogrudan iliskilidir.
Yeni Zelanda, Avustralya, Kuzey Amerika ve Avrupa’da ve son zamanlarda
Japonya’da daha yiiksek oranlar bildirilirken, Asya ve Afrika’da daha diistik
oranlar rapor edilmektedir (18). ABD’de KRK, Amerikan kanser derneginin 2004
yilindaki arastirmasina gore her yil 150.000'den fazla yeni vaka teshisi ile kanser

oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir (19).

T.C Saglik Bakanligi’nin (2007-2008 yillarinda on iki ildeki) kanser kayit
merkezi verilerine gore, KRK goriilme siklig1 acisindan tiim kanserler i¢inde %7,8

ile kadinlarda tigiincii ve %7,5 ile erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (17).

Kolon kanseri insidansi ile rektum kanseri insidansinin orani yaklasik 2:1

veya daha yiiksektir; Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda’da bu oran



daha yiiksek iken, daha disiik riskli iilkelerde iki anatomik bolge arasinda

insidans oranlar1 benzerlik gostermektedir (18).

4.2. Kolorektal kanserin etiyolojisi

KRK gelisiminde rol oynayan ¢ok sayida risk faktorii bildirilmistir. Risk
faktorlerinin dogru olarak tanimlanmasi hastaligin takip edilmesi agisindan
olduk¢a oOnemlidir. KRK’larin kesin nedeni bilinmemekle beraber cok sayida

faktoriin etiyoloji ile iliskisi oldugu gosterilmistir (2-4).

4.2.1. Yas

Sporadik kolorektal kanser i¢in en biiylik risk faktorii yasdir. KRK
vakalarinin %90°’1 50 yasin tizerindedir (1,17,20). Bu nedenle tarama programlari
genellikle bu yastan sonra baglatilmaktadir. 80 yas lizerinde KRK tiim kanserler
icinde erkeklerde %10’a, kadinlarda %15°e¢ kadar artmaktadir (17). ABD’de
KRK, 75 yas tizerindeki kisilerde en sik rastlanan kanser tipidir (16). Otopsi

serilerine gére adenom goriilme siklig1 70 yasin {izerinde yaklasik %50°dir (21).

4.2.2. Diyet

Hayvansal yag ve kirmizi et igerigi yiiksek olan bir diyetin KRK
gelisimine katkisi oldugu diistintilmektedir (2,21-23). Yapilan arastirmalara gore
diyetsel yagin KRK {iizerindeki etkisi, diyetsel yag tiikketiminin artmasiyla artan

safra asitlerini kanserojene doniistiiren kolonik bakterilerin varlig: ile ilgilidir.



KRK i¢in bu bakterilerin risk olusturdugu diistiniilmektedir. Baska bir diyetsel
risk ise hayvansal protein igeren kirmizi etin yliksek sicakliklarda pisirilmesiyle
olusan mutajenik heterosiklik aminlerin formasyonu ile ilgilidir. Yapilan
deneysel¢alismalarda alinan doza gore heterosiklik aminler kolon ve meme bezi

timori olusturdugu gosterilmistir (2,22).

Sebze ve meyvenin bol miktarda tiiketildigi bir diyetin, KRK’ya kars1
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Bu etki hem lif icerigi hem de ¢esitli mikro
besinlerin varligi ile iligkili olabilir (24). C6ziinmez lifler suyu emerek gaitanin
daha hacimli ve yumusak olmasini saglamaktadir. Bunun neticesinde bagirsakta
potansiyel olarak kansere sebebiyet verebilen maddelerin miktarlar1 seyreltilmis
olur. Ayrica su emerek hacimli hale gelen gaita, kalin bagirsakta daha hizli
hareket ederek bagirsak duvarinin kanserojen bilesiklere daha az siire maruz
kalmasini saglar (25). Ayn1 zamanda sebze ve meyvelerdeki diger bazi1 faktorler
de (antioksidan vitaminler, flavonoidler, proteaz inhibitorleri, kalsiyum, folat vb.)
KRK’ya karst koruyucu etkiden sorumlu olabilir (2). Bu mikro besinlerin
KRK’daki koruyucu etkinligi sebze ve meyve tiiketiminin miktar1 ile yakindan
iligkilidir (24).

Diyetle diisiik diizeylerde alinan kalsiyum ve D vitamininin kolon epitel
proliferasyonunu inhibe ederek KRK riskini artirdigi  bildirilmistir  (2).
Antioksidan vitaminlerin (A,C,E) yiliksek miktarda diizenli tiikketimi bagirsak
mukozasinda hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve adenom polip tekrarimi Onledigi

gosterilmistir (26).

Folat tiiketimide KRK riski ile iligkilendirilmistir. Folat ve metiyoninden

eksik diyetler, S-adenosilmetiyonin (SAM) konsantrasyonunu diisiirmektedir.



SAM, DNA metilasyonu icin bir metil donérii olarak gorev alir. SAM
konsantrasyonunun azalmasi ile DNA metilasyonu azalir, gen ekspresyonu degisir
ve potansiyel mutasyon oranlar1 artar. Metil eksikligi olusturan diyetler kolon
kanseri gelisimi ile iligkilidir. Direkt diyetsel folat tiiketimine iliskin yapilan
epidemiyolojik c¢alismalara gore, diisiik miktarda folat tiiketen kisilerde KRK

riskinin arttig1 gosterilmistir (27,28).

4.2.3. Sigara ve alkol tiiketimi

Genel olarak sigara kullanimi ile KRK riski arasindaki iligki
gosterilememis ancak siirekli sigara tiikketiminin adenomat6z poliplerin riskindeki
artis ile iligkili oldugu bildirilmistir. Fakat erken yaslarda sigara kullaniminin
KRK olusturabilecegi de diistiniilmektedir (2). Siirekli sigara kullanan bir bireyin
ilk sigara kullanimindan sonra KRK olusumu i¢in yaklasik 40 yillik bir

indiiksiyon siiresinin gegtigi ileri siiriilmiistiir (18).

Caligmalar alkol tiiketimi ile KRK gelisim riski arasinda pozitif bir iligki
gostermistir (2,24). Diinya Kanser Arastirma Fonunun yaptigi arastirmaya gore

artan alkol tiiketiminin KRK riskini artirdigi rapor edilmistir (22).

4.2.4. Cevresel ve yasam stilindeki diger risk faktorleri

Yiiksek fiziksel aktivite gerektiren islerde c¢alisanlar i¢in KRK riski

gittikge azalirken, sedanter (hareketsiz) islerde bu risk artmistir (29,30).

Cesitli arastirmalarda obezitenin de KRK i¢in bir risk oldugu bildirilmistir

(31). KRK riskinin artigi ve obezite arasindaki iliskinin altinda yatan biyolojik



mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir. Fakat obezite-kanser iliskisi insiilin,
insiilin benzeri bliylime faktorii (IGF), cinsel steroidler ve muhtemelen leptin ve
adiponektin gibi adipozit kaynakli faktorleri de igeren endojen hormonlarin

metabolizmasindaki degisikliklerin kompleks bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir

(32).

Endojen ve eksojen cinsiyet hormonlart KRK etiyolojisinin birer elemani
olduguna dair bilgiler mevcuttur. Kolonda malign transformasyonun artmasini
saglayan safra asitleri, eksojen Ostrojenler tarafindan salgilanmasi azaltilarak
KRK’a kars1 koruyucu etki olusturabilir (2). Yiiksek dogum sayisi, erken yasta ilk
dogum ve diizenli oral kontraseptif (dogum kontrol hapi) kullanimi azalan bir
KRK riski ile iligkili iken, nullipar (hi¢ dogum yapmamis) kadinlar KRK

gelisimine kars1 daha duyarli goriinmektedir (24).

4.2.5. inflamatuvar bagirsak hastaliklari

Ulseratif kolitten etkilenen hastalar KRK icin artmus risk altindadir.
KRK’da goriilen gen anormallikleri (mutasyona ugrayan p53, ras, APC genleri
gibi) {lseratif kolitte de bildirilmistir. Uzun stireli iilseratif kolite maruz
kalanlarda, hafif displaziden siddetli displaziye ve sonunda kansere kadar giden

morfolojik degisikliklerin olustugu ileri stiriilmiistiir (24).

Crohn hastali§i KRK i¢in bir risk etmeni olup olmadigi hala daha net
degildir.Crohn hastalig1 olanlarin, hasta olmayanlara goére daha erken yasta kolon

kanserine yakalandig1 gozlenmistir (33).



Kanser kayit verilerine gore KRK vakalarinin %1’inden daha azinin bu

hastaliklarla iligkili oldugu rapor edilmistir (34).

4.2.6. Kisisel oykii

KRK riski adenomlarin sayisi ve biiytikliigi ile iliskilidir (1,21,35). Capr 1
cm’den biiylik adenomlar ve vill6z komponentin fazlaligi bu riski artirmaktadir.
Tiibiiler adenomlarda %5, tiibiilo-villoz adenomlarda %22, villoz adenomlarda

%40 civarinda KRK riski bildirilmistir (16).

KRK tanili kigilerde ayn1 anda ikinci bir kanserin (senkron kanser) ya da
daha sonra gelisen ikinci bir kanserin (metakron kanser) olusma olasilig1 artmistir
(1,21). Sonradan olusan lezyonlar ilk lezyona gore daha uzak bolgelerdedir (21).
Meme, endometriyal, over kanseri 6ykiisii olan kadinlarda da KRK riskini arttig1

gozlenmistir (35).

4.2.7. Familyal (ailevi) kolorektal kanser varhg:

Sporadik olgulardan (~%75) sonra ikinci siklikla karsimiza ¢ikan olgular
familyal KRK’lardir. Familyal KRK, biitlin olgularin ~%?25’ini olusturmaktadir
(36). Ailesinde kolon kanseri bildirilmis, en az biri birinci derece akrabasi 50 yas
alt1 kolon kanseri olan, ancak herediter kolon kanserlerinde oldugu gibi tipik bir
otozomal dominant gegis paterni gostermeyen, diger aile bireylerinde Lynch
sendromu iligkili diger kanserleri de olmayan (mide, jinekolojik, iirolojik)
kanserler familyal olarak adlandirilir. Sporadik kanserlerden ayrilmalar1 zordur.

Olusumunda muhtemelen heniiz belirlenememis ve penetrasyon (diger nesillere
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gecis) Ozellikleri zayif gen mutasyonlari, metilasyon bozukluklar1 ve beslenme

aliskanliklar1 gibi ¢ogul faktorler sorumludur (37).

