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Tiimére Yatkin Mikrocevrede, Kanser Sinyal Yolaklar ile Iliskili SIRT2 ve SIRT3
Proteinleri ve E-Kaderin, p-Katenin Yiizey Adezyon Molekiillerinin Ekspresyonu
ile Oksidatif Stres Uzerine Kinuzin Etkisinin Arastirllmasi

Canan GULMEZ
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Kimya Anabilim Dali
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Yapilan ¢alismada bir prokarsinojen olan 1,2-dimetil hidrazin (DMH) ile farelerde
olusturulan tiimore yatkin mikrocevrede, kanser sinyal yollariyla iligkili SIRT2 ve
SIRT3 proteinleri ve E-kaderin, B-katenin yiizey adezyon proteinlerinin ekspresyonu ile
oksidatif stres tizerine kimizin etkisinin arastirilmasi amacglandi. Calismada 40 adet
BALB/C tiirii erkek fare, kontrol, kimiz, DMH ve kimiz+DMH olmak tizere dort gruba
ayrildi. Deney gruplarindaki farelere 20 mg/kg dozda, 20 hafta boyunca DMH haftada
bir kez intraperitoneal uygulandi. Deneme siiresince farelerin giinlik 2x10% kob/mL
bakteri kolonisi iceren kimiz almalar1 saglandi. Deney sonunda farelerden kan,
karaciger, kolon ve bobrek doku ornekleri alindi. Alinan plazma numunelerinde 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) ve adenozin deaminaz (ADA) olglimleri
gerceklestirildi. Doku orneklerinde, western blotlama ile E-kaderin, B-katenin, SIRT2
ve SIRT3 proteinlerinin ekspresyonu diizeyleri, SIRT2 ve SIRT3 proteinlerinin
immunlokalizasyonu ve spektrofotometrik olarak rediikte glutatyon, total antioksidan

kapasite (TAK) ve total oksidan kapasite (TOK) diizeyleri belirlendi. Yapilan ¢alismada



DMH uygulamasi ile plazma 8-OHdG diizeyi ve karaciger, bobrek ve kolon dokulari
oksidatif stres indeksi (OSI) ve TOK diizeylerinin artti31, rediikte glutatyon ve TAK
diizeylerinin énemli sekilde azaldig: tespit edildi (P<0.001). Kimiz takviyesi OSI ve
TOK diizeylerini azaltirken, rediikte glutatyon ve TAK diizeylerini 6nemli sekilde
artirdr (P<0.001). Plazma ADA aktivitesinin DMH grubunda arttig1, kimiz takviyesi ile
onemli sekilde azaldigi gozlemlendi (P<0.001). DMH grubu E-kaderin, B-katenin,
SIRT2 ve SIRT3 proteinleri ekspresyon diizeyleri tiim dokularda Onemli sekilde
azaldigr tespit edildi (P<0.05). Kimiz takviyesi ile karaciger ve kolon dokular1 E-
kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon diizeyleri ve bobrek dokusu E-
kaderin, B-katenin protein ekspresyon diizeylerinin 6nemli sekilde arttigi saptandi
(P<0.05). Mitokondriyal lokasyonlu olarak bilinen SIRT3’iin protein ekspresyon
diizeyinin kimiz grubunda diger gruplardan farkli sekilde karaciger, kolon ve bobrek
dokularinin hiicre ¢ekirdeklerinde arttigi tespit edildi. Ayn1 zamanda kimiz verilen

grupta SIRT2’nin hiicre i¢i lokasyonlarinda da farkliliklar gézlemlendi.

Sonug¢ olarak; DMH uygulamasi ile E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein
ekspresyon diizeylerinin azalmasi ve antioksidan sistemin bozulmasi, DNA hasar1 ve
oksidatif stresi artirarak tlimor olusumunu tetikliyebilecegi, kimizin ise tiimor
olusumuna yatkin mikrogevrede kanser sinyal yollarinda gorevli bu molekiillerin
ekspresyonlarini diizenleyerek koruyucu bir etki gosterebilecegi kanisina varildi. SIRT2
ve SIRT3 lokasyonundaki degisiklikler ve kanser olusumu arasindaki molekiiler
iligkinin aydinlatilmas1 ilerde yeni tibbi tedavilerin gelistirilmesi acisindan Onem

olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: SIRT2 ve SIRT3, E-kaderin ve B-katenin, kimiz, timore yatkin

mikrogevre, oksidatif stres.

2018, 124 Sayfa
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In study, it was aimed to investigate the effects of kumiss on the expression of SIRT2
and SIRT3 proteins and E-cadherin, B-catenin surface adhesion proteins, and oxidative
stress in tumor permissive microenviroment which had been induced by 1,2-dimethyl
hydrazine (DMH), a procarcinogen in mice. Forty BALB/C male mice were divided
into four groups as control, kumiss, DMH and kumiss+DMH. DMH was administered
intraperitoneally to mice in the experimental groups at a dose of 20 mg/kg once a week
for 20 weeks. During the experiment, mice were allowed to receive a daily dose of
2x10% cfu/mL bacterial colonies. At the end of the regimen, blood, liver, colon and
kidney tissue samples were collected. Plasma samples were used for the measurements
of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) and adenosine deaminase (ADA). In tissue
samples, expression levels of E-cadherin, B-catenin, SIRT2 and SIRT3 proteins by
western blotting, immunolocalizations of SIRT2 and SIRT3 proteins, and
spectrophotometric reduced glutathione, total antioxidant capacity (TAC) and total
oxidant capacity (TOC) levels were determined. In the study, it was determined that

vii



plasma 8-OHDG level and oxidative stress index (OSI) and TOC levels in liver, kidney
and colon tissues were increased, reduced glutathione and TAC levels were significantly
decreased with DMH administration (P<0.001). Reduced glutathione and TAC levels
were significantly increased while the decrease in the levels of OSI and TOC with
kumiss was enhanced (P<0.001). It was observed that plasma ADA activity increased in
DMH group and decreased with kumiss (P<0.001). Expression levels of E-cadherin, [3-
catenin, SIRT2 and SIRT3 proteins in DMH group were decreased in all tissues
(P<0.05). In the liver and colon tissues, E-cadherin, B-catenin, SIRT2 and SIRT3
proteins expression levels and in kidney tissue E-cadherin, 3-catenin protein expression
levels were found to be increased with kumiss (P<0.05). SIRT3, a mitochondrial
protein, was increased in nuclei of liver cells, colon and kidney tissues in kumiss treated
group which was different from other groups. Some differences were also observed in

SIRT2 intracellular locations with kumiss reinforcement.

As a result, reduction of E-cadherin, B-catenin, SIRT2 and SIRT3 protein expression
levels and deterioration of the antioxidant system by DMH administration, increasing
DNA damage and oxidative stress can trigger tumor formation. It was concluded that
the kumiss may show a protective effect by regulating the expression of these molecules
involved in the cancer signal pathways in this tumor-permissive microenvironment. The
elucidation of the molecular relationship between changes in SIRT2 and SIRT3
locations and cancer formation may be of importance in the future for the development

of new medical treatments.

Key Words: SIRT2 and SIRT3, E-cadherin and B-catenin, kumiss, tumor-permissive

microenviroment, oxidative stress

2018, 124 pages
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Kanser

Kanser genel olarak, anormal ve kontrol edilemeyen hiicre bdliinmesi sonucu olusan
kotii huylu biiylime veya tiimor olarak tarif edilmektedir. Viicut hiicrelerinin kontrolsiiz
olarak ¢cogalmasi ve biiylimesi ¢evresel, kalitsal ya da her iki faktoriin etkisi ile DNA’da
meydana gelen hasar sonucu ortaya g¢ikabilmektedir [1]. Benign tiimorler, meydana
geldikleri bolgelerde kalip smirh sekilde biiyliyerek viicudun diger bolgelerine
Sigramayan 1iyi huylu 6zellikler tasirken, malign tiimorler siirekli boliinen, kan ve lenf

dolagimi ile metastaz yapma 6zelligi tasiyan tiimorlerdir [2].

Tiim diinyada her yil yaklasik 600.000 kisinin kanserden dolay1 6ldiigli, en ¢ok tan
konulan kanser tiirlerinin sirasiyla; akciger (%13), meme (%11.9) ve kolon (%9.7)
oldugu, kanserden Sliimlerin ise en ¢ok akciger (%19.4), karaciger (%9.1) ve mideden
(%8.8) gerceklestigi belirtilmistir. Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi
durumunda, Diinya niifusunun artisina ve niifustaki yaslanmaya bagli olarak 2025
yilinda toplam 19.3 milyon yeni kanser vakasi olacagi tahmin edilmektedir [3]. Global
biiyiikk bir saglik sorunu olan kolorektal kanserin 2030’a kadar Diinya ¢apinda 2.2

milyon yeni vaka ve 1.1 milyondan fazla 6liime neden olacagi rapor edilmistir [4].

1.1.1. Kolorektal Kanser

1.1.1.1. Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi

Kanser, ekonomik olarak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde en ¢ok goriilen 6liim
nedenleri arasindadir [5]. Kolorektal kanserlerin gelisiminde, hastalik insidansinda
goriilen bolgeler arasindaki farkliliklar cografi yatkinliga isaret etmekle birlikte farklh
yasam tarzlarinin hastalik tizerinde etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir [6]. Kolon

kanserinin epidemiyolojisi bolgeden bolgeye farklilik gostermekle birlikte Amerika,



Kanada, Avustralya, Yeni Zelanda ve Orta Avrupa’da yiiksek siklik gdsterirken; Asya
ve Afrika iilkelerinde daha az goriilmektedir [7]. ABD’de yilda yaklasik olarak 150.000,
Avrupa'da 170.000 tiim diinyada ise yaklasik olarak yilda bir milyon yeni vaka
goriilmektedir. ABD’de tiim yeni kanser vakalari i¢inde goriilme sikhigi erkekte ve
kadinda %11 orani ile tiglincii siray1 almaktadir [8]. Tiim Diinya’da, erkeklerde akciger
ve prostat kanseri sonrasi en sik goriilen ig¢iincii, kadinlarda ise meme kanserinden
sonra ikinci O6lim nedeni olarak bildirilmektedir Kolorektal karsinomalarin goriilme
siklig1 yasla beraber artis gostermekle birlikte en yiliksek goriilme donemi 60-70
yaslaridir ve hastalarin %20’sinden daha az1 50 yasin altindadir [9].

Tiirkiye’de ise sindirim sistemi kanserleri icerisinde mide ve kolon kanserinin ilk
siralarda oldugu kabul edilmektedir ve son yillarda kolorektal kanser vaka sayisinda
artis gozlenmektedir [10]. Saglik Bakanligi’nmin on iki ildeki kanser kayit merkezi
verilerine gore, kolorektal kanserin goriilme siklig1 agisindan tiim kanserler igcinde %7.8
ile kadmnlarda tigiincii, %7.5 ile de erkeklerde dordiincii sirada yer aldigi bildirilmistir
[11].

1.1.1.2. Kolorektal Kanserin Etiyolojisi

Beslenme ve Diyet: Kolorektal kanserin nedenleri ve patogenezi genetik faktorlerle
iligkili olmakla birlikte diyet bilesenleri ve diyet aligkanliginin da kolon kanseri i¢in risk
olusturabilecegi One siiriilmiistiir. Cevresel faktorlerden olan yag ve hayvansal proteinin
intestinal mikroflora ve intraluminal igerigin kimyasal kompozisyonu {izerine

etkilerinden dolay1 diyetle kolorektal kanser arasinda iliski bulunmaktadir [12,13].

Epidemiyolojik caligmalar kolorektal kanserin yiiksek yag ve diisiik lif orani iceren
diyetle beslenen bolgelerde daha sik goriildiigiinii gostermektedir [7,14] . Kirmiz1 et ya
da domuz eti gibi protein kaynakli besinlerin asir1 tiikketimi yiiksek kolorektal kanser
riski arasinda bir iliski bulunmaktadir [12,13]. Antioksidan igermeyen, vitamin ve eser
elementlerden yoksun beslenme tarzi kolorektal kanser gelisiminde etkili oldugu, alkol
ve sigara kullaniminin agiz, yutak, girtlak, yemek borusu, kolon, rektum ve meme

kanserleri ile iligkili oldugu bildirilmistir [15, 16].



Genetik Faktorler: Kanserin tiirline ve yasanilan cevreye gore genetik faktorlerin
kanser olusumuna katkis1 degismektedir. Baz1 kanser vakalar1 gevresel faktorlerin
genlerde meydana getirdigi degisikliklere bagli olarak ortaya g¢ikabilmesine ragmen
meme ve Kolorektal gibi kanserlerde ailesel yigilim gozlenmektedir. Herediter
kolorektal kanserler tiim vakalarin %6-10"unu olusturmaktadir. Bunlarin en c¢ok
bilinenlerinden olan ailesel adenomatéz polipozis koli (FAP), kalitsal non-poliozis
kolon kanseri (HNPCC), Peutz-jeghers sendromu (PJS) ve Cowden hastaligi gibi bazi

ailesel kanser sendromlar1 da kolon kanseri riskini artirmaktadir [17,18].

Kronik inflamasyon: Kolorektal kanser gelisimi agisindan kronik inflamatuar barsak
hastalig1 6nemli etiyolojik faktorler arasindadir. Bunun en tipik ornekleri olan iilseratif
kolit ve Crohn hastaligi, kolon ve rektum mukozalarinin iltihaplanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Bu hastaliklar bireyin kolon kanserine yakalanma riskini 4-20 kat
artirmaktadir. Kalin bagirsak karsinomu, Crohn hastaliginin énemli bir komplikasyonu

olmakla birlikte ilseratif kolite gére daha az oranda karsinom gelisim riskine sahiptir

[19].

Diger faktorler: Hormonal faktorler, kolesistektomi ve safra asidi artisi,
ireterosigmoidostomi, ileostomi ve anastamozlar, mesleki faktorler (asbest ve organik

¢oziiciiler) ve radyasyon bu faktorler arasindadir [19].

1.1.1.3. Kolorektal Kanserin Molekiiler Mekanizmasi

Kalin bagirsak ve rektumda goriilen malign olusumlar olan kalin bagirsak (kolorektal)
kanseri ¢esitli molekiiler yollara sahip heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Temel mekanizmasi adenom-karsinom sekansi olup, normal epitelden displastik epitele
ve karsinoma kadar uzanan genetik ve epigenetik degisikliklerin adim adim birikimi
sonucu gelisen bir siiregtir [20,21]. Onkogenler, timér baskilayict genler ve DNA
onarim genleri, adenom-karsinom sekansinda yer alan iligkili genlerdir. Onkogen

mutasyonlar1 ya da asir1 ekspresyonlar: durumunda ve biiylime sinyallerinin yoklugunda



hiicre fonksiyon kazanarak cogalabilmektedir. Tiimdr baskilayici genler, normalde
hiicre siklusundaki ilerlemeyi durdurur veya apoptozisi uyarir. Fakat mutasyona
ugradiklarinda ya da allel kayiplarindan dolay1 eksprese edilemediklerinden inhibitor
kontrol fonksiyonlar1 kaybolur. DNA onarim genleri ise diger genlerin mutasyon
hizlarindan sorumludur ve bu genler mutasyona ugradiklarinda hatalar1 diizeltilemez,

onkogen ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar birikerek artis gosterirler [20].

Kolorektal karsinogenezin, onkogenin mutasyonel aktivasyonunun tiimér supresor gen
inaktivasyonu ile birlikte gelistigi ve bu mutasyonlarin, gerceklestikleri genler ve
birikim mekanizmalar1 bakimindan farklilik gosterdigi bildirilmistir [22]. Kolorektal
kanserlerin ve onun Onciil lezyonlarinin molekiiler analizi sonucunda Adenomatozis
polipozis koli (APC) ve Ras (aktif bir onkogen ) geninde mutasyon, 18. Kromozomda
kolorektal kanserde silinen bolge (DCC) gen kaybi, 17. kromozomda yer alan p53 geni
fonksiyon kaybi ve hipometilasyon gozlenen molekiiler degisiklikler arasindadir [23].
Ailesel adenomatoz polipozis vakalarinda meydana gelen ilk mutasyon APC geninde
olusmaktadir. APC mutasyonu kolon kanserli olgularin %40-80’ninde goriilmektedir
[20]. Epitelyal homeostazin 6nemli bir diizenleyicisi olan APC proteini sitoplazmik [-
cateninin ytkimint  diizenlemektedir. APC proteini ve [-katenin kolorektal
kansinogenezde onemli rol oynayan Wnt sinyal yolunun bilesenleridir. APC’nin
karsinogenezdeki diger onemli rolii mikrotiibiil stabilizasyonu ve hiicre dongiisiiniin

kontroliinii saglayarak kromozomal stabilitenin devamliligini saglamaktadir [24].

1.2. 1,2-Dimetilhidrazin (DMH)

Bir metil hidrazin tiirevi olan DMH, bir dizi oksidasyon kademesi sonucu metabolize
edilmektedir. Bunlar azometana dehidrojenasyon, azoksimetanin N-oksidasyonu ve
sonunda metilalzoksimetanol’e C-oksidasyon seklinde olusmaktadir [25]. Bu son
metabolit par¢alanarak ¢ok reaktif metildiazonyum iyonu vermektedir [26]. Bu yola
ilaveten, metil radikal ara maddeleri hemoglobin, peroksidazlar ve sitokrom P450
tarafindan katalizlenen 1,2-dimetilhidrazinin metabolizmas1 ve toksisitesi ile iliskili
oldugu bildirilmistir [27]. DMH’nin bir sonraki yolu mono metilhidrazin ve
formaldehitin olustugu N-demetilasyon yoludur [28].



DMH, DNA bazlari, nokta mutasyonlari, mikrogekirdek ve kardes kromatid degisimi ile
metil eklentilerinin olusumunu uyarmaktadir. Bu eklentilerin olusumu, genetik
mutasyonlarin olusumuna sebep olarak ve normal gen transkripsiyonunu degistirerek
normal hiicre biiylimesini bozmaktadir [29]. DMH, organizmada metil radikali saliveren
bilesiklere doniismek sureti ile etkinlik kazanmaktadir. DNA molekiillerini metilleyerek
mutajenik etki yapan DMH aym1 zamanda RNA ve dolayisiyla protein sentezini de
bozmaktadir. Radyoaktif olarak isaretli DMH’nin albino ratlara subkutan verilmesinin
intestinal mukoza, karaciger ve bobrekte yiiksek derece DNA, RNA ve protein

metilasyonu ile sonuglandigi gozlemlenmistir [30].

Kolon, DMH toksisitesi i¢in hedef organdir. Karsinogenezis, DMH’in karacigerde
azoksimetan ve azoksimetanole doniismesi ile baslamakta ve azoksimetanoliin
glukuronik asitle konjuge olurak bilier ekskresyona ugramasi ile devam etmektedir.
Kolon liimeninde glukuronoidler bakteriyal hidrolize ugramak suretiyle aktif karsinojen

metabolitlere dontismektedirler [31].

1.3. Oksidatif Stres

Oksijen metabolizmasinin sonuglarindan biri kisa 6miirlii, oldukca reaktif ve bu nedenle
tiim biyolojik molekiillerin fonksiyonu ve yapisim1 degistirerek onlarla reaksiyona giren
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tretimidir. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi ROT’leri, aerobik hiicrelerde mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon siirecinde molekiiler H,O’yu O;’e yetersiz indirgenmesi ile siirekli olarak
iiretilmektedir. Hiicrede fizyolojik kosullar altinda siirekli ROT iiretilir ve tiiketilir.
ROT iretimi, ROT sinyallar1 ve ROT indiiklii hasar arasindaki iliski ¢ogunlukla
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemlerinin kontrolii altinda tiir ve
dokulara bagh gerceklesir [32,33]. Oksidatif stres, hiicrelerin antioksidan yetenekleri ve
ROT diretimi arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. ROT, inflamasyon,
enfeksiyon, mekanik ve kimyasal stres, UV 15in ve iyonlastirici radyasyona maruz

kalma gibi bircok siliregte olugmaktadir. Temel seviyede hiicre proliferasyonunun



aktivasyonu, hayatta kalma, apoptozis, farklilasma, immun yanit, motilite ve stres-yanit
sinyal molekiilleri gibi hareket etmektedir. Organizmada meydana gelen ROT,
hiicrelerden uzaklastilmazsa, mutasyonlara ve sonrasinda kansinogeneze yol agan
protein, lipid ve DNA hasarina neden olmaktadir. ROT un asir1 iiretimi tek ya da ¢ift
iplikli kirilmalar, baz modifikasyonlar1 ve nihayetinde hiicre 6liimiine yol agan DNA
capraz baglar1 gibi doniisiimsiiz DNA hasari ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle hiicresel
ROT’un diizenlenmesi hiicresel homeostazinin korunmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir

[34].
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Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre igerisindeki artis1 veya antioksidanlarin patolojik
sliregler sonucunda azalmasina bagli olarak oksidatif denge bozulmaktadir. Oksidatif
stres ve bir¢ok patofizyolojik durum arasinda kompleks bir iligki mevcuttur. Bu iliskinin
patojenlere yanit gibi olumlu sonuglar1 olabildigi gibi dejenerasyonu baslatma ya da
artirma, metabolik ve otoimmun hastaliklar ya da kanser gelisimine yol acabilme gibi
olumsuz sonuglari da bulunmaktadir. ROT miktarindaki bu artisa bagli olarak hiicre
membranlarinda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap:r ve fonksiyonlarinda bozulma ve

DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine yol agmaktadir [36,37].



