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ONSOZ

Epidemiyolojik ve bilimsel ¢alismalar, kolorektal kanserin, gida bilesenleri
veya diyet tarafindan indiiklenen bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminin kademeli
olarak bozulmasindan ayrica onkojenler ve tiimor baskilayict genlerdeki genetik
degisikliklerden  kaynaklandigmi  gostermektedir.  Son  yillarda  kanser
arastirmalarinda endoplazmik retikulum (ER) stresi sonrasinda katlanmamis protein
yanit1 (UPR) sinyalizasyonunun bozuldugu ile ilgili ¢alismalar yer almaktadir. UPR
sensoOrii olarak 1i¢ transmembran protein tanimlanmistir. Bu proteinler; ER
homeostazisini eski haline getirmek i¢in diizeltici eylemleri ortaya c¢ikaran

sinyalizasyon kademelerini baglatmaktadir.

Dogal olarak meydana gelen ve biyolojik olarak aktif polifenoller, potansiyel
kanser terapotikleri olarak ilgi kazanmaktadir. Gallik asit, anti-inflamatuvar ve anti-
mutajenik Ozelliklere sahiptir ve kanser hiicrelerine karsi sitotoksisite gosteren
polihidroksifenolik bir bilesiktir. Calismamizda deneysel olarak ratlarda kolon
kanseri olusturup gallik asit vererek, kolonda adenokarsinom olusumunda, intestinal
kok hiicrelerin, ER stresinin ve oksidatif stresin nasil etkilendigini ve tedavide hedef

olup olamayacaklarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Tezimin hazirlanmas1 sirasinda bilgi ve tecriibelerini  hi¢bir zaman
esirgemeyen degerli hocam ve tez danismanim Prof. Dr. Erding DEVRIM’e sonsuz
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Ilker DURAK, Prof. Dr. Aslihan GURBUZ, Prof. Dr. Berrin Imge ERGUDER, Dog.
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ederim. Her zaman yanimda olan, varliklarini her daim hissettiren Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Gorevlileri ve idari personeline bu siiregteki yol
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (CRC), erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla iigiincii ve ikinci
en sik teshis edilen kanserdir. Oliim orani ile ilgili olarak, her iki cinsiyette de ikinci
sirada yer almaktadir (Sanchez-Guillén ve Arroyo, 2020). Diinya Saglik Orgiitii'nden
alinan istatistikler, diinya genelinde yeni CRC vakalarmin sayisinin 2018'de 1,8
milyon oldugunu ve ayni yil i¢ginde 880.792 vakanin 6ldiigiinii géstermistir (Sanchez-
Guillén ve Arroyo, 2020). CRC'de cerrahi sonuglar, preoperatif hazirlik, antibiyotik
profilaksisi, cerrahi teknik ve postoperatif yonetimdeki gelismeler esliginde son 50
yilda 6nemli Olgiide iyilesmistir. Bununla birlikte, CRC tedavisindeki ilerlemelere
ragmen, postoperatif mortalite ve komplikasyonlarin Onlenmesi agisindan bu

hastaligin tedavisinde hala gri bir alan oldugu belirtilmektedir.

Bagirsak mikrobiyomunun disbiyozu CRC gelisimi ile iligkilendirilmistir.
Bagirsak mikrobiyotasi, diyet bilesenlerinin onkometabolitlere ve tiimdr baskilayici
metabolitlere metabolik doniisiimlerinde yer alir ve bu da CRC gelisimini etkiler
(Chattopadhyay ve ark., 2021). Bitki metabolitleri, potansiyel yeni ilaglarin genis bir
kaynagini olusturabilir ve bu nedenle bir¢ok dogal gida bileseni, koruyucu veya
antikanser faaliyetleri agisindan taranmistir. Ornegin, yapilan bir ¢alismada, piperinin
kolon kanseri hiicre dizisi olan HT29 hiicrelerini etkiledigi ve tiimdr hiicresi
cogalmasini engelleyebilecegi bildirilmistir (Lin ve ark., 2021). Gallik asit (GA),
dogada bulunan bir tiir dogal polifenol bilesigidir. Cin tibbinda genis Ol¢iide
kullanilan yesil ¢ay ve diger bitkilerde yaygin olarak bulunur. Ayrica GA'nin 6nemli

ol¢lide anti-inflamatuar ve antiviral etki gosterdigi belirtilmistir (Lin ve ark., 2021).

Kanser hiicreleri, g¢esitli igsel ve digsal strese maruz kaldiginda, hayatta
kalmaya devam etmek icin birkag adaptif yaniti aktive eder. Bunlar arasinda en
onemlilerinden biri, yanlis katlanmis proteinlerin endoplazmik retikulumda (ER)
birikmesi veya oksidatif stres gibi ER stresini indiikleyen kosullar tarafindan aktive
edilen katlanmamis protein yanitidir (UPR) (Benedetti ve ark., 2022). UPR, birbirine

bagli olmasmma ragmen ii¢ bagimsiz sensOr tarafindan baglatilan sinyal yolagi



tarafindan yonetilir; inositol gerektiren enzim 1 alfa (IRE1-a), Protein kinaz RNA
(PKR) benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF-6).
Ayrica UPR, otofaji ve DNA hasar onarimi gibi kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasinda 6nemli bir rol oynayan diger yolaklarla da etkilesimdedir (Benedetti ve
ark., 2022). Normal sartlar altinda, bu proteinler inaktif kalir ve glukoz regiile protein
protein-78'e (GRP-78) baglidir. ER stresi sirasinda, GRP-78 bu proteinlerden ayrilir.
Ayrilan PERK ve IRE-1 homodimerize formlara donlismesi, bu proteinlerin

otofosforilasyonuna ve aktivasyonuna yol agar (Zhang ve ark., 2013).

LGRS (I6sin agisindan zengin tekrar iceren G-proteini ile birlestirilmis
reseptor 5), CRC'deki Wnt sinyal hedef genlerinden biridir ve -katenin mutasyonu
ile iligkili karsinomun gelisiminde kritik olarak yer alir. LGRS, yaygin olarak
bagirsak kok hiicrelerinin bir belirteci olarak kabul edilmektedir. Ayrica, LGRS
ekspresyonu da dahil olmak iizere bagirsak kok hiicre isaretlenmesi, CRC kok
hiicrelerini tanimlar ve CRC hastalarinda hastaligin niiksetmesini dngérmektedir.
Yiiksek LGRS ekspresyonunun kolorektal kanserde kotii bir prognostik belirteg
oldugu belirtilmektedir (Abdelrahman ve ark., 2022).

Bu tez c¢alismasinda, deneysel kolon kanseri olusturulan ratlarda GA'nin
kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmede potansiyel etki
mekanizmalarim1 ortaya koymak amaciyla, ER stres yolagindaki proteinleri
aragtirmak, in vivo hayvan deneyleri yoluyla olasi mekanizmalar1 belirlemek ve
intestinal kok hiicresi iizerine olan etkisi farklilagmay1 olumlu yonde etkileyip kanser
olusumunu Onleyici ya da tedavi edici olabilecek etkisini kok hiicre {izerinde de

degerlendirmek amaglanmistir.

1.1. Kolon Kanseri

Insan hiicreleri, viicudun ihtiya¢ duydugu normal kosullarda yeni hiicreler
olusturmak 1i¢in biliylir ve boliinir. Hiicreler yaslandiklarinda veya hasar

gordiiklerinde Oliirler ve yerlerini yeni hiicreler alir. Bu siirecin bozulmasi kanserin



nedenlerinden biridir. Kanser, viicudun bazi hiicrelerinin birden ¢ok kez boliindiigi
ve ¢evre dokulara yayildigr bir hastalik olarak seyreder ve viicudun herhangi bir
yerinde baglayabilir (Wahab ve ark., 2021). Epidemiyolojik c¢alismalar, ekonomik
gelisme, modern yasam tarzindaki degisiklikler, 6zellikle beslenme degisiklikleri ve
artan niifus yasi ile kolorektal kanserin insidansi en hizli artan malign tiimorlerden
biri haline geldigini ve insan yasami ve sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturdugunu
gostermistir (Ji ve ark., 2018). Kolorektal kanserin erken evrelerinde higbir belirtisi
olmayabilir. Baz1 durumlarda ishal, kabizlik, diskida kan, rektumdan kanama, asir1
gaz, karin kramplart ve karin agris1 belirtileri olabilir (Wahab ve ark., 2021) .
Kolorektal kanser en yaygin olarak kolon epitelinde baslar, polip-adenoma ve
ardindan karsinoma ilerler. Kolorektal kanserin, mukus astar yaralanmalarina neden
olan bazi ¢evresel faktorler, sedanter yasam tarzi ve sigara igme gibi ¢esitli faktorler
nedeniyle ilerledigi ve bunun sonucunda tiimdr baskilayici genlerin onkogenlerinin
ekspresyonunun bozuldugu diisiiniilmektedir (Wahab ve ark., 2021). Yas, sporadik
kolon kanseri i¢in degistirilemez ana risk faktorii olarak kabul edilir; hastalarin
yaklasik %70'1 >65 yasindadir ve bu hastalik, Bat1 kayitlarindan alinan verilere gore
40-44 yas grubunda artan bir insidans gostermesine ragmen, 40 yasindan 6nce nadir

goriildigi belirtilmistir (Argilés ve ark., 2020).

Asagidakilerden herhangi birine sahip bireylerin kolon kanseri agisindan
yiiksek risk altinda oldugu kabul edilip, aktif olarak taranmalar1 gerektigi Avrupa
Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) kilavuzlarinda belirtilmistir. Kalitsal sendromlar
s0z konusu oldugunda da genetik danigmanlik i¢in yOnlendirilmesi gerektigi

belirtilmistir (Argilés ve ark., 2020).

e Adenom, kolon kanseri, inflamatuar barsak hastaligi (Crohn hastaligi ve
iilseratif kolit) tibbi 6ykiisti;

¢ Aile oykiisiinde CRC veya adenomun olmast;

e Ailesel adenomatdz polipozis koli ve varyantlart (%]1), Lynch ile iliskili
sendromlar (kalitsal polipsiz kolon kanseri) (%2-%4), Turcot, Peutze



Jeghers ve MUTYH ile iliskili polipozis sendromu gibi kalitsal bir kanser
sendromunun (tiim CRC'lerin %2-5') olmasi (Argilés ve ark., 2020).

CRC, diinya capinda kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenidir. Kolon
mukozasi, kritik bir bariyer ve onemli bir immiin diizenleme alani olusturur.
Bagisiklik sistemi, kanser gelisimi ve tedavisinde Onemli roller oynar ve kronik
enfeksiyon veya iltihaplanmanin neden oldugu bagisiklik aktivasyonunun kanser
riskini arttirdig1 iyi bilinmektedir. Timor gelisimi sirasinda, neoplastik hiicreler,
ilerleyici olarak immiinostipresif hale gelen tliimor mikrogevresi ile siirekli olarak

etkilesime girer ve onu sekillendirir (Ruan ve ark., 2020).

Kemoterapi, kolon kanseri i¢in en etkili tedavi olarak kabul edilir, ancak
yiiksek toksik etkileri hastanin yasam kalitesini ciddi sekilde diisiirdiigii i¢in tatmin
edici bir terapotik etki saglamaz. Bu nedenle, dogal kimyasallardan yeni, giiclii,
ancak diisiik toksisiteli anti-kolon kanseri reaktiflerinin gelistirilmesi ilgi ¢ekici bir
hedef haline gelmektedir (Ji ve ark., 2018). Antioksidan diyet takviyeleri, hastaligin
Oonlenmesinde oldugu kadar kanser hastalarinin tedavisinde de Onemli bir rol
oynamaktadir. Nutrasotiklerin uygun kullanimiyla kisinin sagligim1 korumak ve
kolon kanserinden korunmak kabul edilebilir bir yaklasimdir. Diyet takviyelerini
tikketmek i¢in en yaygin motivasyonlar, kanser semptomlarin1 hafifletmek ve

gelecekteki hastaliklart 6nlemektir (Islam ve ark., 2022).

1.2. Kolorektal Kanserin Neden Oldugu Yiiksek Morbidite ve Mortalite

Oranlari

Kolorektal kanser diinya ¢apinda erkeklerde figiincii (totalin % 10'w)
kadinlarda (totalin % 9.2'si) ise ikinci en sik goriilen kanser tiiriidiir (Vocka ve ark.,
2019). Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi’nin 2018 yili verilerine gore, CRC
insidans acisindan {i¢iincii, 6liim orani agisindan ise ikinci sirada yer almaktadir
(Huang ve ark., 2021). Kolon kanseri hastalarinin yaklasik %25'ine evre IV kanser

teshisi konmustur. Kolon kanseri olan hastalarin diger %25'ine ise erken evrelerde



teshis konmaktadir. Ancak kanserleri yine de metastaza ilerler. Evre IV timorlii
hastalarda bes yillik sagkalim oraninin %10'dan az oldugu belirtilmistir (Wang ve
ark., 2022). CRC'nin kiiresel yiikiiniin 2030'da yilda yaklasik 2,2 milyon yeni vakaya
ulagmasi ve bdylece %20'lik bir artig daha gostermesi beklenmektedir (Huang ve
ark., 2021). Ulkemizde de Saglik Bakanlig1 tarafindan yaymlanmis olan en son 2016
Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gore hem erkeklerde hem kadinlarda tiim yas
gruplarindaki en sik goriilen tiglincii kanser tiiriidiir. Ayrica tedavisi en pahali ve en
sik rastlanan kanser tiirlerinden biri olan bagirsak kanseri igin 12 bin dolar yillik

tedavi maliyeti bulunmaktadir (Tiirk Kanser Dernegi, 2018).

y{ il Evreo

1.) - .| Kanser kolonun ¢

astarryla sinirhidar

)
)

Evrel

Kanser
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Evre IIT

Kanser kolon
cevresindeki lenf
bezlerine yayilmigtir

EvreIV

Kanser kolon ve lenf bezleri diginda diger
organlara da yayilmigtir

Sekil 1.1. Gelisiminin ¢esitli diizeylerinde kolon kanserinin patofizyolojisinin gosterimi
(Wahab ve ark., 2021).



1.3. Kolon Kanseri Olusumunda Beslenmenin Rolii - Gallik Asit

Acisindan Onemi

Kolon kanseri normal isleyen kolon epitelinin adenomatéz poliplere
doniismesinden kaynaklanir. Epidemiyolojik ve bilimsel calismalar, kolorektal
kanserin, gida bilesenleri veya diyet tarafindan indiiklenen bagirsak mikrobiyotasinin
bilesiminin kademeli olarak bozulmasindan ve ayrica onkojenler ve timor
baskilayict genlerdeki genetik degisikliklerden kaynaklandigin1 gostermektedir
(O'Keefe, 2016). Etiyolojisinin kalitsal, ¢evresel, diyet faktorleri ve fiziksel aktivite
eksikliginin bir kombinasyonu sonucu olustugu bilinmektedir (Subramanian ve ark.,
2016). Mevcut durum g6z o6niinde bulunduruldugunda, hastaligin patogenezini ve
hastalik gelisimi siirecinde yer alabilecek faktorleri ele almak onemlidir. Diinya
Kanser Arastirma Fonu / Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii (WCRF / AICR)
paneli, diyette yiiksek lif iceren gidalarin kolorektal kansere karsi koruyucu
oldugunu, kirmizi ve islem gormiis et ile alkol tiiketiminin (6zellikle erkeklerde) ise

kolorektal kanser gelisme riskini arttirdigina yonelik bir rapor sunmustur (Vece ve

ark., 2015).

Diyette gida aliminda, sebze ve tibbi bitkilerin tiiketilmesinin, deney
hayvanlarinda ve insanlarda kanser riskini azalttigina yonelik calismalar mevcuttur.
Bu baglamda, yaygin diyet kaynaklarindan tiiretilen, dogal olarak meydana gelen
biyolojik olarak aktif polifenoller, potansiyel kanser terapdtikleri olarak ilgi
kazanmaktadir (Giftson ve ark., 2010). Bogiirtlen, liziim, erik, nar, yesil cay,
turpgiller, sebzeler, soya fasulyesi, domates, sarimsak, zerdegal, zencefil, zeytin,
kepekli tahillar ve mantar ve nar gibi dogal kaynaklarin kullanimi apoptozu ve hiicre
dongiisii durmasini tesvik ederek kolon karsinojenezini gelisimini engelleyebilir.
Bitkilerden, denizlerden ve diger kaynaklardan elde edilen yaklasik 35.000 bitkisel
biyoaktif bilesik, kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan kemoterapi ve radyolojik terapi
gibi modern teknolojinin kullanilmasimin olumsuz etkilerini en aza indirir. Tibbi
bitkiler, CRC tedavisine yesil bir yaklasim olarak ilaglardan alternatif sistemlere
geciste dogal ilaglar i¢cin en giivenilir biyoaktif bilesikler kaynagidir. Terpenoidler,

saponinler, ugucu yaglar, flavonoidler, fenolikler, kinonlar ve alkaloidler, daha diistiik



risk ve daha az yan etki ile CRC hiicrelerine kars1 giiglii bir sitotoksik etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Esmeeta ve ark., 2022).

Fenoliklerin serbest radikalleri temizleme kapasitesine sahip olduklar
bildirilmistir (Giftson ve ark., 2010). Serbest radikaller, hiicresel bilesenlere,
ozellikle DNA'ya kalic1 olarak zarar vererek karsinogenezi tetikleyebilirler. Diyetteki
antioksidanlarin baska mekanizmalar araciligiyla da kansere karsi koruyucu
olabilecegine dair kanitlar da mevcuttur (Vece ve ark., 2015). Diyetteki farkli
antioksidanlar sinerjik olarak yada en azindan kanseri onlemek icin ek olarak etkili
olabileceginden (Vece ve ark., 2015), diyetin kanser riski tlzerindeki etkilerini

arasgtirirken genel antioksidan alimini degerlendirmekte 6nemli goriinmektedir.

Polifenoller ince bagirsakta emilebilir, ancak biiyiikk cogunlugu, polifenole
bagli olarak %50-99 arasinda, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan metabolize
edilebilecekleri ve kii¢iik fenolik asitler olarak kismen emilebilecekleri kolona
gecerler. Ayrica, polifenoller bagirsak mikrobiyotasini hem miktar hem de tiir olarak
modiile edebilir. Dysbiosis adi verilen dengesiz bagirsak mikrobiyotast ise,
polifenollerin hem metabolizmasint hem de emilimini degistirebilir ve ayrica
kolorektal kanserin patogenezini tetikleyerek anormal molekiiler sinyale neden
olabilir (Zamora-Ros ve ark., 2018). Deneysel kanitlar, kolon kanseri gelisimine
karst belirli polifenollerin kemo-6nleyici roliinii desteklemektedir. Kafeik asit ve
ferulik asit gibi fenolik asitlerin in vitro ve in vivo arastirmalarda kolon kanseri
tizerinde anti-proliferatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Murphy ve ark., 2018).
Bizde projemizde diyetsel ajan olarak gallik asidin (3,4,5-trihidroksibenzoik asit,
GA) ratlarda olusturacagimiz deneysel kolon kanseri modelinde adenokarsinom

gelisimini Onleyici etkinliginin olup olmadigini arastirmay1 amaglamaktay1z.

Gallik asit; safra, ¢ay yapraklari, aga¢ kabugu, yesil cay, elma kabuklari,
lizlim, ¢ilek, ananas, muz, limon, kirmiz1 ve beyaz sarap gibi cesitli dogal iirlinlerde

bulunabilen bir polihidroksifenolik bilesiktir (Giftson ve ark., 2010).
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Sekil 1.2. Gallik asidin (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) kimyasal yapis1 (Giftson ve ark.,
2011).

Yapilan caligmalar, GA'nin prostat, akciger, 16semik ve meme kanseri dahil
olmak tiizere kanser hiicre dizilerinde hiicre 6liimiine neden olabilecegine dair bilgiler
vermektedir. GA'min farkli kanser tiirlerindeki anti-kanser potansiyeli, apoptoz,
anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi kanserin farkli yonlerine karsi inhibe edici
etkilerini gosteren bazi in vitro ve in vivo c¢alismalarda belirtilmistir. Mevcut
literatiir, GA'nin kemopreventif bir ajan olarak kanser tedavisinde kullanimim

desteklemektedir (Jiang ve ark., 2022).