Birinci dereceden akrabalardanbir kiside bulunan KRK varligi kanser
riskini iki-ti¢ kat, birinci dereceden akrabalardan iki kiside KRK var ise riski
yaklasik tig-dort kat artirmaktadir (37). Akrabalarda 45 yasindan kiigiiklerde KRK

var ise risk artmakta, 60 yasindan biiyiiklerde var ise risk azalmaktadir (16).

4.3. Kalitsal risk faktorleri

Kalitsal formlar KRK’nin %5-6’sin1 olusturmaktadir (1,38). KRK’larin
kalitsalformlarinda, bireyler mutant genleri ile dogarlar (16). Proto-onkogenlerin
aktivasyonu, tiimor supressor genlerin inaktivasyonu ve DNA onarmmiyla ilgili
genlerdeki bozukluklar KRK gelismesinde rol oynayan genetik etkilerdir (38).
Tek bir gende mutasyonun ortaya ¢ikmast KRK gelisimi i¢in yeterli olmayip

mutant genlerin birikimi ile KRK ortaya ¢ikmaktadir (39).
Kalitsal kolorektal kanser sendromlari (40);

a) Herediter nonpolipozis kolon sendromlart (HNPCC)=Lynch sendromu
b) Familyal adenomat6z polipozis sendromlari (FAP)

1. Ailesel adenomatdz polipozis koli (AAPC)

2. Gardner sendromu

3. Turcot sendromu
€) Hamartamat6z polipozis Sendromlar

1. Peutz-Jeghers sendromu

2. Familyal Juvenil Polipozis
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3. Herediter Karisik Yapili Polipozis Sendromu

4. PTEN Hamartom Timor Sendromu

4.4. Kolorektal kanserin molekiiler genetigi

Kolorektal karsinogenezde patogenetik olarak iki farklt yol oldugu
bilinmektedir. Her iki yolda da birden fazla sayida mutasyonun asamali olarak

birikimi s6z konusudur (41) (Sekil 1).

4.4.1. Kromozomal instabilite

APC/B-katenin yolu olarak adlandirilan birinci yol, bir seri proto-onkogen
ve tiimor baskilayicit gende mutasyonlarin asamali olarak gergeklesip birikmesine

neden olan bir kromozomal dengesizlik ile karakterizedir (42).

Adenomat6z Polipozis Koli (APC) geni, 5. kromozomun uzun kolunda yer
alan bir timor baskilayict gendir (41). Bu gende yer alan defekt ilk kez FAP’Ih
hastalarda tanimlanmistir. Mutant APC geni, sporadik KRK’larin %80’inde
saptanmistir (16). APC’nin fonksiyon kaybi proliferasyonu hizlandirir (38). APC
mutasyonlarmin 1 cm’den kiigiik adenomlarda bile saptanmasi kolorektal
karsinogenezisin  erken evrelerinde bu genin mutasyona ugradigini

diistindiirmektedir (43).

B-katenin, Wnt sinyal yolaginda yer alir. Bu yolagi uyaran faktorlerin yani
sira  B-kateninin kendisinde ortaya ¢ikan mutasyonlarda kolon kanserinin
baslangic ve daha sonraki evrelerinde rol oynar (33). APC geni -katenin yikimini

saglarken, mutant APC durumunda biriken B-katenin niikleusa transloke olur,
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niikleusta MYC ve siklin D1 aktivasyonunu ve DNA transkripsiyonunu
hizlandirir (39). Boylece B-kateninin kolorektal kanser gelisiminde etkili bir

onkogen oldugu varsayilmistir.

Hiicre ici sinyal transdiiksiyonunda gorev alan K-ras (Rat Anjiyo Sarkom)
geni, 12. kromozomun kisa kolunda yer alan proto-onkogendir (39). Kolon
kanserlerinin %60-70’inde K-ras gen kaybi saptanmistir (43). Mutant K-ras, 1
cm’den kii¢iikk adenomlarin %10’undan azinda, 1 cm’den biiyilk adenom ve
karsinomlarin %50’sinde mevcuttur. Bu nedenle K-ras mutasyonu APC kaybinin
ardindan meydana geldigi dusiiniilmektedir (44). K-ras geni mutasyona
ugradiginda, hiicre i¢cinde guanozin trifosfat (GTP) hidrolizi yapilamadigindan, G
proteinini devamli olarak aktif formunda kalmakta ve sonug¢ olarak kontrolsiiz

hiicre boliinmesine yol agtig1 diistiniilmektedir (16).

Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC) geni, 18. kromozomun kisa
kolunda yer alan bir tiimor baskilayict gendir. DCC geni kolon kanserlerinin
%70’inde mutasyona ugramistir (39). Ayrica %88’inde de ekspresyonu azalmistir.
DCC geninin hiicre adezyonu ve hiicre matriks iliskisini diizenledigi bilinmektedir
(38). Mutant DCC geni kii¢iik adenomlarda az olmasi ve biiyiik adenomlarda
%50’ye ulagsmasi bu gen kaybinin APC ve K-ras mutasyonundan sonra

olustugunu disiindiirmektedir (33).

p53 geni, diger adiyla tiimor protein 53 (TP53), 17. kromozomun uzun
kolunda yer alan tiimor baskilayict gendir. DNA zarar gordiigiinde DNA tamir
proteinlerini harekete gecirir ya da DNA tamir edilemeyecek kadar zarar
gordiigiinde apopitozu baglatir (45). Bu genin mutasyonuna kolon kanserlerinin

%70-80’inde rastlanmaktadir (44). Ancak kolorektal adenomlarda nadiren
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gorildiiglinden p53 genindeki mutasyonun adenom-karsinom sekansinin geg

donemlerinde ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (42).

4.4.2. DNA mikrosatellit instabilite

Genetik lezyonlarin varligi ile karakterize ikinci yol DNA mismatch tamir
genleri (MTG) ile ilgilidir (41). MTG, DNA yapisinda replikasyon sirasinda
ortaya ¢ikabilecek yanlis baz dizilenmelerini tamir etmeye yarayan genlerdir (42).
Bugiine kadar tanimlanan MTG’ler arasinda hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2,
hMSH3 ve hMSHG6 sayilabilir (43). Bu genler hiicre siklusu esnasinda
olusabilecek mutasyonlar1 ortadan kaldirarak kanser olusumunu engellemektedir
(33). MTG’lerindeki degisiklikler sporadik KRK’larda %15 oraninda goriiliir.
Oysa HNPCC olgularinda ise bu oran %85’dir (38). MTG kayb1 sonucu,
mikrosatellit denilen kisa DNA dizileri replikasyon sirasinda kararsiz hale gelirler.
Ortaya c¢ikan mikrosatellit kararsizligi, hatali mismatch tamirinin molekiiler
isaretidir (44). Mikrosatellit kararsizligi hassas genlerde (TGF-f reseptorii, BAX,

...) mutasyona yol agmasi ve birikmesi KRK sebep olur (1,44).

Hyperproliferative Adenoma Carcinoma

epithelium

o

APC Methylation APC K-ras DCC p53 Further accumulation
hMSH2 annormalities hMSH2 mutation deletion deleton ——»
hMLH1 hMLH1 of genetic abnomalities

abnormalities inactivation
(Hereditary
Syndromes)

Sekil 1. Kolorektal kanser gelisimindeki genetik mutasyonlarin birikimi
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4.5. Kolorektal kanserde invazyon ve metastaz

Malign tiimorlerin  komsu dokulara yayilmasima invazyon, primer
alanlardan ¢esitli yollarla sekonder doku ve organlara yayilmasina metastaz denir.
Bening tiimorler cevresini genisleterek biiyiirler ve komsu dokuya invazyon
yetenegine sahip degillerdir. Malign timoérler ise ¢evre dokularla etkilesime
gecerek smirlar1 bilinmeyen derinliklere kadar ilerleyebilmektedir. Invazyon
yetenegi olan hiicreler viicut bosluklari, kan ve lenf damarlar1 yoluyla sekonder

doku ve organlara giderek kolonize olurlar (46).

KRK’l1 tiim hastalarin yaklasik %?20’sinde metastatik hastalik ortaya
cikabilir ve %50’sine kadarinda ise metastaz gelisebilir. Siklik sirasina gore
metastatik alanlar karaciger, periton, akciger, kemik ve beyindir. Bir neoplazmin
uzak organlara kolonize olmasi igin mikro-gevresiyle sinerjik etkilesime ihtiyag

duydugu bildirilmistir (47).

4.5.1. Kolorektal kanser metastazinin genetigi

KRK’nin invazyon ve metastazinin geleneksel paradigmasi ekstraselliiler
matriksin (ECM) proteolizi, adezyon, anjiyogenez, yayilim ve hiicre biiyliimesi de
dahil olmak {izere bir dizi kompleks adimdan olusur. Bir ¢ok gen degisiklikleri bu

karmasik stirece dahil olurlar.

4.5.1.1. Proteoliz genleri

Proteoliz agamasinda kanser hiicreleri veya fibroblastlar tarafindan iiretilen

proteinazlar, ECM komponentlerini etkileyebilirler ve primer alandan ayrilmak
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icin kanser hiicrelerine imkan saglar. Proteinaz tiirleri arasinda olan ve 25’den
fazla enzim ihtiva ettigi bilinen matriks metalloproteinazlarin (MMP) baskin bir
etkilerinin oldugu diistintilmektedir (48). Tim MMP’ler ECM komponentlerini
(yani kolajenler, laminin, fibronektin, vitronektin, entaktin ve proteoglikanlar)
olumsuz  etkileyebilir.  Ozellikle MMP-7  (matrilizin)’nin ~ ECM’nin
par¢alanmasinda 6nemli bir rol oynadig bildirilmistir. MMP-7 KRK’nin ¢ogunda
asir1 eksprese edilir ve ekspresyonu metastatik potansiyel ile pozitif iliskilidir (48,

49).

4.5.1.2. Adezyon genleri

Integrinler, kaderinler, selektinler, CD44, intraselliiler Adezyon Molekiil-1
(ICAM-1), Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiili-1 (VCAM-1) ve
Karsinoembriyonik Antijeninde (CEA) dahil edildigi bircok adezyon molekiilleri
kanser metastazinda rol oynamaktadir. Ornegin integrinler; laminin, kolajen,
fibronektin, vitronektin gibi bircok ECM komponentlerini baglayabilir. Kanser
hiicreleri adezyon molekiillerini eksprese ederek invazyon ve metastaza yol
acabilmektedir. E-kaderin hiicre-hiicre adezyon molekiilidiir. E-kaderin
ekspresyonunun azalmasi kanserin genis bir alanda invaziv olmasi ve metastatik

potansiyelinin artmasini saglamaktadir (50).