Oksidatif stres, kanserin baglangic, gelisimi ve yayilimi asamalar ile iligkilidir (Sekil
1.2). Oksidatif stres ya DNA hasari ile ilgili direk bir mekanizma ile ya da hiicre sinyal
iletimini diizenleyerek tiimorigenezisin tim asamalarina katki saglamaktadir. Genetik
diizeyde malign degisiklikler, ¢cogunlukla oksidatif stres iliskili karsinogenezin altinda
yatan esas patolojik etkendir. Malign olusumlara ve DNA hasarina neden olan ROT
tiretiminin nasil genetik mutasyonlara (kalitsal ya da sonradan edinilen) yol actig1 ile
ilgili literatiirde bazi mekanizmalar 6nerilmistir. Kanser hiicrelerinin gelisimi bir sekilde
oksidatif stresin son derece kararsiz ve mutajenik c¢evresine baglidir. Timor gelisimi
tizerine oksidatif stresin etkisi, hiicresel immun sistemin kompleks reaksiyonlari ve
biyoaktivitelerinin araciligi ile oksidatif strese neden olan kronik inflamasyon
bolgelerinde goriilebilmektedir. Artan ROT iiretimi sonrasinda DNA mutasyonlarini
etkileyecek olan bir¢ok farkli onkogenin aktivasyonu ya da tiimdr baskilayici genlerin
mutasyonlart gozlemlenmektedir. Aynit zamanda artan ROT {iretimi, tomor gelisimine
birlikte katki saglayan, anjiogenezis ve epitelyal mezenkimal gecis (EMT) ile de iliskili
oldugu bildirilmistir [38]. Yapilan bir ¢alisgmada stromelisin-1/matriks metalloproteinaz-
3 (MMP-3)’tin ROT diizeyinde bir artisa neden olan ve bir RNA-DNA helikaz olan rho
faktor iligkili proteinlerin ekspresyonu araciligt EMT’yi indiiklendigi rapor edilmistir
[39].
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1.4. DNA Hasarn

Serbest radikaller ve oksidatif mekanizmalarla ortaya ¢ikan tirinler, DNA’da farkli
mekanizmalar ile baz ve seker molekiillerinde bozulmalara, tek ve ¢ift zincir kiriklarina,
abazik bolgelere, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim modifikasyonlara
neden olarak DNA’nin yapisin1 bozmaktadirlar. DNA’da ROT tarafindan olusturulan
oksidatif hasar, yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem
hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi hastaliklarin  baslica nedeni olarak

gosterilmektedir [40].

Tliim organizmalarin hayatta kalmasi ve c¢ogalmasi, genetik materyalin dogru
kopyalanmas1 ve aktarilmasina, ayni zamanda genomik bilgi bitiinligiiniin ve
stabilitesinin korunmasina baglidir [41]. Bu nedenle, genom sagligina miidahale ederek
olas1 hasarlar algilamak ve onarmak i¢in bir sistemin varligi kritiktir. Hiyerarsik bir
sinyal yolu olan DNA hasar yaniti, DNA hasarin1 algilayan, sinyalleri efektorlere
dontistiren ve hiicrenin akibetini belirleyen ¢esitli proteinlerle diizenlenmistir [42].
Tamir edilebilir hasarlarin varliginda DNA onarim yollar1 harekete gegirilir ve daha
sonra replikasyona kars1 herhangi bir engeli kaldirir. Ote yandan, DNA hasarlar1 ¢ok
siddetli ise ve onarilmazsa, hiicreler programli hiicre 6limiiniine gegerler [43]. DNA
hasarima yanitin énemi, bu mekanizmalardaki herhangi bir kusurlu hiicrenin, gesitli
hastaliklara olduk¢a yatkin ve DNA hasarini indiikleyen ajanlara kars1 hassas olmasidir
[44]. Cesitli cevresel ve endojen genotoksik uyaranlara ek olarak, normal hiicre
metabolizmasinin yan iriinii olan ROT, DNA ve diger makromolekiillerin yapisal
biitinligiinii tehdit etmektedir. Hiicre, c¢oklu eksojen faktorlere, UV andiyonize
radyasyona, biiylime faktorlerine, sitokinlere, ¢evresel toksinlere, kemoterapotik
ajanlara, hipertermi ve inflamasyona maruz kaldiginda siiperoksit ve hidroksil radikali,
H,0, ve diger tehlikeli ROT formlarini tiretmektedir [45].

Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve
oksidasyona en yatkin olan bazdir [46]. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG),
ROT’nin DNA’da yaptig1 yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar {irlinlinden en sik



karsilagilan1 ve mutajenitesi en iyi bilinenidir. Hidroksil radikalleri, guanin molekiili ile
8. pozisyonda etkileserek oksidasyona yol agmaktadir. Degisiklige ugrayan DNA’nin
oksidatif hasar1 sonucu olusan 8-OHdG’nin guanin bazlarina Cu*? iyonlan yiiksek
afinite ile baglanir ve H,O; ile etkilesime girerek DNA hasarina neden olurlar. 8-OHdG
formunda oksidatif degisiklige ugrayan DNA, DNA hasart miktarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir 8-OHdG o6l¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi
olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan yontem

olarak uygulanmaktadir [46].

DNA hasar ile iligkili en onemli patolojik siire¢ karsinogenezis olup oksidatif hasarin
karsinogenezisin baslangic, ilerleme ve malign doniisiim evreleri tizerinde 6nemli bir rol
iistlendigi diisliniilmektedir. DNA {izerine oksidatif hasarin gdstergesi olarak yiiksek 8-
OHAG diizeyi, potansiyel mutajenik 6zellige sahip olup doku, plazma ve idrarda

biyokimyasal belirteg olarak kullanilmaktadir [47].

1.5. Yiizey Adezyon Molekiilleri; E-kaderin ve fi-katenin

Yiizey adezyon molekiilleri, hiicre ylizeyinde bulunan ve hiicre-hiicre, hiicre-matriks
etkilesiminde rol oynayan molekiillerdir. Hiicre-hiicre adezyonu ayni1 (homofilik) ya da
iki farklt (heterofilik) hiicre arasinda baglanma olusturan ekstraseliiler baglayici
molekiiller araciligi ile gerceklesmektedir. Bu molekiiller; embriyogenez, hiicre
biiyiimesi ve farklilagmasi, inflamasyonun diizenlenmesi, hiicrelerin ¢ogalmasi ve gogii
gibi onemli hareketlerin baglatilmas: ve hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminin
diizenlenmesinde etkin roller oynamaktadir. Adezyon molekiilleri, molekiiler, yapisal ve
fonksiyonel farkliliklarina gore integrinler, selektinler, kaderinler ve immiinoglobulin

sliper ailesi olmak tizere dort ana grup altinda siniflandirilmaktadir [48].

Kaderinler, molekiil agirliklar1 120-140 kDa arasinda degisen, kalsiyum bagimli,
hiicreler arasi adezyonu saglayan homofilik hiicre yiizey proteinleridir. Kaderinlerin; E-
kaderin (epitelyal), D-kaderin (desmosomal), P-kaderin (plasental) ve N-kaderin (noral)

seklinde tizerinde bulunduklari dokulara gore siniflandirilmaktadir [49]. Embriyonik



gelisim ve organogenez siiresince dokularin  sekillenmesinde  Onemli rol
oynamaktadirlar [50]. Kaderinler fonksiyonlarini kateninler ve aktin flament zinciri ile
kompleks halinde yerine getirmektedir. Kaderin-katenin kompleksinin yap1 ve
fonksiyonu fosforilasyonla diizenlenlenmektedir. Bu kompleksin fosforilasyonu c-src,
Fer, Fyn ve Met tirozin kinazlar katalizlemektedir [51,52]. Kaderin-katenin kompleksi
sinyal transdiiksiyonunda ve gen ekspresyon regiilasyonunda gorev alir ve bu kompleks

interseliiler adezyonun temelini olusturmaktadir [53].

Kaderinlerin ekstraselliiler, transmembran ve intraselliiler bolgeleri bulunmaktadir.
Ekstraselliiler domain bakir benzeri yapilarla kalsiyumu ve intraselliiler sitoplazmik ise
kuyruk kateninleri baglar. Boylece katenin ailesi iskelet sistemindeki aktinle kopriiler
yapar ve boylelikle hiicre gruplar1 ve dokular arasindaki koordinasyon bu transseliiler ag
ile saglanmis olur [54]. E-kaderin, kateninler araciligiyla hiicre-hiicre adezyon siirecini
kolaylastirirlar ve E-kaderin diizeyinin azalmasi hiicre—hiicre iliskisinin kesilmesi,
timorlesme, invazyon ve metastaz ile iligkilidir. Kanserde ekspresyon kaybiyla E-
kaderindeki sitoplazmik kuyrugun fosforilasyon bozuklugu, epitel hiicrelerin
hareketliligini artirarak yayilimi baglattigi bildirilmistir [55]. E-kaderin-B-katenin
kompleksinin komponentlerinden herhangi biri ya da ikisinde meydana gelebilecek
anomaliler ve anormal APC ekspresyonu, hiicre-hiicre adezyonunu olumsuz yonde
etkilemektedir. E-kaderin ve/veya B-katenin ekspresyonunun azalmasi ya da tamamen
kaybinin karsinojenik siirecin baglamasi, invazyon ve metastaz yeteneginin kazanilmasi
ile iliskili oldugu gosterilmistir [53,56].

a- ya da B-Katenin Hiicre membran

E-Kaderin
hicre ici bolge

\

E-Kaderin
hiicre disi bolge

a-Katenin

Sekil 1.3. Kaderin, Katenin ve Hiicre Iskeleti Arasindaki Kompleks [57]
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Kateninler, a-katenin, B-katenin ve vy-katenin olmak iizere ii¢ protein grubundan
olusmaktadir. a-katenin ve y-katenin E-kaderinlerin sitoplazmik bolgesiyle iliskisi ve
Ca*? bagimli hiicre adezyonundaki dnemli rolii nedeniyle tanimlanmistir [58]. B-katenin
hiicrede ¢ekirdek veya sitoplazma/membran yerlesimli ve multifonksiyonel bir
proteindir [48,53]. B-katenin, kalsiyum bagimli interseliiler adezyon olaylarinda ve Wnt
sinyal yolu ile niikleer gen ekspresyonunda anahtar rol oynamaktadir. 3-kateninin hiicre
adezyonu yapici etkisi transkripsiyon faktorii roliinden bagimsizdir. Wnt sinyal yolu,
hiicre adezyonunda, hedef hiicre genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde,
hiicre polaritesinin ve proliferasyonunun saglanmasinda, farklilasmada ve hiicre
gociinde onemli olgiide gorev almaktadir [59]. B-katenin, bu sinyal yolunda epidermal
biiylime faktorii (EGF) reseptorii, APC tiimor siipressor geni ve niikleer transkripsiyon
faktorleri olan TCF-4 (T hiicre faktorii-4) ve LEF-1 (lenfoid artirici faktor-1) ile
etkilesim igerisindedir. Hiicrelerdeki B-katenin ekspresyonu, membranda E-kaderin,
sitoplazmada APC proteini ve glikojensentaz kinaz-3 3 (GSK-3 B) enzimi tarafindan
diizenlenmektedir [48,56,60]. Wnt sinyalleri “frizzled” (FRZ) (kivrimli, plazma
membraninda yedi kez katlanma olusturabilen transmembran proteinleri) adi verilen
hiicre yiizey reseptorleri ailesi iizerinden taginirak B-katenin ve APC’yi de igeren gesitli
yolaklar1 uyarmaktadir. B-katenin’in dnemli bir bileseni olan Wnt sinyal yolunun aktif
ve inaktif oldugu mekanizma Sekil 1.4’de gosterilmistir [61].
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Sekil 1.4. inaktif ve Aktif Wnt/B-katenin Sinyal Yolu [62]
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Epitelyal bir degisim olan epiteliyal-mezenkimal geg¢is (EMT), uzun siirede epitelyal
hiicrelerin birtakim morfolojik ve molekiiler degisiklikler sonucu mezenkimal hiicre
tipine farklilagsmasini saglayan bir dizi reaksiyon basamagimi kapsamaktadir. EMT
embriyogenezde 6nemli olup organlarin yapisal 6zelliginin gelisiminde belirleyicidir.
Bu doniisiim epitelyal orjinli malign tiimoérlerde de goézlenmistir [63]. Kanser hiicreleri,
zay1f interseliiler adezyon, epitelyal diferansiyasyon kaybi1 ve hiicresel motilitenin artisi
ile karakterizedir. Adezyonun baskilanmasi epitelyal mezenkimal doniisiimiin baslamasi
igin yeterli olabilir ve bu nedenle de E-kaderin, epitelyal mezenkimal doniisiimiin en
onemli bilesenidir [64]. E-kaderin araciligi ile olusan kaderin, katenin ve hiicre iskeleti
arasindaki kompleks, epitelyal hiicreleri hareketsiz bir durumda tutar. E-kaderin aracili
hiicre adezyonun kaybi, epitel morfolojisinin bozulmast ve karsinom hiicrelerinin
metastatik potansiyel kazanmasi ile iliskilir. Bu nedenle E-kaderin bir “invazyon
baskilayict gen” olarak kabul edilmektedir [50]. insan kanserlerinde kaderin aracili
hiicre adezyon sistemi degisiklikleri ti¢ mekanizma ile agiklanmaktadir. Birincisi E-
kaderinin “down” regiilasyonu ve gen mutasyonlari, ikinci mekanizma katenin
anormalileri veya delesyonlari, {i¢iincii mekanizma ise kateninlerin biyokimyasal

modifikasyonudur [65].

1.6. Probiyotikler

Probiyotikler farkli sekillerde tanimlanmis olmakla birlikte, “International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP)” tarafindan yeterli oranda
tiiketildiklerinde insan sagligina katki saglayan canli mikrobiyal gida igerikleri olarak
tammmlanmistir  [66]. Bu grupta Laktobasiller, Bifidobakterler ve Enterokoklar
bulunmaktadir. Probiyotiklere "biyoterapdtik ajan”, probiyotik ile tedaviye “bakteriyel
yerine koyma tedavisi”’, “bakteriyoterapi” ve “patojen mikroorganizmalarin patojen
olmayanlar ile kontrollii tedavisi” denilmektedir [67]. Gastrointestinal sistemde
oldukga yiiksek sayida patojen ve patojen olmayan mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Saglikli bireylerde patojen ve patojen olmayan mikroorganizmalar arasindaki dengenin
hastalik, stres, yetersiz beslenme ve bazi ilaglarin alinimi gibi durumlara bagli olarak

bozulmast halinde mukozanin engel olusturma islevi bozularak inflamasyonun
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baslangicini tetiklenmektedir. Patojen bakterilere karsi flora bakterileri miisin salinimi,
hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasi gibi koruyucu mekanizmalar1 uyararak
gastrointestinal sistemi korumaktadir. Flora bakterileri ile bagirsak epitel hiicreleri ve
intestinal lenfoid doku arasinda devamli bir etkilesim bulunmaktadir. Toll-benzeri
reseptorler (TLR) ve niikleotid baglayicit oligomerizasyon alani (NOD) proteinleri,
bagirsak bakterilerini bakteri hiicre duvari lipopolisakkaritleri, peptidoglikanlar,
bakteriyal flajellin ve metillenmemis bakteri DNA’lar1 araciligi ile tanimaktadir. Patojen
bakteriler bu reseptorler araciligi ile inflamasyonu baslatirken, patojen olmayanlar
baglatmamaktadir [68,69].

Organizmada probiyotiklerin patojenlere karsi antimikrobial savunma, immun sistemin
diizenlemesi, kolitis ve inflamasyonu azaltma, ¢esitli organ kanserlerini 6nleme, enerji
metabolizmasin1 diizenleme, rotavirus ishalinin siresini kisaltma, laktoz intoleransi
semptom ve bulgularinin hafifletme, atopik biinyeli bireylerde allerji riskini azaltma,
serum kolesterol diizeyini diisiirme, {irogenital enfeksiyonlar1 Onleme, bazi besin
maddelerinin biyolojik yararliligini artirma ve viicutta sentezleme gibi saglik {izerine bir
¢ok olumlu etkileri bulunmaktadir [66]. Bagirsak mikroflorasi, hiicresel 6zellikleri,
fizyolojisi, metabolizmasi, gelisimi ve immun homeostazisi dahil bagirsak sagligini bir
cok yonii ile etkilemektedir. Ayrica, probiyotikler besinlerle rekabet, biiylime faktorleri
ve adezyon reseptorleri dahil farkli yollarla patojenik bakteri popiilasyonunu
azaltabilme yetenegine sahiptir. Bazi probiyotikler bagirsak liimeninden patojenik
bakterilerin biiylimesini engelleyen ya da yok eden bakteriosin, reuterin, hidrojen
peroksit ve laktik asit gibi antibakteriyal maddeleri iiretebilmektedir. Laktobacillus
suslarmin ¢ogunun asetik asit ve laktik asit gibi metabolitlerin ve pH’yi diisiirebilme
ozelliklerinden dolay1 bakteriyel patojenlerin ¢ogalmasini engelledigi in vitro
gosterilmistir. Baz1 laktobasillerin (Lactobacillus lactis ve Lactobacillus acidophilus
YIT 0070 suslar1) hidrojen peroksit tireterek, Escherichia coli 0157:H7 ¢ogalmasini,
insan sindirim sisteminden izole edilen Laktobacillus suslarinin gastrointestinal sistem
enfeksiyonlarma neden oldugu bilinen dort patojenin Helicobacter pylori,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli ve C. Difficile’nin {iremesini smirlandirdigi
belirlenmistir [70,71].
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Tablo 1.1. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalari [72]

Yararh Etki

Etki Mekanizmasi

Laktoz sindirimine
katka

Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi

Enterik patojenlere

kars1 direng

Bagisiklik salgilama etkisi,

Kolonizasyon direnci,

Intestinal sistemin patojenleri icin uygun olmayan kosullara degisimi
(pH, kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler),

Toksin baglama bolgelerinin yapisal degisimi,

Intestinal flora populasyonlari iizerindeki etki,

Intestinal mukozada agregasyon olusturarak patojenlerin baglanmasini
engelleme,

Intestinal miisin iiretimini diizenleyerek patojenlerin epitel hiicrelere

tutunmasini 6nlemek

Bagirsak kanserini

onleyici etkisi

Mutajenleri baglama,

Karsinojenlerin aktivitesini engelleme,

Bagirsak mikroorganizmalarimin iirettigi kasinojen iireten enzimlerin
inhibisyonu,

Bagisiklik sistemini gii¢lendirme,

Immiin sistemin

Enfeksiyon ve tiimor olusumuna karsi spesifik olmayan savunma

diizenlenmesi mekanizmasini giiclendirme,

Antijene 6zgii immiin yanita yardimer etki,

IgA firetiminin arttirilmast,

Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin artirilmast,
Alerji Antijen etkiye sahip maddelerin dolagim sistemine geg¢isinin

engellenmesi,

Kan lipidleri ve kalp
hastaliklar1

Kolestroliin bakteri hiicresi i¢inde asimilasyonu,
Safra tuzu hidrolaz enzim aktivitesi ile safra tuzlarinin atilimini
arttirmak,

Antioksidan etki,

Helicobacter pylori

Enfeksiyonu

H. pylori inhibitorlerinin (laktik asit, bakteriyosin v.b.) tiretimi,

H. pylori’ nin iireaz aktivitesini azaltma.
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Tablol.2. Probiyotik Olarak Kullanilacak Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler [73]

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda aranan 6zellikler

Patojen ve toksik olmamali

Insan kaynakli olmali

Mide asiditesi ve safra asitlerine dayanikli olmali
Bagirsak duvarina tutunabilmeli

Dogal floraya adapte olabilmeli

Sindirim kanalinda geg¢ici olarak kolonize olabilmeli
Antimikrobiyal maddeler salgilayabilmeli

Konakg1 sagligi lizerinde olumlu etkileri olmali

1.7. Probiyotikler ve Kolorektal Kanser

Son yillarda intestinal mikrobiyota bilesenlerinin kolorektal kanser gelisiminde dnemli
bir risk faktorii oldugu gozlemlenmistir. Kolorektal kanserin gelisimini engelleyen
probiyotiklerin potansiyel mekanizmalar1 Onerilmistir (Sekil 1.5 ve Sekil 1.6).
Probiyotiklerin antikarsinojenik aktiviteleri asagidaki mekanizmalar ile tanimlanmistir:
(1) bagirsak mikrobiyota igeriginin modifikasyonu; (2) bagirsak mikroflorasinin
metabolik aktivitesindeki degisiklikler; (3) bagirsak liimeninde varolan karsinojenik
bilesiklerin bozunmasi ve baglanmasi; (4) kisa zincirli yag asitleri (SCFAS) ve konjuge
linoleik asit (CLA) gibi antikarsinojenik aktiviteye sahip bilesiklerin iiretimi; (5)
immunmodulasyon; (6) bagirsak bariyerinin gelistirilmesi; (7) Konak fizyolojisindeki
degisiklikler; ve (8) kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve

apoptozisin indiiklenmesi [74].

Yapilan calismalar kolorektal kanserli hastalarin bagirsak mikrobiyota igeriklerinin
kisiden kisiye degistigini gostermektedir. Hem bagirsak mikrobiyotasini etkiledigi hem
de konaga kars1 saglikli etkilerinden dolay1 yeterli miktarda alindiginda probiyotiklerin,
bagirsak mikrobiyota icerigi modifiye ederek kolorektal kanserin gelisimini
Onleyebilecegi bildirilmistir [75]. Tablo 1.3’de kolorektal kanserin onlenmesinde

kullanilan probiyotiklerin potansiyel etkileri ve mekanizmalar1 gdsterilmistir.
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Bagirsaklarda kronik inflamasyon kolorektal kanserin gelisme riskini artirmaktadir.
Inflamator bagirsak hastaligina sahip bireyler sagliklilara kiyasla kolorektal kansere
yakalanma riski 5 kat yiiksektir [76]. Kolorektal kanser vakalarinda proinflamator
sitokinler IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 ve TNF-o kanser gelisimi ile iliskilidir.
Aksine antiinflamator sitokin IL-10 ve Transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-f3)
inhibe edici etki gostermektedir [77]. Probiyotikler antiinflamator sitokinlerin tiretimini
artirabilir ya da azaltabilir. Bu sekilde kolon kanseri hiicrelerinin gelisimini
geciktirebilir. Diger 6nemli bir immun modiilator yol immunglobulin A (IgA) iiretimini
artirmaktir. Proteolize olan direnglerinden dolayr bu immunglobulinler, intestinal
limende varolan karsinogenik bilesiklerin kolonositlerle potansiyel etkilesimi

sinirlandirarak bagirsak yiizeyine etki etmektedirler [78] .

Intestinal bariyerin esas fonksiyonu organizmay: fiziksel ve kimyasal hasardan ve
intestinal lumende zaten varolan mikroorganizmalarin istilasindan korumaktir. Bu
bariyer epitelyal hiicreler ve bazi immun hiicre tabakalari, goblet ve paneth hiicreleri,
hiicre baglama proteinleri, mukus tabakalari, IgA, pH, antimikrobial peptidler ve
intestinal mikrobiyotay: olusturan mikroorganizmalardan olusmaktadir. Bu bariyerde
herhangi bir hasar meydana geldiginde konak ile intestinal mikrobiyotanin etkilesimi
artarak kronik inflamasyona ve nihayetinde de kolorektal kansere yol a¢maktadir.
Intestinal mikrobiyota mikroorganizmalart az ya da ¢ok intestinal bariyerin
gecirgenligini degistirebilmektedir. Bazi probiyotik tiirleri intrakolonik pH, hiicresel
baglanma proteinleri ve miisin tiretimi gibi intestinal bariyerin 6nemli komponentlerini

modifiye ederek intestinal gecirgenligi azaltabilmektedir [87].