GA anti-inflamatuvar ve anti-mutagenik O6zelliklere sahiptir ve kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksisite gosterir. B ir serbest radikal temizleyici olarak timor
hiicrelerinde farklilagmanin ve programlanmis hiicre Oliimiiniin bir indiikleyicisi
olarak tanimlanmistir (Giftson ve ark., 2011). Ayrica literatirde GA’nin in vitro
kolon kanseri hiicreleri iizerine etkisini arastiran ¢ok sayida g¢alisma mevcuttur
(Jakobsen ve ark., 2008; Subramanian ve ark., 2016; Rosman ve ark., 2018). Ancak
in vivo olarak GA’nin kolon kanserine etkisini arastiran az sayida caligsma literatiirde
yer almaktadir (Giftson ve ark., 2010, 2011). Bu ¢alismalarda da GA’nin kolon
dokusunda antioksidan / oksidan parametreleri nasil etkiledigine ve ksenobiyotik
metabolizmasi enzimleri iizerine olan etkisine bakilmistir. Bu iki ¢alismanin
sonucuna gore de; GA’nin 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiiklenen kolon
karsinojenezinde onemli bir kemopreventif etki uyguladigi sonucuna varilmistir.

2019 yilinda total deney siiresinin 15 giin olarak tasarlandigi bir ¢alismada; 14 giin



boyunca giinlik 25 ve 50 mg/kg GA olmak iizere iki farkli doz iki ayr1 gruba
verilmis ve 14. giinde tek doz olarak 40 mg/kg DMH uygulandiktan sonra 15. giinde
sakrifiye islemi gergeklestirilmis ve ¢alismada GA’nin DMH ile kolon toksisitesi
olusturulan ratlardaki etkisine bakilmistir. Bu calismanin sonuclarina gore, GA
takviyesinin, Wistar ratlarinin kolonunda DMH'min neden oldugu oksidatif stres,
inflamasyon, proliferasyon, apoptoz, miisin azalmasit ve goblet hiicresi

pargalanmasini iyilestirmede faydali oldugunu gostermistir (Shree ve ark., 2020).

1.4. Ratlarda Deneysel Kolon Kanseri Olusturma Modeli

1,2-dimetilhidrazin (DMH), karacigerde metabolize edilen ve oksidatif strese
yol actigr bilinen elektrofilik diazonyum iyonu iretimiyle sonuglanan giiglii bir
kanserojendir. DMH, DNA bazlarina metil eklenti olusumunu, nokta mutasyonlar1 ve
makroskopik olarak goriiniir neoplazmlar olusumunu indiikleyen DNA'y1 hedefleyen
kolona 6zgii bir kanserojendir. Kolon adenomlar1 genellikle polip seklinde bulunur.
Aberran kript odaklar1 preneoplastik lezyonlardir ve insan sporadik kolon
karsinomunda goriilenlere ¢ok sayida benzerlik gosteren kolorektal kanserin
onciileridir. Bu nedenle, deneysel modellerde DMH indiiksiyonunun neden oldugu
aberran kript odaklar1 olusumu ve biiylimesi, kolon karsinogenezinin modiilatorlerini
tanimlamak igin giiglii bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Giftson ve ark., 2010;
Sivaranjani ve ark., 2016; Darband ve ark., 2020).

Sekil 1.3. 1,2-dimetilhidrazinin kimyasal yapisi (Yao ve ark., 2021).

Wistar ratlarda DMH uygulanmasinin kisa ve uzun siireli etkisinin

karsilastirildigi bir ¢alismada; 2 hafta boyunca haftada 2 kez 40 mg/kg subkutan



enjeksiyonla DMH uygulanan ratlar, 4. ve 30. hafta sonunda sakrifiye edilmistir. Bu
iki gruptaki ratlarda aberran kript odaklari (ACF) olusumu karsilastirilmistir. 4. hafta
sonundaki deneyde, ratlarin kolonunda % 91.5 bir veya iki, % 8.5 ise ii¢ veya daha
fazla kript olusurken, 30. hafta sonunda ise % 46.9 ii¢ veya daha fazla kript oldugu
gbzlenmistir. Boylece, 4. haftadan 30. haftaya kadar c¢oklu kriptlerden olusan bir
ACEF ilerlemesi bildirilmistir. Ayrica 30. hafta sonunda 10 sigandan 8’inde 9 adet iyi
diferansiye adenokarsinom bulunmustur. Mevcut veriler, kisa vadeli (4 hafta)
deneyde ACF'nin DMH tarafindan indiiklenmesinin, orta vadeli (30 hafta) deneyde
iyi farklilasmis adenokarsinomlardaki gelisme ile iligkili oldugunu gostermektedir
(Rodrigues ve ark., 2002). Literatiirde de bu haftalar araliginda (4-30 hafta DMH
uygulayip, gelisimini bekleyen ¢aligmalar yer almaktadir (Christudoss ve ark., 2018;
Ganaie ve ark., 2019; Giftson ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2017). Bizde
projemizde literatiirdeki bu verileri goéz Oniine alarak, deney protokoliimiizii

sekillendirdik.

Kolon kanseri (zaman bagl degigim) #
Adenomatoz Soas Adenokarzinoma Kanser
I i ‘ 2 : Adeno! 0! ns
Hiperproliferasyon polipler displazi
Anormal hiicre
baviimesi O
Bemgn,\ Malignant

Sekil 1.4. Zamana bagli kolorektal kanser gelisimi (Wahab ve ark., 2021)

1.5. ER Stresinin Kolon Kanseri Patogenezindeki Yeri

Endoplazmik Retikulum (ER), graniilli (Contreras ve ark., 2018) ve diiz
(Casanova-Marti ve ark., 2020) olmak iizere okaryotik hiicrelerde protein sentezi,
katlanmasi, ayrilmasi ve tasinmasindan sorumlu olan temel bir organeldir. Hiicresel
proteinlerin yaklasik {igte biri, uygun hiicre i¢i veya hiicre dis1 lokasyonlarina

ulasmadan once rER'da islenmek iizere hiicresel protein trafigine girer (Wang ve
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ark., 2018). Salgi proteinleri, rER'de bulunan membrana bagl ribozomlar tarafindan
sentezlenir ve daha sonra ER liimenine taginir. ER, protein katlanmasi ve kalite
kontrolii yaparak islev goriir. ER liimeni, 6zel saperon ve enzimlere sahip protein
katlanmas1 sirasinda disiilfit baglarinin olusumunu destekleyen 6zgiin bir oksitleyici
ortam saglar (Wang ve ark., 2018). ER sadece temel hiicresel fonksiyonlar i¢in hayati
Oonem tagimaz, ayn1 zamanda hiicre i¢i ortami izleyerek metabolik ve stres yanitlarini
buna gore ayarlayan homeostatik bir cihaz olarak gorev alir (Storm ve ark., 2016).
Katlanmamis proteinlerin  birikmesi (0rnegin protein salgilanmasi1  yiiksek
oldugunda), ER Ca+2 seviyelerindeki dengesizlik, glukoz yoksunlugu veya hipoksi
gibi stresli kosullarin hepsi ER stresi olarak adlandirilarak ER fonksiyonunun
bozulmasina yol agabilir (Storm ve ark., 2016). ER homeostazini ve normal hiicresel
fonksiyonu eski haline getirmek icin sinyal iletim yollar1 etkinlestirilir. Bununla
birlikte, stres c¢oziilemezse, sagkalim sinyali hiicre Oliimii ile sonuglanan pro-
apoptotik bir sinyale gecer. Bu olas1 sonuglarin her ikisine de katlanmamis protein
yanit1 (UPR) (Subramanian ve ark., 2016) adi verilen yiiksek derecede entegre sinyal
iletim yollarmin diizenlenmesi aracilik eder (Storm ve ark., 2016). UPR sensorii
olarak 3 transmembran protein tanimlanmistir. Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
(PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve inozitol gerektiren enzim
la (IREla)’dir. Aktivasyon iizerine, bu ER sensorleri, ER homeostazisini eski haline
getirmek i¢in diizeltici eylemleri ortaya ¢ikaran sinyalizasyon kademelerini baglatir.
Memeli hiicrelerinde, UPR sinyalizasyonuna aracilik eden ii¢ yolak vardir: IREla-

XBP1, PERK-ATF4-CHOP ve ATF6 yolaklaridir (Wang ve ark., 2018).

Hiicreler, protein katlama kapasitesini ayarlayabilmek ve adaptif tepkilerle
cevap verebilmek icin protein katlama durumunu gozetim altinda tutarlar. Baska bir
deyisle, protein kalite kontrol substratlarin1 hedefleyen bu mekanizma, hiicrelerin,
yeni olusan zincirin katlanma durumundan ziyade translasyon durumunu
algiladigindan, anormal proteinleri tanimak i¢in kullandiklar1 kodu genisletir (Gao ve
ark., 2022). IREla, UPR'nin dinamik sinyallesmesini diizenler. Katlanmamis veya
yanlis katlanmig proteinleri hiicrelerde biriktirdikten sonra, IREla, GRP78'den
ayrilarak IREla'nin dimerizasyonunu ve trans-otofosforilasyon mekanizmalarini

tetikler (Gao ve ark., 2022). Mevcut kanitlar, kinazin aktif bolgesinde ATP veya
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ADP'nin baglanmasiyla RNaz alanmin trans-otofosforilasyonuna ve allosterik
aktivasyonuna izin verdigi i¢in oligomerizasyonun IRE!1 i¢in ¢ok énemli oldugunu
gostermektedir. Aktivasyon lizerine, IRE1a, transkripsiyon faktorii X-box baglayici
protein 1'i (XBP1) kodlayan mRNA'dan 26 ¢ift baz ¢ifti fragmanini ayirarak XBP1'i
inaktif formdan aktif forma cevirir (Gao ve ark., 2022). inaktif XBP1, proteazomlar
tarafindan hizla pargalanan kisa omiirlii bir proteindir. Temel bir 16sin bdlgesi
fermuar1 transkripsiyon faktorii nedeniyle, XBPl'ler protein katlanmasini,
salgilanmasmi1 ve fosfolipid sentezini kontrol edebilir. ER saperon protein
kodlamasinin diizenlenmesi ile XBP1'ler, ER boslugundaki protein degradasyonunun
bir Giyesidir ve yaygin olarak UPR aktivasyonunun gostergesi olarak kullanilir (Gao

ve ark., 2022).

Normal fizyolojik kosullar altinda, bu transmembran proteinleri
immunglobulin protein baglayici (BiP) tarafindan inaktif bir konfigiirasyonda tutulur.
Yanlis katlanmis proteinlerin veya UPR'yi aktive edebilen diger uyaranlarin
birikmesi tizerine BiP olarak da bilinen glukozla diizenlenen protein 78 (GRP-78),
ER sensorlerinden ayrilir ve bunun yerine ER liimenindeki katlanmamis proteinlere
baglanir. ER stres sirasinda GRP-78'in  ayrilmasi, IRE-loa ve PERK'in
otofosforilasyonuna yol agarken ATF-6 ise posttranskripsiyonel modifikasyona
ugrayarak golgiye gonderilir. IRE-1a ve PERK'in aktivasyonu, gen ekspresyonunda
degisikliklere ve hiicrede karsilik gelen fenotipik tepkilere yol agan akigindaki
transkripsiyon faktorlerini de aktive eder (Storm ve ark., 2016). UPR sinyali, salg1
yolunun hemen hemen her yoniinde yer alan proteinlerin ekspresyonunu
indiikleyerek homeostaz1 geri kazanmayr amaglamaktadir. Gen ekspresyon verileri,
UPR'nin ER'ye protein girisi, katlanma, glukozilasyon, ER ile iligkili degradasyon
(ERAD), protein kalite kontrolii, redoks metabolizmasi, otofaji, lipit biyogenezi ve

vezikiiler trafik islemlerinde rol oynadigini gostermistir (Storm ve ark., 2016).

Ikinci sensér olan PERK, esas olarak protein translasyonunu zayiflatarak ve
oksidatif stresi diizenleyerek UPR'ye katilir. PERK, antioksidan proteinleri
indiikleyen transkripsiyon faktorii NRF2'yi fosforile eder ve aktive eder. Ek olarak,

PERK okaryotik baglama faktor 2o 'y1 (elF2a) fosforile eder. Fosforillenmis
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elF2a'da, mRNA translasyonunun erken basamaklarinda iglev goriir (lurlaro ve
Muiioz-Pinedo, 2016). Alfa alt biriminin fosforilasyonu iizerine translasyonel azalma
olur. Ama bununla birlikte, dahili ribozomal giris bolgelerine sahip mRNA'lar, bu
kosullar altinda yine de translasyona ugrar. ATF-4, elF2o inhibe edildiginde
indiiklenen ve translasyona ugrayan bir transkripsiyon faktoriidiir. ATF-4, protein
sentezi ve salgilanmasinda, amino asit sentezinde ve tasinmasinda ve antioksidan
stres yanitlarinda rolleri olan genleri indiikler (lurlaro ve Mufioz-Pinedo, 2016).
ATF-4 ayrica hiicre Oliimiiniin indiiklenmesinde rol oynadigi biline ikinci bir
transkripsiyon faktorii olan CHOP proteinini de indiikler. Bu protein ayrica elF2a 'ya
0zgl bir fosfataz kompleksinin diizenleyici bir alt birimi olan biiyiime durdurma ve
DNA hasar ile indiiklenebilir proteinin (GADD34) sentezini uyararak homeostazin
geri kazanilmasina da katilir (Chen ve ark., 2022; lurlaro ve Mufoz-Pinedo, 2016).
PERK'nin yani sira diger kinazlarin da elF2a'y1 fosforile ettigi gosterilmistir. Bu
elF2a/ATF4/CHOP yolag1 besin acglig1 gibi bazi uyaranlarin kinazlar paralele olarak
devreye sokmasiyla genel olarak entegre stres tepkisi olusturdugu bilinmektedir

(lurlaro ve Mufioz-Pinedo, 2016).

ATF-6, ER’de bulunan ve 16sin fermuar transkripsiyon faktorii ailesinin bir
tiyesi olan bir transmembran proteinidir. ATF-6'nin 50 kDa aktif formu, ER stresiyle
ilgili sinyal iletimindeki roliiyle bilinir (Chen ve ark., 2022). Memeliler iki homolog
ATF-6 proteini olan; ATF-6a (670 amino asit) ve ATF-6p (703 amino asit) yer alir.
Birincisinin biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri, ikincisinden 6nemli 6l¢iide daha
lyidir. ATF-6 izoformlarmin C-terminali ER'nin liimenine uzanirken, N-terminali
sitoplazmaya bakar. ATF-6'nin sitoplazmik kismi, temel 16sin fermuar DNA baglama
ve transkripsiyon aktivasyon alanii ve ardindan 20 amino asitlik bir transmembran
alanim igerir. Ilging bir sekilde, ATF-6a ve ATF-6p onemli sekans homolojisine
sahip olsa da, bu izoformlar farkli transkripsiyon aktivasyon alanlar
sergilemektedirler. Aslinda, ATF-6a giiclii bir transkripsiyon aktivatorii iken, ATF-
6B (zayif bir transkripsiyon aktivatorii) ATF6a'nin aktivasyonunu inhibe edebilir
(Chen ve ark., 2022). Grp78'den ayrildiktan sonra, ATF-6 Golgi aparatina taginir ve
niikleusa aktarilabilen aktif bir transkripsiyon faktorii olusturmak {izere regiile

edilmis intramemran proteolizler, proteazlar (Sitel/SIP ve Site2/S2P), tarafindan
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etkinlestirilir. Aktif ATF-6, CHOP, saperon ve ERAD bilesenlerinin ifadesini
indiikleyebilir (Chen ve ark., 2022; lurlaro ve Mufioz-Pinedo, 2016).
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Sekil 1.5. UPR sinyalizasyonuna aracilik eden yolaklar (Wang ve ark., 2018).

Hem ER stresi hem de UPR, insan kolon adenokarsinomu da dahil olmak
tizere tiimorlerin gelisiminde rol oynamaktadir (Piton ve ark., 2016). UPR'nin aktive
oldugu tiimorlerin tedaviye daha direngli, daha agresif ve daha erken niiksettigi
goriilmektedir. Aksine, UPR bozuklugu olan tiimérler biiyiimeye daha az egilimlidir.
Piton ve ark.’nin ER stresi, UPR ve Kkolon adenokarsinomu gelisimi iizerine
yaptiklar1 bir ¢alismada, BiP ekspresyonu ile kolon karsinogenezi arasinda pozitif,
CHOP ekspresyonuyla ise negatif bir korelasyon tespit etmislerdir. Bu bulgular ile
ER stresinin onkogeneze eslik ettigi ve CHOP gibi ER stresinin toksisitesine aracilik
eden protein kaybinin tiimér olusumunu kolaylastirabilecegi yoniinde bir model

olusturdugu yorumuna gitmislerdir (Piton ve ark., 2016).
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GRP78 indiiksiyonu ve UPR aktivasyonu, onkojenik ilerlemede 6nemli bir
rol oynamaktadir, bu nedenle kanser hiicrelerinin hayatta kalmak i¢in UPR sinyal
yollarina bagliliginin arttirilmasi, kanser karsit1 arastirmalarda kullanilabilir (Sharma
ve ark., 2018). GRP78'in asir1 ekspresyonu, diinyadaki en yaygin {igiincii kanser olan
kolon kanseri de dahil olmak tizere gesitli kanserlerde tespit edilmis (Chang ve ark.,
2015) ve patogenezine katildigi ¢alismalarda gosterilmistir (Takahashi ve ark., 2011).
PERK veya IRE-1a'nin enzimatik aktivitesinin kii¢iik molekiillii inhibitorleri, ¢esitli
klinik 6ncesi kanser modellerinde etkinlik gostermistir. UPR'nin IRE-1a / XBP1
yolagi, anjiyogenezi ve kanser hiicresi ¢cogalmasini tesvik etmek i¢in triple negatif
meme kanserlerinde Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor-lo. (HIF-la) ile sinerji

gosterdigi bildirilmistir (Hetz ve ark., 2020).

Solid tiimdrler ve metastatik tiirevleri hipoksi, besin yoksunlugu, laktik asidoz
ve oksidatif stresle birlikte ER stresine ve fonksiyonunun azalmasina yol acar.
Birgok acidan UPR, kanser hiicrelerinin ¢ok olumsuz kosullarda hayatta kalmasini
saglayarak tiimor biiylimesini destekleyen bir sitoprotektif mekanizma olarak
goriilebilir. Baska bir bakis acisindan da, UPR hiicre 6liim yollarin1 baslatarak
konagin korunmasina hizmette edebilir. UPR sinyalizasyonu, anjiyogenez, invazyon,
mitokondriyal fonksiyon, hiicreler arasi iletisim ve tiimérle iliskili inflamasyon dahil
olmak iizere tiimor hiicresi biyolojisinin ¢esitli yonlerinde belirtilmistir (Storm ve
ark., 2016). Ayrica inflamasyon ve ER stres yolagi arasinda, gesitli hastaliklarin
progresyonunu Ve patolojisini etkileyebilecek siki bir bag vardir. ER stresiyle
indiiklenmis inflamasyon, tip 2 diyabet ve obezitenin progresyonuna yardimci ve
Crohn hastalig: ile tlseratif kolitte inflamatuvar bagirsak hastaliginin ilerlemesine
neden olabilir. Ek olarak, proinflamatuar diyetler (yani antioksidan igerigi diigiik
karbanhidrati zengin) artmis CRC riski ile iliskilendirilmistir (Mokarram ve ark.,
2017).
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1.6. HIF-1¢’nin Kolon Kanseri Patogenezindeki Yeri

HIF-1 transkripsiyon faktorii, hipoksiye adaptasyon cevabinin gelisiminde
anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir. Normoksik kosullarda HIF-1a alt
tinitesi ubikitinasyon yolu ile proteozomda degrade olur (Semenza, 2002). HIF-la,
HIF-1p ile sirasiyla HIF-1'den dimerize olur. HIF-1a alt birimi, biiyiik 6lgiide oksijen
konsantrasyonu tarafindan  diizenlenir ve hipoksi belirteci olarak hizmet eder.
Normal oksijen kosullarinda HIF-la; aktivite i¢in oksijen, demir iyonu ve 2-
oksoglutarat gerektiren prolil hidroksilazlar tarafindan hidroksile edilir. Hidroksile
edildikten sonra, HIF-la, E3 ubikuitin ligaz aktivitesi yoluyla onu proteasomal
bozunmaya yonlendiren, HIF-1'in negatif bir diizenleyicisi olan VVon Hippel-Lindau
timor baskilayiciya (pVHL) hizla baglanir (Mi ve ark., 2022). Hipoksik kosullar
altinda ise HIF-la, DNA iizerindeki “hipoksi cevap elemani” olarak tanimlanan
0zgiil diziye baglanir ve hedef genlerin ekspresyonunu tetikler. HIF-1a, fizyolojik ve
patolojik siire¢lerde tiimor biliylimesinde de oldugu gibi O2 homeostazinin merkezi

bir diizenleyicisidir (Semenza, 2002).