4.5.1.3. Anjiyogenez genleri

Anjiyogenez primer tiimdriin biliylimesinde onemli bir adim olup ve kan

yoluyla yayilmasi, ilerlemesi ve metastazi i¢in bir kaynak olusturur. Bir ¢ok
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anjiyogenik faktor (VEGF ve platelet (trombosit) tiirevli endotelyal hiicre biiyliime

faktorii (PD-ECGF) de dahil olmak iizere) bu siiregte rapor edilmistir (51).

Bu faktorler arasinda en Onemli olam1 VEGF’dir. VEGF, kanser
hiicrelerinin metastaz ve invazyonundaki rolii incelenmis ve su ana kadar 6 tane
VEGF molekiilleri (VEGF A-F) tanimlanmistir (52). Bu molekiiller endotelyal
hiicrelerin spesifik mutajenleri olarak hareket ederek anjiyogenezi tesvik ederler.
VEGEF tirozin kinaz yapisindaki mevcut {i¢ reseptorii yoluyla biyolojik aktivitesini
gerceklestirir (VEGF reseptor: VEGFR). Sinyal iletim mekanizmasinda rol alan
proteinler, reseptorlerin aktivasyonuyla fosforile olur ve epitelyal hiicre

proliferasyonu, migrasyon ve yeni damar olusumu saglanir (53).

4.6. Kolorektal kanserin patolojisi

4.6.1. Adenomlar

Bu  prekiirsér  lezyonlar  hiperkromatik  ¢ekirdekli,  genislemis
hiperseliilarite, ¢ekirdek stratifikasyonun degisik dereceleri ve polarite kaybiyla
tamimlanir. Cekirdekleri igsi seklinde veya oval olabilir. Genel olarak bu lezyonlar
APC/B-katenin yolaginin inaktivasyonu ile baglar. APC geninin mutasyona
ugramasiyla poliplerde biiylime goriiniir. Adenomlar, glandiiler veya villoz
oranina, ¢ekirdek stratifikasyonun oranina ve anormal cekirdek morfolojisinin

siddetine gore diisiik ya da siddetli derecede olabilir (54).

Makroskopi

Kolorektal adenomlar {i¢ gruba ayrilabilir; yiikselmis, yassi ve basik

olabilir. Yiikselmis adenomlar sapli veya sapsiz goriinlimdedirler. Yassi
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(¢1kintis1z) adenomlar ve basik adenomlar makroskopik olarak mukozal kizariklik

gosterir veya farkli tekniklerle bu lezyonlar kolonda tanimlanirlar (55).

Histopatolojisi

Konvansiyonel adenomlar yapisal 6zelliklerine dayanarak tiibiiler, villoz
ve tiibiilovilloz olarak alt gruplara ayrilirlar (Tablo 1). Tiibiiler adenomlar
cogunlukla c¢ikintili, sapli kiire seklinde veya ¢ikintisiz (yassi) olabilir.
Mikroskopik olarak, displastik glandiiler yapilar luminal yiizeyin %80’inden daha
azim1 kaplarlar (54). Villoz adenomlar tiiylii gbriinen bir yiizey ile tipiktirler.
Mikroskopik olarak, displastik glandiiler yapilar liiminal yiizeyin %80’inden daha
fazlasinda yaprak benzeri ¢ikintilar olusturur. Uzun yapili tiibiiler adenomu villoz
adenomdan ayirmak bazen zordur. Ancak villoz yapisi normal kolorektal mukoza
kalinligmin iki katin1 asan bezlerin uzunlugu ile tanimlanabilirler. Tiibiilovilloz
adenomlar %20-80 arasinda vill6z yapisi ihtiva eden tiibiiler ve villéz yapilarinin

bir karigimidir (55-57).

4.6.2. Karsinomlar
Makroskopi
Karsinomlar (33);

1- Ekzofitik/fungatif/polipoid intraluminal gelisim
2- Endofitik/iilseratif intramural gelisim
3- Diffiiz infiltratif/linitis plastika ince endofitik gelisim

4- Aniiler-pecete halkasi seklinde liimeni daraltan gelisim olabilir.
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Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii’niin kolon ve rektum tiimérlerini histolojik siniflandirmasi

EPITELYAL TUMORLER

Adenoma
Tubiiler
Villoz
Tubilovilloz
Serrated

Kronik inflamatuvar hastaliklarla iligkili intraepitelyal neoplazi (displazi)
Diisiik dereceli grandiiler intraepitelyal neoplazi
Yiiksek dereceli grandiiler intraepitelyal neoplazi

Karsinoma
Adenokarsinoma
Miisinéz adenokarsinoma
Tagsl yliziik hiicreli karsinoma
Kiigiik hiicreli karsinoma
Skuamoz hiicreli karsinoma
Adenoskuaméz karsinoma
Mediiller karsinoma
Indiferansiye karsinoma

Karsinoid (iyi diferansiye endokrin neoplazm)
EC-hiicre, serotonin iireten neoplazm
L-hiicre, glukagon benzeri peptid ve PP/PYY {ireten tiimor
Digerleri

Karsinoid-Adenokarsinoma karisimi
Digerleri

NONEPITELYAL TUMORLER

Lipoma

Leiomyoma

Gastrointestinal stromal timor
Leiomyosarkom
Anjiyosarkoma

Kaposi sarkomu

Malign melanom

Digerleri

Malign lenfomalar
MALT Tipi marjinal zon B-hiicreli lenfoma
Mantle hiicreli lenfoma
Daginik genis B-hiicreli lenfoma
Burkitt lenfoma
Burkitt-benzeri / atipik Burkitt lenfoma

Digerleri

SEKONDER TUMORLER

POLIiPLER

Hiperplastik (metaplastik)
Peutz-Jeghers
Juvenile
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Bu tipler arasinda birlikte goriinme siklikla olmaktadir. Distal kolonda
endofitik ve aniiler tipte tiimorler olusurken, proksimal kolonda eksofitik tipte
tiimorler olusur. Bazi KRK kesitlerinde nekroz alanlari goriinmesine ragmen
cogunlukla homojen bir goriiniime sahiptirler. Miisindz (kolloid) adenokarsinom
tiplerinde genellikle agik¢a goriilebilir mukus alanlarina sahiptir. Yiiksek seviyeli
mikrosatellit instabiliteli karsinomlar genellikle sinirlt ve yaklasik %20 miisindze

sahiptir (55).

Histopatoloji

Kolorektal adenokarsinomun belirleyici 6zelligi submukoza igine
invazyondur (56). Epitelyum simirli veya yalniz lamina propia invazyonlu ve
submukoza i¢ine invazyonu olmayan morfolojik 6zellikli adenokarsinomlarin
higbir metastatik riski yoktur. Bu nedenle “in-Situ adenokarsinom” yerine “yiiksek

dereceli intraepitelyal neoplazi”, “intramukozal adenokarsinom” yerine

intramukozal neoplazi” terimleri kullanimi1 daha uygun olacaktir (55).

Kolon ve rektum kanserlerinin Diinya Saglik Orgiitii'ne gore histolojik

simiflandirmasi (Tablo 1);

Adenokarsinom: KRK’larin %85-90 bu tiptedir. Tiibiiler, asiner veya
papiller yapilar iceren bez epitelinin kotli huylu tiimoriidiir. Adenokarsinomlar
atipik tiimor hiicrelerinin degisik boyutlarda ve sekillerde gland yapilar
olusturmasi ile karakterizedir. Gland olusturma o6zelligine ve yayginligina
dayanilarak iyi diferansiye, orta derecede diferansiye ve az diferansiye olarak

derecelendirilirler (58).
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Miisindz adenokarsinom: Miisindz adeokarsinom terimi %50’den fazla
misin iceren lezyonlarda kullanilir (59). Bu varyant asinar yapilar ve hiicre
dizileri veya tek hiicreler gibi malign epitelyum igeren ekstraselliiler miisin
havuzlan ile karakterizedir. Yiiksek siklikta mikrosatellite instabilite (MSI-H)

karsinomlar1 bu histopatolojik tiptedir (60).

Taghi-yliziik hiicreli karsinom: Adenokarsinomun bu varyant1 belirgin
intrastoplazmik miisinli (%50’den fazla) tiimor hiicrelerinin bulunmasi ile
tanimlanir (61). Tash-yliziik hiicre, sitoplazmay1 dolduran ve ¢ekirdek yerini
degistiren biiylik miisin vakuole sahiptir (57). Tasli-yiizikk hiicreleri miisin6z
adenokarsinomun miisin hiicrelerinde veya ¢ok az ekstraselliiler miisinli diffiiz

infiltrasyon gosteren bir siirecte olusabilir. Bazt MSI-H karsinomlar1 bu tiptedir

(55).

Adenoskuamdéz karsinom: Bu alisilmadik tiimoérler ya tiimor icinde ayni
alanlarda ya da karisik olarak hem skuamé6z hemde adenokarsinomun 6zelliklerini
gostermektedir. Bir lezyonu adenoskuaméz olarak siniflandirabilmek i¢in kiiglik
odakli skuaméz diferansiyasyonu daha fazla olmalidir. Skuam6z hiicreli

karsinomlar kalin bagirsakta ¢ok nadirdir (55).

Mediiller karsinom: Bu nadir goriilen varyant vezikiiler niikleuslu, bol
pembe sitoplazmali hiicre tabakalar1 ve belirgin intraepitelyal lenfosit
infiltrasyonu ile karakterizedir (56). Bu her zaman MSI-H ile iliskilidir (60).
Diger kotii diferansiye ve indiferansiye kolorektal karsinomlara kiyasla olumlu bir

prognozu vardir (61).
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Indiferansiye karsinom: Bu nadir tiimorler epitel bir tiimor otesinde
diferansiyasyon gostermez ve degisken histolojik Ozelliklere sahiptir (57).
Indiferansiye goriiniise ragmen bu tiimdrler genetik olarak farkli ve tipik olarak

MSI-H ile iliskilidir (55).

Diger varyantlar: igsi hiicreli komponent igeren karsinomlar ig hiicreli
(spindle) karsinomlar veya sarkomatoid karsinoma olarak adlandirilir.
Karsinosarkoma terimi hem karsinomatéz hemde heterolog mezenkimal
elemanlar1 iceren malign tiimdrler icin kullanilir. Kolorektal karsinomun diger
nadir histopatolojik varyantlar1 pleomorfik (dev hiicreli), koriyokarsinoma,
pigmentli, berrak hiicre, kok hiicre ve Paneth hiicre zengini (kript hiicre
karsinomu) olmak {izere c¢esitli varyantlar icerir. Histopatolojik tiirlerin

karisimlarida goriilebilmektedir (55).