Kisa zincirli yag asitleri, diyet ya da mukus gibi endojen olarak alinan sindirilmeyen
karbonhidratlarin bakteriyal fermantasyonu sonucu Uretilmektedirler. Asetat ve
propiyonattan ziyade kolorektal kanser s6z konusu oldugunda en c¢ok calisilan biitirat,
kolonositlerin enerji kaynagidir. Butirat kolonositlerin proliferasyonu, epitelyum bariyer
fonsiyonu, mukozal hiicre farklilagsmasi, apoptozisin diizenlenmesi ve oksidatif stresle
iliskili elektrofillerin detoksifikasyonu gibi hem lokal hem de sistemik biyolojik etkilere

ve kanseri onlemede ¢ok 6nemli bir role sahiptir [88]. Kolorektal kanserli hastalarda
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saglikli olanlarla karsilastirildiginda feceslerinde daha diisiik diizeyde biitirat
bulunmustur [89]. Probiyotik takviyesinin (Lactobacillus salivarius Ren, diisiik doz:
5x10° kob/kg, yiiksek doz: 1x10'° kob/kg, 15 hafta boyunca) DMH indiiklii rat
kolorektal kanser modelinde feceste total SCFA ve biitirat diizeyini artirdigi
gozlemlenmistir. Ayni g¢alismada probiyotik takviyesi ile kolonda anormal kript
odaklarmin (ACF) 6nemli sekilde azaldig: bildirilmistir [90].
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Tablo 1.3. Kolorektal Kanserin Onlenmesinde Probiyotiklerin Potansiyel Etkileri ve Mekanizmalari: Deneysel Hayvan Calismalarindan

Kanitlar
.- ’ . . Potansiyal
Probiyotik Hayvanlar ve diyet Takviye Etki mekanizma Referans
Erkek F344 rat (Shaftalik) Probiyotik diyet ile karistirildi
, : DMH (30 mg/kg, 6 hafta) (3x10° cfu) ve her DMH . .
Bacillus pSo éyéementlcus indiiklii KRK modeli enjeksiyonundan 1 hafta dnce ACF insidansi " [79]
Yagdan zengin (%12) ve bu diyet ile beslendi. '
diisiik 1if (%2) iceren diyet 10 hafta
Erkek F344 rat (5 haftalik
Bacillus DMH (30 mg/kg, 6 hafta) Probiyotik diyet ile karistirildi "Total plazma
olyfermenticus indiiklii KRK modeli (3.1x10° cfu/1.39) *ACF insidans1  antioksidan potansiyeli [80]
P Yagdan zengin (%12) ve 10 hafta *16kosit DNA hasari
disiik lif (%2) iceren diyet
SPF erkek Wistar rat (4 3 mL/kg probiyotik ‘ i } i
E faecium CRL 183 haftalik) siispansiyonu (10° cfu/mL) adenf)\l((:alzrs\i/r?om ILﬁfe’t!Q;In? ;rferaIr\i ' [81]
DMH (20 mg/kg, 14 hafta) Giinliik gavaj ile verildi. - L
indiiklii KRC modeli 42 hafta insidansi 1mmun yaniti artirma
Standart rat yemi
ke
curd (L acidophilus I: Ratlarda DMH (20 mg/kg, 15 Curd, diyet ile karistirildi (%30 derecesi ve
casei ve L IaCtF;S bi0\’/ar hafta) indiiklii KRK modeli wiw). biytkligi *DNA hasari [82]
Standart diyet 40 hafta

diacetylactis DRC-1)
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Enjeksiyondan 1 hafta 6nce

Erkek Sprague-Dawley rat (6  probiyotik giinliik igme suyu ile Hayvanlarin "Mikrobial zenginlik
haftalik alinmaya baslandi (5x10™ hi¢birisinde KRK ve anjiostatin [83]
VSL#3 KRK modeli ile iligkili kolitis cfu/100g viicut agirhgi) ve gelismedi
Standart diyet deney sonuna kadar devam
edildi.
10 hafta
L delbrueckii
UFV-H2b20, B Erkek Swiss fare (8 haftalik)  Probiyotik giinliik icme suyu ile
animalis var lactis DMH indiiklii (25 mg/kg, 6 alndi (3x10° cfu/mL). * ACF miktari ? [84]
Bb12 ve hafta) KRK modeli 14 hafta
Saccharomyces Ticari yem
boulardii
L rhamnosus GG Erkek Sprague-Dawley rat Probiyotik oral olarak giinlik ~ *Tiimér insidanst,
MTCC DMH indiikli KRK alind1 (1x10°cfu/0.1 mL). DMH  vyiikii ve derecesi "GSH [85]
#1408 ya da L Standart diyet enjeksiyonundan 1 hafta 6nce *Lipid "SOD ve GPx
acidophilus takviyeye baslanfdi ve deney peroksidasyonu aktiviteleri
NCDC #15 sonuna kadar devam edildi.
19 hafta
L acidophilus ATCC
314’un Erkek C57BL/6J-Apc Min/+ Probiyotik oral olarak 6 hafta ~ *Tiimér insidans1 "CD8 hiicreleri
mikroenkapsiilasyonu (6 haftalik) alind1 (0.3 mL/drop) araciligiyla”intestinal [86]
ile desteklenmis yogurt 10 hafta inflamasyon

(*Azalma, "Artma)
(Kisaltmalar: ACF=Anormal kript odaklari; KRK=Kolorektak kanser; IL-4=Interl6kin-4;, IFN-y=Interferon-y; TNF-a= Tiimdr nekroz faktor-o,
SOD= Siiper oksit dismutaz; GSH= Glutatyon; GPx= Glutatyon peroksidaz)
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1.8. Kimiz

Kimiz Orta Asya gocebe halklarinin geleneksel icecegidir. Bu igecek Cin, Mogolistan,
Kazakistan, Kirgizistan ve Rusya’nin (Bouriatie, Kalmoukie ve Bashkirie) bazi
bolgelerinin azinlik etnik gruplar1 arasinda ¢ok sevilen ve ¢esitli hastaliklar1 iyilestirici
bir ilag olarak igilen bir igecektir [91]. Eskiden Tiirkler tarafindan “Tanrilar igkisi”
olarak kabul edildigi ve tanrilara sunuldugu bildirilmektedir. Kimiz hakkinda ilk
bilimsel ¢alisma Rus ordusunda gorev yapan Iskogyali doktor Con Griv tarafindan 1784
yilinda yaymlamistir ve sonraki yillarda Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler Birligi’nde
kimiz ile ilgili yapilan ¢aligmalar giderek hiz kazanmistir. Eski S.S.C.B’de 1962 yilinda
50’ye yakin sanatoryumda 11.000 hastanin kimiz ile iyilestirildigi bildirilmistir [92].

Kimiz, kendi dogal mikrobiyota icerigi (laktik asit bakterileri ve mayalarin karisimi)
kullanilarak elde edilen hafif alkollii fermente bir kisrak siitii igecegidir. Kimiz kii¢iik
bir hacimde taze kisrak siitii icine daha Onceden olusmus fermante siit asilayarak
yapilmaktadir. Geleneksel yontemle kimiz iiretiminde kisrak siitii sagimdan hemen
sonra “saba” denilen kabin igerisine konmakta ve starter kiiltiir (bir dnceki kimiz)
eklendikten sonra fermantasyona birakilmaktadir. Fermantasyon sirasinda 3-4 saatte bir
yeniden kisrak siitii eklenerek bir giinlilk fermantasyonun sonunda kimiz elde
edilmektedir. Fermentasyon sirasinda laktoz, laktik asit, alkol ve karbondiokside
doniismektedir. Olusan laktik asit ve alkol fermentasyonunda kimiza spesifik tat ve
aromasin1 kazandiran propil alkol, biitil alkol, propiyonik asit, piriivatlar, aldehitler,
gliserin, aseton, diasetil, cesitli eterler ve ucucu asitleri gibi bilesikler meydana
gelmektedir [92]. Kimiz fermantasyonu iki farkli mikroorganizma tiirii olan laktik asit
bakterileri ve mayalara (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida) baglidir [93]. Laktik
asit bakterilerinin, insan sagligi iizerine bazi yararlarmin yani sira iiriiniin aromasi, doku
ve asitligini etkileyen fermantasyonda 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir. Maya ise
kimiz triiniiniin tipik tat ve lezzetine katki saglayan laktozu alkole fermente etmektedir.
Kimizin kan yapict organlar, bobrek fonksiyonu, i¢ salgi bezleri, bagisiklik sistemi,

dolasim sistemi, sinir sistemi ve sindirim kanali aktivitesine yararl etkiler gosterdigi
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kaydedilmistir [91,94,95]. Ayn1 zamanda tiiberkiiloz, dizanteri, tifo, paratifo, iilser ve
hepatit gibi hastaliklarin tedavisinde olumlu sonu¢ verdigi ve ¢ok sayidaki bakteriye

kars1 antibiyotik etki gosterdigi bildirilmistir [91, 96, 97].

Tablo 1.4. Cesitli Siitlerin Ortalama Ytiizde Bilesenleri [91]

Siitiin tiiri Su Kuru Laktoz Yag Protein Kiil
madde
Kisrak siitii 88.2 11.8 6.2 1.9 2.5 0.5
Kadin siitii 87.6 12.4 7.0 4.0 0.9 0.2
Inek siitii 87.3 12.7 4.7 3.7 3.4 0.7
Koyun sttt 80.7 19.3 4.8 7.4 5.5 1.0
Kegi siitii 86.8 13.2 4.1 4.5 2.9 0.8
Deve siitii 88.2 11.8 5.0 2.5 3.6 0.7

Inek, keci ve koyun siitii ile kiyaslandiginda kisrak siitiinde su ve laktoz oranmin daha
yiiksek oldugu, kuru madde, protein, yag ve mineral madde oraninin ise diisiik oldugu
goriilmektedir. Farklihik protein ve yagdaki kimyasal yapt degisikliginden
kaynaklanmaktadir (Tablo 1.4). Albuminli siitler grubuna giren kisrak siitiinde proteinin
yaklasik %50’sinin kazein, %50’sini ise laktalbumin ve laktoglobulin olusturmaktadir.
Diger siitlerde ise kazein toplam proteinin %80’inden fazlasini olusturdugundan
kazeinli siitler grubuna girmektedir. Total protein icerisinde laktalbumin ve
laktoglobulin oraninin yiiksek olmasi diger siitlerle karsilastirildiginda kisrak siitiiniin
kolay sindirilebilen, sivi durumda kalabilen ve besleme degeri yiiksek bir gida olma
0zelligi kazandirmaktadir. Ayn1 zamanda daha kii¢lik ¢aptaki yag tanecikleri sayesinde
kolay hidrolizden dolay: sindirimi kolaydir. Yiiksek molekiillii doymamis yag asitleri
olan linoik, linolenik ve arasidonik asit gibi fizyolojik degeri yiiksek yag asitlerince
zengindir. Kisrak siitii igerdigi laktoz miktari, protein ve siit yaginin yapisi sebebiyle
kadin siitiine benzemektedir. Diger 6nemli bir 6zelligi ise protein fraksiyonlarindan

kazein ve serum proteini miktarinin neredeyse esit olmasidir [91].
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1.9. Sirtuin Proteinleri

Sirtuin (SIRT), nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") bagimli smif III histon
deasetilaz bir proteindir. ilk olarak Klar ve ark. (1979) tarafindan mayada kesfedilen
Sessiz bilgi diizenleyici 2 (Silent Information Regulatory 2) (SIR2) bakteri, sinek,
solucan, bitki ve memelilerde gézlemlenmistir. Bakterilerden memelilere kadar bir¢ok
cinste ve farkli sayida bulunmakla birlikte memelilerde sirtuin ailesinin 7 farkli tiirii
bulunmaktadir. Her sirtuin korunmus 273 aminoasit katalitik temel alana sahiptir ve bu
alanimi1 saran N-terminal ve C-terminal zincirlerinin boylar1 farkli sirtuinler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Sirtuinler hiicrede farkli yerlerde bulunmakla birlikte farkl
dokularda farklt miktarlarda eksprese edilmektedir. Sirtuin 1, 2, 6 ve 7 agirlikli olarak
niikleusta, SIRT1 ve SIRT2 ayrica sitoplazmada, SIRT 3, 4 ve 5 ise mitokondride
bulunmaktadir (Sekil 1.7) [98, 99].
Cekirdek

Mitokondri

SIRT3

SIRT1 SIRT6

SIRT7
SIRT2 SIRT4

SIRTS
Hiicre

Sitoplazma

Sekil 1.7. Hiicrede Sirtuinlerin Lokasyonlari [100]

NAD" bagimli deasetilaz aktivitesine sahip sirtuinler hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
yag asidi metabolizmasi, gen transkripsiyonu ve hiicrenin strese yaniti gibi bir¢ok

hiicresel siiregte gorev almaktadirlar [98]. Sirtuinler ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin
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ve enzimlerin deasetilasyonu ile birgok hiicresel mekanizmayr diizenlemektedir.
Histonlarin deasetilasyonu, kromatinin yogunlagsmasimi ve bu sekilde gen ifadesinin
baskilanmasint saglamaktadir. Gen ifadesinin baskilanmasi, histonlarin amino
kuyruklarindaki lizin kalintilarin1 ve histon olmayan proteinlerin asetil gruplarinin,
histon deasetilaz (HDAC) araciligi ile ¢ikarilmasiyla ger¢eklesmektedir [101]. Sirtuinler
kanser ve diyabet, karaciger yaglanmasi, yaslanma, yaslanmaya bagli hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi metabolik hastaliklar dahil bir ¢ok hastaliklarda 6nemli

diizenleyiciler olup strese bagl sinyal yollarinda kritik bir éneme sahiptir [102].

Tiim memeli sirtuinleri arasinda en ¢ok c¢alisilan SIRT1, dayanikli deasetilaz aktivitesi
gostermektedir. SIRT1, inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak yaslanmanin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynamaktadir [103]. Memeli sirtuinleri hiicrenin strese
kars1 direncinde ve hiicre 6liimiinde dnemli rol oynamaktadir. Sirtuinlerin strese karsi
bu direnci, bir traskripsiyon faktorii olan Forkhead box class O (FOXO) ile etkilesimi
sonucu meydana gelmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri stres direncini ve enerji
durumunu diizenleyerek hiicrenin yasam siiresini etkilemektedir [104]. SIRT1’in dogal
aktivatorleri olan kalori kisitlamasi ve resveratrol ile SIRT1 aktivasyonunun yasam
stiresini onemli sekilde artirdigr bildirilmistir [105]. Aym1 zamanda SIRT1, p53, Ku70,
E2F1 ve TGF-B sinyal yollar1 gibi hiicre oliimii ile iliskili hedefleri diizenledigi
bildirilmistir [98]. Enerji metabolizmasinda diizenleyici anahtar bir rol oynayan
peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor-y koaktivator la (PGC-1la),
karacigerde glukoneogenezin diizenlenmesi ve yag asidi oksidasyonunda 6nemli gorev
almaktadir. PGC-1a’in bu iki yol iizerinde diizenleyici rolii igin SIRT1’e gereksinim
duymaktadir [106]. Yapilan c¢alismalarda, SIRT1 aktivasyonunun diyabet, karaciger
yaglanmasi, inflamasyon, osteoporozis ve norodejeneratif hastaliklarin azalmasinda

etkili oldugu bildirilmistir [107].

Sirtuin 2’nin karsinogenez, enfeksiyon, hiicre sagkalimi, ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesindeki roliiniin mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olsa da inflamasyon
gibi bir ¢ok siiregte gorev aldigi bildirilmistir [108]. SIRT2, reseptor etkilesimli protein-
1 (RIP-1) ve niikleer faktor kappa B (NF-xB)’nin p65 altiinitesi ile etkilesmektedir.
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SIRT2 geni silinmis fare hattinda, SIRT2 delesyonlart NF-kB’nin asetilasyonunu
artirarak ve inflamasyon siirecinin gelisiminde SIRT2’nin koruyucu roliinii gdsteren
antiinflamasyon yolunu azaltarak inflamasyona cevab1 gelistirmektedir [109].
Mitokondriyal SIRT3 deasetilaz, ROT ve SIRT1 iiretimini azaltarak 6miir uzunlugunu
kontrol etmektedir. SIRT3 deasetilaz yaglarin B-oksidasyonu, aminoasit metabolizmasi,
elektron transport zinciri ve antioksidan savunma ile ilgili mitokondriyal enzimleri
aktive etmektedir. SIRT3, Asetil coA sentaz (Ace CS1), PGC-la ve ayristirma
proteinleri (UCP-1) gibi mitokondriyal genleri diizenleyerek birgok hiicresel yolu aktive
ettigi bildirilmektedir [110].

Sirtuin 4, etkisini ADP-ribozil transferans aktivitesiyle gosterir ve mitokondriyal
glutamat dehidrojenazi (GDH) inhibe eder. Boylece glutamin ve glutamati diizenleyerek
oksidatif metabolizma ve aminoasitlerin stimiile ettigi insiilin salinimin1 diizenler [111].
Mitokondriyal SIRT5’in ana hedefi, iire sikliisii enzimi karbamoil fosfat sentetaz-1
(CPS-1)’dir. Urenin NHsz’e doniisiimii katalizler ve oksidatif stres iiretimini azaltir
[111,112]. SIRT6, DNA stabilizasyonu ve onarmmini kontrol etmektedir [98,108].
SIRT7, RNA polimeraz-l ve histonlarla etkileserek memelilerde rRNA
transkripsiyonunu diizenledigi bildirilmistir [113].

Mitokondri; karbonhidrat, lipid ve proteinlerin metabolizmasinda merkezi bir
konumdadir.  Mitokondriyal  proteinler = metabolik  dOniislimleri  siiresince
posttranslasyonel modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Lizin asetilasyonu Asetil CoA
metabolizmast ve hiicresel sinyaller arasinda iliskiyi saglayan korunmus bir
posttransyonel modifikasyondur [114]. TCA, yag asidi oksidasyonu ve oksidatif
fosforilasyon enzimlerinin posttranslasyonel modifikasyonlar siiresince asetillendigi
bildirilmistir [115]. Sirtuinler mitokondriyal protein asetilasyonu dinamigini kontrol
etmede onemli bir pozisyonda oldugundan, onlarin potansiyel olarak enerji {iretimi,
sinyalizasyon, mitokondriyal translasyon, apoptozis ve mitokondriyal biogenezis gibi
mitokondriyal fonksiyonlarin her asamasini etkileme potansiyelinin miimkiin oldugu
bildirilmistir [116]. Mitokondride 6énemli bir enerji metabolizmasi diizenleyicisi olan

SIRT3 kahverengi adipoz doku, kas, karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokularinda
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metabolik olarak aktif sekilde yiiksek derecede ekspresse oldugu saptanmistir [117].
SIRT3 aracilig1 ile elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyonun cesitli
proteinlerinin  deasetilayonu onun mitokondriyal enerji iiretimindeki Onemini

gostermektedir [118].

Mitokondriyal enerji metabolizmasindaki bozukluk cogunlukla hiicresel oksidatif stres
ile agiklanmaktadir [119]. Mitokondri oksidatif stresi diizenlemek ve fonksiyonel
homeostaziyi muhafaza etmek i¢in sayisiz biyolojik programlar gelistirmistir. Tim
mitokonriyal sirtuinler arasinda SIRT3, antioksidan savunma sistemini gelistirerek
hiicresel ROT diizeyini korumada sorumlu onemli bir deasetilazdir [120]. Sirtuinler,
detoksifikasyon araciligi ile ROT diizeyini diizenleyebilme ozelliginden dolayr gen
susturulmasi, hiicre 6limi, uzun 6miir, inflamasyon ve kanser gibi bir¢ok fizyolojik
fonksiyon ile iliskilendirilmistir [35,98,107,108,119]. ROT esas olarak mitokondride
tiretilmektedir. ROT radikalleri mitokondriyal Mn siiperoksit dismutaz (MnSOD)
tarafindan hizli sekilde detoksifikiye edilmektedir. Hidrojen peroksitler membran
akuaporinleri araciligr ile sitozole kolaylikla gecebilmektedirler. Mitokondiye gelen
ROT’a ek olarak sitozolik ROT, besinler radyasyon, mikrobiyom, biiylime faktorleri,
sitokinler ve diger metabolizmalar dahil bircok endojen ve eksojen kaynaklar ile
olusmaktadir. NADPH-oksidaz (NOX), nitrik oksit sentetaz (iNOS), siklooksijenaz 2
(COX2), 5-lipoksigenaz ve hem-oksigenaz-1 (HO-1) gibi proinflamator indiiklenebilir
enzimler, ROT artis1 ile iretilebilirler. Hipoksi-indiiklenebilir faktor 1-o (HIFla),
NFxB ve HDAC'lar, 6zellikle sirtuinler, ROT tarafindan reseptorler ve metabolizmadan
gelen spesifik sinyalizasyon ile sinerji igerisinde aktive edilirler. Aktive olmus
transkripsiyonel faktorlerin hedef genleri hipoksiye adaptasyonu, proinflamator zararl
ajanlarim inaktivasyonu ve DNA onarimin1 amacglamaktadir. ROT ayn1 zamanda iyonik
kanallar (siiperoksitler) ya da akuaporinler (hidrojen peroksit) araciligi ile plazma
membranin1 gecerek ya da aktive lokosit graniillerini salgilayarak ekstraseliiler
bosluguna salinmaktadirlar. Ekstraseliler ROT, lokal hasar sinyalizasyonu ve
adaptasyon, yeniden modelleme ve kronik hasar mekanizmalarinin uygun sekilde

aktivasyonunu saglayan uzak doku ve organlar etkileyebildigi i¢in savuma igin
onemlidir [35].
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Sekil 1.8. ROT Uretimi ve Sirtuinler Arasindaki iliski [35]

Sirtuinler EMT sinyalinin hem artirilmasinda hem de baskilanmasinda kompleks bir rol
oynamaktadir. EMT siirecinde sirtuinlerin rolii heniiz tartisilmakla beraber fonksiyonel
ozellikleri 6nemli 6lciide hiicresel igerige, kanser gelisim asamasina, doku tiiriine ve
mikrogevre yapisina baghdir. Kanser hiicrelerinde EMT sinyal yolu, sirtuinler
tarafindan aktive ya da inhibe edilerek baglatilan sinyal yolu Sekil 1.9 ve Sekil 1.10°da
Ozetlenmistir [102]. Kanser ve diger hastalik siireglerinde sirtuinlerin roliiniin
arastirlldigr giderek artan sayidaki ¢aligmalarda, sirtuinlerin EMT siirecindeki tam rolii
heniiz tartisma konusudur. SIRT1 ve SIRT2 hem EMT-artirict hem de EMT-baskilayici
ozellik gosterirken SIRT3 ve SIRT4 EMT baskilayicidir. Ote yandan SIRT7 sadece
EMT indiiksiyonu ile iligkilidir. [102,121]. SIRT1 ve SIRT2 tiimorigenik siiregte hem

pozitif hem de negatif diizenleyici olarak gorev gormektedir. SIRT1 asirt
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ekspresyonunun, APC gen iligkili kolon kanseri gelisimini engelledigi bazi model
caligmalarda goriilmustiir [122]. SIRT3, oksidatif yanit, enerji dengesi ve metabolik
regiilasyon ile iliskili mekanizmasindan dolay1 tiimor baskilayici rol oynamaktadir.
Azalan SIRT3 aktivitesi, artan ROT iretimi ve SOD, mitokondrial izositrat
dehidrojenaz 2 ve FOXO3a gibi ilgili antioksidan enzimlerin daha diisiik aktivitesi ile
iliskili oldugu bildirilmistir [35,104,120].