Ilag direnci, kanser tedavisinde kemoterapinin etkinligini simirlayan onemli
bir sorundur ve kat1 tiimorlerin ¢cogu kemoterapi veya radyoterapiye direng gelistirir.
Hipoksiye bagli HIF-la’nin stabilizasyonu bu siirecte rol oynar. HIF-la asir
ekspresyonu, akciger, pankreas, mide ve kolon da dahil olmak {izere cesitli kanser
tirlerinde gozlemlenmistir (Semenza, 2002; Zhong ve ark., 1999) ve ayrica HIF-1a
ilag akig proteinlerinin aktivasyonu, apoptoz ve yaslanmanin inhibisyonu yoluyla
kemorezistans: artirabilir (Wei ve ark., 2020). Onceki calismalar, HIF-1o'nin asir1
ekspresyonunun, birden fazla hipoksi ile indiiklenebilir genleri yukari regiile
edebildigini bulmustur. HIF-1a, hipoksik ortam altinda transkripsiyonel aktiviteye
sahip bir tiir niikleer proteindir ve tiimor hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi nedeniyle asir
eksprese edilir (Chai ve ark., 2022). Zhou ve arkadaslari, HIF-la'nin histolojik
derecelendirme  yapilan, tiimoriin  Ozellikleri-lenf  nodu-metastaz ~ (TNM)
evrelendirilmesinin kolon kanserli hastalarda yiiksek tanisal ve prognostik deger
gosterdigini bulmuslardir (Chai ve ark., 2022; Zhou ve ark., 2020). Plazma HIF-1a,

potansiyel olarak vaskiiler duvar hipoksisinin veya aterosklerozun boyutunu temsil

16



edebilecek bir biyobelirtectir. Bazi tiimorlerde dahil olmak iizere diger patolojik
durumlarla iliskili hipoksinin ciddiyetini de yansitabilir (Heikal ve ark., 2018). in-
vitro ve in-vivo endotel hasarin ardindan HIF-la ekspresyonu ve saliminin
degerlendirildigi yakin zamanli bir ¢alismada, Karotis arterinde balon yaralanmasi
modeli uygulanmis olan ratlarda, dolasimdaki HIF1a'nin arter duvarinda indiiklenen
hipoksiyi yansittig1 bildirilmistir (Heikal ve ark., 2018). Sabry ve ark.’nin koleraktal
karsinomali hastalarda yakin zamanli yaptiklar1 bir ¢alismada, VEGF ve HIF-1la
diizeylerini Elisa yontemiyle ol¢miisler ve kontrollere kiyasla adenokarsinom ve
adenom hastalarinda plazma diizeylerini 6nemli 6l¢iide yiiksek bulmuslardir (Sabry
ve ark.,, 2019). Literatirde plazma HIF-lo seviyelerinin Elisa yontemiyle
diizeylerinin belirlendigi sinirh sayida ¢alisma yer almaktadir. Bizim calismamizda
kolon kanseri olusturulan ratlarda HIF-1a seviyelerinin hem tanida hem de GA ile

tedavi sonrasi diizeylerinin degerlendirilecegi ilk ¢alismadir.

1.7. Midkinin Kolon Kanseri Patogenezinde ve Literatiirdeki Yeri

Midkine (MK) ilk olarak 1988'de embriyogenezde yer alan retinoik asit
duyarli genin driinii olarak tanimlanmistir (Yazihan ve ark., 2022). Hiicre
proliferasyonu, hayatta kalma ve yer degistirme gibi cesitli hiicresel siireclerde rol
oynayan heparin baglayict bir biiyiime faktoriidiir. Bu tipik biiyiime faktori
aktivitelerine ek olarak MK, fibrinoliz, kan basinci, konak¢i savunmasi ve diger
stireclerle ilgili baska aktiviteler de gostermektedir. Bir¢ok hiicre ylizeyi
reseptOriiniin MK'nin ¢oklu biyolojik aktiviteleri ile iliskili oldugu belirlenmistir.
MK ekspresyonu bir¢ok insan karsinomunda siklikla artan bir biiyiime faktoriidiir.
Ayrica, kan MK diizeylerinin hasta sonuclar1 ile yakindan iliskili oldugu
belirtilmistir. MK'nin pargalanmasi ve blokaji, timor olusumunu ve timdr gelisimini
baskilar. Bu nedenle MK, kanser tedavisi i¢in bir tiimor belirteci ve molekiiler bir

hedef olarak goriilmektedir (Sakamoto ve Kadomatsu, 2012).
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Midkin, inflamatuar yanitlar1 modiile edebilir. Lokosit gogilinli artirarak,
kemokin sentezini uyararak ve T regiilator hiicrelerinin gelisimini Onleyerek

enflamasyonu indiikler (Marpaung ve ark., 2018).

Krzystek-Korpacka ve ark.’nin yaptigi ¢alismada, kolon kanseri tanis1 almig
hastalarda, kanserli ve normal dokudaki midkin seviyeleri karsilastirilmis ve
ortalama midkin seviyesinin kanserli dokuda anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Krzystek-Korpacka ve ark., 2012). Calisma sonucuna goére ayni
zamanda kanserli dokudaki midkin seviyesi tiimor boyutu ile negatif korelasyon
gosterirken, serum midkin konsantrasyonlar1 ile pozitif korelasyon egilimi
gostermistir (Krzystek-Korpacka ve ark., 2012). Yakin zamanli bir ¢alismada CRC'li
hastalarda ve saglikli kontrol grubunda serum MK diizeylerine bakilmis ve CRC'li
hastalarda serum MK diizeyi saglikli kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide yliksek
bulunmustur (Kemper ve ark., 2020). Ji ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada, kotii huylu
rektal kanserli hastalarda ameliyat 6ncesi serum MK ve CEA seviyelerinin iyi huylu
rektal polipleri bulunan hastalara ve saglikli kontrollere gére dnemli Ol¢iide daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Ji ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda kolon kanseri
olusturulan ratlarda serum midkine seviyelerinin hem tanida hem de GA ile tedavi

sonrasi diizeylerinin degerlendirilecegi ilk ¢alismadir.

1.8. Oksidatif Stres Parametrelerinin Kolon Kanseri Patogenezinde ve
Literatiirdeki Yeri

Kot beslenme, sedanter yasam tarzi, obezite, asir1 alkol tiiketimi, sigara ve
enflamatuar bagirsak hastaliklar (iilseratif kolit, Crohn hastaligi) gibi bir¢ok faktor
ve ayrica kalitsal ve genetik faktorler ile bunlarin yan sira reaktif oksijen tiirlerinin
asirt tretimi CRC gelisiminin ileri siiriilen mekanizmalarindan biri olan redoks
dengesinin bozulmasina ve oksidatif strese yol agar (Janion ve ark., 2022). Serbest
oksijen radikallerinin olusumu hem fizyolojik hem de patolojik siire¢lerin sonucudur.
Oksijen metabolizmasinda, molekiiler oksijenin H2O'ya dort elektronla indirgenmesi

mitokondriyal solunum zincirinde gerceklesir. Bununla birlikte, solunum zincirinin
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etkinliginin yaklasik %96-99 oldugu tahmin edilmektedir. Bu, geri kalan yaklagik
%1-4'in yalnizca kismi indirgenmeye tabi oldugu anlamma gelir. Bu tiir
reaksiyonlarin {iriinleri, stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini
iceren reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilir. Fizyolojik kosullar altinda,
ROS, antioksidan savunma mekanizmalar1 tarafindan hizla notralize edilir. Ancak
patolojik durumlarda redoks dengesi bozulabilir ve oksidatif stres olusabilir (Janion
ve ark., 2022).

Oksidatif stres, ROS {iretimi ile viicudun kendini detoksifiye etme ve serbest
radikaller de dahil olmak iizere ROS'un neden oldugu hasari onarma yetenegi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Artan oksidatif stres, hiicresel yapilarin
stabilitesi i¢in bir tehdittir. ROS fazlaliginin sonucu, niikleik asitler, proteinler ve
lipitler gibi makromolekiillerin hasar gérmesi ve viicudun metabolik aktivitesinin
bozulmasidir ve CRC hastalar1 da dahil olmak {iizere bir¢cok hastaligin gelismesine
yol acabilmektedir (Janion ve ark., 2022). Asirt ROS iiretimi kanserde de gozlenir;
bununla birlikte, kanser hiicrelerinde oksidatif stresi tetiklemekten sorumlu
mekanizmalar tam olarak kesfedilmemistir. ROS, DNA hasarmi indiiklemede,
apoptozu inhibe etmede ve malign hiicrelerin ¢ogalmasini ve metastazini tesvik
etmede yer alabilir. Prooksidan-antioksidan homoeostazi, Oncelikle endojen
enzimatik mekanizmalar yoluyla saglanir; bununla birlikte yagam tarzi, diyet, ilaglar,
besin takviyeleri ve stres gibi digsal faktorler de redoks dengesinin siirdiiriilmesinde

onemlidir (Mandal, 2017).

Kolorektal kanser patolojisinde siklikla kalic1 oksidatif strese sebep olarak;
DNA hasarina, kansere bagli genlerde mutasyonlara ve timor baskilayict genlerin
epigenetik susturulmasina yol acar. Boyle bir genomik instabilitenin sonucu olarak
da ROS’un ve reaktif azot tiirlerinin (RNS) hiicresel asir1 iiretimi gergeklesebilir ve
oksidatif DNA hasar1 ROS kaynakli karsinogeneze katilabilir (Giftson ve ark., 2010).
Yapilan 6nceki caligmalarda oksidatif stresin tiroid (Wang ve ark., 2011), servikal
(Srivastava ve ark., 2009) ve prostat kanserlerinin (Eroglu ve ark., 2013) olusumu ve
gelisimi ile yakindan iligkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte oksidatif stresin

biyobelirtegleri ile kolorektal kanser olusumu ve gelisimi arasindaki iliskiyi arastiran
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calismalarda mevcuttur (Leufkens ve ark., 2012). Total oksidan seviye (TOS)
genellikle viicudun genel oksidasyon durumunu, benzer sekilde total antioksidan
seviye (TAS) ise viicudun genel antioksidan durumunu 6lgmek icin kullanilir.
Oksidatif stres indeksi (OSI); TOS'un TAS'a oramdir. Bu oksidatif stres
parametreleri, viicuttaki genel oksidatif stres durumunu degerlendirmek igin
kullanilir. Bu yilizden ¢alismamizda genel oksidan/antioksidan durumu TAS ve TOS

parametreleriyle birlikte degerlendirdik.

1.9. LGRS Proteininin Kolon Kanseri Patogenezindeki ve Literatiirdeki

Yeri

Bagirsak kriptinin (bagirsak bezi) ve bagirsak villusunun dig yiizeyi veya
epitelyumu, enterositler, goblet hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler gibi ¢ok sayida
terminal olarak farklilasmis hiicre tiplerini igerir. Normal sartlar altinda, her 2-7
giinde bir, gecen besinler tarafindan siirekli olarak yiprandigi i¢in bu hiicrelerin
yerini alacak yeni epitel olusur. Bu rejenerasyon, kriptin bazal kismindaki
proliferasyon, migrasyon ve farklilagmaya ugrayan multipotent kok hiicreler
tarafindan siirdiiriilir (Jahanafrooz ve ark., 2020). Proliferasyondan farklilasmaya
giden yoldaki herhangi bir yanlis diizenleme, kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve timor
olusumuna yol acabilir. Bununla birlikte, kript tabaninda bulunan telomeraz
aktivitesine sahip kolon kok hiicrelerinin proliferasyonu, sapmaya daha yatkindir
(Jahanafrooz ve ark., 2020). Stres bagirsak iskemisi gibi, bagirsak epitel hiicre
soyuna, Ozellikle kok hiicrelere zarar verebilir, dolayisiyla normal homeostaz1 ve
bagirsak bariyer fonksiyonunu bozabilir. Her bir kript bazinda 4 ila 6 kok hiicre, daha
sonra bagirsak homeostazinin siirdiiriilmesini saglayan gecis bolgesinde epitel
progenitdr hiicreler liretir. Bagirsaklar da dahil olmak iizere bazi organlardaki kok
hiicrelerin strese yanit verdigi ve hasarlarin tekrar iyilesmesini sagladigi

gosterilmistir (Dong ve ark., 2020).

Losince zengin tekrar igeren G-protein bagli reseptor 5 (LGRS); ince

bagirsak, kolon ve karaciger dahil bir¢cok doku/organda kanser kok hiicresi belirteci
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olarak potansiyel bir ilgi uyandirmaktadir (Cao ve ark., 2020). Kolon kanseri kok
hiicrelerinin ¢ogunlukla, LGR5+ hiicre yiizeyi belirtecine sahip bagirsak kok
hiicrelerinden tiiretildigi bildirilmistir (Jahanafrooz ve ark., 2020). Kolon ve
bagirsakta, LGRS kok hiicre havuzu, fonksiyonel epitel hiicrelerinin kaybini telafi
etmek icin slirekli olarak ¢ogalir ve olgun hiicre tiplerine farklilasirlar. Ayrica, bu
LGR5 kok hiicreleri, bagirsak kanserinden koken alan kanser hiicreleri olarak
onkogenez siirecine de katilirlar. LGRS5; kolon kanseri, bagirsak kanseri ve bazal
hiicreli karsinomda kanser kok hiicrelerini isaretler. Bagirsak adenomunun yani sira
malign karsinomda, LGR5 hiicreleri siirekli olarak timor hiicrelerinin %5-10'unu
olusturur ve timor biiyiimesini tetikler (Cao ve ark., 2020). Spekiilatif bir agiklamaya
gore tiimorlerin LGRS5-pozitif kok hiicrelerinden tiiredigi, ancak bu hiicrelerin daha
sonra timor ilerlemesi sirasinda bastirildigi seklindedir. LGRS kanser kok
hiicrelerinin hangi evrede hedeflenecegini belirlemede bu dinamikler 6nemli olabilir.
Yerlesik tiimorlerden LGRS hiicre ablasyonu gergeklestirildigi zaman, bu evredeki
vazgecilebilir fonksiyonlarinin yani sira LGRS hiicrelerinin ylizdesinin diisiik
olmasina bagli olarak kiiciik bir etki gozlemlenmistir, ancak erken evredeki
deplesyon optimal antitiimér etkileri saglamstir. Bu sonug, LGRS hiicrelerinin primer
ve metastatik kolon kanserinde farkli roller oynadigini gosteren onceki bulgularla

uyumludur (Cao ve ark., 2020).

LGRS, Wnt sinyal yolaginin bir iyesidir. Wnt sinyal yolagi bilesenlerini
hedeflemeye yonelik farkli stratejiler, kolon kanseri tedavisi i¢in umut vericidir
(Jahanafrooz ve ark., 2020). Ayrica, dogal antikanser ajan olarak bilinen silibinin,
Wnt sinyal yolagimi etkiledigi ve kolon kanseri kok hiicrelerinin biiyiimesini
baskiladigr bildirilmistir (Kumar ve ark., 2014). Lee ve ark.’nin biyoaktif bilesenleri
olarak klorojenik asit, ellajik asit, gallik asit ve katesin iceren ceviz fenolik
ekstratinin kolon kanseri hiicre hatt1 lizerine olan etkisine baktiklar1 bir ¢alismada,
ceviz fenolik ekstrat1 kolon kanseri kok hiicresi isaretleyicileri olan; CD133, CD44,
DLK1 ve Notchl'in yani1 sira katenin/p-GSK3 sinyal yolunu down-regiile etmistir
(Lee ve ark., 2016). Bu eckstrat kanser kok hiicrelerinin kendilerini yenileme
kapasitesini bastirmistir ve primer kolon tiimdriinden izole edilen primer kolon

kanseri hiicrelerinde spesifik kanser kok hiicresi belirteglerini inhibe etmistir. Bu

21



sonuglarda ekstratin kolon kanser kok hiicrelerinin 6zelliklerini diizenleyerek kolon
kanserini baskilayabilecegini gostermistir (Lee ve ark., 2016). Yakin zamanda
yapilan bagka bir ¢alismada da, liziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstratinin bagirsak
organaoidlerinde uzun siireli maruz birakilmasi sonucu hiicre farklilasmasini tegvik
ettigi ve LGR5+ gen ifadesini giiclii bir sekilde down regiile ettigini bildirmislerdir
(Casanova-Marti ve ark., 2020). Bizde calismamizda ratlarda olusturacagimiz
deneysel kolon kanseri modelinde, LGR5 antikoruyla kanser kok hiicrelerini
isaretleyip, bu hiicrelerin terapétik hedefleme potansiyelini kesfetmeyi ve diyatsel

ajan olarak verilen GA’nin etkinligini arastirmayi amacladik.

Ozetlemek gerekirse calismamizda ratlarda olusturulan bu modelle kolon
dokusunda ve serumda; TAS, TOS, HIF-1o, midkin, total kalsiyum ve protein
olciimii yaparak Ca*? hesaplamasini analiz etmeyi planladik. Cesitli ¢alismalarda
iyonize Ca*? seviyelerindeki dengesizlik, glukoz yoksunlugu veya hipoksi gibi stresli
kosullarin hepsinin ER fonksiyonunun bozulmasina yol agabilecek durumlar olup ER
stresinin de insan kolon adenokarsinomu dahil olmak tizere tiimérlerin gelisiminde
rol oynadig1 belirtilmistir (Storm ve ark., 2016). Ozellikle GA ile tedavi sonrasinda,
UPR sinyal yolagindaki proteinlerin (GRP-78, PERK, IRE-la, ATF-6, ATF-4,
CHOP) bundan nasil etkilendigini analiz etmeyi, kolon dokusunda yapilacak olan
histopatalojik incelemeyle iliskisini ve ayrica ila¢ g¢alismalarinda hedef olarak

degerlendirilebilecek parametreler olup olmayacagini aragtirmayr amagladik.

1.10. Literatiir Ozeti

Gallik asit, dogada bulunan bir tiir dogal polifenol bilesigidir ve yesil cay,
Ganoderma lucidum ve diger bitkiler gibi birgok Cin ilacinda yaygin olarak bulunur.
Yapilan caligmalarda GA'nin 6nemli anti-inflamatuar ve antiviral etkiler gosterdigi
bildirilmistir. GA'nin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilecegi belirtilmistir.
Ornegin, birka¢ ¢alisma, GA'nin akciger kanseri ve 6zofagus kanseri hiicreleri
tizerinde engelleyici bir etki gosterdigini gostermistir (Lin ve ark., 2021). Lin ve ark.