4.7. Kolorektal kanserde evrelendirme

Kolorektal ~karsinomlarda prognozun en iyi belirteci patolojik
evrelendirmedir. Glinlimiize kadar Dukes, Astler-Coller ve TNM gibi 3 farkli

evrelendirme sistemi kullanilmustir (62).

Dukes 1932 yilinda rektal karsinomlar i¢in ilk patolojik evrelendirme
sistemini olusturmustur ve Dukes sistemi kolon karsinomlari i¢inde uygulanmistir
(35). Bu siniflandirma kanserin direkt yayilimi ve lenfatik tutulumu iizerine
kurgulanmistir (40). Dukes sistemi tiimoriin derinligi ve lenfatik tutuluma goére A,
B, C olarak evrelere ayrilmistir. C evresi Dukes tarafindan 1936 yilinda modifiye

edilerek C1 ve C2 olarak degistirilmistir (Tablo 2) (33, 44).
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Tablo 2. Dukes evrelendirme sistemi

Evre A: Timor kalin bagirsak duvarinda sinirli

Evre B: Tiimér muskularis propriay1 agmus, seroza/perirektal dokuya invaze Lenf nodu
tutulumu yok.

Evre C1: Bolgesel lenf nodlarina metastaz yok

Evre C2: Mezenterik kan damarlar1 etrafindaki lenf nodlar1 tutulumu

1954 yilinda Astler-Coller tarafindan tiimoriin derinligine ve lenf nodu
tutulumu {izerine bir sistem olusturmustur. Bu sistem Dukes sistemine
benzerlikler gostermektedir (33,44,55). 1967 yilinda Turnbull, Dukes sistemine
uzak metastaz ile ilgili olan D evresini ekleyerek giiniimiizdeki halini almigtir

(Tablo 3) (40).

Tablo 3. Astler-Coller evrelendirme sistemi ve Turnbull modifikasyonu

Evre A: Timor mukozada sinirlidir.

Evre B1: Tiimdr muskularis propriaya ulasmis, lenf nodu tutulumu yoktur

Evre B2: Tiimér muskularis propriayt agsmis, serozaya ulagmis, lenf nodu tutulumu yoktur.
Evre C1: Tiimdr barsak duvarinda sinirli, fakat timére yakin lenf nodu tutulumu mevcuttur.
Evre C2: Tiimor barsak duvarini asmis, fakat timoérden uzak lenf nodu tutulumu mevcuttur.
Evre D1: Komsu organlara invazyon.

Evre D2: Uzak metastaz

Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) ve Uluslararasi Kanserle
Miicadele Birligi (UICC)’nin olusturdugu Tiimér, Nod, Metastaz (TNM)
evreleme sistemi bir¢ok akademik kurulus ve komisyonlar tarafindan suanda
KRK’nin evrelemesinde standart olarak kabul edilmistir (35). Giiniimiizde TNM
evrelemesi tiimor, lenf bezi ve metastaz komponentlerinin gruplandirilmasiyla
ortaya konulmus ve en ¢ok tercih edilen evreleme sistemidir (Tablo 4) (63). TNM
evre gruplamasi (Tablo 5), hastaligin anatomik yayilimi hakkinda tedavi oncesi

diger evrelendirme sistemlerine gore daha belirgin bilgiler sunmaktadir (Sekil 2)

(62).
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Tablo 4. TNM siniflandirmasi

Primer tiimér (T)

TX:Primer tiimor bilinmiyor

TO:Primer timdr yok

Tis: Karsinoma in-situ (intraepitelyal veya
intramukozal karsinoma).

T1: Timo6r submukozaya invaze

T2: Tiimdr muskularis propriyaya invaze
T3:Tiimor muskularis propriyay: gecerek serozal
veya perikolik/ perirektal bolgeye invaze

T4: Timdr komsu organ veya yapilara invaze ise

(T4a) veya periton perforasyonu yapiyor ise (T4b).

Tablo 5. TNM evre gruplamasi

Bolgesel lenf nodlar1 (N)

NX: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1: 1-3 adet lenf nodu metastazi var

N2: 3 den fazla lenf nodu metastazi var.

Uzak metastaz (M)
MX: Uzak metastaz degerlendirilemedi
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

Evre T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO
I
A T3 NO MO
B T4 NO MO
1l
A T1-2 N1 MO
B T3-4 N1 MO
C Herhangi T N2 MO
v Herhangi T Herhangi N M1
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—— Submukoza

—— Kas tabakas

Subseroza
(konektif doku)

Sekil 2.1. Evre 0
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Sekil 2.2. Evre |
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Sekil 2.4. Evre lllb

Sekil 2.5. Evre IV
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4.8. Antineoplastik mekanizmalarda rol oynayan bazi mediyatorler

4.8.1. Adiponektin

Adiponektin kanser riski ile iliskili bir adipokindir. Kanserin c¢esitli
tiplerinin gelisimi ve ilerlemesinde Onemli bir mediyatordiir. Adipokinin
dolasimdaki seviyeleri diyabetli ve obezite iligkili kanserli hastalarda azalmistir
(64). Adiponektin reseptorleri (Adipo R1/R2), azalma egiliminde olan AMPK’y1
aktive eden transmembran proteinleridir (65). Adiponektin duyarliliginin
zayifladigi obezitede (21), Adipo R1/R2 adiponektin reseptorlerinin ekspresyonu

azalmistir (66).

Epidemiyolojik ¢alismalar, dolasimdaki adiponektin seviyeleri ile KRK,
endometrial kanser, 6zofagus kanseri, prostat kanseri ve meme kanseri riski
arasinda ters bir iligki ileri siirmiislerdir (65). Adiponektin, prostat ve kolon
kanseri gibi obezite iliskili kanser tiplerinin ¢ogunda biiyiimeyi negatif olarak
etkilemis ve meme kanseri ile iligkili bir ¢calismada, migrasyonda adiponektinin

negatif bir etkisi oldugu bildirilmistir (67).

Adiponektinin karsinogenezi inhibe ettigi mekanizmalar arastirilmis (Sekil
3) ve adiponektinin reseptorleri ile baglanmasi sonucu, enerji durumuna yanit
olarak proliferasyonun 6nemli bir regiilatorii olan AMPK’nin aktivasyonunu
tesvik ederek birgok etkiyi bunun iizerinden gosterir. AMPK ise p21 ile p53
uyararak biiylimenin durmasi ve apopitozisin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar ve ayni zamanda bir rapamisin memeli hedefi (mTOR) inhibitérii olup
hiicre gogalmasini bastirir (67,31). Adiponektin KRK’daki etkinliginden birisi de
seramid ve sifingozin 1-fosfat (S1P) arasindaki doniisim yoluyla oldugu

gosterilmistir (68). Adipo R1/R2, seramidaz etkinligini artirmaktadir (68,69).
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Seramidaz aktivitesi seramidi, proliferasyonun gii¢lii bir indikleyicisi ve
apopitozun inhibitérii olan S1P’ye doniistiiriir. S1P’nin proliferatif etkilerinin
aksine, ayni zamanda onun AMPK’y1 aktive ettigi gosterilmistir. Bu nedenle

seramidaz AMPK aktive eden S1P iireterek adiponektin islevlerinin énemli bir

baslaticisidir (69).
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Sekil 3. Kanser tesvik yolaklariin adiponektin aracili baskilanmasi modeli

Adiponektin seviyeleri ile ¢esitli kanser tiplerinin riskleri arasindaki ters
iligkisi gosterilmis olmasina ragmen (65), tiimorigenezin bazi asamalarinda bu
koruyucu etkisini gosterdigi dusiiniilmektedir. Landskroner-Eiger ve ark.
tarafindan tiimorigenezde adiponektinin koruyucu etkilerinin  gosterildigi

calismada, adiponektinin kompleks bir roliiniin oldugu tespit edilmistir. Bu
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calismada, erken evre tiimorlerde adiponektinin pro-anjiyogenik rolii gosterilmis
ve erken evrelerde adiponektin bifazik etkisi gosterilmistir. Ancak geg

donemlerde boyle bir etki tespit edilememistir (70).
4.8.2.MCP-1

Kemokinler, G-protein bagli hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak
immiin hiicrelerin  gogiinii  diizenleyen kiigiik proinflamatuvar kemotaktik
sitokinlerdir. Calismalarda kemokinler ve bunlarin reseptorlerinin timor iliskili
anjiyogenezin diizenlenmesi, bir tiimdre spesifik immiin yanitin aktivasyonu ve
timor hiicrelerinin ¢ogalmasinin uyarilmasi yoluyla kanserin baglamasi ve

ilerlemesinde rol oynadigini1 gostermistir (71) (Sekil 4).

CC kemokin ailesi iiyeleri, monosit, dentritik hiicreler, natural killer (NK)
hiicreler ve T lenfositler i¢in kemotaktik aktiviteye sahiptir (9). CC kemokin
ailesine ait olan MCP-1, membran CC kemokin reseptori 2 (CCR2) ye
baglanarak, monosit/makrofaj ve diger inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu
diizenler (72, 73). MCP-1, tiimor iliskili makrofajlar (TAM), endotelyal hiicreler
ve fibroblastlar gibi hiicreler tarafindan sentez edilir (74). MCP-1 ekspresyonu,
kanserde dahil olmak {izere inflamasyona bagimli hastaliklarin ilerlemesi
sirasinda dokularin ¢ogunda gozlenmistir (10). MCP-1 ekspresyonu melanoma,
over kanseri, akciger, meme ve 6zofagus kanseri gibi ¢esitli tiimor tiplerinde rapor
edilmistir (75,76). Ancak KRK’da MCP-1’in biyolojik roliinii gdsteren ¢ok az
sayida calisma bulunmaktadir. CCR2, MCP-1 i¢in onemli bir reseptordiir ve

bagisiklik sistemi hiicreleri ve tiimor hiicrelerinde eksprese edilir (75).
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TAM’lar, timor ilerlemesinde kompleks islevleri vardir. TAM’lar timor
bliylimesini inhibe etmek i¢in ve neoplastik hiicreleri yok etmek iizere uyarilabilir.
Aksine parakrin etkide TAM’lar, endotelyal hiicreleri de iceren diger stromal
hiicreler ve tiimor hiicreleri i¢in soliibl mediyatorleri karsilikli olarak tiretebilir.
Malign hiicrelerde MCP-1 ekspresyonu tiimor alaninda TAM birikim miktar1 ile

iliskilidir (7).
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Sekil 4. Tumér gelisim ve metastazinda inflamatuvar sitokinler, tiimor-kaynakli kemokinler
(MCP-1 ve RANTES gibi) ve TAM’lar