Transforme edici biiylime faktorii beta, sinyalizasyon aktivasyonu, apoptozis ve
yaglanmaya kars1 hiicresel direnci artirarak, goc¢ ve yayillimi azaltarak SIRTI
ekspresyonunu regiile etmektedir. Cinko Parmak E-box baglama homeobox 1 (Zebl),
Twist- Metil-CpG baglayici alan protein 1 (MBD1) ve SIRT7 ile etkileserek SIRT1, N-
kaderin ve vimentin gibi mezenkimal genlerin ekspresyonunu artirirken, E-kaderin dahil
olmak {izere epitelyal genlerin transkripsiyonunu baskilamaktadir. SIRT1 ayni zamanda
EMT ana diizenleyicileri olan Snail ve Twist'i regiile ederek E-kaderin ekspresyonunu
baskilamaktadir [102].
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Sekil 1.9. EMT’in Sirtuinler Tarafindan Pozitif Diizenlenmesi [102]
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Sirtuin 1, TGF- ve Smad4 sinyal yolunu deasetilleyerek inhibe edebilmektedir. Bu,
sonugta E-kaderinin yikimimi azaltan matriks metallopeptidaz 7 (MMP7)’nin
transkripsiyonu ve ekspresyonunun azalmasina yol agmaktadir. E-kaderine bagh olan -
katenin, EMT indiikleyici etkilerin eksikligi ile g¢ekirdege giremez. Benzer sekilde
SIRT2, E-kaderin ekspresyonunu artirirken S-kateninin ekspresyonunu azaltir. SIRT4

mitokondriyal glutamin metabolizmasini inhibe ederek E-kaderini baskilar [102].
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Sekil 1.10. EMT’in Sirtuinler Tarafindan Negatif Diizenlenmesi [102].
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Tablo 1.5. SIRT2 ve SIRT3 Proteinlerini Subseliiler Lokalizasyon, Substrat ve Cesitli Fonksiyonlarinin Gosterilmesi [116]

Sirtuinler Subseliiler lokalizasyon Aktivite Substratlar Fonksiyonlar

SIRT 2 Sitoplazma Deasetilaz Tubulin, H4, Foxo3a Hiicre Siklusu

SIRT3 Mitokondri Deasetilaz Siklofilin D Glikoliz
LCAD Yag asitlerinin oksidasyonu
HMGCS2, mitokondriyal Ketone cisimlerinin sentezi
AceCS2 Asetat metabolizmasi

Ornitin transkarbamoil transferaz
GDH1

NADH dehidrojenaz 1 a

SOD2, mitokondriyal

IDH 2, mitokondriyal

Ribozomal protein L10

Foxo3

Serine/threonine kinase 1 (LBK1)

Ure siklusu

Aminoasit katabolizmast
Oksidatif

ROT

TCA siklusu

Mitokonriyal protein sentezi
Transkripsiyonel aktivasyon
Tiimdr baskilayici, AMPK
Sinyal

(Kisaltmalar: H4= histone, LCAD= uzun zincirli agil CoA dehidrojenaz, HMGCS2= 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA sentaz 2; AceCS2=

asetil-CoA sentetaz 2, GDH= glutamat dehidrojenaz, IDH2= izositrat dehidrojenaz 2)
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1.10. Glutatyon

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olmak {iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Nonenzimatik antioksidanlar sinifina giren glutatyon (GSH), karacigerde
glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir. GSH ve GSH iligkili
metabolizma, oksidatif stres ve stresin diger tiirlerinden hiicreleri korumada ¢ok énemli
bir role sahiptir. Bu etkisini serbest radikalleri yakalarak, peroksitleri azaltarak ve
elektrofilik bilesiklere baglanarak gostermektedir [123]. Endojen olarak iiretilen H,O»,
selenyum bagli glutatyon peroksidaz (GSH-Px) varliginda GSH tarafindan
indirgenmektedir. GSH’un okside olmasiyla meydana gelen okside glutatyon ise redoks
dongiisiinde olusan indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan GSH’a yeniden indirgenmektedir. Katalaz
tarafindan da indirgenen H,O,, mitokondride katalazin bulunmamasindan dolay1t GSH
daha biiyik Onem arzetmektedir. Ayn1i zamanda GSH, eritrositlerde bulunan
hemoglobinin ve diger proteinlerdeki siilfidril gruplarini (-SH) rediikte halde tutarak bu
gruplarin oksidasyonunu 6nlemektedir. Bu sekilde hem hemoglobinin methemoglobine
donligimiinic. hem de fonksiyonel gruplarin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engellemektedir [124].

1.11. Adenozin deaminaz

Piirin metabolizmasinda anahtar bir enzim olan adenozin deaminaz (ADA), adenozin ile
2’-deoksiadenozini sirasiyla inozin ve 2’-deoksiinozine doniisiimiinii katalize eden bir
enzimdir. Reaksiyon adenozinin hiicre i¢i konsantrasyonunun kontrol edilmesinde
biiyiikk 6nem tasimaktadir. ADA’nin katalizledigi bu reaksiyon geri doniisiimsiiz oldugu
icin, adenozinin yikilmasinda kontrol basamagini olusturmaktadir. Adenozin ile
deoksiadenozinin hiicre i¢i diizeylerinin artmasi toksik oldugundan ADA, bu

niikleosidlerin hiicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [125].

Insanda ADA aktivitesi timiis, dalak, lenf nodu, kemik iligi ve periferik kan

lenfositlerinde daha yiiksek gdzlemlenmektedir. Iki izoformundan diisiik molekiil
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agirhikli olan ADA1 timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yliksek molekil agirlikli
ADAZ2 karaciger, bobrek ve barsaklarda bulunmaktadir. Ayni zamanda ADA?2 insan kan
plazmasinda baskin olan enzim formudur [126]. T lenfositte saptanan ADA aktiviteleri
B lenfositlere gore daha yiiksek olmakla birlikte T hiicre farklilagsmasi esnasinda ADA
aktivitesinde belirgin artig goriilmektedir. Aktivitesinin hiicrenin mitojenik savunmasi
esnasinda arttigt ve lenfosit ve monositlerin hiicrenin proliferasyonu ve
diferansiyasyonundan sorumlu olan ADA, hiicresel immiinite belirteci olarak
diistiniilmektedir. ADA aktivitesi hiicresel immiinitenin uyarildig: tifo, infeksiyoz
mononiikleoz, bruselloz, akut pndmoni, tliberkiiloz, sarkodioz, karaciger hastaliklari,
akut 16semi, kanser, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus (SLE), psoriazis ve
behget hastalig1 gibi otoimmiin hastaliklarin aktivasyon déneminde gésterilmistir [127].
Immiin sistemin normal fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in yeterli miktarda ADA
enzimi bulunmasi gereklidir. Yapilan caligmalarda, adenozinin antiinflamatuar bir
molekiil oldugu ve immunsupresif bir ajan gibi islev gordiigii gosterilmistir [128]. ADA
eksikliginin lenfopeni, ileri derecede bozulmus hiicresel ve humoral immiinite, gelisme

geriligi ve ciddi infeksiyonlar ile birlikte seyrettigi bildirilmistir [129].

Kimiz ile ilgili, igerigi ve genel Ozelliklerini ortaya koyan birka¢ calisma yapilmis
olmasina karsin yapilan literatiir taramalarinda antikarsinojenik ve antioksidan
ozelliklerinin arastirildigi kapsamli bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu baglamda kimizin
bu ozelliklerini ortaya koyan ilk c¢alisma olmast bakimindan Onem arzettigi
ongoriilmektedir. Diger 6nemli 6zelligi kansere yatkin bir ¢evrede E-kaderin, B-katenin,
SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon diizeylerinin ilk defa arastirilmasidir. Yapilan
calisma bu proteinlerin timoére yatkin bir ortamda molekiiler davraniglarinin

tanimlanmasinda bir temel niteligindedir.

Bu caligmada bir prokarsinojen olan 1,2-dimetil hidrazin ile farelerde olusturulan
timore yatkin mikrogevrede (tumor-permissive microenvironment) kanser sinyal
yollartyla iligkili SIRT2 ve SIRT3 proteinleri ve E-kaderin, B-katenin yilizey adezyon
proteinlerinin ekspresyonu ile oksidatif stres {izerine kimizin etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.

32



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cihazlar ve Gerecler

Mikroplak Okuyucu (Bio-Tek Eon, USA)
Sogutmali Santrifiij (Hettich, Rotina 35R)
Etliv (Labart)
Vorteks (Yellow line TTS 2, USA)
Mikroplak Calkalayici (Biosan, PSU-2T, EU)
Calkalamali Inkiibator (Inovia, INO THZ-100B)
Calkalamali Su Banyosu (Jeio Tech BS-06, Kore)
Hassas Terazi (Denver, TP-214)
Manyetik Karistirict (Wisestir, MSH-20A, Kore)
. pH Metre (Adwa AD800, Romanya)
. Otomatik Pipet (Eppendorf, Socorex)

© oo N o g B~ w DN PE

e i =
N P O

. Sogutucu (+4°C, Profilo)
. Derin Dondurucu (-20°C, Profilo)
. Derin Dondurucu (-45°C, Ugur)

N
o b~ W

. Mekanik homojenizator

[ERY
»

. Dikey Elektroforez Sistemi, Mini-Protean 4 gel system (Biorad, USA)

-
\‘

. Western Blot transfer aparat1 (Biorad, USA)

18. Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, USA)

19. Nitroseliiloz membran (Biorad, USA)

20. Filtre kagitlar1 (Biorad, USA)

21. Manuel mikrotom (Leica RM 2135)

22. Kamerali dijital mikroskop (Bestscope, CHINA)
23. PAP Pen (Elite, CA)

24. Poli-L-lizinli lam (Sigma, USA)

25. Lamel (Isolab)
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26. Distile Su Cihaz1 (GFL, Water Stills 2004, Germany)
27. Ultra pure su (VWR Chemicals, USA)

2.1.2. Kimyasallar

Protein belirteci (GeneON, Japonya), Bradford soliisyonu (Biorad, USA), 1-Step Ultra
TMB-Blotting soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, USA), 4x Laemmli (Biorad, USA).
Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger tiim kimyasallar Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)’den temin edilmistir.

2.1.3. Kit ve Antikorlar

DAB Peroksidaz substrat kit (\Vector Labs, USA)

Rabbit Vectastain abc kiti (Vector Labs, USA)

Mouse 8-OHdG ELISA kit (Sunred, CHINA)

Total Antioksidan Kapasite (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep-TURKEY)
Total Oksidan Kapasite (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep-TURKEY)

o~ w D

Tablo 2.1. Antikorlar

Antikor Kaynak Diliisyon Marka

SIRT2 ve Tavsan  1:1000 (WB) Cell Signaling, USA

SIRT3 1: 200 (IHK)

E-kaderin Mouse  1:500 Santa Cruz Biotechnology,

ve B-katenin Germany

GAPDH Mouse, 1:2000 Santa Cruz Biotechnology,
Tavsan Germany

(Kisaltmalar: WB= Western blotlama; I[HK= Immiinohistokimya)
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https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjTqcKcvJbWAhWJKJoKHeBLC6gQFggtMAE&url=https%3A%2F%2Ftools.thermofisher.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fmanuals%2FMAN0011798_1Step_Ultra_TMBBlotting_Solution_UG.pdf&usg=AFQjCNFdQRmhH0jxzNqBz2hxR0Ppewqm0w
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjTqcKcvJbWAhWJKJoKHeBLC6gQFggtMAE&url=https%3A%2F%2Ftools.thermofisher.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fmanuals%2FMAN0011798_1Step_Ultra_TMBBlotting_Solution_UG.pdf&usg=AFQjCNFdQRmhH0jxzNqBz2hxR0Ppewqm0w
http://docs.vectorlabs.com/protocols/PK-6100.pdf

2.2. Metot

2.2.1. Deney Diizenegi

Calismada 8 haftalik, 20-25 g agirliginda 40 adet BALB/C erkek fare kullanildi. Deneye
baslamadan once Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
(KAU-HADYEK/2016-127) gerekli izin alind1. Denekler; kontrol (Grup 1), kimiz (Grup
1), DMH (Grup ) ve kimiz+tDMH (Grup 1V) olmak iizere dort gruba ayrildi.
Barmma, bakim ve deneysel islemler Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
yapildi. Hayvanlar 6zel kafeslerde, gruplar arasinda herhangi bir temas olmadan
muhafaza edildi ve biitiin gruplar ad libitum balans edilmis diyetle beslendi. Fareler
deneme siiresince talas altlikli plastik kafeslerde her birinde 5 adet fare olacak sekilde
barindirildi. Oda 1s1s1 yaklagik 19-21°C, 12 saat 151k ve 12 saat karanlik olacak sekilde
ayarlandi. Deney diizenegi asagidaki gibidir.

Grup | (Kontrol Grubu, n=8): Deney siiresince 6zel bir sagaltim uygulanmamis ve
olagan beslenme kosullar1 saglanmaistir.

Grup II (Kimiz Grubu, n=8): 20 hafta giinde bir defa per oral kimiz verilmistir.

Grup Il (DMH Grubu, n=12): 20 hafta (haftada bir kez) intraperitoneal DMH
uygulamasi yapilmistir.

Grup IV (Kimz+DMH Grubu, n=12): 10 giin per oral kimiz verilmesini takiben 20
hafta (haftada bir kez) intraperitoneal DMH enjeksiyonu ile beraber per oral giinde bir

defa kimiz verilmistir.
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Grup! Standart diyet yem

(Kontrol) —

Grup | Sadece Kimiz

o) Lo
m 20 hafta sadece DMH

10ginKimiz 20 hafta DMH+Kimiz
(I

Sekil 2.1. Deneyin Sematik Gosterimi

Sekil 2.2. Deney Materyalini Olusturan BALB/C Erkek Fareler
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Tablo 2.2. Deneklerin Beslenmesinde Kullanilan Yem icerigi

Yem icerigi

Ham protein %18
Ham seliiloz %11,2
Ham kil %6,8
Ham yag %4,5
Kalsiyum %1
Fosfor %0,62
Lizin %98
Metiyonin %0,58
Sodyum %0,24
Enerji (kcal/kg) 2650

2.2.2. 1,2-Dimetilhidrazin Uygulamasi

Deney gruplarindaki farelere 1,2-dimetil hidrazin 20 mg/kg olacak sekilde, 20 hafta
boyunca haftada bir kez intraperitoneal uygulanmistir. DMH, % 0.05’1ik etilendiamin
tetra asetik asitte (EDTA) cozilerek ve NaHCO; ile pH’st 6.5 olacak sekilde

ayarlanarak farelere 0.5 mL verilmistir.

2.2.3. Kimiz Orneklerinde Spesifik Toplam Canli Bakteri Sayisimin Belirlenmesi

Izolasyon amaciyla kimiz 6rneklerinin Y Ringer ¢ozeltisi ile desimal diliisyonlar:
hazirlandi. Kimizda mevcut toplam spesifik canli mikroorganizma sayisini belirlemek
icin uygun diliisyonlardan MRS Agar, modifiye Chalmers Agar [130] ve M17 Agar
besiyerlerine yayma ydntemi ile ekim yapilarak, 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildi
[131]. Inkiibasyon sonrasi her besiyerinden tipik bakteri koloni sayist 2x10% kob/mL
olarak tespit edilmis ve hayvanlarin deney siiresince giinliik 2x10® kob/mL bakteri

kolonisi almalar1 saglanmistir.
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2.2.4. Kimzin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Deney siiresince ¢alismada kullanilan kimiz Izmir’de bulunan ve ticari iiretim yapan
Alas kimiz ¢iftliginden temin edilmistir. Taze olarak alinip, buzdolabinda 4°C’de
muhafaza edilen kimiz, deneme siiresince farelerin igme sularina 1:1 oraninda eklenerek
giinliik 2x10% kob/mL bakteri kolonisi almalar1 saglanmistir. Calismada kimiz, Grup
IV’deki hayvanlara DMH uygulamasindan 10 giin dnce verilmeye baslanmistir. Bu
uygulama ile amag, maddelerin barsak mukozasinda optimum diizeyde savunma

mekanizmasi olusturmasini saglamaktir [132].

2.2.5. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney sonunda hayvanlara ksilazin-ketamin kombinasyonu (15mg/kg-50mg/kQg)
intraperitoneal uygulandiktan sonra farelerin kalplerinden heparinli tiiplere kan
ornekleri alindi.  Kan ornekleri 3000 rpm ve +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek
plazmalari ayrildi. Alinan plazma numuneleri 8-OHdG ve ADA parametrelerinin

Olctimii i¢in kullanilda.

Kan ornekleri alindiktan sonra dekapite edilen fareler batin bolgelerinden agilarak
karaciger, kolon ve bobrek dokulart alindi. Alinan tim dokular iki kisma ayrildi. Birinci
kisim, western blot analizi (E-kaderin, B-katenin ve sirtuin proteinlerinin ekspresyonu)
ve spektrofotometrik olarak rediikte GSH, TAS ve TOS analizleri igin kullanildi. ikinci
kisim %10’luk formale alinarak sirtuin proteinlerinin (SIRT2 ve SIRT3 proteinlerinin
immiinlokalizasyonu) immiinohistokimyasal analizi i¢in kullanildi. Numuneler analiz

edilinceye kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 2.3. Farelerden Dokularin Alinmasi

2.2.6. Karaciger, Bobrek ve Kolon Dokularinin Homojenizasyonu

Karaciger, bobrek ve kolon dokulari fosfat tamponunda yikandiktan sonra proteazlar
tarafindan proteinlerin bozulmasini 6nlemek i¢in miimkiin oldugu kadar hizli sekilde ve
buz iizerinde dokulardan birer parca kesildi. Kesilen dokular ependorf tiipe alinarak ve
her ~10 mg doku 6rnegi igin 500 pL lizis tamponu eklenerek dokular buz iizerinde
mekanik homojenizator ile homojenize edildi. Numuneler 12.000 rpm ve 4°C’de 30 dk
santrifiij edilerek siipernatant daha sonra kullaniimak iizere -20°C’de muhafaza edildi.

Siipernatantta protein analizi gergeklestirildikten sonra diger analizler i¢in saklandi.

2.2.7. Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Protein miktar tayini Bradford [133] yontemine gore belirlendi. BSA’nin 0,2 mg/mL
stok ¢ozeltisinden 2-12 pg/mL konsantrasyon araliginda standartlar hazirlandi. Protein
igerigi tayin edilecek standart ve numuneler, Tablo 2.3’de gosterilen hacimlerde saf su
ve Bradford reaktifi ile hazirlandi. Oda sicakliginda 10 dakika beklendikten sonra, 595
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nm‘de absorbans degerleri Olgiilerek c¢izilen BSA kalibrasyon grafigine gore doku

numunelerinin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Tablo 2.3. BSA Standartlar1 ve Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

0,2 mg/mL Stok BSA, uL.  Su, uL.  Bradford Reaktifi, uL

Kor 0 800 200
BSA Std1- 2 ug/mL 10 790 200
BSA Std2- 4 ug/mL 20 780 200
BSA Std3- 6ug/mL 30 770 200
BSA Std4- 8ug/mL 40 760 200
BSA Std5- 10pug/mL 50 750 200
BSA Std6- 12pug/mL 60 740 200
Protein Ornegi 50 750 200
0,200
0,180+ :
‘£ 0.160 Py
-
[Ejy]
i”h;"l 0,140 i
e y=0,0108x+0,0534
8 01201 y R2=0,99
55 -
a .
<L 01007 .
0,080 1
0,060 ; . . . . . .
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14,000

BSA (ug/mlL)

Sekil 2.4. BSA Standart Grafigi
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2.2.8. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

2.2.8.1. Kimyasallar ve Cozeltiler

PBS tamponu

e 145 M NaCl
e 75 mM Na2HPO4.12 H20
e 25 mM NaH2P04.12 H20

Lizis tamponu (NP-40 Buffer)

e 150 mM NaCl

e %1.0 NP-40

e 50 mM Tris-HCI, pH 8.0

e lpg/mL Aprotinin (Proteaz inhibitorii)

Yiikleme tamponu

e Laemmli 4X Buffer

e %2 B-merkapto etanol

Kosturma tamponu (Tris/Glisin/SDS)

e 25 Mm Tris base
e 190 mM Glisin
e %0.1SDS

pH 8.3’e ayarlandi.

Yikama soliisyonu (TBST buffer)

e 20 Mm Tris, pH 7.5
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e 150 mM NaCl
e 090.1 Tween 20

Transfer tamponu

e 25 mM Tris base
e 190 mM Glisin
e % 20 Metanol
pH 8.3’e ayarlandi.

Bantlar1 temizleme tamponu (Stripping Buffer)

e 20 mL %10 SDS
e 125mL 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
e 67.5 mL ultra saf su

e 0.8 mL B-merkapto etanol

Bloklama tamponu

e  9%5’lik siit tozu

TBST tamponu eklenip filtre edilerek kullanildi.