(2021), tarafindan yapilan calismada GA, in vivo olarak insan kolon kanseri HCT116
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ve HT29 hiicre hatlarina 24 saat boyuna farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir.
Calisma sonucunda GA’nin tiimor biiyiimesini Onledigi, timor apoptozunu
indiikledigi ve p-SRC, p-EGFR, p-STAT3 ve p-AKT seviyesini diislirdiigii ve sonug
olarak, GA'nin SRC ve EGFR fosforilasyonunu inhibe ederek kolon kanseri
proliferasyonunu baskiladig: bildirilmistir (Lin ve ark., 2021).

Yoshioka ve ark. (2000), tarafindan GA’nin insan kolon adenokarsinomu
COLO 205 hiicreleri tizerindeki antitimor etkilerinin arastirildigi ¢calismada; COLO
205 hiicrelerinin gallik aside maruz birakalmasi hem biiylime inhibisyonuna hem de
apoptozun indiiklenmesine yol agtig1 bildirilmistir. Apoptozun oOzellikleri olan
DNA'min  oligoniikleozom  boyutundaki  pargalara  bdlinmesinin ~ GA
konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak degistigi belirtilmistir (Yoshioka ve ark.,
2000).

Kolon kanseri hiicre hatlarindan olan HCT-15 iizerine GA'nin uygulandig1 in
vitro bir c¢alismada; GA'min HCT-15 hiicrelerinin proliferasyonunu ve koloni
olusumunu baskiladigi ve anti-kanserdz etkisinin reaktif oksijen tiirlerine bagh
apoptozu takip ettigi bulunmustur. Lipid tabakasmin kirilmasi ve mitokondriyal
membran potansiyelinde diisme gibi apoptoz ile iliskili erken olaylar, hiicre
dongiistiiniin  durmas1 ile birlikte HCT-15 hiicrelerinde GA'min uygulanmasiyla

indiiklendigi de bildirilmistir (Subramanian ve ark., 2016).

Forester ve ark. (2014), tarafindan Caco-2 hiicre hatlarinda yapilan ve GA'nin
uygulandigi bagka bir caligmada; GA'min kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozu
indiikledigi  bildirilmistir. Ayrica  GA'nin  DNA pargalanmasina ve niikleer
yogunlagsmaya neden oldugu ve NF-kB, AP-1, STAT-1 ve OCT-1 transkripsiyon
faktorlerini inhibe ettigi belirtilmistir (Forester, Choy, Waterhouse, & Oteiza, 2014).

Obafemi ve ark. (2021), tarafindan fruktozla beslenen diyabetik si¢anlarda
metformin ve GA'nin glukoz metabolizmasi, inflamasyon, oksidatif ve ER stresleri
tizerindeki etkisinin arastirildigr calismada; normal kontrol, diyabetik kontrol,

yalnizca 100 mg/kg viicut agirligt metformin, 50 mg/kg viicut agirhigt GA ve her
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ikisinin bir kombinasyonu olarak uygulanan 5 grup olusturulmustur. Diyabetik
kontrole gére GA’nin uygulandigi grupta karaciger dokusunda siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksizdaz da anlamli bir artis gézlenirken, malondialdehit
diizeyinin distiigiinii belirtmislerdir. Karaciger dokusunda ATF-4 protein ifadesine
bakildiginda ise diyabetik kontrole gére GA uygulanmasinin ATF-4 ekspersyonunu
anlamli derecede azalttig1 bulunmustur (Obafemi ve ark., 2021).

Tiroidektomi yapilarak hipotiroidi olusturulan sicanlarda GA'nin noéronal
koruma saglayip saglamadigini gozlemlemek igin siganlarin hipokampiisii ¢ikarilarak
yapilan c¢aligmada; kontrol ve 50mg/kg GA verilen gruplar olusturulmustur.
Hipotiroid olan si¢anlarda lipid peroksidasyonun, reaktif oksijen tiirlerinin ve
nitritlerin arttig1; ayrica IRE-1a, PERK ve ATF-6a yollarini aktive ederek ER stresini
arttirdig1 bildirilmistir. GA 1ile tedavi edilen hipotiroid sicanlarda ise oksidatif stresin
azaldigi, IREla ve ATF6 yoluyla endoplazmik retikulumla iligkili protein yikimini
(ERAD) arttirdig1 belirtilmistir. Ayrica, GA tedavisi ile Bax/Bcl2 oranmin arttigi,
p53 ve kaspaz 12'min asir1 ekspresyonunu engelledigi gozlenmistir. Hipotiroid
hayvanlardaki bu tedavi, hipokampusta gozlemlenen néronal koruma ile
iligkilendirilmis ve hipokampal hasar1 Onledigi Blas-Valdiva ve ark. (2021)
tarafindan yapilan ¢alismada belirtilmistir (Blas-Valdivia ve ark., 2021).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kimyasal Hazirlanmasi

DMH (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) 1 mM EDTA igerisinde
¢oziilecek, 1 mM NaOH ile pH 6,5'e ayarlanarak ve ilk 10 hafta boyunca haftada bir
kez 30 mg/kg viicut agirligi dozunda subkutan olarak sag uyluktan ratlara

uygulanmistir (Giftson ve ark., 2011).

Gallik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD), tedaviden hemen 6nce
suda ¢oziindiriilerek ve gruplarda belirtilen 10 haftalik siire boyunca 50 mg/kg/giin
dozunda (Hsu ve Yen, 2007) oral yoldan verilmistir.

2.2. Hayvan Modeli ve Deney Tasarimi

Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarinda iiretilmis olan 6-8 haftalik Wistar albino erkek ratlar kullanilmistir.
Hayvanlar rastgele olarak her biri 12 sican igeren alt1 gruba ayrilarak ve kontrollii
sicaklik (24 £2 C), nem (% 50 £ 10) ve 12 saatlik aydinlik / karanlik dongiisii altinda
tutulmustur. Caligmaya Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onay verilmistir (26.08.2020 Etik Kurul karar tarihli ve 2020-14-26
sayil1). Calismanin total siiresi 20 hafta olarak planlanmis ve gruplar asagida

verildigi gibi olusturulmustur.

Grup 1; kontrol grubu olarak degerlendirilmis ve 10 hafta boyunca haftada 1

kez olmak tizere (subkutan enjeksiyon 30 mg/kg) serum fizyolojik uygulanmistir.

Grup 2; ¢alismanin ilk 10 haftas1 boyunca gavaj yontemiyle viicut agirligina

gore 50 mg/kg/glin GA verilmistir.
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Grup 3; ¢aligmanin son 10 haftas1 boyunca gavaj yontemiyle viicut agirligina

gore 50 mg/kg/glin GA verilmistir.

Grup 4; calismanin ilk 10 haftas1 boyunca haftada bir kez DMH (subkutan
enjeksiyon 30 mg/kg) enjekte edilmistir.

Grup 5; calismanin ilk 10 haftas1 boyunca GA+DMH uygulamas1 yapilmis
olup, yukaridaki gruplarda da belirtildigi miktarlarda (DMH: 30 mg/kg, GA: 50
mg/kg/glin) uygulanmistir.

Grup 6; ¢aligmanin ilk 10 haftasi boyunca DMH uygulanmig, 10. haftadan
sonra 20 haftalik siire¢ tamamlanana kadar GA verilmistir (Rodrigues ve ark., 2002;
Giftson ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2018). Tiim gruplarda toplamda 20 haftalik
stire tamamlanmis ve siire sonuna kadar rat kayb1 yasanmamustir. Deney tasarimina

ait uygulanan yontem asagida sunulmustur (Sekil 2.1).

1 10 20
DENEY SCRESI (Hafta) L |
KONTROL [ l
GA KONTROL (Il Asama) I I
GA KONTROL (Sea Assma) l l

b KONTROL 1RENENEE

X Asaaa ISESNENNERET
SN AsAMA Iyt

h— h—r e hd

Standart diyet
Standart divet + GA (50 mg/'kg/'glin, oral)

Standart divet + DMH (M mg/'kg/glin, subkutan) 10 hafta boyunca haftada 1 kez

8800

Standart diyet + DMG + GA

Sekil 2.1. Deney protokolii
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2.3. Laboratuvar Analizleri

2.3.1. Biyokimyasal Analizler

20 haftalik siire sonunda 12 saatlik aglik sonrasi ratlara genel anestezi altinda
intrakardiyak kan alimi ile 6tanazi uygulanarak ratlardan kan ve kolon doku 6rnekleri
alinmigtir. Kan 6rnekleri kirmizi kapakli diiz biyokimya tiiplerine alinarak ve 4000xg
10 dk santrifiij edildikten sonra serumlar1 eppendorf tiiplere alinarak dondurulmustur.
Alman bu oOrneklerde HIF-lo, midkin, TAS, TOS, total protein ve kalsiyum

diizeyleri analiz edilmistir.

Rat HIF-1a ve rat midkin diizeyleri sandvig-ELISA yontemiyle calisilmig
Olup bu belirteglerin piyasada mevcut olan hazir aragtirma kitleri kullanilmistir
(NEPENTHE Arastirma Teknolojileri, Gebze, Kocaeli). Bu yontemde; Rat HIF-1a
ve Midkin’e 6zgii antikorlar kitlerdeki mikro ELISA plakalarinin kuyucuklarinin kati
fazina immobilize haldedir. Bu plaka kuyucuklarina standartlar / numuneler
eklenerek antijen-antikor kompleksinin olusmasi beklenir. Daha sonra, her bir
mikroplaka kuyucuguna deteksiyon antikoru eklenir ve bu antikor, antijene farkl bir
epitopundan baglanir. Baglanmayan serbest bilesenlerin yikanmasindan sonra her
kuyucuga enzime ait substrat eklenir. Substrat deteksiyon antikoruna bagli enzimle
reaksiyona girer ve bu konjugati iceren kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Daha sonra
kuyucuklara durdurma soliisyonunun eklenmesiyle enzim-substrat reaksiyonu sona
erer ve renk sartya doner. Bu renk degisimi, 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiiliir ve optik dansite degerini verir. Bu deger
konsantrasyon ile dogru orantilidir. Numunelerin OD'si standart egri ile
karsilastirilarak numunelerdeki konsantrasyon degeri hesaplanmistir (ELISA Cihazi
Mikroplaka Okuyucu - Marka: Biotek, Model: EPOCH2NS / ELISA Cihazi
Mikroplaka Yikayici - Marka: Biotek, Model: 50TS12). Her iki ELISA Kkiti i¢in de;
mtra-assay CV <%S8 ve inter-assay CV <%10’dur. Sensitivite degerleri; midkine i¢in
9,51 ng/L ve HIF-1a igin 0,01 ng/mL’dir.
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Serum TAS ve TOS diizeyleri kolorimetrik olarak Olciilmiistiir (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep). TAS prensibine gore; ornekteki antioksidanlar, koyu mavi-
yesil renkli 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikalini renksiz
ABTS formuna indirgemektedir. Bu degisimin 660 nm'deki absorbans degisikligi,
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Trolox, vitamin E’nin suda
¢Oziinen analogu olup bu yontemde referans standart olarak kullanilir. TAS igin;
inter-assay CV %2,8 ve mtra-assay CV %3,3’tlir. TOS prensibine gore; 6rnekte
bulunan oksidanlar ferr6z iyon-selatér kompleksini ferrik iyona oksitlemektedir.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gii¢lendirici
molekiiller tarafindan uzatilir. Ferrik iyonlar asidik ortamda kromojen ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak olgiilmektedir. Test, hidrojen peroksit ile kalibre
edilir ve sonuglar, litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H202
esdegeri / L) cinsinden ifade edilir. TOS igin; inter-assay CV %3,2 ve intra-assay
CV %3,9’dur. OSI indeksi TOS/TAS olarak hesaplanmistir. (ELISA Cihazi
Mikroplaka Okuyucu - Marka: Biotek, Model: EPOCH2NS / ELISA Cihazi
Mikroplaka Yikayici - Marka: Biotek, Model: 50TS12).

Serum total protein miktar1 g/L birimiyle ifade edilir. iki degerlikli bakur,
alkalin sollisyonu i¢inde protein peptid baglar ile reaksiyona girerek karakteristik
mor renkli bitliret kompleksini olusturur. Bu renk yogunlugu, fotometrik olarak

oOl¢iilebilen protein konsantrasyonu ile dogrudan orantilidir.

Serum total Ca diizeyleri ise mg/dL birimiyle ifade edilir. Kalsiyum iyonlari,
alkalin kosullar1 altinda 5-nitro-5’-metil-BAPTA ile reaksiyona girerek bir kompleks
olusturur. Bu kompleks, ikinci adimda etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ile
reaksiyona girer. Absorbanstaki degisim, total kalsiyum konsantrasyonu ile dogru
orantilidir ve fotometrik olarak &lgiiliir. Bu 6lgiimler Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvarindaki otoanalizdrde gergeklestirilmistir
(Roche/Hitachi Cobas ¢503, Hitachi High-Technologies Corporation, Japan).
Olgiimiinii yaptigimiz total kalsiyum ve protein diizeylerini kullanarak Zeisler

Metodu ile de iyonize kalsiyum diizeyi hesaplanmistir. Bu metoda gore; Iyonize
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Kalsiyum (mg/dL) = [6,25 X Total Kalsiyum (mg/dL)] - [Total protein (gr/dL) X
3/8] / (Total protein (gr/dL) + 6,5) esitligi seklinde hesaplanmistir (Cokluk ve ark.,

2020). Hesaplama sonrasinda iyonize kalsiyum degerleri mmol/L’ye ¢evrilmistir.

2.3.2. Western Blot ve Histokimyasal Analizler

Cerrahi yontemle deneklerin kolonlart alindiktan sonra, kolon dokularinin bir
kisminda endoplazmik retikulum stresi sonucu UPR’ye aracilik eden 3 yolak
lizerindeki proteinler western blot yontemiyle tayin edilmisitir. Western blot;
dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan yontemdir. Prosediir 4
basliktan olusmaktadir: Orneklerin hazirlanmasi, yiiriitme ve transfer, tayin etmek
istedigimiz proteinin isaretlenmesi ve boyanmasi ile goriintileme ve analiz. Bu
yontemde  tayin  etmek  istedigimiz = proteinlerin = gruplar  arasindaki
konsantrasyonlarinin karsilastirmasini yapmak i¢in primer antikorlar olarak; PERK,

ATF-6, ATF-4, IREla, GRP-78, CHOP ve LGRS kullanilmustir.

Western-blot igin kolon dokular1 -80°C’den ¢ikartilarak homojenizasyon i¢in
Camiola (Lizis buffer) tampon ¢ozeltisine konmustur. Tamponun igerigi 0,368 gr
potasyum asetat, 0,8765 gr NaCl, ImL 0,5M EDTA (pH=8), 125uL Triton-X100 ve
0,871gr L-arginin tartilarak ¢ozelti S0mL’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan tampon
¢oOzeltiye 1 tane proteaz inhbitor tableti eklenmistir. Daha sonra 15000xg’de 20
dakika +4°C de santriflij edildikten sonra homojenat elde edilmistir. Western-blot
yontemine gegmeden Once her bir 6rnek igin protein miktar tayini analizi Lowry
yontemiyle yapilmistir (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). Protein miktar
tayini yaptiktan sonra 50 pg/ml’lik toplam proteine ornek ylikleme tamponu ilave
edilerek immuno-blot yontemine gecilmistir (Yiikleme tamponu: Glycerol; SDS
10%, 0,5 M Tris HCI pH 6,8, B-mercaptoethanol ve Bromophenol 0,5%). Protein
miktarlar esitlenmis olan ornekler %10 por c¢apl dikey yonlii jellere yiiklenerek
133V’luk sabit voltaj altinda yaklasik 2 saat ylritilmiistiir. Yuriitme islemi
tamamlandiginda proteinler agirliklarina gore ayrilmis duruma gelmistir (Cihaz:
Hoefer Ps2A/200 Cift Cikisli Elektroforez Giig Kaynagi). Bu asamadan sonra
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transfer cihazi yardimiyla agirliklarina gore ayrilan proteinler 30 dakika siiresince
polivinilidin difloriir (PVDF) membrana transfer edilmistir (Cihaz: Trans-Blot Turbo
Transfer System - Bio-Rad). Transfer sonrast membran %3 oraninda sigir serum
albiimini (BSA) iceren TBS-T (Tris Buffer Saline-%0,1 Tween 20) ile 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon asamasinin ardindan %3 oraninda albumin igeren TBS-T
soliisyonunda birincil antikorlar ile; GRP-78 (St John's Laboratory, STJ24096,
1:1000), ATF-6 (St John's Laboratory, STJ114444, 1:1000), ATF-4 (St John's
Laboratory, STJ11101481, 1:1000), p-IRE-1a (St John's Laboratory, STJ11101016,
1:1000), PERK (St John's Laboratory, STJ95031, 1:1000), CHOP (St John's
Laboratory, STJ92276, 1/1000), LGRS (St John's Laboratory, STJ112563, 1/1000)
ve p-actin (St John's Laboratory, STJ97089, 1:3000) istenilen protokole gore
hazirlanmis ve bir gece (+4 °C) inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin ardindan
membranlara TBS-T soliisyonu ile 3x10’ar dakika siireyle yitkama islemi yapilmistir.
Sonrasinda sekonder antikorla 1 saat inkiibe edildikten sonra tekrar 3x10’ar dakika
yikama yapilmigtir. Son olarak ECL substrat1 (WesternBright ECL HRP Substrate,
Advansta) olan luminol ile 1s1ma yapmasi saglanarak hassas X-i1gin1 radyografi
filmleri yardimiyla goriintileme yapilmistir (Cihaz: Azure 300 Kemiliiminesan
Western Blot Goriintiileme Sistemi). Elde edilen protein bant goriintiileri ImageJ

programiyla dansitometrik olarak analiz edilmistir.

2.3.3. Kolon Dokusunda Adenokarsinom Olusumunun Histopatolojik

Degerlendirmesi

Ratlardan alinan kolon doku 6rneklerinde makroskopik inceleme yapildiktan
sonra elde edilen dokular rutin doku takip islemlerinin ardindan parafin bloklara
gomiilmiistiir. Elde edilen parafin bloklardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler
alimmistir (Cihaz: Thermo Shandon). Alinan kesitler deparafinizasyon isleminden
sonra hemotoksilen eozin ile boyanarak, “Olympus CX41” 151k mikroskobunda
patolog tarafindan degerlendirilmis ve kanserli ratlardaki tiimorlerin evrelemesi;
Diinya Saglik Orgiitii, Sindirim Sistemi Tiimérleri, 5. baskisinda yer alan evrelemeye

gore yapilmigtir (WHO, 2019).
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Cizelge 2.1. Kolorektal kanserde TNM evrelemesi (WHO, 2019).

T — Tiimor Evresi  Aciklama

Tx Primer tiimér degerlendirilemez

TO Kolon ya da rektumda tiimor tespit edilmemis

Karsinoma in situ: Kanser hiicreleri sadece epitelde veya lamina

Tis .
propriada bulunur
T1 Timor submukozay1 invaze etmis (mukozadan submukozaya gegis)
T2 Timor muskularis propriayi invaze etmis (kas tabakasina ulagmis)
Timor peritonla kapli kisimlarda subserozaya ulagmis, peritonla kaplh
T3 olmayan kolon ve rektum kesimlerinde ise perikolik ve perirektal
dokular1 invaze etmis (¢evre organlara sigramamistir)
Timor direkt olarak diger organlar1 invaze etmis ya da peritonu
T4 delmis

T4a: Viseral peritonun yiizeyinde biiylime

T4b: Tumor biiylimiis veya diger organlara veya yapilara sigramigtir.

Ayrica kolon kanserlerinde histopatolojik diferansiyasyon derecesi “grading”
olarak adlandirilir ve prognostik onemi vardir. Iyi diferansiye (diisiik dereceli)
olanlar Grade I orta derecede diferansiye (orta dereceli) olanlar Grade II, koti
diferansiye olanlar (yiiksek dereceli) Grade III ve diferansiye olmamis (yiiksek
dereceli, anaplastik) Grade IV olarak siniflandirilmaktadir (WHO, 2019).