MCP-1, artan neovaskiilarizasyon yoluyla timoriin invazyon ve
metastazini gelistirebilecegi gibi bunun aksine mikro ¢evresindeki duruma gore

timor hiicrelerine kars1 monositlerin sitostatik fonksiyonlarini da sitimiile edebilir
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(78). CC kemokin ailesine ait higbir iiyenin anjiyogeneze dogrudan etki ettigi ile
ilgili kanitlar bulunmamasina ragmen, MCP-1 ¢ogunlukla monositler iizerindeki
kemotaktik etkisi ile anjiyogeneze katki yaptigi ileri siiriilen ilk CC kemokin

tiyesidir (79,80).
4.8.3.Sulindak

Non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAII); antipiretik, analjezik ve
antiinflamatuvar etkilerinden dolay: artrit, romatizma gibi ¢esitli inflamasyonlu
hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ilaglardir. Ancak bu ilaglarin
gastrointestinal sistem (GIS) ve bobrekler iizerindeki yan etkileri NSAIi’nin
kullanihislarint stnirlandarr (81). NSAII son yiizyilda ¢ok kullaniimalarina ragmen
1971 yilinda siklooksijenaz (COX) enziminin yapisi teshis edilene kadar etki
mekanizmalart tam olarak bilinmeyen ilaglar olmuslardir. 1990’a kadar
siklooksijenazin tek tipinin oldugu disiiniilmiis, takiben hizla ilerleyen galismalar
ve molekiiler biyoloji tekniklerinin bu alanda yaygin olarak kullaniimasiyla
siklooksijenazin konstitiitif ve indiiklenebilir tip olmak tizere iki tipinin oldugu
ortaya c¢ikmistir.  Konstitiitif — siklooksijenaza  COX-1, indiiklenebilir
siklooksijenaza ise COX-2 adi verilmistir. COX-1 ve COX-2 ayn: reaksiyonlar
katalize etse de farkl yap: ve fonksiyonlara sahiptir (82, 83). NSAII farmakolojik
etkileri sliphesiz karmasiktir ve anjiyogenezis inhibisyonu gibi indirekt etkilerin
yani sira apopitozisin indiiklenmesi veya proliferasyonun baskilanmasi i¢in timor
hiicrelerinde direkt etkiye yol acan hem COX-bagimli (Sekil 5) hem de COX-
bagimsiz etkileri de kapsamaktadir (84,85). Ancak bazi arastirmacilar, COX-
bagimsiz etkilerin, hedeflenenden farkli bir mekanizma ile ya antineoplastik

aktivite icin tamamen sorumlu ya da katkida bulanabilecegi seklinde
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tamimlamuslardir. Bir dizi COX-bagimsiz etkiler 15-lipooksijenaz, Ras, PPAR,
NF-xB, PDK-1/Akt, fosfodiesteraz ve daha bircok mekanizma araciligiyla rol

oynamaktadir (86).

NSAIil’lerin bilinen etki mekanizmalari: COX enzim inhibisyonu yoluyla
prostaglandin (PG) sentezini azaltarak inflamasyonu baskilamak, Lizozomal
membran stabilizasyonu, serbest oksijen radikallerinin inhibisyonu, lipooksijenaz
inhibisyonu yoluyla l6kotrienlerin sentezini azaltmak ve inflamatuvar hiicrelerin

baskilanmasi seklindedir (87,88).
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Sekil 5. Arasidonik asit kaskadi ve kanser gelisimi

Klinik ¢alismalarda sulindak gibi bazi NSAIl’nin ailesel yada sporadik
adenomato6z polipozisli hastalarda, adenomlarin gerilemesine katkida bulundugu

bildirilmistir. Sulindak’in (siilfoksit),antiinflamatuvar aktivitesi sorumlu COX-1
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ve COX-2 enzimlerini inhibe ederek bir siilfid’e metabolize olmasi ile gergeklesir.
Stilfoksitin oksidasyonu ile iiretilen ve COX inhibe etmeyen siilfon metaboliti

sulindakin antiinflamatuvar aktivitesine katkida bulunmaz (Sekil 6) (85).
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Sekil 6. Sulindak metabolizmasi

4.8.4.Rosmarinik asit

Oksidatif stres, KRK’nin etiyolojisiyle de iliskilidir. Uzun siire maruz
kalinan ROT oksidatif stres olusturmaktadir. ROT, DNA hasar1 olusturarak
proliferasyonun artmasi, apopitozun inhibe edilmesi ve metastazi indiiklemesi
kabiliyetleri sayesinde tiimor olusturucu olarak kabul edilirler (89,90).
Antioksidanlarin, karsinogenezisin baslangi¢c asamasinda hiicreleri mutagenezden
korumasi daha belirgin olmasina ragmen, transforme edilmis hiicrelerin yok

edilmesindeki rolii daha az belirgindir (91).
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Apopitozis; gereksiz, yasli, hasar gormiis hiicrelerin  ortadan
kaldirilmasinda goérevli 6nemli bir yolaktir. Sadece doku homeostazinin
gelistirilmesi ve muhafaza edilmesinde rol oynamaz, ayni zamanda zararl
hiicrelerin elimine edilmesinde etkin bir mekanizmadir (92,93). Apopitoz
sinyalizasyonu ve kanser gelisimi i¢in ara girdiler olarak ROT un rolii ¢ok sayida

arastirmalar tarafindan desteklenmektedir (94,95).

Kemopreventif maddeler, tipik olarak normal hiicrelerin pre malign
hiicrelere doniisiimiinii, oksidatif hasardan hiicre elemanlarinin korumasini,
ksenobiyotik biyotransformasyon ile iliskili islevleri modiile ederek premalign
hiicrelerin malign hiicrelere ilerlemesini inhibe eden dogal tiriinler ya da sentetik
analoglardir (96). Kemopreventif etki gosteren polifenollerin, antioksidan
aktiviteli onemli bitki bileseni ve g¢esitli yararli biyolojik etkileri vardir (97).
Rosmarinik asit (RA) (Sekil 7), Lamiaceae (ballibabagiller) ailesi bitkilerinde bol

olarak bulunan, dogal olarak olusan polifenoldiir (98).

OH
0 COOH
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Sekil 7. Rosmarinik asitin yapisi

Rosmarinik asit, ticari biberiye (Avrupa ve ABD’de gida islemesinde
antioksidan olarak kullanimi i¢in temin edilebilecek tek baharattir) ekstraktlarinin

yiiksek antioksidan aktivitesinden sorumlu baslica bilesenlerinden biridir. Ayrica
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adagayi, feslegen, nane, melisa, biberiye, keklik otu, kekik ve lavantada bulunur.
RA’nin biyolojik aktiviteleri ve potansiyel uygulamalar1 yaygin olarak
incelenmistir. RA’nin antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, antimutajen,
antibakteriyel, antialerjik, hepatoprotektif ve noroprotektif etkileri gosterilmistir,
ayni zamanda trombin aktivitesini inhibe etti§i ve apopitoza neden oldugu
bilinmektedir (98, 99). Diger polifenolik karboksilik asitler ile RA i¢eren prunella
vulgaris’in bir ekstrakti farclere implante edildiginde, lewis akciger tiimori
hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmistir. Buna da ek olarak perilla frutescens
ekstraktinin topikal uygulamasi ile bir kemirgene ait cilt kanseri modelinde timor
olusumunun azalmasi RA varligi ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir. RA’nin
tek olarak uygulandigi in vitro MDA-MB-231BO kemik metastazli meme kanseri

hiicrelerinin gog yeteneklerine kars1 koruyucu bir etki gostermistir (98).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.GEREC

Bu calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(FUHADEK) 01.03.2012 tarih ve 38 sayili karari ile Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezi’nde (FUDAM) 1983 Helsinky deklarasyonunda bildirilen

“hayvanlarda bilimsel ¢alismalar i¢in etik kurallar’ina uyularak yapildi.

Deneyde 8 haftalik 42 adet Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi.
Sicanlar, arastirma siiresince 19-21°C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik
donemlerin bulundugu 06zel hazirlanmis, otomatik olarak klimatize edilen
odalarda 4’erli ve 3’erli gruplar halinde 6zel kafeslerde korundu. Modifiye pellet

cinsi yem (standart rat yemine %15,8 fistik yagi eklenerek) ile beslendi (Tablo 6).

Tablo 6. Standart rat yemi

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) %7
Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCI’de ¢6ziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2
NaCl (en ¢ok) %1
Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmasi ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (%1-2,8), Fosfor (%0,9), Sodyum (%0,5-0,7), Mangan (10 mg/kg),
Cinko (4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 1U/kg), Vit. D; (1000 1U/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4
mg/kg).
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Yapilan caligmalarda kolorektal kansere bagli sican 6liim oranlar1 (bu
oranlar ¢alismalarda farkli olmakla birlikte en yiiksek %53 6liim orani bildiren
arastirma baz alind1) goz 6niinde bulundurularak sayilar yiiksek tutulmustur (100).
Deney tamamlandiginda her bir grupta 6 sican kalacagi diisiiniilerek caligmamiz,
kontrol grubunda 6 ve diger gruplarda 8 si¢an olacak sekilde 3 grup iizerinde
planlandi. Bir haftalik uyum siliresinin sonunda siganlarin kilolar1 olgiilerek
deneye baslandi. Deney siiresince hayvanlar giinliik olarak kontrol edildi ve
haftalik kilo takibi yapildi. Ayrica genel morfolojik goriiniimleri (tiiy dokiilmesi,
diskilama bozukluklar1 ve anal lezyonlar acisindan) makroskobik olarak

degerlendirildi.