2.2.8.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

E-kaderin, B-katenin ve sirtuin proteinlerinin ekspresyon diizeylerini belirlemek igin
hayvanlarin karaciger, kolon ve bdbrek dokulari SDS-PAGE ile jelde yiiriitiildii.
Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jeller agsagidaki gibi hazirlanmistir [134].
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Tablo 2.4. SDS-PAGE Hazirlamak I¢in Gerekli Bilesenler ve Oranlar

Ayirma jeli Yigma jeli

%8 %12 %4.5
% 30 Akrilamid/Bis 1.3mL | 20 mL | % 30 Akrilamid/Bis 330 uL
1,5M TrisHCI [pH 8.8] | 1.3mL | 1.3mL | 1,5M Tris HCI [pH6.8] | 250 uL
dH20 23mL | 1.6 mL |dH20 1.4 mL
% 10 SDS 50 uL 50 ul | % 10 SDS 20 uL
% 10 APS 50 uL 50 uL | % 10 APS 20 uL
TEMED 3 ulL 2ul. | TEMED 2 uL

SDS-PAGE analizi, Laemmli’nin metoduna gore [134] Mini-Protean 4 gel system
kullanilarak gergeklestirildi. Protein 6rnekleri (60pg) kuyucuklara yerlestirilmeden dnce
4x yiikleme boyasi ile karistirildi. Ornekler 5 dakika 100°C’de kaynatildiktan sonra
SDS-PAGE’de 10 dakika 90 volt ve ardindan 1.5 saat 100 voltta kosturuldu. Orneklerin
molekiiler agirliklarini belirlemek igin renkli protein marker (180- 10 kDa) kullanild:.

2.2.8.3. Western Blotlama ile Proteinlerin Analizi

Western blotlama jel elektroforezi ile ayrilmis olan proteinlerin goriintiilenmesini
saglamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Western blotlama Mini-Protean 3 Cell jel
elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Elektroforez isleminin ardindan
proteinlerin jelden nitroselilloz membrana transfer etme asamasina gegildi. Jel
biiytikligiinde kesilen nitroseliiloz membran, filtre kagitlari ile birlikte transfer tamponu
icerisinde bekletildi. Western blota 6zgii kasetin kapagi agilarak Sekil 2.5°de gorildigii
sekilde filtre kagitlar1 ve jel yerlestirildi. Hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek
jelin {izerine nitroseliiloz membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirildi. Kasetin kapagi

kapatilarak elektroforez tankina yerlestirildi.
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Sekil 2.5. Jel, Nitroseliilloz Membran ve Filtre Kagitlarinin Kasete Yerlestirilmesi

Tanka buz iinitesi yerlestirildikten sonra transfer tamponu dolduruldu ve gii¢ kaynagina
baglanarak 150 mA’de 2-3 saat akim verildi. Blotlama sonrasi membran, TBST’de 5
dakika yikandiktan sonra TBST’de hazirlanan %5’lik siit tozu igerisinde oda

sicakliginda galkalanarak 1 saat bloklama islemi yapildi.

Nitroseliiloz membran 1/500 oraninda %1°lik siit tozunda seyreltilmis primer antikor
igerisinde 4°C’de ¢alkalanarak bir gece bekletildi ve ardindan 15 dakika TBST ile en az
3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra 1/2000 oraninda %]1°’lik siit tozunda
seyreltilmis sekonder antikor ilave edildi ve 1.5 saat oda 1sisinda ¢alkalanarak bekletildi.
Ayni sekilde 15 dakika TBST ile en az 3 kez yikama yapildi. Ardindan nitroseliiloz
membran 1-Step Ultra TMB-Blotting soliisyonu ile kaplandiktan sonra karanlik ortamda
10-30 dakika arasi bantlar belirinceye kadar bekletildi. Renk olustuktan sonra membran
dH,0 igerisine alinarak reaksiyon durduruldu. Bantlarin yogunlugu Adobe Photoshop

(Adobe Systems, Inc.) programi yardimiyla belirlendi.
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2.2.9. immunohistokimyasal Analizler

2.2.9.1. Kimyasallar ve Cozeltiler

BSA’min hazirlanisi
e 9%0.1’lik BSA, PBS tamponunda ¢6ziiliip filtre edilerek kullanildu.
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) peroksidaz substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

e 1 damla (~42 pL) Buffer stok ¢ozeltisi
e 2damla (~50 uL) DAB stok ¢ozeltisi
e 1damla (~40 puL) Hidrojen peroksit ¢ozeltisi

2.5 mL distile suya eklenip karistirilarak hazirlandi.

Dokularda SIRT2 ve SIRT3 immiinohistokimyasal analizi i¢in Vectastain abc Kiti
kullanildi.

2.2.9.2. Deneyin Yapihist

Etiketlenerek bloklanmis dokulardan mikrotomda 4 mikron kalinliginda kesitler alindi.
Sicak su banyosunda (40°C) alinan kesitler poli-L-lizinli lamlar iizerine alinip
numaralandirilarak 30 dakika 58°C’lik etiive konuldu. Lam iizerindeki Kkesitler,
parafinden arindirilmalar1 amaciyla, 10’ar dakika iki kez ksilen soliisyonuna alindi.
Immunohistokimyasal boyamaya hazirlamak igin rehidratasyon islemine baslandi.
Kesitler rehidratasyon islemi i¢in 5’er dakika sirasiyla azalan oranlardaki alkol
solisyonuna alindi.  Uygulanacak soliisyonlarin lamdan akmasini onlemek ve
hidrofobik bir bariyer saglamak amaciyla lam {izerinde kesitlerin etrafina PAP Pen ile
daireler ¢izildi ve suda 5 dakika bekletildikten sonra %3’lik H,0, icerisinde 30 dakika
inkiibe edildi.

Fosfat tamponunda 5’er dakika 3 kez yikandiktan sonra bloklama islemine gecildi.
Spesifik olmayan fon boyanmasini engellemek igin kesitler %0.1 BSA’da da hazirlanan
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normal serum ile 1 saat inkiibe edildi. Ardindan %0.1 BSA’da hazirlanan 1/200
diliisyon oranindaki SIRT2 ve SIRT3 primer antikorlar ile kesitler gece asir1 +4°C’de
inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in ayrilmig kesitler primer antikor yerine non-immiin
tavsan serumuyla inkiibe edildi. Kesitler inkiibasyonun ardindan PBS’de 5 dakika
yikandiktan sonra diliie biotinlenmis sekonder antikor ile 45 dakika bekletildi. Tekrar
PBS’de 5 dakika yikandiktan sonra iiretici talimatlarina gére hazirlanan Vectastain abc
reagent A (Avidin DH) ve B (Biotinlenmis horseradish peroksidaz H) ile 45 dakika
bekletildi. PBS’de 5 dakika yikandiktan sonra kesitler DAB peroksidaz substrat
soliisyonu ile yaklasik 5 dakika boyanma yogunlugu kontrol edilerek bekletildi. PBS’de
3 kez yikandiktan sonra kesitler hemotoksilen soliisyonu ile 1-5 dakika zit boyama
yapildi. Su ile yikandiktan sonra sirasiyla artan oranlarda alkol soliisyonu ve en son iki
kez ksilen soliisyonuna alindi. Biitiin immiinohistokimyasal agamalar nemli bir ortamda
ve oda sicakliginda gergeklestirildi. Degerlendirme ve fotograflama iglemleri kamerali
dijital mikroskop ile gergeklestirildi (Sekil 2.6). Tim kesitler x100’liik biiylitme ile

incelendi.

Sekil 2.6. Immiinohistokimyasal Ol¢iimlerde Kullanilan Dijital Mikroskop
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2.2.10. Plazma 8-hidroksi-2-deoksiguanozin Analizi

DNA hasarim tespiti i¢in 8-OH-2-deoksiguanozin analizi hayvanlardan alinan plazma
numunelerinde enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA) ile ticari kit kullanilarak

spektrofotometrede gergeklestirildi.

2.2.10.1. Deneyin Prensibi

Fare plazma 8-OHdG diizeyini analiz etmek igin ¢ift antikorlu ELISA ydntemi
kullanildi. Daha 6nceden fare 8-OHdG monoklonal antikoru ile kaplanmis olan playte
numuneler ve standartlar eklenir. Inkiibasyondan sonra 8-OHdG antikorlar1 biotin ile
isaretlenerek ve streptavidin-HRP ile birleserek immiin kompleks olusturur.
Inkiibasyonun ardindan birlesmeyen enzimi uzaklastirmak ic¢in yikama islemi
gerceklestirilir. Ortama eklenen kromojen A ve B ile sivinin rengi maviye, asit
eklenmesi ile sartya doniiserek reaksiyon durdurulur. Renk yogunlugu ve fare plazma

numunelerin 8-OHAG diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir.

2.2.10.2. Deneyin Yapihsi

Deneyde stok standart (48 ng/mL), standart diliisyonu igin buffer, streptavidin-HRP
konjugat soliisyonu, biotin-8-OHdG antikoru, kromojen A ve B, stop ve yikama

soliisyonlar1 kullanildi.

120 pl 120 pl. 120 pl. 120 pl 120 pl.

77 o iF WiIF WiF BT N

“EoEBvEBvBe

48 ng/mL 120 L 120 pl. 120 pl. 120 pl 120 pl
24 ng/mL 12 ng/mL 6 ng/mL 3 ng/mL 1.5 ng/mL

Sekil 2.7. Standartlarin Hazirlanmasi
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Kor: Su (Sadece kromojen A, B ve stop soliisyonu eklendi).

Standartlar: 48 ng/mL stok standarttan 1.5, 3, 6, 12 ve 24 ng/mL konsantrasyonda
standartlar hazirlandi. Kuyucuklara 50 pL standart ve 50 pL streptavidin-HRP eklendi.
Numuneler: Her kuyucuga 40 puL numune, 10 ul. 8-OHdG antibody ve 50 uL
streptavidin-HRP eklendi.

Plate hafif calkalanarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra yikama soliisyonu ile 3
kez yikandi. Ardindan 50 pL kromojen A ve 50 puL kromojen B soliisyonlar1 eklenerek
calkalandiktan sonra karanlik ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga
50 uL stop soliisyonu eklendikten sonra (mavi = sar1) 15 dakika i¢inde 450 nm’de kore

kars1 okunup standart-curve grafigi ¢izilerek konsantrasyonlari hesaplandi.
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n
0
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Sekil 2.8. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin Standart Grafigi
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2.2.11. Rediikte Glutatyon Analizi

2.2.11.1. Deneyin Prensibi

Glutatyon (GSH) analizi Beutler metoduna (1963) gore gergeklestirildi.  Lizis
tamponunda homojenize edilmis olan karaciger bobrek ve kolon dokularinda siilfidril (-
SH) tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriildii. Elde edilen berrak sivida -SH gruplarinin
5,5'-(2-ditiobis nitrobenzoik asit (DTNB) ile olusturdugu sart renkli kompleksin

absorbanst 412 nm’de okundu.

2.2.11.2. Cozeltiler ve Deneyin Yapilisi

Coktiiriicii Cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl bir miktar distile
suda coziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Fosfat Cozeltisi (0,3 M Na,HPO,): 53,4 g Na;HPO,4.2H,0 distile suda ¢oziilerek,
hacim 1L’ye tamamlandi.

DTNB (Ellman's ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alinarak ve %1'lik sodyum sitrat ile hacim
100 mL'ye tamamlanda.

Standart GSH Cozeltisi: 40 mg GSH distile suda ¢oziilerek hacim 100 mL'ye

tamamlandi.

Kor, standart ve numune olarak isaretlenen deney tiiplerinden numune tiipiine,
dokulardan 200 pL, standart tiipii ise standart ¢ozeltiden 200 L alindi. Uzerine 1,8 mL
distile su ve 3 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor olarak isaretlenen tiipe 800 uL distile
su tizerine 1,2 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra buzlu suda 5
dakika bekletilip, 3000 rpm ve +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Kor tiipii ise aynen
alindi. Standart ve numune olarak isaretlenen yeni tiiplere 2 mL siipernatant ve 8 mL
fosfat ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. 1 mL DTNB eklendikten sonra 412 nm’de kore

kars1 standart ve testin optik dansitesi okundu.
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Tablo 2.5. Rediikte Glutatyon Analizi

Kor Standart Numune
Doku 200 pL
Standart 200 pL
Distile su 800 pL. 1,8 mL 1,8 mL
Coktiiriicii ¢ozelti 1,2 mL 3mL 3mL

Buzlu suda 5 dakika bekletildikten sonra 3000 rpm ve +4°C’de 10 dakika santrifiij
edilir. Yeni tiiplere 2 mL siipernatant alind:.

Fosfat ¢ozeltisi 8 mL 8 mL 8 mL

DTNB 1mL 1mL 1mL

412 nm’de kore karsi absorbanslar okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi;

Dokularin rediikte GSH konsantrasyonu mg/dL olarak asagidaki formiile gore
hesaplandi.

GSH (mg/dL)= (Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi) x Standardin
derisimi (40 mg/dL).

Bradford metoduna gore protein tayini gerceklestirildikten sonra dokulardaki rediikte

GSH diizeyi nmol/mg protein olarak ifade edildi.

2.2.12. Total Oksidan Kapasite Analizi

Karaciger, bobrek ve doku total oksidan kapasite diizeyi ticari kit kullanilarak

spektrofotometrede ol¢iildii.

2.2.12.1. Deneyin Prensibi

Numunede bulunan oksidan maddelerin, o-dianisidin dihidrokloriirle renkli kompleks

olusturmas1 temeline dayanan metotta standart olarak hidrojen peroksit kullanildi.

2.2.12.2. Reaktif ve Standartlar

Ayrag 1: Test tamponu

Ayrag 2: Prokromojen soliisyonu
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Standart 1: Kor (deiyonize su)
Standart 2: Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 pmol H,O, Equiv./L).
Analize baglamadan SSSS’den 20 umol H,0; standart soliisyonu hazirlandi.

Tablo 2.6. Total Oksidan Kapasite Analizi

Standart 1 Standart 2 Test
Ayrag 1 500 pL 500 pL 500 puL
Standart 75 uL 75 pL -
Numune - - 75 pL

530 nm’de ilk okuma

Ayrag 2 25 puLL 25 pLL 25 pLL

37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

530 nm de ikinci okuma

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Sonug =[(AAbsorbans Ornek) / (AAbs Std2)] x 20 (Std 2 degeri)

AAbs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — Ornegin ilk absorbansi
AADbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — Standart 2’nin ilk absorbansi
Std 2 degeri = 20 umol H,0, Equiv./L

Doku TOK konsantrasyonlart pmol H,O, Eqv./L olarak hesaplandi. Bradford metoduna
gore dokularda protein analizi gergeklestirildikten sonra doku TOK diizeyi umol H20;
Eqv./mg protein olarak ifade edildi.

2.2.13. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Karaciger, bobrek ve doku total antioksidan kapasite diizeyi ticari kit kullanilarak

spektrofotometrede ol¢iildii.
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2.2.13.1. Deneyin Prensibi

Numunelerde bulunan antioksidan maddelerin mavi-yesil renkteki 2,2'-Azino-bis(3-
etilbenzoitazolin—6-siilfonat (ABTS) radikali ile reaksiyona girerek bilesigin renginde
azalmaya ya da rengin kaybolmasina neden olmasi prensibine dayanan metotta standart

olarak E vitamini analogu olan trolox kullanildi.

2.2.13.2. Reaktif ve Standartlar

Ayrag 1: Test tamponu

Ayrag 2: Renklendirilmis ABTS radikal ¢ozeltisi
Standart 1: 0,0 mmol Trolox Equiv./L ¢dzeltisi
Standart 2: 1,0 mmol Trolox Equiv./L ¢dzeltisi

Tablo 2.7. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Standart 1 Standart 2 Test
Ayrag 1 175 pL 175 pL 175 pL
Standart 10 L 10 pL -
Numune - - 10 nL
660 nm’de ilk okuma
Ayrag 2 25 nL 25 nL 25 L

37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

660 nm’de ikinci okuma

Sonuclarin Hesaplanmasi;

Sonug = [(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)] / [(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]
AAbs Std1= Standart 1’in ikinci absorbansi — Standart 1’in ilk absorbansi
AAbs Std2 = Standart 2’in ikinci absorbans1 — Standart 2’in ilk absorbansi

A Numunenin absorbansi = Numunenin ikinci absorbansi — Numunenin ilk absorbansi
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Doku TAK konsantrasyonu pmol Trolox Eqv./L olarak hesaplandi. Bradford metoduna
gore dokularda protein analizi gergeklestirildikten sonra doku TAK diizeyi mmol

Trolox Eqv./mg protein olarak ifade edildi.

2.2.14. Oksidatif Stres indeksinin Belirlenmesi

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

TOK (umol H,0, Eqv./L)
0Si = x 100
TAK (umol Trolox Eqv./L)

2.2.15. Plazma Adenozin Deaminaz Aktivitesi Analizi

2.2.15.1. Deneyin Prensibi

Plazmada ADA aktivitesi Giusti ve Galanti’nin metoduna gore [135] gerceklestirildi.
Substrat olarak kullanilan adenozin, numune ile 1 saat 37°C’de inkiibe edilerek olusan
amonyak, alkali ortamda sodyum hipoklorit ve fenol varliginda mavi indofenol
olusturur. Sodyum nitroprussid’in katalizor etki gosterdigi bu deneyde, amonyak
derisimi indofenoliin absorbansiyla dogru orantilidir. ADA aktivitesinin bir birimi
dakikada adenozinden 1pumol amonyak agiga ¢ikaran enzim miktart olarak tanimlandi.

Gruplarin ADA aktiviteleri U/L olarak ifade edildi.

Deney prensibi asagidaki reaksiyonlar ile 6zetlenebilir.

Adenozin —— NH;3 + Inozin

NH3 + CI0© —— NH:C1+ OH"
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2.2.15.2. Cozeltiler ve Deneyin Yapihisi

Fosfat tamponu (50 mmol/L, pH:6.5): 534 g NaH,PO;.2H,O ve 5,62 g
Na,HPO,4.12H,0 distile suda ¢oziildiikten sonra pH 6,5’¢ ayarlanarak hacmi 1L’ye
tamamlandi.

Adenozin cozeltisi (adenozin 21 mmol/L, fosfat 50 mmol/L, pH:6.5): 280 mg
adenozin iizerine yaklasitk 30 mL fosfat tamponu ilave edildikten sonra pH 6,5’
ayarlanarak fosfat tamponu ile hacim 50 mL’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat stok c¢ozeltisi (15 mmol/L): 1,982 g amonyum siilfat distile suda
coziilerek hacmi 1L’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat standart c¢ozeltisi (75 umol/L NH3): 0,5 mL amonyum siilfat stok
¢ozeltisi fosfat tamponu ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Fenol nitroprussid ¢ozeltisi (fenol 106 mmol/L, nitroprussid 0,17 mmol/L): 10 g
fenol ve 50 mg sodyum nitroprussid 500 mL distile suda ¢oziilerek hacim 1L’ye

tamamlandi.

Reaktif korii, standart, numune ve numune korii olmak {izere 4 adet kapakli deney tiipii
alindi. Reaktif korii tiipiine 1 mL fosfat tamponu ve 50 pL distile su, standart tiipiine 1
mL amonyum siilfat ve 50 pL distile su, numune tiiptine 1 mL adenozin ¢ozeltisi ve 50
pL numune, numune korii tiipiine ise 1 ml adenozin ¢ozeltisi eklendi. Tiiplerin agzi
kapatildiktan sonra 37°C’de inkiibatdrde 1 saat inkiibe edildi. Biitiin tiiplere 3 mL
fenol/nitroprussid ¢ozeltisinden ilave edildi. Numune korii tiipine 0,05 mL numune
eklendikten sonra biitiin tiiplere 3 mL alkali hipoklorid ¢ozeltisinden ilave edilerek
tekrar tiiplerin agz1 kapatildi ve 37°C’de inkiibatorde 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan su kériine kars1 tiiplerin absorbanslart 625 nm’de okundu.
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Tablo.2.8. Plazma Adenozin Deaminaz Aktivitesi Tayini

Reaktif korii  Standart Numune korii ~ Numune
Fosfat tamponu 1mL - - -
Adenozin - - 1mL 1mL
Amonyum stilfat - 1 mL - -
Plazma - - - 50 pL
Distile su 50 pL 50 pL - -

Tiiplerin agzi dikkatli sekilde kapatilip karistirddiktan sonra 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi.

Fenol/nitroprussid 3mL 3mL 3mL 3mL
Plazma - - 50 pL -
Alkali hipoklorid 3mL 3mL 3mL 3mL

37°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra 625 nm’de absorbanslar okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi;

ADA (U/L)= (A/B) x 50 = pmol/dakika/L

A: Numunenin absorbansi — numune koriiniin absorbansi
B: Standardin absorbansi — reaktif koriiniin absorbansi

50: Molar ekstinksiyon katsay1s1

2.2.16. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS Windows 16.0 paket
programi kullanilarak yapildi (SPSS Inc.). Gruplar arasindaki ortalama degerler tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve gruplar aras1 farkliliklar Duncan testi ile belirlendi.

Sonuglar, ortalama (+) ve standart hata (x+ Sx) olarak ifade edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik Degisimi

Gruplardaki bitis canli agirliklari incelendiginde, kimiz ve kimiz+DMH gruplari kontrol

grubu ile kiyaslandiginda canli agirliklarin ististiksel olarak 6nemli sekilde azaldigi

(P<0.05) goriilmiistir. DMH grubunun bitis canli agirliklarinda diger gruplar ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamuistir. 1,2-dimetil hidrazin

verilen farelerde kimizin canli agirlik tizerine etkisi Sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Canli Agirlik Degisimleri
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Sekil 3.2. Baslangi¢ ve Bitis Canl1 Agirliklari

a-b: Farkli harf tasiyan gruplar aras: fark istatistiksek olarak 6nemlidir (P<0.05).