Immiinhistokimyasal analiz igin; indirekt biotinsiz immunhistokimya
sekonder kitleri ile primer antikor olarak LGRS immiinhistokimya antikoru
arastirtlmistir. Calismamizda LGRS immiinohistokimya boyamasi i¢in 4 deneme
yapilarak optimize edilmeye calisilmistir. 4. deneme sonrasinda zemin boyanmasi
azalmis ve daginik lenfoid hiicrelerde boyanma saptanmistir. Bunun sonucunda
gruplara ait orneklerin bir kismi LGRS immiinohistokimyasal olarak boyanmustir.
Fakat beklenilen hiicrelerde boyama gerceklesmedigi ve optimize edilemedigi i¢in

degerlendirmeye alinmamustir.
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2.4. istatistiksel Analizler

Aragtirmamizdan elde edecegimiz tiim verilerin istatistiksel analizini
gerceklestirmek i¢in fakiiltemiz biyoistatistik boliimiinden destek ve danigmanlik

alinmustir.

Arastirmamizda ratlara verilen normal rat yemi, DMH dozu (30 mg/kg) ve
gallik asit dozu (50 mg/kg) bagimsiz degiskenlerdir. Bu degiskenlerle iliskisini
inceleyecegimiz serum biyokimyasal parametrelerinin degerleri (kalsiyum diizeyleri,
total protein), oksidatif strese iliskin parametrelerin (TAS, TOS) diizeyleri, serum
HIF-1a, midkin diizeyleri, kolon dokusundaki PERK, ATF-6, ATF-4, IRE-10, GRP-
78, CHOP ve LGRS diizeyleri ise bagimli degiskenlerimizi olusturmaktadir.

Verilerin analizinde SPSS 11.5 for Windows paket programi kullanilarak
yapilmistir. Sonugclar ifade edilirken ortalama + standart sapma seklinde tanimlayict
istatistikler kullanilmistir. Normal dagilim gosteren parametreler igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc testlerden Bonferroni, normal dagilim
gostermeyen parametreler i¢in Kruskal-Wallis varyans analizi ve uygun post hoc

testler yapilmis ve istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarin Fiziksel Olarak Karsilastirilmasi

Yirmi haftalik deney protokolii boyunca tiim gruplardaki ratlarin haftada bir

kez olmak iizere kilo 6lgiimleri yapilmistir. Bunun sonucunda gruplarda baslangic¢ ve

son viicut agirliklari, kilo alimi, bliyiime hiz1 takip edilmistir. Ayrica 6zellikle DMH

uygulanan gruplarda timdr olusumundan kaynakli kolon agirliklarindaki degisim de

onem kazanmaktadir. Gruplar arasi bu bulgular Cizelge 3.1°de ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.

Cizelge 3.1. Gruplar aras1 antropometrik dl¢iimlerin karsilastirilmasi

GRUPLAR Baslangi¢ Son Viicut Kilo Alim Kolon Kolon Biiyiime
Viicut Agirhg (gr) Agirhgr  Agirh@y/Son Hizx
Agirh@ (gr) Viicut
Agirhg
(%o0)
Kontrol 184,67+13,14 385+50,02 200,67+54,21  1,47+0,6 3,85+1,58 1,43+0,39
ilk Asama GA
249,25+20 433,91£23,19 184,67+£23,99 1,65+0,67  3,83+1,57 1,32+0,17
(50 mg/kg v. ag.)
Son Asama GA
217+22,55 401,33+43,05 184,33+51,03  1,4340,63 3,66+1,79 1,32+0,36
(50 mg/kg v. ag.)
DMH kg v.
) BOMOKIV: 5y 7541858 4237043575 170943385 2334098 5494224 1224024
ag.
DMH (30 mg/kg v.
ag.) + GA (50 246,33+£14,82  414,25+34,15 167,92434,14  2,12+0,71 5,18+1,92 1,240,24
mg/kg v. ag.)
ilk DMH (30 mg/kg
v. ag.), sonra GA 216,67+19,4  382,75421,5 166,08+34,43  2,56+0,73 6,66+1,79 1,19+0,25
(50 mg/kg v. ag.)
p <0,001 <0,05 >0,05 <0,01 =0,001 >0,05
1-2: <0,001 2-6: <0,05 1-6:<0,05 1-6:<0,05
1-4: <0,001 3-6:<0,05 2-6:=0,01
1-5: <0,001 3-6:<0,01
3-4: <0,05
4-6: <0,05

33



Gruplar antropometrik Olglimler agisindan karsilastirildiginda; baslangig
viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasinda fark izlenirken (p<0,001), kilo alim1 ve
bliylime hizi agisindan anlamli fark izlenmemistir (Biiylime Hizi= (Son Viicut
Agirligi — Baslangig Viicut Agirligi) / Deney Giin Sayisi) (Sivaranjani, Sivagami, &
Nalini, 2016). Ancak DMH uygulanan gruplardaki kilo alimi ve biiylime hizinin
diger gruplara gore diisiik oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.1).

Haftalik Kilo Degigim
450
400~ gt
350+ - Grup 1
E) - Grup 2
E 300- P
x —+— Grup 3
§ 250+ Grup 4
200+ — Grup 5
Grup 6
150+ P
100 1 | 1 || 1 1 1 1 1 1 1 1 1 || 1 1 1 1 | 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Hafta

Sekil 3.1. Gruplar aras1 haftalik kilo degisimi

(Grup1: Kontrol, Grup 2: ilk asama GA, Grup 3: Son asama GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA,
Grup 6: [lk DMH sonra GA).

Calisma bitiminde 6l¢iilen son viicut agirliklarina bakildiginda gruplar arasi
anlaml fark oldugu gozlenirken (p<0,05), bu farkin ilk asama GA alan grupla ilk
DMH sonra GA grubu arasinda oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 3.2. Gruplar arasi kilo alimi (A), biiylime hizi (B), kolon agirligr (C) ve kolon
agirhigi/son viicut agirligs (D) degisimi

(Grup1: Kontrol, Grup 2: ilk asama GA, Grup 3: Son asama GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA,
Grup 6: [lk DMH sonra GA).

Sakrifikasyon islemi sonrast kolon dokusunun tamamen ¢ikarilmasi ile
Olciilen kolon agirliginin DMH uygulanan gruplarda diger lic gruba gore yiiksek
oldugu goriilmektedir. ilk DMH sonra GA uygulanan grubun kolon agirliklarmin
kontrol grubu ve son asama GA grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu

goriilmektedir (her ikisi i¢in; p<0,05). Cizelge 3.1. ve Sekil 3.2.’de goriildigi gibi
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kolon agirliginin son viicut agirligina boliinmesi ile elde edilen oranin yine benzer
sekilde ilk DMH sonra GA uygulanan grupta kontrol, ilk asama GA ve son asama
GA gruplarina gore yiiksek oldugu goriilmektedir (sirastyla p<0,05; p=0,01; p<0,01).

3.2. Kolon Dokularimin Makroskobik Olarak Karsilastirilmasi

Sakrifasyon isleminin yapilmasimin ardindan ratlara ait kolon dokular
patoloji boliimiinde makroskobik olarak incelenmistir. Her gruptaki siganlara ait
kolonda bulunan polip ve tiimdr sayisi not edildikten sonra kolon dokusu
biyokimyasal ve histolojik incelemelerin ayr1 ayri yapilabilmesi i¢in ikiye
ayirilmistir. Sekil 3.3.’te 6 gruba ait kolon 6rneklerinin makroskobik goriintiisii yer

almaktadir. Kirmizi oklar tiimor dokularini gostermektedir.

Sekil 3.3. Kolon dokularimin makroskobik incelemesi

(1-6: Grup numaralarini gdstermektedir. (Grup1: Kontrol, Grup 2: ilk asama GA, Grup 3: Son asama
GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA, Grup 6: ilk DMH sonra GA).
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Cizelge 3.2. Kolon dokularinin makroskobik olarak karsilastiriimasi

GRUPLAR Sican  Tiimér/Polip Toplam Timor
Sayisi Bulunan Tiimér/Polip Tastyan
Sican Sayisi Sayisi Sican Basina
Tiimor/Polip
Sayisi
Kontrol 12 0 0 0
Ik Asama GA (50 mg/kg v. ag.) 12 0 0 0
Son Asama GA (50 mg/kg v. ag.) 12 0 0 0
DMH (30 mg/kg v. ag.) 12 12 56 4,67
DMH (30 mg/kg v. ag.) + GA
( glkev.ag) 12 12 27 2,25
(50 mg/kg v. ag.)
Ilk DMH (30 mg/kg v. ag.), sonra GA 12 12 30 25

(50 mg/kg v. ag.)

Makroskobik inceleme sonrasi tiimor ve polip sayilari belirlenmis olup
Cizelge 3.2.°de verilmistir. 20 haftalik siirenin sonuna kadar tiim ratlar hayatta
kalmis ve kayip yasanmamustir. Ratlar sakrifiye edildikten sonra makroskobik
inceleme yapildiginda DMH uygulanan gruplarin hepsinde en az bir polip/timore
rastlanmigtir. Toplam ve rat bagmma diisen polip/timor sayisinin GA uygulanan
gruplarda DMH uygulanan gruplara gore diistiigii gozlenmistir. DMH uygulanan
grup ile DMH+GA uygulanan grup arasinda tiimor sayist bakimindan anlamli fark
bulunurken (p<0,05), ilk DMH sonra GA uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmamaistir.

3.3. Biyokimyasal Analizler

Gruplara ait biyokimyasal parametrelere iliskin ortalama ve standart sapma
degerleri Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Kontrol grubunun ortalama total kalsiyum
(10,05+0,25 mg/dL), total protein (59,06+2,06 g/L) ve iyonize kalsiyum (3,47+0,09
mmol/L) degerlerinin, DMH uygulanan gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu
goriilmektedir (her biri i¢in p<0,05). Serum TAS seviyeleri arasinda gruplar arasi

anlamli fark yoktur (p>0,05). Kolon TAS seviyelerine baktigimizda; kontrol
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grubunda DMH, DMH+GA ve ilk asama DMH sonra GA verilen gruba gore yiiksek
oldugu goriilmektedir (sirasiyla p>0,05, p<0,05, p=0,01). Serum TOS seviyeleri
arasinda gruplar arast anlamli fark bulunurken (p<0,01), ikili grup
karsilastirmalarinda anlamli fark olmadig1 goriilmektedir. Kolon TOS seviyelerine
baktigimizda ise ilk asama GA (15,06+5,02 umol H2O> Equiv./L) verilen grubun
kontrol, DMH ve DMH+GA verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu
goriilmektedir (sirasiyla p<0,05, p<0,01, p<0,05). Oksidatif stres indeksi TOS/TAS
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubuyla DMH grubunu karsilastirdigimizda; serum
OSI degeri kontrol grubunda yiiksek bulunurken, kolon OSI degeri ise diisiik

bulunmustur.

Cizelge 3.3. Gruplar arasi biyokimyasal analizlerin karsilagtirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
SONUCLAR D
(n:12) (n:12) (n:12) (n:12) (n:12) (n:12)
p<0,001
. 1-2: p<0,001
Total Kalsiyum
(mg/dL) 10,05+0,25 9,48+0,26 9,62+0,26 9,69+0,31 9,66+0,26 9,76+0,29 1-3: p<0,01
g 1-4: p<0,05
1-5: p<0,01
p=0,001
. 1-4: p<0,05
To@lProtein 5906006  5548:7.96 57434311  54,14:4,61 53224252 54,68:2.45 P
(9/L) 1-5: p<0,01
1-6: p<0,05
p<0,001
iyonize 1-2: p<0,001
Kalsiyum 3,47+0,09 3,28+0,09 3,33+0,09 3,35+0,11 3,34+0,09 3,38+0,09 1-3: p<0,01
(mmol/L) 1-4: p<0,05
1-5: p<0,05
HIF-1 p=0,001
( /L)“ 2,80+0,26 2,79+0,27 2,34+0,78 3,64+1,21 2,96+0,44 3,14£0,39 3-4: p<0,001
n
g9 3-6: p<0,01
o p<0,05
?gé(/jrl::lr_]) 500,25+147,21 658,07+119,54 681,33+£92,18 720,11+111,23 639,72+80,17 672,83+79,91 1-3: p<0,05
1-4: p<0,05
Serum TAS
(mmol Trolox 1,28+0,22 1,15+0,18 1,210,19 1,260,14 1,21+0,17 1,26+0,23 p>0,05
Equiv./L)
p<0,001
Kolon TAS 1-5: p<0,05
(mmol Trolox 2,04+0,34 1,94+0,31 1,70+0,32 1,66+0,47 1,47£0,45 1,34+0,47
- 1-6: p=0,001
Equiv./L)
2-6: p<0,01
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Cizelge 3.3. (Devami) Gruplar aras1 biyokimyasal analizlerin karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
SONUCLAR p
(n:12) (n:12) (n:12) (n:12) (n:12) (n:12)
Serum TOS
(umol H,0O, 16,93+7,93 10,24+3.41 10,6142,58 11,4145,49  18,27+10,19  21,14+12,80 p<0,01
Equiv./L)
p<0,01
Kolon TOS 1-2: p<0 05
(umol H,O, 10,49+10,45 15,06+5,02 8,30+4,06 7,75+6,72 7,08+3,11 8+3,28 ) '
Equiv./L) 2-4:p<0,01
2-5: p<0,05
Serum OSi
(arbitrary 13,49+6,14 9,04+2,58 9,12+2,31 8,96+3,70 14,61£6,38  16,71+8,23 p<0,01
unit)
Kolon OSIi 0<0,05
(arbitrary 3,84+2.85 7,97+3,0 5,13+£3,37 4,28+2,30 5,05+2,58 5,8+3,33 '
unit) 1-2: p<0,05

(Grupl: Kontrol, Grup 2: ilk asama GA, Grup 3: Son asama GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA,
Grup 6: ilk DMH sonra GA. Ca: Kalsiyum, HIF-10: Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor 1-alfa, TAS:
Total Antioksidan Statii, TOS: Total Oksidan Statii, OSI: Oksidatif Stres Indeksi. Sonuglar, ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. 1-6: ifadeleri
gruplar arasi istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.)
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Sekil 3.4. Gruplar aras1 HIF-1a diizeyi degisimi
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Cizelge 3.3 ve Sekil 3.4’te HIF-lo diizeylerine baktigimizda; kontrol
(2,80+0,26 ng/L) grubuyla DMH (3,64+1,21 ng/L) grubunu karsilastirdigimizda
DMH grubunda HIF-1a diizeylerinin daha yiiksek oldugu ama anlamli fark olmadigi
goriilmektedir (p>0,05). Son asama GA verilen grubun (2,34+0,78 ng/L), hem DMH
hem de ilk asama DMH sonra GA (3,14+0,39 ng/L) verilen gruba gore anlaml
derecede diisiiktiir (sirasiyla p<0,001, p<0,01). Ayrica DMH grubundaki HIF-1a
diizeyinin DMH+GA ve ilk asama DMH sonra GA grubuna gore daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.

1000,00 | o}

900,00 |

800,00

700,00

00,00 |

Midkin (ng/mL)

500,00 |

400,00 &

300,00

0401 }— S
w9 eweSy || x [
o) BLESY U0g b e
HINO
YO+HWA
W9 BIUDS HNQ 82UQ)

Sekil 3.5. Gruplar aras1 Midkin diizeyi degisimi
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Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5’te Midkin diizeylerine baktigimizda; kontrol
(500,25+147,21 ng/mL) grubuyla DMH (720,11+111,23 ng/mL) grubunu
karsilastirdigimizda DMH grubunda Midkin diizeylerinin anlamli derecede daha
yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,05). Ek olarak DMH grubu Midkin diizeylerinin
tim gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica son asama GA
verilen grubun (681,33+92,18 ng/mL) Midkin diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p<0,05). Ayrica DMH grubundaki Midkin diizeyinin
DMH+GA ve ilk asama DMH sonra GA grubuna gore daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.6. Midkin ve HIF-1a diizeylerine ait ROC Analizi

Sekil 3.6’da gosterildigi gibi kontrol ve DMH grubu arasinda ayirict tanida
Midkin ve HIF-1a diizeylerinin biyobelirteg olma durumu ve bu parametrelere ait
ROC egrilerine yer verilmistir. Midkin i¢in duyarlilik: 0,909, 6zgiilliik: 0,889 ve sinir
(cut-off) degeri: 631,26 ng/mL olarak belirlenmistir (p<0,01). HIF-1a i¢in duyarhlik:
0,833, ozgiilliik: 0,667 ve sinir degeri: 2,87 ng/L olarak belirlenmistir (p<0,05).
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3.4. Western Blot Analizleri

ER sadece temel hiicresel fonksiyonlar i¢cin hayati 6nem tagimaz, ayni
zamanda hiicre i¢i ortami izleyerek metabolik ve stres yanitlarim1 buna gore
ayarlayan homeostatik bir cihaz olarak goérev alir (Storm ve ark., 2016). Katlanmamis
proteinlerin birikmesi (6rnegin protein salgilanmasi yliksek oldugunda), ER Ca+2
seviyelerindeki dengesizlik, glukoz yoksunlugu veya hipoksi gibi stresli kosullarin
hepsi ER stresi olarak adlandirilarak ER fonksiyonunun bozulmasina yol agabilir
(Storm ve ark., 2016). ER homeostazin1 ve normal hiicresel fonksiyonu eski haline
getirmek icin sinyal iletim yollar1 etkinlestirilir. Bununla birlikte, stres ¢oziilemezse,
sagkalim sinyali hiicre 6liimii ile sonuglanan pro-apoptotik bir siirece girer. Bu olast
sonuglarin her ikisine de UPR sinyal iletim yollarinin diizenlenmesi aracilik eder.
Kolon kanseri dokusunda bu sinyalizasyonun nasil degistigini ortaya koymak igin;
UPR’de sinyal iletim yollarin diizenlenmesinden sorumlu olan GRP-78, p-PERK,
IRE-1a, ATF-4, ATF-6 ve CHOP proteinlerini inceledik. Ayrica kolon kanseri kok
hiicrelerinin ¢ogunlukla, Lgr5+ hiicre ylizeyi belirtecine sahip bagirsak kok
hiicrelerinden tiiretildigi bildirilmistir. GA’nin etkinligini kok hiicre diizeyinde de

analiz etmek istedigimiz i¢in LGRS proteini de incelenmistir.
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Sekil 3.7. Gruplar aras1t GRP-78, ATF-4, CHOP ve ATF-6 protein ifadelerinin incelenmesi.
A) GRP-78 proteinine ait immuno-blot goriintiisii ve protein ifadesi B) ATF-4 proteinine ait
immuno-blot goriintiisii ve protein ifadesi C) CHOP proteinine ait immuno-blot goriintiisii ve
protein ifadesi D) ATF-6 proteinine ait immuno-blot goriintiisii ve protein ifadesi verilmistir

Grupl: Kontrol, Grup 2: Ik asama GA, Grup 3: Son asama GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA,
Grup 6: 1lk DMH sonra GA. Sonuglar B-Aktin protein ifadesine oranlanarak hesaplanmistir. Veriler
ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 DMH grubuna gore,
*p<0,05 ilk asama GA grubuna gore.
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Sekil 3.7’de gosterilen GRP-78 ve ATF-4 protein ifadelerinin kontrol
grubuna gére DMH uygulanan grupta anlaml diizeyde arttig1 goriilmistiir (Kontrol:
1+0,55, n=5; DMH: 4,73+2,67, n=5; p=0,001ve Kontrol: 1+0,37, n=5; DMH:
2,83+1,81, n=5; p<0,001). GRP-78 protein ifadesinin GA uygulamasiyla birlikte
DMH+GA ve ilk DMH sonra GA uygulanan grupta azaldigi ancak sadece
DMH+GA’da (DMH: 4,73£2,67, n=5; DMH+GA: 1,42+1,23, n=5; p<0,01) anlaml
olarak azaldig1 goriilmistiir. Ayrica ilk ve son asama GA uygulanan gruplarda da
DMH grubuna goére GRP-78 proteinin ifadesinin azaldigr ancak sadece son asama
GA’da (Son asama GA: 1,24+0,39, n=5; p<0,05) anlamli olarak distigi
goriilmektedir. ATF-4 protein ifadesinin kontrol grubuna gore ilk asama GA ve ilk
DMH sonra GA verilen grupta anlamli derecede ytikseldigi goriilmektedir (Kontrol:
1+£0,37, n=5; ilk asama GA: 2,87+1,38, n=5; p<0,001, ilk DMH sonra GA:
2,35+1,04, n=5; p<0,01). DMH+GA uygulanan gruba gore ilk asama GA ve DMH
grubunda ATF-4 protein ifadesinin anlamli olarak yiikseldigi goriilmektedir
(DMH+GA: 1,16+0,53, n=5, flk asama GA:2,87+1,38, n=5;p<0,05, DMH:
2,83+1,81, n=5; p<0,05).