AOM ile deneysel kolon kanseri olusturulmasina iliskin caligmalar ¢ok
uzun yillardir devam etmektedir. Yapilan bu ¢alismalarda ilag dozu, ilacin verilis
yolu, uygulama siiresi ve uygulama siiresinin bitimini takiben baglayan kanser
gelisim stlirecinin  izlendigi bekleme siiresi agisindan farkli protokoller
uygulanmistir. Bissahoyo ve ark. 10 mg/kg AOM’un haftada birkez 4 hafta
boyunca farelere uygulanmasmin maksimum olarak timori indiikleyecegi
bildirmistir (19). Kobak-Larsen ve ark. 15 mg/kg AOM’un haftada birkez 6 hafta
boyunca siganlara uygulanmasi ve ilk enjeksiyondan 20-38 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarda %100 timor olusumu bildirmistir (101). Papanikolaou ve ark. 10
mg/kg AOM’un haftada birkez 6 hafta boyunca farelere uygulandiktan sonra ilk
enjeksiyondan 30 hafta sonra sakrifiye edilen farelerde kolorektal kanser
insidansinin yiiksek oldugu bildirmistir (102). Yapilan bazi ¢alismalarda 20 mg/kg

AOM’un uygulandig: farelerde AOM toksik etki gostermistir (19,103).
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Biitiin bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda AOM’a ait protokolii su sekilde
belirledik; 4 hafta boyunca i.p. yoldan 15 mg/kg dozda AOM haftada birkez
enjekte edildi. AOM uygulamalar1 esnasinda hayvanlari irrite etmemek ve
enfeksiyon gelisimini 6nlemek amaciyla her hayvan i¢in ayr bir insiilin enjektori
kullanildi. Ik AOM enjeksiyonunu takiben 30 hafta, tiimoral déniisiim igin
beklenen latent donem olarak belirlendi ve bu siirenin sonunda (30. haftanin
bitiminde) si¢anlar sakrifiye edilerek alinan kan ve doku Oorneklerinden

biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapildi.

5.1.1. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlamsi

AOM (Sigma, St. Louis, MO, ABD), izotonik sodyum Kkloriir soliisyonu
(0,9 gr/100 ml) i¢inde ¢oziiliip, i.p. enjeksiyondan hemen Once taze olarak

hazirlandi (104).

Rosmarinik asit (Sigma, St. Louis, MO, ABD), distile su i¢inde ¢oziiliip,
oral uygulamadan hemen once taze olarak hazirlandi (5 mg/kg) ve 8 milimetrelik
(mm) orogastrik sonda araciligiyla gavaj yoluyla hayvanlara verildi. Bu uygulama
esnasinda hayvanlar irrite etmemek ve uygulama kolayligi saglamak amaciyla

siganlarda eter inhalasyonu yoluyla kisa siireli bir sedasyon olusturuldu (105).

Fistik yagi, %100 dogal fistik yagi 8 milimetrelik (mm) orogastrik sonda
araciligiyla gavaj yoluyla hayvanlara verildi. Bu uygulama esnasinda hayvanlari
irrite etmemek ve uygulama kolayligi saglamak amaciyla siganlarda eter

inhalasyonu yoluyla kisa siireli bir sedasyon olusturuldu.
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5.1.2.Deney gruplan

Bir haftalik bekleme siiresi sirasinda 13 tane sigan 6ldiigiinden sulindak
gruplar1 degerlendirmeye alinamadi. Bu haftadan sonra c¢alismaya kontrol
grubunda 12, azoksimetan grubunda 8 ve azoksimetan+rosmarinik asit grubunda 9
sigan olarak devam edildi. Calisma sonunda toplam 28 hayvan degerlendirmeye

alind1 (azoksimetan+rosmarinik asit grubundan 1 sican kaybedildi).

Grup 1 (kontrol grubu):Bu grup 30 hafta boyunca sadece modifiye diyet
ile beslendi. Beslenme ortamina uyum saglandiktan sonraki ikinci haftadan
itibaren 4 hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere i.p. %0,9’luk salin

enjeksiyonu yapildi, siire bitiminde (30 hafta sonunda) sakrifiye edildi.

Grup 2 (AOM):Bu gruptaki siganlara modifiye diyete ek olarak ikinci
haftadan itibaren 4 hafta, haftada bir kez olmak iizere i.p. 15 mg/kg azoksimetan
(AOM) enjekte edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu. Latent dénem

bitiminde (30 hafta sonunda) sakrifiye edildi.

Grup 3 (AOM+rosmarinik asit):Bu gruba modifiye diyete ek olarak
ikinci haftadan itibaren 4 hafta boyunca haftada bir kez olmak tizere i.p. 15 mg/kg
azoksimetan (AOM) enjekte edilerek deneysel kolon kanseri olusturuldu. 30 hafta
boyunca ikinci haftadan itibaren 5 mg/kg rosmarinik asit orogastrik sonda
araciligiyla gavaj yoluyla hayvanlara verildi, siire bitiminde (30 hafta sonunda)

sakrifiye edildi.
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5.1.3.Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deney siiresi sonunda hayvanlar steril aletler kullanilarak sakrifiye edildi,
kan ornekleri analizler i¢in uygun olacak sekilde EDTA’l tiiplere alindi. Alinan
kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo
Laboratory Products, Osterode-Germany) plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazmalar

eppendorf tiiplere porsiyonlanarak -80°C’de saklandi.

Histopatolojik ve biyokimyasal analizler i¢in hayvanlarin abdominal
kaviteleri agilarak, karin bolgesindeki organlar sag tarafa dogru uzaklastirildi ve
kolona ulasildi. Daha sonra ¢ekum bulunarak bu hizadan itibaren rektosigmoid
bileskeye kadar kolon ve devaminda da rektum ince bir makas yardimi ile diseke
edildi. iki esit parcaya ayrilan dokularin ilk kismi histopatolojik inceleme igin
derhal %]10’luk formaldehit i¢ine alindi. Diger kisim biyokimyasal
degerlendirmeler i¢in %0,9’luk soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikand1 ve
kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizatér ile (Ultra Turrax
Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 0,15 M’lik KCI ¢dzeltisi iginde
(1:9,w:v), 16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz
kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4°C’de)
santrifiijlenerek siipernatantlar1 ayrildi ve analiz zamanina kadar (1 hafta) —40
°C’de bekletildi. TAS, TOS, MCP-1 ve Adiponektin seviyeleri siipernatantta

kendilerine uygun metodlarla tayin edildi.
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5.2. YONTEM

5.2.1.Enzim-Bagh immiin Assay Yonteminin Prensibi

Enzim-bagli immiin assay (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA)) yontemi, serum ve doku homojenatlarinda arastirilan maddelerin
(antijen) spesifik antikor molekiilleri ile kompleks olusturmalar1 prensibine
baghdir. Benzer amacla kullanilan radioimmunoassay (RIA) yonteminden farkl
olarak ELISA yoOnteminde radyoaktif isaretleyiciler yerine spesifik enzimler
kullanilmaktadir. Alkalen fosfataz ve Horseradish Peroksidaz (HRP) ¢alismalarda
yaygin  olarak  kullanilan  enzimlerdir. ELISA ile RIA yontemleri
karsilastirildiginda; radyoaktivite tehlikesi olmamasi, otomasyona uygun olusu ve
calisma siiresinin daha kisa olusu ELISA yoOntemini daha iistiin hale
getirmektedir. Analiz asamasi antijenin pleyt ylizeyine (Sorbent) absorbe
edilmesiyle baslamaktadir. Antijenin spesifik (6zgiil) antikoru ile reaksiyona
girmesi immunasyon saglanmaktadir. Bu kompleks antikor (primer antikor)
kismindan enzim baglanmis ikinci bir antikor (sekonder antikor) ile reaksiyona
sokulmaktadir (Enzyme-Linked). Substrat renkli {irtin olusturacak sekilde mevcut
kompleks icerisindeki enzim ile reaksiyona girmektedir. Elde edilen bu renkli son
iiriin kompleksi ELISA sayacinda okutularak konsantrasyon hesaplanir (Assay)

(106).

5.2.2.MCP-1 Diizeylerinin Ol¢iimii

MCP-1 diizeyleri, sigan MCP-1-ELISA kiti (Rat monocyte chemotactic

protein 1 (MCP-1/MCAF) Elisa kit, Sunred Biological Technology Company,
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katalog no: 201-11-0119) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak calisildi.
Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50
(BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuglar pg/ml olarak belirtildi. Ol¢iim

aralig1 3-700 pg/ml idi.

5.2.3.Adiponektin Diizeylerinin Olciimii

Adiponektin diizeyleri, sigan Adiponektin-ELISA Kiti (AssayMax Rat
Adiponectin ELISA Kit, Assaypro company, USA, katalog no: ERA2500-1)
kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak ¢aligildi. Absorbanslar ELX800 ELISA
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda
ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA)

kullanildi. Sonuglar ng/ml olarak belirtildi. Minimum 6l¢tim miktar1 1,5 ng/ml idi.

5.2.4.TAS Diizeylerinin Ol¢iimii

TAS diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
otoanalizorle (Siemens Advia 2400 Chemistry System, Siemens, Tokyo, Japonya)
Rel Assay Total Antioxidant StatusTest Kiti kullanilarak o6l¢iildii. Sonuglar

mmolTrolox Equiv./L olarak belirtildi.
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5.2.5.TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

TOS diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
otoanalizdrle (Siemens Advia 2400 Chemistry System, Siemens, Tokyo, Japonya)
Rel Assay Total Oxidant Status Test Kiti kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar pmol

H.O, Equiv./L olarak belirtildi.

5.2.6.Histopatolojik Inceleme

Kolorektal doku incelenmek iizere boliimlere ayrildi. Sonra parafin bloklar
hazirlanarak mikrotomda 5 pm kalinhiginda seri kesitler alindi. Daha sonra
histolojik kesitler, hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve 1sik mikroskobunda

incelendi. Lezyonlar Olympus BX-51 1s1k mikroskobu ile incelendi.

5.3. istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler SPSS 22,0 istatistiksel paket yazilimi ile
gergeklestirildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi
karsilastirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve ardindan c¢oklu
karilastirma yontemlerinden LSD testi kullanildi. p<0,05 diizeyi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

43



6. BULGULAR

6.1. Histopatolojik degerlendirme

Kontrol grubundaki hayvanlarda herhangi bir patolojik lezyon tespit

edilmedi, kontroller normal olarak degerlendirildi.

AOM verilen sicanlar histopatolojik olarak degerlendirdigimizde degisen
derecelerde displazi %12,5’inde (1 tane), adenokarsinom ise sig¢anlarin
%87,5’inde (7 tane) oldugu tespit edildi. AOM verilen biitiin hayvanlar tiimoral

gelisim gosterdi.

AOM+Rosmarinik  asit ~ verilen  grup  histopatolojik  olarak
degerlendirdigimizde degisen derecelerde displazi %33,3’linde (3 tane),

adenokarsinom ise si¢anlarin %66,7’sinde (6 tane) oldugu tespit edildi (Sekil 8).

100

%87,5

90 -
80
70
60

50 m displazi

%

40 B adenokarsinom
30
20

10

0
AOM AOM+Rosmarinik asit

Sekil 8. Gruplara ait histopatolojik lezyon oranlari
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Sekil 9. Kontrol Grubunda kolonda normal histopatolojik goriiniim. (HE). (x200).

Sekil 10. AOM Grubunda kolonda miisin6z adenokarsinoma ait tagli-yiiziik hiicreleri ve zeminde

miisinin histopatolojik goriiniimi. (HE). (x400).
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Sekil 11. AOM Grubunda kolonda adenokarsinoma aithistopatolojik goriiniim. (HE). (x400).