3.2. Western Blot Analiz Bulgular:

Western blot yontemiyle diizeyleri belirlenen E-kaderin, -katenin, SIRT2, SIRT3 ve
GAPDH proteinlerinin karaciger, kolon ve bobrek dokularindaki bant degisimleri (Sekil
3.3) ve karaciger, kolon ve bobrek dokulart ekspresyon diizeyleri sirasiyla Sekil 3.4,
3.5, 3.6 ve 3.7°de gosterilmistir. Proteinlerin ekspresyonlart GAPDH ekspresyonuna

gore standardize edilmis ve kontrole gore relatif ylizde degerleri hesaplanmistir.
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3.2.1. Karaciger E-kaderin, g-katenin, SIRT2 ve SIRT3 Protein Ekspresyon

Diizeyleri
=
- =
S D
& S & Q
135 kDa — - p—s
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37 kDa

i T T g ey —

E-kaderin
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SIRT2
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Sekil 3.3. Proteinlerin Karaciger Dokularindaki Bant Yogunluklari

Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’de, kimiz verilen grupta karaciger E-kaderin, 3-katenin ve SIRT2

proteinlerinin ekspresyon diizeyleri diger gruplarla kiyaslandiginda ististiksel olarak

onemli sekilde artarken, DMH verilen grupta 6nemli sekilde azalmigtir. DMH ile

birlikte kimiz verilen gruptaki bu proteinlerin ekspresyon diizeyleri, sadece DMH

verilen grup ile karsilagtirildiginda 6nemli sekilde artarak istatistiksel olarak kontrole

benzemistir (P<0.05). Sekil 3.7°de SIRT3 protein ekspresyon diizeyi kimiz grubunda

kontrol ve DMH gruplar ile kiyaslandiginda 6nemli sekilde artarken, farkli sekilde

kontrol ve DMH grubu ile kimiz ve kimiz+DMH gruplar: arasinda istatistiksel olarak

bir fark saptanmamustir.
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Sekil 3.4. E-kaderin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkl harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.5. B-katenin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.6. SIRT2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.7. SIRT3 Protein Ekspresyon Diizeyleri

a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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3.2.2. Kolon E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 Protein Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 3.8. Proteinlerin Kolon Dokularindaki Bant Yogunluklari

Sekil 3.9, 3.10, 3.11 ve 3.12’de, DMH grubu kolon E-kaderin, B-katenin ve SIRT2 ve
SIRT3 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri diger gruplarla kiyaslandiginda ististiksel
olarak 6nemli diisiik bulunmustur (P<0.05). Sekil 3.9’da kontrol, kimiz ve kimiz+DMH
gruplarinda E-kaderin protein ekspresyonlar1 acisindan istatistiksel olarak onemli bir
fark bulunmamustir. Kimiz grubu B-katenin protein ekspresyon diizeyi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda o6nemli sekilde yiiksek bulunurken, kimiz+DMH grubu ile
karsilastinildiginda 6nemli bir fark elde edilememistir. Onemli sekilde, kimiz grubu
SIRT2 ekspresyon diizeyi diger tiim gruplardan Onemli sekilde daha yiiksek
saptanmistir. Aynt zamanda SIRT2 protein ekspresyon diizeyleri agisindan kontrol ve
kimiz+DMH gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir. En yiiksek
SIRT3 protein ekspresyon diizeyi kontrol ve kimiz grubunda saptanirken, kimiz+DMH

grubunda istatistiksel olarak 6nemli sekilde diisiis gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.9. E-kaderin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b: Ayni siitunda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).

160 -
a

140 -
'_a—f' I ab
g 120 - b
3
¢ 100 - I
c C
§ 20 -
i
& 60 -
=
w 40 -
o
< 20 -

n L] L] L] 1
Kontrol Kimiz DMH Kimiz+DMH

Sekil 3.10. B-katenin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.11. SIRT2 Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.12. SIRT3 Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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3.2.3. Bobrek E-kaderin, p-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon diizeyleri
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Sekil 3.13. Proteinlerin Bobrek Dokularindaki Bant Yogunluklar

Sekil 3.14, 3.15 ve 3.17°de, DMH grubu kolon E-kaderin, p-katenin ve SIRT3

proteinlerinin ekspresyon diizeyleri diger gruplarla kiyaslandiginda ististiksel olarak

diisiik bulunmustur (P<0.05). Kontrol ve kimiz grubu E-kaderin protein ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamakla birlikte diger gruplardan

daha yiiksek ekspresyon diizeyi gozlemlenmistir. Kimiz+tDMH grubu E-kaderin protein

ekspresyon diizeyinin kontrol ve kimiz gruplarindan daha diisiik, DMH grubundan ise

onemli sekilde daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Onemli sekilde, kimiz ve

kimiz+tDMH gruplar1 B-katenin protein
saptanmamistir. Kontrol grubu p-katenin
kimiz+tDMH gruplari ile kiyaslandiginda
Kontrol ve kimiz gruplart SIRT2 protein

ekspresyon diizeyleri arasinda bir fark
protein ekspresyon diizeyinin, kimiz ve
onemli sekilde azaldigr gozlemlenmistir.

ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak bir fark saptanamamistir. Kimiz+DMH grubu SIRT2 protein ekspresyon diizeyi,
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DMH grubu ile kiyaslandigindiginda artsa da bu artis istatistiksel olarak Onemli
degildir. Kimiz+DMH ve DMH gruplart SIRT3 protein ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark saptanmamistir. Kontrol grubu SIRT3 protein ekspresyon
diizeyinin, kimiz grubu ile kiyaslandiginda 6nemli sekilde azaldigi, kimiz+DMH ve

DMH gruplart ile kiyaslandiginda ise dnemli sekilde arttigi kaydedilmistir (P<0.05).
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Sekil 3.14. E-kaderin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.15. B-katenin Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.16. SIRT2 Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.17. SIRT2 Protein Ekspresyon Diizeyleri
a-b-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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3.3. Immunohistokimyasal Analiz Bulgulari

3.3.1. Karaciger Dokusu SIRT2 ve SIRT3 Proteinlerinin Ekspresyon Bulgulari

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin SIRT-2 ve SIRT3 antikorlar1 ile boyanan
karaciger dokularinin goriintiileri sirasiyla Sekil 3.19 ve 3.20°de gosterilmistir. Sekil
3.19°da goriildiigii lizere SIRT2 protein ekspresyon diizeyi negatif kontrol ve diger
gruplarla kiyaslandiginda kimiz grubunda sitoplazmada arttigi goriilmiistiir. Kontrol ve
Kimmiz+DMH gruplarinda sitoplazmada goriilen immiinboyamaya ek olarak kimiz
grubundan farkli sekilde g¢ekirdeklerde de immiinboyama goézlemlenmistir. Nispeten
DMH grubu SIRT?2 protein ekspresyon diizeyi diger gruplara kiyasla azalmigtir. Kimiz
grubu SIRT3 protein ekspresyon diizeyinin diger gruplardan farkli sekilde cekirdekte
oldukga arttign gOriilmiistiir. Aym1 zamanda sitoplazmada da (muhtemelen
mitokondride) SIRT3 protein ekspresyonu diger gruplara kiyasla artmistir. Bu boyama
kontrol grubunda c¢ekirdekte neredeyse goriilmezken kimiz+DMH grubunda hem
¢ekirdekte hem de sitoplazmada goriilmektedir. DMH grubu SIRT3 immiinoboyamasi
kimiz ve kKimiz+DMH gruplarma kiyasla hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada azalmistir.
Kontrol grubuna kiyasla DMH grubunda c¢ekirdekte SIRT3 protein ekspresyonu

artarken sitoplazmada azaldigi gézlemlenmistir.

Sekil 3.18. Karaciger Dokusu Negatif Kontrol (x100)
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Sekil 3.19. Karaciger Dokusu SIRT2 Protein Ekspresyonu (x100).

(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+DMH

Sekil 3.20. Karaciger Dokusu SIRT3 Protein Ekspresyonu (x100)
(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+DMH
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3.3.2. Kolon SIRT2 ve SIRT3 Proteinlerinin Ekspresyon Bulgulari

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin SIRT2 ve SIRT3 antikorlar1 ile boyanan
kolon dokularinin goriintiileri sirastyla Sekil 3.22 ve 3.23’de gosterilmistir.

Sekil 3.22°de goriildiigii sekilde kimiz grubu SIRT2 protein ekspresyon diizeyi negatif
kontrol ve diger gruplarla kiyaslandiginda o6zellikle kolon epitel hiicrelerinin hem
cekirdeklerinde hem de hem de sitoplazmalarinda artmistir. Kontrol ve kimiz+DMH
gruplart  SIRT2 protein ekspresyon diizeyleri arasinda o©nemli bir farklilik
goriilmemektedir. Ancak DMH grubunda immiinboyamanin azaldigi gézlemlenmistir.
Sekil 3.23’¢ bakildiginda, kontrol ve kimiz SIRT3 protein ekspresyon diizeyleri
arasinda proteinlerinlerin lokasyonlar1 agisindan farklilik géze carpmaktadir. Kontrol
grubunda ¢ekirdekte nerdeyse immiinboyama gdzlenmezken kimiz grubunda cekirdekte
boyanma artmistir. Kimiz+DMH grubunda kontrol ve kimiz grubuna kiyasla
immiinoboyama azalmakla birlikte ekspresyon artist daha ¢ok sitoplazmada
(muhtemelen mitokondride) gézlemlenmistir. DMH grubu SIRT3 protein ekspresyon
diizeyinin diger gruplara kiyasla azaldig tespit edilmistir.

Sekil 3.21. Kolon Dokusu Negatif Kontrol (x100)

69



Sekil 3.22. Kolon Dokusu SIRT2 Protein Ekspresyonu (x100)

(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+DMH

[ . .

Sekil 3.23. Kolon Dokusu SIRT3 Protein Ekspresyonu (x100)
(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+DMH
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3.3.3. Bobrek SIRT?2 ve SIRT3 Proteinlerinin Ekspresyon Bulgulari

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin SIRT2 ve SIRT3 antikorlar1 ile boyanan
bobrek dokulariin goriintiileri sirasiyla Sekil 3.25 ve 3.26’da gosterilmistir.

Sekil 3.25’de goriildigi sekilde kontrol grubunda SIRT2 protein ekspresyonu daha gok
sitoplazmada gdzlemlenirken kimiz grubunda hem sitoplazmada hem de cekirdekte
gozlemlenmistir. Kimiz+DMH grubu ve DMH gruplarinda nispeten daha disiik
immiinboyama tespit edilmistir. Bobrek SIRT3 protein ekspresyonu diizeyi kimiz
grubunda diger gruplara kiyasla artmistir. Bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
kontrol grubunda ekspresyon artisi belirgin sekilde daha ¢ok sitoplazmada (muhtemelen
mitokondride) gorilirken kimiz grubunda hem c¢ekirdekte hem de sitoplazma
(muhtemelen mitokondride) goriilmistiir. Kimiz+tDMH ve DMH gruplar arasinda
immiinoboyama agisindan bir fark goézlemlenmemistir. Ancak kimiz+DMH grubu,
kontrol ve DMH gruplar ile kiyaslandiginda kismi olarak c¢ekirdeklerdeki SIRT3

protein ekspresyon diizeylerinin arttig1 gdzlenmistir.

Sekil 3.24. Bobrek Dokusu Negatif Kontrol (x100)
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Sekil 3.25. Bobrek Dokusu SIRT2 Protein Ekspresyonu (x100).
(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+DMH

Sekil 3.26. Bobrek Dokusu SIRT3 Protein Ekspresyonu (x100).
(A) Kontrol; (B) Kimiz; (C) DMH; (D) Kimiz+tDMH
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3.4. Biyokimyasal Analiz Bulgular:

3.4.1. Plazma 8-hidroksi-2-deoksiguanozin Diizeyleri

DNA hasar1 tizerine kimizin etkisini incelemek amaciyla 1,2-dimetil hidrazin verilen
farelerin plazma 8-OHdG diizeyleri arastirilmistir.  Sekil 3.27°deki  gruplar
incelendiginde plazma 8-OHdG diizeylerinin DMH grubunda istatistiksel olarak
yiiksek, kontrol ve kimiz grubunda ise diisiik oldugu belirlenmistir (P<0.001). DMH ile
birlikte kimiz verilmesinin 8-OHdG diizeylerini azalttigi ancak bunun istatistiksel

olarak onemli olmadig1 saptanmustir.
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Sekil 3.27. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin Diizeyleri
a-b: Farkl harf tagiyan gruplar aras: fark 6nemlidir (P<0.001).

3.4.2. Karaciger, Kolon ve Bobrek Dokular1 Rediikte Glutatyon Diizeyleri

1,2-dimetil hidrazin verilen farelerin karaciger, kolon ve bobrek dokularinda kimizin
rediitkte GSH {izerine etkileri sirasiyla Sekil 3.28, 3.29 ve 3.30’da gosterilmistir.
Karaciger, kolon ve bobrek dokularinda gruplar arast GSH diizeyi incelendiginde, tim
dokularda istatistiksel olarak en yiiksek rediikte GSH diizeyi kimiz grubunda
saptanirken, en diisik DMH grubunda saptanmistir (P<0.001). Tim dokulardaki
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Kimiz+DMH grubu reditkte GSH diizeyleri, DMH grubu ile kiyaslandiginda ististiksel

olarak yiiksek bulunurken kimiz grubu ile kiyaslandiginda disiik bulunmustur
(P<0.001). Kontrol grubundan GSH diizeyleri ile kimiz+DMH grubu GSH diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilememistir.
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Sekil 3.28. Karaciger Dokusu Rediikte Glutatyon Diizeyleri

a-b-c: Farkl harf tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.001).
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Sekil 3.29. Kolon Dokusu Rediikte Glutatyon Diizeyleri

a-b-c: Farkl harf tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.001).
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Sekil 3.30. Bobrek Dokusu Rediikte GSH Diizeyleri
a-b-c: Farkl harf tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.001).

3.4.3. Karaciger, Bobrek ve Kolon Dokular1 Total Oksidan Kapasite, Total
Antioksidan Kapasite ve Oksidatif Stres Diizeyleri

Fare karaciger, bobrek ve kolon dokusunda olgiilen total oksidan kapasite, total
antioksidan kapasite ve oksidatif stres indeksi diizeyleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.
Karaciger, bobrek ve kolon dokularimin total oksidan kapasite diizeyleri incelendiginde,
istatistiksel olarak en yiiksek TOK diizeyi DMH grubunda, en diisiik ise karaciger ve
bobrek dokulart kontrol ve kimiz gruplart ile kolon dokusu kimiz grubunda
gozlemlenmistir (P<0.001). Tiim dokulardaki kimiz+DMH grubu TOK diizeyi, DMH
grubu ile kiyaslandiginda istaistiksel olarak 6nemli sekilde diisiik saptanmigtir. Ayni
zamanda karaciger ve bobrek dokulart kimiz+tDMH grubu TOK diizeyi, kontrol ve
kimiz ile kiyaslandiginda oOnemli sekilde yiiksek bulunmustur. Kolon dokusu
kimiz+DMH grubu TOK diizeyi, DMH grubu ile kiyaslandiginda énemli sekilde diisiik

oldugu ve istatistiksel olarak kontrol grubunun TOK diizeyine benzedigi belirlenmistir.

75



Karaciger, bobrek ve kolon dokularmmin total antioksidan kapasite diizeyleri
incelendiginde istatistiksel olarak en yiiksek TAK diizeyi kimiz grubunda, en diisiik ise
DMH grubunda saptanmistir (P<0.001). Karaciger TAK diizeyi kimiz+DMH grubunda,
DMH grubu ile kiyaslandiginda énemli sekilde yiiksek bulunurken, kontrol ve kimiz
grubu ile kiyaslandiginda diisiik bulunmustur. Ayrica kimiz grubu karaciger TAK
diizeyi onemli sekilde kontrol grubundan yiiksek saptanmistir. Kimiz+DMH grubu
bobrek ve kolon TAK diizeyi, DMH grubu ile kiyaslandiginda énemli sekilde yiiksek
bulunurken, kimiz grubu ile kiyaslandiginda diisiik bulunmustur. Hem karaciger hem de
bobrek dokusu kontrol ile kimiz+DMH gruplart TAK diizeyleri agisindan istatistiksel

olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir.

Karaciger, bobrek ve kolon dokularinin oksidatif stres indeksi diizeyleri incelendiginde,
en yiiksek OSI diizeyi DMH grubunda bulunurken, en diisiik kontrol ve kimiz grubunda
bulunmustur. Karaciger OSI diizeyi kimiz+DMH grubunda, DMH grubu ile
kiyaslandiginda o6nemli sekilde diisiik saptanirken, kontrol ve kimiz grubu ile
kiyaslandiginda yiiksek saptanmgtir. Kimiz+DMH grubu bobrek ve kolon OSI
diizeyleri, DMH ile kiyaslandiginda onemli sekilde diisiikken, kimiz grubu ile
kiyaslandiginda yiiksek saptanmustir. Kimiz ve kontrol grubunun tiim dokulardaki OSI
diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir. Kimiz grubu bébrek ve kolon
dokular1 OSI diizeyleri kontrol grubuna kiyasla diisiik olsa da istatistiksel olarak énemli
bir fark elde edilmemistir. Bobrek ve kolon dokulart OSI degerleri agisindan kontrol ve

kimiz+DMH gruplar1 arasinda istatistiksel olarak ©nemli bir fark saptanmamistir.
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Tablo 3.1. Karaciger, Bobrek ve Kolon Dokulart TOK, TAK ve OSI Diizeyleri

Parametreler Gruplar Karaciger Kolon Bobrek
Kontrol 35,29 + 1,353° 35,55+ 1,106° 36,21 + 1,186°
_ _ Kimiz 3435+ 1,117° 34,62 +0,915° 34,09 + 0,888°
Total Oksidan Kapasite Kimiz+DMH 39,0 +£1,279° 41,54 +1,911° 39,18 + 1,320°
(umol/mg protein) DMH 4937 +1,136° 49,54 + 0,899° 52,43 +0,9932
F) * * *
Kontrol 0,97 + 0,025° 0,85 + 0,029° 0,93 + 0,035°
o _ Kimiz 1,13 £ 0,036° 1,02 £ 0,032° 1,09 = 0,041°
Total Antioksidan Kapasite Kumiz+DMH 0,85 + 0,043 0,82 % 0,056" 0,88 + 0,44
(mmol/mg protein) DMH 0,73 = 0,031° 0,65 = 0,056° 0,69 + 0,025°
P * * *
Kontrol 3,64 + 0,243° 4,19 +0,177° 3,89 + 0,202
o ) . Kimizg 3,08 £ 0,166° 3,41 +£0,150° 3,17 +£0,162°
Oksidatif Stres Indeksi Kimiz+DMH 4,68 +0,322" 5,13 £0,362° 4,51 +0,208"
(Arbitrary unit) DMH 6,80 + 0,292° 8,00 +0,778% 7,69 = 0,304°
F) * * *

a-b-c-d: Farkli harf tasiyan siitunlardaki gruplar arasi fark 6nemlidir (* P<0.001).
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3.4.4. Plazma Adenozindeaminaz Aktivitesi

Calismada tiim gruplarda saptanan ADA aktiviteleri Sekil 3.31°de gosterilmistir.
Gruplardaki ADA aktivitesi incelendiginde, istatistiksel olarak en yiiksek ADA
aktivitesi DMH grubunda saptanirken, en diisiik kontrol ve kimiz grubunda
saptanmistir. Kimiz+DMH grubu plazma ADA aktiviteleri, DMH grubu ile
kiyaslandiginda 6nemli sekilde diisiik bulunurken, kontrol ve kimiz gruplan ile
kiyaslandiginda ise yiiksek bulunmustur (P<0.001). Kontrol ve kimiz gruplar1 plazma

ADA aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmamustir.
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Sekil 3.31. Adenozin Deaminaz Aktivitesi Diizeyleri
a-b-c: Farkl harf tagiyan gruplar arasi fark énemlidir (P<0.001).
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4. TARTISMA ve SONUC

Yapilan ¢alismada gruplardaki hayvanlarin bitig canli agirliklart incelendiginde kimiz
ve kimiz+DMH gruplarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda canli agirliklarin 6nemli
sekilde azaldig1 (P<0.05) gorilmiistiir. Yapilan deneysel ¢alismalarda Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirii bakterilerin agirlik kaybi, i¢c organlara ait yagi azaltma ve glikoz
toleransin1 artirma gibi metabolik sendrom iizerine faydali etkilerinin oldugu rapor
edilmistir [136]. Bagirsak mikrobiyotas: igeriginin probiyotik takviyesi ile
degistirilmesinin yemek alimindan bagimsiz sekilde kilo kaybi ile iligkili oldugu ya da
farkli sekilde probiyotiklerin viicut agirligr ve viicut kitle indeksini azaltma agisindan
smirl etkiye sahip oldugu ve kilo kaybinda etkili olmadigi daha once bildirilmistir
[137]. Ancak, viicut agirhigr ve yaglilik (adiposite) degisimleri lizere probiyotiklerin
faydali etkileri ¢esitli calismalarda Onerilmis olsa da altinda yatan mekanizma heniiz
acik degildir. Canli agirliklarda goriilen azalma flizerine kimizin etkisi, icerdigi
bilesenlerinin ya da bakterilerin ¢ok yonlii etkisi ve tiim metabolizmay1 diizenlemesinin
onemli bir sonucu olabilir. Calismada elde edilen bu bulgunun altinda yatan

mekanizmanin arastirilmasinin, ayri bir ¢aligma konusu oldugu diisiiniilmektedir.

Dimetil hidrazin, oksidatif strese neden oldugu bilinen elektrofilik diazonyum
iyonlarinin olusumunu takiben kolon kanseri olusumunu indiikleyen potansiyel bir
prokarsinojendir [25]. Yapilan ¢aligmalarda deneysel kolorektal kanser olusturmak igin
degisik dozlarin degisik siirelerde uygulandigi goriilmektedir. Bir ¢alismada farelere
haftada tek doz seklinde 24 hafta siiresince (20 mg/kg) DMH uygulanmis ve tedavinin
baslangicindan 186 giin sonra hayvanlarin % 90’inda kolon kanserinin olustugu rapor
edilmistir [138]. Baska bir ¢alismada farelere 6,8 mg/kg DMH dozunu 1, 5, 10 ve 20
hafta siiresince uyguladiktan sonra, fareler iki yi1l boyunca takip edilmistir. DMH
dozundaki artisin farelerin hayatta kalma siiresini azalttigi tespit edilmistir [139]. Ayrica
toplam 34, 68 ve 136 mg/kg DMH alan hayvanlarin sirasiyla % 26, % 76 ve % 87’sinde
kolon tiimdrlerinin gelistii rapor edilmistir. Diger arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda ise DMH uygulamasina ait doza bagli degisimler 10-30 mg/kg arasinda,

siireye baglh degisimler ise 1 hafta ile 22 haftalik uygulama arasinda degismekte olup,
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DMH hayvanlara subkutan veya intraperitonel yolla uygulanmistir [140-142]. Yapilan
calismada DMH, farelere intraperitoneal olarak 20 mg/kg dozda 20 hafta siiresince
uygulanmistir. Ancak birgok ¢alismadan farkli sekilde siire sonunda hayvanlarin kolon
dokusunda tiimor olusumu gézlenmemistir. Yapilan bu ¢alismada bir prokarsinojen olan
DMH ile farelerin kolon dokularinda kansere yatkin bir ¢evre olusturulmustur.
Kolorektal kanser gelisme oraninin kullanilan karsinojen’in dozu, uygulama sikligi,
stiresine ve uygulama sekline bagli oldugu bildirilmistir [143]. DMH’nin farkli hayvan
irklar1 tlizerinde etkisinin incelendigi bir calismada, DMH’nin metabolik yollarinin
aktivasyon ve inaktivasyonu, hayvanlarin gesitli irklarinda ve organlarinda farkli sekilde

etkili oldugu rapor edilmistir [144].