Sekil 3.7°de gosterilen ATF-6 ve CHOP protein ifadelerinde ise gruplar

arasinda anlamli bir degisimin olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Gruplar aras1 PERK, IRE-1a ve LGRS protein ifadelerinin incelenmesi. E) PERK
proteinine ait immuno-blot goriintiisii ve protein ifadesi F) IRE-1o proteinine ait immuno-
blot goriintiisii ve protein ifadesi G) LGR5 proteinine ait immuno-blot goriintiisii ve protein
ifadesi verilmistir

Grupl: Kontrol, Grup 2: Ik asama GA, Grup 3: Son asama GA, Grup 4: DMH, Grup 5: DMH+GA,
Grup 6: 1lk DMH sonra GA. Sonuglar B-Aktin protein ifadesine oranlanarak hesaplanmistir. Veriler
ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 DMH grubuna gore, °
p<0,05 ilk asama GA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 3.8’de gosterilen IRE-1a protein ifadesinde gruplar arasinda anlamli bir
degisimin olmadigi1 gézlenmektedir. PERK protein ifadesinin ise son asama GA olan
grupta ilk asama GA ve DMH grubuna gore anlamli derecede azaldig1 goriilmektedir
(Son asama GA: 0,81+0,16, n=5, ilk asama GA: 1,55+0,44, n=5; p<0,05, DMH:
1,4+0,37, n=5; p<0,05).

LGRS protein ifadesinin DMH uygulanan gruba gore GA verilen tim
gruplarda azaldig1 gozlenmektedir fakat anlamli degildir. Kontrol grubuna gore
DMH grubunda LGRS protein ifadesinin anlamli derecede yiikseldigi goriilmektedir
(Kontrol: 1+0,26, n=5, DMH: 2,24+1,02, n=5; p<0,05).

Cizelge 3.4. Gruplar aras1 korelasyon analizi

GRP-78 LGR5
GRP-78 - p<0,01; r=0,575
ATF-4 p<0,05; r=0,352 p<0,05; r=0,310
HIF-1a P<0,01; r=0,450 p>0,05; r=0,137
Midkin p<0,05; r=-0,294 p<0,01; r=0,394
Tiimoér Sayis1 p<0,01; r=0,414 p<0,05; r= 0,350

Cizelge 3.4’te GRP78 ve LGR5’in ATF-4, HIF-10, midkin ve tiimor sayistyla
aralarindaki korelasyon degerleri ifade edilmistir. Ayrica ATF-4 ile PERK ve tiimor
sayisi arasinda da pozitif korelasyon bulunmaktadir (sirasiyla p<0,01; r=0,415 ve

p<0,01; r=0,405).

3.5. Histopatolojik A¢idan Degerlendirme

Calismamizda Hematoksilen Eozin (HE) ile boyanan kolon dokusu
histopatolojik a¢idan tiimor olusumu TNM siniflandirmasi (Cizelge 2.1) ve Grade

bakimindan degerlendirilmis olup gruplar arasi veriler incelenmistir.
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Sekil 3.9. Kontrol grubu ratlarda kolon dokusunun gériiniimii

Normal mukoza ( & ), muskuloris propria ( ). (X10)

P 7

Sekil 3.10. ilk asama GA uygulanan ratlarda kolon dokusunun goriiniimii

Normal mukoza ( 1 ), muskuloris propria ( 1} ). (X10)
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Sekil 3.11. Son asama GA uygulanan ratlarda kolon dokusunun gériiniimii

Normal mukoza ( 1 ), muskuloris propria ( 1 ) ). (X10)

Kontrol, ilk asama GA ve son asama GA gruplarina ait Hematoksilen Eozin
ile boyanan kolon dokularmin histolojik incelemesi sonucunda kolon histolojik
yapisinin normal goriiniime sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil

3.11). Polip/tiimor olusumu bu gruplarda gézlenmemistir.

Sekil 3.12. DMH uygulanan ratlarda kolon dokusunun goériiniimii

Tiimér alani (), muskuloris propria ( 1 ). (X4,2)
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Sekil 3.12°de DMH uygulanan gruptaki ratlardan birine ait olan kolon

dokusunda Grade | ve T3 evresinde olan konvansiyonel adenokarsinom olusumu

goriilmektedir. Tiimor kas tabakasini ge¢ip submukozaya invaze olmustur.

Misin6z adenokarsinoma alani

na. ' e 2% ey A 5 ¥
Tagh yilzik hicreli komponent

Sekil 3.13. DMH uygulanan ratlarda kolon dokusunun goriiniimii

Timér alani (). (X10)

Sekil 3.13’te DMH uygulanan gruptaki ratlardan birine ait olan kolon
dokusunda Grade III ve T2 evresinde olan miisindz ve tash yiiziik hiicreli
adenokarsinom olusumu goriilmektedir. Timoér muskuloris propriyaya invaze
olmustur. DMH uygulanan gruptaki tiim ratlarin kolon dokusuna ait histolojik
degerlendirme yapildiginda; olusan tiimor dokularimin T2 veya T3 evresinde

olduklar1 gézlenmistir.
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Sekil 3.14. DMH+GA uygulanan ratlarda kolon dokusunun goriiniimii

Normal mukoza ( 1 ), muskuloris propria ( 1) ), siddetli displazi ( ) ve yakinlagtirilmis bolgede
aberran kript odaklar1 () (X15).

Sekil 3.15. ilk DMH sonra GA uygulanan ratlarda kolon dokusunun goriiniimii

Normal mukoza (f), muskuloris propria (f), siddetli displazi () (X2,7).
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Sekil 3.16. ilk DMH sonra GA uygulanan ratlarda kolon dokusunun goriiniimii

Muskuloris propria ( 1 ), iltihap hiicreleri (O), hyalinizasyon alani () (X9).

DMH grubundan farkli olarak; DMH+GA ve ilk asama DMH sonra GA
uygulanan gruplarda adenokarsinom igeren kolon dokularmmin olmasiyla birlikte;
adenokarsinoma ilerlemeden siddetli displazi ile aberran kript odaklarinin gériilmesi
ve iltihap hiicrelerinin hasarlanan dokularda onarim siirecini baglatmasi GA’nin bu
dokular Ttzerindeki etkinligini veya geciktiriciligini gostermektedir. Ancak bu
gruplardaki tiim ratlarin  dokularinda bu olusumlara rastlanmamis olup
adenokarsinom gosteren rat sayist daha fazladir. DMH+GA uygulanan gruptaki tim
ratlarin kolon dokusuna ait histolojik degerlendirme yapildiginda; on iki kesitten
dordiinde aberran kript odaklar1 ve siddetli displazi alan1 yer alirken digerlerinde
adenokarsinom olusumu gozlenmistir. Ilk DMH sonra GA uygulanan grupta ise
alinan on iki kesitten histolojik degerlendirme yapildiginda sadece iki kesitte iltihap
hiicrelerinin oldugu, bir kesitte siddetli displazi alan1 yer alirken digerlerinde

adenokarsinom olusumu gézlenmistir.
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4. TARTISMA

Calismamizda ilk olarak 20 haftalik toplam siirenin ilk 10 haftas1 boyunca
haftada bir kez sag subkutan olarak uyguladigimiz DMH ile deneysel kolon kanseri
modelinin olugmasin1 amagladik. Deney protokolii tamamlaninca hem makroskobik
hem de histopatolojik olarak ilk hedefimizi gergeklestirdigimizi gosterdik. GA’nin
deneysel olarak olusturulan kolon kanseri modelimizde ne denli etkin olabilecegini
gosterebilmek i¢in; kontrol, deney protokoliiniin ilk 10 haftasi boyunca GA
uygulanan, deney protokoliiniin son 10 haftasi boyunca GA uygulanan, ilk 10 hafta
sedece DMH enjeksiyonu yapilan, ilk 10 hafta boyunca DMH-+GA birlikte
uygulanan ve ilk 10 hafta DMH enjeksiyonu yapilip devamindaki 10 hafta boyunca
GA uygulanan olmak tizere 6 deney grubu olusturduk. Tiim gruplar 20 haftalik deney
siiresinin sonunda sakrifiye edildi. ilk olarak gruplar arasi antropometrik dlciimler
acisindan ve kolon dokusundaki polip/timdr sayilari bakimindan degerlendirme
yapilip sonrasinda arastirdigimiz parametrelerle GA’nin kolon kanseri tizerindeki

etkisini gozlemlemeyi hedefledik.

Gruplart antropometrik Ol¢iimler agisindan karsilastirdigimizda; baslangig
(p<0,001) ve son (p<0,05) viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasi anlamli fark
bulunurken kilo alim1 ve biiylime hiz1 arasinda anlamli fark bulunmamigstir. Gruplar
arast kilo alimi ve biiyiime hizi arasinda anlamli farkliliklarin olmamasi deney
protokoliiniin saglikli bir sekilde gerceklestigini gosterirken baslangic viicut
agirliklar1 arasinda fark olmasi g¢alismamizi etkileyebilecek bir sonu¢ degeri
tasimamaktadir. Ancak bliylime hizlarina bakildiginda o6zellikle sadece DMH
uygulanan grupta bu oranin diger gruplara gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Bu sonucta kolon kanseri modeli olusturulan grupta beklenen bir durumdur
(Sivaranjani ve ark., 2016). Sakrifikasyon islemi sonras1 kolon dokusunun tamamen
cikarilmasi ile 6lgiilen kolon agirligmin ve kolon agirligimin son viicut agirhigma
boliinmesi ile elde edilen oranin DMH uygulanan gruplarda diger iic gruba gore
yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.1). Bu durum da Cizelge 3.2°de verilen

tiimor/polip sayilariyla dogru orantilidir.
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Ratlar sakrifiye edildikten sonra makroskobik inceleme yapildiginda DMH
uygulanan gruplarin hepsinde en az bir polip/timére rastlanmistir. Toplam ve rat
basina diisen polip/tiimér sayisinin GA uygulanan gruplarda sadece DMH uygulanan
gruba gore yaklasik %50 olarak azaldigi gozlenmistir (Cizelge 3.2). Bu bulgu
Giftson ve ark. (2011), tarafindan yapilan deneysel kolon kanserinde GA’nin
ksenobiyotik metabolizmasi lizerine etkinliginin arastirildigi ¢alismanin bulgulariyla

uyumlu bulunmustur (Giftson ve ark., 2011).

Gruplar arasi, serumda baktigimiz total kalsiyum, total protein ve bu iki
degeri kullanarak Zeisler metoduyla hesapladigimiz iyonize kalsiyum diizeyleri
karsilagtirildiginda bu parametrelerin kontrol grubunda DMH grubuna gore anlamli
derecede yiiksek oldugu izlenmistir (her biri i¢in; p<0,05). Kalsiyum, timor
progresyonu i¢in temel siirecler olan hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptoz, goc ve
farklilasmada rol alan pay sahiplerinden biridir. Intraseliiler Ca?* homeostazinin
onemli bir bileseni, mikromolar seviyede Ca?* depolayan ER'dir. ER'nin mikromolar
Ca?" igerigi, protein sentezi, katlanmasi ve trafigi icin gerekli oldugundan, ER Ca?*
igeriginin tlikenmesi, UPR'yi indiikleyerek, ER'deki protein katlanma durumunu
cekirdege ve sitoplazmaya ileten entegre bir hiicre i¢i sinyal yolunu baslatir ve
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan adaptif mekanizmalarin aktivasyonuna yol
acar (Kaur ve Sanyal, 2011). Kaur ve Sanyal (2011), tarafindan yapilan ¢alismada;
DMH ile kolon kanseri olusturulan ve tedavi edici olarak diklofenak kullanilan
ratlarda intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu floresan ozelligi tasiyan fura-2 AM
yontemi ile Slgiilmistiir. Diger tiim gruplara kiyasla sadece DMH uygulanan gruba
ait kolon hiicrelerinde Ca®" seviyesinin 6nemli 6lciide azaldigini belirtmislerdir
(Kaur ve Sanyal, 2011). Rivera-Huerta ve ark. (2017), tarafindan kolon kanseri
modeli olusturulan siganlarda iniilinin tedavi edici etkisi arastirilmis ve ¢alismamiza
benzer sekilde serum kalsiyum diizeylerine bakilmistir. Ama gruplar arasi serum
kalsiyum diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunamamistir (Rivera-Huerta ve ark.,
2017). Bizim ¢alisgmamizda da serum iyonize kalsiyum diizeylerinde DMH+GA ve
ilk DMH sonra GA uygulanan gruplarda DMH grubuna gore anlamli bir fark

gbzlenmemistir.
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Oksidatif stres, viicudun antioksidan aktivitelerinin zararli bir uyarici
tarafindan Ttretilen aktif oksidanlarla bag edemedigi durumlarda olusan oksidatif
hasara yanit olarak ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, doku protein denatlirasyonunu, DNA
hasarmi ve lipid peroksidasyonunu indiikleyen makromolekiiler oksidatif hasari
icerir ve viicudun normal metabolik aktivitesine miidahale ederek hastaliklarin ortaya
cikmasina ve/veya gelismesine yol acar. Oksidatif stresin pndmoni, pankreatit,
diyabetik nefropati, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda rol
oynadig1 dogrulanmistir (Wu ve ark., 2017). TOS ve TAS viicudun genel oksidan ve
antioksidan durumunu ortaya ¢ikarmak i¢in 6l¢iilmektedir. TOS'un TAS'a olan orani
da OSl'yi vermektedir. TOS, TAS ve OSI viicuttaki genel oksidatif stres durumunu
degerlendirmek i¢in kullanilan oksidatif stres parametreleridir. Biz de ¢calismamizda,
bu oksidatif stres parametreleri ile kolon kanseri arasindaki iliskiyi ve gallik asidin

bu parametreler iizerine olan etkisini degerlendirdik.

Calismamizda serum TAS diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken,
kolon TAS diizeylerinde DMH+GA ve ilk DMH sonra GA verilen grupta kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma goézlenmistir (sirasiyla p<0,05; p=0,001). DMH
uygulanan ratlarda ise kontrol grubuna goére kolon TAS diizeyleri diigmiis ancak
anlamli fark bulunmamistir (Cizelge 3.3). Serum TOS diizeylerinde ise beklenenin
aksine kontrol grubunda DMH grubuna gore daha yiiksek TOS diizeylerine sahip
oldugu bulunmustur ancak anlamli degildir. Ayrica DMH uygulanan gruplarda
GA’nin serum TOS diizeylerini yiikselttigi goriilmektedir. Benzer sekilde kolon TOS
diizeylerinde de kontrol grubunun DMH grubuna goére daha yiliksek ama anlaml
olmadig1 goriilmektedir. OSI’ye baktigimizda serum indeksinin DMH grubunda
kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu gozlenirken kolondaki indeks degeri bunun
tam tersini yansitmaktadir (Cizelge 3.3). Ek olarak DMH ve GA’nin uygulandigi
gruplarda (Grup 5 ve 6); GA verilmesinin hem serum hem de kolonda OSI’yi
arttirdig1 goriilmektedir. Literatiire baktigimizda deneysel kolon kanseri olusturulan
ve GA ile tedavi etkinligine bakilan ratlarda TAS ve TOS parametrelerinin
arastirlldigl calismaya rastlanmamistir. Calismamizin bulgular1 bu agidan degerli
olup, calisma bulgular1 antioksidan/oksidan indeksi degerlendiren diger

parametrelerin (MDA, SOD, katalaz gibi) calisildigi aragtirmalarin bulgulariyla
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karsilagtiritlmistir. Manju ve ark. (2005), tarafindan yapilan; ¢alismamiza benzer
sekilde deneysel kolon kanseri olusturmak i¢gin DMH kullanilan ve luteolinin etkisine
bakilan c¢alismada; MDA'ya ek olarak lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu
sirasinda olusan lipid hidroperoksitler ve konjuge dienler gibi reaktif molekiillerin
diizeyleri degerlendirilmistir ve kontrol grubuna goére DMH grubunda bu
parametrelerin anlamli olarak azaldigin1 belirtmiglerdir. DMH uygulanan ratlara
luteolin verildiginde ise bu parametrelerin yiikseldigi ve kontrol grubundakilere
yakin degerler bulduklarini bildirmislerdir (Manju ve ark., 2005). Nirmala ve
Ramanathan (2011), tarafindan yapilan c¢alismada ise DMH ile kolon kanseri
olusturulan ratlarda kamferoliin etkisi aragtirllmistir. MDA seviyesinin DMH
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli Ol¢lide azaldigi bildirilirken,
kamferol uygulanmasiyla birlikte DMH grubuna géore MDA seviyelerinin arttigi

bildirilmistir (Nirmala ve Ramanathan, 2011).

Calismamizdaki veriler, TOS ile hiicresel proliferasyon hizi arasinda ters bir
iliski oldugunu ortaya koymaktadir, yani, yiiksek oranda cogalan tiimdr hiicreleri,
normal hiicrelere kiyasla belirgin sekilde diisiik seviyede oksidan statli gostermistir.
Artan hiicre proliferasyonunun kolon kanserinin patogenezinde rol oynadig
diisiiniilmektedir. Kanser hiicreleri, cogalmalarina fayda saglayan belirli 6zellikler
kazanirlar ve lipid peroksidasyon seviyesi diisiik oldugunda daha hizli ¢ogalma
egilimindedirler (Manju ve ark., 2005; Nirmala ve Ramanathan, 2011). Bu nedenle,
DMH grubundaki ratlarda gbzlenen azalmis kolon ve serum TOS diizeyleri, artan
hiicre proliferasyonuna bagli olabilir. Boylece kotii huylu dokular serbest radikal
saldirilarma  karsi daha az duyarli daha direnclidir ve dolayisiyla lipid
peroksidasyonu daha az yogundur. Sonuglarimiz, malign hiicrelerin serbest
radikallere kars1 normal muadillerinden daha iyi korunduguna iliskin 6rnek verilen
calismalarla uyumludur (Manju ve ark., 2005; Nirmala ve Ramanathan, 2011). Buna
ek olarak, DMH uygulanan ratlarda azalan TOS seviyeleri, hedef organlarin serbest
radikal saldirisina  karst artan diren¢ ve/veya azalan duyarliligindan da
kaynaklanabilir. Proliferasyon ve TOS seviyeleri ters orantili oldugundan ve GA
bilinen bir antiproliferatif ajan oldugundan, kolon ve serumda gozlenen oksidan

statiiniin artisina katkida bulunabilir. Bu durum, timor hiicrelerinin serbest radikal
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saldirisina  kars1 direncini azaltip, duyarliligimi artirabilir ve bu da hiicre
proliferasyonunun azalmasina neden olabilir. Bu nedenle, GA'nin antiproliferatif

etkileriyle DMH'nin neden oldugu kolon kanserini dnledigini diisiinmekteyiz.