6.2. Biyokimyasal Degerlendirmeler

6.2.1. Plazma TAS diizeyleri

TAS diizeyleri AOM grubunda (1,33+0,12 mmolTrolox Equiv./L) kontrol
grubuna gore (1,56+0,20 mmolTrolox Equiv./L) istatistiksel olarak anlamli
sekilde diislik tespit edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit
(1,54+0,18 mmolTrolox Equiv./L) grubu karsilastirildiginda TAS diizeylerinde

istatistiksel anlamli yiikselme tespit edildi (p=0,021) (Sekil 12,Tablo 7).
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Sekil 12. Gruplara ait plazma TAS diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilastirma, **p<0,05: AOM grubu ile karsilagtirma

6.2.2. Plazma TOS diizeyleri

TOS diizeyleri AOM grubunda (10,11£0,21 pmol H,0, Equiv./L) kontrol
grubuna gore (9,26+0,94 umol H,0O, Equiv./L) istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek tespit edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (9,90+0,11
umol H,O;, Equiv./L) grubu karsilastirildiginda TOS diizeylerinde diislis olmasina

ragmen istatistiksel anlamli degildi (p=0,489) (Sekil 13, Tablo 7).

TOS (umol H,0, Equiv./L)

Kontrol AOM+Rosmarinik asit

Sekil 13. Gruplara ait plazma TOS diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilagtirma
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6.2.3. Plazma ADIPONEKTIN diizeyleri

Adiponektin diizeyleri AOM grubunda (27,78+7,60 ng/ml) kontrol
grubuna gore (41,00+£16,03 ng/ml) istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik tespit
edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (28,32+8,65 ng/ml) grubu
karsilagtirildiginda adiponektin diizeylerindeki artis istatistiksel anlamli degildi

(p=0,925) (Sekil 14, Tablo 7).
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Adiponektin (ng/ml)
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Kontrol AOM AOM+Rosmarinik asit

Sekil 14. Gruplara ait plazma Adiponektin diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilagtirma

6.2.4. Plazma MCP-1 diizeyleri

MCP-1 diizeyleri AOM grubunda (93,37+£9,64 pg/ml) kontrol grubuna
gore (82,06+10,35 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi
(p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (88,19+11,41 pg/ml) grubu
karsilastirildiginda MCP-1 diizeylerinde diisiis olmasina ragmen istatistiksel

anlamli degildi (p=0,333) (Sekil 15, Tablo 7).
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Sekil 15. Gruplara ait plazma MCP-1 diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilagtirma

Tablo 7. Gruplara ait plazma TAS. TOS. Adiponektin, MCP-1 diizevleri

PLAZMA Kontrol AOM AOM+RA

TAS (mmolTrolox Equiv./L) 1,56+0,20 1,33+0,12° 1,54+0,18°

TOS (pumol H,0, Equiv./L) 9,2640,94 | 10,11+£0,21* | 9,90+0,11°

Adiponektin (ng/ml) 41,00+16,03 | 27,78+7,60° | 28,32+8,65"

MCP-1 (pg/ml) 82,06+10,35 |93,37+9,64° |88,19+11,41

#p<0,01 kontrolle karsilastirma bp<0,05 kontrolle karsilastirma

p<0,05 AOM ile karsilagtirma

6.2.5. Doku TAS diizeyleri

TAS diizeyleri AOM grubunda (0,94+0,43 mmolTrolox Equiv./L) kontrol
grubuna gore (1,39+0,26 mmolTrolox Equiv./L) istatistiksel olarak anlamli
sekilde diistik tespit edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM-+Rosmarinik asit
(1,05+0,06 mmolTrolox Equiv./L) grubu karsilastirildiginda TAS diizeylerindeki

degisim istatistiksel anlamli degildi (p=0,447) (Sekil 16, Tablo 8).
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Sekil 16. Gruplara ait doku TAS diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilagtirma

6.2.6. Doku TOS diizeyleri

TOS diizeyleri AOM grubunda (3,0242,62 pmol H,O, Equiv./L) kontrol
grubuna gore (0,85+0,48 pumol H,O, Equiv./L) istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek tespit edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (0,89+1,43
umol H»O, Equiv./L) grubu karsilagtirildiginda TOS diizeylerinde istatistiksel

anlaml diisiis tespit edildi (p=0,020) (Sekil 17, Tablo 8).

TOS (pmol H,0, Equiv./L)

Kontrol AOM+Rosmarinik asit

Sekil 17. Gruplara ait doku TOS diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilastirma; **p<0,05: AOM grubu ile karsilagtirma
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6.2.7. Doku Adiponektin diizeyleri

Adiponektin diizeyleri AOM grubunda (24,28+2,75 ng/ml) kontrol
grubuna gore (31,56+8,46 ng/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik tespit
edildi (p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (24,37+1,15 ng/ml) grubu
karsilastirildiginda adiponektin diizeylerindeki artis istatistiksel anlamli degildi

(p=0,978) (Sekil 18, Tablo 8).
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30 -
25 -
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Adiponektin (ng/ml)

Kontrol AOM AOM+Rosmarinik asit

Sekil 18. Gruplara ait doku Adiponektin diizeyleri
*p<0,05: kontrolle karsilagtirma

6.2.8. Doku MCP-1 diizeyleri

MCP-1 diizeyleri AOM grubunda (123,52+36,14 pg/ml) kontrol grubuna
gore (84,58420,23 pg/ml) istatistiksel olarak anlamli sekilde yliksek tespit edildi
(p<0,05). AOM grubu ile AOM+Rosmarinik asit (97,43+11,94 pg/ml) grubu
karsilastirildiginda MCP-1 diizeylerinde istatistiksel anlamli diislis tespit edildi

(p=0,036) (Sekil 19, Tablo 8).
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Sekil 19. Gruplara ait doku MCP-1 diizeyleri

*p<0,05: kontrolle karsilagtirma;

Tablo 8. Gruplara ait dokuTAS, TOS, Adiponektin, MCP-1 diizeyleri

% %k

AOM+Rosmarinik asit

**p<0,05: AOM grubu ile kargilastirma

DOKU Kontrol AOM AOM+RA
TAS(mmolTrolox Equiv./L) | 1,39+0,26 | 0,94+0,43° 1,05+0,06"
TOS (umol H,0, Equiv./L) | 0,85+0,48 | 3,02+2,62 0,89+1,43¢
Adiponektin (ng/ml) 31,56+8,46 | 24,28+2,75° | 24,37+1,15"
MCP-1(pg/ml) 84,58+20,23 | 123,52+36,14% | 97,43+11,94°

#p<0,005 kontrolle karsilastirma

p<0,05 AOM ile karsilagtirma

52

®p<0,05 kontrolle karsilastirma




7. TARTISMA

Global onkolojik problemler arasinda kolorektal kanser iigiincii sirada
bulunmaktadir. Halen ABD’de KRK, kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir ve

Asya-Pasifik bolgesinde en hizli gelisen gastrointestinal kanserdir (107).

Kolon kanseri gelisim mekanizmasini anlamak ve tedaviye yonelik yeni
stratejiler gelistirmek oldukca Onemlidir. Giiniimiizde KRK’nin molekiiler ve
biyolojik o6zelliklerinin aragtirilmasi sayesinde kanserogenezis daha ayrintili
bilinmektedir. KRK’nin gelisim siirecinin erken evrelerinde teshis edilmeleri

tedavileri ac¢isindan daha olumlu olacaktir.

Kolorektal kanser, normal glandiiler epitelin invaziv kansere degisim
gosterdigi genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimidir. Kolorektal kanser
patogenezinde genomik ve epigenomik instabilite kadar, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, apopitozis, immortalizasyon, anjiogenezis ve invazyon gibi
karsinogenezisde kritik olaylar1 diizenleyen c¢ok 6zel genlerin mutasyonlar1 ve
bunun sonucu degisen sinyal yolaklari da 6nemli yer tutar (108). APC, K-ras,
DCC, p53, Smad4, MTG ve daha bircok gen KRK’da siklikla mutasyona

ugramaktadir (43).

Sinyal yolaklar1 ve genlerdeki degisiklikler sonucu olusan kanser hiicrest,
immiin sistemden ka¢ma, kontrolsiiz ¢ogalma, apotozisin inhibisyonu ve
anjiyogenezin indiiklenmesi, invazyon ve metastaz yapabilme kabiliyetine sahip
normal hiicrelerden farkli 6zellikler gosterirler. Kanser olusumu ve ilerlemesinin

isaret¢ileri olan mutant genler, degistirilmis yolaklar ve farklilasmis hiicrelere
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kars1 terapotik hedefler belirlenmis ve ¢alismalar yapilmis ve halen bu ¢aligmalar

yapilmaktadir (109).

Cesitli faktorlerle uyarilan kronik inflamasyon, insanlarda degisik
tiirlerdeki kanserlerin artisiyla iliskilidir. Kronik inflamasyon hiicresel dengede
diizensizliklere, normal hiicrelerde biiylime ve maligniteye ilerleyisin
baslamasina, degisik tiirlerde DNA hasar iriinleri olugsmasina, DNA onarim
mekanizmalarinin  yetersizligine, proinflamatuvar sitokinlerin artisina  ve
hasarlanmis hiicrelerin apopitozis hizinda azalmaya neden olmaktadir. Kronik
inflamasyonda uzun siireli oksidatif stres vardir. Kolorektal kanser gelisiminde
oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Oksidatif stres, doku
veya hiicrede olusan ROT’un konsantrasyonunun antioksidan kapasiteyi agmasi
olarak tanimlanir. ROT, reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve lipid peroksidasyon

tirtinleri inflamasyon ve karsinogenez siirecinde rol oynarlar (90,110,111).

Kolonda liimen mukozasi siirekli ROT’un etkisine maruz kalmaktadir. Bu
maruziyet okside gida artiklarindan, yiiksek diizeyde demir iyonlarindan,
oksidanlardan, toksinlerden, bakterilerden ve safra  asitlerinden
kaynaklanmaktadir. ROT ayrica sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun
diizenlenmesi, protein fosforilasyonunun diizenlenmesi ve NF-xB ve AP-1 faktor

ailesi gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda rol alir (111).