Bagirsak mikrobiyotas1 ¢ogunlukla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia ve Actinobacteria olmak iizere 100 trilyondan fazla mikrobiyal hiicre
toplulugu igermektedir [145]. Bagirsak mikrobiyotasiin, besin takviyesinde bulunma,
immiin sistemi diizenleme, patojenlerden koruma gibi konaga faydali olan bir dizi
fonksiyonu bulunmaktadir [146]. Kolon saglhigmi korumak amaciyla probiyotiklerin
kullanimi son zamanlarda biylik dikkat g¢ekmektedir. Cin’de kolorektal kanserli
hastalarda yapilan ¢alismada immiinite ve bakteriyal disbiosisi artirmak igin oral olarak
Bifidobacterium ya da intestinal probiyotik tabletleri iiretilmistir. Ozellikle
Bifidobacterium, Lactobacillus ve Enterococcus tiirleri 6nemli sekilde immunite ve
bakteriyal disbiosisi artirirken, E.coli gibi kolorektal kansere dayanikli patojenik bakteri
azaltmisgtir [147]. Lactobacillus salivarius ile beslenen ratlarin DMH indiiklii kolon
kanserine karsi direng gosterdikleri gozlemlenmistir [148]. Ayn1 zamanda yapilan
caligmalarda insan bagirsak mikrobiyotasinin normal bir bileseni olan Lactobacillus
tirlerinin, sttli mutajenlerden nétralize ettigi [149] ve kolorektal kanser iizerine
antiproliferatif etki gosterdigi in vitro ve in vivo olarak bildirilmistir [150]. Benzer
sekilde, Bifidobacterium lactis’in epitelyum hiicrelerde IL-1p, LPS ve TNF-a araciligi
ile NF-xB aktivasyonunu inhibe ederek kolorektal kansere karsi korudugu rapor

edilmistir [151].
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Insan bagirsak sisteminde bazi bakterilerin B-glukosidaz, B-glukuronidaz, nitrat
rediiktaz, azorediiktaz, 7-a-dehidroksilaz gibi bazi enzim aktiviteleri sonucu polisiklik
aromatik hidrokarbon, heterosiklik aromatik amin ve sentetik fenol, kresol, amonyum,
N-nitroso bilesikleri gibi aktif karsinojenler olusmaktadir. Sitotoksik ve genotiksik
aktiviteye sahip olan bu metabolitler kolonositlerde antiapoptotik yolun aktivasyonuna
ve anormal hiicre biiyiimesine yol agmaktadir [77]. Sunulan bazi in vitro [152], in vivo
[153] ve Klinik [154] arastirmalar probiyotik bakterilerinin bazi suslarinin tiiketiminin
bu enzimlerin aktivitelerini azaltabilecegini gostermistir [74]. Yapilan in vitro
caligmalarda intestinal limende varolan karsinogenik bilesiklerin bazi1 probiyotik
bakterilerin hiicre duvarina baglanabildigi bildirilmistir. Bunu Karsinojenik bilesiklerle
aralarinda katyonik degisimlerle ve bazi probiyotik mikroorganizmalarin hiicre
duvarindan sentezledikleri peptidogliganlar araciligi ile gergeklestirdikleri rapor
edilmistir [155]. Baz1 bakterileri suslarinin 6zellikle N-nitroso bilesikleri ve heterosiklik
aminleri inaktif hale getirdikleri ve metabolize ettikleri gézlemlenmistir [77]. Bazi
probiyotikler bagirsak liimeninden patojenik bakterilerin biiylimesini engelleyen ya da
yok eden bakteriosin, reuterin, hidrojen peroksit ve laktik asit gibi antibakteriyal
maddeleri {iretebilmektedir. Probiyotiklerin toksin ve patojenlerin baglanmasinin
engellenmesi, musin gibi konak faktorlerin uyarimi ya da reseptorlere kompetetif
baglanma gibi hipotezler ileri siiriilmesine karsin inhibisyon mekanizmasi heniliz tam
olarak netlik kazanamamistir [156]. Ayrica kolonositlerin enerji kaynagi ve oksidatif
stresi detoksifikiye etme potansiyeli olan SCFAs dogal olarak intestinal mikrobiyotada
bakterileri tarafindan iiretilmesine karsin miktar1 bagirsak hastaliklarin1 ve kolorektal
kanseri engellemek i¢in yeterli degildir. Probiyotiklerin tiikketimi ile bagirsak
mikrobiyotasinin igeriginin ve metabolik aktivitesinin degistigi, karsinojenik
bilesiklerin  engellendigi,  antikarsinojenik  bilesiklerin  diretildigi,  bagirsak
gecirgenliginin ve fizyolojik 6zelliklerinin degistirildigi son zamanlarda giderek artan
sayidaki ¢alisma ile desteklenmektedir. Kimiz mayasinda Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lb. casei, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lb. delbrueckii ssp. Lactis, Lb.
Acidophilus bakterileri ve Pichia ssp, Rhodotorula ssp, Torula lactis, Mycoderma ssp,
Saccharomyces cartilaginosus, Torula koumiss, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces

fragilis, Kluyveromyces marxianus var. Marxianus ve Kluyveromyces marxianus var.
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bulgaricus mayalarinin oldugu bildirilmistir [94,157]. Yapilan ¢alismada farelere
prokarsinojen madde verilerek olusturulan kansere yatkin g¢evrede, kimizin
antikarsinojenik ve antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir. Ik defa yapilan
bu calismada hayvanlara kimiz takviyesi ile DMH gibi giiclii bir prokarsinojenin
olusturmus oldugu kansere yatkin g¢evrenin olumsuz etkileri énemli Ol¢iide ortadan
kaldirilabilmistir. Kimizin bu etkiyi ya icerdigi dogal ve zengin bakteri ve maya icerigi
ile bagirsak mikrobiyotasini degistirerek ya da fizyolojik degeri yiiksek yag asidi
igerigi, vitamin icerigi, laktoz miktari, protein ve siit yagmin yapisi gibi diger énemli

ozelliklerinden dolay1 gostermis olabilecegi hipotezi ileri siiriilebilir.

Proteinlerdeki lizin kalintilarina spesifik acil gruplar1 ekleme ile ilgili lizin agilasyonu
post-transyonel modifikasyonlarin en 6nemli formlarindan biridir. Bu reversibl agil
modifikasyonlar1 lizin kalintilarinin ylikiinii  degistirmekte ve bdylelikle enzim
aktivitesi, yapisi, substrat spesifitesi ve hiicre i¢i hedef lokalizasyonu dahil proteinlerin
fonksiyonlarni etkilemektedir [159]. Bir¢ok protein hedeflerini deasetile edebilme
yeteneklerinden dolay sirtuinler metabolizmada rolleri iyi bilinen gen transkripsiyonu,
farklilasma, apoptozis ve hiicre siklusu, antioksidan savunma, yasam uzunlugu,

sirkadiyen ritim gibi sayisiz hiicresel siireg ile iligkilidir [160].

Metabolik yollarinin disinda SIRT3, 6zellikle hiicresel antioksidan savunma sistemleri
ile etkileserek oksidatif stres ile miicadele etmek gibi ¢esitli mitokondriyal streslere
kars1 direng gostermede onemli gorev almaktadir. Hiicrenin enerji transfer bolgeleri
olarak mitokondri, peroksit ve siiperoksit gibi ROT {iretiminde ana organeldir. Anahtar
stiperoksit yakalayicis1 ve oksidatif hasara kars1 korumada goérevli SOD, SIRT3 aracili
deasetilasyon ile aktive olmaktadir [161]. SIRT3 ayni zamanda SOD2 ve katalaz dahil
anahtar antioksidan genlerin transkripsiyonunu artiran transkripsiyon faktorii FOXO3a
ile etkilesek kardiyomiyosit ve mikroglialar1 oksidatif strese karsi korumaktadir [162].
Oiu ve ark. (2010) yaptiklar kalori kisitlamasi ¢aligmasinda SOD?2 iizerindeki K53 ve
K89 asetilasyon bolgelerinin SIRT3 tarafindan hedeflendigi ve SIRT3’tin, SOD2’yi
deasetilleyerek oksidatif strese diren¢ gosterdigi ileri stiriilmistiir [116]. SOD2 ya da
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izositrat dehidrojenaz 2’nin SIRT3 tarafindan deasetilasyonu hiicresel ROT diizeyinin

azalmasi ve bu enzimlerin antioksidan aktivitelerinin artmasi ile sonuglanmistir [163].

SIRT3 ¢esitli solunum zinciri komplekslerinin aktivitelerini etkilemektedir. SIRT3
kaybinin, hem matriks hem de sitoplazmada ROT fiiretimini artiran elektron transport
zincirinin kompleks III’iin asetilasyonunu artirdigr goézlemlenmistir [164]. SIRT3
komleks III’ii diizenleyerek sitoplazmik ROT diizeyini diizenlemektedir. Yiiksek
diizeyde ROT, proteinlerin yanlis katlanmasina ve nihayetinde apoptozisine neden
olarak proteinlerin irreversibl hasarina neden olmaktadir. Papa ve Germain (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alismada mitokondride yanlis katlanan proteinlerin birikiminin,
SIRT3 tarafindan diizenlendigi rapor edilmistir [165]. Protein katabolizmasi sonucu
amonyum iyonu olusmakta ve bu iyonlar iire siklusu aracilifi ile detoksifikiye
edilmektedir [166]. SIRT3 ve SIRT5 ornitin transkarbomailaz ve karbomoil fosfat
sentetaz enzimlerini deasetilleyerek iire siklusunun mitokondride gergeklesen

reaksiyonlarini diizenlemektedir [167].

Tim bu bilgiler gostermektedir ki; SIRT3 oksidatif hasara karsi mitokondrinin
fizyolojik fonksiyonunu korumada kritik bir role sahiptir. Yapilan calismada hayvanlara
verilen kimizin fare karaciger ve bobrek dokularinda SIRT3 protein ekspresyonunu
onemli sekilde artirdigi gozlemlenmistir. Karaciger ve kolon dokulart kimiz+DMH
grubunda, DMH grubuna kiyasla 6nemli sekilde SIRT3 ekspresyonu diizeyinin arttid
saptanmigtir. Kimizin SIRT3 ekspresyon diizeyinin artirict ya da SIRT3 ekspresyonunu
tetikleyici bu etkisini ROT seviyesini diizenleyerek ya da transkripsiyon faktorleri ile
etkilesip hiicreyi oksidatif strese karsi koruyarak gosterdigi disiiniilebilir. Nitekim
kimizin tiim dokularda OSI ve TOK diizeylerini azaltarak rediikte GSH ve TAK
diizeyini artirmas1 bu diisiinceyi dogrular niteliktedir. Elde edilen immiinohistokimyasal
bulgular da bu bulgularin1 desteklemekle birlikte literatiirde daha oOnce ¢ok az
karsilagilmis bir duruma rastlanilmistir. Mitokondriyal lokasyonlu olarak bilinen
SIRT3’{in protein ekspresyon diizeyi karaciger dokusu kimiz grubunda diger gruplardan
farkli sekilde g¢ekirdekte arttigi tespit edilmistir. Benzer bulgulara hem kolon hem de

bobrek dokusunda rastlanmistir. Bu boyamalar tiim dokularin kontrol gruplarinda
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cekirdekte neredeyse goriilmezken kimiz takviyesi ile cekirdekte boyanma orani

artmistir.

Karaciger dokusu kimiz+DMH grubu, kontrol ve DMH gruplar ile kiyaslandiginda
kismi olarak c¢ekirdeklerdeki SIRT3 protein ekspresyon diizeylerinin arttidi
gozlemlenmistir. Bobrek dokusu kontrol grubu, SIRT3 protein ekspresyonu
sitoplazmada (muhtemelen mitokondride) goriiliirken kimiz grubunda hem sitoplazma
hem de c¢ekirdekte gorilmiistir. Benzer sekilde kontrol ve DMH gruplan ile
kiyaslandiginda, kimiz+DMH grubunda kismi olarak ¢ekirdek SIRT3 protein
ekspresyon diizeyleri artmistir. Yapilan iki ayr1 calismada SIRT3’tin hiicresel stres
altinda mitokondriden ¢ekirdege gectigi rapor edilmistir. SIRT3’iin c¢ekirdekte
varolabilmesi onun asetile histon H3 Lys 9 ve H4K16ac’¢ kars1 histon deasetilaz1 aktive
etme yeteneginden kaynaklandigi bildirilmistir [168,169]. SIRT3’iin ¢ekirdekteki rolii
heniiz belirsiz olmakla birlikte yapilan bir ¢aligmada SIRT3’{in ¢ekirdekteki rolii stresle
iligkili ve niikleer kodlanmis bazi mitokondriyal genlerin ekspresyonunu diizenlemesi

ile agiklanmustir [170].

SIRT3 cesitli stres formlar1 altinda mitokondrinin sagligini muhafaza etmek i¢in
mitokondri koruyucu protein olarak fonksiyon gérdiigii teorisi bir¢ok ¢aligma tarafindan
desteklenmektedir. Ozetle, SIRT3, besin depolarinin tiikkendigi kosullar altinda lipid ve
aminoasitlerin kullanimin1 baglatarak glikoz aracili metabolizmada degisikligi
saglamaktadir (besin stresi). Enerji iiretimi ve besin stresi ile iligkili oksidatif hasar ile
miicadele etmektedir (Oksidatif stres). Hiicresel strese cevap olarak spesifik olarak
mitokondriyal dinamikleri ve gegirgenligi kontrol etmektedir (Mitokondriyal

ozelliklerin kontrolii) [171].

Metabolik diizenleyiciler olarak mitokondriyal sirtuinler, Warburg etkisini baskilamasi
sayesinde kanser metabolizmasina ket vurmaktadir [172]. Yapilan bazi ¢alismalarda
kanser stirecinde sirtuinlerin olasi rolleri ¢alisilmistir. SIRT3 fonksiyon kaybinin, segici
hasara ve hiicresel cevre indiikli tiimore neden oldugu rapor edilmistir. SIRT3

ekspresyonunun cesitli insan kanserlerinde azaldig bildirilmistir [102,107]. Onemli bir
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sinyal molekiilii olan ROT, diisiik diizeyde bile olsa gen transkripsiyonunu ve hiicre
proliferasyonunu degistirebilmekte ve SIRT3 mitokondride ROT diizeyini kontrol
ederek timor gelisimini Onleyebilmektedir [102]. SIRT3 geninin silindigi kanser
calismalarinda hem tiimoriin baglamasina hem de ilerleme siirecine muhtemelen katki
saglayan hiicresel metabolizmada oksidatif stresin ve degisikliklerin arttig1
bulunmustur. SIRT3 bu tiimoér baskilayict roliinti, HIFla’nin stabilizasyonunu inhibe
eden siiperoksit gibi ROT’ni baskilama yetenegi ile gergeklestirmektedir [173]. Bir¢ok
transforme hiicre hatt1 ve insan tiimorlerinde SIRT3 ekspresyonunun azalmasi
SIRT3’ilin bir timor supresor olarak gorev almasina bir kanit olarak ileri siiriilmiistiir
[174]. Aynt zamanda SIRT3 geni silinmis farelerde tiimoriin es zamanl olarak yiiksek
insidans gosterdigi gézlemlenmistir [174]. Yapilan ¢alismada DMH uygulamasi ile tiim
dokularda SIRT3 protein ekspresyonu diizeyinin azalmasi ile hiicredeki oksidatif stresin
artmasi arasinda ya da farkli sekilde sekilde kimiz takviyesi ile SIRT3’iin muhtemelen
mitokondriden ¢ekirdege yonelmesi/¢ekirdekte diizeyinin artmasi ile hiicredeki oksidatif
stresin azalmasi arasinda 6nemli bir iliski bulunmaktadir. Nitekim, SIRT3 ekspresyonu
diizeyi, sadece DMH verilen grupta karaciger, kolon ve bobrek dokularinda azalmaistir.
SIRT3 ekspresyonun azalmasi hiicrede oksidatif stresi artirarak timor olusumunu
tetikliyor olabilir. Ancak mitokondriyal lokasyonlu SIRT3’iin neden c¢ekirdege

yoneldigi sorusunun cevabi daha ileri ¢alismalar1 gerektirmektedir.

Tiimorigenezde SIRT2, tiimdriin tipine gére hem tiimor olusumunu tetikleyici hem de
hem de FOXO1, FOXO03A, CDH1, H3K56 ve H4K16 gibi substratlari deasetile ederek
tiimor baskilayici rol oynadigr bildirilmistir. Bunlar hiicre siklusu, replikasyon ve DNA
hasarina cevabi koruyan 6nemli molekiillerdir [100]. Kronik stres gibi organizmay1
etkileyen olumsuz sartlar altinda, SIRT1, SIRT2 ve SIRT3 hiicre yaslanmasi ve
apoptozisi indiikleyerek organizmay1 korudugu ileri stirilmustiir [37,172]. SIRT2 geni
nakavt edilmis farelerde kanserin gelistigi ve SIRT2 diizeyinin meme, karaciger, renal
ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde azaldigi bildirilmistir [175]. SIRT2’nin
timori  tetikleyici karakterini gosteren tam tersi yonde veriler de literatiirde
bulunmaktadir [176,177]. SIRT2 ekspresyonunun pankreatik kanser hiicreleri [176] ve

hepatoseliiler karsinomada [177] arttig1 gézlemlenmistir. SIRT2 seviyesi ve kiiciik
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hiicreli akciger kanseri ya da ileri evre servikal kanserlerde zayif prognoz arasindaki
korelasyonu gosteren [178] ya da diisiik diizey SIRT2 ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
arasindaki korelasyonu gosteren diger raporlar [179] olmasmna karsin tiimorde
SIRT2’nin tam rolii heniiz tartisilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada inflamasyonla iligkili
kanser dahil kronik inflamasyon hastaliklarina karst SIRT2’nin koruyucu rolii oldugu
bildirilmektedir [180].

Yapilan calismada hayvanlara verilen kimizin fare karaciger ve kolon dokularinda
SIRT2 protein ekspresyonunu 6nemli sekilde artirdigi gozlemlenmistir. Karaciger ve
kolon dokular1 kimiz+tDMH grubunda, DMH grubuna kiyasla énemli sekilde SIRT2
protein ekspresyon diizeyinin arttign saptanmistir (P<0.05). Immiinohistokimyasal
bulgular da bu sonuglar1 desteklemekle birlikte hayvanlara kimiz takviyesinin karaciger
SIRT2 proteinin hiicre i¢i lokasyonlarinda farkliliga neden oldugu gézlemlenmistir.
Kontrol ve kimiz+tDMH gruplarinda hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada ekspresse
olurken, kimiz grubunda sitoplazmada daha fazla ekspresse oldugu tespit edilmistir.
Bobrek dokusu kontrol grubunda SIRT2 protein ekspresyonu daha c¢ok sitoplazmada
gozlemlenirken kimiz grubunda hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte gozlemlenmistir.
Cekirdeksel SIRT2, ROT iiretiminin azalmasi ve SIRT2’nin hedef genlerinin
transkripsiyonunu artirmast ile sonuglanan FOXO3A transkripsiyon faktoriinii deasetile
ve aktive ederek DNA’ya baglanmasint sagladigi bildirilmistir [181]. Kimiz bir sekilde
SIRT2’nin fonksiyonlarim1 etkileyerek ekspresyon lokasyonlarinda farkliliga neden
olmaktadir. SIRT2’nin bu lokasyon farklilig1 cesitli transkripsiyon faktorlerinin ve
enzimlerin deasetilasyonu ile hiicresel mekanizmay1 diizenleyebilme o6zelliginin bir
sonucu olabilir. SIRT2 ve SIRT3 lokasyonlarmin hangi sebepten Otiirii degistigi
sorusunun cevabi ayni1 zamanda kanser oncesi ve kanserin baslangic siireglerinin daha

1yi anlagilmasini saglayacaktir.