Hipoksi, ¢ogu solid tiimoriin mikro ¢evresinin énemli bir faktoriidiir. HIF-1a
alt birimi, hipoksik kosullar altinda stabil olan ancak normoksik kosullar altinda hizla
bozunan oksijen tarafindan diizenlenir. HIF-1a, hipoksik ortam altinda tlimoriin
transkripsiyonel yanitin1 diizenlemek i¢in 6nemli bir faktordiir ve birgok tiimoriin
gelisiminde ve ilerlemesinde onemli rol oynadig: bildirilmistir (Du ve ark., 2020).
Du ve ark. (2020), tarafindan HIF-la ve Annexin A3'lin kolon kanseri tizerindeki
etkinliginin arastirildigi ¢alismada; HIF-1a ekspresyon seviyelerinin kolon kanseri
dokularinda normal kolon dokularindaki ekspresyon seviyelerinden daha yiiksek
oldugu ve HIF-1o'nin susturuldugu Nude fare modelinde ksenograft tiimor hacminin
azaldig1 bildirilmistir (Du ve ark., 2020). He ve ark. (2016), tarafindan yumurtalik
kanseri hiicre hatlar1 tlizerinde GA'nin etkisinin arastirildigi ¢alismada; HIF-1a
ekspresyonunun GA ile down-regiile edildigi bildirilmistir ve sonucunda yumurtalik
kanserinin onlenmesi ve tedavisinde GA'nin yliksek bir potansiyele sahip oldugu
sonucuna varmiglardir (He ve ark., 2016). Seyfi ve ark. (2018), tarafindan HT29
kolon kanseri hiicre hatlar1 {izerine verbascosidenin etkinliginin arastirildigi
calismada; HT29 hiicre hatlarinda HIF-la'nin asirt  eksprese edildigi ama
verbascosidenin HIF-1a sinyal yolunu baskilanmasiyla kolon kanseri metastatik
fenotipini bastirmak igin uygun bir aday olabilecegini belirtmislerdir (Seyfi ve ark.,
2018). Bizim ¢alismamizda da bu bulgulara benzer sekilde DMH ile kolon kanseri
olusturulan grupta HIF-la diizeyleri diger gruplara gore yiiksek olmasina ragmen
anlaml fark bulunamamistir. Ayrica DMH+GA ve ilk DMH sonra GA uygulanan
gruplarda da DMH grubuna gére HIF-1a diizeyleri azalmistir. Caligmamiza benzer
sekilde DMH ile deneysel kolon kanseri olusturulan Yang ve ark. (2013), tarafindan
yapilan c¢alismada yumurtaliklar1 alimmis ratlar; kontrol, DMH, &strojen+DMH
olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Bu calismada HIF-1a ekspresyonlarina real time
PCR ile bakilmis ve DMH grubunda HIF-1a ekspresyonu yiiksek bulunurken
DMH-+6strojen grubunda seviyesinin azaldigi bulunmustur (Yang ve ark., 2013).

Bizim ¢alismamiz1 literatiirdeki diger calismalardan ayiran kisim kolon kanseri
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olusturulan ratlarda HIF-1o 6l¢iimiiniin ilk defa ELISA ile belirlenmis olmasi ve

GA’nin bu yolak iizerindeki etkinligini gdstermis olmamizdir.

Midkin, kanser gibi ¢esitli hastaliklarda oldukga yiiksek olan ¢6ziinebilir
salgilanan bir proteindir ve bu nedenle degerli bir hastalik biyobelirteci olarak gérev
yapabilir. Bir¢ok kanser tiiriinde midkinin, 6zellikle tiimoriin daha ileri asamalara
ilerlemesi sirasinda asir1 eksprese edildigi gosterilmistir (Filippou ve ark., 2020). Ito
ve ark. (2019), tarafindan mide kanseri tanist almis ve evre I, II, III ve IV olarak
gruplara ayirdiklar1 hastalarda serum midkin seviyeleri Olglilmiistiir. Daha sonra bir
cut-off degeri belirleyerek yiiksek ve diisiik serum midkin diizeyine sahip gruplar
seklinde hastalar1 iki gruba ayirmislardir. Calismalarinda yiiksek serum midkin
diizeylerinin, yliksek CEA ile 6nemli olgiide iligkili oldugu bulunmustur (p<0.01).
Ayrica yiiksek serum midkin diizeyine sahip olan hastalarin, diisiik serum midkin
diizeyine sahip olanlardan daha kotii genel sagkalim gosterdigi ama istatistiksel
olarak anlamli fark olmadig: bildirilmistir (Ito ve ark., 2019). Benzer sekilde Stern ve
ark. (2021), tarafindan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri olan hastalarda serum
midkin diizeyleri ELISA yontemiyle Olcililmiis ve yiliksek serum midkin
konsantrasyonuna sahip hastalar, diisiik serum midkin konsantrasyonu olan hastalara
kiyasla 6nemli 6l¢iide daha kisa bir genel sagkalim gostermislerdir (p<0.05). Ayrica
calismada serum midkin diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore bu hastalarda
anlamli derecede yliksek oldugu bulunmustur (Stern ve ark., 2021). Calismamiza
benzer sekilde Dik ve ark. (2022), tarafindan yapilan bu g¢alismada, Tarantula
cubensis alkollii ekstraktt (TCAE) ve Nerium oleander (NO) distilatinin
azoksimetanla (AZM) deneysel olarak kolon kanseri olusturulan ratlarda karaciger ve
kolon dokular1 {izerindeki etkilerine midkin diizeyleri de dahil olmak {izere
bakilmistir. Calismada kontrol, kolon kanseri (AZM), AZM+TCAE ve AZM+NO
olmak tlizere dort gruba yer verilmisti. AZM grubunda kolon ve karaciger
dokularindaki midkin seviyelerinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu ve
TCAE ile NO verilmesinin kolonda midkin diizeylerindeki artis1 Onledigi
bildirilmistir (p<0.05). Bizim ¢alismamizda da DMH grubunda kontrol grubuna gore
serum midkin diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). DMH+GA
ve ilk asama DMH sonra GA uygulanan gruplarda ise DMH grubuna gore midkin
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seviyelerinde azalma gozlendigi ama anlamli fark olmadigr bulunmustur. GA’nin
hem tek bagina uygulanan gruplarda anlamli olmasa da kontrole gore yiiksek olmasi
hem de 6nleyici ve tedavi edici gruplarda DMH grubuna gore anlamli bir azalmanin
olmamas1 nedeniyle GA’nin midkin yolagi iizerinde kolon kanseri olusumunun
engellenmesinde pozitif etkisi vardir sonucuna varamayiz. Calismamiz GA’nin
serum midkin diizeyleri lizerindeki etkinligini degerlendiren ilk c¢aligma olmasi
bakimindan degerlidir. Ancak bu ¢alismada sadece serum midkin diizeyleri olgiilerek
degerlendirilmis, kolon dokusundaki midkin diizeyleri 6l¢iilememistir. GA’nin bu
yolaktaki midkin {izerinden olasi etkinligini aydinlatabilmek i¢in direkt olarak kolon

dokusu tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismalar faydali olabilir.

Calismamizdaki en Onemli bulgulardan biri de HIF-la ve midkin
diizeylerinin kontrol grubu ve DMH grubu karsilastirildiginda ROC egri altindaki
kalan alanlarinin anlamli olmasidir. HIF-1a i¢in AUC=0,785; p<0,05 ve midkin i¢in
AUC=0,909; p<0,01 olarak Sekil 3.6’da gosterildigi iizere bulunmustur. Bu degerler
gerek HIF-1a gerekse midkin igin kolon kanserinde tarama ve tanida kullanilabilecek
parametreler olduklarini isaret etmektedir. Toplu olarak 1119 kanser hastasini ve
uygun kriterleri karsilayan 1441 kontrol igeren on ¢alismanin verilerinin kullanildig:
bir kohort ¢alismasinda serum midkin degerlerinin kanserin teshisinde tanisal
degerinin fazla oldugu belirtilmistir. Ancak serum midkin diizeyinin tanisal
dogrulugunu degerlendirmek icin daha genis kohortta daha giivenilir calismalar
yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (Jing ve ark., 2017). Kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri olan 153 hasta, iyl huylu akciger hastaligi olan 23 hasta ve 95 saglikh
kontrolde serum midkin diizeyleri ELISA yontemiyle olgiilmiistir. ROC egrisi
analizinde kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri varligini 6ngdrmek igin cut-off serum
midkin konsantrasyonunu 400 pg/mL, duyarlilig1 ve 6zgiilliigiinii ise sirastyla %71,2
ve %388,1 olarak belirtmislerdir (Xia ve ark., 2016). Bu ¢alismalarin sonucu bizim
bulgularimizla uyumlu olup midkinin spesifik olarak tek bir kanser tiiriinden ziyade
tim kanserlerde ortak bir prognostik parametre olarak kullanilabilecegini
ongormektedir. Serum HIF-1a diizeylerini belirten ¢ok kisitli sayida calisma olup,
tanisal olarak degerini ifade eden ¢alisma literatiirde yer almamaktadir. Bu baglamda

calismamizin sonuglari 6nem kazanmaktadir.
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UPR, hiicre ici sinyal iletim yollarim aktive ederek ER liimenindeki
katlanmamis proteinlerin yiikiine yanit veren diizenleyici bir sistemdir. Bazi
fizyolojik ¢evrelerde, hiicrenin hayatta kalmasi veya 6liimii hiicre i¢i redoks kosullari
ve UPR tarafindan kontrol edilir (Sharma ve ark., 2020). Anormal ER stres yaniti,
diyabet, inflamasyon, ateroskleroz, karaciger hastaligi, kanser, Alzheimer ve
Parkinson gibi g¢esitli hastalik durumlarindan kaynaklanan genetik mutasyon,
yaslanma ve patolojik durumlar tarafindan indiiklenebilir (Kim ve ark., 2016). Tim
bu siiregte GRP-78, UPR'de primer sensor gorevi goriir. Aktif hale gelen GRP-78;
ATF-6, PERK ve IRE-1la sinyal yolaklarini indiikler. GRP-78'in aktivasyonu, ER
stresi altinda hiicre canliliginin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Apoptozun
inhibisyonu yoluyla GRP-78, tiiméor proliferasyonu, timor anjiyogenezi, bagisiklik
direnci ve antitiimoér ila¢ direncinde 6nemli bir rol alir. Calismamizda UPR sinyal
yolaginda yer alan GRP-78, ATF-6, PERK, IRE-1a, ATF-4 ve CHOP proteinlerinin
ratlarda deneysel kolon kanseri olusumuyla birlikte olusan ER stresine verdikleri

yanit ve GA’nin bu proteinler lizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Calismamizda Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterildigi gibi GRP-78 protein
ifadesine baktigimizda; kontrol grubuna gére DMH uygulanan grupta yiiksek
(p<0,001) iken DMH uygulanan gruba géore DMH+GA (p<0,01) ve son asama GA
(p<0,05) uygulanan grupta anlamli derecede diistiigii goriilmektedir. Ayrica DMH
uygulanan grupta ilk asama GA ve ilk DMH sonra GA uygulanan gruba gore de
anlamli olmasa da GRP-78 protein ifadelerinin diistiigii goriilmektedir. Genel olarak
baktigimizda GA uygulanan tiim gruplarda GRP-78 ifadesinin diistiigiinii
sOyleyebiliriz. ATF-4 protein ifadesine baktigimizda; kontrol grubuna gore ilk asama
GA (p<0,01), DMH (p<0,001) ve ilk DMH sonra GA (p<0,01) gruplarinda anlamli
derecede arttig1r goriilmektedir. Ayrica DMH ve ilk asama GA grubuna gore de
DMH+GA grubunda ATF-4 protein ifadesinin anlamli olarak azaldigi goriilmektedir
(her ikisi i¢in p<0,05). CHOP, ATF-6 ve IRE-1a protein ifadelerine baktigimizda ise
gruplar aras1 anlamli bir farkin olmadigi goriilmektedir. PERK protein ifadesine
baktigimizda; ilk asama GA ve DMH grubuna gore son asama GA grubunda anlaml
derecede azaldig1 goriilmektedir (her ikisi i¢in p<0,05). Ayrica kontrol grubuna gore

DMH grubunda artarken, DMH grubuna gére de DMH+GA ve ilk DMH sonra GA
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gruplarinda PERK protein ifadesinin azaldigi ama anlamli olmadig1 goriilmektedir.
Bulgularimiza benzer sekilde Sharma ve ark. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada
p-kumarik asidin kolon kanseri olusturulan ratlarda GRP-78 {izerine etkisine
bakildiginda; GRP-78’in tiimér dokularinda asir1 eksprese edildigi bildirilmistir.
p-Kumarik asidin, tek bagina DMH uygulanan ratlara kiyasla GRP-78 ekspresyonunu
asagl regile ettigi bulunmustur (Sharma ve ark., 2018). Bu galismanin bulgulari
bizim ¢alismamizla uyumlu olup, GRP78'in DMH uygulanan sicanlarin kolon
dokusunda yukar1 regiile edildigini ve bu durumda GRP78'in asir1 ekspresyonunun
timor hiicrelerinin zorlu kosullara uyum saglamasina yardimci oldugunu ve

homeostazi siirdiirerek hayatta kalma egilimi sagladigin1 gostermektedir.

Kolon kanseri hiicre hatlarina dihidroksi fenil etanoliin (DPE) 24 ve 48 saat
stireyle 50 ve 100 uM uygulandig1 ¢alismada; ATF-6 ekspresyonunun hem zaman
hem de doz miktar1 arttik¢a kontrol grubuna gore ekspresyonunun anlamli derecede
azaldigini gozlemlemislerdir. Ayrica, CHOP'un ekspresyon seviyesinin, daha yiiksek
dozlarda gozlenen hiicre sagkalimindaki bozulma ile baglantili olarak, kolon kanseri
hiicre hatlarinda doza ve zamana baglh bir sekilde arttigini1 bulmuslardir. CHOP'tan
farkli olarak, GRP-78 ekspresyonunun ise doza ve zamana baglh olarak
etkilenmedigini belirtmislerdir. Stresin yogunluguna ve siiresine bagli olarak UPR,
CHOP'u yukar regiile ederek hiicre sagkaliminda bir azalmaya neden olabilir veya
GRP-78'1 yukar1 dogru diizenleyerek hiicrelerin strese uyum saglamasina yardimci
olabilir (Benedetti ve ark., 2021). Aym c¢alismada ceapinin DPE ile etkisini
arastirdiklarinda; tek basina ceapin uygulanmasinin kontrol grubuna goére GRP-78
ekspresyonunda anlamli derecede azalmaya neden oldugu goriiliirken hem ceapin
hem de DPE+ceapin uygulanmasinda CHOP ekspresyonunun kontrole gore
degismedigi gozlenmektedir. Normal hiicrelere kiyasla temelde stres altinda olan
kanser hiicrelerinde ER stresini siddetlendirerek hiicre 6liimiiniin uyarilmasi veya bu
etkiyi elde etmek i¢in UPR sinyal yolaginin aktivasyonu, umut verici antikanser
stratejileri olarak ortaya c¢ikmaktadir. Calismamiza benzer sekilde GRP-78
ekspresyonunun DMH grubuna gére GA uygulananlarda azaldig1 gézlenirken CHOP
ve ATF-6 ekspresyonunun degismedigi gozlenmistir. Kanser progresyonunun ileri

evrelerinde, kanser hiicreleri asir1 ER stresine maruz kaldiginda, GRP-78'in hayatta
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kalma yanlis1 ve metastatik islevler araciligiyla kanserin ilerlemesini destekledigi
kesfedilmigtir. Kanser hiicresi yiizeyindeki GRP-78, hiicre membrani sinyal
yollarinda aktiftir. Boylece proliferasyonu, apoptozu ve timor bagisikligini diizenler

(Huang ve ark., 2021).

Normal kosullar altinda ER'ye bagli sensorler, yani PERK, IRE-1a ve ATF-6,
GRP-78 ile iligkilendirilerek etkin olmayan durumda tutulur. ER stres kosullar
sirasinda ise GRP-78 ayrilarak UPR etkinlestirilir. UPR, strese bagli olarak hiicre
adaptasyonunu veya stresin yogunluguna ve siiresine bagli olarak apoptoz yoluyla
hiicre 6limiinii indiikleyebilir. Boylece UPR sinyal agi, sitoprotektif ve apoptotik
olmak tizere iki farkli yola ayrilir (Sharma ve ark., 2018). Bazi ¢aligmalarda, UPR
sinyal yollarinin aktivasyonunun ve elF2a fosforilasyonunun solid tiimdr biiytimesi,
istilas1 ve anjiyogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Bu bulgular,
elF2a'nin  fosforilasyonun ER  stres kosullarinda hiicre adaptasyonunun
saglanmasinda ana diizenleyici oldugunu ve UPR'nin PERK/eIF20/ATF-4 ekseninin
bu bakimdan daha etkin oldugunu gostermektedir (Ozcan ve Tabas, 2012; Sharma ve
ark., 2018). GRP-78'in asagi regiilasyonu ise, ER liimeninde yanlis katlanmig
proteinlerin birikmesine ve dolayisiyla uzun siireli ER stresine neden olabilir.
Calismalar, uzun siireli ER stresinin ise mitokondriyal aracilt apoptoza yol agan
PERK/eIF20/ATF-4/CHOP yolunu aktive ettigini gostermistir (Rozpedek ve ark.,
2016; Sharma ve ark., 2018).

Bizim calismamizda da aktif olarak kullanilan yolagin artan ekspresyonlaria
baktigimizda PERK/eIF20/ATF-4/CHOP oldugu goriilmektedir. ATF-4, stres
kosullarinda hiicre adaptasyonunda yer alan ¢ok cesitli genleri diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir, ancak uzun siireli ER stresi sirasinda ATF-4, ER stresinin
neden oldugu apoptozu diizenleyen ana bir molekiil olan CHOP genlerini de
uyarabilir. CHOP'un artan ekspresyonu, proapoptotik Bim'in transkripsiyonuna
neden olur ve apoptozu tetikleyen antiapoptotik Bcl-2'nin ekspresyonunu azaltir.
Sharma ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢aligmada; DMH uygulanan si¢anlarda artan
p-PERK, p-eIF2a, ATF-4 ve CHOP ekspresyonu ile iliskili GRP-78 ekspresyonunun

azalmasmin p-kumarik asit takviyesinin uzun siireli ER stresini indiikleyerek
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adaptasyon tepkisini gecersiz kildigin1 ve bdylece apoptoz indiikleyicisini
uyguladigini  gosterdiklerini  belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda da; GRP-78
ekspresyonunun DMH uygulanan ratlarda artmasiyla birlikte, PERK/eIF20/ATF-
4/CHOP yolagindaki PERK ve ATF-4 proteinlerinin ifadesinin kontrol grubuna gore
arttig1 gozlenmistir. Gallik asidin uygulanmasiyla birlikte GRP-78 ekspresyonunun
ozellikle DMH+GA grubunda DMH grubuna gore anlamli derecede azaldigi
gozlenmistir (p<0,001). PERK ve ATF-4 ekspresyonlarinda DMH+GA ve ilk DMH
sonra GA uygulanan gruplarda ise anlamli olmasa da DMH grubuna gore azalis s6z
konusudur. Bu bulgularla ¢alismamizda GA takviyesinin uzun siireli ER stresini
indiikleyerek adaptasyon tepkisini gecersiz kildigini ve boylece hiicreleri apoptoza
stirikledigini  diisiinmekteyiz. Western-blot analizlerindeki 6rneklem sayilari
arttirilarak ileri ¢aligmalar yapilirsa sonuglarin etkinligi daha iyi ortaya konulmus

olacaktir.