Calismamizda kanserojen olarak kullandigimiz azoksimetan (AOM), 1,2
dimetilhidrazin (DMH)’den tiireyen alkilleyici bir ajandir. Bir metil hidrazin
tiirevi olan DMH, organizmada metil radikali saliveren bilesiklere doniismek
sureti ile etkinlik kazanan kanserojen ajandir. DNA (Deoksiriboniikleik asit)

molekiillerini metilleyerek mutajenik etki yapan DMH ayni zamanda RNA
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(Riboniikleik asit) ve dolayisiyla protein sentezini de bozar. DMH ve azoksimetan
ile yapilan farmakolojik calismalar, bu ajanlarin gercek bir karsinojen 6zelligi
kazanabilmeleri i¢in Once metobolik olarak aktive olmalar1 gerektigini
gostermistir. Radyoaktif olarak isaretlenmis DMH enjeksiyonundan sonra yapilan
radyografik incelemelerde enjeksiyondan 1 saat sonra hepatositlerde, 3 saat sonra
da kolon hiicrelerinde yliksek oranda tutulum oldugu gézlenmistir. Bu madde ile
karsinogenezisin baslamasindaki esas yol; DMH’1n karacigerde azoksimetan ve
azoksimetanole doniismesidir. Azoksimetanol daha sonra glukuronik asitle
konjuge olur ve bilier ekskresyona ugrar. Kolon liimeninde glukuronoidler
bakteriyal hidrolize ugrarlar ve aktif karsinojen metabolitlere doniisiirler. DMH
metabolizmast boyunca serbest radikaller iiretilir. Bu metabolik yikimin son
trtinlerinden olan metildiazonyum iyonu DNA, RNA ve proteinleri metilleme

ozelligine sahiptir. Boylelikle karsinogenezis baslatilmis olur (112).

Calismamizda bizde kolorektal kanser indiiklemede etkili olan
azoksimetan ajanini kullandik. Deney siiresince sadece AOM verilen sicanlari
histopatolojik  olarak degerlendirdigimizde degisen derecelerde displazi
%12,5’inde, adeno-karsinom ise siganlarin %87,5’inde oldugu tespit edildi. AOM
verilen biitiin hayvanlar tiimoral gelisim gosterdi. Bu bulgular bir¢cok calismayla
uyumluydu (113,114). Calismamizda AOM+Rosmarinik asit uygulanan grupta,
hayvanlarin kolonlarma ait kesitlerin histopatolojik olarak degerlendirilmesi
sonucu AOM grubuyla karsilastirildiginda displazi oraninin arttigini ve karsinom
oraninin azaldigim1 gozlemledik. FElde ettigimiz bulgular bir¢ok calismayla
uyumluydu (90,91,115). Ancak rosmarinik asitle tedavi edilen sigan grubundaki

azalan adenokarsinom orani beklentilerimiz yoniinde degildi.
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Yag dokusunun sadece bir enerji deposu degil ayn1 zamanda aktif endokrin
organ oldugu bilinmektedir. Visseral adipoz dokudan iiretilen bir hormon olan
adiponektin ailevi hiperlipidemi patogenezinde yer alir ve insiilin direnci ile
iliskilidir (116). Inflamasyonla birlikte artan sitokinler (TNF-o ya da diger bazi
sitokinler) araciligiyla bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB aktif formuna
dontisiir. NF-xB’nin transkripsiyonel hedefleri arasinda karsinogenez de etkili
olan bir¢cok gen bulunmaktadir. Adiponektin makrofajlarda TNF-o’nin {iretimini,
endotelyal hiicrelerde islevlerini inhibe etmektedir. Adiponektin dolagimdaki
seviyelerinin artmastyla bazi inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonunu saglayarak
NF-kB’nin aktivasyonunu engeller.Obezitede azalan adiponektin insiilin
direncinin gelisimine yol agar. Azalan adiponektin ile artan insiilin seviyeleri ve
IGF-1 aktivitesi pek ¢ok dokuda apopitozisin inhibisyonu, proliferasyonu artiran

ve anjiyogeneze katki yapan VEGF salinimini artirir ve karsinogenezi tesvik eder

(15).

Meme kanseri hiicrelerinde adiponektinin glikojen sentaz kinaz-33 (GSK-
3B) ve Akt’nin fosforilasyonu ve B-katenin’in hiicre i¢i birikimini azalttigr ve
buna bagli olarak da siklin DI salmimini baskiladigi ve dolayisiyla hiicre

dongiisiinii kontrol edebilecegi gosterilmistir (117).

Calismamizda plazma ve dokuadiponektin diizeylerini AOM grubunda
kontrollere gore anlamli diisiik tespit ettik. Elde ettigimiz sonuglar benzer
caligmalarla uyumluydu (118-123). Calismamizda AOM-+Rosmarinik asitin
uygulandig1r grupta, plazma ve doku adiponektin diizeyleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  istatistiksel ~anlamli  diisik iken AOM grubuyla

karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi.

56



AOM gruplarinda azalan adiponektin seviyeleri kolonun inflamatuvar stres
altinda oldugu fikrini vermistir. Kolonda inflamasyonun olmasi TNF-a ve diger
baz1 sitokinlerin artmasini sagladig1 ve ayrica olusturulan oksidatif stres ile NF-
kB’nin  aktive edildigi  disiinilmektedir. Aktive NF-xB, neoplastik
mekanizmalardan sorumlu bir¢ok genin ekspresyonunu artirarak ve dolayli olarak
adiponektin seviyelerini baskilamaktadir. Ancak tedavi grubundaki adiponektin
seviyelerinin kontrollere gore hala diisik ve AOM grubuna yakin degerlerde
seyretmesi tedavi grubunda histopatolojik olarak tiimor insidansindaki beklenen
gerilemenin gerceklesmemesi ile baglantili yukarida belirtilen mekanizmalarin
hala daha islev gordigiinii diistindiirmektedir. Bu durum rosmarinik asit tedavi

dozu ve siiresi ile ilgili olabilir.

Kanserin baglamasi ve ilerlemesinde rol oynadigi gosterilen CC kemokin
ailesinden olan MCP-1, membran CCR2’ye baglanarak, monosit/makrofaj ve
diger inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu diizenler (71-73). TNF-o’nin
uyarilmasiyla MCP-1 ekspresyonu arttigi ve MCP-1’in transkripsiyonel
regiilatorii olan NF-xB ve AP-1 faktorleri de bu siirecte etkin rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica TNF-o’nin uyarilmast NF-xB aracilikli p53 tarafindan

saglanir (13).

KRK’da artan MCP-1ekspresyonu ile birlikte kolonda makrofajlar gogalir
ve COX-2 artis1 gergeklesir (124). p53 tarafindan transkripsiyonel aktivasyonu
yapilan COX-2’nin artmasiyla p53 inaktiflesir (125). Karsinogenezde etkin rolii
olan NF-kB yolagi, hedef genlerinden biri olan MCP-1 diizeylerini artirarak timor
gelisimini indiikledigi ve bununla birlikte inaktif p53 regiilator olarak MCP-1

artisina sebep oldugu sdylenebilir.

57



AOM verilen grupta degerlendirilen plazma ve doku MCP-1 seviyeleri,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir artis oldugu tespit edildi. Elde
ettigimiz bu veriler diger ¢alismasonuglart ile uyumluydu (124,126).
Calismamizda AOM-+Rosmarinik asit uygulanan grupta, plazma ve doku MCP-1
seviyeleri AOM grubuyla karsilastirildiginda MCP-1’deki disiisler plazmada

anlaml degilken, dokuda istatistiksel anlamli bulundu.

COX-2 inhibitorleri veya antioksidan kullanimiyla aktif p53’iin artis1 ve
niikleusa translokasyonu saglanir. p53’iin MCP-1 iizerindeki regiilator etkisiyle
MCP-1 seviyelerini diisiiriir ve bunun yani sira tiimor siipresor olarakta NF-kB
yolagima etki ederek MCP-1 seviyelerini diizenledigi diisiiniilmektedir.
Calismamizda gli¢lii bir antioksidan olan rosmarinik asitin bdyle bir etki

gostererek MCP-1 seviyelerini degistirdigini diistinmekteyiz.

Rosmarinik asitin antioksidan etkisiyle, NF-xB transkripsiyon faktoriini
aktive eden ROT’u toplayarak anti-kanserojen etki gostermektedir. ROT ayrica
DNA hasari, proinflamatuvar sitokinlerin artisina ve hasarlanmis hiicrelerin
apopitozis hizinda azalmaya neden olmaktadir. Calismamizda plazma ve dokuda
degerlendirilen TAS ve TOS diizeyleri rosmarinik asitin antioksidan etkinligi
hakkinda bilgi vermistir. TAS ve TOS seviyelerinin degerlendirildigi bu
calismada, kontrol grubuyla AOM verilen grup karsilagtirilmasinda TAS
diizeylerinde anlamli azalma TOS diizeylerinde ise anlamli bir artis oldugu tespit
edildi. AOM grubuyla AOM+Rosmarinik asit uygulanan grup karsilastirildiginda
plazma TAS seviyeleri istatistiksel anlamli olarak artmis, plazma TOS
seviyelerinde ise anlamli olmayan bir azalis tespit edildi. Bu gruplarda doku TAS

artis1 anlamli degilken doku TOS diisiisii istatistiksel anlamli bulundu.
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Rosmarinik asitin kanserdeki etkisini inceleyen caligmalarda TOS ve
TAS’1in degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamakla beraber bazi c¢alismalarda
oksidan ve antioksidan parametreler degerlendirilmistir (90,91). Bu calismalari
degerlendirerek AOM verilen grupla kontrol grubu karsilastirildiginda elde edilen

bulgularin literatiirle uyumlu oldugu séylenebilir.

Sonu¢ olarak antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, antimutajen,
antibakteriyel, antialerjik, hepatoprotektif ve noroprotektif etkileri gosterilmis
olan rosmarinik asitin AOM ile indiiklenmis sigan KRK modelinde biyokimyasal
ve histopatolojik parametreler iizerine olan etkilerini degerlendirdigimiz
calismamizda RA’nin timor gelisim insidansinda belirgin azalmaya yol agtigini
tespit ettik. Ancak AOM+RA tedavisi alan deney grubumuzda tespit ettigimiz bu
azalma bekledigimiz etkinlikte degildi. KRK’larin gelisim siirecindeki farkli
metabolik yolaklar ile karmasik ve c¢oklu mekanizmalar etkin tedavi
modalitelerini  de etkilemektedir. Bu kompleks yapilar g6z Oniinde
bulunduruldugunda ¢alismamizda bu kisitliliga yol agan durumun denek sayisinin
artirlldigi, farkli metabolik, molekiiler ve immiinohistokimyasal parametrelerin

degerlendirildigi yeni ¢aligsmalarla giderilecegi kanaatindeyiz.
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