Sirtuin 1, Wnt sinyal yolunun 6nemli bir bileseni olan p-katenini deasetile etmektedir.
SIRTI’in tiimdr baskilayicr roliinii ¢ekirdekte B-kateninin lokalizasyonunu baskilayarak
ve B-kateninin transkipsiyonu aktive etme yetenegini azaltarak gosterdigi bildirilmistir

[122]. Son zamanlarda SIRT2’nin B-katenin ile direk olarak etkilestigi ve onkoprotein
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survivin, c-MYC ve siklin D1 gibi onkoproteinler dahil Wnt transkripsiyonel hedefleri
inhibe ettigi gosterilmistir [183]. Literatiirde SIRT2’nin fonksiyonel mekanizmalart ile
ilgili yapilan ¢alisma sayis1 az olmakla birlikte [-katenin ile olasi etkilesimi ve bu
etkilesimin altinda yatan mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. Yilzey adezyon
molekiilii ve Wnt sinyal bileseni olan B-kateninin, E-kaderin ile etkilesimi g6z Oniine
alindiginda, bu proteinler hiicresel kronik stresle basa ¢ikmak i¢in SIRT2 ve SIRT3
proteinleri ile de etkilesiyor olabilirler. Nitekim, yapilan ¢alismada DMH verilen grupta
E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 proteinleri istatistiksel olarak énemli sekilde tiim
dokularda azalmistir (P<0.05). Kimiz takviyesi ile karaciger ve kolon dokularinda E-
kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon diizeyleri ve bobrek dokusu E-
kaderin, B-katenin protein ekspresyon diizeylerinin istaistiksel olarak arttigi
kaydedilmistir. (P<0.05). Ayn1 zamanda kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece kimiz
verilen grupta karaciger E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon
diizeyleri, kolon E-kaderin, B-katenin, SIRT2 protein ekspresyon diizeyleri ve bobrek -
katenin ve SIRT3 protein eckspresyon diizeylerinin 6nemli sekilde arttig
gozlemlenmistir (P<0.05). Ancak tiim dokularda benzer bulgular elde edilmesine
ragmen mekanizmalarinin iligkili oldugunu soylemek ve bu iliski/iligkileri

aciklayabilmek i¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gelisim siiresince E-kaderin, embriyogenezde epitelyal mezenkimal doniisiimiin
kontrolii ile iligkilidir fakat yasam siiresince inflamasyon, fibrozis ve kanser dahil ¢esitli
hastaliklarin patofizyolojik siireclerinde rol oynamaktadir. EMT siirecinde hiicre-
matriks adezyon kuvvetleri artarken, hiicre-hiicre adezyon molekiilleri inaktif hale gelir
ve bazi durumlarda da yikilir [184]. Kaderinler fonksiyonlarini katenin proteinleri ve
aktin flament zinciri ile komleks halinde yerine getirirler. p-katenin, E-kaderinlerin
direk sitoplazmik bolgesine baglanir ve adezyonu diizenler [51,52]. Yapilan in vivo ve
in vitro c¢aligmalar E-kaderin ve B-katenin ekspresyonlarindaki degisimlerin invazif
timor fenotipi ile iligkili oldugunu gostermistir [185-187]. Tiimor hiicreleri aracilig ile
hiicre adezyonunun azalmasi, hiicre motilitesinin ve proteolitik enzimlerin saliniminin
artmasi timor invazyonunda 6nemli bir indikator olarak goriilmektedir [187,188]. E-

kaderin-katenin kompleks immiin reaktivitesinin kaybi siklikla epitelyal karsinomlarda
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meydana gelmekle birlikte yiiksek derece, ileri evre ve kotii prognozla iliskilidir [189].
Benzer sekilde kateninlerin diisiik ekspresyonunun karsinomlarda dedifransiyasyon,
invazyon ve metastazin artmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Yapilan bir calismada,
E- kaderin ve p-katenin ekspresyonlarinda azalma kolorektal kanser vakalarmin
sirasiyla %75 ve %81.8’inde goriilmiistiir. E-kaderin-katenin kompleks fonksiyonunun
karsinogenezin ilk asamasinda bozulmaya basladig1 ve dokularin yapisinin bozulmasi
timor invazyonu ile iligkili ilerleyici bir siire¢ oldugu rapor edilmistir [187]. Yapilan bu
caligmalara dayanarak E- kaderin ve B-katenin proteinlerinin kanser siireci ile iliskili
oldugu sdylenebilir. Ancak kanser olusmadan 6nce yatkin bir ¢cevrede bu proteinlerin
diizeylerinin nasil degistigi veya etkiledikleri sinyal yollarinda nasil bir degisiklige
neden olarak kansere yol agtiklari heniliz aydinlatilamamistir. Yapilan ¢alismada E-
kaderin ve B-katenin proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin kansere yatkin bir ortamda
nasil degistigi ve bu degisime kimizin etki edip etmedigi arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore karaciger, kolon ve bobrek dokulart DMH gruplarinda E-kaderin ve f-
katenin proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin 6nemli sekilde azaldigi (P<0.05), kimiz
takviyesi ile tiim dokulardaki -katenin ve karaciger E-kaderin ekspresyon diizeyleri
onemli sekilde artmistir (P<0.05). Kimiz+DMH gruplar1 E-kaderin ve [-katenin
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri tim dokularda DMH grubundan 6nemli sekilde
daha yiiksek saptanmistir (P<0.05). Calisma verilerinin 1s1ginda E- kaderin ve B-katenin
ekspresyon diizeylerindeki azalmanin sadece karsinojenik siiregte degil ayn1 zamanda
kanser Oncesi siirecte de azaldigi sdylenebilir. Bu bulgu hiicreler heniiz karsinojenik
siirece evrilmeden Once davraniglarinin  tanmimlanmasinda ve bu  slirecin

engellenebilirliginde yol gosterici olabilir.

Inumaru ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢aligmada oksidatif stresin, p120-kateninin hiicre-
hiicre baglantilarinin ayrilmasini indiikledigi ve endozomlardaki p120-kateninin
translokasyonunun NF-kB aracili intraseliiler oksidatif streste azalma ile iliski oldugunu
saptamiglardir. Son derece yiliksek oksidatif stres altinda negatif feedback
mekanizmasinin epitelyal yapinin korunmasinda hayati bir rol oynadigi belirtilmistir
[184]. Gorowiec ve ark. (2012) 400 uM H;0; ile muamele ettikleri A549 hiicrelerinde
epitelyal belirteglerin (E-kaderin ve ZO-1) azaldigini, mezenkimal belirteglerin
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(vimentin ve oa-smooth muscle aktin) ve ekstraseliiler matriks bilesenleri saliniminin
arttigin1 rapor etmislerdir. Yaptiklari ¢aligmalarinda oksidatif stresin hiicresel sinyal
yollar1 ve ROT iiretimi ile iliskili olan TGF-B1 ekspresyonunu artirdigini, fenil tert-butil
nitron ve SOD3 takviyesi ile TGF-B1 sinyal yolu inhibisyonunun oksidatif strese bagh
EMT gibi degisiklikleri dnleyebilecegini bildirmislerdir [190].

Zhang ve ark. (2015) lipopolisakkarit (LPS) (28 giin, 5 mg/mg Escherichia
coli:0111:B4) verilen farelere resveratroliin (0.3 mg/kg) koruyucu etkisini arastirdiklar
calismalarinda, LPS verilmesinin akciger dokusunda 21. ve 28. giinleri arasinda EMT
stirecini indiikledigi ve bu siirecin TGF-B1 iiretimini ve SMAD aktivasyonunu uyardigi
rapor edilmistir. Resveratrol takviyesinin TAK, CAT ve SOD aktiviteleri arttirdigi ve
oksidatif stresi baskilayarak EMT ve pulmoner fibrozisi zayiflattigi gosterilmistir.
Resveratrolin EMT f{izerine etki mekanizmasinin arkasinda oksidatif stres siirecini ve
TGF-B1/SMAD sinyal yolunu diizenlemesi oldugu bildirilmistir [191]. Fukawa ve ark.
(2012) yaptiklar1 galigmalarinda H,O;’in, transkripsiyonel diizenleyici Snaill aracili
epitelyal kaderin ve a-smooth muscle aktin dahil EMT belirteglerinin ekspresyonunu
degistirdigini ve TGF-B1 salinimini artirdigini saptamiglardir [192]. EMT de 6nemli bir
belirte¢ olan E kaderinin protein ekspresyon diizeyinin DMH grubunda tiim dokularda
onemli sekilde azalmasinin, DMH’nin EMT siirecini tetiklemesinin bir sonucu
oldugunu disiindiirmektedir. lizuka ve ark (2017), ROT’nin, SMAD ve mitojenle
etkilesen protein kinaz (MAPK)/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
sinyalizasyon yolu ile TGFB-aracili EMT’yi indiikledigi sonucuna varmiglardir [193].

Onemli bir transkripsiyon faktorii olan FOXO, oksidatif strese yamt olarak hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi ve susturulmasini indiikleyerek hiicrenin hayatta kalmasini
artirmaktadir. Oksidatif stres, FOXO'nun hiicrelerdeki ekspresyonunu aktive etmektedir.
B-katenin ile FOXO transkripsiyon faktorleri (FOXO1, FOXO3A ve FOXO4)
arasindaki etkilesim, hiicre dongiistinden ¢ikis1 ve susturma veya apoptozu arttirmaya
yardime1 olmaktadir. Aksine, B-kateninin TCF ile etkilesimi ise hiicre proliferasyonunu
arttirmaktadir [194,195]. Literatiirde B-kateninin APC proteini ile birlikte kolon kanseri

olusumunda etkili oldugu yo6niinde ¢alismalar bulunmaktadir. Buna gore B-katenin, axin
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ve glikojen sentaz enzimlerinin olusturdugu komplekste APC proteini de yer
almaktadir. Glikojen sentaz kinaz, B-katenini fosforilleyerek kompleksten ayrilmasina
ve B-katenin’in DNA baglayan bir protein olan TCF veya LEF faktorlerine baglanarak
transkripsiyon genlerini aktive etmektedir. Bu da kolon kanserinin gelisimini aktive
etmektedir [48,56,60]. Lento ve ark. (2014), p-katenin transgenik farelerde
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda, radyasyona maruz kalmanin kok hiicrelerde H,0;’1
detoksifike eden katalazin ekspresyonunu azalttigi, ROT ve siiperoksit serbest
radikallerinin birikimine neden oldugu ve DNA hasarinin onarilmadigini bildirmislerdir
[196]. Yapilan ¢alismada benzer sekilde Wnt sinyal yolunun 6nemli bir bileseni ve
yiizey adezyon molekiilii olan B-katenin protein ekspresyon diizeyinin DMH grubunda
tiim dokularda énemli sekilde azaldi1 ve bu azalmaya OSI ve ROT diizeylerindeki

onemli artislarin eslik ettigi kaydedilmistir.

Cevresel ve genetik faktorler, kanser ve gelisiminde riski tetikleyebilen mutasyonlarin
sikligin1 artirmakta ya da hiicresel proliferasyonu desteklemektedir. Oksidatif stresin
artmas1 genomik instabilite ve mutagenezisin artmasina neden olan DNA hasarinm
artirmasina paralel olarak kanser riskini artirdigi bildirilmistir. Artan oksidatif stres
mutasyon sikligint  neden olarak genomik stabiliteyi ve DNA  hasarim
tetikleyebilmektedir [197]. Yapilan ¢alismada DMH grubunda DNA hasarmin bir
belirteci olarak 8-OHdG diizeyinin plazmada arttig1 ve kimizin bu hasar1 azalttig1 ancak

bu azaligin istatistiksel olarak 6nemli olmadig belirlenmistir.

Mitokondriyal savunma mekanizmasinda glutatyon peroksidaz 6nemli bir antioksidan
enzimdir. ROT’i detoksifikiye etmek igin glutatyon peroksidaz okside glutatyonu
(GSSG), yiikksek NADPH gerektiren glutatyon rediiktaz araciligi ile rediikte glutatyona
doniistiirmektedir [198]. Rediikte glutatyon ve glutatyon iliskili metabolizma, oksidatif
stres ve stresin diger tiirlerinden hiicreleri korumada ¢ok 6nemli bir role sahiptir. OSI,
TOK ve TAK ve dizeyleri organizmanin tim oksidatif stres durumunu
degerlendirmede kullanilan oksidatif stres parametreleridir. Ratlarda DMH ile
olusturulan toksisite ve oksidatif stres ilizerine Amla’nin etkisinin arastirildigi bir

calismada 12 hafta boyunca subkutan DMH (60 mg/kg canli agirligi) enjeksiyonu ile

90



birlikte karaciger GSH diizeyinin azaldig1 ve MDA diizeylerinin arttig1 gézlemlenmistir.
DMH enjeksiyonu ile birlikte karaciger katalaz ve GSH-Px aktivitelerinin 6nemli
sekilde azaldigi, Amla takviyesi ile katalaz, GSH-Px ve SOD aktivitelerinin arttigi
bildirilmistir. Aym1 ¢alismada DMH verilen grupta kolon GSH, SOD, GSH-Px ve
glutatyon-S-transferaz aktiviteleri 6nemli sekilde azalirken, bobrek y-glutamil transferaz
aktiviteleri onemli sekilde artmistir [199]. Jrah Harzallah ve ark. (2013) kolon
karsinogenezinin baslangi¢ ve ilerleme siireci boyunca DMH indiiklii oksidatif stres
izerine timokinonun etkisini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, ratlara 10 hafta (baslangic) ve
20 hafta (ilerleme) boyunca 20 mg/kg canli agirligt dozunda DMH uygulayarak kolon
dokularinda ROT, GSH-Px, SOD, CAT aktiviteleri ve rediikte GSH diizeylerini
arastirmiglardir. Calismalarinda ROT diizeyi artisi tlimoriin baslangig ve ileri siirecinde
gozlemlenmistir. Tim ROT yakalayici enzimlerin aktivitelerinin kisa stireli DMH
uygulamasinda artmasina ragmen, uzun silireli DMH uygulamasinda azaldig:
saptanmistir. Farkli sekilde reditkte GSH diizeyi her iki uygulamada da artmistir.
Oksidatif durum dengesizliklerinin orta derece kolon displazisi, baslangi¢ siirecinde
%30 ve ileri derecede ise %100 tiimor insidanst ile iliskili oldugu belirtilmistir. Timor
baslangic1 asamasinda, timokinon takviyesinin (5 mg/kg canli agirligr) DMH-indiiklii
oksidatif stresi 6nemli derecede iyilestirdigi (%67) sonucuna varilmistir [200]. Yapilan
calismada karaciger, kolon ve bobrek dokular1 rediikte glutatyon diizeyinin DMH
grubunda dnemli sekilde azaldigr ve kimiz takviyesi ile arttigi goézlemlendi. GSH’un
DMH ile olusturulan oksidatif hasara kars1 koruyucu bir rol oynadigi ve antioksidan bir
molekiil olan GSH’un karsinojen metabolitleri ile etkilesiminden dolay1 diizeyinde

azalma oldugu ileri siirtilebilir.

Anilkumar ve ark. (2010) tarafindan ratlarda DMH indiiklii oksidatif stres ve toksisite
tizerine kignis otu tohumunun etkisinin arastirildigi bir calismada DMH uygulamasinin
SOD, CAT, Glikoz-6-P dechidrojenaz aktiviteleri ve GSH diizeyini azalttigi tespit
edilmistir. Kisnis otu tohumunun %10 konsantrasyonunda aliniminin, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve Glutatyon-S-transferaz aktivitelerini artirarak hepatik
GSH-redoks sistemini artirdigi, %5 ve %10 konsantrasyonda aliniminin ise kolonik

katalaz ve GSH-Px aktivitelerini artirdigi rapor edilmistir [201]. Habib ve ark. (2013)

91



kolon kanserli hiicre kiiltlirlinde gerceklestirdikleri caligmalarinda deve  siitii
laktoferrininin kanserli hiicrelerin proliferasyonunu ve DNA hasarini azalttigini, ayni
zamanda serbest radikal yakalama aktivitesi, NO ve total antioksidan aktiviteyi artirdigi
rapor edilmistir [202]. Benzer sekilde yapilan bu galismada DMH ile olusturulan
oksidatif stresin plazma DNA hasari, doku OSI ve TOK diizeylerini artirdigi, kimiz
verilmesi ile bu diizeylerin azaldigi, doku TAK ve rediikte GSH diizeylerinin arttig1
tespit edilmistir. Bu bulgulara gére kimizin oral aliniminin, kansere yatkin bir ¢evrede
oksidatif stresi azaltmasmna ilaveten antioksidan sistemi korudugu ve gelistirdigi

sOylenebilir.

Wu ve ark. (2017) tarafindan 132 kolorektal kanserli (76 erkek ve 56 kadin) ve 64 (30
erkek ve 34 kadmn) saghkli birey iizerinde yapilan galismada TOK, TAK ve OSI
parametrelerinin  kolorektal kanserin durumu ile iligkili oldugunu ve kanserin
siddetininin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir [203]. Yapilan
calismada kolon karsinogenezine spesifik DMH verilen fare karaciger, bobrek ve kolon
dokularmda OS] ve TOK diizeylerinin DMH enjeksiyonu ile arttigi, kimiz takviyesi ile
ise 6nemli sekilde azaldigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda kolon TOS diizeyi diger
dokulardan farkli sekilde, kontrol ve diger gruplara kiyasla kimiz grubunda Onemli
sekilde diisik bulunmustur (P<0.001). Bu durumun kimizin bagirsaklarda gosterdigi

yiiksek savunma mekanizmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Adenozin ile deoksiadenozinin hiicre i¢i diizeylerinin artmasi toksik oldugundan ADA,
bu niikleosidlerin hiicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir
[125]. ADA aktivitesinin hiicresel bagisikliktan sorumlu oldugu disiiniilen fizyolojik
islevleri bulunmaktadir. Bu etkiyi hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak T hiicrelerini
harekete gegirerek gostermektedirler [204]. ADA’nin, hiicresel immiinite ve T hiicre
fonksiyonlarmin bir belirteci oldugunun anlasilmasindan sonra romatoid artrit, juvenil
idiopatik artrit, sistemik lupus eritamatozus ve still hastaligi gibi romatolojik
hastaliklarda, Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinda
hastalik aktivasyon belirteci olarak kullanilabilme potansiyeline iligkin ¢esitli

aragtirmalarda ADA aktiviteleri incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada, 43 tane ilseratif

92



kolit hastast incelenmis ve aktif hastalig1 olanlarin saglikli kontrol grubuna goére 6nemli
sekilde daha yiiksek ADA aktivitesine sahip olduklar1 goriilmustiir [205]. Maor ve ark.
(2011) [206] Crohn hastalarinda yapmis olduklar1 ¢alismada, aktif hastalikla yiiksek
ADA diizeyi arasinda anlamli bir iligki saptanmasina karsin Sajjadi ve arkadaslarinin
(2015) [207] 30 Crohn hastas ile yaptiklari galismalarinda, hastalik aktivasyonu ile
ADA aktivitesi arasinda bir iliski saptanmamistir. Bir baska c¢aligmada 7,12-
dimetilbenz[a]antresen ile farelerde olusturulan karaciger hasarinda ADA aktivitesinin
arttigr  belirlenmistir. Bu artisin - DNA  mutasyonlar1  ve serbest radikal
konsantrasyonunun artmasi ile iliskili oldugu 6nerilmistir [208]. Yapilan bu ¢alismada
DMH verilen farelerde plazma ADA aktivitesinin arttigi, bu artisin kimiz takviyesi ile
istatistiksel olarak énemli sekilde azaldigi gézlemlenmistir. Kimiz bu etkisini, hiicre igi
adenozin ve deoksiadenozin diizeylerini diizenleyerek gdstermis olabilecegi
distiniilmesine karsin hangi mekanizmalar araciligi ile gergeklestigi ileri ¢aligmalari

gerektirmektedir.

Kimizin kolorektal kanserin olusum, gelisim ve tedavisinde kullanilan geleneksel
ilaglara alternatif olup olamayacagi ya da ciddi komplikasyon riski ve yan etkileri olan
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve ileri terapi gibi mevcut sagaltim yontemlerinin
olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilme potansiyeli bir yana, ilk defa yapilan bu ¢alisma
ile bir prokarsinojen olan 1,2-dimetilhidrazin ile olusturulan kansere yatkin mikrogevre

ve oksidatif stres ortaminda kimizin koruyucu etkisinin oldugu ifade edilebilir.

Calismadan elde edilen 6nemli sonuglar su sekilde 6zetlenebilir;

DMH uygulamas: ile azalan E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein ekspresyon

diizeyleri onemli sekilde kimiz takviyesi ile artmistir.

Kimiz, SIRT2 ve SIRT3 lokasyonlarinda degisiklige neden olmustur. Ozellikle SIRT3
ile ilgili literatiirde daha 6nce karsilasilmamig bir bulguya rastlanmistir. Mitokondriyal
lokasyonlu olarak bilinen SIRT3’{in ekspresyonu kimiz takviyesi ile karaciger, bobrek

ve kolon dokularmin cekirdeklerinde artmistir. SIRT3 protein ekspresyonu diizeyinin
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artmast ve muhtemelen mitokondriden ¢ekirdege yonelmesi ya da ¢ekirdekteki
ekspresyonunun artmasi ile hiicredeki oksidatif stresin azalmasi arasinda 6nemli bir
iliski oldugu hipotezi ileri siiriilebilir. Ancak mitokondriyal lokasyonlu SIRT3’iin neden
¢ekirdege yoneldigi/ekspresyonunun arttigi ya da hangi mekanizmalar araciligi ile bunu
gerceklestirdigi  sorusunun yaniti kanser Oncesi silirecin ve kanserin baslangig

asamasinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir.

EMT siirecinde onemli bir belirte¢ olan ve kanserde ekspresyon diizeyi azalan E-
kaderinin, yapilan bu ¢alisma ile kanser olusmadan 6nce ve kansere yatkin bir ortamda
da ekspresyon diizeyinin azaldigi gorilmistiir. Bu bilgi kanserin Onceden teshis

edilebilirliginde yol gosterici olabilir.

Kimmizin DMH gibi gii¢lii bir prokarsinojenin olusturmus oldugu kansere yatkin
cevrenin olumsuz etkilerini 6nemli Ol¢lide ortadan kaldirabilme yetenegi Sirtuin
proteinleri, yiizey adezyon molekiilleri ve antioksidan sistem {izerine gostermis oldugu
¢ok yonli etkilerinin bir sonucudur. Probiyotik bakterilerin ve fermantasyon boyunca
sentezledikleri 6nemli metabolitlerin bu siirecte etkili olduklar1 ongériilse de kimiz bu
etkisini hangi Ozelliginden dolayr gerceklestirdigi arastirilmasi gereken onemli bir

konudur.

Calismada elde edilen en Onemli sonuglardan birisi de kimizin hayvanlarin canlh
agirliklarimi azaltic1 etkisidir. Literatiirde probiyotiklerin kilo kaybi iizerine etkileri
celiskili olmakla birlikte altinda yatan mekanizma heniiz agik degildir. Kimizin hangi
ozelligi/ozelliklerinden dolayr zayiflatict etkisinin oldugu ya da antiobezite etkilerinin

olup olmadig aragtirilmalidir.

Sonug olarak; DMH uygulamasi ile E-kaderin, B-katenin, SIRT2 ve SIRT3 protein
ekspresyon diizeylerinin azalmasi ve antioksidan sistemin bozulmasi, DNA hasar1 ve
oksidatif stresi artirarak tiimor olusumunu tetikliyebilecegi, kimizin ise timor
olusumuna yatkin bu mikrogevrede kanser sinyal yollarinda gorevli bu molekiillerin

ekspresyonlarini diizenleyerek koruyucu bir etki gosterebilecegi kanisina varildi. SIRT2
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ve SIRT3 lokasyonundaki degisiklikler ve kanser olusumu arasindaki molekiiler
iliskinin aydinlatilmas: ilerde yeni tibbi tedavilerin gelistirilmesi agisindan Snem

olusturabilir.
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