En iyi karakterize edilmis doku kok hiicre popiilasyonlarindan biri,
homeostatik bagirsak epitelindeki tiim farklilagmis hiicre tiplerine yol agan
gastrointestinal sistemdeki LGRS kript hiicreleridir. LGRS+ hiicrelerinin bagirsak
kanserlerinin ve kolerektal kanserin orjinindeki hiicreler olarak gorev yaptigi one
striilmistiir, bu da LGRS5+ hiicrelerinin elimine edilmesinin timor biiyiimesi ve
devamlilig1 lizerinde derin bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir (Junttila ve ark.,
2015). LGR5'in kolon kanser kok hiicreleri igin bir belirteg oldugu hipotezi, LGR5+
tiimdr popiilasyonunu hedeflemenin kolon kanserlerini tedavi etmede etkili bir yol
saglayabilecegini dislindiirmektedir. Juntilla ve ark. (2015), tarafindan LGRS5'in
normal ve kolon kanserine sahip insanlarda immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinin yapildigi arastirmada, normal insan kolon dokusunda, kolon
kanseri hastalarinin kolon dokusuna gore ekspresyon seviyesinin daha az oldugunu
bulmuslardir (Junttila ve ark., 2015). Feima ve ark. (2015), tarafindan DMH ile kolon
kanseri olusturulan ratlarda yapilan ¢alismada; normal kolon mukozasina sahip olan
ratlarda tiimor olanlara kiyasla LGRS ekspresyonlarmin anlamli derecede diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Casonava-Marti ve ark. (2020)'min yaptig1 calismada;
bagirsak organoidlerinde {iztim c¢ekirde§i proantosiyanidin ekstraktina uzun siireli

maruz biraktiklarinda L-Hiicre farklilasmasinin arttig1 ve kontrol grubuna gore tiziim
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cekirdegi proantosiyanidin ekstrakti verilen grupta LGRS5+'in gen ekspresyon
ifadesinin anlamli derecede azaldigini belirmislerdir. Calismamizin bulgulari bu
sonuglarla uyumlu olup; kontrol grubuna gére DMH uygulanan ratlarda LGRS
ekspresyonun yaklasik iki kat arttigi (Sekil 3.8.G) ve anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica ¢alismamizda DMH enjekte edilen ratlara GA
uygulanmasiyla birlikte LGRS ekspresyonunun azaldigi gozlenmektedir. Ozellikle
DMH+GA grubunda DMH grubuna gore ekspresyonunda anlamli fark
bulunmamasma ragmen yaklasik iki kat azalma gozlenmektedir. Bu bulgu
calismamiz agisindan ¢ok degerli olup, takviye olarak saglanabilecek gallik asidin

kolon kanseri tedavisinde etkin olabilecegini isaret etmektedir.

Cizelge 3.4’te gosterildigi gibi gruplar arast korelasyon analizine
baktigimizda; timor sayisi ile GRP-78, LGRS ve ATF-4 protein ifadeleri arasinda
pozitif korelasyon oldugu gozlenmektedir (sirastyla r=0,414, p<0,01; r=0,350,
p<0,05; r=0,405, p<0,01). Ayrica ATF-4 protein ifadesinin de GRP-78, LGR5 ve
PERK protein ifadeleriyle de pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (sirasiyla
r=0,352, p<0,05; r=0,310, p<0,05; r=0,415; p<0,01). Bu bulgular ¢alismamiz
acisindan onemlidir ¢linkii tiimor sayis1 arttitkca UPR sinyal yolaginin aktif hale
geldigini ve GA uygulanmasiyla birlikte DMH+GA ve ilk DMH sonra GA
uygulanan gruplardaki tiimor sayilarinin azalmasi da bu yolaktaki protein ifadelerinin
azaldigin1 ve GA’nin bu yolakta etkin olabilecegini gostermektedir. Ek olarak GRP-
78 protein ifadesinin serum HIF-1a ile pozitif (r=0,450; p<0,01) ve serum midkin
diizeyi ile de negatif (r= -0,294; p<0,05) korele oldugu gozlenmektedir. Midkin
hiicresel stireglerde rol oynayan heparin baglayici bir biliyiime faktoriidir. DMH
uygulanan grupta benzer sekilde hem midkin diizeyinin hem de GRP-78 ifadesinin
kontrole gore yiiksek olmasina ragmen negatif korelasyon goriilmesi; sadece GA
uygulanan gruplarda birlikte ve sonrasinda uygulanan GA’ya gore daha yiiksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Oksijen konsantrasyonu ER stresini etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. HIF-la alt birimi de, biiyiikk Olciide oksijen
konsantrasyonu tarafindan diizenlenir ve hipoksi belirteci olarak hizmet etmektedir.
Serum HIF-1a diizeylerinin GRP-78 protein ifadesiyle pozitif korele olmasi literatiir

bilgisiyle uyumludur.
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Tim ratlar 20 haftalik deney siiresi boyunca hayatta kalmigtir. Kontrol
grubundaki (Grup 1) ve GA uygulanan gruplardaki ratlarda (Grup 2 ve 3) hig tiimore
rastlanmamistir. DMH enjekte edilen ve GA uygulanan (Grup 5 ve 6) gruplarda ise,
tek bagina DMH enjekte edilen ratlara kiyasla tiimor sayisinda yaklasik olarak % 50
oraninda azalma gostermistir (Cizelge 3.2). Sekil 3.9'da, kontrol grubundaki ratlara
ait kolon dokusunun Hematoksilen ve Eozin ile boyanmasi (H&E) gosterilmistir.
Kontrol ratlarinin kolonu, normal histopatolojik goriiniime sahip normal mukozal
bezler gostermektedir. Ayni durum Sekil 3.10 ve Sekil 3.11'de sadece GA uygulanan
ratlarin kolon dokusunda da gozlenmektedir. Tek basina DMH uygulanan ratlarin
kolonu, Sekil 3.12 ve Sekil 3.13'te gortildigi gibi konvansiyonel, miisindz ve tasl
yiiziik goriiniimlii adenokarsinom igermektedir. Adenokarsinomlar submukozaya ve
muskularis propriyaya invaze haldedir. GA takviyeli DMH ratlarina ait kolon
dokularimin H&E ile boyanmasina baktigimizda ise; Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Sekil
3.16'da goriildiigii gibi adeno karsinomlarinin daha yiizeyel oldugu, siddetli displazi
alanlartyla birlikte iltihap hiicrelerinin yer almasiyla bir inflamatuar yanit

olusturduklar1 goriilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Deneysel kolon kanseri olusturulan ratlarda; makroskobik inceleme
yapildiginda ilk olarak GA’nin tiimor sayisi tizerindeki etkisi ve DMH grubuna gore
yaklasik % 50 oraninda tiimor sayilarinda azalma olmasi 6nemlidir. Bu bulgu
histopatolojik inceleme yapildiginda da; GA’nin onleyici ve tedavi edici olarak
uygulandig1 gruplarda, timoér olusumun yiizeyel olmasi ve iltihap hiicrelerinin yer
alarak tedavi etmede de etkin oldugunun gosterilmesi ¢alismamiz agisindan dikkat

cekicidir.

Total protein ve kalsiyum degerlerini kullanarak iyonize kalsiyum
hesaplamas1 yapilmistir. Literatlirde; intraseliiler kalsiyum diizeylerinin ER stresi
tizerindeki etkisine yonelik ¢alismalar mevcutken, serum iyonize kalsiyumun etkisini
degerlendiren galigmaya rastlanmamistir. Arastirmamizda DMH grubunda kontrol
grubuna gore iyonize kalsiyum degerleri anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.
Serumdaki iyonize kalsiyum degerinin intraseliiler iyonize kalsiyum diizeyi ile olan
korelasyonunun ER stresi tizerindeki etkinligini 6grenebilmek i¢in bu alanda ileri

caligmalara ihtiyag vardir.

Arastirmamizda serum midkin ve HIF-1a diizeyleri DMH grubunda kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. GA’nin Onleyici ve tedavi edici
olarak uygulanmasiyla birlikte her iki parametrenin de DMH grubuna gore azaldig
goriilmektedir. Literatiirde GA’nin  bu parametreler Tlzerindeki etkinligini
degerlendiren ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu parametreler iizerine
etkinliginin arastirildigi ve tan1 ve tedavide ne derece yol gosterici olabilecegini

ortaya ¢ikarmak i¢in yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Literatiire baktigimizda deneysel kolon kanseri olusturulan ve GA ile tedavi
etkinligine bakilan ratlarda TAS ve TOS parametrelerinin arastirildigi calismaya
rastlanmamistir. Calismamizin bulgular1 bu agidan degerli olup, calisma bulgulari

antioksidan/oksidan indeksi degerlendiren diger parametrelerin = calisildig
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arastirmalarin bulgulariyla karsilagtirlmigtir. Calismamizda serum TAS diizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunmazken, kolon TAS diizeylerinde DMH+GA ve ilk
DMH sonra GA verilen grupta kontrol grubuna gére anlamli bir azalma gozlenmistir
DMH uygulanan ratlarda ise kontrol grubuna goére kolon TAS diizeyleri diismiis
ancak anlamli bulunmamistir. Serum TOS diizeylerinde ise beklenenin aksine
kontrol grubunda DMH grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek TOS diizeylerine
sahip oldugu bulunmustur. Ayrica DMH uygulanan gruplarda GA’nin serum TOS
diizeylerini yiikselttigi goriilmektedir.

Calismamizdaki veriler, TOS ile hiicresel proliferasyon hizi arasinda ters bir
iligki oldugunu ortaya koymaktadir, yani, yliksek oranda ¢ogalan timor hiicreleri,
normal hiicrelere kiyasla belirgin sekilde diisiik seviyede oksidan statlii gOstermis
olabilirler. Artan hiicre proliferasyonunun kolon kanserinin patogenezinde rol
oynadig diistiniilmektedir. DMH ile tedavi edilen ratlarda gézlenen azalmis kolon ve
serum TOS diizeyleri, artan hiicre proliferasyonuna bagli olabilir. Boylece kotii
huylu dokular serbest radikal saldirilarina kars1 daha az duyarli ve daha direnclidir ve
dolayistyla lipid peroksidasyonu daha az yogundur. Bu durum, tiimér hiicrelerinin
serbest radikal saldirisina karsi direncini azaltip, duyarlihi@ini artirabilir ve bu da
hiicre proliferasyonunun azalmasina neden olabilir. Bu nedenle, GA'nin
antiproliferatif etkileriyle DMH'in neden oldugu kolon kanserini Onledigini
diistinmekteyiz. Ancak literatiirde lipid peroksidasyon {irlinlerine ek olarak TAS ve

TOS’un degerlendirilecegi ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Calismamizda DMH uygulanan grupta kontrol grubuna goére GRP-78 ve
ATF-4 protein ifadelerinin anlamli derecede yiikseldigi goriilmiistiir. PERK protein
ifadesinin de kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ama anlamli olmadig:
goriilmektedir. Ayrica CHOP, ATF-6 ve IRE-1a protein ifadelerinde gruplar arasi
fark olmadig1 goriilmektedir. GRP-78 protein ifadesine baktigimizda DMH grubuna
gore GA aliminin ekspresyonunu azalttigi goriilmektedir. Literatirde GRP-78'in
DMH uygulanan siganlarin kolon dokusunda yukari regiile edildigini ve bu durumun

GRP-78'in  asir1  ekspresyonunun tiimdr hiicrelerinin  zorlu kosullara uyum
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saglamasina yardimci oldugunu ve homeostazi siirdiirerek hayatta kalma egilimi

sagladigini gostermektedir.

GRP-78 ekspresyonunun kontrol grubuna gére DMH uygulanan grupta
yiiksek iken DMH uygulanan gruba géore DMH+GA ve son asama GA uygulanan
grupta anlamli derecede diistiigii goriilmektedir. Ayrica DMH uygulanan grupta ilk
asama GA ve ilk DMH sonra GA uygulanan gruba gore de anlamli olmasa da GRP-
78 protein ifadelerinin distiigii goriilmektedir. Genel olarak baktigimizda GA
uygulanan tiim gruplarda GRP-78 ifadesinin diistiigiinii soyleyebiliriz. ATF-4 protein
ifadesine baktigimizda; kontrol grubuna gore ilk asama GA, DMH ve ilk DMH sonra
GA gruplarinda anlamli derecede arttig1 goriilmektedir. Ayrica DMH ve ilk asama
GA grubuna gore de DMH+GA grubunda ATF-4 protein ifadesinin anlamli olarak
azaldig1 goriilmektedir. CHOP, ATF-6 ve IRE-la protein ifadelerine baktigimizda
ise gruplar arasi anlamli bir farkin olmadig1 goriilmektedir. PERK protein ifadesine
baktigimizda; ilk asama GA ve DMH grubuna gore son asama GA grubunda anlamli
derecede azaldigr goriilmektedir. Ayrica kontrol grubuna gére DMH grubunda
artarken, DMH grubuna gére de DMH+GA ve ilk DMH sonra GA gruplarinda
PERK protein ifadesinin azaldigi ama anlamli olmadig1 goriilmektedir. Bu bulgularla
calismamizda; GA takviyesinin uzun siireli ER stresini indiikleyerek adaptasyon
tepkisini  gecersiz  kildigin1 ve bdylece hiicreleri apoptoza yonlendirdigini

diistinmekteyiz.

Calismamizda etkinligini arastirdigimiz bir diger parametre LGRS protein
ekspresyonudur. LGRS'in kolon kanser kok hiicreleri igin bir belirte¢ oldugu
hipotezi, LGR5+ tiimér popiilasyonunu hedeflemenin kolon kanserlerini tedavi
etmede etkili bir yol saglayabilecegini diigiindiirmektedir. Calismamizda; kontrol
grubuna gére DMH uygulanan ratlarda LGRS ekspresyonun yaklasik iki kat arttig1
ve anlaml derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica calismamizda DMH enjekte
edilen ratlara GA uygulanmasiyla birlikte LGRS ekspresyonunun azaldigi
gdzlenmektedir. Ozellikle DMH+GA grubunda DMH grubuna gére ekspresyonunda
yaklagik iki kat azalma gdzlenmektedir. Bu bulgu ¢alismamiz agisindan ¢ok degerli

olup, takviye olarak saglanabilecek gallik asidin kolon kanseri tedavisinde etkin
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olabilecegini isaret etmektedir. Fakat LGRS pozitifligini immiinohistokimyasal
olarak degerlendirmek istedigimizde gruplar arasi anlamli bir farkin olmadigi ve
gruplarda pozitif hiicrenin saptanmadigi gozlenmistir. Bu nedenle GA’nin kolon
kanseri kok hiicreleri iizerindeki etkinligini degerlendirebilecek daha ileriki

caligsmalarin yapilmasina gerek vardir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismanin bulgular1 oksidatif stres, kok hiicre ve
endoplazmik retikulum stresine iliskin yolaklarda deneysel kolon kanseri olusturulan
ratlar ile gallik asit uygulanan gruplar ve kontrol gruplari arasinda Onemli
farkliliklara isaret ettigi icin diyetle verilen gallik asidin kolon kanserinde onleyici
rolii ve/veya tedavide yeri olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismanin bulgularindan
yola ¢ikilarak yapilacak daha ileri galigmalar gallik asidin kolon kanseri profilaksisi

ve/veya tedavisindeki olasi faydalarini daha iyi ortaya koyabilecektir.
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OZET

Gallik Asidin Deneysel Kolon Kanseri Olusturulan Ratlarda Endoplazmik
Retikulum Stres Yolag1 ve Bagirsak Epitel Kok Hiicreleri Uzerine Etkileri

Kolon kanseri normal isleyen kolon epitelinin adenomat6z poliplere doniismesinden
kaynaklanmaktadir. Kolorektal kanserin, gida bilesenleri veya diyet tarafindan indiiklenen
bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminin kademeli olarak bozulmasindan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir. Yeni parametrelerinin aragtirilmasi, hastaligin patofizyolojisini daha iyi ortaya
koymamizin yani sira erken teshis ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan
onemlidir. Ozellikle cay, iiziim ve mor renkli meyvelerde yogun olarak bulunan gallik asit
polihidroksifenolik bilesikler igerisinde smiflandirilmaktadir. Arastirmamizda deneysel
kolon kanseri olusturdugumuz ratlarda gallik asidin (GA) hastalig1 onleyici ve/veya tedavi
edici etkilerini arastirdik.

Caligmamizda 72 adet wistar erkek rat randomize olarak 6 gruba ayrilmistir. Deney
siiresi toplam 20 haftadir. Birinci grup kontrol grubu olarak yer almaktadir. Ikinci ve iiciincii
gruptaki ratlara ise sirasiyla deney siiresinin ilk ve son 10 haftas1 olmak tizere 50 mg/kg GA
verilmistir. Dordiincii gruba ilk 10 hafta boyunca haftada bir kez 30 mg/kg DMH enjekte
edilmistir. Beginci gruba ilk 10 hafta boyunca GA+DMH verilmistir. Altinct gruba ise ilk 10
hafta DMH sonraki 10 hafta GA verilmistir. Ratlardan alinan 6rneklerde oksidatif stres
parametreleri, kalsiyum, total protein, HIF-la ve midkin diizeyleri analiz edilmistir.
Ratlardan alman kolon dokusunda western blot analiziyle UPR sinyal yolagindaki
proteinlerin ve LGRS proteinin ifadesine bakilmstir.

Midkin diizeylerinin DMH grubunda kontrol grubuna gore anlaml derecede yiiksek
oldugu goriilmektedir (p<0,05). GRP-78, ATF-4 ve LGRS protein ifadelerinin kontrol
grubuna gére DMH uygulanan grupta anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir (sirasiyla Kontrol:
1,00+0,55, DMH: 4,73+2,67; Kontrol:1,00+0,37, DMH: 2,83+1,81; Kontrol:1,00+0,26;
DMH: 2,24+1,02). PERK protein ifadesinin ise DMH grubuna gore son asama GA olan
grupta anlamli derecede azaldig1 gézlenmistir (DMH: 1,4+0,37; Son asama GA: 0,81+0,16).
Arastirmamizda sadece DMH enjekte edilen gruba goére GA verilen gruplarda tiimor/polip
sayilarinda anlamli azalma goriilmektedir.

Sonug olarak oksidatif stres, kdk hiicre ve endoplazmik retikulum stresine iliskin
yolaklarda gruplar arasinda énemli farkliliklar goriildigii icin gallik asit kolon kanserindeki
onleyici rolil veya tedavideki yeri agisindan yol gosterici olabilir. Bu bulgularin daha ileri
aragtirmalar ile desteklenmesi gereklidir.

Anahtar kelimeler: ER Stresi, Gallik asit, Kolon kanseri, LGR5, UPR.
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SUMMARY

Effect of Gallic Acid on Endoplasmic Reticulum Stress Pathway and Intestinal
Epithelial Stem Cell with Experimentally Induced Colon Cancer

Colon cancer results from transforming of normally functioning colon epithelium to
adenomatous polyps. It has been reported that colorectal cancer may result from the gradual
deterioration of the gut microbiota composition induced by food components or diet.
Investigation of new parameters is important in terms of early diagnosis and development of
new treatment methods, as well as revealing the pathophysiology of the disease. In this
study, we investigated the possible prophylactic and therapeutic effects of gallic acid (GA) in
rats with experimental colon cancer.

Seventy-two Wistar male rats were randomly divided into 6 groups. The duration of
the experiment is 20 weeks. The first group is the control group. Rats in the second and third
groups were given 50 mg/kg GA in the first and last 10 weeks of the experiment,
respectively. Rats in the fourth group was injected with 30 mg/kg dimethylhydrasine (DMH)
once a week for the first 10 weeks. Rats in the fifth group was given GA+DMH during the
first 10 weeks. Rats in the sixth group was given DMH for the first 10 weeks and GA for the
next 10 weeks. Oxidative stress parameters, calcium, total protein, HIF-1a and midkine
levels were analyzed in samples taken from rats. The expression of proteins in the UPR
signaling pathway and LGR5 protein were analyzed by western blot method in colon tissue
from rats.

Midkine levels were found to be significantly higher in the fourth group than in the
control group (p<0.05). It was observed that GRP-78, ATF-4 and LGR5 protein expressions
were significantly increased in the fourth group compared to the control group (Control:
1,00+£0,55, DMH: 4,73+2,67; Control:1,00+0,37, DMH: 2,83+1,81; Control:1,00+0,26;
DMH: 2,24+1,02)., respectively).

As a result, pathways related to oxidative stress, stem cell and endoplasmic reticulum
stress may be a guide in prophylactic or therapeutic effects of gallic acid in the colon cancer
since they show significant differences between groups. These findings need to be clarified
by further researches.

Keywords: Colon cancer, ER Stress, Gallic acid, LGR5, UPR.
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